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INTRODUCAO

LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA CLINICA

O objetivo do laboratério de microbiologia ndo é apenas apontar o responsavel por um determinado
estado infeccioso, mas sim, indicar, através do monitoramento de populacdes microbianas, qual o
perfil dos microrganismos que estdo interagindo com o homem. Com essas informacdes, a equipe de
salde é capaz de definir quais microrganismos podem ser responsaveis pelo quadro clinico do
paciente e assim, propor um tratamento mais adequado. No entanto, para alcancar esses objetivos,
os laboratérios de microbiologia devem possuir estrutura capaz de estabelecer informagdes sobre a
melhor amostra bioldgica, reconhecer a flora normal, reconhecer os contaminantes, identificar
microrganismos cujo tratamento beneficia o paciente, identificar microrganismos com propdsitos
epidemioldgicos, obter resultados rapidos em casos de emergéncia, racionalizar no uso de
antimicrobianos, realizar o transporte rapido das amostras e o relato dos resultados e manter uma

educagdo médica continua em relacdo aos aspectos da infeccdo hospitalar.

A primeira edicdo do Manual de Procedimentos Basicos em Microbiologia Clinica para o Controle de
Infeccdo Hospitalar teve como proposta padronizar as técnicas microbioldgicas consideradas
fundamentais na rotina e que pudessem dar respaldo as atividades das Comissdes de Controle de
Infecgdo Hospitalar. Se, por um lado, sua virtude foi a simplicidade e objetividade no desenvolvimento
dos temas, as suas limitagdes e a rapida evolucdo do conhecimento nesta area logo reclamaram sua

atualizagdo.

Estamos, agora, diante da oportunidade de resgatar algumas falhas daquela primeira edigao,
procurando ampliar e aprofundar temas considerados essenciais, contando com um seleto e
conceituado corpo editorial e de colaboradores. Nossa expectativa é de que os laboratoérios de
microbiologia, a partir das bases oferecidas por este Manual, possam assimilar e alcancar novos niveis
de complexidade laboratorial, atendendo as exigéncias e caracteristicas préprias de cada unidade

hospitalar.

Nao tivemos a pretensao de alcancar o contelddo e a profundidade dos manuais-textos de
microbiologia tradicionalmente consultados e que também nos serviram de referéncia, mas sim, de
servir como manual de bancada de técnicas consagradas, procedimentos basicos padronizados e

informagdes atualizadas de utilidade no meio hospitalar.

Esta edicao revisada e ampliada foi programada em 10 moédulos, abrangendo os seguintes temas:

Médulo I Principais sindromes infecciosas

Médulo II Seguranca e controle de qualidade no laboratério clinico

Modulo III Procedimentos laboratoriais: da requisicdo do exame a anélise microbiolégica
Médulo IV Descricdo dos meios de cultura empregados nos exames microbioldgicos
Médulo V Detecgdo e identificagdo bactérias de importancia médica

Médulo VI Deteccdo e identificacdo micobactérias de importancia médica



Médulo VII Detecgéo e identificacdo de fungos de importancia médica
Médulo VIII Deteccdo e identificacdo de virus de importancia médica (em producéo)
Médulo IX Principais métodos de detecgdo da resisténcia no Laboratoério Clinico (em producdo)

Médulo X Laboratorio de Microbiologia e sua interagdo com a Comissdo de Controle de Infeccdo
Hospitalar (em producao)

Esperamos assim atender a grande maioria de microbiologistas que, afastados dos grandes centros,
nao tém acesso a informagdes atualizadas na area de Microbiologia e que, melhor capacitados,
possam estar a altura das expectativas das Comissdes de Controle de Infeccdo Hospitalar, oferecendo

um suporte técnico atualizado e mais eficiente.



INTRODUCAO A INFECCAO HOSPITALAR

Uma das maiores preocupagdes na area de salde € a alta incidéncia de infecgdo hospitalar ou
nosocomial, isto €, infeccdo adquirida em ambientes hospitalares durante a internacdo ou apods a alta

do paciente, quando este esteve hospitalizado ou passou por procedimentos médicos.

A infecgdo hospitalar atinge o mundo todo e representa uma das causas de morte em pacientes
hospitalizados. No Brasil, segundo o Ministério da Saude, a taxa média de infeccdo hospitalar é de
cerca 15%, ao passo que nos EUA e na Europa é de 10%. Cabe lembrar, no entanto, que o indice de
infeccdo hospitalar varia significativamente, pois esta diretamente relacionada com o nivel de

atendimento e complexidade de cada hospital.

Diferentes microrganismos como bactérias, fungos, e virus causam infecgGes hospitalares. O grupo de
patdégenos, no entanto, que se destaca é o das bactérias que constituem a flora humana e que
normalmente ndo trazem risco a individuos saudaveis devido sua baixa viruléncia, mas que podem
causar infeccdo em individuos com estado clinico comprometido - denominadas assim de bactérias

oportunistas.

O segundo grupo de importancia médica nas infecgdes hospitalares sdo os fungos, sendo o Candida
albicans e o Aspergillus os patdogenos mais freqlentes. Os fungos sdo responsaveis por
aproximadamente 8% das infecgGes hospitalares. Dentre as viroses, o virus da hepatite B e C,
enteroviroses e viroses associadas com pneumonia hospitalar sdo comumente registrados. As viroses

representam por volta de 5% das infecgoes.

Geralmente os sitios de infecgao hospitalar mais freqlientemente atingidos sdo o trato urinario, feridas
cirlrgicas e trato respiratorio. Os patégenos que lideram no ranking das infeccdoes hospitalares estdo

descritos na tabela abaixo.

Agentes mais comuns de infecg6es nosocomiais

Patogeno Sitios comuns de isolamento do patoégeno
Bactérias Gram negativas

Escherichia coli Trato urinario, feridas cirdrgicas, sangue
Pseudomonas sp Trato urinario, trato respiratério, queimaduras
Klebsiella sp Trato urinario, trato respiratério, feridas cirdrgicas
Proteus sp Trato urinario, feridas cirdrgicas

Enterobacter sp Trato urinario, trato respiratorio, feridas cirdrgicas
Serratia sp Trato urinario, trato respiratorio, feridas cirdrgicas

Bactérias Gram positivas

Streptococcus sp Trato urinario, trato respiratério, feridas cirdrgicas
Staphylococcus aureus Pele, feridas cirdrgicas, sangue

Staphylococcus epidermitis Pele, feridas cirdrgicas, sangue

Fungi

Candida albicans Trato urinario, sangue

outros Trato urinario, sangue, trato respiratério




O ambiente hospitalar € inevitavelmente um grande reservatério de patdgenos virulentos e

oportunistas, de modo que as infecgdes hospitalares podem ser adquiridas ndao apenas por pacientes,

que apresentam maior susceptibilidade, mas também, embora menos freqlientemente, por visitantes

e funcionarios do proprio hospital.

Os patdgenos implicados nas infecgGes hospitalares sdo transmitidos ao individuo tanto via enddgena,

ou seja, pela prépria flora do paciente quanto pela via exdgena. Esta Ultima inclui veiculos como

maos, secrecdo salivar, fluidos corpdreos, ar e materiais contaminados, como por exemplo,

equipamentos e instrumentos utilizados em procedimentos médicos. Muitos destes procedimentos sdo

invasivos, isto é, penetram as barreiras de protecdo do corpo humano, de modo a elevar o risco de

infeccdo (vide Tabela)

Os principais fatores que influenciam a aquisicdo de uma infecgdo sao:

» status imunoldgico

* idade (recém-nascidos e idosos sdo mais vuneraveis)

= uso abusivo de antibidticos

= procedimentos médicos, em particular, os invasivos

* immunosupressao

= falhas nos procedimentos de controle de infeccdo

Exemplos de microrganismos da flora normal humana

Pele Olhos Cavidade oral
Staphylococcus Staphylococcus Lactobacillus
Micrococcus Streptococus Neisseria
Propionibacterium Neisseria Streptococcus
Corynebacterium Fusobacterium
Streptococcus Actinomyces
Malassezia Treponema
Pityrosporum Bacteroides

Trato respiratorio

Trato Digestivo

Trato Urogenital

Staphylococcus
Corynebacterium
Streptococcus
Hemophilus
Neisseria

Branhamella

Ouvido

Staphylococcus

Corynebacterium

Bacteroides
Lactobacillus
Enterococcus
Escherichia coli
Proteus
Klebsiella
Enterobacter
Bifidobacterium
Citrobacter
Fusobacterium

spirochetes

Streptococcus
Bacteroides
Mycobacterium
Neisseria
Enterobacter
Clostridium
Lactobacillus
Candida

Trichomonas

Nariz

Boca -~ Pele

Intestino
delgado \-\‘M
(4 N -

Trato / s

Urogenital v Reto



Procedimentos médicos comuns associados com infecg6es nosocomiais

Procedimento

Doenga

Patogeno

Cateterizagdo urinaria
Cirurgia

Terapia intravenosa

Intubagdo respiratoria

Dialise renal

Cistite
Feridas, septicemia

Infeccdo no local de injecgdo,
septicemia

pneumonia
Sepse, reacdo pirogénica

Bacilos gram negativos, enterococos

Staphylococcus, bacilo gram negativos,
bacterdides

Staphylococcus, klebsiella, Serratia,
Enterobacter, Candida

Pseudomonas, klebsiella, Serratia

Virus da hepatite B, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas
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1. INFECCOES DO TRATO URINARIO

INTRODUCAO

As infecgOes do trato urinario (ITU) estdo entre as doencas infecciosas mais comuns na pratica clinica,
particularmente em criangas, adultos jovens e mulheres sexualmente ativas, sendo apenas menos
freqliente que as do trato respiratdrio. No meio hospitalar sdo as mais freqlientes entre as infeccGes
nosocomiais em todo o mundo. Do ponto de vista pratico, por convengdo, define-se como ITU tanto as
infeccGes do trato urinario baixo (cistites) e como as do trato urinario alto (pielonefrites).

Quanto a topografia, as ITUs sao divididas em:

= Altas - que envolvem o parénquima renal (pielonefrite) ou ureteres (ureterites)

= Baixas - que envolvem a bexiga (cistite) a uretra (uretrite), e nos homens, a préstata
(prostatite) e o epididimo (epididimite).

Significado de bacterilria: A investigacdo microbioldgica de suspeita da infeccdo urinaria pela
urocultura, permitiu identificar dois grupos de pacientes com bacteritria = 100.000 bactérias por ml
de urina:

= Sintomaticos, e portanto com infeccdo urinaria

= Assintomaticos, definidos como portadores de bacterilria assintomatica

A importancia em diferenciar estes dois grupos é importante tanto do ponto de vista de conduta como
progndstico. Para o primeiro grupo ha a necessidade de tratamento imediato, para o segundo grupo
de pacientes, comumente constituido de meninas em idade escolar (1 a 2%) e de mulheres jovens
com vida sexual ativa (5%), existe um risco maior de desenvolver ITU no futuro. Ndo implicando
necessariamente em tratamento, pois cerca de 25% delas passam espontaneamente a ter uroculturas
negativas no prazo de um ano. Um grupo importante identificado com bacterilria assintomatica que
merece seguimento pelo elevado risco de ITU sdo as gestantes, idosos e pacientes cateterizados.

Quanto a evolucao as ITUs podem limitar-se a episdédio GUnico ou isolado, a recidiva, a
reinfeccao e a infecgdo urinaria cronica:

» Episdédio Unico ou isolado: ocorre uma Uunica vez e resolve habitualmente pelo uso de
antibioticoterapia. Um segundo episédio isolado, pode ocorrer sem relacdo temporal com o
anterior. Entre 10 a 20% das mulheres irao apresentar no decorrer da vida pelo menos um
episodio de infecgdo urinaria.

= Recidiva ou recaida de ITU - em conseqliéncia a falha no tratamento o mesmo microrganismo
isolado previamente persiste no trato urindrio, causando infecgdo ou bacteritria assintomatica. A
persisténcia do mesmo microrganismo por meses ou anos, leva a infecgdo urinaria cronica.

= Reinfecgdo - é a ocorréncia de um novo episddio de ITU, sem relacdo com o evento anterior,
causado por outro microrganismo, exceto que pela origem e freqiéncia do agente etiolégico que
coloniza a regido perineal, pode ser atribuida a mesma espécie bacteriana (ex: E.coli). Episddios
repetidos de reinfecdo ndo devem ser confundidos com infecgdo urinaria cronica.

= [TU cronica representa a persisténcia do mesmo microrganismo por meses ou anos com recidivas
apds tratamento, no caso de pielonefrite cronica, ha associagdo com comprometimento da pelve e
parénquima renal.

= ITU recorrente: ocasionalmente a recorréncia é pela persisténcia do mesmo agente (recidiva), mas
em cerca de 90% dos episddios ocorre por reinfeccdo, com meses de intervalo entre eles. Cerca
de 20% das jovens apds o episddio inicial de cistite tem infecgGes recorrentes, que caracterizam
bem este grupo. Dois ou mais episodios no periodo de 6 meses ou tés ou mais no periodo de um
ano definem as infecgbes recorrentes na mulher. Nos homens, a ITU recorrente é definida quando
ocorrem dois ou mais episddios de ITU em um periodo de até 3 anos, lembrando a freqlente
associacdo com prostatite bacteriana cronica, nos pacientes sem fatores predisponentes.

Quanto a presenca de fatores predisponentes ou agravantes as ITUs sdo classificadas em
dois grupos:

Mod - 1



= ITU ndo complicada: ocorre primariamente em mulheres jovens sexualmente ativas sem
anormalidade anatémica ou funcional do aparelho genitourinario.

= ITU complicada: ocorre em individuos que ja possuem alguma anormalidade estrutural ou
funcional do processo de diurese, presenca de calculos renais ou prostaticos, doencas subjacentes
em que haja predisposicao a infeccao renal (diabetes melittus, anemia falciforme, doenca
policistica renal, transplante renal) ou na vigéncia de cateterismo vesical, instrumentacdo ou
procedimentos cirurgicos do trato urindrio. Pelo maior risco, as ITUs em criangas, gestantes,
homens e infecgdes do trato urinario alto sdo consideradas infecgdes complicadas.

PATOGENESE

As trés possibilidades de um microrganismo alcancar o trato urinario e causar infecgao sdo:

Via ascendente: o microrganismo podera atingir através da uretra, a bexiga, ureter e o rim. Esta via
é a mais freqlente, principalmente em mulheres (pela menor extensdo da uretra) e em pacientes
submetidos a instrumentacdo do trato urinario.

Via hematogénica: ocorre devido a intensa vascularizacgdo do rim podendo o mesmo ser
comprometido em qualquer infeccdo sistémica; € a via de eleicdo para ITU(s) por alguns
microrganismos como Staphylococcus aureus, Mycobacterium tuberculosis, Histoplasma spp., sendo
também a principal via das ITU(s) em neonatos.

Via linfatica: é rara embora haja a possibilidade de microrganismos alcancarem o rim pelas conex&es
linfaticas entre o intestino e o rim e/ou entre o trato urindrio inferior e superior.

Apds o microrganismo atingir o trato urindrio podera ocorrer ou ndo infeccdo na dependéncia dos
seguintes fatores:

Adequacao dos mecanismos de defesa do hospedeiro

= Propriedades antibacterianas da urina (elevada osmolalidade e baixo ph) e da mucosa do trato
urinario (citocinas, mecanismos antiaderéncia).

= Efeito mecanico da micgdo.
= Resposta imune e inflamatoria.
» Integridade anatomica e funcional das vias urinarias.

= Tamanho do indculo (quanto maior o indculo que alcanga o rim, maior a chance de infecgdo). A
medula renal é altamente susceptivel a infecgdo por baixas contagens bacterianas, ocorrendo o
inverso no cértex renal.

Viruléncia do microrganismo

= Aderéncia as células uroepiteliais e vaginais
» Resisténcia a atividade bactericida do soro
* Produgdo de hemolisina e fator citotdxico necrotizante tipo i.

Nos pacientes com cateterismo vesical, os microrganismos atingem a bexiga através de trés
caminhos:

- no momento da insergdo do cateter

- através da luz do cateter

- através da interface mucosa-cateter

Por outro lado, os fatores envolvidos na fisiopatogénese das infecgGes urindrias associadas ao uso de
cateteres vesicais sao:

- fen6menos inflamatorios locais (corpo estranho).

- eliminagdo dos mecanismos habituais de defesa (esvaziamento incompleto da bexiga,
alteracbes da imunidade local, via aberta de passagem até a bexiga).

- obstrucdo mecanica das glandulas periuretrais (facilitando quadros de uretrites e
epididimites). Nos pacientes com prostatite ou epididimite, os microrganismos atuam,
principalmente, através do refluxo da urina infectada nos ductos prostaticos e ejaculatdrios.
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EPIDEMIOLOGIA E FATORES DE RISCO

As ITUs podem atingir todas as faixas etarias. A bacterilria pode variar de 0.1 a 1,9% dos neonatos a
termo, alcancando 10% nos prematuros, sendo a incidéncia maior nos meninos até os trés meses de
idade e freqlientemente acompanhada de bacteremia. A circuncisdo de meninos e a amamentagao
com leite materno parecem ser fatores ligados ao menor risco de infecgao.

A partir dos trés meses, as meninas passam a ser mais acometidas e as infecgdes principalmente nos
pré-escolares estdo associadas a anormalidades congénitas. Nesta faixa etaria, o risco para a menina
é de cerca de 4,5% e para o menino de 0,5%. Estas infecgGes sdo freqlientemente sintomaticas e
acredita-se que os danos renais resultantes das ITUs ocorram durante este periodo da vida.

Nos escolares a prevaléncia de bacterilria é de 1,2% nas meninas e de 0,03% nos menino

s, sendo em geral assintomatica. As pacientes do sexo feminino com bacterilria assintomatica
apresentam um risco de até 50% desenvolverem infeccdo sintomatica quando iniciam a atividade
sexual ou durante a gravidez. Portanto a presenca de bacterilria na infancia define a populagdo de
risco em relagdo ao desenvolvimento de ITU na fase adulta.

Na fase adulta até os 65 anos, a ITU em homens é extremamente baixa (menos de 0,1%),
freqlentemente associada com anormalidades anatomicas ou doenga da préstata como também a
instrumentacgdo das vias urindrias. A prevaléncia de ITU é um pouco maior (1,5%) em homens jovens
atendidos em servigos de doencas sexualmente transmissiveis.

Idosos (acima de 65 anos) apresentam prevaléncia de ITUs com menores diferengas entre os sexos.
Nas infeccOes comunitarias a prevaléncia atinge 20% nas mulheres e 10% nos homens, enquanto nas
infeccdes hospitalares esta prevaléncia é de aproximadamente 30%. Os fatores responsaveis pela
incidéncia elevada de ITU nos idosos incluem:

- doenca de base associada

- doengas ou condigbes que dificultam o esvaziamento normal da bexiga (ex: cistocele e
hipertrofia prostatica)

- instrumentacgdo das vias urinarias

- manejo da incontinéncia urindria com cateter vesical

- diminuicdo da atividade bactericida da secrecdo prostatica

- diminuicdo do glicogénio vaginal e aumento do pH vaginal

Em mulher pods-menopausa as infecgGes recorrentes, com trés ou mais culturas positivas e
sintomaticas em um ano, ou 2 dois episddios de ITU em seis meses, tem como fator predisponente a
cistocele, incontinéncia e aumento do volume de urina residual.

Pacientes internados desenvolvem ITUs mais freqlientemente que pacientes comunitarios, tendo em
vista as condicdes gerais dos pacientes hospitalizados e a alta probabilidade de instrumentagdo do
trato urinario, que sdo os maiores contribuintes para esta diferenca.

A ocorréncia de bacteridria em pacientes hospitalizados sem cateterismo é estimada em 1%, e o risco
de infecgdo varia de acordo com o sistema de drenagem utilizado, e a duragao do cateterismo. No
sistema aberto, atualmente em desuso, cerca de 100% dos pacientes apresentardo bacteridria em 2 a
4 dias a partir da cateterizagdo, no sistema fechado 5 a 10% dos pacientes apresentardo bacteridria
por cada dia de cateterizacdo. A importdncia da ITU hospitalar estd na sua elevada frequéncia e
principalmente por ser considerada a principal causa de bacteremia por Gram negativos.

SINAIS E SINTOMAS CLINICOS

Neonatos e criangas até dois anos de idade com ITU(s) podem ser totalmente assintomaticos ou
apresentarem sintomas inespecificos como: irritabilidade; diminuicdo da amamentagdo; menor
desenvolvimento pondero-estatural; diarréia e vOmitos; febre e apatia, etc. Cerca de 7% dos casos
podem estar acompanhados de ictericia e de hepato-esplenomegalia.

Criangas maiores ja podem relatar sintomas como: disuria, freqiéncia e dor abdominal.

No diagndstico de ITU em criangas menores de dois anos, pode ser feita apenas uma triagem com a
urina obtida por coletor, se negativa tem valor diagndstico de exclusdo, mas se positiva, com ou sem
leucocituria, o diagndstico final depende de coleta por puncdo supra-pubica ou de urina obtida por
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sondagem vesical. Em criangas maiores de dois anos com controle esfincteriano, pode-se utilizar a
urina de jato médio.

Adultos com ITU baixa, limitada a uretra e bexiga, geralmente apresentam disuria freqiente, urgéncia
miccional e ocasionalmente dor na regido particularmente pielonefrite, sao freqlientemente
acompanhadas pelos mesmos sintomas das infeccoes baixas, além supra-pubica. As ITUs altas,
particularmente pielonefrite, sdo freqlientemente acompanhadas pelos mesmos sintomas das
infeccGes baixas, além de dor nos flancos e febre. Bacteremia quando presente podera confirmar um
diagndstico de pielonefrite ou prostatite.

AGENTES ETIOLOGICOS DAS INFECCOES DO TRATO URINARIO

A flora normal da regido periuretral é definida de acordo com a faixa etéria e condigbes do paciente e,
raramente, causam ITUs apresentando em geral contagem de colonias menor que 1000 UFC/ml,
sendo constituida de: Streptococcus viridans, Corynebacterium spp. (difterdides), Staphylococcus spp.
(exceto Staphylococcus aureus e S. saprophyticus), Lactobacillus spp.

Manifestacoes clinicas e microrganismos freqiientemente associados com os varios tipos de
ITUs.

Tipo de Manifestagao Microrganismo isolado Diagndéstico e contagem de
-g Infecgao clinica colonias (UFC/ml)
\©
5S4 Aguda: febre, Enterobactérias: E. coli e > 10°
5 = Piel fri nausea, calafrios, outros grams negativos,
e < ielonefrite  \5mito, dor no flanco  Enterococcus e
© Cibaie: Staphylococcus aureus
& assintomatica
Disuria e frequéncia Escherischia coli e outros > 10°

grams negativos, S.

Cistite saprophyticus, Enterococcus
Disuria, frequéncia, Chlamydia Trachomatis (a) Urocultura negativa
corrimento uretral Mycoplasma hominis (b) a) Diagnostico por IFD
Ureaplasma urealyticum (C)  b) e c) secrecdo uretral
Neisseria gonorrhoeae (d) semeada em meios de cultura
o Trichomonas vaginalis (e) especificos. Alguns kits
X Candida albicans e spp. (f)  permitem contagem de col6nias
o - 2 10* ucf/ml
) Uretrite d) cresce em ACH e TM
= e) exame direto de jato inicial
£ de urina centrifugada
s f) podem crescer em agar
) sangue ou CLED
©
= Aguda: febre, N. gonorrhoeae, E. coli, Urocultura ou cultura da
calafrios, dor lombar Proteus spp. e outras secregdo prostatica
Prostatite Cr(“)'nica: » enterobactérias > 103 ucf/ml
assintomatica ou Menos frequente: *diagnéstico por IFD
semelhante aos Enterococcus spp. P.
sintomas da aguda aeruginosa e Chlamydia
trachomatis*
Questionavel: micoplasmas
Disuria e frequéncia Escherischia coli e outras > 10°
-8 .g urinaria na presenca enterobactérias
:8 o ~g o de SVD pode ser P. aeruginosa
o 8 .= Cistite assintomatico Acinetobacter spp.,
é £ pielonefrite Enterococos
Eo2 Candida albicans, C.
e E glabrata e Candida spp.

Staphylococcus coag. Neg
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DIAGNOSTICO LABORATORIAL

A maioria das ITUs é diagnosticada através de dados clinicos e laboratoriais como pidria e ou
bacterilria e também pela urocultura com contagem de col6nias.

Pesquisa da Piuria - reflete a possibilidade de resposta inflamatoria do trato urinario. A causa mais
comum ¢€ a infecgdo bacteriana que podera ser confirmada pela urocultura; porém a pilria podera ser
evidenciada nas situagdes clinicas apresentadas abaixo, cuja urocultura resulta negativa.

a) Nao infecciosa:
- doenca tubulo-intersticial (nefropatia por analgésicos e beta-lactdmicos)
- calculos e corpos estranhos
- terapia com ciclofosfamida
- rejeigao de transplante renal
- trauma genitourinario
- neoplasias
- glomerulonefrite

b) Infecciosa (microrganismos de dificil cultivo):
- Tuberculose e infecgdes causadas por micobactérias atipicas
- Haemophilus influenzae
- Chlamydia spp. e Ureaplasma urealyticum
- Gonococos
- Anaerobios
- Fungos
- virus (herpes, adenovirus, varicela-zoster)
- Leptospiras

c) Outras causas infecciosas:
- durante ou até uma semana apéds o tratamento adequado da ITU
- Infeccdo “mascarada” pela antibioticoterapia
- infecgbes adjacentes ao trato urindrio (apendicite, diverticulite e prostatite)

A pesquisa de piuria podera ser realizada por diferentes métodos manuais e automatizados:

Métodos Principios Limites de Detecgdo
Microscopico:
- Gram Reconhecimento das bactérias por
caracteristicas morfo-tintoriais.
Gram de uma gota de urina nao

ccentrifugada

1 bactéria em campo de imersdo
10° UFC/ml

vV IV

Pesquisa de Leucdcitos (urina ndo
centrifugada):

- l&mina e laminula Pequeno aumento 10x
Aumento 40x

Grande aumento 100x

30 leucécitos/campo
5 leucécitos/campo
1-2 leucdcitos/campo

- cadmara de contagem Contagem na camera de > 10 plécitos/ml (valor clinico)
hemocitometro

- excrec3o urinaria de leucécitos Determinagdo da excregao > 400.000 leucdécitos/hora

- sedimento urinario Determinagd@o no sedimento > 10 pldcitos/ml (valor clinico)

Testes Quimicos:

- fitas nitrato redutase - teste de Bactérias gram negativas reduzem > 10* UFC/ml

Griess

- esterase leucocitaria

Nitrato a Nitrito

Detecta a presenca dessa enzima
nos leucocitos
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Os testes utilizando fitas reagentes tém bom valor preditivo para afastar infecgdo urinaria, no entanto
apresentam baixo desempenho para sugerir ITU. Altas doses de vitamina C podem dar falso teste
negativo para nitrito na fita, e a presenca de Trichomonas pode dar teste positivo para esterase
leucocitaria.

Valores de Sensibilidade, especificidade e valor preditivo (VP) dos testes nitrito e esterase
leucocitaria, para predizer 10° UFC/ml

TESTE Sensibilidade Especificidade VP (%) do teste VP (%) do teste
% % positivo negativo

Nitrito 69 90 57 94

Esterase leucocitaria 71 85 47 94

Bacterioscopia de urina:

= Com a urina ndo centrifugada, e apenas homogeneizada, pegar uma alca com 10 pl de urina e
depositar sobre uma lamina de vidro;

= Deixar secar, fixar na chama e corar pelo gram.

= Com objetiva de imersdo (1000x) fazer contagem.

* Se encontrar 1 ou mais bactérias por campo, sugere > 10° UFC.

= A presenca de células epiteliais e varios tipos morfoldgicos de bactérias sugere contaminagéao.

Bacteriuria - a pesquisa de bacterilria podera ser realizada através da bacterioscdpia da urina,
testes bioquimicos e cultura de urina.

QUANTIFICAGAO DA BACTERIURIA - CONTAGEM DE COLONIAS

A identidade da bactéria infectante isolada na cultura de urina é um dos fatores indicativos de
infeccdo, porém ndo podemos esquecer que existem microrganismos que colonizam freqlientemente a
uretra distal de pacientes, e que raramente causam ITUs. Cerca de 10 a 20% das pacientes
apresentam colonizagdo da mucosa vaginal e da regido periuretral por enterobactérias por esta razdo,
além da identificacdo de bactérias uropatdgenas, a avaliagdo do nimero de unidades formadoras de
coldnias UFC por ml tornou-se um critério importante na interpretacdo da urocultura, ja que os
microrganismos colonizantes geralmente apresentam-se em contagens baixas.

O critério de diagnéstico tradicional de Kass (1956), determina a contagem = 10° UFC/mI| como limite
indicativo de infecgdo urinaria. Contudo, no caso de pacientes do sexo feminino apresentando infeccdo
urinaria sintomatica ndo complicada, este limite corresponde a uma alta especificidade e uma baixa
sensibilidade. De fato, cerca da terca parte das mulheres com sindrome clinica de disuria, freqténcia,
urgéncia e pidria e que melhoram com o uso de antimicrobianos, apresentam contagens entre 10? a
10* UFC/ml, segundo critério de Stamm (1982). Portanto, atualmente torna-se necessario que 0s
laboratdrios utilizem os critérios propostos por Stamm e comecem a detectar microrganismos a partir
de 102 UFC/ml, principalmente nesta populagdo de mulheres.

Comparacao de Contagem de ColOnias para ITU Baixa por coliformes.

Pesquisador Urina Sensibilidade Especificidade Valor Preditivo
Positivo Negativo

Stamm > 10° 0.95 0.85 0.88 0.94

(1982) coliformes/ml

Kass (1956) > 10° 0.51 0.99 0.98 0.65

coliformes/ml

O resultado da urocultura devera ser avaliado juntamente com os outros dados laboratoriais
(pesquisa de bacterituria e/ou pilria) e clinicos (presenca ou auséncia de sintomas, fatores
predisponentes, populagdo de risco, etc.). Considerando-se que as amostras de urina submetidas a
cultura sdo provenientes de pacientes com sintomas de ITU e de pacientes assintomaticos com alto
risco de Infecgao.

Apresentamos na tabela seguinte os diversos métodos utilizados para a quantificagdo da urina e
posterior identificacdo e antibiograma.
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Parametros para interpretacao das uroculturas

Parametro Método e Interpretacao Comentario

Semi-Quantitativa Lamino cultivo e Dispstick ou Dip-slide Técnica semi-quantitativa
Pour-plate Método classico padronizado raramente
1 microrganismo = 1000 UFC/ml utilizado, pois é muito trabalhoso.

Quantitativa
Alga calibrada = 0,01 ml Mais utilizada e de facil execugdo
1 col6nia = 100 UFC/ml
Alga calibrada = 0,001 ml
1 colénia = 1000 UFC/ml

Lamino-cultivo

O lamino-cultivo consiste de um recipiente plastico cilindrico, onde pode também ser coletado a urina,
com uma tampa ligada a um suporte plastico com duas faces contendo meios de cultura como CLED e
Mac Conkey ou outras combinacgdes. Esta técnica tem sido muito utilizada tanto por laboratérios com
pequena rotina, como aqueles de grande movimento pelos seguintes motivos:

* Facilita a semeadura, pois ndo necessita de alga calibrada ou outra medida de volume.

* Facilita o transporte da urina semeada utilizando o prdprio recipiente do lamino-cultivo.

* Facil conservacdo do produto em temperatura ambiente por cerca de seis meses.

» Identificagdo sumaria dos principais patdégenos encontrados, dependendo do produto adquirido.

Estes meios permitem identificar através de algumas provas bioquimicas rapidas alguns dos principais
géneros de bactérias ou pelo menos sugerir ou afastar a presenca de E. coli. A coleta deve seguir os
padrGes normais de assepsia e orientacdo, e a semeadura é feita sobre o proprio lamino-cultivo, de
forma que as faces do produto sejam colocadas uniformemente em contato com a urina.

- despejando-se a urina durante a coleta ou apds coletada em frasco estéril
- semeada com um swab embebido na urina homogeneizada.

As principais desvantagens do método sdo:

- 0 método é semi-quantitativo
- superficie menor de leitura e observagao de crescimento

Método Pour plate

Preparar previamente a diluicdo da urina para obtengdo de um fator a ser utilizado na interpretagao.

- 9,9 ml de salina + 0,1 ml da urina (10-2)

- 9,9 ml de salina + 0,1 ml da 12 diluicdo (10-4)

- Adicionar 1 ml da ultima diluicdo em placa de Petri (150 mm)

- Acrescentar o Agar Muller Hinton (fundido), homogeneizando e incubando a 35-37°C em aerobiose
durante 24 h.

- A leitura é feita multiplicando o nimero de col6nias obtido, pelo fator de diluicao.

Semeadura com Alga Calibrada

Alguns trabalhos recomendam a semeadura das urinas somente com a alga calibrada 0,01pul (10 pL),

procurando detectar-se contagem de col6nias a partir de 100 UFC/ml, outros trabalhos porém

recomendam a semeadura de acordo com a origem da amostra como o proposto abaixo.

Recomendacdo da Inoculagdo por Alga Calibrada segundo a origem da amostra clinica de urina

Amostra 0,001 mlou 1 pul? 0,010 ml ou 10 pl 2

Jato médio feminino X
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Jato médio masculino X

Cateter X
Pungdo Supra-pubica X
Cistoscopia X

1. uma coldnia com alga de 1 pL = 1000 UFC/ml
2- uma col6nia com alga de 10 pyL = 100 UFC/ml
Utilizado para amostras onde a contagem de col6nias baixa tem significado clinico

Esse método consiste em utilizar a urina ndo diluida, e fazer a semeadura utilizando-se uma alga de
platina ou de plastico (disponivel comercialmente), de didametro calibrado capaz de carrear uma
quantidade fixa de urina (0,001 ou 0,01ml), padronizando desse modo o fator de diluigao.

Técnica: Em sua execucdo a alca bacterioldgica é introduzida em uma amostra de urina bem
homogeneizada, fazendo-se movimentos para baixo e para cima no sentido vertical. A alca carregada
é entdo utilizada para inocular cada meio de cultura, fazendo-se, inicialmente, uma linha reta no
centro da placa e completando-se o espalhamento com uma série de passagens em um angulo de
909, através da linha original. Importante item de controle de qualidade é utilizar alcas calibradas
periodicamente aferidas ou, quando possivel, alcas descartaveis.

Meios de cultura: As placas com meio seletivo (Mac Conkey ou EMB) e outro meio ndo seletivo (Agar
Sangue de Carneiro a 5%) deverdo ser incubadas 24 horas a 35-37°C, devendo este periodo ser
prolongado quando as condigdes clinicas justificarem ou quando houver suspeita de infeccdo por Gram
positivos (Enterococos e Streptococcus agalactiae ou leveduras). Atualmente utiliza-se muito o meio
CLED, que permite crescimento das enterobacterias, impedindo o espalhamento dos Proteus, a
maioria dos gram positivos e leveduras. E prudente a leitura em 48-72 horas quando a contagem de
leucécitos ou a bacterioscopia sugerirem infeccdo urinaria e ndo for verificado crescimento bacteriano
em 24 horas.

Nos casos de suspeita clinica de ITU por anaerdbios, o material clinico adequado para cultura é a urina
obtida por puncgdo supra-pubica e semeada de acordo com as orientacdoes deste manual para cultura
de anaerdbios. Quando houver suspeita de ITU flngica, recomenda-se semear de acordo com as
orientagOes deste manual referentes as infecgdes flngicas.

Outros dados laboratoriais que podem contribuir para o diagnéstico:

* Hematuria: quando detectada isoladamente sugere tuberculose renal, litiase renal, doenca
policistica renal, cistite viral e trauma apds cateterizagao.

* Proteindria: resposta fisioldgica a exercicios fisicos prolongados ou postura ereta (proteinuria
ortotastica)

= Hemocultura positiva: indica a presenca de microrganismo na corrente sangiinea proveniente de
um sitio conhecido (pulmao, osso, dente etc.) ou de um sitio desconhecido. Em pacientes com
pielonefrite aguda a hemocultura é positiva em 25%. A bacteremia é também bastante freqliente
nos neonatos com infeccdo do trato urinario.

Prostatite - Cerca de 50% dos homens em algum momento da vida irdo apresentar sintomas
sugestivos de prostatite, embora apenas 5-10% serdo caracterizados como casos agudos ou cronicos.
Os demais apresentardao quadros inflamatérios ndo infecciosos. O diagndstico de prostatite bacteriana
aguda é, muitas vezes, confundido nos homens abaixo de 50 anos com infecgdo urinaria. A prostatite
pode ser detectada com base em uroculturas positivas, ou cultura de secregdo prostatica com
presenca de neutrofilos na secregao. Os sintomas, geralmente, sdo intensos na infeccdo aguda,
enquanto que na prostatite cronica eles sdo insidiosos, manifestando-se por infeccGes urinarias
repetidas, ou sintomas genitourinarios irritativos ou obstrutivos.

Na fase aguda é contra-indicada a coleta de secregdo prostatica pela dor, embora o toque retal
cuidadoso ja possa sugerir este diagndstico, documentado por urocultura. Os principais agentes sdo a
E. coli, Proteus spp.,e outras enterobacterias, sendo menos freqiiente o enterococo. E controvertido o
papel de estafilococos, Gardnerella, Haemophilus, Chlamydia, Mycoplasma, Trichomonas e virus.
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2. INFECCOES DE O0SSOS E ARTICULACOES

INTRODUGAO

O tecido 6sseo normal apresenta resisténcia natural as infecgdes, que, no entanto, podem ocorrer
guando este tecido é traumatizado, sua nutricdo comprometida, pela presenca de inéculo microbiano
significativo e/ou presenca de corpo estranho. Um processo infeccioso agudo do tecido dsseo
caracteriza a osteomielite aguda, que na auséncia de tratamento ou tratada de forma inadequada
evolui a partir de 10 dias para osteomielite cronica, com necrose tecidual, processo inflamatorio,
presenca de pus, seqliestro 6sseo, podendo comprometer partes moles e podendo drenar através de
fistula, com evolugdo lenta por semanas meses ou anos.

O inodculo bacteriano comumente ¢é introduzido pelo trauma, contigliidade (Ulceras), via hematogénica
(bacteremia ou émbolo), introdugdo de corpo estranho (proteses) e quebra de barreiras
(procedimentos cirurgicos), etc.

A correta identificacdo do agente etioldgico e seu teste de sensibilidade aos antimicrobianos é de
fundamental importancia para as perspectivas de sucesso terapéutico. Ndo se recomenda fazer
avaliacdo microbioldgica com base em material obtido com swab do orificio de drenagem de fistula, de
ferida, Ulcera, etc.

A amostra clinica para o isolamento do agente deve ser obtida por procedimento cirdrgico ou por
puncdo bidpsia aspirativa com técnica asséptica e material suficiente para:

= Bacterioscopia pelo Gram, equando indicado coloragdo de Ziehl Neelsen
= Exame histopatoldgico (recomendavel)
»= Cultura para bactérias aerdbias e facultativas

» Caso indicado cultura para fungos, micobactérias e anaerdbios.
MICRORGANISMOS MAIS FREQUENTES

OSTEOMIELITE

Hematogénica - Staphylococcus aureus, Staphylococcus spp., S. agalactiae (recém-nascido),
Salmonella spp., Pseudomonas aeruginosa, Candida spp. (cateter).

Associacdao com quadros clinicos

Pos-trauma Streptococcus spp., Propionibacterium spp., Pseudomonas spp., Enterobactérias,
Staphylococcus spp., bactérias anaerdbias.

Pés-operatorio Fixacdo de fratura: Coliformes, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus
Esternotomia: Staphylococcus aureus e S. epidermidis
Colocacdo de proteses: S. epidermidis, S. aureus, Enterobactérias e Pseudomonas

spp..

P6s-mordida de Pasteurella multocida, Eikenella corrodens.
animal

Insuficiéncia Enterobactérias, anaerdbios.

vascular

Anemia falciforme Salmonella spp. e Streptococcus pneumoniae.

Pé diabético e Ulcera  Streptococcus spp., Anaerobios, Gram negativos.
de decubito

Infecgao por HIV Bartonella henselae
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Imunossuprimidos Aspergillus spp., Complexo M. avium, Candida spp.

Usuarios de droga Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa
endovenosa e

pacientes que fazem

hemodialise cronica

Locais onde as M. tuberculosis, Brucella spp.,
doengas tem alta
prevaléncia

Infecgao hospitalar Enterobactérias e Pseudomonas aeruginosa

ARTRITE SEPTICA

= Neisseria gonorrhoeae = Streptococcus spp.
» Staphylococcus aureus = Enterococcus spp.
= Streptococcus pyogenes *  Enterobactérias

= Streptococcus pneumoniae

Cronica e Brucella spp., Nocardia spp., Mycobacterium spp., Fungo
monoarticular

Por faixa etaria Até 3 meses: S. aureus, Enterobacterias, S. agalactiae (grupo B) e
Neisseria gonorrhoeae.

3 meses a 14 anos: S. aureus (27%), S. pyogenes (14%), S. pneumoniae
(14%), Haemophilus influenzae (3%), bacilos Gram negativos (6%),
Neisseria gonorrhoeae e N. meningitidis (14%) e desconhecida (36%).

Adultos: N. gonorrhoeae, S. aureus, Streptococcus spp., raramente bacilos
gram negativos.

PROTESES ARTICULARES

= S, aureus
= Staphylococcus spp (coagulase negativos)

Artrite reacional ou Sindrome de Reiter

Pode ocorrer apds semanas infeccdo por: Chlamydia trachomatis, Yersinia enterocolitica,
Campylobacter jejuni, Shigella, Salmonella.

Poliartrite assimétrica que pode acompanhar de uretrite, conjuntivite, uveite e rash cutdneo. E

importante lembrar como diagndstico diferencial de artrite migratoria causada pela febre reumatica,
pos-infeccdo, por Streptococcus pyogenes.

COLETA E TRANSPORTE DO MATERIAL

Estas amostras deverdo ser colhidas através de procedimentos invasivos: pungées ou durante o ato
cirdrgico. Observando-se os cuidados de assepsia para que a amostra coletada ndo seja contaminada.
A secrecdo ou liquidos serdo aspirados com o auxilio de agulha e seringa estéreis e colocados em
frasco estéril ou em meio de transporte para anaerdbios facultativos e estritos (caldo de tioglicolato) -

eventualmente mantidos na prépria seringa, nunca usando a agulha para obstruir a seringa, pelo risco
de acidentes. Eentdo encaminhados rapidamente ao laboratério de microbiologia.

PROCESSAMENTO DE AMOSTRA

No laboratério de microbiologia, estas amostras serdo processadas nas seguintes etapas:
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Avaliacdao da qualidade do material encaminhado:

Identificagdo adequada, frasco/meio de transporte correto, volume da amostra suficiente para os
testes requeridos, data/horario da coleta.

Coloragao de Gram:

Serdo observados forma, coloracdo e agrupamento dos microrganismos, além da presenca de células
(leucécitos integros ou degenerados, inclusdes bacterianas, etc). Se houver suspeita de
microrganismos alcool-acido resistentes, preparar também laminas para coloragdo de Ziehl Neelsen, e
na suspeita de fungos, preparagao de azul de lactofenol ou de algodao.

Semeadura em meios adequados:

Meios de cultura para Agar sangue
bactérias aerobias = Incubar a 35°C durante 18 a 24 h

= Verificar crescimento bacteriano:
= se negativo, incubar mais 24 h
- se positivo, identificar o microrganismo

Agar chocolate suplementado
= Incubar a 35°C em jarra com 5% CO, durante 18 a 24 h
= Verificar o crescimento bacteriano:
= se negativo, reincubar
-  se positivo, proceder a identificagdo do microrganismo

Meios de cultura para Brucella agar acrescido de vitamina K (menadiona) e hemina
bactérias anaerdbias = Incubar a 35°C em jarra de anaerobiose durante 48 h
=  Verificar crescimento
-  se negativo, repicar a amostra do tioglicolato a cada 48 h até completar
7 dias
-  se positivo, proceder a identificacdo da bactéria

Culturas especiais =  Se houver suspeita clinica de micobactérias, semear em meios especiais
(Lowenstein Jensen ou Middlebrook); aguardar 60 dias para concluir a cultura
como negativa.

»  Se houver suspeita clinica de fungos, semear em Agar Sabouraud-glicose;
incubar a temperatura ambiente durante 4 semanas.

= Em caso de suspeita clinica, outras culturas especiais podem ser
disponibilizadas com meios especificos: culturas para Legionela, Micoplasma,
Clamidia e outros agentes fastidiosos.

=  As culturas para virus demandam estrutura laboratorial especializada em
cultura célular. Quando realizadas devem ser finalizadas com a tipagem
monoclonal de cada virus suspeito.
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3. INFECCOES DA PELE E TECIDO SUBCUTANEO

INTRODUGAO

A pele é o 6rgdo mais acessivel do corpo, um dos mais facilmente traumatizavel e sujeito a infecgdo,
sendo composta de duas camadas. Uma superficial denominada epiderme e a outra mais profunda
denominada derme. Os foliculos pilosos, as glandulas sebaceas e as glandulas sudoriparas abrem-se
para a superficie cutédnea. Abaixo da derme esta a camada subcutanea adiposa, sob a qual localiza-se
a fina membrana fascial que recobre os musculos, ligamentos e outros tecidos conjuntivos. O plano
fascial cria espaco em varias partes do corpo, incluindo a cabeca, o pescoco, dedos, mdos e pés. A
fascia € uma barreira que determina a extensdo por onde a infeccdo pode se disseminar, mas pode
também criar desafios terapéuticos devido a sua impermeabilidade, tendo de ser tratada
cirurgicamente.

As infecgbes cutaneas envolvem uma grande diversidade de agentes etioldégicos e mecanismos
patogenéticos multiplos. Estas infeccdes sao classificadas em primarias ou secundarias, (dependendo
da existéncia ou ndo de uma porta de entrada anterior a infeccdo), agudas ou cronicas (de acordo
com a duracédo da infecgdo), podendo ainda ser mono ou polimicrobianas. As infecgdes que tém o foco
primario em estruturas profundas podem manifestar-se como erupcles cutaneas. As infecgOes
primarias ocorrem em pacientes sem porta de entrada evidente (Ex: erisipelas). As infecgOes
secundarias ocorrem, como complicagdes de lesGes de pele (abrasdes), traumas cirargicos ou feridas
penetrantes. Tais infecgbes podem ser tanto monomicrobianas, tais como feridas infectadas por
estafilococos, ou polimicrocrobianas, como em algumas condicdes gangrenosas causadas por
estreptococos microaerdfilos e anaerdbios. As infeccdes secundarias podem ser localizadas ou
disseminadas, dependendo da extensdo das doencas de base, ou precipitadas por algum trauma.
Como exemplo de infecgdes agudas ou cronicas podemos citar um furlinculo estafilocdcico que acaba
em poucos dias, enquanto que algumas infecgdes fungicas crénicas podem durar meses ou anos.

LESOES ERITEMATOSAS E SUPERFICIAIS: ASPECTOS CLINICOS E DIAGNOSTICO

IMPETIGO

E uma infeccdo cutdnea intra-epidérmica superficial que produz lesdes eritematosas, podendo ser
acompanhados de lesGes pustulares ou bolhosas. O impetigo ndo bolhoso é normalmente causado por
Streptococcus pyogenes, beta hemolitico do grupo A, enquanto que Staphylococcus aureus tem sido
associado com a doencga na forma bolhosa.

As lesdes do impetigo ndo-bolhoso iniciam-se como papulas eritematosas pequenas, que entdo
formam vesiculas (1 a 2 cm de diametro). Dentro de poucos dias as vesiculas formam pus e se
rompem. O exsudato purulento seca formando crostas finas caracteristicas de coloracdo ambar ou
castanha, circundadas por um halo eritematoso. O exame microbioldgico do material da lesdo produz
cultura pura de estreptococcos do grupo A ou cultura mista de S. pyogenes e S. aureus, embora o
estafilococo seja geralmente considerado mais uma invasdo secundaria do que patégeno primario.

O impetigo bolhoso causado por S. aureus é menos comum do que o causado por S. pyogenes e
ocorre geralmente em criangas recém-nascidas. As lesdes comegam como vesiculas e depois formam
grupos caracteristicos de bolhas superficiais flacidas (0,5 a 3,0 cm de didmetro) com o minimo ou
nenhuma eritema circundante. As bolhas apresentam parede fina e rompem-se facilmente, revelando
camada cutdnea basica semelhante a queimadura de segundo grau, caracterizada como sindrome da
pele escaldada. O exsudato pode ser seroso ou purulento e forma uma crosta fina marrom em
desidratacao.

ERISIPELA E CELULITE

A erisipela é uma infeccdo cutanea geralmente causada por estreptococo do grupo A, tendo sido
descritos raros casos devidos a estreptococos C e G. A infecgao envolve principalmente a derme e as
partes mais superficiais do tecido subcutdaneo com envolvimento proeminente dos linfaticos
superficiais. A erisipela apresenta uma area cuténea endurecida, edematosa, avermelhada e dolorida,
eventualmente com pequenas vesiculas ou bolhas na superficie cutdnea. O quadro clinico tipico é
caracterizado pelo aparecimento de alteragdes cutdneas com bordas elevadas e nitidamente
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demarcadas com pele adjacente normal ou ndo envolvida. O ataque agudo de febre e calafrio é
notdrio com invariavel presenca de linfoadenopatia.

Ao contrario da erisipela, a margem da area de celulite é pouco definida sem elevacdao central. O
estreptococo do grupo A e o0 S. aureus sdo considerados os agentes etioldgicos mais comuns. Algumas
espécies de Vibrio e Aeromonas podem causar celulite apds introducdo do microrganismo através da
ferida ou laceracdo ocorrida durante a natagdo em agua doce ou agua do mar. A celulite causada por
H. influenzae é relativamente rara, mas a forma distinta desta infeccdo é que ela esta geralmente
associada com bacteremia e afeta tipicamente criangas de seis meses a 3 anos de idade.

Diagnéstico Laboratorial

O diagnostico de impetigo € feito geralmente através das caracteristicas clinicas das lesdes. A
confirmacdo bacterioldgica geralmente ndo é necessaria, mas pode-se cultivar em Agar sangue o
material obtido da base da lesdo apds lavagem com agua e sabdo, assepsia local com alcool a 70% e
remocao da crosta. Evidéncia soroldgica de infeccdo recente por Streptococcus do grupo A podera ser
utilizado no diagndstico retrospectivo. A deteccdo do anticorpo anti-Dnase B é um indicador mais
sensivel de infeccdo cutanea pelo estreptococo do que o titulo de ASLO (anti-estreptolisina O),
provavelmente devido a inibicdo de estreptolisina pelos lipidios da pele presentes na leséo.

FOLICULITE

E uma infeccdo e inflamacgdo dos foliculos pilosos geralmente iniciada pelo bloqueio do foliculo ou por
pequenos traumas. A infeccdo é caracterizada por papulas ou pustulas concavas, perfuradas por pélo
circundado por um halo eritematoso. A infeccdo é em geral causada pelo S. aureus. Embora a
etiologia da foliculite possa ser confirmada por cultura do pus ou exsudato da lesdo, esta pratica
geralmente ndo é necessaria. Outras causas menos comuns de foliculite incluem membros da familia
Enterobacteriaceae (especialmente Proteus sp). Esta pode ocorrer em pacientes com Acne vulgaris
gue recebem antibidticos orais por um periodo prolongado de tempo. Recentemente foram verificados
surtos de foliculite através do uso de banheiras de hidromassagem e piscinas contaminadas com
Pseudomonas aeruginosa. A erupcdo cutdanea consiste de coceira, papulas eritematosas ou papulo-
pustulosas.

A erupgdo ndo é Unica em aparéncia, mas tem distribuicdo caracteristica envolvendo principalmente
as nadegas, quadris, coxas e axilas. Estas sdo areas onde se localizam as glandulas sudoriparas
apocrinas as quais tendem a ser ocluidas quando se usam roupas apertadas. Além da erupgdo, muitos
pacientes manifestam febre baixa, cefaléia, indisposicdo, dor de ouvido (devido a otite externa
concomitante) e dor no peito (devido a mastite). A doenca pode levar varias semanas, mas é
geralmente autolimitada, de cura espontdnea, ndo necessitando de terapia especifica.

Diagndéstico Laboratorial

Na foliculite estafilocdcica, geralmente a bactéria ndo é vista no Gram e nem na cultura. Ja na
foliculite por Pseudomonas, o microrganismo pode ser recuperado de pustulas maiores, embora na
maioria dos casos a cultura também se apresenta negativa.

FURUNCULOSE E CARBUNCULO

O furdnculo é um abscesso que se inicia no foliculo piloso como um noédulo avermelhado, tornando-se
doloroso e amolecido. O carbunculo é mais profundo e extenso, apresentando-se freqlientemente
como abscessos subcutdneos multiplos envolvendo varios foliculos e glandulas sebaceas, drenados
através dos foliculos pilosos.

O carbunculo pode estar associado com febre, mal-estar e pode se complicar pela celulite ou
bacteremia. Tanto o furinculo como o carblnculo ocorrem em tecido cutaneo pela friccdo e
abafamento dos sitios onde se encontram os foliculos (virilha, axila, pescoco e face). O S. aureus é o
patégeno mais freqliente. Tratamento com compressas quentes é geralmente adequado para
pequenos furlnculos localizados. Antibidticos anti-estafilococicos tais como oxacilina e clindamicina
podem ser necessarios na presenca de febre ou na existéncia de celulite circundante, especialmente
se o furlnculo ou carblnculo estiveram localizados na face.

PARONIQUIA
E uma infeccdo superficial na prega da unha que pode ser aguda ou cronica. As infeccdes agudas sdo

devidas a Staphylococcus aureus, que podera ser cultivado de drenagem purulenta.

Mod - 13



Tratamento com compressas quentes sdo geralmente adequadas, embora a incisdo cirldrgica e
drenagem sejam necessarias. A paroniquia cronica é geralmente associada com imersdes freqlientes
das mdos em agua de sabdo, sendo o agente mais comum a Candida sp.

Diagndéstico Laboratorial

Poderd ser confirmado pela cultura do aspirado ou drenagem do pus em aerobiose no Agar Sangue.

Diagnostico de lesGes eritematosas superficiais

Doengas e Sindromes Agente etiolégico mais Diagndstico Laboratorial
freqiiente

Impetigo Streptococcus pyogenes, Gram, Cultura em Agar Sangue ou Agar
Staphylococcus aureus Chocolate

Erisipela Streptococcus pyogenes (grupo A), Gram, Cultura em Agar Sangue, Agar
eventualmente outros sorogrupos chocolate, Caldo trypticase soja
(G,C ou B)

Celulite Streptococcus pyogenes, S. aureus Gram, Cultqra em Agar Sangue, Agar
Menos freqiientes: Chocolate, Agar Mac Conkey, Caldo

Enterobactérias, Pasteurella spp., tioglicolato, Caldo trypticase soja.
Aeromonas spp., Clostridium spp.,
B. anthracis, Erysipelotrix spp.

Foliculite, Furinculos e Staphylococcus aureus Gram, Cultura em Agar Sangue

Carbunculo

Paroniquia Staphylococcus aureus, Gram, Cultura em Agar em Sangue
Pseudomonas aeruginosa, Candida
spp.

Micoses superficiais Candida spp., Epidermophyton KOH 10%, Agar Sabouraud, Dextrose +
spp., Microsporum spp. cloranfenicol e cicloheximida

ULCERACOES E NODULOS: ASPECTOS CLINICOS E DIAGNOSTICO

Nas ulceragdes cutaneas geralmente ha uma perda parcial do tecido dérmico ou epidérmico. Nédulos
sdo focos inflamatdrios onde a maior parte da camada superficial cutéanea esta intacta. Uma variedade
de bactérias e fungos causa lesGes nodulares ou ulceradas do tecido cutaneo, ou ambas, apos
inoculagdo direta. Exemplos importantes incluem: Corynebacterium diphtheriae, Bacillus anthracis,
Nocardia spp., Mycobacterium marinum e Sporotrix schenckii.

Alternativamente, as infecgOes cutdneas podem ocorrer apos a disseminacdo hematogénica de
microrganismos que eclodem na pele provenientes de outros focos de infecgdo. Por exemplo, P.
brasiliensis e Cryptococcus neoformans podem apresentar a infeccdo pulmonar primaria com
disseminagdao hematogénica para sitios extrapulmonares, tais como tecidos moles e cutaneos. A
microscopia e a cultura sdo os principais métodos para diagndstico laboratorial. Contudo, existem
alguns testes soroldgicos disponiveis para certos microrganismos, incluindo alguns fungos.

Diagndstico de ulceragées e nodulos

Doencas e Sindromes Agente Etioldgico Diagnéstico Laboratorial
LesGes esporotricoides Sporotrix schenckii, Gram, Ziehl, PAS, Gomori Methenamina,
Mycobacterium marinum auramina, cultura de bidpsia para

Mycobacterium, Agar Sangue (selado com
parafilme durante 4 semanas), Sabouraud
dextrose com cloranfenicol e cicloheximida.
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Blastomicose, Paracoccidioides brasiliensis, Cultura em Agar Sangue, Sabouraud, dextrose
Criptococose Cryptococcus neoformans + cloranfenicol + ciclohexemida, Tinta da china
e/ou calcofluor para C. neoformans.

Difteria cutanea Corynebacterium diphtheriae Coloragdo de Gram/ Albert Layburn, Meios de
Loefler e Agar cistina-telurito.

Antraz Bacillus anthracis Cultura em Agar Sangue e Agar Sangue telurito

FISTULAS E QUEIMADOS: ASPECTOS CLINICOS E DIAGNOSTICO

FisTtuLAS

Os principais agentes etioldgicos e os recursos para diagndstico laboratorial encontram-se na Tabela
abaixo.

Fistula é uma comunicacdo entre o tecido profundo infectado ou abscesso através do tecido
subcutdneo abrindo-se sobre a superficie cutanea. Isto ocorre em infecgdes profundas como em
osteomielites, piomiosites, linfadenites ou abscessos intra-abdominais. As infeccGes de proteses como
as de quadril e fémur, cirurgias cada vez mais freqilientes, sdo causas comuns de fistulas de longa
duragao, cujo tratamento ndao responde ao uso isolado de antimicrobianos exigindo quase sempre a
retirada da prétese. Em muitos casos a infeccdo é polimicrobiana e os germes que colonizam as
porcoes cutaneas da fistula podem ser diferentes dos encontrados no tecido profundo. Por esta razao
as culturas feitas a partir do material que exsuda para a superficie cutédnea da fistula podem ser
enganosas.

Varios microrganismos de infeccdes do tecido mole sdo caracterizados através do trato fistulizado. O
Staphylococcus aureus produz abscessos profundos (carblnculo) e secreta pus espesso. A linfadenite
cervical causada por micobactéria, especialmente a tuberculose cervical, pode produzir drenagem
crbnica da fistula denominada escréfulo. A actinomicose classicamente definida como queixo granuloso
€ uma infecgdo cérvico-facial extremamente dolorida e edemaciada ao redor do angulo do queixo que
drena secrecdo aquosa contendo os denominados graos de enxofre (devido a cor amarelada). Estes
granulos amarelados sdo constituidos de massas bacterianas, medindo geralmente 2 mm de didmetro.
Quando ndo tratada, a actinomicose progride para uma fistulizacdo cronica.

A fonte de tal microrganismo é a cavidade oral do préprio paciente e a ma higiene bucal
provavelmente constitui o fator desencadeante. A maduromicose plantar ocorre quando os
microrganismos do solo como Nocardia sp e varios fungos (ex: Petriellidium boydii, Madurella
mycetomatis e Phialophora verrucosa), sao inoculados em tecidos moles do pé e produzem multiplos
abscessos com fistulas e as vezes osteomielites.

Diagndéstico Laboratorial

A cultura é extremamente prejudicada pela dificuldade na obtencdo das amostras clinicas
provenientes do trato fistulizado. Existe uma baixa correlagdo entre os resultados de cultura do
material superficial e aqueles obtidos de tecidos profundos infectados. Se for realizada uma
exploragdo cirurgica, pode-se entdo fazer cultura do material obtido das porgdes mais profundas da
fistula. E possivel ainda obter material para cultura através de puncdo ou cateterizacao da fistula com
cuidados de assepsia. Se aparecerem sintomas generalizados como febre e calafrios é indicada a
realizacdo da hemocultura, que podera revelar microrganismos mais significativos.

O procedimento para cultura pode ser o mesmo feito com feridas cirdrgicas e deve ser programado
para recuperar tanto bactérias aerébias como anaerdbias.

Diagnéstico de Fistulas

Doengas e Sindromes Agente Etiolégico Diagndstico Laboratorial

Actinomicose Actinomyces spp. Gram, cultura em anaerobiose a 37°C, em Agar
Sangue e em caldo por 1-2 semanas.

Maduromicos e Madurella mycetomatis, KOH 10%, cultura em Agar Sabouraud com e
Phialophora verrucosa,
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Maduromicos podal Petriellidium boydii sem cloranfenicol + Cicloheximida.

Tuberculose Mycobacterium tuberculosis Ziehl-Neelsen, auramina, cultura em meio de
Lowenstein-Jensen, PCR

Infecgdes mistas ou Staphylococcus aureu, Gram, cultura do aspirado ou do tecido profundo
foco cronico Enterobactérias, Pseudomonas em agar-sangue e agar Mac Conkey
spp.
QUEIMADOS

Historicamente, o estreptococo hemolitico e o estafilococo foram os microrganismos mais comumente
encontrados em infecgbes de queimados. Com o advento dos antimicrobianos, tais infecgdes foram
substituidas por Staphylococcus aureus oxacilina-resistentes (ORSA), bacilos Gram negativos,
notadamente Pseudomonas aeruginosa e leveduras como a Candida albicans ou fungos filamentosos
como Fusarium sp.

Diagnéstico Laboratorial

A superficie queimada contém tecido morto e fluido rico em proteinas. Microrganismos da flora do
proprio paciente ou do meio ambiente colonizam esta superficie. O crescimento dos germes sobre tal
superficie continua até que esteja presente uma densa carga microbiana. Quando a concentracdo
bacteriana for grande o suficiente, ocorre infiltragdo dos tecidos mais profundos provocando infecgao
generalizada com bacteremia. Os estudos sugerem que a ocorréncia de invasdo, seguida de
complicagbes estd associada & contagem bacteriana de 10° UFC/grama de tecido. Isto leva ao
desenvolvimento de métodos quantitativos, tanto em esfregagos como em culturas como também
para as bidpsias cirurgicamente removidas das queimaduras.

Foi demonstrado que culturas somente de tecidos superficiais sao inadequados e freqlientemente
enganosos. Conseqlientemente, a cultura de tecido profundo é empregada em muitos laboratérios,
apesar de tal procedimento ser também controverso devido a dificuldade na interpretagdo. Embora a
bidpsia tenha sido amplamente empregada, os resultados mostram inadequagdes. As queimaduras
nem sempre sdo colonizadas e a selecdo dos sitios da bidpsia é importante. Este conceito levou ao
emprego de uma variedade de técnicas para estimar em que profundidade os microrganismos se
disseminam. Tais métodos incluem uma variedade de técnicas histopatoldgicas e microbioldgicas.

Cultura e bacterioscépico guantitativo - o esfregago e a cultura quantitativa sdo realizadas com
bidpsias removidas cirurgicamente da queimadura. Enquanto alguns preferem no minimo 0,5g de
tecido outros aceitam uma porgcdo menor. Escolhe-se uma area com sinais de infecgdo, apos limpeza
do local retira-se um fragmento de tecido vivo que deve ser acondicionado em recipiente estéril.

No laboratdério a bidpsia é pesada, empregando-se balanca com precisdo de 0,001 g. O tecido entdo é
homogeneizado em caldo ou salina com volume conhecido utilizando-se um liquidificador ou
homogeinizador elétrico. O material é diluido a razdo de 10 até 10 (peso/vol.) e semeado em varios
meios de cultura, incluindo o agar sangue e agar Mac Conkey e em casos suspeitos cultura para
bactérias anaerdbias estritas. Os germes isolados sdo identificados e submetidos a estudos de
sensibilidade. E o valor quantitativo de cada microrganismo isolado é calculado a partir do peso inicial
da bidpsia e da diluicdo empregada.

Os métodos para testar a sensibilidade de drogas de uso tdpico foram desenvolvidos, porém ndo sdo
de emprego rotineiro por falta de padronizagao e porque o significado clinico continua duvidoso.

O bacterioscépico quantitativo pode ser realizado ao mesmo tempo, segundo o método desenvolvido
por Magee e cols. Uma quantidade conhecida do homogeneizado é espalhada por uma &rea total de 1
cm? em uma ldmina e deixado para secar. A coloragdo é feita e 10 campos sdo examinados com
objetiva de imersdo com aumento de 100 vezes. Uma série de calculos permite a determinacdo de
contagem bacteriana em termos de microrganismos por grama de tecido.

Técnicas histopatoldgicas - as técnicas histopatoldgicas foram usadas para detectar infecges flngicas
e na tentativa de localizar o microrganismo no tecido queimado.

Os métodos histopatoldgicos apresentam uma série de desvantagens:

= A quantidade do tecido examinado é muito pequena sendo limitado para pequenos cortes feitos a
partir de biopsia.
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* O reconhecimento do germe em corte histoldgico € muito mais dificil em laminas coradas
necessitando de microscopista experiente.

= A concentragdo bacteriana necessaria para permitir seu reconhecimento embora ainda ndo
estabelecida parece ser ao redor de 105 UFC ou mais por grama de tecido.

* O método histopatoldgico necessita de cultura simultdnea para obter a identificacdo e o
antibiograma dos microrganismos.

Embora a correlagdo entre cultura e exame histopatoldgico, em geral, seja boa, as vezes ocorrem
discrepancias.

FERIDAS CIRURGICAS: ASPECTOS CLINICOS E DIAGNOSTICO

A infeccdo em ferida cirlrgica ocorre quando a mesma ¢é contaminada com microrganismos,
geralmente em periodo intra-operatério ou imediatamente no peri-operatério. A fonte de bactérias
pode incluir sitios colonizados do corpo dos pacientes, tais como, as narinas, cavidade oral, trato
genital feminino, trato alimentar e a pele. A equipe médica e de enfermagem representam fonte
potencial de infecgdo assim como o ambiente do hospital.

Os fatores de risco do hospedeiro que podem contribuir para a patogénese da infeccdo cirurgica
incluem obesidade, diabetes melitus, insuficiéncia vascular e imunodeficiéncias. Os fatores
microbioldgicos incluem a carga microbiana e a viruléncia de cada germe. Podem contribuir para a
probabilidade da infeccdo fatores cirdrgicos e pré-operatorios, tais como a duracdo da operacdo,
intercorréncias levando a contaminagdes, condicdes hemodinamicas com baixa perfusdo tecidual, ma
hemostasia, presenca de corpo estranho e de tecido desvitalizado. Para iniciar uma infeccdo na
presenca desses fatores de risco, a carga infectante do agente infeccioso, € muito menor que a
necessaria para causar infeccdo em tecido saudavel.

A taxa de infeccdo varia em funcdo do grau de contaminacdo do sitio cirdrgico. O procedimento
cirirgico pode ser classificado como limpo, potencialmente contaminado, contaminado e infectado.
Nesta classificagdo o risco de infecgdo pds-operatéria esta implicito. Além disso, as infecgbes de sitios
remotos, por exemplo, infeccdo do trato urinario, coloca o paciente em cirurgia num alto risco de
infeccdo pds-operatdria.

Os principais patdgenos sdo: S. aureus, S. epidermidis, Escherichia coli, Klebsiella spp., Enterobacter
spp., Pseudomonas spp., Enterococcus spp., Bacteroides spp., etc. Algumas feridas que parecem
infectadas podem ndo apresentar patdgeno em cultura, enquanto outras apresentardo crescimento de
multiplas espécies.

As feridas superficiais comegam freqientemente na sutura e podem apresentar dor, calor, edema e
rubor. O pUs pode exsudar-se, principalmente quando sdo removidos um ou mais pontos para permitir
a livre drenagem. A exsudagdo mal cheirosa pode sugerir presenca de bactérias anaerdbias, mas
também pode resultar de outras bactérias como Proteus spp.

Os microrganismos como Mycobacterium chelonei e Mycobacterium fortuitum podem causar infecgao,
complicando a cirurgia cardiaca ou mamoplastia, cirurgia ocular e outras cirurgias limpas. Tais
microrganismos podem causar doengas cronicas desfigurantes.

Diagnéstico Laboratorial

O volume do pus aspirado ou o swab pesadamente impregnado com o pus pode ser examinado
microbiologicamente. O esfregago e a coloragdo do Gram podera dar algumas indicagdes da variedade
da flora infectante. Alguns laboratérios fazem de rotina a cultura do exudato de ferida superficial para
germes aerdbios e facultativos em agar sangue e agar Mac Conkey assim como cultura em caldo.
Cultura para bactérias anaerdbias de feridas superficiais na auséncia clinica é caro e improdutivo.

Material purulento de feridas profundas ou de feridas que mostram bolhas de gas deve ser cultivado
para germes anaerdbios assim como para aerdbios e facultativos.

O Mycobacterium chelonei e o Mycobacterium fortuitum, embora classificados como micobactérias de

crescimento rapido e capazes de crescer em meios simples, geralmente necessitam de uma a seis
semanas para crescer em cultura primaria. Tais microrganismos especialmente M. chelonei, pode ser
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erradamente identificado como difteréide numa cultura em caldo, a menos que se realize coloracdo
para pesquisa de bacilos alcool-acido resistentes.

Quando se relata isolamento de microrganismos em feridas infectadas é essencial levar-se em conta a
origem da amostra clinica. Assim, todos os estafilococos coagulase-negativa isolados de feridas de
esternotomia infectadas ou associados com cirurgia vascular ou de implante ortopédico, devem ser
considerados como potencialmente patogénicos fazendo-se o antibiograma.

Inversamente, baixo numero de estafilococos coagulase negativa associado com flora entérica em
ferida infectada de incisdo no cdlon deveria ser descartada ndo devendo realizar antibiograma neste
caso. A razdo dessa conduta é que tal microrganismo ndo constitui problema clinico e iréd desaparecer
quando outros patdgenos forem eliminados.

Diagnéstico de Infeccdo de Feridas Ciriargicas

InfecgOes Agente Etiolégico Diagndstico Laboratorial

Infeccdo pds-operatéria  Staphylococcus aureus, Gram, Cultura do pus, aspirado ou tecido em

simples Staphylococcus epidermidis, agar Sangue, agar Mac Conkey, Caldo
Streptococcus grupo A, tioglicolato empregando cultura em aerobiose e
Enterobactérias, Enterococos, meio seletivo para anaerdbios em ambiente de

Bacteroides spp., Clostridium spp. anaerobiose estrita.

Infeccao de feridas Streptococcus grupo A, Gram, Cultura em aerobiose, em jarra de

complicadas Staphylococcus aureus, anaerobiose e microaerofilia (método da vela)
Enterobactérias, Pseudomonas do pus ou tecido. Agar sangue, Agar Mac
spp., Aeromonas hydrophila, Vibrio Conkey, Caldo tioglicolato, Agar enriquecido e
vulnificus, Bacteroides spp., seletivo para anaerdbios estritos.

Clostridium spp., cocos
anaerobios, cocos microaerofilos,
Fusobacterium spp.

INEECCGES COMPLICADAS E LESOES CAUSADAS POR MORDEDURA: ASPECTOS
CLINICOS E DIAGNOSTICO

INFECCOES COMPLICADAS
As infecgdes complicadas da pele e de estruturas subjacentes podem ocorrer apds cirurgia ou trauma.

A classificagdo dessas infeccGes € dificil devido a superposicdo do sitio anatomico afetado, ao
microrganismo responsavel e a manifestacdo clinica. Muitas destas infeccGes sdo graves, de
progressao rapida, e associadas com altas taxas de mortalidade.

A gangrena infecciosa é doenga rara onde as necroses bolhosas da pele podem estar associadas com
bacteremia e lesGes metastaticas. Esta doenca é freqlentemente fatal. A gangrena sinergistica, as
vezes referida como “gangrena de Meleney”, é em geral uma complicacdo da cirurgia do trato
alimentar. Tal infeccdo inicia-se como uma Ulcera proxima a ferida e pode se disseminar para afetar
mais a parede abdominal anterior. A gangrena gasosa estd geralmente associada com Clostridium
perfringens, microrganismo que tanto pode colonizar a ferida sem causar doenga como pode causar
celulite grave, estender-se para a musculatura evoluindo para mionecrose e, com freqiéncia, para o
obito.

Esta infeccdo pode estar mais associada com supuragdao aquosa e fina do que com exsudato
purulento. Uma sindrome semelhante de necrose muscular pode ser causada por Aeromonas
hydrophila e Vibrio vulnificus, enquanto a celulite pode ainda ser causada por Vibrio spp., Klebsiella
spp., Escherichia coli e/ou outros anaerdbios que ndo Clostridium spp. tais como Bacteroides spp. e
COoCos.

A fasciite necrotizante inicia-se geralmente como ferida cirirgica do abdomen e dissemina-se
lateralmente para os flancos, até a linha de mamilo e desce para a regido inguinal. O tecido que
recobre a pele parece normal no inicio da doenga, tornando-se vermelho azulado conforme a doenga
progride. O pus pode ser drenado através da pele dos flancos ou de outras partes da ferida original.

A “doenga de Fournier” é uma forma de fasciite necrotizante que afeta a regido do perineo ou escroto,
onde as camadas superficiais da pele enegrecem e descamam. Pode haver envolvimento de bactérias
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anaerdbias como Bacteroides spp. Fusobacterium spp., Clostridium spp. e cocos Gram-positivos, bem
como bactérias facultativas como Enterobactérias, estafilococos, enterococos. Os estreptococos
microaerofilos sdo vistos freqlentemente em sinergia gangrenar ou associados com S. aureus e
membros da familia Enterobacteriaceae.

A infeccdo pode se complicar e estender-se para os musculos da perna quando ha comprometimento
vascular, assim como em pacientes com diabete mellitus. Pode existir mionecrose extensiva causada
por anaerdbios como Clostridium spp., cocos anaerdbios e Bacteroides spp. em area de insuficiéncia
vascular. A flora facultativa também pode estar presente, incluindo Proteus spp.

Diagnéstico Laboratorial

As bactérias comumente isoladas de feridas infectadas incluem S. aureus, S. pyogenes (grupo A),
cocos anaerodbios, Clostridium spp., especialmente C. perfringens, membros da familia
Enterobacteriaceae, Bacteroides spp. e Fusobacterium spp.

Para pesquisa laboratorial eficiente necessita-se da coleta de volume adequado (até 5mL) de aspirado
de puUs ou bidpsia de tecido. As amostras clinicas liquidas podem ser transportadas em tubos para
transporte de anaerdbios ou sacos plasticos com ambiente anaerdbio; se ndo houver disponibilidade
de nenhum desses meios de transporte, pode-se utilizar a prépria seringa onde se colheu o material
clinico, enviando-se o material o mais rapido possivel ao laboratério. Recomenda-se processar o
material dentro da primeira hora.

Os cortes de tecido devem ser enviados ao laboratério em tubo com salina para manter a umidade.
Tecidos para anadlise microbioldgica ndo devem ser colocados em formol, podendo ser colocados em
meio de transporte.

A coloracdo de Gram pode indicar uma variedade de microrganismos associados com a lesao e uma
terapia presuntiva poderda ser guiada pelo resultado do Gram. No caso particular da mionecrose
causada por C. perfringens, o agente pode ser facilmente reconhecido por sua morfologia de bacilo
Gram-positivo tipico com extremidade angular. Nestes casos nota-se pouca quantidade de pus na
amostra.

As amostras podem ser cultivadas em agar sangue ou agar Mac Conkey. Os germes facultativos
comuns irdo aparecer em 24 horas. O exame microbioldgico de todas essas infeccbes requer cultura
para bactérias anaerodbias, assim como para aerdbios e anaeroébios facultativos.

Diagnéstico de Infecgoes Complicadas

Quadro Clinico Agente Etiologico Diagnéstico Laboratorial

Fasciite Necrotizante S. pyogenes ou anaerdbios Agar sangue, Agar Mac Conkey, Caldo
associados a bactérias facultativas  tioglicolato.

Gangrena de Fournier E. coli, P. aeruginosa, P. mirabilis, Agar sangue, Agar Mac Conkey, Caldo
Enterococcus spp., anaerobios tioglicolato.
estritos, etc.

INFECCOES COMPLICADAS POR MORDEDURAS

Os ferimentos de mordeduras tanto de humanos como de animais podem ser contaminados com a
flora oral do agressor, assim como podem ser causados por traumas relacionados a cavidade oral,
tendo como primeiras lesdes as causadas por dentadas ou decorrentes de mastigacao.

Diagndéstico Laboratorial

A cultura de mordedura recente ndo esta indicada, pois o seu resultado ndo tem aplicagdo clinica. O
melhor material para cultura é geralmente o pus aspirado da profundidade da ferida ou a cultura feita
durante a incisdo e drenagem desta amostra ou debridamento da ferida infectada. Deve-se realizar
cultura tanto para bactérias aerdbias quanto para anaerdbias com uma variedade de meios de cultura
para auxiliar na separacdo prévia dos microrganismos misturados.

Diagnéstico de LesbGes Causadas por Mordeduras
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Mordeduras

Mordedura de animais

Mordedura e
arranhadura de Gatos

Mordeduras humanas

Agente Etioldgico

Pasteurella multocida (cao e gato),
Streptobacillus moniliformis (rato),
Anaerdbios, Capnocytophaga spp.

(cdo), Staphylococcus aureus (cao
e gato)

Bartonella henselae/quintana
Streptococcus viridans, S. aureus,
Eikenella corrodens,

Capnocytophaga, Anaerdbios
estritos, etc.
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Diagndstico Laboratorial

Gram, Agar sangue, Agar Mac Conkey,
Hemocultura

Histologia, cultura em agar sangue com 5-10%
CO,. PCR

Gram, cultura de agrébios em Agar sangue,
Agar Mac Conkey, Agar chocolate e cultura em
anaerobiose em meio enriquecido e seletivo
para anaerobios.



4. INFECCOES INTESTINAIS

INTRODUGAO

A doenca diarréica continua a figurar como o maior problema da salide humana. Foi estimada uma
ocorréncia de um bilhdo de episddios de diarréia no mundo por ano em criangas abaixo de cinco anos
de idade, resultando em 5 milhdes de dbitos. A diarréia é particularmente devastadora em criancas
que sofrem concomitantemente de doengas infecciosas, como sarampo, imunodeficiéncia e
subnutricdo protéica, fatores muito freqlientes nos paises em desenvolvimento. Em tais paises,
estima-se que a crianca apresenta trés a quatro vezes mais episddios de diarréia por ano do que as
que vivem em paises de elevado nivel de saneamento basico e com sistemas adequados de
suprimento de agua.

Embora a morbidade e a mortalidade devido a doenca diarréica sejam mais importantes em criangas
lactentes, esta enfermidade tem impacto importante também em adultos. Os adultos em média
sofrem de um a dois episédios de diarréia anualmente. Este fato resulta em custos econémicos devido
a utilizagdo das fontes de recursos para salde e perda da produtividade.

As causas das sindromes gastrointestinais acompanhadas de dor, diarréia ou desinteria podem ser:

» Infecciosas, causadas por bactérias, fungos (menos freqlientes), virus, parasitas e protozoarios.
= N3do infecciosas, alérgicas, causadas por erro alimentar, envenenamento, etc.

O custo para se fazer um exame de fezes de qualquer paciente para todos os patégenos em potencial
descritos na literatura é proibitivo. Devem ser desenvolvidas estratégias para assegurar a maior taxa
de positividade possivel, uma vez que a coprocultura tem um custo alto por resultado positivo.

A identificagdo daqueles casos de doencas diarréicas causadas por agentes que necessitam de terapia
gue ndo seja apenas a hidratacdo oral é de particular importancia. Também ¢é importante identificar o
agente etioldgico responsavel por surtos de toxinfecgdo alimentar, para que as técnicas de manuseio
alimentar possam ser notificadas para prevenir transmissdes posteriores.

A maioria dos casos de diarréia comunitaria em adultos é de causa inflamatoria e, as fezes, podem ser
triadas para verificar a presenga de leucdcitos através da coloracdo de azul de metileno. Entretanto, a
sensibilidade da pesquisa de leucdcitos nas fezes € menor que 90%. A auséncia de leucdcitos nao
podera descartar agentes causadores de diarréia inflamatdria, mas a presenca destes pode diferenciar
dos agentes causadores de diarréia ndo inflamatdria, incluindo microrganismos toxigénicos como
Vibrios, E. coli (ETEC), agentes virais e certos agentes parasitarios.

Nos meses de inverno, as criangas com diarréia devem ser triadas primeiro para Rotavirus e, somente
quando o exame for negativo, as amostras fecais devem ser testadas para outros patdégenos
bacterianos.

Estudos de vigilancia realizados por Laboratdrios de Referéncia, como triagem de fezes para varios
agentes por um periodo de 3 a 6 meses e a avaliacdo do impacto destes estudos na taxa de
positividade do exame de fezes, poderdo auxiliar na determinacao de quais microrganismos deverdao
ser incluidos na triagem de rotina pelos laboratérios que atendem a comunidade.

Um outro papel importante que o laboratério desempenha no controle da diarréia de pacientes da
comunidade é na detecgdo de surtos de fontes comuns. O laboratério deve notificar as autoridades da
Salde Publica toda vez que houver crescente isolamento de patégenos entéricos. Por exemplo, em
muitas instituicdes infantis como a creche, o isolamento de mais de um caso de Shigella spp. em
criangas menores de cinco anos de idade, dentro de um periodo de uma semana, podera sugerir um
surto de shigelose.

A diarréia de origem hospitalar é descrita na literatura como um episddio que ocorreu apods trés dias
de internacdo. Esta definicdo é razoavel quando se reconhece que certos pacientes, serdo admitidos
no hospital devido a sintomas de diarréia (especialmente em criangas pequenas) ou pode ter episodio
de diarréia auto-limitada, geralmente induzida por virus durante ou préximo ao momento da
internacgao.

Em criangas, o Rotavirus é a causa principal de infeccdo hospitalar sendo este o Unico agente para o
qual as fezes de criancas com diarréia desenvolvida no hospital devem ser rotineiramente
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pesquisadas. Em adultos, os estudos tém mostrado que o Clostridium difficile é o Unico agente
bacteriano confiavelmente detectado em fezes de pacientes com diarréia de origem hospitalar.

Deve-se entender também que alguns pacientes, particularmente os imunocomprometidos e em
destaque os portadores de HIV, podem estar infectados com mais que um agente e que o encontro de
um agente infeccioso ndo exclui a possibilidade da presenga de outros; assim, o exame deve ser
realizado de forma completa.

PRINCIPAIS CAUSAS INFECCIOSAS DE DESINTERIA

- Desinteria bacilar: Shigella spp., E. coli (EIEC)

- Campylobacter jejuni

- Desinteria amebiana: Entamoeba histolytica

- OQutros protozoarios: Balantidium coli, Giardia lamblia

- Parasitas: Schistosoma mansoni, Strongyloides stercoralis, Trichinella spiralis,
Cyclospora spp., Microsporidium spp.

- Vibrio cholerae e Vibrio parahaemolyticus

- Febre tiféide: Salmonella typhi e outras Salmoneloses

- Yersiniose - Yersinia enterocolitica

- Proctite gonorreica, sifilitica, por Chlamydia e herpética

Evacuacdao acompanhada
de tenesmo, sangue, muco
e dor

- Intoxicacdo alimentar por Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Clostridium
perfringens, Clostridium botulinum

- E. coli enterotoxigenica (ETEC)

- E. coli enterohemorragica (EHEC)

- E. coli enteropatogénica (EPEC)

- E. coli entero-agregativa (EaggEC)

- E. coli difusamente aderente (DAEC)

- Enterocolite necrotizante do recém-nascido, enterocolite pseudomembranosa
(Clostridium difficile), diverticulite, tiflite ou enterocolite do neutropénico/
imunossuprimido

- Helicobacter pylori

- Rotavirus

- Norwalk virus

Diarréia

Nas ultimas duas décadas o conhecimento sobre agentes virais, bacterianos e protozoarios e os
mecanismos pelos quais a diarréia é produzida (induzida) expandiu-se bastante. Por exemplo:

»= Retocolite ulcerativa e doenga de Crohn.

= Diarréia cronica causada por Cryptosporidium spp. e por Isospora spp., reconhecidos como um dos
maiores problemas em pacientes aidéticos

» Surtos de diarréia devido a contaminagdo da rede de agua publica com Giardia lamblia.

A deteccdo do patdgenos entéricos bacterianos € complicada pela presenca de microflora fecal normal
abundante e complexa. Tal flora aparece logo apos o nascimento, envolvendo o intestino grosso
durante o primeiro més de vida, principalmente em resposta a mudanga da dieta alimentar. Por volta
do primeiro aniversario, a microflora intestinal é totalmente estabelecida e permanece durante a vida
inteira, a menos que seja induzida uma grande mudanca pela terapia antimicrobiana.

A flora fecal obtida de adulto normal contém entre 10! -10'2 microrganismos por grama de fezes, das
quais 99% sdo anaerdbios estritos, predominantemente os pertencentes aos géneros: Bacteroides,
Fusobacterium, Bifidobacterium, Eubacterium e Propionibacterium. Quando comparados com a
microflora fecal facultativa, esta é mais modesta em nimero e variedade, com 108 - 10° organismos
por grama de fezes.

O desafio para o microbiologista clinico é a tentativa de detectar varios enteropatégenos em meio
incrivelmente complexo. As infeccOes intestinais ocorrem em fungdo de fatores ligados ao hospedeiro,
como baixa acidez gastrica que reduz significativamente a dose infectante, como sua microbiota,
imunidade, motilidade, etc. E fatores ligados ao agente, destacando-se os fatores de viruléncia e
indculo.
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Dose infectante de patogenos intestinais

Shigella 10 - 10 UFC/ml
Campylobacter jejuni 10% - 10% UFC/ml
Salmonella 10° UFC/ml

E. coli 108 UFC/ml
Vibrio cholerae 108 UFC/ml
Giardia lamblia 10 - 102 cistos
Entamoeba histolytica 10 - 102 cistos
Cryptosporidium parvum 1 - 103 oocistos

ESCHERICHIA COLI

As cepas mais importantes com potencial de causar diarréia sdo: E. coli enterohemorragica (EHEC) ou
produtora de toxina Shiga, E. coli enterotoxinogénica (ETEC), E. coli enteropatogénica (EPEC) e E. coli
enteroinvasora (EIEC). Outras E. coli produtoras de toxina e outros fatores de viruléncia, como a E.coli
enteroagregativa (EaggEC) foram descritas, mas de importéncia clinica ainda ndo bem definida.

EHEC - E. coli produtoras de toxina Shiga (verocitotoxina) caracteristicas sdo a 0157:H7, mas mais de
uma centena de outros sorotipos podem produzir esta toxina. A E. coli O157:H7 é a mais bem
estudada e esta relacionada a sindrome hemolitico urémica, caracterizada por trombocitopenia,
anemia hemolitica einsuficiéncia renal aguda. Em geral é encontrada em produtos de origem animal
como carne, leite e derivados, mas pode também ser disseminada através de agua ndo clorada,
alimentos, etc. Dose infectante é baixa, por isso pode ser transmitida de pessoa a pessoa. A
sorotipagem € o método de triagem mais comum, existindo antisoro especifico para 0:157 (simples)
ou teste com particulas de latex, devendo a cepa ser enviada ao laboratério de referéncia para
confirmacao.

ETEC - E. coli produtoras e enterotoxinas LT e ST, ndo sdo distinguidas de outras E. coli por métodos
bioquimicos e sua caracterizagdo somente é realizada por laboratérios de referéncia, o que dificulta
seu diagnéstico. E comum em criangas e uma das causas da diarréia dos viajantes. Raramente
encontrada em surtos.

EPEC - As E. coli enteropatogénicas conhecidas como classicas, sdo dezenas de sorotipos de E. coli
ndo produtoras de enterotoxina e ndo invasoras, que sdo causa freqiiente de diarréia em criangas em
paises em desenvolvimento, podendo ocorrer em surtos hospitalares. O quadro clinico caracteristico é
a diarréia severa, ndo sanguinolenta, prolongada, associada a ma-absorcdo e desnutrigdo. O
diagnédstico é realizado por triagem com soros polivalentes contendo anticorpos contra antigenos
somaticos (O) e capsulares (K) especificos para os sorotipos prevalentes. Existem comercialmente
soros monovalentes para caracterizagdo especifica. A sorotipagem pode dar resultado falso positivo,
que pode ser reduzido com sorologia para antigenos H ou provas de viruléncia em Laboratorios de
referéncia .

EIEC - Sdo E. coli que invadem as células epitelias do cdlon, causando sindrome semelhante a
causada pela Shigella com diarréia aquosa, cdlica e eventualmente diarréia sanguinolenta. S3o menos
freqientemente isoladas que as E. coli anteriormente descritas. Em geral as cepas sao lisina
desaminase negativas e imdveis. Existem comercialmente soros polivalentes e monovalentes contra
os sorotipos prevalentes. A duracdo do periodo de incubacdao pode sugerir alguma etiologia especifica
principalmente quando ha surtos.
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Sintomas associados a patogenia da doenca diarréica

Variavel Producdo de Toxina Invasdo Tecidual
Consisténcia das fezes Aquosa Amolecida
Volume fecal Grande Pequena
Voémito Presente Ausente
Febre Ausente presente
Desidratacao Importante Leve
Sintomas apds inoculagdo Poucas horas a 2 dias 1 a 3 dias
Leucocitos nas fezes Negativo presentes
Sangue e muco nas fezes Negativo presentes

Local de infecgao

Intestino delgado

Intestino grosso

A procura do agente etioldgico de diarréia, desenteria ou dor abdominal, deve-se contar com a
colaboracdo importante do médico, dando informagdes clinicas e se possivel a suspeita clinica para
orientar quais os agentes a serem pesquisados. Constituem informagdes importantes:

Idade do paciente

Principais sintomas: diarréia, presenca de sangue, pus ou muco, tenesmo, dor abdominal,
freqléncia e volume das evacuagoes, febre, quadro simultaneo em outras pessoas do convivio.

E imunossuprimido? Diarréia apds uso de antibidticos? etc.
Pedido especifico quando suspeitar de agentes como colera e campylobacter.

No exame proto-parasitolégico € necessario especificar a pesquisa de Cryptosporidium spp. e
Isospora belli.

ASSOCIACOES ENTRE OS ASPECTOS CLINCIOS E OS AGENTES ETIOLOGICOS

Ingestao de frutos do mar: em especial ostras, induz a pesquisa de Vibrio parahaemolyticus, e

virus Norwalk.

Viagem a paises tropicais:

- sem leucdcitos nas fezes: E. coli enterotoxinogenica (ETEC), Rotavirus e Norwalk virus, ou
parasitas.

- com leucdcitos nas fezes: Shigella spp., Salmonella spp., E. coli (EIEC), Campylobacter jejuni
e Entamoeba histolytica.

Disenteria (muco, sangue e pus, com dor a evacuagdo): amebiase, shigelose, E. coli (EIEC).

Fezes com sangue, sem leucdcitos fecais: deve-se suspeitar de EHEC (0157:H7), pode estar
acompanhada de sindrome hemolitico-urémica, principalmente em criangas. Existe a possibilidade
de amebiase.

Diarréia sanguinolenta com leucdcitos: salmonelose, campilobacteriose, shigelose e E.coli (EIEC).

Diarréia secretdria, cujo quadro importante € a desidratacdo podendo evoluir para o choque e
cujas fezes apresentam aspecto de dgua de arroz, sugerindo o diagndstico de cdlera.

Diarréia e vomito significativo, em criangas pequenas sugere Rotavirus.

Diarréia cronica ou subaguda, com ou sem flatuléncia, pode-se direcionar o exame para o
diagndstico de giardiase. Outras causas de (>10 dias), com perda de peso, lembrar de
ciclosporiase e criptosporidiose. Ou na suspeita de uma sindrome apendicular pode-se sugerir uma
yersiniose.
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» Intoxicagdo com incubacdo de curta duracdo, acompanhado de vOmito, pode-se sugerir uma
intoxicacao de origem alimentar causada por toxina de Staphylococcus aureus ou Bacillus cereus.

= Dor abdominal sugerindo apendicite, lembrar de Yersinia enterocolitica.
= Diarréia acompanhada de artrite: Yersinia enterocolitica

= Em pacientes imunossuprimidos considerar:
- Virus: Citomegalovirus, Herpes simplex virus, virus Coxsackie, Rotavirus,
- Bactérias: Salmonella spp., complexo Mycobacterium avium
- Parasitas: Cryptosporidium spp., Isospora belli, Strongyloides stercoralis, Entamoeba coli, e
Giardia lamblia.

* Em surtos de gastroenterocolite, deve ser considerada a presenca dos seguintes patdgenos: S.
aureus, B. cereus, C. perfringens, Cryptosporidium spp., ETEC, Vibrio spp., Salmonella spp.,
Campylobacter spp., Shigella spp., EIEC e Cyclospora spp. Na toxi-infeccdo alimentar, a doenga
resulta da ingestdo direta de enterotoxinas pré-formadas no alimento contaminado, sendo os
exemplos mais comuns o Staphylococcus aureus enterotoxigénico, B. cereus e C. perfringens.

» Gastroenterite viral é a segunda maior causa de doenca em paises desenvolvidos, apds as
infecgOes virais do trato respiratério; e o Rotavirus é a maior causa de gastroenterite viral em
paises desenvolvidos e em desenvolvimento.

Mecanismos de patogenicidade dos principais agentes de diarréia

Produgdo de Toxina Invasao Adeséao

Aeromonas, Bacilus cereus Campylobacter spp. E. coli enteropatogénica

Clostridium difficile, C. perfringens E. coli enteroinvasora E. coli enteroaderente

E. coli enterotoxinogenica ETEC

E coli enterohemorragica EHEC

Plesiomonas shigeloides

Salmonella spp.

E. coli enterohemorragica

Staphylococcus aureus

Vibrio cholerae, V. parahaemolyticus

Doencgas gastrointestinais de origem alimentar (alimentos e agua)

Bactérias

Agente etiologico

Bacillus cereus

- toxina de vOmito

Bacillus cereus
- toxina de diarréia

Campylobacter

Clostridium botulinum

Clostridium perfringens

Shigella spp.

Inicio dos
sintomas

1-6 h

6-24 h

2-5até 10d

2ha8d
meédia: 12-48h

6-24 h

Yersinia enterocolitica

Dados clinicos mais comuns

Vomitos, diarréia ocasional;
Comum em surtos de toxi-
infecgdo alimentar.

Diarréia e dor abdominal.

Diarréia geralmente
sanguinolenta, dor abdominal e
febre.

Disturbios visuais, fraqueza
progressiva, com paralisia
descendente e bilateral. Sem
diarréia.

Diarréia, colicas abdominais.
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Diagndstico

Isolamento nas fezes ou no
alimento: 10° UFC/g. Bacillus
cereus (Seletive Medium
Oxoid).

Idem

Coprocultura em meio
especifico (Karmali).

Pesquisa de toxina no soro,
fezes, coprocultura.

Isolamento nas fezes ou no
alimento > 10° UFC/g.



E. coli
Enterohemorragica
(EHEC) 0157:H7

E. coli
enterotoxinogénica
(ETEC)

E. coli enteropatogénica
(EPEC)

E. coli enteroinvasora
(EIEC)

Listeria monocytogenes
- forma diarréia

Salmonella typhi

Outras salmoneloses

Shigella spp.

Staphylococcus aureus

Vibrio cholerae e outros

Vibrio parahaemolyticus

Yersinia enterocolitica

Virus

Agente etiologico

Rota virus

1-10d
média: 4-5d

6-48 h

Variavel

Variavel

9-32 h

3-60d
meédia: 7-14 d

6-10d
média: 6-48 h

12haéd
meédia: 2-4 d

30 min.a8h
média: 2-4 h

1-5d

4-30 h

1-10d
meédia: 4-6 d

Inicio dos
sintomas

15-77 h
média: 1-2 d

6% das criangas com sindrome
hemolitico-urémica, adultos.
Plrpura trombocitopénica e
insuficiéncia renal aguda;
diarréia sanguinolenta é
caracteristica , fortes cdlicas
abdominais.

Diarréia, nauseas, célicas
abdominais.

Diarréia, febre, célicas
abdominais.

Diarréia que pode se
sanguinolenta, febre, cdlicas
abdominais.

Diarréia, febre, célicas
abdominais.

Febre, anorexia, indisposicao,
cefaléia, mialgia, diarréia e
constipagcao podem se alternar.

Diarréia, em geral com febre e
colicas abdominais.

Diarréia com tenesmo, muco,
multiplas evacuagbes de

pequeno volume, coélicas e febre.

Vomitos e diarréia. Comum em
surtos de toxi-infecgao
alimentar.

Diarréia aquosa geralmente
acompanhada de vomitos.

Diarréia.

Diarréia e dor abdominal
geralmente severa.

Dados clinicos mais comuns

Inicio subito, com vomitos e
diarréia, principalmente em
criangas, ocasionalmente dor
abdominal e sintomas
respiratérios. Surtos
hospitalares.
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Isolamento de E.coli 0157:H7
nas fezes e/ou alimento -
(soroaglutinagao) CHROmagar
0157.

Coprocultura para isolamento
e testes p/ enterotoxina
ST/LT.

Coprocultura para isolamento
e sorotipagem.

Coprocultura para isolamento
e sorotipagem.

Coprocultura em caldo de
enriquecimento (caldo Fraser,
caldo Listeria-Oxoid) e meio
seletivo (Listeria Seletive
Medium / Oxoid).

Coprocultura em caldo de
enriquecimento e meios
seletivos; titulos de anticorpos
especificos.

Coprocultura em caldo de
enriquecimento e meios
seletivos Salmonella-Shigella,
Hektoen.

Coprocultura com caldo de
enriquecimento e meios
seletivos (Salmonella-
Shigella).

Coprocultura em meio seletivo
(Baird-Parker, Vogel-Johnson
ou Agar manitol sal) e
demonstragao de toxina.

Coprocultura em meio seletivo
(Agar TCBS) e isolamento de
cepa produtora de toxina.

Coprocultura em meio TCBS.

Isolamento em meio seletivo
ou Salmonella-Shigella com
incubacdao em geladeira.

Diagndstico

Testes por aglutinagdo com
particulas de latex ou Elisa
Imunoensaio (EIA) com
anticorpos poli ou
monoclonais.



Norwalk (calicivirus ) e 15-77 h Vomitos, codlicas, diarréia e Laboratérios de Saude Publica.
outros enterovirus média: 1-2 d cefaléia. Enviar fezes conservadas a
menos 20°C.
Parasitas

Agente etiolégico Inicio dos Dados clinicos mais comuns Diagndstico
sintomas

Cryptosporidium parvum  2-28 d Diarréia, ndusea, vomito e Pesquisa com Ziehl modificado
média: 7 d febre. ou imunofluorescéncia / Elisa.

Cyclospora cayetanensis 1-11d Fadiga, diarréia insidiosa. Pesquisa nas fezes.
média: 7 d

Giardia lamblia 3-25d Diarréia, flatuléncia, célicas, Fezes, aspirado duodenal ou
meédia: 7 d nauseas e fadiga. bidpsias - pesquisa direta ou

técnica imunoldgicas.

DIAGNOSTICO LABORATORIAL

Uma histéria de emprego recente de antibioticoterapia prolongada deve ser considerada para
direcionar a pesquisa de toxina de Clostridium difficile como uma das etiologias. Outras
possibilidades sd@o o S. aureus, Candida spp. e P. aeruginosa.

Os antibidticos mais frequentemente associados a diarréia por C. difficile sdo: cefalosporinas,
ampicilina, amoxicilina, outros derivados de penicilinas, macrolideos, tetraciclinas e sulfazotrim.

Quando possivel selecionar porcbes de fezes contendo muco, e/ou sangue e/ou pus.
A pesquisa de eosinofilos no muco positiva é sugestiva de diarréia de causa alérgica.

Diarréia por toxina tem curta duracdo, pesquisa de leucdcitos, sangue e presenca de muco
negativa. Diagndstico laboratorial dificil, pois o agente costuma ndo estar presente.

Para cultura de Campylobacter ha necessidade de meio de cultura especifico.

Pesquisa de leucdcitos e eosindfilos: deve-se enviar fezes frescas para exame (ndo swab) ou em
meio de transporte.

MEIOS DE TRANSPORTE

Salina glicerinada e tamponada é indicada para Salmonella e Shigella.

Cary Blair é indicado para todos os patdgenos bacterianos intestinais, exceto Shigella. No caso do
Clostridium difficile, as fezes devem ser congeladas a menos 20°C ou submetidas ao teste
rapidamente.

Fezes e aspirados gastrointestinais podem ser transportados sob refrigeracdo em frascos estéreis,
e biopsias podem ser conservadas com um pouco de salina em frasco estéril. Em geral o meio de
transporte inviabiliza a pesquisa de leucdcitos nas fezes, sugestivo de agente invasor.

Materiais inapropriados para processamento: fezes ou material do trato digestivo transportado a
temperatura ambiente sem meio de transporte, swab seco ou sem sinais de fezes, bidpsias secas.

Quando ndo houver informacGes clinicas ou pedido especifico, a rotina recomendada € a pesquisa dos
seguintes agentes:

Salmonella, Shigella, Aeromonas, Plesiomonas, Yersinia: podem ser isolados em Mac Conkey e
Salmonella-Shigella. Recomenda-se também incluir a cultura para Campylobacter, que exige meio
especifico. No caso de fezes com sangue, pesquisar EHEC.

Em coprocultura de criancas até 1 ano considera-se rotina a pesquisa de Salmonella, Shigella,

EPEC, (E. coli enteropatogénica), EIEC (E. coli enteroinvasora) e EHEC (E. coli entero-
hemorragica). Deve-se incluir também a pesquisa de Yersinia enterocolitica, Aeromonas e
Plesiomonas.
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CARACTERISTICAS DE ALGUNS MEIOS SOLIDOS

= Agar Mac Conkey e Agar Eosin Metilene Blue (EMB) sdo meios diferenciais, mas ndo seletivos entre
os Gram negativos entéricos.

» O Agar Salmonella-Shigella funciona bem para para as Salmonella mas pode inibir Shigella.

» O Agar xilose-lisina-desoxicolato (XLD) é recomendado para Salmonella e Shigella, mesmo as mais
exigentes.

» Agar Hektoen entérico (HE) é adequado para Salmonella e Shigella

] Agar verde brilhante (VB) é seletivo para Salmonella sp, mas nao € indicado para Salmonella typhi
e S. paratyphi.

] Agar sulfito de bismuto (Wilson & Blair) € seletivo para Salmonella.
Caldos de enriquecimento:

Indicado para detectar baixo numero de Salmonella ou Campylobacter em portadores. Muitos
laboratérios estdo abandonando o uso de caldos de enriquecimento pela baixa recuperagao de
patégenos.

Caldo GN (Gram Negativo) - enriquecimento de Salmonella e Shigella spp Caldo Selenito F -
principalmente Salmonella spp Caldo tetrationato - apenas algumas especies de Salmonella spp e
exclui S. typhi.

Campy-tioglicolato - apenas para pesquisa de portadores de C. jejuni Salina fosfatada e tamponada
pH 7,6 - para semear fezes e conservar em geladeira por trés semanas para pesquisa de portadores
de Yersinia enterocolitica, mas nao indicado para rotina.

RELATORIO DE RESULTADOS

Com o reconhecimento do niumero crescente de agentes bacterianos causadores de diarréia, tornou-se
importante a identificacdo especifica de microrganismos para o qual as amostras fecais sao
examinadas.

» E incorreto emitir o resultado como “ndo foram isolados patdgenos”, se as fezes foram cultivadas
somente para recuperar alguns patdgenos. Ao invés disso o relatorio deve afirmar “ndo foram
isoladas Salmonella, Shigella e Campylobacter” ou para algum outro patégeno efetivamente
pesquisado.

= O protocolo devera prever também laudos relatando a auséncia da flora fecal Gram negativa e a
presenca de quantidade significativa de microrganismos como S. aureus, leveduras e
Pseudomonas aeruginosa.

= Se as amostras fecais ou as cepas isoladas forem enviadas ao Laboratério de Referéncia para
trabalho posterior, tais como pesquisa da presenca de toxina de C. difficile ou sorotipagem de
cepas de Salmonella, o relatorio para os referidos exames deve incluir o nome do laboratério de
referéncia e as provas realizadas (sorotipagem determinacdo das toxinas, etc.)

Procedimentos Gerais para o Isolamento dos principais Agentes Bacterianos de Infecgao
Intestinal

Microrganismo Mecanismo de Técnica Enriquecimento Meios de cultura
Patogenicidade

Campylobacter, C. Invasao Culturas nao Agar p/ Campylobacter com
jejuni incubadas em suplementos de antibioticos
ambiente de como o meio de Skirrow, Campy-
microaerofilia BAP(Blaser), etc.
a 42°C.
Escherichia coli Enterotoxinas 24-48 h Nao Agar Mac Conkey ou Agar eosina
Enteropatogénica, (LT e ST) - aerobiose, 35- azul de metileno.
E. coli Invasora Invasao 37°C.
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E. coli
enterohemorragica
0157:H7 e outras

Salmonella spp.

Vibrio cholerae, V.
parahaemolyticus

Yersinia
enterocolitica

Verotoxinas
(toxina Shiga-
like)

Invasdo

Toxina colérica
Toxinas

Invasao

24-48h
aerobiose, 35-
37°C.

24-48h
aerobiose, 35-
37°C.

24-48h
aerobiose, 35-
37°C.

Selenito F *,
Caldo
tetrationato *,
Caldo GN *.

Agua peptonada
alcalina por 6-12
h.

Salina
glicerinada
tamponada a 4-
50C por trés
semanas, nao
recomendado.

Agar diferencial: Agar Mac
Conkey sorbitol (SMAC) ou Agar
Mac Conkey

Agar Salmonella-Shigella, Mac
Conkey ou Agar xilose-lisina-
desoxicolato (XLD) ou Agar
Hektoen enterico (HE)

Agar TCBS, cresce em Mac
Conkey.

Agar Salmonella-Shigella, Agar
Mac Conkey e meio seletivo:
Agar cefsulodina- irgasan-
novobiocina

* atualmente questiona-se a necessidade do uso de caldos de enriquecimento, ficando a critério de cada usuério.
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5. INFECCOES ABDOMINAIS

AGENTES MICROBIANOS MAIS FREQUENTES

* Intrabdominais (peritonite pds-trauma de visceras ocas): Enterobactérias (Escherichia coli,
Klebsiella spp., Proteus spp., Enterobacter spp.), Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus, Enterococcus spp., Anaerobios (Bacteroides spp., Fusobacterium spp., Veillonella spp.,
Peptostreptococcus spp., Propionibacterium spp.).

= Abscesso intrabdominal: incluindo apendicite, diverticulite. As mesmas bactérias do item anterior,
e ainda: Clostridium spp., Eubacterium spp., S. pyogenes e Streptococcus spp.

= Peritonite Bacteriana Espontdnea Primaria: Enterobactérias (2/3), S. pneumoniae (15%),
enterococos (6-10%) e anaerdbios < 1%.

* Peritonite associada a didlise peritonial cronica: S. aureus, S. epidermidis, P. aeruginosa,
enterobactérias e 20% estéril.

» Infeccdes hepaticas, incluindo abscessos: Streptococcus spp., Escherichia coli, Proteus spp.,
Peptostreptococcus spp., Fusobacterium spp., Bacteroides spp., Enterococcus spp., Entamoeba
histolytica, Leishmania donovani (kalazar), microsporidiose.

= Granuloma hepatico: M. tuberculosis, Mycobacterium spp., Brucella spp., Histoplasma capsulatum,
Coxiella burnetii, T. pallidum (sifilis secundaria), Echinococcus spp., Schistosoma spp.,
Citomegalovirus, virus Epstein-Barr. Pacientes da America do Norte ou outros continentes pode-se
incluir a Francisella tularensis e Coccidioides immitis.

» InfecgOes pancreaticas: E. coli, Klebsiella spp., Proteus spp., Enterococcus spp., Staphylococcus
spp., Candida spp., Pseudomonas spp., Streptococcus spp., Trulopsis glabrata, Haemophilus spp.,
Corynebacterium spp., Serratia marcescens.

= Abscesso esplénico: os anteriores, e ainda Salmonella spp., Shigella spp., Bacteroides spp.,
Fusobacterium spp., Propionibacterium spp., Clostridium spp., Fusobacterium spp., Aspergillus
spp., Leishmania donovani, microsporidiose.

COLETA E TRANSPORTE DO MATERIAL

Estas amostras sdo habitualmente colhidas através de procedimentos invasivos: puncoes,
laparoscopia ou durante ato cirdrgico. Deverdo ser observados cuidados de assepsia para que a
amostra coletada ndo seja contaminada. A secrecdo ou liquidos (peritoneal, ascitico) serdo aspirados
com o auxilio de agulha/seringa estéreis, colocados em frasco com meio de transporte para
anaerodbios facultativos e estritos (caldo de tioglicolato) e encaminhados logo ao laboratério de
microbiologia.

PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

No laboratério de microbiologia, estas amostras serdo processadas nas seguintes etapas:

= Avaliagdo da qualidade do material encaminhado: identificagdo adequada, frasco/meio de
transporte correto, volume da amostra suficiente para os testes requeridos, data/horario da
coleta.

*» Coloracdo de Gram do esfregaco do material em lamina: serdo observados forma, coloragdo e
agrupamento dos microrganismos, além da presenca de células (leucécitos integros ou
degenerados, inclusGes bacterianas, etc). Se houver suspeita de microrganismos alcool-acido
resistentes, preparar também laminas para coloracdo de Ziehl Neelsen e auramina, e na suspeita
de fungos, preparacao de azul de lactofenol ou de algodao e calcofluor.

= Semeadura em meios adequados:

- Meios de cultura para bactérias aerdbias: Agar sangue, Agar Mac Conkey - incubar a 35°C
durante 18 a 24 horas, verificar crescimento bacteriano em ambas as placas; se negativo,
incubar mais 24 hs; se positivo, identificar o(s) microrganismo(s).
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Agar chocolate suplementado - incubar a 35°C em jarra com 5% CO, durante 18 a 24 horas,
verificando o crescimento bacteriano; se negativo, reincubar; se positivo, proceder a
identificacao do microrganismo.

Meios de cultura para bactérias anaerdbias estritas: Agar infusdo de cérebro coracdo ou
Brucella Agar acrescido de vitamina K e hemina - incubar a 35°C em jarra com gerador de
anaerobiose durante 48 hs; verificar crescimento; se negativo, repicar a amostra do
tioglicolato suplementado com hemina e vitamina K a cada 48 h até completar 7 dias; se
positivo, proceder a identificacdo da bactéria. Pode-se semear em paralelo em meio seletivo e
enriquecido para anaerdbios como o Agar sangue com hemacias rompidas, adicionado de
Kanamicina e Vancomicina (LKV) seletivo para Bacteroides e Prevotella.

Se houver suspeita clinica de micobactérias, semear também em meios especiais (Lowenstein
Jensen ou Middlebrook); aguardar 60 dias para diagnosticar a cultura como negativa.

Se houver suspeita clinica de fungos, semear também em Agar Sabouraud glicose; incubar a
temperatura ambiente durante 4 semanas.
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6. INFECCOES DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL

INTRODUGAO

O sistema nervoso central (SNC) compreende o cérebro e a medula, envolvendo ainda meninges,
vasos sanguineos, nervos cranianos e espinhais.
Principais processos infecciosos que comprometem o SNC

= Meningite aguda

* Meningite cronica

= Encefalite, mielite e neurite

» Abscesso cerebral

= Empiema subdural, abscesso epidural e flebite intracraniana supurativa

= InfeccOes associadas a procedimentos invasivos e dispositivos implantados no SNC
Natureza dos processos infecciosos do SNC

* Bactérias = Fungos

= Virus =  Protozoarios

Via de acesso dos agentes infecciosos ao SNC

* Via hematogénica (principal)

* Via direta, através de trauma e procedimentos invasivos (cirargicos)

= Por contiguidade (rinofaringe, mediastino posterior, espaco retroperitonial, etc.)
= Ascensdo de virus por nervos periféricos

Principais causas de meningite aguda infecciosa

» Bacteriana: bacterioscopia positiva (Gram), cultura e/ou pesquisa de antigenos positiva. S.
pneumoniae, H. influenzae, N. meningitidis, Enterobactérias, Streptococcus agalactiae (grupo B),
Listeria monocytogenes, Staphylococcus spp., M. tuberculosis

= Meningite por outros agentes ou ndo determinada

» Foco supurativo para-meningeo (abscesso cerebral, sinusite paranasal, empiema subdural,
abscesso epidural, etc.)

= Espiroquetas: T. pallidum, Borrelia burgdorferi (doenga de Lyme, Leptospira spp.)
» Rickettsias
* Protozoarios: Naegleria fowleri, Strongiloides stercoralis

= Virus: Echovirus e Coxackievirus, Sarampo, Arbovirus, Herpesvirus, Coriomeningite linfocitica,
HIV, Adenovirus, Poliovirus

= Fungos: Cryptococcus spp., Candida spp., Histoplasma capsulatum, Aspergillus spp. e outros
fungos filamentososos oportunistas

=  Pneumocistis carinii e Paracoccidioides brasiliensis

Causas mais frequentes de meningite infecciosa cronica

Meninges LesOes Focais Encefalite
tuberculose actinomicose citomegalovirus
cryptococose blastomicose enterovirus

histoplasmose cisticercose sarampo

candidiase aspergilose outras encefalites a

sifilis nocardiose virus
brucelose esquistossomose

toxoplasmose
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Causas mais frequentes de encefalomielite

Virus (a mais importante) Enterovirus e herpes-virus
Riquetsias Doenga de Lyme
Bacteriana Mycoplasma spp., brucelose, listeriose e erlichiose,

endocardite bacteriana subaguda, sifilis e leptospirose,
tuberculose, Nocardia e Actinomicose

Flangica Criptococose, histoplasmose, Pneumocystis carinii
Amebas Naegleria e Acanthamoeba

Protozoarios Toxoplasma, plasmodium, tripanosomiase

Outras Doenga de Behget, Doenga da arranhadura do gato

Principais agentes etiolégicos do Abscesso Cerebral

Streptococcus spp. (viridans) 60-70%

Bacteroides spp. 20-40%
Enterobactérias 23-33%
Staphylococcus aureus 10-15%
Fungos 10-15%
S. pneumoniae <1%
H. influenzae <1%
Nocardia spp., Listeria spp. <1%
Protozoarios e helmintos <1%

Em populagdes de pacientes imunocomprometidos e distribuicdes regionais podem evidenciar
predominio diferente dos seguintes agentes etioldgicos:

= Bactérias: M. tuberculosis e Nocardia spp.
= Fungos: Aspergillus spp., Candida spp., Cryptococcus spp. e outros fungos oportunistas
» Parasitas: estrongiloidiase, Entamoeba histolytica, cisticercose e toxoplasmose

DADOS EPIDEMIOLOGICOS E ETIOLOGIA DE PROCESSOS INFECCIOSOS DO SNC

Idade

= 0 a 4 semanas - E. coli, S. agalactiae (grupo B), L. monocytogenes, Klebsiella pneumoniae,
Enterococcus spp. e Herpes simplex virus 2

= 4-12 semanas - S. agalactiae, E. coli, L. monocytogenes, H. influenzae

* 3 meses a 10 anos - virus, pneumococo, H. influenzae e meningococo, enterovirus, herpes virus 1.
= Adulto jovem - virus e meningococo

= Adulto - pneumococo e meningococo

= Idosos - pneumococo, Gram negativos, Listeria monocytogenes.
INFECCAO HOSPITALAR

Enterobactérias, Acinetobacter spp., Pseudomonas spp., Candida spp., Staphylococcus spp.
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OuTROS DADOS EPIDEMIOLOGICOS

Surtos epidémicos
Nadar em lagoas

Contato com hamster, ratos e
animais silvestres

Inundagoes

Contato com pombos, cavernas
Prisao, AIDS

Meningite recurrente

Infecgao do trato respiratorio
superior

Associado a pneumonia comunitaria
Associado a sinusite e otite
Associado a celulite

Abscesso cerebral

Trauma craniano

Fistula liquérica
(otorréia ou rinorréia)

Diabetes

Alcoolismo e esplenectomia
Endocardite bacteriana
Petéquias e rash cutaneo

Protese em SNC

Leucemia, linfoma, corticoterapia

AIDS e imunossupressao severa
(transplantes)

Meningococo, virus, especialmente enterovirus
Amebas (protozoarios), Aeromonas spp.

Coriomeningite linfocitica, Pasteurella spp.

Leptospirose
Criptococose, histoplasmose
Tuberculose
Pneumococo

Virus, hemdfilos, pneumococo, meningococo

Pneumococo, hemdfilos

Pneumococo, Haemophilus, anaerdbios

Streptococcus spp., Staphylococcus spp.

Anaerdbios (Actinomyces spp. e outros), Nocardia spp.

Fechado - pneumococo, Gram negativos
Aberto - Gram negativos, Staphylococcus spp.

Pneumococo, Gram negativos, Staphylococcus spp., Haemophilus
influenzae

Pneumococo, Gram negativos, Staphylococcus spp., Cryptococcus
spp.

Pneumococo
Streptococcus spp. e outros Gram positivos
Meningococo, sarampo, echovirus, leptospirose

S. Epidermidis, S. aureus e outros gram positivos, Acinetobacter
spp., Pseudomonas spp., enterobactérias

Pneumococo, Gram negativos, Cryptococcus spp., M. tuberculosis

Cryptococcus spp., M. tuberculosis, Aspergillus spp. e outros fungos
filamentosos, Pneumocistis carinii

Fatores Predisponentes e Etiologia de Abscesso Cerebral

Otite média e mastoidite

Estreptococos aerébios e anaerébios, Bacteroides fragilis,
Enterobacterias

Sinusite frontoetmoidal e sinusite esfenoidal Streptococcus spp., Bacteroides spp., Enterobactérias, S.

Sepse dental

aureus, Haemophilus spp.

Fusobacterium spp., Bacteroides spp., Streptococcus spp.

Trauma craniano penetrante infeccdao pos- Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Enterobactérias,

cirurgica

Doenca cardiaca congénita

Clostridium spp

Streptococcus spp., H. influenzae
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Abscesso pulmonar, empiema e Fusobacterium spp., Actinomyces spp., Bacteroides spp.,

bronquiectasia Streptococcus spp, Nocardia spp
Endocardite bacteriana Staphylococcus aureus, Streptoccoccus spp.
Paciente imunocomprometido Toxoplasma gondii, Fungos, Enterobactérias, Nocardia spp.

DIAGNOSTICO LABORATORIAL

DADOS LABORATORIAIS RELEVANTES

= Gram do sedimento pode revelar a etiologia: bacteriana, fungica (fungos leveduriformes ou
filamentosos), tendo uma sensibilidade de 60 a 90% e especificidade préoxima de 100% quando
realizada por profissionais bem treinados.

= A positividade depende da concentragdo bacteriana, variando de 25% quando a concentragao de
UFC (unidades formadoras de colonias) for 10 ou menos, até 97% quando a concentracdo for
igual ou superior a 10° UFC.

= A positividade do Gram também varia conforme o agente etioldgico, sendo de 90% para o
pneumococo, 86% para o hemofilos, 75% para o meningococo, menos de 50% para Listeria
monocytogenes e 50% para outros Gram negdativos. A coloracdo de Gram ndo cora bactérias como
0s micoplasmas e, evidentemente, ndo detecta os virus.

= Chances de se obter informagdes sobre a etiologia pelo Gram ou pela cultura se reduzem a menos
de 50% quando ha uso prévio de antimicrobianos, podendo o LCR ficar estéril em 90-100% dos
casos apos 24 a 36 horas de antibioticoterapia adequada.

= Tinta da china e calcofluor: detecta Cryptococcus ou presenca de movimentos amebdides
(amebas)

»= Coloracdo de Ziehl Neelsen e auramina: micobactérias

= Aglutinacdo com particulas de latex (sensibilidade de 70 a 90%): existem testes disponiveis para
detectar meningococo (A e C), hemdfilos tipo B, pneumococo (polivalente), Streptococcus do
grupo B, E. coli K1 e Cryptococcus spp. Alguns kits ndo incluem o meningococo B ou podem ter
uma sensibilidade inferior para este antigeno. Existem também testes baseados em coaglutinagdo
de Staphylococcus, que tem uma sensibilidade um pouco inferior a aglutinagdo pelo latex. Estes
testes vem sendo cada vez menos utilizados pelo elevado custo.

= Teste do Limulus pode ser utilizado para detectar endotoxina de bactérias Gram negativas, tendo
alta sensibilidade e especificidade para concentra¢des = 10° UFC/ml.

» Cultura em Agar chocolate pode confirmar a etiologia bacteriana e permitir o estudo das
sensibilidades aos antimicrobianos.

= Os virus podem ser pesquisados por métodos diretos ou cultura para virus com tipagem. A
pesquisa monoclonal e o PCR representam os métodos de maior praticidade, especificidade e
sensibildade que se dispde na atualidade.

PROCESSAMENTO DE AMOSTRAS - LCR

Devido a importancia vital do SNC, e, portanto, a gravidade do quadro clinico que acompanha a
maioria das doengas e a urgéncia do diagndstico em uma area topografica estéril, a eficiéncia é um
aspecto critico (rapidez, testes adequados e cuidados para evitar contaminagdo). Obter qualquer
amostra antes de iniciar uso de antimicrobianos.

LCR deve ter maxima prioridade devendo ser processado imediatamente. Avalie e anote o volume e 0
aspecto do LCR.

LCR por puncao lombar ou de reservatoério de proteses (vide técnica para coleta de LCR)

Coletar o segundo tubo, obtendo idealmente os seguintes volumes:

- 1-2 ml para Gram, pesquisa de antigenos e cultura (na falta de plantdo de microbiologia pode ser
semeda a cultura [5 a 10 gotas] diretamente durante a puncgao para coleta do LCR, em tubos de
agar chocolate, previamente aquecidos a 35°C, preparados ha menos de 30 dias); pode-se semear
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um tubo com &gar sangue (base Mueller Hinton ou Agar brucella) e um tubo com caldo tioglicolato
caso haja suspeita de anaerdbios

- 2 ml para exame direto e cultura para fungos (se indicado)
- 2 ml para coloracdo de Ziehl e cultura para micobactérias (se indicado)
- 2-3 ml para provas viroldgicas (se indicado)

Exame da cultura

= Durante 72 horas observe diariamente a presenga de crescimento nas placas e tubos com agar
chocolate. Pode-se prolongar a incubagdo para o total de sete dias.

* No tubo com caldo deve ser observada turvagdo diariamente e descartado apds 7 dias. Caso haja
crescimento, fazer um Gram e semear em placa de agar chocolate para isolamento, identificacdo e
antibiograma.

= Em casos de hemofilos e neisserias fazer o teste da beta-lactamase com discos de nitrocefina
(Cefinase)

» Se positivo, comunicar o médico imediatamente.

» Em caso de pneumococos, testar a penicilina usando discos de oxacilina 1 micrograma. Se halo
para oxacilina = 20mm, a cepa é sensivel a penicilina. Halo £ 19 mm encaminhar a cepa a um
Laboratério de Referéncia ou fazer teste da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM), podendo ser
usado o E-test:

- Penicilina < 0,06 microgramos/ml = cepa sensivel
- Penicilina 0,12 a 1 microgramos/ml = cepa de sensibilidade intermediaria.
- Penicilina = 2,0 microgramos/ml = cepa resistente

Interpretacao do exame
» Contagem de glébulos brancos = > 1.200 mm? sugere meningite bacteriana (valores menores n&o
excluem).

= Predominio de mononucleares (< 50% de neutrofilos) sugere meninigite ndo bacteriana ou
parcialmente tratada.

» Glicose < 30 mg/100 ml sugere meningite bacteriana, por micobactéria ou fungica.
* Proteinas >150 mg/100 ml sugere meningite bacteriana.

= Cloretos < 110 mEqg/L sugere meningite por tuberculose se afastada outra etiologia bacteriana.
Atualmente pouco utilizado devido a disponiblidade de testes mais especificos.

* Lactato no LCR > 35 mg/100 ml é sugestivo de meningite bacteriana.
PESQUISA DE ANTIGENOS

Pode detectar a presenca de microrganismos, mesmo na vigéncia de antibioticoterapia. Os testes
detectam polissacarides em suspensdo, por isso deve-se usar o sobrenadante. Alguns testes solicitam
prévia colocacdao da amostra para teste em banho-maria (fervente) por 5 minutos. Consulte e siga as
orientagdes do produto adquirido.

*= Colocar as gotas de latex no cartdo, orientando-se conforme a indicacdo de cada teste.
= A seguir depositar uma gota do sobrenadante do LCR ao lado da gota de latex.

= Usar um bastdo ou alga flambada para cada teste.

= Observar a aglutinagao conforme padrao e no tempo descrito por cada fabricante.

Aglutinagdes que ocorrerem com mais de um anticorpo devem ser relatadas como indeterminadas ou
nado interpretavel. Pode-se tentar diluir o LCR em salina 1:2 ou 1:4. Repetir os testes e observar os
resultados.

Rotina de Plantao

Se ndo for possivel encaminhar ao Laboratério de Microbiologia (plantdo de fim de semana) ou porque
sua rotina é lenta, o LCR deve ser processado pelo laboratorio de urgéncia (plantdo) ou por médicos
ou analistas treinados para os seguintes procedimentos:

= Colher 5 a 10 gotas do LCR diretamente da puncdo em 1 tubo de Agar chocolate de preparagdo
recente e previamente aquecido a 35°C ou:
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» Centrifugar 1 a 2mL do LCR entre 2.500 a 3.000 rpm, por 15 minutos.

= Cuidadosamente, flambar a boca do tubo e em condicBes assépticas (fluxo laminar ou atras de um
bico de Bunsen), e, para os testes de aglutinagdo aspirar 0,5 a 1mL do sobrenadante com ponteira
estéril (ou pipeta plastica estéril ou pipeta Pasteur com ponta fina de vidro, conectada a um bulbo
de borracha ou péra de aspiragdo). Deixar 0,5 a 1mL para cultura e Gram. Flambar novamente.

= Agitar no vortex o tubo com o resto do sobrenadante e sedimento. Em condigGes assépticas (vide
acima), semear 3-4 gotas do material em placa de &gar-chocolate e, se disponivel, também em
placa de agar-sangue e em tubo com caldo tioglicolato sem indicador.

= Colocar as placas e tubo na estufa entre 35 a 37°C, sendo a placa de Agar chocolate em jarra com
vela e umidade (CO, e umidade).

» Depositar 1 gota do material no centro de uma lamina de vidro previamente desengordurada em
alcool, para fazer o esfregago.

- no caso de amostras limpidas, pode-se depositar duas gotas e fazer esfregaco menos extenso,
quando mais purulento, fazer esfregaco mais espalhado.

- deixar secar e fixar rapidamente no calor
- fazer a coloragdao de Gram e anotar o resultado

PROCESSAMENTO DE AMOSTRAS — ABCESSO CEREBRAL
Abscesso Cerebral (vide técnica para coleta de material)

= Obter o material por puncdo e aspiragdao, mantendo-o na seringa para ser enviado ao laboratério.
Como a participagdo de anaerdbios é importante, o material deve ser colhido em frascos com
VAcuo ou na proépria seringa.

= Manipular material de SNC com luvas, evitar aerossol e encaminhar o mais rapido possivel ao
laboratério. Amostras para virologia devem ser encaminhadas ao laboratério rapidamente a
temperatura ambiente. As pesquisas monoclonais de virus exigem que as células estejam integras.
Apenas material para investigacGes futuras e pesquisas por métodos moleculares de agentes RNA
deve ser obrigatoriamente conservado entre -20 a -70°C.

Amostras de aspirado de abscesso e de material obtido em cirurgia ou em necropsia:
= Semear em placa de agar chocolate e incubar em jarra com vela a 35°C.

= Semear em placa com agar brucella e suplementos hemina e vitamina K para cultura de
anaerdbios em jarra apropriada com gerador de anaerobiose a 35°C.

= Semear em placa de agar sangue em estufa a 35°C.
= Semear em tubo de caldo tioglicolato a 35°C.
= Fazer esfregaco, fixar e corar pelo Gram. Reservar o resto do material.

= Caso o Gram revele:
- diplococos Gram negativos: sugestivo de Neisseria spp.
- cocos Gram positivos em cachos agrupados: Staphylococcus aureus (ou coagulase neg.)

- cocos Gram positivos em cadeias longas ou aos pares: Streptococcus (S. pneumoniae ou
outros estreptococos aerdbios ou anaerdbios)

- bacilos Gram positivos: Listeria spp., Corynebacterium spp. (contaminante ou em derivagoes),
esporulados (Bacillus ou Clostridium).

- suspeita de bacilo da tuberculose: fazer coloracdo de Ziehl-Neelsen ou auramina e se
confirmado, semear em Lowenstein Jensen ou outro meio especifico.

- ramificados: Actinomyces ou Nocardia (fazer Ziehl Neelsen)

- cocobacilo Gram negativo: hemofilos, Brucella, Pasteurella sp, etc.

- Acinetobacter spp. (Infeccao Hospitalar (IH) em derivagdes e proteses do SNC)
- bacilo Gram negativo: enterobactérias, Pseudomonas spp. (IH)

- Fungos: leveduriformes ou dimdrficos.
Candida - exame direto com Lactofenol e semear em &gar Sabouraud dextrose (ASD)
Cryptococcus spp. - tinta da china para melhor caracterizagdo; semear em BHI agar
Histoplasma capsulatum - semear em BHI, agar glutamina
Filamentosos e oportunistas em geral - semear em ASD
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7. INFECCOES SISTEMICAS

INTRODUGAO

A presenga de microrganismos viaveis no sangue do paciente pode levar a um consideravel aumento
da morbidade e da mortalidade. Devemos também lembrar que este fato representa uma das mais
importantes complicacdes do processo infeccioso, o que torna a hemocultura um exame de
significativo valor preditivo de infecgao.

A maioria dos episddios sépticos é de origem hospitalar e, as vezes, resultado de microrganismos que
apresentam grande resisténcia aos antimicrobianos, com uma mortalidade bem superior aos episodios
que ocorrem na comunidade.

A invasao do sangue por microrganismos geralmente ocorre por um dos seguintes mecanismos:

1. Penetracdo a partir de um foco primario de infecgdo, através de vasos linfaticos e dai até o
sangue.

2. Entrada direta na corrente sanguinea, via agulhas ou outros dispositivos vasculares, como
catéteres.

A presenca de bacteremia ou fungemia representa também uma falha nas defesas do hospedeiro em
localizar e neutralizar uma determinada infeccdo em seu foco inicial, ou também numa eventual falha
médica em remover ou drenar um foco infeccioso. Geralmente, num paciente imunocompetente, as
defesas naturais respondem prontamente a presenca de microrganismos estranhos. Esta eliminacao
pode ser menos eficiente quando os microrganismos sao encapsulados, ou mais eficiente quando o
paciente ja apresenta anticorpos contra o organismo infectante. Existem também situacbes em que
esta eliminacdo ndo € eficaz, como nos casos de infecgdes com focos intravasculares ou em
endocardites.

Conceitualmente, ainda se classificam as bacteremias em transitéria, intermitentes ou continuas. A do
tipo transitoria, que em geral é rapida com duracdao de alguns minutos a poucas horas, é a mais
comum e ocorre apos uma manipulacdo de algum tecido infectado (abscessos e furlinculos), durante
algum procedimento cirdrgico que envolve algum tecido contaminado ou colonizado (cavidade oral,
cistoscopia, endoscopia) ou ocorre em algumas infeccdes agudas como pneumonia, meningite, artrite
e osteomielite. Quando a bacteremia se manifesta, com intervalos varidveis de tempo (com o mesmo
microrganismo) é denominada de intermitente. Geralmente este tipo de bacteremia ocorre em
processos infecciosos relacionados a abscessos intra-abdominais, pneumonias e outras. A bacteremia
continua é caracteristica da endocardite infecciosa e de outras infecges intravasculares.

As bacteremias na grande maioria das vezes sdo causadas por um Unico microrganismo, porém em
algumas situagOes sdo de etiologia polimicrobiana.

Embora qualquer infeccdo localizada possa se disseminar para o sangue, a bacteremia e/ou fungemia
geralmente sdo mais freqlientemente devidas a dispositivos intra-vasculares (catéteres), infecgGes
abdominais, infeccbes dos tratos respiratério e urindrio. Bacteremia e fungemia sdo termos que
simplesmente identificam a presenca de bactérias ou fungos no sangue. Sepse é a presenga de
sintomas clinicos de infecgdo na presenga ou ndao de hemocultura positiva.

FATORES DE RISCO PARA BACTEREMIA E FUNGEMIA

As condigbOes que predispdem um paciente ao quadro de bacteremia ou fungemia, incluem a idade,
doengas de base, medicamentos (corticdides, quimioterapicos, drogas citotdxicas) e alguns
procedimentos médicos invasivos (catéteres, procedimentos endoscopicos). Ha maior risco nas faixas
etarias extremas e os pacientes com doengas hematoldgicas, portadores de neoplasias, diabetes
mellitus, insuficiéncia renal em uso de didlise, cirrose hepatica, imunodepressdo e queimaduras sdo os
mais predispostos. Alguns procedimentos cirlrgicos sdao também predisponentes, particularmente os
do trato geniturinario e gastrointestinal.

MICRORGANISMOS FREQUENTEMENTE ENVOLVIDOS
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Destacam-se as prevaléncias de S. aureus e de E. coli, sendo que na Ultima década nota-se um
significativo aumento na incidéncia de casos devidos a estafilococos coagulase negativos, o que pode
causar dificuldade na interpretagdo dos resultados microbioldgicos, pois cerca de 85% destes
isolamentos podem representar contaminagdo ao invés de uma bacteremia verdadeira.

Entre os agentes que na ultima década se tornaram prevalentes, destacam-se os enterococos, os
fungos e as micobactérias relacionadas aos pacientes portadores do HIV. As bacteremias causadas por
bactérias anaerdbias sdo muito raras. Em criancas, o perfil de microrganismos assemelha-se ao da
populacdo adulta (os microrganismos sdo similares aos que ocorrem na populacdo adulta), mas ha
uma maior prevaléncia de bacteremias por estafilococos, e , principalmente, por S. pneumoniae,
meningococos e hemdfilos.

A identificagdo do microrganismo isolado fornece um valor preditivo importante.

= Alguns microrganismos em cerca de 90% dos casos sugerem uma infecgdo verdadeira como S.
aureus, E. coli e outras enterobactérias, Pseudomonas aeruginosa, S. pneumoniae e Candida
albicans.

= Qutros agentes como Corynebacterium spp., Bacillus spp. e Propionibacterium acnes, raramente
representam uma verdadeira bacteremia (menos de 5% dos casos sdo verdadeiros).

» Os S. viridans, Enterococos e Staphylococcus coagulase negativos representam em média
respectivamente 38%, 78% e 15% de bacteremias verdadeiras.

» Considera-se aceitavel um percentual entre 3 a 5% de hemoculturas contaminadas.

Patogenos raros relacionados a imunossupressdo causada por cancer ou leucemia

» Aeromonas hydrophila = L. monocytogenes

»  Bacillus spp. »  Mycobacterium fortuitum/chelonei
= Campylobacter spp. = Rhodococcus equii

= Capnocytophaga spp. = S, typhimurium

= C. septicum = Streptococcus do grupo G

= Corynebacterium jeikeium = Streptococcus bovis

DIAGNOSTICO EM HEMOCULTURAS

NUMERO DE AMOSTRAS

Recomenda-se colher duas a trés amostras por episédio de bacteremia ou sepse, que permite o
isolamento do agente bacteriano ou fungico em 95% dos eventos. Duas ou trés amostras também
representam volume de sangue adequado para o isolamento, também permitem interpretar pelo
namero de amostras positivas o provavel contaminante do isolamento do agente etiolégico. Um
nimero maior de amostras traz pouco beneficio, aumentando o custo, trabalho e depletando o
paciente.

PROCEDIMENTOS E INTERVALO DE COLETA

As amostras sdo coletadas por puncdo venosa, uma apds a outra em locais diferentes, logo que inicie
o pico febril ou a bacteremia. Preferencialmente ndo colher de cateter, exceto para diagndstico de
infeccdo ou colonizacdo do cateter; colher uma a duas amostras periféricas e uma de cateter. Para
adultos em cada puncéo coleta-se 8 a 10 ml de sangue em frascos para aerdbios ou opcionalmente a
segunda ou terceira coleta em frasco para anaerdbios.

VOLUME DE SANGUE

E uma das varidveis mais criticas para a positividade do exame. Quanto maior o volume coletado,
maior sera a positividade do mesmo. Temos que respeitar a idade do paciente (adulto ou crianga) e o
volume recomendado de acordo com os tipos de frascos aerdbios e anaerdbios utilizados na realizacdo
dos exames.

O volume recomendado para coleta de cada puncdo de adulto é de 20 a 30 ml, distribuidos pelo

numero de frascos indicados pela sua capacidade e respeitando a proporcéo de 1 ml de sangue para
cada 10 ml ou no minimo 5 ml de caldo.
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Como as bacteremias em criangas tem cerca de 100 a 1000 bactérias/ml em comparagdo com < 1 a
10 bactérias/ml nos adultos, o volume pode ser menor (3 a 5ml), respeitando-se também a proporcao
de no minimo 1:5 até 1:10 de sangue e meio de cultura ou orientacdo do fabricante.

PROCEDIMENTOS POR METODOLOGIAS MANUAIS

= Embora amplamente utilizada por razées de custos, ndo é a metodologia mais indicada, por ser
mais trabalhosa, além de favorecer a possibilidade de contaminagdo das amostras examinadas.

= Além do frasco contendo caldo BHI ou peptona de soja, o meio manual mais interessante inclui
uma fase liquida e outra sdlida, como o meio de Castafieda, permitindo a observacdo de
crescimento na superficie do agar.

= Um minimo de sete dias de incubagdo e agitacdo moderada dos frascos sao fatores importantes
para uma maior positividade das amostras; pelo menos trés subcultivos enriquecidos em agar
chocolate devem ser realizados durante este prazo. Tanto os frascos de hemocultura como os
subcultivos, devem ser mantidos a temperatura de 36 a 37°C.

= O primeiro subcultivo pode ser feito apds 24 horas de incubagdo, o segundo apds 72 horas € o
terceiro apés uma semana.

= A grande maioria dos microrganismos € isolada nas primeiras 72 horas apds a coleta do sangue.
Em suspeitas diagndsticas de microrganismos de crescimento mais lento, periodos mais
prolongados de incubacdo devem ser indicados. Comumente incuba-se a temperatura entre 35 a
37°C.

= A observacdo dos frascos pode ser feita diariamente, procurando-se evidéncias macroscopicas de
crescimento de microrganismos como: hemdlise, turbidez, producdo de gas, bolhas, pelicula de
crescimento, grumos, etc.

SISTEMAS AUTOMATIZADOS DE HEMOCULTURA

No intuito de se processar as hemoculturas de um modo mais eficiente, nos Ultimos anos alguns
sistemas automatizados para a execucao destes exames foram desenvolvidos.

O primeiro sistema comercial automatizado foi o Bactec modelo 460, que usa metodologia
radiométrica (Becton Dickinson Microbiology Systems). Esta metodologia detectava o crescimento
microbiano através da monitorizacdo da concentracdo de CO, marcado com carbono 14 presente no
frasco, medindo a liberagdo na atmosfera dos frascos devido ao metabolismo microbiano. O aparelho
registrava um valor através da sua medigdao por um contador de radiacdo beta e anotava esse valor
por um numero conhecido como indice de crescimento. Atualmente essa metodologia estda em uso
praticamente somente para a deteccdo de micobactérias e também para realizacdo de testes de
avaliacdo de sensibilidade aos tuberculostaticos.

Atualmente existem no mercado diversos outros aparelhos automatizados para a realizagdo de
hemoculturas que apresentam grande vantagem em relagdo as metodologias manuais, principalmente
no que se refere a rapidez dos resultados e diminuicdo do trabalho técnico. Geralmente os protocolos
sdo de cinco dias, mas a grande maioria dos resultados positivos ocorre nas primeiras 48 horas. As
metodologias utilizadas pelos novos aparelhos automatizados (Bactec 9120/9240, BacT/Alert 120/240,
ESP 128/256/384 e Vital 200/300/400) sdo baseadas em métodos colorimétricos, fluorescentes ou de
pressao.

Sistema Isolator ou lise centrifugacdo (Wampole Laboratories, Cranbury, NJ) é um tubo especial que
contém saponina como agente lisante para células brancas e vermelhas, propilenoglicol com
substancia anti-espuma, polianetol sulfonato de sdédio (SPS) e EDTA como anticoagulantes, e um
liquido fluoroquimico inerte para concentar os microrganismos durante a centrifugagdo. Para
realizacdo da técnica é necessaria uma observacdo criteriosa dos procedimentos técnicos
recomendados pelo fabricante, utilizando para isso os reagentes, o material e o equipamento
apropriado (incluindo centrifuga especial). Indicado para cultivo de fungos dimorficos, leveduras e
outras bactérias incluindo fastidiosas.

Inimeros trabalhos mostram as vantagens destas metodologias e a opgdo da escolha do equipamento
em geral é mais relacionada ao custo do equipamento e/ou de seus frascos de consumo. Algumas
vantagens dessa metodologia sdo:

= Maior rapidez para positividade da amostra (agitacdo)
= Continuo monitoramento da amostra pelos sistemas totalmente automatizados
= Menor risco de contaminacgdo laboratorial, pois s6 faz-se repique das amostras positivas
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= N3&o é necessario repicar amostra negativa
= Economia de tempo, material (agulha e seringa) e menor risco de manipulacao.

A principal desvantagem é o maior custo.
MEIOS DE CULTURA

Atualmente os laboratoérios que ainda utilizam metodologias manuais, em sua grande maioria utilizam
meios de cultura comerciais, aerdbios e anaerdbios, para a realizacdo de hemoculturas. Trata-se
geralmente de caldo infusdo cerebro-coragdo (BHI) ou caldo caseina digerida da soja, para aerdbios e
facultativos e leveduras e caldo Columbia para anaerdbios que devem favorecer o crescimento da
maioria dos microrganismos, inclusive dos considerados fastidiosos.

A maioria destes meios tem na sua composicao o anticoagulante SPS (0,025 a 0,05%), o qual
apresenta acdo inibidora para lisozimas, apresenta certa acdo inibitéria frente a determinadas
concentragées de aminoglicosideos e polimixinas, pode ter agdo inibitéria para algumas fracGes do
complemento e inibe parcialmente a fagocitose. Por outro lado este anticoagulante pode apresentar
certa agdo inibidora para o isolamento de determinados microrganismos, como por exemplo, N.
meningitidis, N. gonorrhoeae, Gardnerella vaginalis, Peptostreptococcus spp., Moraxella catarrhalis e
outros. Dai a recomendagdo de se acrescentar gelatina na concentragéo de 1,2% na composicao
destes meios para inibir parcialmente o efeito nocivo do SPS quando ha suspeita de um dos agentes
acima citados.

Para os laboratdrios que dispde de metodologias automatizadas, ha possibilidade do uso de meios de
cultura com resinas que apresentam acdo inibitéria para antimicrobianos, Gtil pacientes que
receberam antibioticoterapia prévia.

Os frascos aerdbios devem manter area suficiente de volume de ar para permitir crescimento de
bactérias aerdbias estritas como Pseudomonas aeruginosa e leveduras, enquanto os frascos para
anaerdbios estritos devem ter uma mistura de gases livres de oxigénio, evitando-se a introducdo de ar
durante a coleta. Agitacdo do meio é um fator importante para facilitar a multiplicacdo bacteriana,
principalmente dos aerdbios estritos e facultativos.

Ndo hd evidencias que indiguem o uso rotineiro de frascos de hemocultura para anaerdbios,
associados aos frascos para aerdbios, exceto se este for o objetivo principal ou em patologias
freqlientemente associadas aos anaerdbios como processos infecciosos pélvicos, sepse de origem
abdominal, etc. Em geral os meios para aerdbios suportam o crescimento dos anaerdbios mais
comuns e a incubagdo ndo necessita ser superior a 7 dias.

Para fungos filamentosos a temperatura melhor é entre 27 a 30°C, podendo crescer também a 37°C.
Para leveduras 5 a 7 dias a 35°C pode ser suficiente, enquanto que para fungos dimorficos
(Histoplasma, Paracoccidioides) pode ser necessario 4 a 6 semanas, sendo o caldo BHI o melhor.
Pacientes com infeccao avancada pelo HIV tem risco elevado de infecgdes por M. tuberculosis e pelo
complexo Mycobacterium avium, podendo também apresentar bacteremia, bem como outros
imunossuprimidos. A inoculagdao do sangue concentrado pode ser feita em Agar Lowenstein-Jensen ou
Middlebrook 7H11 ou usar os frascos especificos para Mycobacterium de sistemas automatizados
como Bactec. A concentracao pode ser feita pelo sistema Isolator (lise-centrifugagao).

INFECGCAO RELACIONADA A CATETER VASCULAR

Cateteres intravenosos sao importantes fontes de bacteremia e fungemia, assim como complicagdes
infecciosas no local da insercao. Quando existe suspeita de infecgdo relacionada ao cateter, as
secrecoes do local de insergdao e a ponta do cateter podem ser cultivadas.

CULTURA SEMI-QUANTITATIVA DA SUPERFICIE DO CATETER (METODO DE MAKI)

E o método mais utilizado para determinar a relacdo entre colonizagdo do cateter e infecgdo. Os
mesmos cuidados de insercdo devem ser adotados na retirada do cateter. A pele em volta deve ser
cuidadosamente desinfetada com solucao de iodo ou PVPI, e o excesso removido com alcool a 70%.
Um segmento distal (que estava inserido na veia do paciente), de aproximadamente 5 cm do cateter é
assepticamente cortado com auxilio de tesoura estéril, colocado em um frasco estéril seco, e remetido
em um prazo minimo ao laboratério. O segmento do cateter é rolado (evitar esfregar) 4 a 5 vezes
sobre a superficie de uma placa de agar sangue, com auxilio de uma pinga estéril. Apds incubacdo
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durante 18-24 horas a 37°C, é realizada uma analise quantitativa e a deteccdo de 15 ou mais colonias
é correlacionada com o fato do cateter constituir a fonte de infecgdo. Técnicas quantitativas pareadas
ou ndo com hemocultura periférica sdo mais especificas que as técnicas semi-quantitativas.

TECNICAS QUANTITATIVAS

Segmento de cateter (lumen e/ou superficie externa)

= Cultura do lumen: o lumen do cateter pode ser cultivado injetando-se salina no seu interior com
uma agulha.

= Cultura da superficie externa: agita-se no mixer o segmento do cateter em salina. Faz-se cultura
quantitativa (semea-se 100 ul do lavado em Agar sangue). E considerado significativo quando a
contagem for > 10% UFC pelo segmento de cateter analisado.

AMOSTRAS PAREADAS DE SANGUE
Para diagndstico de infeccdo relacionada a cateter (IRC), colher amostras pareadas: periférica e
cateter. Utilizam-se volumes iguais de sangue colhido das duas vias e semeia-se pela técnica do pour

plate. O exame quantitativo significativo para infeccdo do cateter deve revelar de 5 a 10x mais
bactérias por ml no sangue obtido do cateter do que na amostra periférica.
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8. INFECCOES GENITAIS

INTRODUGAO

Os microrganismos que colonizam o trato genital feminino incluem lactobacilos, difterdides,
Gardnerella vaginalis, estafilococos coagulase negativos, Staphylococcus aureus, Streptococcus
agalactiae, Enterococcus spp., estreptococos alfa e gama hemoliticos, Escherichia coli e leveduras.

A uretra masculina normalmente contém relativamente poucos microrganismos encontrados na pele,
tais como: estafilococos, micrococos, corynebactérias e estreptococos alfa hemoliticos.

Muitas infeccGes do trato genital feminino tém origem em microrganismos enddgenos. A
patogenicidade deles pode ser facilitada por fatores do hospedeiro, como por infecgbes primarias
causadas por outros microrganismos como: herpes simplex virus (HSV), o virus papiloma humano
(HPV), Chlamydia trachomatis, Ureaplasma urealyticum, ou ainda com infecgGes especificas como
aquelas causadas pela Neisseria gonorrhoeae.

O Laboratério de Microbiologia deve estar capacitado para detectar os principais agentes das doencas
sexualmente transmissiveis: Neisseria gonorrhoeae, Treponema pallidum, Haemophilus ducreyi,
Chlamydia trachomatis, Ureaplasma urealyticum e Mycoplasma hominis.

PRINCIPAIS SINDROMES INFECCIOSAS DO TRATO GENITAL

Vaginite Infecciosa candidiase vulvo-vaginal - tricomoniase

Vaginose bacteriana (polimicrobiana) Gardnerella vaginalis Mobilluncus spp Mycoplasma hominis
Anaerdbios (Bacteroides ndo fragilis, Peptococcus spp)

Vulvo-vaginites em criancas Enterobacteriaceae Streptococcus pyogenes outros beta-
hemoliticos
Vaginite nao-infecciosa irritantes quimicos ou outros; alergia, hipersensibilidade e

dermatite de contato; vaginite traumatica; vaginite
atrofica; vaginite atréfica pds-puerperal; doenca vascular
do colageno; vaginite idiopatica

Menos comuns:

- vaginite atrofica com infeccdo bacteriana secundaria

- corpo estranho com infecgdo secundaria

- vaginite inflamatdria descamativa

- vaginite ulcerativa associada com S. aureus (sindrome do choque tdxico)

CANDIDIASE VULVO-VAGINAL

Os dados epidemioldgicos da vulvovaginite por Céndida sdo incompletos. A candidiase vulvovaginal é
rara em mulheres antes da menarca. Em mulheres até os 25 anos, pelo menos um episddio de
candidiase é freqglientemente encontrado. Nas mulheres na pré-menopausa, em pelo menos 75%
delas, observa-se um episddio de candidiase vulvovaginal. Nas mulheres pés-menopausa, a incidéncia
é mais rara. Parece que o mecanismo imune local da vagina é responsavel pela frequéncia dos
episddios e a susceptibilidade é associada a uma condicdo de mucosa ndo-secretora, o que facilitaria a
implantagdo da levedura.

A candidiase vulvovaginal ndo é tradicionalmente considerada como doenca sexualmente transmitida,
pois ocorre em mulheres celibatarias e a Candida spp. também faz parte da microbiota vaginal
normal. Episddio individual de candidiase vulvovaginal parece ndo estar relacionado a faixa etaria nem
ao numero de parceiros ou freqliiéncia de relagdes sexuais.
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A candidiase vulvovaginal recorrente é definida como quatro ou mais episddios da infeccdo por ano e
ocorre em menos de 5% de mulheres sadias. Entretanto ela é importante em pacientes diabéticas nao
controladas e nas que fazem uso de drogas imunossupressoras.

A Candida albicans é a responsavel por 80-92% dos episddios de candidiase vulvo-vaginal. Mais
recentemente outras espécies como Candida (Torulopsis) glabrata e Candida krusei também foram
consideradas patogénicas.

FATORES PREDISPONENTES

Incluem gravidez, diabetes, antimicrobianos de amplo espectro e contraceptivo oral com altas taxas
de estrégenos.

DIAGNOSTICO LABORATORIAL

O diagnéstico laboratorial é facilmente realizado no laboratdério de microbiologia, a partir do contetido
vaginal ou secrecdo uretral. Podem ser utilizados os seguintes métodos:

= Exame direto a fresco e/ou apds coloragdo pelo método de Gram.

= Exame colpocitoldgico pelo Papanicolaou.

» Isolamento em meios de cultura comuns (Agar Sangue, Agar Sabouraud).

» Identificagdo das leveduras por métodos automatizados ou através de provas classicas como:
auxonograma, zimograma e pesquisa de tubo germinativo.

= Antifungigrama com drogas especificas: miconazol, fluconazol, ketoconazol, itraconazol,
clotrimazol e nistatina.

* Pesquisa de Candida albicans por metodologia de sondas de DNA.
TRICOMONIASE

A Trichomonas vaginalis afeta aproximadamente 180 milhdes de mulheres em todo o mundo. Em
muitos paises industrializados a prevaléncia da tricomoniase tem diminuido. A Trichomonas vaginalis é
identificada em 30-40% dos homens, parceiros sexuais de mulheres infectadas. Ela também esta
associada com outras doengas sexualmente transmitidas. Na mulher, a tricomoniase varia de
portadora assintomatica até doencga aguda inflamatdria. Em mulheres gravidas, sem tratamento, esta
associada com ruptura de membranas, nascimento prematuro e celulite pds-histerectomia.

DIAGNOSTICO LABORATORIAL

O diagnéstico laboratorial da tricomoniase pode ser realizado através de exames diretos, cultura ou
técnicas moleculares. O pH vaginal estd marcadamente elevado e hd aumento do numero de
leucocitos polimorfonucleares. A visualizagdo de Trichomonas moveis pelo exame direto a fresco é
positiva em cerca de 50-70% dos casos confirmados em cultura. Embora os Trichomonas possam ser
visualizadas através de esfregacos pelo Papanicolaou, a sensibilidade é de apenas 60-70%.
Microbiologistas experientes visualizam facilmente estas estruturas pelo método de Gram que detecta
também as formas imoveis.

As técnicas de cultura possuem alta sensibilidade (95%) e devem ser realizadas quando os exames
diretos sdo negativos e o pH estd aumentado na presenca de numerosos leucdcitos polimorfoncleares.

Um diagndstico répido pode ser realizado através de “Kits” usando sondas de DNA e anticorpos
monoclonais com sensibilidade de 90% e especificidade de 99,8%. Os testes mais freqientemente
utilizados sao:

= Exame direto a fresco e/ou apds coloragdo pelo Gram
= Exame colpocitoldgico pelo Papanicolaou
» Isolamento em meios de cultura especificos (Roiron, Kupferberg, Diamond)

= Pesquisa pela metodologia de sondas de DNA
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VAGINOSE BACTERIANA

E a mais frequente causa de vaginite em mulheres sexualmente ativas. Além da Gardnerella vaginalis
outras bactérias estdo envolvidas, tais como: Mobilluncus spp., Bacteroides spp. e Mycoplasma
hominis.

Varios estudos tém demonstrado um aumento de 2 a 7% na taxa de risco de nascimentos prematuros
em mulheres com vaginose bacteriana. A vaginose bacteriana representa uma mudanga complexa na
microbiota vaginal, caracterizada pela reducdo na prevaléncia e concentragdo de lactobacilos
produtores de perdxido de hidrogénio e um aumento na prevaléncia e concentracdo de Gardnerella
vaginalis, Mobiluncus spp., Mycoplasma hominis, bacilos Gram negativos anaerdbios principalmente
dos géneros Prevotella, Porphyromonas e Bacteroides.

A transmissibilidade da vaginose bacteriana foi demonstrada por Gardner e Dukes (1955) e a doenga
pode ser considerada uma DST. A transmissdo ndo é suficiente para explicar todos os casos, pois o
microrganismo € encontrado normalmente em algumas mulheres sadias e também em jovens sem
atividade sexual. Os fatores de risco para vaginose bacteriana incluem o uso de dispositivo
intrauterino e gravidez.

DIAGNOSTICO LABORATORIAL

Os critérios para se estabelecer o diagndstico de vaginose bacteriana sdo simples e podem ser usados
na clinica e no Laboratdrio com bastante sucesso. A presenca de “clue cells”, células escamosas do
epitélio vaginal cobertas com bactérias de modo que os bordos da célula perdem a definicdo, é o
achado de melhor valor preditivo de vaginose bacteriana. O exame pelo Gram de secrecao vaginal é o
método de escolha para visualizagdo de “clue cells” com sensibilidade de 93% e especificidade de
70%.

A cultura para G. vaginalis é positiva em todos os casos de vaginose bacteriana, e pode ser detectada
em 50-60% de mulheres sadias assintomaticas. Desta maneira a cultura vaginal, isoladamente, nao
deve fazer parte do diagndstico de vaginose bacteriana. O uso de metodologia de sondas de DNA,
possui sensibilidade e especificidade semelhantes a cultura, mas o seu custo é muito elevado.

No diagnéstico laboratorial os seguintes testes sdo freqiientemente utilizados:

= pH vaginal > 4,5; odor desagradavel apds a adicdo de KOH 10% a secregdo

* Bacterioscopico pelo Gram: auséncia ou diminuicdo de leucdcitos e de lactobacilo, presenga de
“clue-cells”, grande quantidade de bacilos Gram-variaveis (labeis)

* Cultura: isolamento em meio seletivo (dgar vaginalis)

= Pesquisa pelo uso de metodologia de sondas de DNA

Incidéncia relativa de vaginite/vaginose em mulheres com sintomas

Vaginose bacteriana Candidiase Trichomoniase
Incidéncia relativa 35% a 50% 20% a 25% 5% a 15%

Populagdo dependente: Fatores de risco: Transmitida

- 20%: clinicas de diabetes, gravidez, sexualmente, alta
Fatores demograficos planejamento familiar. contraceptivo oral, baixa incidéncia com outras

- 35%: clinicas de DST imunidade. DET

- 10-30%: em mulheres

gravidas

Incidéncia de co-infeccdo nas vaginites/vaginoses

Tipos de vaginites Patégenos Associados Incidéncia de co-infecgdo
Vaginose bacteriana Gardnerella vaginalis, Prevotella spp., - 5a 10% com leveduras
Bacteroides spp., Mycoplasma hominis, - > 15 % com Trichomonas também com
Mobiluncus spp. Chlamydia trachomatis e Neisseria
gonorrhoeae
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Candidiase Candida spp. - 15 a 25% com vaginose bacteriana
- > 15% com Trichomonas

Tricomoniase Trichomonas vaginalis - > 10% com vaginose bacteriana

- > 15% com leveduras também com
Chlamydia trachomatis e Neisseria
gonorrhoeae

INFECCAO GONOCOCICA

A gonorréia é uma doenca antiga e o agente, Neisseria gonorrhoeae, foi descrito por Neisser em 1879.
Apesar de ser uma doenca bem documentada de longa data, continua sendo de dificil controle. O
sucesso € a persisténcia histérica do gonococo como patdgeno amplamente distribuido se deve ao fato
de que o homem é o Unico hospedeiro natural e a forma de transmissao mais comum é a via sexual.

A doenca envolve primariamente o trato genito-urinario podendo ocorrer varias complicagoes, entre as
quais, endocardite, meningite, artrite e pielonefrite. A orofaringe do reto e a conjuntiva podem
também ser primariamente infectadas. As infeccdes causadas por Neisseria gonorrhoeae na mulher
incluem uretrite, cervicite, podendo invadir as gléandulas de Bartholin e de Skene. A partir destas
estruturas, a infeccdo pode disseminar-se para o endométrio, trompas ovarianas, ovarios, superficie
peritoneal e estruturas contiguas, causando a Doenca Inflamatéria Pélvica (DIP). Muitos casos de DIP
estdo primariamente associados com outros patdgenos, como Chlamydia trachomatis e uma gama
variada de bactérias anaerdbias e facultativas. A oftalmia neonatorum ocorre em recém-nascidos, de
mades portadoras, havendo contaminacao no canal do parto. A infeccdo no homem se apresenta
usualmente sob a forma de uretrite aguda. Entre os sintomas precoces estdao: a sensagdo de
desconforto e dor uretral.

A resposta inflamatéria inicial € um corrimento mucoéide, seguido por um exudato purulento que
aparece 2 a 5 dias apéds a relagdo suspeita. A infeccdo pode progredir da uretra anterior para a uretra
posterior em 10 a 14 dias. Os sintomas incluem aumento da disuria, polilria e ocasionalmente febre e
dor de cabeca. As glandulas, dutos e vesiculas do trato genito-urinario podem tornar-se sitios de
complicagGes locais. Infeccdo cronica da prostata, vesicula seminal e epididimo, bem como
estreitamento uretral, podem ocorrer. Dentre os fatores que contribuem para o aumento da incidéncia
da gonorréia estdo: a bactéria, o hospedeiro e as caracteristicas clinicas da doenca.

FATORES QUE ENVOLVEM A BACTERIA

= Resisténcia aos antibidticos e variagdo antigénica. O aparecimento de cepas de gonococo pouco
sensiveis aos antibidticos tem causado muito interesse nos ultimos anos, no campo das doencgas
sexualmente transmissiveis (dst) e tem sido objeto de extensas investigacdes em muitas regides
do mundo.

= Reinfegdo, o que sugere que a infeccdo ndo proporciona uma resposta protetora do hospedeiro.
Individuos infectados produzem resposta adequada com anticorpos anti-N. gonorrhoeae, sendo
esta resposta o IgA contra as proteinas da superficie bacteriana. Por que entdo estas pessoas nao
se tornam imunes a reinfeccdo? A razdo principal é que N. gonorrhoeae varia seus antigenos de
superficie, especialmente os antigenos dos “pili” de modo que a resposta IgA original se torna
rapidamente obsoleta. No caso dos “pili”, a bactéria possui um repertério antigénico que pode
chegar a 1 milhdo de variagGes antigénicas.

FATORES QUE ENVOLVEM O HOSPEDEIRO

= Aumento da promiscuidade - o risco individual de contrair a gonorréia depende ndo somente da
freqliéncia de exposicdo sexual, mas também da prevaléncia da doenca na populagdo de onde sdo
tomados os parceiros sexuais. Assim, individuos com grande numero de diferentes parceiros
sexuais possuem um maior risco de contrair gonorréia. Alguns trabalhos demonstram o encontro
de gonorréia e sifilis 20 vezes mais freqliente em homens com mais de 4 parceiras sexuais do que
em homens com Unica parceira sexual.

= Uso de contraceptivos - o uso correto do preservativo de borracha é eficaz na profilaxia da
gonorréia genital. O uso de contraceptivos orais, entretanto, aumentam entre os seus usuarios o
risco de contrair a gonorréia seja pelo aumento do ndmero de parceiros como pela maior
freqUéncia de relagdo sexual.
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= Aumento de mobilidade populacional - altas taxas de deslocamentos geograficos e sociais
acompanhados de soliddo e privagao de direitos aumentam a freqiéncia de relacdes sexuais e leva
a altas taxas de revaléncia da gonorréia nessas populagoes.

» Homossexualidade - a gonorréia € altamente prevalente entre os homossexuais. Em centros
urbanos os homossexuais masculinos contribuem de forma acentuada para a propagacgao da
gonorréia.

= Recidivas - pacientes com infeccdes gonocdcicas repetidas contribuem de forma intensa para o
aumento da incidéncia de gonorréia. Assim, pacientes que continuam a ter relacdo sexual sob as
mesmas condicdes e com o mesmo tipo de populagdo, possuem alto risco de contrair uma
segunda infecgdo. A recidiva € um problema significativo em pacientes jovens.

CARACTERISTICAS CLINICAS DA DOENGCA

A doenga envolve primariamente o trato génito-urinario podendo, entretanto, desenvolver varias
complicagbes entre as quais, endocardite, meningite, artrite e pielonefrite. O gonococo invade as
células do hospedeiro por um processo semelhante ao da fagocitose. Os sinais clinicos de infecgdo sdo
aparentemente devidos a migracdo de leucdcitos e ativacdo do complemento no sitio da infecgéo.

A persisténcia do gonococo no hospedeiro é provavelmente causada pela sua fagocitose por células
epiteliais, um processo que o protege entdo da atividade fagocitica dos leucécitos. O gonococo produz
também uma IgA protease que inativa a IgA secretora.

DIAGNOSTICO LABORATORIAL

O gonococo é uma bactéria fragil. As amostras clinicas submetidas a cultura devem ser semeadas
imediatamente, pois a bactéria se auto-lisa com muita facilidade e é sensivel a variagées de
temperatura. As amostras devem ser obtidas sempre antes do inicio do uso de antimicrobianos.

Quando é necessario transportar a amostra até o laboratério, medidas adequadas devem ser tomadas,
como o uso de meios de transporte adequados ao gonococo. Para amostras obtidas de articulagdes, a
cultura deve ser realizada em meio hipertdnico contendo 20% de sacarose ou 20% de soro de cavalo,
pois nestas amostras, o gonococo se encontra na forma L, desprovida de parede celular e ndo cresce
nos meios habituais. A ndo observancia dessas recomendacdes implica na obtencdo de culturas
negativas.

Os seguintes exames podem ser utilizados:

= Exame direto pelo método de Gram: esfregacos de amostras genitais femininas sdo muito menos
confidveis para fins diagndsticos do que as do sexo masculino. A sensibilidade do método de Gram
neste caso é de apenas 50%, quando comparado a cultura.

» Detecgdo de antigenos por enzima-imunoensaio.
»= Isolamento em meios de cultura especificos (Thayer-Martin ou similar).

= Identificacdo das col6nias através de provas bioquimicas manuais ou automatizadas,
imunofluorescéncia direta ou co-aglutinagao.

= Técnicas moleculares como pesquisa pela metodologia de sondas de DNA ou por técnicas de
amplificagdao (PCR).

* Pesquisa de beta-lactamase.

Diagnéstico Laboratorial das Infecgoes por N. gonorrhoeae

Local das amostras

Paciente .. , . Exames
Primarios Secundarios
Feminino Endocérvice reto, uretra, faringe Gram, Cultura e/ou
técnicas moleculares
Masculino heterossexual Uretra Gram
Masculino homossexual uretra, reto, faringe Gram, Cultura e/ou
técnicas moleculares
DIP feminino sangue, endocérvice, faringe 2, lesdo pele ®, fluido Cultura e/ou técnicas
reto de articulagdo ®, uretra moleculares
DIP masculino sangue, uretra faringe 2, lesdo pele ®, fluido  Cultura e/ou técnicas
de articulago ®, reto © moleculares

- se possuir histdria de contato orogenital; ? - se presente; ©- se possuir histéria de contato anogenital
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INFECGCOES POR CHLAMYDIA TRACHOMATIS

As clamidias sdo bactérias parasitas intracelulares obrigatérias, patdgenos importantes amplamente
distribuidos através do reino animal. Somente poucas espécies sdo patogénicas para o homem. A
Chlamydia psittaci causa psitacose, a Chlamydia trachomatis causa infeccdo ocular, respiratdria e no
trato genital e a Chlamydia pneumoniae causa pneumonia atipica.

Sindromes humanas por Chlamydia trachomatis

Sorotipos Sexo Sindrome
ambos tracoma, conjuntivite, queratite
A, B, Ba, C A
mulher uretrite ndo gonocdcica, cervicite, endometrite,

salpingite, peri-hepatite

homem uretrite ndo gonococica, prostatite, epididimite
D,E FG,HI1J K ambos conjuntivite, proctite, sindrome de Reiter
recém-nascidos oftalmia neonatorum, pneumonia
L1, L2, L3 ambos linfogranuloma venéreo

A Chlamydia é, do ponto de vista metabdlico, incapaz de produzir sua propria energia e, desta
maneira, retira ATP da célula hospedeira, sendo denominada de parasita energética. A Chlamydia
trachomatis infecta somente o homem e é usualmente transmitida por contato pessoal, isto &,
sexualmente ou através do canal do parto. No tracoma, a bactéria é transmitida por contato dos olhos
com os dedos ou com fomites contaminados.

A infeccdo por clamidia tornou-se altamente prevalente, mas devido sua natureza mais branda, ela
ndo tem sido reconhecida e, muitas vezes, permanece sem tratamento. Os estudos epidemioldgicos
de infecgdo por clamidia tém documentado uma prevaléncia substancial do microrganismo em adultos
jovens e ativos sexualmente. Estes estudos relatam taxas de prevaléncia na faixa de 5% a 20% entre
mulheres que freqlientam clinicas de planejamento familiar; freqiiéncias mais altas de 20-40% foram
notadas entre mulheres e jovens adolescentes sexualmente ativas que freqlientavam clinicas de DST
e em cerca de 25% de todas as mulheres atendidas em clinicas ginecoldgicas.

Aproximadamente 8% de todas as mulheres jovens atendidas em maternidades, sem sintomas de
infeccdo urogenital, sdao portadoras de C. trachomatis. Da mesma maneira, pelo menos 3% dos
homens atendidos em clinicas de DST, sem sintomas genito-urinarios, sdo portadores de C.
trachomatis. Aproximadamente 50% das uretrites ndo gonococicas (UNG) sdao causadas por esse
agente.

As infecgOes por clamidia coexistem freqlientemente com a gonorréia. Nos Estados Unidos e regies
da Europa, 35-50% das mulheres com gonorréia apresentam infecgdo simultanea por clamidia; além
disto, os estudos mostram também que 20-25% dos homens heterossexuais com gonorréia estao
infectados também por C. trachomatis.

A uretrite é a manifestacdo mais comum da infeccdo por clamidia, no homem. Ela é duas vezes mais
freqliente que a gonorréia em algumas populacdes e sua incidéncia tem aumentado. C. trachomatis
virtualmente é responsavel por todas as complicagdes da uretrite ndo gonocdcica.

Na mulher as infecgbes causadas por Chlamydia trachomatis incluem cervicite mucopurulenta,
sindrome uretral, endometrite e salpingite. As infeccGes do trato genital superior causam esterilidade
ou predispdem a gravidez ectdpica. As complicaces na mulher sdo as mais graves de todas que
ocorrem com doengas por clamidias. Além disso, na mulher, o risco € duplo, para ela e para seu
recém-nascido.

DIAGNOSTICO LABORATORIAL

Tanto Chlamydia como gonococo, gracas as recentes utilizacGes dos testes moleculares, apresentam
atualmente uma alta possibilidade de diagnodstico. Anteriormente, o teste mais confidvel capaz de
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identificar Chlamydia era o isolamento em cultura de células, que tem sensibilidade no méaximo de 80-
90%. Embora as culturas sirvam como “padrdao ouro”, elas sao tecnicamente complicadas e
demoradas.

O transporte de amostras laboratoriais para cultura requer meios especiais e temperaturas especificas
de estocagem. Por outro lado, as amostras para testes moleculares podem ser coletadas em agua ou
salina estéreis e transportadas a temperatura ambiente ou congeladas. Os testes moleculares para
diagndstico de C. trachomatis produzem resultados rapidos, confidveis e custo com tendéncia a cair,
atualmente ja se encontrando préoximo ao da cultura. A amostra adequada deve ser coletada da forma
tradicional com swab ou escova endocervical. O exame pode ser realizado a partir de urina de
primeiro jato o que pode reduzir sua sensibilidade no diagndstico da cervicite, endometrite e
salpingite.

Os testes moleculares sao mais complexos e mais caros que do que outros anteriormente utilizados,
mas produzem resultados rapidos (horas ao invés de dias) e, pela primeira vez, espécimes podem ser
coletados sem a introducdo de swabs ou escovas no canal endocervical ou na uretra, pois sua
sensibilidade permite também encontrar tracos do microrganismo em amostras de urina.

Os exames para o diagnostico de Chlamydia incluem:

» Exame direto, de raspado de mucosa cervical, pelo método da Imunofluorescéncia Direta ou por
técnica Imunoenzimatica.

» Isolamento em cultura de células MacCoy e identificacdo por técnica de Imunofluorescéncia.
* Pesquisa por metodologia molecular: Hibridizagdo ou captura hibrida; PCR com deteccdo por
hibridizacdo; Testes soroldgicos. RFC, IF-IgG, IF-IgM.

Testes laboratoriais no diagndstico das infecg6es genitais por Chlamydia

Citologia Sorologia Téc. Moleculares
Cultura
Giemsa IFD EIA RFC IF-IgG IF-IgM PCR Sondas
DNA
Positiva: Nado Positiva Positiva Negativa Positiva Eventual- Positiva Positiva
material | recomen- ou sSoros mente
de dada positiva pareados positiva 2
raspado titulo
de baixo *
mucosas

1. consideram-se titulos baixos até 1:16 e titulos altos de 1:32 ou mais. Maior valor diagndstico que titulos altos é
a elevagdo de 4x o titulo entre amostras de soro no inicio da doenca e 2 semanas apos.

2. positiva nas primeiras semanas da infecc3o.

IFD: imunofluorescéncia direta

EIA: método imuno-enzimatico

RFC: reacdo de fixacdao do complemento

INFECCOES POR MYCOPLASMA SPP.

Alguns micoplasmas sdo habitantes normais do trato genito-urinario, sobretudo em mulheres. Em
ambos os sexos, a presenca de micoplasma no trato genital estd diretamente relacionada com o
numero de parceiros sexuais.

O M. hominis pode ser isolado de 30-70% das mulheres assintomaticas, enquanto o U. realyticum é
encontrado no trato genital de 40-80% das mulheres sexualmente ativas. Além disso, outras espécies
de micoplasmas podem ocorrer no trato genital inferior, tais como: M. fermentans e M. genitalium
com pequeno significado clinico.

O M. hominis estd fortemente associado a infeccdo das trompas ovarianas e a abscessos tubo-
ovarianos. Ele pode ser isolado através de hemoculturas em cerca de 10% das mulheres com febre
puerperal e no liquido sinovial de pacientes com artrite.

O U. urealyticum é comum no trato genital feminino, porém a sua associagdo com doenca é discutivel.
Ele tem sido associado a ocorréncia de doencas pulmonares em prematuros com baixo peso que
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contrairam o microrganismo durante o nascimento. Existe evidéncia de associacdo entre o Ureaplasma
urealyticum e infertilidade.

DIAGNOSTICO LABORATORIAL

Os micoplasmas sdo bactérias desprovidas de parede celular, sdo pleomorficas e somente crescem em
meios hipertonicos, contendo 20% de soro de cavalo e extrato de levedura. O método de Gram ndao
tem valor na pesquisa desta bactéria.

Como fazem parte da microbiota genital normal, as culturas para seu isolamento necessitam ser
quantitativas. Titulos iguais ou superiores a 10° UTC (unidades trocadoras de cor) sdo considerados
clinicamente significativos. Em alguns casos pode ser necessaria a realizacdo do antibiograma que é
feito em meio sdlido ou liquido, utilizando-se pelo menos duas concentragdes de cada antibidtico. Os
antibidticos freqlientemente utilizados incluem: tetraciclina, eritromicina, roxitromicina, ofloxacina e
tianfenicol.

Testes soroldgicos ndo sdo utilizados na rotina, para infeccGes genitais por micoplasmas. Os principais
testes utilizados no diagnédstico de infecgdes genitais por micoplasmas incluem:

= Cultura quantitativa de materiais, tais como: secregdao vaginal, uretral, cervical, urina de 19°. jato,
esperma e liquido prostatico em meios U-9, M-42 e A-7. Titulos iguais ou maiores que 103 UTC
(unidades trocadoras de cor) sao clinicamente significativos.

= Testes soroldgicos: utilizados somente para infecgbes pulmonares ou articulares.

= Antibiograma: tetraciclina, eritromicina, roxitromicina, ofloxacina e tianfenicol s3do testados
rotineiramente.

OUTRAS INFECCOES GENITAIS E SEUS PATOGENOS

Amnionite Streptococcus agalactiae (grupo B) principal patégeno, Capnocytophaga
spp., E. coli, Listeria monocytogenes, Neisseria gonorrhoeae,
Haemophilus spp., Streptococcus pyogenes

Bartolinite N. gonorrhoeae, U. urealyticum, Enterobacterias.
Agentes mais raramente relacionados: Anaerdbios, C. trachomatis, S.
aureus.

Endometrite/salpingite Bacteroides spp., C. trachomatis, N. gonorrhoeae (importante em
salpingite), Enterococcus spp., S. agalactiae, Enterobactérias, L.
monocytogenes, Actinomyces spp. (associado ao uso de DIU)

Epididimite/orquite Chlamydia trachomatis, N. gonorrhoeae, Enterobacterias, Pseudomonas
spp.
Prostatite Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, Enterobactérias,

Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus spp., S. aureus (abscesso)

Ulceras genitais Cancro mole - Haemophilus ducreyi
Cancro duro - Treponema pallidum (sifilis)
Herpes genital - Herpes simplex virus.

Uretrites e cervicites Chlamydia trachomatis, N. gonorrhoeae, Herpes simplex virus,

Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum, Haemophilus spp. (no
homem).
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9. INFECCOES DO TRATO RESPIRATORIO SUPERIOR

INTRODUGAO

A maioria das infeccOes de vias aéreas superiores sdo autolimitadas, de etiologia viral, porém outras
sdo provocadas por bactérias e exigem tratamento antimicrobiano. Serdo consideradas IVAS
(infecgbes de vias aéreas superiores) infecgbes da laringe, nasofaringe, orofaringe, nariz, seios
paranasais e ouvido médio. Como muitas vezes sdo indistinguiveis clinicamente, o diagndstico
laboratorial é fundamental.

A identificacdo de uma bactéria patogénica ou potencialmente patogénica ndo necessariamente indica
seu envolvimento na infecgdo, pois estes microrganismos podem também ser detectados em
portadores como é o exemplo do Haemophilus influenzae. Desse modo, o conhecimento da flora
normal do trato respiratdrio superior é essencial para a interpretacdo dos resultados da cultura.

A orofaringe contém uma microbiota mista com grande densidade de bactérias aerdbias, anaerdbias
facultativas e anaerdbias estritas, incluindo Streptococcus alfa hemoliticos e ndo hemoliticos,
Streptococcus beta hemoliticos ndo pertencentes ao grupo A, Neisserias ndo patogénicas,
Haemophilus spp., difterdides, Staphylococcus sp, Micrococcus spp., Anaerdbios (Bacteroides spp,
Fusobacterium spp., Veillonella spp., Peptostreptococcus spp., Actinomyces spp.).

Alguns patdgenos como Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Haemophilus influenzae,
Neisseria meningitidis, enterobactérias e leveduras como Candida albicans podem ser componentes
transitorios da flora de orofaringe em individuos saudaveis, sem desenvolvimento de doenca. O trato
respiratério abaixo da laringe ndo possui flora residente normal. A mucosa nasal anterior é
freqientemente colonizada por Staphylococcus epidermidis e difterdides, e alguns individuos sdo
portadores intermitentes ou definitivos de Staphylococcus aureus. Por outro lado, os seios paranasais
e o ouvido médio ndo possuem flora microbiana.

QUADRO CLINICO, AGENTES ETIOLOGICOS E DIAGNOSTICO LABORATORIAL

O agente mais freqlente de faringite bacteriana é o Streptococcus pyogenes. Em pacientes
hospitalizados o trato respiratério superior pode ser colonizado por Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter spp., Klebsiella pneumoniae e outras enterobactérias. Esses microrganismos nao
sdo patdgenos de faringe e ndo devem ser reportados nos resultados de rotina. Porém se o
paciente for imunocomprometido, e houver solicitagdo do médico, essas bactérias serdo
consideradas para laudo e teste de sensibilidade.

Alguns virus tais como: adenovirus, herpes simplex, influenza, parainfluenza, coxsackie A e EBV
(mononucleose infecciosa), produzem faringite acompanhada de rinorréia, tosse, exantema e as
vezes febre, sendo o diagnostico soroldgico ou através de provas moleculares.

Faringite *

A laringite aguda, na grande maioria das vezes, é de etiologia viral. Culturas para pesquisa de
agentes bacterianos sdo indicadas apenas na suspeita de difteria. A epiglotite, também chamada
de “crupe”, geralmente tem etiologia bacteriana (Haemophilus influenzae tipo B). Mas a coleta
com “swab” diretamente da epiglote é contra-indicada por duas razdes: em primeiro lugar, a
manipulagdo ou irritacao da epiglote edemaciada pode provocar quadro de obstrucdao; em
segundo lugar, o isolamento de H. influenzae b pode ndo ocorrer.

O diagnostico é fundamentalmente clinico, porém hemoculturas (> 50% dos casos sdo
bacterémicos) podem confirmar a etiologia. O meio de cultura deve ser enriquecido com fatores
X e V ou adicionado de sangue de cavalo aquecido, sendo importante realizar teste de
suscetibilidade com pesquisa de beta lactamases.

Laringite
e
Epiglotite

Os seios paranasais comunicam-se com a cavidade nasal, sendo entdo susceptiveis a infecgées
por microrganismos habitantes do trato respiratorio superior. A sinusite aguda é freqlientemente
secundaria a infecgdo viral de vias aéreas superiores. Outros fatores predisponentes sdo: alergia,
desvio do septo nasal, pdlipos, e em pacientes hospitalizados, entubacéo orotraqueal
prolongada. A infecgdo de seios paranasais pode se propagar a tecidos adjacentes, como células
etmoidais (levando a celulite periorbital), abscessos cerebrais e meningites.

Os microrganismos mais comumente identificados sao Streptococcus pneumoniae, Haemophilus
influenzae ndo b, anaerdbios estritos, Streptococcus spp., e Branhamella catarrhalis. Em
sinusites de origem intra-hospitalar, os agentes mais freqlientes sao: Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, e fungos como Candida spp.

Sinusites
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Otite Média: infeccdo do ouvido médio, geralmente acomete criangas entre 3 meses e 3 anos de
idade. O diagnéstico etioldgico s6 pode ser feito através de cultura do fluido do ouvido médio,

Otites

mas como a obtencdo deste material implica em realizagdo de timpanocentese, n&o é realizado a

ndo ser que haja indicacdo clinica de drenagem. Os agentes mais comumente isolados sdo
Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae e Streptococcus pyogenes.

Otite Externa: infeccdo do canal auditivo externo, geralmente causada por Pseudomonas
aeruginosa, Proteus spp. e Staphylococcus aureus.

Nasofaringe: o material coletado para diagnoéstico da infeccdo deve ser aspirado através do
nariz; utilizado para o diagndstico de coqueluche, Mycoplasma e alguns casos de difteria. Para
deteccdo de meningococo a amostra deve ser coletada com swab ou por aspiragdo e semeada

Nasofaringe

imediatamente em meios adequados. Deve ser lembrado que para detecgdo de portadores de
meningococo, deve ser coletado material com zaragatoa de arame, e semeado imediatamente

Nariz: 20 a 25% dos individuos sadios sdo portadores de Staphylococcus aureus no nariz, € no

ambiente hospitalar esta taxa pode aumentar. Alguns autores associam a colonizacdo nasal por
este microrganismo com o aumento do risco de infecgdo hospitalar em pacientes submetidos a
cirurgias (cardiaca, por exemplo) e a programas de didlise peritoneal continua (CADP). Nestes

casos de risco, colher material das narinas para pesquisa de Staphylococcus aureus, com teste
de susceptibilidade a mupirocina (antibiotico de uso topico utilizado para erradicagéo do

e :
Mucosa em meios adequados.
Nasal
microrganismo da mucosa nasal).
Candidiase
oral

Comum em neonatos e pacientes imunocomprometidos, principalmente apos utilizagdo de
antibioticos de largo espectro. O diagndstico é direto, feito através de esfregaco em lamina do

exudato corado pelo Gram ou KOH, onde sao visualizadas leveduras.

Os meios de cultura mais utilizados para semeadura, de materiais obtidos das vias aéreas superiores
sdo o Agar Chocolate (com sangue de cavalo) e Agar Sangue incubados em atmosfera de 5% de CO,,
e Agar Mac Conkey. Na rotina nao se recomenda fazer enriquecimento, nem fazer uso de meios
seletivos. Na suspeita de infecgGes por anaerdbios usar meios e condicGes apropriadas para o cultivo

destas bactérias.

Para cultura do bacilo diftérico € recomendavel encaminhar a Laboratério de Saude Publica. O meio
seletivo é o meio de Agar Sangue cistina-telurito. O bacilo também cresce em Agar Sangue, sendo

opcional fazer enriquecimento em Agar Loeffler azul de metileno.

* Principais agentes etiolégicos de faringites

Agente

Rhinovirus
Coronavirus

Adenovirus

Herpes simplex virus
Outros virus

Influenza virus
Parainfluenza virus
Streptococcus pyogenes

Streptococcus beta hemolitico
do grupo C

C. diphtheriae
Neisseriae gonorrhoeae
Arcanobacterium haemolyticum

Mycoplasma pneumoniae

Manifestagao clinica

Resfriado
Resfriado

Doenca respiratdria aguda ou febre
faringo-conjuntival

Gengivite, estomatite e faringite
Herpangina, mononucleose, etc
gripe

resfriado

Faringite, amigdalite e escarlatina

Faringite e amigdalite

Difteria
Faringite
Faringite

Faringite, pneumonia
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10. INFECCOES DO TRATO RESPIRATORIO INFERIOR

PNEUMONIA DA COMUNIDADE

Apesar dos progressos diagndstico-terapéuticos, as pneumonias ainda representam a causa mais
importante de morte atribuida a doenca infecciosa nos paises desenvolvidos, em parte pela dificuldade
de se estabelecer o agente etioldgico e dirigir a terapéutica especifica, pela grande diversidade de
agentes possiveis. Cerca de 30 a 60% das pneumonias adquiridas na comunidade ndo revelam
nenhum agente entre os mais freqlientemente pesquisados e
diagnostico clinico ou de imagem.

Agentes mais isolados em pneumonias da comunidade

isoladas,

ficando apenas com

Agente Prevaléncia (%) Principais Fatores predisponentes
sintomas
Streptococcus pneumoniae 20-60 Respiratorios: - doenga pulmonar obstrutiva
_ tosse cronica
Haemophilus influenzae 3-10 - expectoragao - diabetes
- g'SPPe'? ) - alcoolismo
- - dor toraxica
Staphylococcus aureus 3-5 _ crises convulsivas
, is: - insuficiéncia cardiaca congestiva
Anaerdbios da cavidade oral 6-10 Sl ) ] 9
- febre - anemia falciforme
Moraxella catarrhalis 1-3 ~ miaa:l-geiztar - imunossupresséo
L S - idade avangada
Outros Gram negativos 3-10 - fadiga - doenga respiratdria prévia (em
_ cefaléia geral viral)
Chlamydia pneumoniae 5-17 - nauseas - ventilagdo mecanica
- etc
- etc
Legionella pneumophila 2-8
Virus respiratorios 2-15

As amplas variagdes ocorrem em diferentes populagées e outros fatores epidemioldgicos (época do
ano, surtos, faixa etaria, etc.). Nas criancas a distribuicdo tem particulariedades marcantes com
diferentes faixas etarias em funcdo da experiéncia imunoldgica com os potenciais agentes infecciosos,
0 que reduziu a frequéncia nas comunidades vacinadas.

Existe uma interessante associacdo entre fatores predisponentes e agentes etioldgicos que podem
facilitar a pesquisa ou interpretacao de achados microbioldgicos.

Associacao entre fatores predisponentes e agentes etioldgicos

Fator

Alcoolismo

Doenga obstrutiva
pulmonar crénica e
fumante

Asilos e outras
comunidades de
assisténcia

Agente Etiolégico

Streptococcus pneumoniae,
Anaerobios, Enterobactérias

Streptococcus pneumoniae,
Haemophilus influenzae,
Moraxella catarrhalis,
Legionella spp.

Streptococcus pneumoniae,
Enterobactérias, Haemophilus
influenzae, S. aureus,
Anaerdbios, Chlamydia
pneumoniae

Fator

Exposicdo a animais
da area rural ou gata
recém-parida

Infecgdo por HIV
precoce

Viagem ao sudeste
norte-americano
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Agente Etiolégico

Coxiella burnetii (febre Q - areas
endémicas)

Streptococcus pneumoniae,
Haemophilus influenzae,
Mycobacterium tuberculosis

Coccidioides immitis




Ma higiene Anaerodbios Surtos de gripe Influenzavirus, Streptococcus

dentaria pneumoniae, Staphylococcus
aureus, Streptococcus pyogenes
(A), Haemophilus influenzae

Exposicdo a Histoplasma capsulatum Pnemonia de Anaerdbios e pneumonia

pombos ou fezes

(Histoplamose)

aspiracao

quimica

Exposicdo a Chlamydia psitaci (Psitarcose) | Doencga pulmonar Pseudomonas aeruginosa,

passaros cronica, fibrose Burkholderia cepacia,
cistica ou Staphylococcus aureus
bronquiectasia

Exposicdo a Francisella tularensis Usuario de drogas S. aureus, Anaerobios,

coelhos (Tularemia) Mycobacterium tuberculosis

Distribuicdo da freqiiéncia de agentes etioldgicos em funcao da idade

Idade Agente por ordem de freqiiéncia

Do nascimento até 20 dias Streptococcus agalactiae (B), Enterobactérias, Citomegalovirus, Listeria

monocytogenes

Chlamydia trachomatis, Virus respiratorio sincicial, Parainfluenza virus 3, S.
pneumoniae, Bordetella pertussis, Staphylococcus aureus

3 semanas a 3 meses

Virus respiratério sincicial, Parainfluenza virus, influenza virus, adenovirus,
rhinovirus, Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Mycoplasma
pneumoniae, Mycobacterium tuberculosis

4 meses a 4 anos

5a 15 anos Mycoplasma pneumoniae, Chlamydia pneumoniae, Streptococcus pneumoniae,

Mycobacterium tuberculosis

Outras causas mais raras de pneumonia

Agentes associados a pneumonia Exposicao

Anthrax (Bacillus anthracis) Animais em area rural ou suas fezes

Brucelose (Brucella spp.) Animais, leite ndo pasteurizado, cuidados veterinarios

Leptospirose (Leptospira spp.) Roedores silvestres; dgua contaminada com urina de animal doente;

animais domésticos doentes

Pasteurella multocida Caes e gatos contaminados

Tifo murino (Yersinia pestis) Ratos, esquilos, coelhos e outros roedores silvestres

Hantavirus Urina, fezes e saliva de roedores silvestres

PNEUMONIA HOSPITALAR

Considerando-se as diferentes topografias associadas as infecgdes hospitalares, as localizadas no trato
respiratério inferior, tém grande importancia pela freqiéncia em que ocorrem e pela morbidade
associada. Estas infeccbes sdo classificadas basicamente em quadros de traqueobronquite e
pneumonia.

A pneumonia de origem hospitalar é definida como aquela que aparece apdés um periodo maior ou

igual a 48 horas de admissdo e ndo esta incubada no momento da hospitalizacdo. Segundo dados da
literatura, ocorre entre 6 a 10 casos a cada 1000 admissdes hospitalares.

Mod - 54



Entre as pneumonias, aquelas associadas com ventilagdo mecéanica através de entubacdo orotraqueal
ou traqueostomia, sdo as mais freqlentes. Sao definidas para pacientes sob ventilagdo mecéanica em
um periodo igual ou superior a 48 horas. Nesta situagdo a incidéncia de infecgdo é de 7 a 21 vezes
maior a que ocorre em pacientes que ndo necessitam de respirador.

Dentre as infeccGes hospitalares, a infeccdo pulmonar é a que leva a morte com maior freqiiéncia,
com um risco maior na Unidade de Terapia Intensiva. A prevaléncia de pneumonias varia entre 10 e
65%, com 13 a 55% de casos fatais. Neste mesmo tipo de Unidade, dados do National Nosocomial
Infections Surveillance (NNIS) mostram a taxa de infeccdo respiratoria associada a ventilagao
mecdanica por 1000 procedimentos-dia, variando de 5 casos em UTI pediatrica a 13 casos em UTI
cirdrgica.

De uma maneira geral os microrganismos podem alcangar o trato respiratério pela aspiracao de
secrecbes da orofaringe, pela inalagdo de aerossdis contendo bactérias, pela translocacdo de
microrganismos do trato gastrointestinal ou pela disseminagdo hematogénica de um foco a distancia.
Ainda, para que a infeccdo respiratoria ocorra é necessario existir a perda das defesas do hospedeiro,
um indculo suficiente para alcangar o trato respiratorio ou a presenga de um microrganismo altamente
virulento.

Os agentes mais freqlientemente isolados sao:
= Bacilos Gram negativos

* Enterobactérias: Klebsiella spp., E. coli, Enterobacter spp.

= Bacilos Gram negativos ndo fermentadores: P. aeruginosa, Acinetobacter baumanii e outras
espécies, etc.

= Cocos Gram positivos, principalmente Staphylococcus aureus.

= OQutros agentes, tais como Legionella pneumophila e Virus Respiratério Sincicial (VRS) aparecem
em casos de surto e em pacientes imunodeprimidos, assim como Aspergillus spp. € Pneumocystis
carinii.

Patogenos isolados em 4.389 pneumonias em UTI nos Estados Unidos de 1992-97 NNIS

Patégenos %
Pseudomonas aeruginosa 21
Staphylococcus aureus 20
Enterobacter spp. 9
Klebsiella pneumoniae 8
Acinetobacter spp. 6
Candida albicans 5
Escherichia coli 4
Enterococcus spp. 2
Outras enterobactérias 8
Outros fungos 2,8

Varios critérios utilizados para definicgdo de pneumonia hospitalar foram propostos. Em geral, incluem
a presenca de um novo ou progressivo infiltrado pulmonar, febre, leucocitose e secrecao traqueo-
brénquica purulenta.

Muitos destes achados sdo inespecificos ja que febre pode ser causada por diversos fatores como:

reagcdo a drogas, infeccdo em outro foco, transfusdo sanguinea e resposta inflamatéria extra-
pulmonar.
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O mesmo ocorre com a congestdo, presente em embolia pulmonar, atelectasia, insuficiéncia cardiaca,
hemorragia pulmonar, trauma pulmonar, tumor, aspiracdo quimica e reacdo a drogas.

DIAGNOSTICO LABORATORIAL DAS PNEUMONIAS

RECURSOS DIAGNOSTICOS

= Exame fisico

= Exame do escarro

= Aspirado transtraqueal

= Broncoscopia com fibra dptica e lavado bronco-oalveolar
= Aspirado endotraqueal cego

= Bidpsia pulmonar

= Hemocultura (1 a 16% de positividade)

= Exames imunoldgicos (imunofluorescéncia, ELISA, etc.)
* Puncdo de derrame pleural para realizacdo de exames bioquimicos, citoldgicos e microbioldgicos.
= Raio X simples (AP + perfil)

= Tomografia computadorizada

O diagndstico das infecgdes do trato respiratério inferior, do ponto de vista microbioldgico, é
dificultado pela contaminagdo da amostra, em nivel do trato respiratdrio superior, durante a coleta.

Critérios de aceitacdo de amostras clinicas para exame

Amostras aceitaveis Amostras inaceitaveis
Escarro Saliva (enviada como escarro)
Aspirado traqueal ou transtraqueal Escarro coletado por 24 horas

Lavado bronco-alveolar, escovado brénquico e bidpsia Swab endotraqueal, canula ou tubo endotraqueal
bronquica

Puncdo pulmonar e bidpsia pulmonar

ESCARRO

Apesar de poder ser Util em pacientes com tosse produtiva e com capacidade de expectorar e a
presenca de escarro purulento encontrar-se na maioria dos critérios utilizados para o diagndstico de
pneumonias, a analise desta secrecdo € bastante controvertida do ponto de vista de sensibilidade e
especificidade.

Aspectos da analise macroscopica do escarro que podem ser Uteis para sugestdo de agentes ou
patologias: Cor, quantidade, consisténcia e cheiro.

» Escarro purulento - pneumonia bacteriana (embora nas pneumonias por virus ou micoplasma a
infeccdo secundaria pode oferecer os mesmos achados em cerca de 30 a 50% dos casos)

* Expectoragdo matinal, abundante e fétida - bronquiectasia

» Expectoracdo escassa ou aquosa (mucdide) - pneumonias atipicas

» Escarro avermelhado, mucdide - Klebsiella pneumonia

= Escarro fétido associado a pneumonia aspirativa - anaerdbios

Bacterioscopia

A bacterioscopia do escarro pela coloracdo de Gram é um recurso simples, rapido e barato, podendo
ser muito Util para orientacdo terapéutica quando sdo atendidos os seguintes itens:

= Um material purulento e representativo é analisado;
= Os analistas sdo experientes;

= Informacdes clinicas e/ou o clinico participam da interpretacdo;
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* Os achados sdo bem definidos, como por exemplo, o predominio ou presenga de mais de 10
cocobacilos Gram positivos em forma de chama de vela, caracteristicos de pneumococo em
imersdo (X1000) - a especificidade nesse caso é de 85%.

Algumas medidas relacionadas a coleta e processamento da amostra podem tornar os resultados
obtidos com este espécime de maior utilidade. A remocdo de préteses e gargarejo com agua
imediatamente antes da coleta pode reduzir substancialmente a contaminacdo da amostra. O Unico
cuidado é impedir o uso de substdncias com conteldo bactericida.

Prefere-se colher a primeira amostra de escarro da manha por ser um material mais concentrado,
utilizando-se a porcdo mais purulenta para analise. A coleta por um periodo de 24 horas é
inadequada, ja que durante o dia passa a ocorrer diluicdo da amostra, morte de alguns agentes
fastidiosos, e em contrapartida, o crescimento bacteriano de outros microrganismos.

Segundo os achados de LENTINO e LUCKS, relatados por KONEMAN et al (1997), a interpretacdao do
resultado das culturas de escarro em relacdo as pneumonias foi de que:

* 26,5% de amostras de escarro purulento eram de pacientes mostrando nenhum sinal clinico ou
radiolégico de pneumonia.

= 40% das amostras de escarro provenientes de pacientes com pneumonia ndao eram
profundamente expectorados, refletindo a presenga de secregao oral.

= Somente 10% de pacientes produzindo escarro nao purulento tinham pneumonia.

* Somente 56,8% dos pacientes com pneumonia produziam escarro purulento.

Ainda em casos comprovados de pneumonia pneumococica, com bacteremia e escarro revelando o
pneumococo na coloracdo de Gram podem apresentar cerca de 50% de culturas de escarro negativas,
o mesmo podendo ocorrer com pneumonias por Haemophylus. A presenga de enterobactérias em
culturas de escarro deve ser interpretada com muita cautela, pois em cerca de 1/3 das culturas estas
bactérias provenientes da orofaringe podem contaminar o material obtido para analise. A avaliacao da
qualidade do escarro, considerando a proporgdo entre o niumero de células epiteliais e leucocitos, é
um procedimento que deve ser considerado de rotina, para caracterizar a aceitabilidade da amostra
ou nao.

Através da coloracdo de Gram (observacdao de pelo menos 10 campos com aumento de 10X), as
amostras devem ser classificadas em grupos de acordo com as tabelas abaixo. Sdo significativos os
materiais do grupo 5 ou quando a quantidade de células epiteliais, neutroéfilos e muco resultarem em
somatodria positiva. Recomenda-se que escarros ndo qualificados, ndo sejam semeados e que o fato
seja reportado ao requisitante do exame.

Avaliacao da qualidade do escarro

Grupos Células Leucoécitos Neutrofilos “Score” Células “Score”
epiteliais Epiteliais

Grupo 1 > 25 <10 <10 0 10-25 =il

Grupo 2 = 25 10-25 10-25 +1 > 25 =2

Grupo 3 > 25 > 25 > 25 +2

Grupo 4 10-25 > 25 Muco +1

Grupo 5 <10 > 25

No caso da necessidade do processamento da amostra nestas condicdes, é recomendavel uma
observacgdo no laudo final do exame, dizendo que o material coletado estd contaminado com material
de orofaringe. Faz-se excecdo a esta regra, escarro com o objetivo de diagnosticar presenca de
micobactérias, virus, fungos (Paracocidioidis brasiliensis, Histoplasma spp., etc.) e aqueles
provenientes de pacientes imunodeprimidos.

»  Pneumocistis carinii - para diagndstico de pneumonia por Pneumocistis carinii em pacientes com

HIV ou imunossuprimidos, o escarro pode ser Util em mais de 50% dos casos, pelo uso da
coloracdo de Giemsa ou Gomori methenamina prata ou azul de toluidina ou ainda de
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imunofluorescéncia com anticorpos monoclonais que apresentam uma sensibilidade de 80% e
especificidade de 90%.

» Legionella pneumophilia - para diagndstico de legionelose (Legionella pneumophlia) o escarro ou
outros materiais, obtidos por vias invasivas ou ndo, podem ser Uteis no diagnodstico pela
imunofluorescéncia direta com anticorpos monoclonais.

» Chlamydia pneumoniae - o0s recursos imunoldgicos para teste no escarro (Elisa e
imunofluorescéncia) oferecem baixa sensibilidade e especificidade para caracterizacdo da
pneumonia por Chlamydia pneumoniae. Quando agentes como Mycobacterium tuberculosis,
Legionella spp., e Pneumocistis carinii sdao encontrados no escarro, devem ser considerados
patogénicos, independente da avaliagdo de qualidade do escarro.

A amostra deve ser encaminhada diretamente ao laboratério e se ndo processada no prazo de 1-2
horas pode resultar em perda de patdgenos fastidiosos e em proliferacdo de bacilos Gram negativos
(enterobactérias e ndo fermentadores).

Indicacdo de outras técnicas para obtencdao de material para diagndstico de pneumonia:
- ma resposta terapéutica
- gravidade do quadro ou paciente imunossuprimido
- falta de producgdo de escarro
- exames realizados ndo foram conclusivos (ndo isolou nada ou isolou enterobactérias, ou
Candida ou mais de um agente)
- possibilidade de superinfeccao

As técnicas broncoscopicas caracterizam-se pela possibilidade de visualizar diretamente a arvore
respiratéria levando a menor risco de dano e direcionamento do fibroscépio ao local desejado,
enquanto as ndo broncoscopicas podem ser realizadas mais rapidamente com menor risco de
desaturagdo de oxigénio.

ASPIRADO DE SECRECAO TRAQUEAL

Apesar de aspirados de secrecdo traqueal serem rapidamente obtidos em pacientes entubados, esta é
uma amostra bastante questionavel, devido a sua baixa especificidade. Isto se deve ao fato de que a
colonizacdo endotraqueal ocorre rapidamente apds a entubacgdo e ventilagdo mecanica.

A utilizacdo de técnicas quantitativas de aspirados endotraqueais feito as cegas, com o objetivo de
diferenciar colonizacdo de infeccdo com valores de corte de > 10° UFC/ml, é proposto por alguns
autores (Jourdain & cols, 1995).

A sensibilidade preditiva de pneumonia associada a ventilagdo foi comparavel com o BAL e com a
técnica do escovado protegido, embora menos especifico. Alguns trabalhos mostram até 82% de
sensibilidade e 83% de especificidade para o aspirado endotraqueal, mas ndo ha unanimidade.

Independentemente da metodologia empregada, tende a mostrar resultados mais favoraveis
associados ao valor preditivo negativo e sua melhor indicagdo é quando ndo se pode fazer a
broncoscopia. A mortalidade da pneumonia associada a ventilagdo mecanica ndo mostrou diferenca
quando a terapéutica se baseou em técnicas broncoscépicas ou néo.

ASPIRADO TRANSTRAQUEAL

Trata-se de uma técnica bastante utilizada na década de 70, mas que atualmente devido aos riscos
que leva para o paciente (enfisema subcuténeo, estimulo vaso-vagal, hemoptise), estd preterido em
funcdo do aparecimento de procedimentos mais promissores. Outro fato relevante é o elevado nimero
de resultados falso-positivos, pelo isolamento de flora colonizadora do trato respiratério superior.

LAVADO BRONQUICO NAO DIRIGIDO

Método simples, de baixo custo e seguro recomendado para rotina de vigilancia bacteriolégica em
pacientes ventilados mecanicamente.

No estudo que levou estas a conclusdes, observou-se que durante dias anteriores ao paciente
apresentar um quadro de pneumonia, havia aumento significativo de um numero inferior ou igual a
10® UFC/mIl para maiores ou iguais a 10° UFC/ml; ainda revelou queda do nimero de colbnias em
pacientes que responderam a antibioticoterapia, em contraste com aqueles que mostraram uma
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progressiva deterioracdo clinica, para os quais ndo existiu queda significativa na contagem de
colbnias.

LAVADO BRONCO-ALVEOLAR E ESCOVADO BRONCO-ALVEOLAR

Das técnicas endoscoépicas o lavado e o escovado bronco-alveolar sdo as mais utilizadas. O escovado
bronco-alveolar obtém um maior volume de amostra, o que aumenta a sensibilidade do método e
permite que se realize um maior nimero de procedimentos diagndsticos além da cultura, apods a
citocentrifugagdao da amostra. Dentre eles incluem-se coloragbes para identificacdo de organismos
especificos, porcentagem de macrofagos e leucdcitos contendo microrganismos (nas pneumonias
considera-se relevante acima de 2%), e presenca de fibras de elastina como indicador de necrose
pulmonar.

Sao referidos valores de sensibilidade e especificidade para o lavado bronco-alveolar variando de 80-
100% e 75-100% respectivamente e para o escovado de 65-100% e 60-100%.

ESCOVADO PROTEGIDO

O volume recuperado de secrecao pulmonar por um escovado é aproximadamente de 0,001ml. O
escovado é diluido em 1 ml de meio, resultando na diluicdo da bactéria em 100 a 1000 vezes.
Portanto o crescimento de pelo menos 10° UFC/ml em placas indica uma concentrago inicial de 10° a
106 bactérias na secrecdo pulmonar.

BAL OU LAVADO BRONCO-ALVEOLAR

No lavado bronco-alveolar recupera-se 5 a 10 vezes o volume de bactérias do escovado, visto que a
diluicdo de 1 ml de secregdo se faz em 10 a 100 ml de soro fisioldgico, de forma que a contagem de
10* UFC/ml a partir do material recebido no laboratério, representa 10° a 10° UFC/ml na secregdo
pulmonar. Em pacientes com forte suspeita clinica de pneumonia, valores a partir 10>-10% de cada
agente isolado para escovado e 103-10* UFC/ml para o lavado podem também ser significativos; o uso
de antimicrobianos estaria recomendado.

BI1OPSIAS

Podem ser feitas de formas variadas: percutdnea, através de broncoscopia, por meio do fibroscépio,
pela toracoscopia e a céu aberto. Indicado nos casos de imunocomprometidos e criancas com ma
evolugdo a terapéutica empirica.

Pungdo biopsia pulmonar - trata-se de um procedimento, que quando resulta em cultura positiva, é
bastante fidedigno, ja que os problemas com contaminacdo com a flora do trato respiratério superior
inexistem. Os relatos da literatura revelam que em situagdes variadas, o diagndstico etioldgico das
infeccGes, com esta técnica, ocorreu entre 30% a 82% dos casos estudados e falso-negativos de cerca
de 18%. Complicagbes mais importantes sao pneumotdrax e sangramento em casuisticas que variam
de 5 a 39%.

Biopsia transbronquica - os resultados diagndsticos sdo semelhantes a pungdo pulmonar aspirativa,
mas revelaram menor indices de complicagdes.

Biopsia pulmonar - a bidpsia a céu aberto, método definitivo para o diagndstico das pneumonias, é
um procedimento pouco realizado. Estd indicada em casos sem melhora clinica, em que ndo foi
possivel isolar o microrganismo por outras técnicas ou que ha necessidade de diagnostico especifico
com maior rapidez. Convém salientar que de nada adianta obter boas amostras para estudo
microbiolégico quando se emprega técnica laboratorial convencional, isto €, morosa e de baixa
sensibilidade.

TORACOSCOPIA

A toracoscopia tem sido pouco utilizada, embora resultados sejam muito favoraveis, com achados
diagndsticos superiores a 90% e baixa taxa de complicacoes.

DERRAME PLEURAL
O derrame pleural costuma ocorrer, aproximadamente, em pneumonias causadas por Pneumococo

10%, Bacilos Gram negativos 50-70% e Streptococcus pyogenes (grupo A) 95%. Além da
bacterioscopia, baciloscopia (Micobacterias) e culturas (bactéria, micobactérias, fungos), o material
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devera ser reservado para estudo citoldgico e bioquimico para afastar outras causas de derrame com
infiltrados pulmonares:

- Infarto pulmonar

- Insuficiéncia cardiaca

- Tumor

- Doengas do colageno, etc.

HEMOCULTURA

Através da hemocultura também pode se isolar o microrganismo de um processo respiratorio
considerando-se que isto ocorre entre 1 a 16 % dos casos, no entanto ndo deve ser utilizada de forma
isolada para o diagnédstico de pneumonia. E altamente especifico e é indicada em pacientes com
pneumonia que necessita de hospitalizagdo.

CONTAGENS BACTERIANAS SIGNIFICATIVAS

O calculo dos valores limitrofes para definicdo de infeccdo para amostras do trato respiratorio, deriva
da concentracdo de microrganismos encontrada em culturas do tecido pulmonar infectado.
Comparando-se o numero de bactérias na amostra, estima-se o nimero na secrecao original. As
infeccBes pulmonares clinicamente significativas contém pelo menos 10* UFC/g de tecido.

Significado das contagens bacterianas em relacao a amostra clinica

Material Volume obtido Fator de diluigcao Valor significativo

Escarro, aspirado, endotraqueal, >1ml 1 10°-10° UFC/ml
aspirado por broncoscopia

Escovado bronquico protegido 1 a 10 pl diluidos em 1ml 1/100 - 1/1000 103 UFC/ml

Lavado broncoalveolar (BAL) 1ml diluido em 10 a 100 ml 1/10 - 1/100 10* UFC/ml

PACIENTES NEUTROPENICOS E IMUNOSSUPRIMIDOS

Além dos agentes relatados como causa de pneumonia em criancas e adultos, devem ser valorizados
achados clinicamente compativeis de:

» Bactérias: Streptococcus viridans, Corynebacterium jeikeium, Bacillus spp., Legionella spp.,
Mycobacterium spp., Nocardia spp., Rodococcus spp.

» Fungos: Aspergillus spp., Fusarium spp., Candida spp., P. carinii, Cryptococcus neoformans

* Protozoarios: Toxoplasma gondii, Strongyloides stercoralis
PROCESSAMENTO MICROBIOLOGICO DE AMOSTRAS

Meios recomendados para a cultura das amostras do trato respiratorio:
» Agar sangue

= Agar Mac conkey

= Agar chocolate

] Agar sangue suplementado para anaerdbios, para amostras clinicas para as quais recomenda-se
fazer o isolamento de anaerdbios.

* Quando é indicada cultura para Legionella spp., fungos, micobactérias, Chlamydia e virus,
acrescentam-se 0s meios necessarios a estas rotinas especificas. A pesquisa por
imunofluorescéncia com anticorpos monoclonais, e os métodos moleculares sdo mais
recomendados para a deteccdo desses microrganismos.

A semeadura da amostra e interpretagdo do nimero de colénias no caso da utilizacdo de técnicas
quantitativas, podera ser feita de uma das formas abaixo:

- Apos homogeneizacdo da amostra, semear 10 ul, diretamente nas placas, utilizando-se algas
calibradas descartaveis ou pipeta com ponteiras estéreis.
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N©° de col6nias na placa Interpretacao em UFC/ml
apos Incubacao “overnight”

<10 < 103
10 a 100 10%a 10*
100 a 1000 10*a 10°

Observacgao: Para o Lavado broncoalveolar considerar a diluigdo pelo volume injetado e multiplicar
por 100. P.ex., se a leitura for 50 colonias, multiplicar por 100 (volume da alga) e multiplicar por 100
(diluic8o da coleta). Resultado final = 5x10x 10 ?x10 2 = 5 x 10° UFC/ml

- Usar diluigbes de:
- 1/10: 10 pl com alca calibrada semeada no Agar Chocolate

- 1/100: 1 ml do material diluido em 9 ml de solugdo salina e semeando-se 10 pL desta solugdo
com alca calibrada na placa de Agar Chocolate

- 1/1000: usar a solucdo anterior e semear 1 pL com alca calibrada na placa de Agar Mac
Conkey.

Para expressdo do resultado em ml o nimero de col6nias obtido devera ser corrigido pelo fator da
diluigdo e correlacionado com a quantidade de amostra semeada.

- prepara-se uma diluicdo de 1:20 (0,5 ml de fluido em 9,5mL de solucdo salina estéril). Deste caldo
semeia-se 50 yl em cada um dos meios selecionados.

N° de colbnias na placa Interpretagdo em UFC/ml
apos incubacgédo
“overnight”
2-24 10°
25-249 10*
> 250 10°
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1. REGULAMENTO TECNICO PARA LABORATORIOS CLINICOS

CONSULTA PUBLICA N° 50, DE 05 DE AGOSTO DE 2004.
D.O.U DE 06/08/2004

A Diretoria Colegiada da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, no uso da atribuicdo que lhe confere
o art. 11, inciso IV, do Regulamento da ANVISA aprovado pelo Decreto n° 3.029, de 16 de abril de
1999, c¢/c 0 § 19 do art. 111 do Regimento Interno aprovado pela Portaria n® 593, de 25 de agosto de
2000, republicada no DOU de 22 de dezembro de 2000, em reunido realizada em 3 de agosto de
2004, adota a seguinte Consulta Publica e eu, Diretor-Presidente, determino a sua publicagdo:

Art. 1° Fica aberto, a contar da data de publicagdo desta Consulta Publica, o prazo de 60 (sessenta)
dias para que sejam apresentadas criticas e sugestdes relativas a minuta de Resolugdo, que define o
Regulamento Técnico para fixar os requisitos minimos exigidos para o Funcionamento dos
Laboratorios Clinicos, em anexo.

Art. 20 Informar que o texto da proposta de Resolucdo de que trata o artigo 1° estara disponivel na
integra, durante o periodo de consulta, no endereco eletronico www.anvisa.gov.br e que as sugestoes
deverdo ser encaminhadas por escrito para o seguinte endereco: Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria - GGTES/GTOSS - SEPN 515, Bloco “B” Ed. Omega, 4° andar, Asa Norte, Brasilia-DF, CEP
70.770.502, ou E-mail: gtoss@anvisa.gov.br.

Art. 3° Findo o prazo estipulado no art 1° a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria articular-se-a com
os Orgdos e Entidades envolvidos e aqueles que tenham manifestado interesse na matéria, para que
indiqguem representantes nas discussdes posteriores, visando a consolidagao do texto final.

RESOLUCAO DA DIRETORIA COLEGIADA - RDC N°. 302, DE 13 DE OUTUBRO DE
2005.

A Diretoria Colegiada da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, no uso da atribuicdo que lhe confere
o art.11, inciso IV, do Regulamento da ANVISA aprovado pelo Decreto 3.029, de 16 de abril de 1999,
c/c o § 19 do art.111 do Regimento Interno aprovado pela Portaria n°. 593, de 25 de agosto de 2000,
republicada no DOU de 22 de dezembro de 2000, em reunido realizada em 10 de outubro de 2005;

considerando as disposigdes constitucionais e a Lei Federal n°. 8080 de 19 de setembro de
1990 que trata das condigOes para a promogdo, protecdo e recuperacdao da saude, como
direito fundamental do ser humano;

considerando a necessidade de normalizagdo do funcionamento do Laboratério Clinico e Posto
de Coleta Laboratorial;

considerando a relevancia da qualidade dos exames laboratoriais para apoio ao diagndstico
eficaz, adota a seguinte Resolugdo da Diretoria Colegiada e eu, Diretor-Presidente substituto,
determino a sua publicagao:

Art. 19 Aprovar o Regulamento Técnico para funcionamento dos servigos que realizam atividades
laboratoriais, tais como Laboratdrio Clinico, e Posto de Coleta Laboratorial, em anexo.

Art. 20 Estabelecer que a construcdo, reforma ou adaptacdo na estrutura fisica do laboratério clinico e
posto de coleta laboratorial deve ser precedida de aprovacao do projeto junto a autoridade sanitaria
local em conformidade com a RDC/ANVISA n©. 50, de 21 de fevereiro de 2002, e RDC/ANVISA no°.
189, de 18 de julho de 2003 suas atualizacBes ou instrumento legal que venha a substitui-las.

Art. 3° As Secretarias de Saude Estaduais, Municipais e do Distrito Federal devem implementar os
procedimentos para adocdao do Regulamento Técnico estabelecido por esta RDC, podendo adotar
normas de carater suplementar, com a finalidade de adequa-lo as especificidades locais.
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Art. 4° O descumprimento das determinagdes deste Regulamento Técnico constitui infracdo de
natureza sanitaria sujeitando o infrator a processo e penalidades previstas na Lei n°. 6437, de 20 de
agosto de 1977, suas atualizagdes, ou instrumento legal que venha a substitui-la, sem prejuizo das
responsabilidades penal e civil cabiveis.

Art. 5° Esta Resolugdo entra em vigor na data de sua publicagao.

FRANKLIN RUBINSTEIN

ANEXO
REGULAMENTO TECNICO PARA FUNCIONAMENTO DE LABORATORIOS CLINICOS
1 HISTORICO

O Regulamento Técnico de Funcionamento do Laboratério Clinico foi elaborado a partir de trabalho
conjunto de técnicos da ANVISA, com o Grupo de Trabalho instituido pela Portaria n°. 864, de 30 de
setembro 2003. Este Grupo de Trabalho foi composto por técnicos da ANVISA, Secretaria de Atencdo
a Saude (SAS/MS), Secretaria de Vigilancia a Saude (SVS/MS), Vigilancias Sanitarias Estaduais,
Laboratéorio de Saude Publica, Sociedade Brasileira de Patologia Clinica/Medicina Laboratorial,
Sociedade Brasileira de Analises Clinicas, Provedores de Ensaio de Proficiéncia e um Consultor Técnico
com experiéncia na area.

A proposta de Regulamento Técnico elaborada pelo Grupo de Trabalho foi publicada como Consulta
Plblica n°. 50 em 6 agosto de 2004 e ficou aberta para receber sugestées por um prazo de 60
(sessenta) dias, os quais foram prorrogados por mais 30 (trinta) dias.

As sugestdes recebidas foram consolidadas pelos técnicos da Geréncia Geral de Tecnologia em
Servicos de Saude - GGTES/ANVISA, pelos componentes do Grupo de Trabalho juntamente com o
Consultor. Apds discussoes, as sugestdes pertinentes foram incorporadas ao texto do Regulamento
Técnico, sendo produzido o documento final consensual sobre o assunto.

O presente documento € o resultado das discussGes que definiram o0s requisitos necessarios ao
funcionamento do Laboratério Clinico e Posto de Coleta Laboratorial.

2 OBJETIVO

Definir os requisitos para o funcionamento dos laboratérios clinicos e postos de coleta laboratorial
publicos ou privados que realizam atividades na area de analises clinicas, patologia clinica e citologia.
3 ABRANGENCIA

Esta Resolucdo de Diretoria Colegiada é aplicavel a todos os servigos publicos ou privados, que
realizam atividades laboratoriais na area de analises clinicas, patologia clinica e citologia.

4 DEFINICOES

4.1 Alvara sanitario/Licenca de funcionamento/Licenca sanitdria: Documento expedido pelo drgédo

sanitario competente Estadual, Municipal ou do Distrito Federal, que libera o funcionamento dos
estabelecimentos que exergam atividades sob regime de vigiléancia sanitaria.

4.2 Amostra do paciente: Parte do material bioldgico de origem humana utilizada para analises
laboratoriais.

4.3 Amostra laboratorial com restricdo: Amostra do paciente fora das especificagdes, mas que ainda
pode ser utilizada para algumas analises laboratoriais.

4.4 Amostra controle: Material usado com a finalidade principal de monitorar a estabilidade e a
reprodutibilidade de um sistema analitico nas condigGes de uso na rotina.

4.5 Analito: Componente ou constituinte de material bioldgico ou amostra de paciente, passivel de
pesquisa ou analise por meio de sistema analitico de laboratorio clinico.
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4.6 Biosseguranca: Condicao de seguranca alcangcada por um conjunto de agles destinadas a
prevenir, controlar, reduzir ou eliminar riscos inerentes as atividades que possam comprometer a
saude humana, animal e o meio ambiente.

4.7 Calibragdo: Conjunto de operagdes que estabelece, sob condicdes especificadas, a
correspondéncia entre valores indicados por um instrumento, sistema de medicdo ou material de
referéncia, e os valores correspondentes estabelecidos por padrdes.

4.8 Coleta laboratorial domiciliar: Realizacdo da coleta de amostra de paciente em sua residéncia.

4.9 Coleta laboratorial em empresa: Realizacdo da coleta de amostra de paciente no ambito de uma
empresa.

4.10 Coleta laboratorial em unidade modvel: Realizacdo da coleta de amostra de paciente em unidade
movel.

4.11 Controle da qualidade: Técnicas e atividades operacionais utilizadas para monitorar o
cumprimento dos requisitos da qualidade especificados.

4.12 Controle externo da qualidade - CEQ: Atividade de avaliacdo do desempenho de sistemas
analiticos através de ensaios de proficiéncia, andlise de padrdes certificados e comparagoes
interlaboratoriais. Também chamada Avaliagdo Externa da Qualidade.

4.13 Controle interno da qualidade - CIQ: Procedimentos conduzidos em associagdao com o exame de
amostras de pacientes para avaliar se o sistema analitico estd operando dentro dos limites de
tolerancia pré-definidos.

4.14 Desinfecgdo: Processo fisico ou quimico que destrdi ou inativa a maioria dos microrganismos
patogénicos de objetos inanimados e superficies, com excecdo de esporos bacterianos.

4.15 Ensaio de proficiéncia: Determinagdao do desempenho analitico por meio de comparagGes
interlaboratoriais conduzidas por provedores de ensaio de proficiéncia.

4.16 Equipamento laboratorial: Designagdo genérica para um dispositivo empregado pelo laboratdrio
clinico como parte integrante do processo de realizacdo de analises laboratoriais.

4.17 Esterilizagdo: Processo fisico ou quimico que destrdi todas as formas de vida microbiana, ou seja,
bactérias nas formas vegetativas e esporuladas, fungos e virus.

4.18 Fase pré-analitica: Fase que se inicia com a solicitagdo da analise, passando pela obtencdo da
amostra e finda ao se iniciar a analise propriamente dita.

4.19 Fase analitica: Conjunto de operagdes, com descricdo especifica, utilizada na realizacdo das
analises de acordo com determinado método.

4.20 Fase pds-analitica: Fase que se inicia apds a obtengdo de resultados validos das analises e finda
com a emissao do laudo, para a interpretagao pelo solicitante.

4.21 Garantia da qualidade: Conjunto de atividades planejadas, sistematizadas e implementadas com
0 objetivo de cumprir os requisitos da qualidade especificados.

4.22 Inspecgdo sanitaria: Conjunto de procedimentos técnicos e administrativos, de competéncia da
autoridade sanitaria local, que previnem e controlam o risco sanitario em estabelecimentos sujeitos a
este controle.
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4.23 Instrugao escrita: Toda e qualquer forma escrita de documentar as atividades realizadas pelo
estabelecimento e ou servigo.

4.24Instrumento laboratorial: Designacdo genérica para dispositivos empregados pelo laboratdrio
clinico que auxiliam na execugdo de uma tarefa analitica.

4.25 Insumo: Designagdo genérica do conjunto dos meios ou materiais utilizados em um processo
para geragao de um produto ou servigo.

4.26 Laboratério clinico: Servico destinado a analise de amostras de paciente, com a finalidade de
oferecer apoio ao diagndstico e terapéutico, compreendendo as fases pré-analitica, analitica e pods-
analitica.

4.27 Laboratério de apoio: Laboratorio clinico que realiza andlises em amostras enviadas por outros
laboratdrios clinicos.

4.28 Laudo laboratorial: Documento que contém os resultados das analises laboratoriais, validados e
autorizados pelo responsavel técnico do laboratdrio ou seu substituto.

4.29 Limpeza: Processo sistematico e continuo para a manutencdo do asseio ou, quando necessario,
para a retirada de sujidade de uma superficie.

4.30 Material bioldgico humano: Tecido ou fluido constituinte do organismo humano.

4.31 Metodologia propria em laboratdrio clinico (in house): Reagentes ou sistemas analiticos
produzidos e validados pelo proprio laboratério clinico, exclusivamente para uso proprio, em pesquisa
ou em apoio diagndstico.

4.32 Paciente de laboratério: Pessoa da qual é coletado o material ou amostra bioldgica para ser
submetida a analise laboratorial.

4.33 Posto de coleta laboratorial: Servico vinculado a um laboratério clinico, que realiza atividade
laboratorial, mas ndo executa a fase analitica dos processos operacionais, exceto os exames
presenciais, cuja realizacdo ocorre no ato da coleta.

4.34 Produto para diagnédstico de uso in vitro: Reagentes, padroes, calibradores, controles, materiais,
artigos e instrumentos, junto com as instrucdes para seu uso, que contribuem para realizar uma
determinagdo qualitativa, quantitativa ou semi-quantitativa de uma amostra bioldgica e que ndo
estejam destinados a cumprir fungdo anatémica, fisica ou terapéutica alguma, que ndo sejam
ingeridos, injetados ou inoculados em seres humanos e que sdo utilizados unicamente para provar
informacdo sobre amostras obtidas do organismo humano.

4.35 Profissional legalmente habilitado: Profissional com formagdo superior inscrito no respectivo
Conselho de Classe, com suas competéncias atribuidas por Lei.

4.36 Rastreabilidade: Capacidade de recuperacao do histérico, da aplicagdo ou da localizagdo daquilo
que esta sendo considerado, por meio de identificacGes registradas.

4.37 Responsavel Técnico - RT: Profissional legalmente habilitado que assume perante a Vigilancia
Sanitaria a Responsabilidade Técnica do laboratério clinico ou do posto de coleta laboratorial.

4,38 Saneante: Substancia ou preparacao destinada a higienizagdo, desinfeccdo, esterilizagdao ou
desinfestacdo domiciliar, em ambientes coletivos, publicos e privados, em lugares de uso comum e no
tratamento da agua.
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4.39 Supervisdo: Atividade realizada com a finalidade de verificar o cumprimento das especificagdes
estabelecidas nos processos operacionais.

4.40 Teste Laboratorial Remoto-TLR: Teste realizado por meio de um equipamento laboratorial situado
fisicamente fora da area de um laboratério clinico. Também chamado Teste Laboratorial Portatil -TLP,
do inglés Point-of-care testing -POCT.

4.41 Validagdo: Procedimento que fornece evidéncias de que um sistema apresenta desempenho
dentro das especificagdes da qualidade, de maneira a fornecer resultados validos.

4.42 Verificacdo da calibracdo: Ato de demonstrar que um equipamento de medicdo apresenta
desempenho dentro dos limites de aceitabilidade, em situagao de uso.

5 CONDICOES GERAIS

51 Organizacao

51.1 O laboratério clinico e o posto de coleta laboratorial devem possuir alvara atualizado, expedido
pelo 6rgao sanitario competente.

51.2 O laboratério clinico e o posto de coleta laboratorial devem possuir um profissional legalmente
habilitado como responsavel técnico.

5.1.2.1 O profissional legalmente habilitado pode assumir, perante a vigilancia sanitaria, a
responsabilidade técnica por no maximo: 02 (dois) laboratdrios clinicos ou 02 (dois) postos de coleta
laboratorial ou 01 (um) laboratoério clinico e 01 (um) posto de coleta laboratorial.

51.2.2 Em caso de impedimento do responsavel técnico, o laboratério clinico e o posto de coleta
laboratorial devem contar com um profissional legalmente habilitado para substitui-lo.

51.3 Todo laboratoério clinico e o posto de coleta laboratorial, publico e privado devem estar inscritos
no Cadastro Nacional de Estabelecimentos de Salude - CNES.

5.1.4 A diregdo e o responsavel técnico do laboratério clinico e do posto de coleta laboratorial tém a
responsabilidade de planejar, implementar e garantir a qualidade dos processos, incluindo:

a) a equipe técnica e 0s recursos necessarios para o desempenho de suas atribuicbes;
b) a protecao das informagdes confidenciais dos pacientes;

c) a supervisdo do pessoal técnico por profissional de nivel superior legalmente habilitado durante o
seu periodo de funcionamento;

d) os equipamentos, reagentes, insumos e produtos utilizados para diagndstico de uso “in vitro”, em
conformidade com a legislacao vigente;

e) a utilizacdo de técnicas conforme recomendacdes do fabricante (equipamentos e produtos) ou com
base cientifica comprovada;

f) a rastreabilidade de todos os seus processos.

5.1.5 O laboratério clinico e o posto de coleta laboratorial devem dispor de instrugdes escritas e
atualizadas das rotinas técnicas implantadas.

5.1.6 O posto de coleta laboratorial deve possuir vinculo com apenas um laboratério clinico.

5.1.6.1 Os postos de coleta laboratorial localizados em unidades publicas de salde devem ter seu
vinculo definido formalmente pelo gestor local.
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5.1.7 O laboratdrio clinico deve possuir estrutura organizacional documentada.

5.1.8 As atividades de coleta domiciliar, em empresa ou em unidade mével devem estar vinculadas a
um laboratério clinico e devem seguir os requisitos aplicaveis definidos neste Regulamento Técnico.

5.2.Recursos Humanos

5.2.1 O laboratério clinico e o posto de coleta laboratorial devem manter disponiveis registros de
formacdo e qualificacdo de seus profissionais compativeis com as funcbes desempenhadas.

5.2.2 O laboratorio clinico e o posto de coleta laboratorial devem promover treinamento e educagdo
permanente aos seus funcionarios mantendo disponiveis os registros dos mesmos.

5.2.3 Todos os profissionais do laboratério clinico e do posto de coleta laboratorial devem ser
vacinados em conformidade com a legislagdo vigente.

5.2.4 A admissdo de funcionarios deve ser precedida de exames médicos em conformidade com o
PCMSO da NR-7 da Portaria MTE n° 3214 de 08/06/1978 e Lei n° 6514 de 22/12/1977, suas
atualizacGes ou outro instrumento legal que venha substitui-la.

5.3 Infra-Estrutura

5.3.1 A infra-estrutura fisica do laboratério clinico e do posto de coleta devem atender aos requisitos
da RDC/ANVISA n°. 50 de 21/02/2002, suas atualizagGes, ou outro instrumento legal que venha
substitui-la.

5.4 Equipamentos e Instrumentos Laboratoriais
5.4.1 O laboratério clinico e o posto de coleta laboratorial devem:

a) possuir equipamentos e instrumentos de acordo com a complexidade do servigo e necessarios ao
atendimento de sua demanda;

b) manter instrucdes escritas referentes a equipamento ou instrumento, as quais podem ser
substituidas ou complementadas por manuais do fabricante em lingua portuguesa;

c) realizar e manter registros das manutengdes preventivas e corretivas;

d) verificar ou calibrar os instrumentos a intervalos regulares, em conformidade com o uso, mantendo
os registros dos mesmos;

e) verificar a calibragdo de equipamentos de medicdo mantendo registro das mesmas.

5.4.2 Os equipamentos e instrumentos utilizados, nacionais e importados, devem estar regularizados
junto a ANVISA/MS, de acordo com a legislagao vigente.

5.4.3 Os equipamentos que necessitam funcionar com temperatura controlada devem possuir registro
da verificagdo da mesma.

5.5 Produtos para diagndstico de uso in vitro

5.5.1 O laboratoério clinico e o posto de coleta laboratorial devem registrar a aquisicdo dos produtos
para diagndstico de uso in vitro, reagentes e insumos, de forma a garantir a rastreabilidade.

5.5.2 Os produtos para diagndstico de uso in vitro, reagentes e insumos adquiridos devem estar
regularizados junto a ANVISA/MS de acordo com a legislagdo vigente.
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5.5.3 O reagente ou insumo preparado ou aliquotado pelo proprio laboratério deve ser identificado
com rotulo contendo: nome, concentragdo, numero do lote (se aplicavel), data de preparacdo,
identificacdo de quem preparou (quando aplicavel), data de validade, condicdes de armazenamento,
além de informac0es referentes a riscos potenciais.

5.5.3.1 Devem ser mantidos registros dos processos de preparo e do controle da qualidade dos
reagentes e insumos preparados.

5.5.4 A utilizacdo dos reagentes e insumos deve respeitar as recomendagdes de uso do fabricante,
condicdes de preservacdo, armazenamento e os prazos de validade, ndo sendo permitida a sua
revalidacdo depois de expirada a validade.

5.5.5 O laboratério clinico que utilizar metodologias préprias - In House, deve documenta-las
incluindo, no minimo:

a) descrigao das etapas do processo;
b) especificagdo e sistematica de aprovagdo de insumos, reagentes e equipamentos e instrumentos.
c) sistematica de validagdo.

5.5.5.1 O laboratério clinico deve manter registro de todo o processo e especificar no laudo que o
teste é preparado e validado pelo préprio laboratoério.

5.6 Descarte de Residuos e Rejeitos

5.6.1 O laboratdrio clinico e o posto de coleta laboratorial devem implantar o Plano de Gerenciamento
de Residuos de Servicos de Saude (PGRSS) atendendo aos requisitos da RDC/ANVISA n° 306 de
07/12/2004, suas atualizagGes, ou outro instrumento legal que venha substitui-la.

5.7 Biosseguranga

5.7.1 O laboratério clinico e o posto de coleta laboratorial devem manter atualizados e disponibilizar, a
todos os funcionarios, instrugdes escritas de biosseguranga, contemplando no minimo os seguintes
itens:

a) normas e condutas de seguranca bioldgica, quimica, fisica, ocupacional e ambiental;

b) instrucdes de uso para os equipamentos de protecgao individual (EPI) e de protegao coletiva (EPC);
c) procedimentos em caso de acidentes;

d) manuseio e transporte de material e amostra bioldgica.

5.7.2 O Responsavel Técnico pelo laboratério clinico e pelo posto de coleta laboratorial deve
documentar o nivel de biosseguranca dos ambientes e/ou areas, baseado nos procedimentos
realizados, equipamentos e microorganismos envolvidos, adotando as medidas de seguranca
compativeis.

5.8 Limpeza, Desinfeccdo e Esterilizagao

5.8.1 O laboratorio clinico e o posto de coleta laboratorial devem possuir instrucdes de limpeza,
desinfecgdo e esterilizagdo, quando aplicavel, das superficies, instalagdes, equipamentos, artigos e
materiais.
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5.8.2 Os saneantes e os produtos usados nos processos de limpeza e desinfecgdo devem ser utilizados
segundo as especificacdes do fabricante e estarem regularizados junto a ANVISA/MS, de acordo com a
legislacdo vigente.

6 PROCESSOS OPERACIONAIS

6.1 Fase pré-analitica

6.1.1 O laboratério clinico e o posto de coleta laboratorial devem disponibilizar ao paciente ou
responsavel, instrucbes escritas e ou verbais, em linguagem acessivel, orientando sobre o preparo e
coleta de amostras tendo como objetivo o entendimento do paciente.

6.1.2 O laboratério clinico e o posto de coleta laboratorial devem solicitar ao paciente documento que
comprove a sua identificacdo para o cadastro.

6.1.2.1 Para pacientes em atendimento de urgéncia ou submetidos a regime de internagdo, a
comprovacgdo dos dados de identificagdo também podera ser obtida no prontuario médico.

6.1.3 Os critérios de aceitacdo e rejeicdo de amostras, assim como a realizacdo de exames em
amostras com restricdes devem estar definidos em instrugdes escritas.

6.1.4 O cadastro do paciente deve incluir as seguintes informacdes:

a) numero de registro de identificacdo do paciente gerado pelo laboratério;

b) nome do paciente;

c) idade, sexo e procedéncia do paciente;

d) telefone e/ou endereco do paciente, quando aplicavel;

e) nome e contato do responsavel em caso de menor de idade ou incapacitado;
f) nome do solicitante;

g) data e hora do atendimento;

h) horario da coleta, quando aplicavel;

i) exames solicitados e tipo de amostra;

j) quando necessario: informacodes adicionais, em conformidade com o exame (medicamento em uso,
dados do ciclo menstrual, indicagdo/observagdo clinica, dentre outros de relevancia);

k) data prevista para a entrega do laudo;
) indicacdao de urgéncia, quando aplicavel.

6.1.5 O laboratério clinico e o posto de coleta laboratorial devem fornecer ao paciente ambulatorial ou
ao seu responsavel, um comprovante de atendimento com: numero de registro, nome do paciente,
data do atendimento, data prevista de entrega do laudo, relacdo de exames solicitados e dados para
contato com o laboratorio.

6.1.6. O laboratério clinico e o posto de coleta laboratorial devem dispor de meios que permitam a
rastreabilidade da hora do recebimento e/ou coleta da amostra.

6.1.7 A amostra deve ser identificada no momento da coleta ou da sua entrega quando coletada pelo
paciente.
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6.1.7.1 Deve ser identificado o nome do funcionario que efetuou a coleta ou que recebeu a amostra de
forma a garantir a rastreabilidade.

6.1.8 O laboratério clinico e o posto de coleta laboratorial devem dispor de instrugdes escritas que
orientem o recebimento, coleta e identificacdo de amostra.

6.1.9 O laboratédrio clinico e o posto de coleta laboratorial devem possuir instrugdes escritas para o
transporte da amostra de paciente, estabelecendo prazo, condicdes de temperatura e padrao técnico
para garantir a sua integridade e estabilidade.

6.1.10 A amostra de paciente deve ser transportada e preservada em recipiente isotérmico, quando
requerido, higienizavel, impermeavel, garantindo a sua estabilidade desde a coleta até a realizacdo do
exame, identificado com a simbologia de risco bioldgico, com os dizeres “Espécimes para Diagndstico”
e com nome do laboratério responsavel pelo envio.

6.1.11 O transporte da amostra de paciente, em areas comuns a outros servigos ou de circulacdo de
pessoas, deve ser feito em condigdes de seguranca conforme item 5.7.

6.1.12 Quando da terceirizagdo do transporte da amostra, deve existir contrato formal obedecendo
aos critérios estabelecidos neste Regulamento.

6.1.13 Quando da importacdo ou exportacdo de “Espécimes para Diagnostico”, devem ser seguidas a
RDC/ANVISA n° 01, de 06 de dezembro de 2002 e a Portaria MS n© 1985, de 25 de outubro de 2001,
suas atualizagdes ou outro instrumento legal que venha substitui-las.

6.2. Fase Analitica

6.2.1 O laboratério clinico e o posto de coleta laboratorial devem dispor de instrucGes escritas,
disponiveis e atualizadas para todos os processos analiticos, podendo ser utilizadas as instrugées do
fabricante.

6.2.2 O processo analitico deve ser o referenciado nas instrugdes de uso do fabricante, em referéncias
bibliograficas ou em pesquisa cientificamente valida conduzida pelo laboratério.

6.2.3 O laboratdrio clinico e o posto de coleta laboratorial devem disponibilizar por escrito, uma
relacdo que identifique os exames realizados no local, em outras unidades do proprio laboratério e os
que sao terceirizados.

6.2.4 O laboratério clinico e o posto de coleta laboratorial devem definir mecanismos que possibilitem
a agilizacao da liberacao dos resultados em situagdes de urgéncia.

6.2.5 O laboratdrio clinico e o posto de coleta laboratorial devem definir limites de risco, valores
criticos ou de alerta, para os analitos com resultado que necessita tomada imediata de decisdo.

6.2.5.1 O laboratério e o posto de coleta laboratorial devem definir o fluxo de comunicagdo ao médico,
responsavel ou paciente quando houver necessidade de decisdo imediata.

6.2.6 O laboratoério clinico deve monitorar a fase analitica por meio de controle interno e externo da
qualidade.

6.2.7 O laboratoério clinico e o posto de coleta laboratorial devem definir o grau de pureza da agua
reagente utilizada nas suas analises, a forma de obtencgdo, o controle da qualidade.

6.2.8 O laboratorio clinico pode contar com laboratérios de apoio para realizagdo de exames.

6.2.8.1 O laboratdrio de apoio deve seguir o estabelecido neste regulamento técnico.
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6.2.9 O laboratério clinico deve:

a) manter um cadastro atualizado dos laboratérios de apoio;

b) possuir contrato formal de prestacao destes servigos;

c) avaliar a qualidade dos servigos prestados pelo laboratério de apoio.

6.2.10 O laudo emitido pelo laboratério de apoio deve estar disponivel e arquivado pelo prazo de 5
(cinco) anos.

6.2.11 Os servicos que realizam testes laboratoriais para deteccdo de anticorpos anti-HIV devem
seguir, o disposto neste Regulamento Técnico, além do disposto na Portaria MS n°. 59 de 28 de
janeiro de 2003 e na Portaria SVS n°. 34 de 28 de julho de 2005, suas atualizagdes ou outro
instrumento legal que venha substitui-la.

6.2.12 Os resultados laboratoriais que indiquem suspeita de doenca de notificacdo compulséria devem
ser notificados conforme o estabelecido no Decreto no 49.974-A, de 21 de janeiro de 1961, e na
Portaria no 2325, de 08 de dezembro de 2003, suas atualizagdes, ou outro instrumento legal que
venha a substitui-la.

6.2.13 A execugdo dos Testes Laboratoriais Remotos - TLR (Point-of-care) e de testes rapidos, deve
estar vinculada a um laboratério clinico, posto de coleta ou servigo de saude publica ambulatorial ou
hospitalar.

6.2.14 O Responsavel Técnico pelo laboratério clinico é responsavel por todos os TLR realizados dentro
da instituicdo, ou em qualquer local, incluindo, entre outros, atendimentos em hospital-dia, domicilios
e coleta laboratorial em unidade mével.

6.2.15 A relagdo dos TLR que o laboratério clinico executa deve estar disponivel para a autoridade
sanitaria local.

6.2.15.1 O laboratério clinico deve disponibilizar nos locais de realizagdo de TLR procedimentos
documentados orientando com relacdo as suas fases pré-analitica, analitica e pds-analitica, incluindo:

a) sistematica de registro e liberagdo de resultados provisorios;
b) procedimento para resultados potencialmente criticos;
c) sistematica de revisdo de resultados e liberagdo de laudos por profissional habilitado.

6.2.15.2 A realizacdo de TRL e dos testes rapidos estd condicionada a emissdo de laudos que
determine suas limitagdes diagnosticas e demais indicagbes estabelecidos no item 6.3.

6.2.15.3 O laboratdrio clinico deve manter registros dos controles da qualidade, bem como
procedimentos para a realizagdo dos mesmos.

6.2.15.4 O laboratério clinico deve promover e manter registros de seu processo de educacgdo
permanente para os usuarios dos equipamentos de TLR.

6.3 Fase p0Os-analitica

6.3.1 O laboratério clinico e o posto de coleta laboratorial devem possuir instrugdes escritas para
emissdo de laudos, que contemplem as situagdes de rotina, plantdes e urgéncias.

6.3.2 O laudo deve ser legivel, sem rasuras de transcricdo, escrito em lingua portuguesa, datado e
assinado por profissional de nivel superior legalmente habilitado.
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6.3.3 O laudo deve conter no minimo os seguintes itens:

a) identificacdo do laboratoério;

b) endereco e telefone do laboratodrio;

c) identificacdo do Responsavel Técnico (RT);

d) nO. de registro do RT no respectivo conselho de classe profissional;

e) identificacdo do profissional que liberou o exame;

f) nO. registro do profissional que liberou o exame no respectivo conselho de classe do profissional
g) nO. de registro do Laboratério Clinico no respectivo conselho de classe profissional;

h) nome e registro de identificagdo do cliente no laboratério;

i) data da coleta da amostra;

j) data de emissdo do laudo;

k) nome do exame, tipo de amostra e método analitico;

[) resultado do exame e unidade de medigdo;

m) valores de referéncia, limitacGes técnicas da metodologia e dados para interpretacdo;

n) observacdes pertinentes.

6.3.4 Quando for aceita amostra de paciente com restricdo, esta condicdo deve constar no laudo.

6.3.5 O laboratério clinico e o posto de coleta laboratorial que optarem pela transcrigio do laudo
emitido pelo laboratério de apoio, devem garantir a fidedignidade do mesmo, sem alteracGes que
possam comprometer a interpretacdo clinica.

6.3.6 O responsavel pela liberacdo do laudo pode adicionar comentarios de interpretacdao ao texto do
laboratério de apoio, considerando o estado do paciente e o contexto global dos exames do mesmo.

6.3.7 O laudo de analise do diagnostico soroldgico de Anticorpos Anti-HIV deve estar de acordo com a
Portaria MS n° 59/2003, suas atualizagGes ou outro instrumento legal que venha a substitui-la.

6.3.8 As copias dos laudos de analise bem como dados brutos devem ser arquivados pelo prazo de 5
(cinco) anos, facilmente recuperaveis e de forma a garantir a sua rastreabilidade.

6.3.8.1 Caso haja necessidade de retificacdo em qualquer dado constante do laudo ja emitido, a
mesma dever ser feita em um novo laudo onde fica clara a retificagcdo realizada.

7 REGISTROS

7.1 O laboratério clinico e o posto de coleta laboratorial devem garantir a recuperagdo e
disponibilidade de seus registros criticos, de modo a permitir a rastreabilidade do laudo liberado.

7.2 As alteragbes feitas nos registros criticos devem conter data, nome ou assinatura legivel do
responsavel pela alteragdo, preservando o dado original.
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8 GARANTIA DA QUALIDADE

8.1 O laboratorio clinico deve assegurar a confiabilidade dos servicos laboratoriais prestados, por meio
de, no minimo:

a) controle interno da qualidade;

b) controle externo da qualidade (ensaios de proficiéncia).
9 CONTROLE DA QUALIDADE

9.1 Os programas de Controle Interno da Qualidade (CIQ) e Controle Externo da Qualidade (CEQ)
devem ser documentados, contemplando:

a) lista de analitos;

b) forma de controle e freqiiéncia de utilizacao;

c) limites e critérios de aceitabilidade para os resultados dos controles;

d) avaliagao e registro dos resultados dos controles.

9.2 Controle Interno da Qualidade - CIQ

9.2.1 O laboratério clinico deve realizar Controle Interno da Qualidade contemplando:

a) monitoramento do processo analitico pela anadlise das amostras controle, com registro dos
resultados obtidos e analise dos dados;

b) definicdo dos critérios de aceitacdo dos resultados por tipo de analito e de acordo com a
metodologia utilizada;

c) liberacdo ou rejeicdo das analises apds avaliacdo dos resultados das amostras controle.

9.2.2 Para o CIQ, o laboratério clinico deve utilizar amostras controle comerciais, regularizados junto a
ANVISA/MS de acordo com a legislagao vigente.

9.2.2.1 Formas alternativas descritas na literatura podem ser utilizadas desde que permitam a
avaliacdo da precisdo do sistema analitico.

9.2.3 O laboratoério clinico deve registrar as acGes adotadas decorrentes de rejeigdes de resultados de
amostras controle.

9.2.4 As amostras controle devem ser analisadas da mesma forma que amostras dos pacientes.
9.3 Controle Externo da Qualidade - CEQ

9.3.1 O laboratério clinico deve participar de Ensaios de Proficiéncia para todos os exames realizados
na sua rotina.

9.3.1.1 Para os exames ndo contemplados por programas de Ensaios de Proficiéncia, o laboratério
clinico deve adotar formas alternativas de Controle Externo da Qualidade descritas em literatura
cientifica.

9.3.2 A participagdo em Ensaios de Proficiéncia deve ser individual para cada unidade do laboratério
clinico que realiza as analises.

9.3.3 A normalizacdo sobre o funcionamento dos Provedores de Ensaios de Proficiéncia sera definida
em resolucdo especifica, desta ANVISA .
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9.3.4 O laboratério clinico deve registrar os resultados do Controle Externo da Qualidade,
inadequacdes, investigacdo de causas e agOes tomadas para os resultados rejeitados ou nos quais a
proficiéncia ndo foi obtida.

9.3.5 As amostras controle devem ser analisadas da mesma forma que as amostras dos pacientes.
10 DISPOSICf)ES TRANSITORIAS

10.1 O laboratoério clinico e o posto de coleta laboratorial tém o prazo de 180 (cento e oitenta) dias
para se adequarem ao estabelecido neste Regulamento Técnico a partir da data de sua publicacdo.
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2. REQUISITOS BASICOS PARA LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA

INTRODUGCAO

* Elaborar e viabilizar normas para coleta, conservacdo e transporte de material de interesse clinico;

= Estabelecer e executar rotinas microbioldgicas, dentro dos padrdes técnico-cientificos vigentes,
que permitam o isolamento e identificacdo dos principais agentes infecciosos de importancia

clinica, por género e, se possivel, por espécie;
= Determinar a sensibilidade as drogas antimicrobianas;
= Efetuar o controle de qualidade de suas atividades e dos processos de esterilizagao;

= Divulgar e implementar normas de biosseguranga;

= Participar junto com a Comissdo de Controle de Infeccdo Hospitalar do rastreamento

epidemioldgico dos surtos de infeccao hospitalar;

= Fornecer periodicamente dados relacionados com a etiologia das infeccdes hospitalares e da

resisténcia as drogas;

= Executar outras atividades afins de natureza ndo rotineira e de relevancia em determinadas
situagbes como, por exemplo, estudos microbiolégicos de materiais inanimados, portadores,

desinfetantes, etc.

INFRA-ESTRUTURA FISICA

RECURSOS MATERIAIS

O equipamento minimo para funcionamento de um laboratdrio de microbiologia consiste em:

» estufa bacterioldgica » destilador para agua

= forno de Pasteur = balanga para tarar tubos

= autoclave * balanga comum com uma ou duas casas
*  microscépio binocular decimais

= centrifugador de baixa rotagao * bico de Bunsen

* homogeneizador = geladeira

* banho-maria de pequena dimensao = capela de fluxo laminar

Além desse equipamento minimo, o laboratério podera contar com outros aparelhos opcionais:

*  microscépio estereoscopico

= congelador (-20°C ou -70°C)

* bomba de vacuo para filtragdo com membranas
= potenciometro

= balancga analitica

RECURSOS HUMANOS

E recomenddvel que a supervisdo técnico-cientifica do laboratério esteja a cargo de médico ou

profissional de nivel superior, especializado em microbiologia, e, se possivel, em tempo integral.
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BIOSSEGURANCA E CONTROLE DE QUALIDADE

Nota-se que os laboratérios e hospitais sdo estruturas prestadoras de servicos em saude, e portanto,
estdo constantemente envolvidos em manejo de riscos. Este é estabelecido para evitar e reduzir ao
minimo as possibilidades de acidentes ou praticas de alto risco que potencialmente podem causar
dano tanto aos funcionarios como aos pacientes. Sendo assim o manejo de risco deve garantir nao
somente um ambiente de trabalho seguro, mas também condicSes adequadas para que os pacientes
possam se submeter aos procedimentos clinicos mais avangados e obter diagndsticos confidveis.

Dessa forma o manejo de risco tem como objetivo a implantagdo de praticas de seguranca laboratorial
e de controle de qualidade dos servigos.

SEGURANGA LABORATORIAL

Pode ser definida como sendo um conjunto de agbes voltadas para a prevengao, minimizagdo ou
eliminagdo de riscos inerentes a estas atividades e que podem comprometer a salide do homem, dos
animais, do meio ambiente ou a qualidade dos trabalhos desenvolvidos.

A rotina do Laboratdrio de Microbiologia envolve exposicdo tanto com material clinico e reagentes
quimicos como com potenciais agentes patogénicos concentrados em meio de cultura. Assim
profissionais da area de salde e outros trabalhadores que exercem suas atividades em laboratérios,
estdo sob risco de desenvolver doenga por exposicdo a agentes infecciosos, produtos quimicos toxicos
e inflamaveis, entre outros.

Atualmente, com a sofisticacdo das novas técnicas de diagndstico, observamos profissionais de outras
areas, tais como fisicos, quimicos, analistas de sistemas, etc, envolvidos em atividades com exposicdo
a agentes infecciosos e por outro lado, microbiologistas manipulando substdncias quimicas ou
materiais radioativos.

A responsabilidade legal pela seguranca em ambientes de trabalho cabe aos administradores de
hospitais e laboratérios. No entanto, os funcionarios também sdo responsaveis pela sua adesdo as
técnicas microbiolégicas seguras e da incorporagdo das normas de biosseguranca ao seu trabalho
diario delineadas no “Manual de Seguranca de Laboratério”.

Deve-se designar um encarregado ou uma comissdao de seguranga cujas atribuicdes incluem a
redagdo, publicacdo e implementagao das normas e instrugdes de seguranga. Dentre os regulamentos
de seguranga inclui-se medidas de protecao pessoal; manuseio de equipamentos, amostras e
materiais; e outras precaugdes. Os funcionarios devem ser informados destas normas e instrugdes
através de cursos e treinamentos regularmente programados. Cabe também ao encarregado/comissao
de seguranca juntamente com os administradores/supervisores dos hospitais e laboratérios de ajustar
e corrigir falhas ou irregularidades de conduta.

CONTROLE DE QUALIDADE

Para o programa basico de controle de qualidade em microbiologia, deve-se incluir, além de uma lista
de itens especificos, o senso comum, o bom julgamento e uma constante atencdo aos detalhes. Para o
controle de qualidade deve-se estabelecer o padrdo minimo e delinear as diversas etapas que devem
ser seguidas para o controle didrio e vigilancia de todas as facetas do programa.

As diretrizes para o controle de qualidade devem constar em um manual, no qual estejam detalhadas
praticas tais como procedimentos para monitorar o funcionamento dos equipamentos, o controle da
reatividade dos meios e reagentes, os prazos de validade, os resultados de todos os testes, etc.
Devem ser elaborados formuldrios adequados para coletar dados, de modo que qualquer
anormalidade possa ser facilmente detectada. O encarregado também deve revisar todos os registros
de controle e verificar que sejam anotadas todas as incidéncias fora do controle e as respectivas aces
corretivas tomadas.

Os laboratérios devem também dispor de uma lista de inspecdo para realizar avaliacbes pontuais dos
controles de qualidade - um requerimento para credenciamento de laboratdrios e/ou auditoria e
fiscalizacdo sanitaria.

Procedimento Operacional Padrao (POP)
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Para melhoria na qualidade dentro do laboratério recomenda-se a elaboracdo de POPs, ou seja,
protocolos que descrevem detalhadamente cada atividade realizada no laboratério, desde a coleta até
a emissdo do resultado final, incluindo utilizagdo de equipamentos, procedimentos técnicos e inclusive
cuidados de biosseguranga e condutas a serem adotadas em acidentes.

Os POPs tém como objetivo padronizar todas as agdes para que diferentes técnicos possam
compreender e executar, da mesma maneira, uma determinada tarefa, garantindo assim qualidade.
Esses protocolos devem estar escritos de forma clara e completa possibilitando a compreensdo e
adesdo de todos.

Os POPs devem estar disponiveis em local de acesso e conhecido de todos os profissionais que atuam
no ambiente laboratorial, revisados e atualizados periodicamente e devem ser assinados pelo
responsavel do laboratério.
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3. CLASSIFICACAO DOS LABORATORIOS SEGUNDO O NIVEL DE
BIOSSEGURANCA

CTNBio (Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranca) € responsavel pela maioria das atribuicoes
relativas ao estabelecimento de normas, analise de risco, acompanhamento, emissdo de certificados
de qualidade em biosseguranca (CQB) para o desenvolvimento de atividades em laboratério nessa
area, definicdo do nivel de biosseguranca e classificagdo dos OGM (organismos geneticamente
modificados). Também caberd a comissdao emitir parecer técnico prévio conclusivo sobre a
biosseguranca desses organismos e seus derivados nas atividades de pesquisa e uso comercial.

As caracteristicas fisicas estruturais e de contencdo de um laboratério determinam o tipo de
microrganismo que pode ser manipulado em suas dependéncias.

NiVEL 1 DE BIOSSEGURANCA (NB-1) OU PROTECAO BASICA (P1)

As praticas, o equipamento de seguranca e o projeto das instalagbes sdo apropriados para o
treinamento educacional secundario ou para o treinamento de técnicos, e de professores de técnicas
laboratoriais. E adequado ao trabalho que envolva agente com o menor grau de risco para o pessoal
do laboratério e para o meio ambiente. O Bacillus subtilis, o Naegleria gruberi, o virus da hepatite
canina infecciosa e organismos livres sob as Diretrizes do NIH (National Institute of Health) de DNA
Recombinantes sdo exemplos de microorganismos que preenchem todos estes requisitos descritos
acima. Muitos agentes que geralmente ndo estdo associados a processos patolégicos em homens sdo,
entretanto, patdgenos oportunos e que podem causar uma infecgdo em jovens, idosos e individuos
imunosupressivos ou imunodeprimidos. As cepas de vacina que tenham passado por multiplas
passagens in vivo ndo deverdo ser consideradas ndo virulentas simplesmente por serem cepas de
vacinas.

O laboratério, neste caso, ndo estd separado das demais dependéncias do edificio. O trabalho é
conduzido, em geral, em bancada. Os equipamentos de contengdo especificos ndo sdo exigidos. O
pessoal de laboratério devera ter treinamento especifico nos procedimentos realizados no laboratério e
deverdo ser supervisionados por cientista com treinamento em microbiologia ou ciéncia correlata.

NiVEL 2 DE BIOSSEGURANCA (NB-2) OU (P2)

As praticas, os equipamentos, a planta e a construgdo das instalagBes sdo aplicaveis aos laboratérios
clinicos, de diagnéstico, laboratdrios escolas e outros laboratérios onde o trabalho é realizado com um
maior espectro de agentes nativos de risco moderado presentes na comunidade e que estejam
associados a uma patologia humana de gravidade varidavel. Com boas técnicas de microbiologia, esses
agentes podem ser usados de maneira segura em atividades conduzidas sobre uma bancada aberta,
uma vez que o potencial para a producdo de borrifos e aerossois é baixo. O virus da hepatite B, o HIV,
a salmonela e o Toxoplasma spp. sdao exemplos de microorganismos designados para este nivel de
contencdo. O Nivel de Biosseguranca 2 ¢ adequado para qualquer trabalho que envolva sangue
humano, liquidos corporais, tecidos ou linhas de células humanas primarias onde a presenca de um
agente infeccioso pode ser desconhecido.

(1) O pessoal de laboratério deve ter treinamento técnico especifico no manejo de agentes
patogénicos e devem ser supervisionados por cientistas componentes;

(2) O acesso ao laboratério deve ser limitado durante os procedimentos operacionais;

(3) Determinados procedimentos nos quais exista possibilidade de formacdo de aerossois infecciosos,
devem ser conduzidos em cabines de seguranga bioldgica ou outro equipamento de contencdo
fisica.

NIVEL 3 DE BIOSSEGURANCA (NB-3) OU (P3)

E aplicavel para laboratérios clinicos, de diagnéstico, ensino e pesquisa ou de producdo onde o
trabalho com agentes exdticos possa causar doengas sérias ou potencialmente fatais como resultado
de exposicdo por inalagdo. A equipe laboratorial deve possuir treinamento especifico no manejo de
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agentes patogénicos e potencialmente letais devendo ser supervisionados por competentes cientistas
que possuam vasta experiéncia com estes agentes.

Todos os procedimentos que envolverem a manipulagdo de material infeccioso devem ser conduzidos
dentro de cabines de seguranga bioldgica ou outro sistema de contencdo fisica. Os manipuladores
devem usar roupas de protegdo individual.

O laboratério devera ter instalacGes compativeis para o NB-3. Para alguns casos, quando ndo
existirem as condigOes especificas para o NB-3, particularmente em instalacdes laboratoriais sem area
de acesso especifica, com ambientes selados ou fluxo de ar unidirecional, as atividades de rotina e
operacGes repetitivas podem ser realizadas em laboratério com instalagbes NB-2, desde que
acrescidas das praticas recomendadas para NB-3 e do uso de equipamentos de contencdo para NB-3.
Cabe ao Pesquisador Principal a decisdo de implementar essas modificacdes, comunicando-as a CIBio
e CTNBio.

NIVEL 4 DE BIOSSEGURANCA (NB-4) OU (P4)

As praticas, o equipamento de seguranca, o planejamento e construgdo das dependéncias sdo
aplicaveis para laboratorios clinicos, de diagnodsticos, laboratério escola, de pesquisa ou de produgdes.
Nestes locais, realiza-se o trabalho com agentes nativos ou exoticos que possuam um potencial de
transmissdo via respiratoria e que podem causar infeccbes sérias e potencialmente fatais. O
Mycobacterium tuberculosis, o virus da encefalite de St. Louis e a Coxiella burnetii sdo exemplos de
microorganismos determinados para este nivel. Os riscos primarios causados aos trabalhadores que
lidam com estes agentes incluem a auto-inoculacdo, a ingestdo e a exposicdo aos aerossois
infecciosos.

S&do poucos laboratérios no mundo que possuem instalacGes compativeis com nivel 4 de

biosseguranca.

CLASSIFICAGCAO DO ORGANISMO SEGUNDO SEU POTENCIAL PATOGENICO

Classe (baixo risco individual e baixo risco para a comunidade) - organismo que nao causa
de doenca ao homem ou animal. Ex: microrganismos usados na producdo de cerveja,
Risco 1 vinho, pao e queijo. (Lactobacillus casei, Penicillium camembertii, S. cerevisiae, etc).

(risco individual moderado e risco limitado para a comunidade) - patdégeno que causa
doenca ao homem ou aos animais, mas que ndo consiste em sério risco, a quem o

Clzsese manipula em condicdes de contengdo, a comunidade, aos seres vivos e ao meio
Risco 2 ambiente. As exposicoes laboratoriais podem causar infeccdo, mas a existéncia de
medidas eficazes de tratamento e prevencgao limita o risco.
Exemplo: bactérias - Clostridium tetani, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus;
virus - EBV, herpes; fungos - Candida albicans; parasitas - Plasmodium, Schistosoma
Classe (elevado risco individual e risco limitado para a comunidade) - patdégeno que
de geralmente causa doengas graves ao homem ou aos animais e pode representar um
Risco 3 sério risco a quem o manipula. Pode representar um risco se disseminado na

comunidade, mas usualmente existem medidas de tratamento e de prevengao.

Exemplos: bactérias - Bacillus anthracis, Brucella, Chlamydia psittaci, Mycobacterium
tuberculosis; virus - hepatites B e C, HTLV 1 e 2, HIV, febre amarela, dengue; fungos -
Blastomyces dermatiolis, Histoplasma; parasitas - Echinococcus, Leishmania,
Toxoplasma gondii, Trypanosoma cruzi

(elevado risco individual e elevado risco para a comunidade) - patégeno que representa
Classe grande ameacga para o ser humano e para aos animais, representando grande risco a
de guem o manipula e tendo grande poder de transmissibilidade de um individuo a outro.
Risco 4 Normalmente ndo existem medidas preventivas e de tratamento para esses agentes.
Exemplos: Virus de febres hemorragicas, Febre de Lassa, Machupo, Ebola, arenavirus e

certos arbovirus.
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CLASSIFICAGAO DOS ORGANISMOS GENETICAMENTE MODIFICADOS

Os OGMs sdo classificados em Grupo I e Grupo II, conforme o Anexo I da Lei 8.974/95. A classificagdo
dos OGMs em Grupo I ou Grupo II considera os riscos associados a classe de risco e as caracteristicas
do organismo receptor ou parental.

OGM po GRuUPO 1

Receptor ou parental

- ndo patogénico.
- isento de agentes adventicios.

- com amplo histérico documentado de utilizagdo segura, ou com a incorporagdo de barreiras
bioldgicas que, sem interferir no crescimento étimo em reator ou fermentador, permita uma
sobrevivéncia e multiplicacdo limitadas, sem efeitos negativos para o meio ambiente.

Vetor/Inserto

—-deve ser adequadamente caracterizado quanto a todos os aspectos, destacando-se aqueles que
possam representar riscos ao homem e ao meio ambiente, e desprovido de seqiéncias nocivas
conhecidas.

- deve ser de tamanho limitado, no que for possivel, as seqiiéncias genéticas necessarias para realizar
a funcao projetada.

- nado deve incrementar a estabilidade do organismo modificado no meio ambiente.
- deve ser escassamente mobilizével.

- ndo deve transmitir nenhum marcador de resisténcia a organismos que, de acordo com os
conhecimentos disponiveis, ndo o adquira de forma natural.

Microorganismos geneticamente modificados

- ndo-patogénicos.

- que oferecam a mesma seguranga que o organismo receptor ou parental no reator ou fermentador,
mas com sobrevivéncia e/ou multiplicacdo limitadas, sem efeitos negativos para o meio ambiente.

Outros microorganismos geneticamente modificados que poderiam incluir-se no Grupo I, desde que
reunam as condicGes estipuladas no item anterior

- microrganismos construidos inteiramente a partir de um Unico receptor procaridtico (incluindo
plasmideos e virus enddgenos) ou de um Unico receptor eucariotico (incluindo cloroplastos,
mitocdndrias e plasmideos, mas excluindo os virus).

- organismos compostos inteiramente por seqliéncias genéticas de diferentes espécies que troquem
tais sequiéncias mediante processos fisioldgicos conhecidos.

OGM po Grupro II

Todos aqueles ndo incluidos no grupo II, ou seja, qualquer organismo resultante de organismo
receptor ou parental classificado como patogénico para o homem e animais como classe de risco 2, 3,
ou 4.

Nota: Os laboratérios clinicos e de diagnésticos sao geralmente classificados como Nivel 2
ou 3 de Biosseguranga.
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4. LABORATORIOS NB-1, NB-2 E NB-3

DESIGN E INFRA-ESTRUTURA LABORATORIAIS

= Espaco suficiente deve ser projetado de modo a permitir a execucdao dos procedimentos
laboratoriais de forma organizada e segura, e acesso facil para limpeza e descontaminagdo.

= Paredes, tetos, pavimentos e bancadas devem ser duraveis, lisas, facilmente lavaveis,
impermeaveis a liquidos, resistentes ao calor moderado e aos produtos quimicos e desinfetantes
normalmente utilizados no laboratério; o piso deve ser antiderrapante e a exposicao de tubulagoes
deve ser evitada, quando possivel.

= Nos laboratérios NB-3, aberturas, para manutencdao de encanamentos, existentes nas paredes,
tetos e pavimentos devem ser selados para facilitar a descontaminagdo. Dutos e espagos entre
portas e esquadrias também devem permitir o selamento para facilitar a descontaminagao.

= Ailuminagao deve ser adequada para todas as atividades.

= Espacgo para o armazenamento de insumos e suprimentos deve ser adequado para uso imediato,
evitando assim o aglomeramento nas bancadas e areas de circulacdo; espaco adicional para
estoque de insumos e suprimentos laboratoriais deve ser projetado em locais fora das areas de
trabalho.

» Locais especificos para o armazenamento e o manuseio seguro de solventes, materiais radioativos
e gases comprimidos e liquefeitos devem ser proporcionados.

= Pertences pessoais dos trabalhadores devem ser mantidos em locais fora das instalagdes do
laboratério. Os laboratorios NB-3 devem dispor de sala para a troca de roupas.

= Cada laboratério deve possuir uma pia para lavagem das maos, preferencialmente préxima a
saida. Recomendamos a construgdo de pias que funcionem automaticamente ou que sejam
acionadas com o pé ou com o joelho.

= As portas devem ter abertura para fora, serem corta-fogo, dotadas com visores de vidro e que se
fechem automaticamente. E exigido um sistema de portas com trancas em dependéncias que
abrigarem agentes restritos. Para os laboratorios NB-3 as portas devem ser duplas e que
disponham de um sistema de intertravamento; um dispositivo para saida de emergéncia deve ser
instalado.

* Uma autoclave deve estar disponivel no interior ou préximo ao laboratorio.

» Os sistemas de seguranca devem atender emergéncias elétricas e de incéndio, e os locais que se
encontram o chuveiro e lavador de olho.

= As areas de primeiro-socorro devem estar adequadamente equipadas e de facil acesso.

= Recomenda-se um sistema de ventilacgdo mecanico que oferecem uma circulagdo interna do ar
sem recirculacdo; ou janelas que abrem e providas de telas de protecdo contra insetos.

Para NB-3:

- O sistema de ventilacdo deve ser construido para permitir descontaminagdo de gases e que
mantenha um fluxo de ar unidirecional adequado para o laboratério; o ar circulado no
laboratdrio ndo deve ser reciclado para outras areas do estabelecimento. No entanto, o ar
pode ser filtrado com filtros HEPA, e entdo recondicionado e recirculado no préprio do
laboratério. O ar de exaustdo do laboratério (exceto das cabines de seguranga) pode ser
descartado para fora das instalagdes; recomenda-se que o descarte através de filtros HEPA.

- O ar exaurido das cabines de seguranca bioldgica deve ser retirado diretamente para fora do
ambiente de trabalho através do sistema de exaustdo do edificio. Estas deverdo estar
conectadas de maneira que evitem qualquer interferéncia no equilibrio do ar das cabines ou do
sistema de exaustdo do edificio. Quando as cabines de seguranga bioldgica Classe III forem
utilizadas, estas deverdo estar conectadas diretamente ao sistema de exaustores.

- Centrifugas de fluxo continuo ou outros equipamentos que possam produzir aerossois deverdo
ser refreadas através de dispositivos que liberem o ar através de filtros HEPA antes de serem
descarregados do laboratoério. Esses sistemas HEPA deverdo ser testados anualmente. Uma
outra alternativa seria jogar o ar de saida das cabines para fora, em locais distantes de areas
ocupadas ou das entradas de ar.
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- As linhas de vacuo deverdo ser protegidas por sifées contendo desinfetantes liquidos e filtros
HEPA, ou o equivalente. Os filtros deverdo ser substituidos quando necessario. Uma alternativa
€ usar uma bomba a vacuo portatil (também adequadamente protegida com sifes e filtros).

- As janelas devem ser fechadas, lacradas e resistentes a danos fisicos.

Deve haver suprimento de boa qualidade de gas, eletricidade assim como de luz de emergéncia; o
gerador é aconselhavel para os equipamentos essenciais como estufas, cabine de seguranca
bioldgica, refrigeradores, etc. A manutencdo regular e eficiente desses servigos é obrigatoria.

A agua de torneira, ndo € propria para uso no Laboratério Clinico; deve ser providenciado um
sistema adequado de suprimento de agua purificada a fim de evitar interferéncias nos testes ou
ensaios.

Seguranca contra incéndios e atos de vandalismo deve ser considerado; portanto portas e janelas
apropriadas e chaves de uso restrito sao fundamentais.

Considere a construgdo de novos laboratoérios longe de area publicas.

Laboratorios NB-3 devem estar localizados isoladamente de areas que sdo abertas ao trafego
interno irrestrito; deve ser projetado de modo a impedir a entrada de insetos e outros organismos
indesejaveis.

O projeto da instalagdo e os procedimentos operacionais do NB-3 devem ser documentados. Os
parametros operacionais e das instalacdes deverdo ser verificados quanto ao funcionamento ideal
antes que o estabelecimento inicie suas atividades. As instalacdes deverdao ser verificadas pelo
Mmenos uma vez ao ano.

ACCESSO

Para NB-1, o acesso ao laboratério deve ser limitado ou restrito de acordo com a definicdo do
chefe de laboratdrio, quando estiver sendo realizado experimento ou trabalhos com amostras e
culturas; além dessas exigéncias, nos laboratérios NB-2 e NB-3, o chefe de laboratério tem a
responsabilidade de limitar o acesso; cabe ao mesmo avaliar cada situagao e autorizar quem
podera entrar ou trabalhar no laboratério.

Menores de idade ndo devem ser autorizadas ou permitidas dentro do laboratério.

As pessoas que apresentarem um risco maior de contaminagdo ou que possam ter sérias
conseqliéncias caso sejam contaminadas, ndo devem ser permitidas dentro dos laboratérios NB-2
e NB-3 ou na sala de animais.

NB-2 e NB-3: as portas devem ser mantidas fechadas e adequadamente identificadas: o simbolo
de “Risco Bioldgico” deverda ser colocado na entrada do laboratério onde agentes etioldgicos
estiverem sendo utilizados. Este sinal de alerta devera conter informagdes como o(s) nome(s) o(s)
agente(s) manipulado(s), o nivel de biosseguranca, as imunizagdes necessarias, 0 nome e niUmero
do telefone do pesquisador, o tipo de equipamento de protecdo individual que devera ser usado no
laboratdrio e os procedimentos necessarios para entrar e sair do laboratorio.

E proibida a admissdo de plantas e animais que ndo estejam relacionados ao trabalho em
execugao no laboratoério.

Nos laboratérios NB-3 nenhum individuo deve trabalhar sozinho; no minimo duas pessoas devem
estar nas instalagGes do laboratério.

EQUIPAMENTOS E ACESSORIOS LABORATORIAIS

O chefe de laboratério deve assegurar que os equipamentos e acessorios apropriados estejam
disponiveis e que sejam utilizados adequadamente. Os equipamentos devem ser selecionados
baseados nas seguintes premissas:

Projetado para evitar ou limitar o contato do operador e o material infectante.

Desenvolvido com materiais impermeaveis a liquidos, resistentes a corrosdo e que atendem aos
requerimentos estruturais.

projetado e instalado para facilitar a operacao, manutencdo, limpeza e descontaminacao; vidraria
e outros produtos quebraveis devem ser evitados sempre que possivel.
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- Especificagdes devem ser consultadas para se certificar que o equipamento e/ou acessério possui
os dispositivos de seguranca.

EQUIPAMENTOS ESSENCIAIS DE SEGURANGA

* Pipetas automaticas, bulbos de borracha ou outros disponiveis; é improprio e arriscado pipetar
com a boca.

= Cabines de seguranca bioldgica para os laboratérios NB-2 e NB-3 (vide descrigao)
* Algas de plastico descartaveis.

» Tubos e frascos com rosca.

» Autoclaves

Obs.: Equipamentos como autoclaves e cabines de seguranga biolégica devem ser certificadas; a
calibragdo dever ser efetuada regularmente de acordo com as instrugdes do fabricante.

EQUIPAMENTOS DE CONTENGCAO EXIGIDOS

Para os laboratdérios NB-1 ndo sdo exigidos equipamentos de contengdo de agentes classificados no
Grupo de Risco 1.

Para os laboratérios NB-2, devem ser utilizadas Cabines de Seguranca Biolégica Classe I ou 11,

conforme a classificagdo, ou outro dispositivo de contengdo pessoal ou de contencdo fisica sempre

que:

= Sejam realizados procedimentos com elevado potencial de criacdo de aerossdis, como
centrifugacgao, trituragdo, homogeneizagao, agitagao vigorosa, ruptura por sonicagao, abertura de
recipientes contendo material onde a pressao interna possa ser diferente da pressao ambiental,
inoculagao intranasal em animais e em cultura de tecidos infectados.

= Altas concentragdes ou grandes volumes de organismos contendo DNA/RNA recombinante. Tais
materiais s6 poderdo ser centrifugados fora de cabines de seguranca se forem utilizadas
centrifugas de seguranca e frascos lacrados. Estes s6 deverdo ser abertos no interior da cabine de
seguranga bioldgica.

As cabines devem ser instaladas, de forma que a variacdo da entrada e saida de ar da sala, ndo
provoque alteracdo nos padrdoes de contencdo de seu funcionamento. As cabines de segurancga
bioldgica devem estar localizadas longe de portas, janelas que possam ser abertas, areas laboratoriais
muito cheias e que possuam outros equipamentos potencialmente dilaceradores, de forma que sejam
mantidos os parametros de fluxo de ar nestas cabines de seguranca bioldgica.

Para os laboratérios NB-3, devem ser utilizadas Cabines de Segurancga Bioldgica Classe I, II ou
III conforme a classificacdo, ou outra combinagdao apropriada de dispositivos de protecao pessoal e
contencdo fisica sempre que:

* Houver manipulacdo de culturas e de material clinico ou ambiental, operacGes de desafio de
animais, cultivo de tecidos ou fluidos infectados de animais em experimentagdo ou ovos
embrionados, e necropsia de animais em experimentagdo. Cabine de segurancga bioldgica classe 111
deve ser utilizada no caso de procedimentos de alto risco envolvendo microrganismo classificado
na classe 3.

Estas cabines deverdo estar localizadas distantes de passagens, portas, venezianas, almoxarifado
sistemas de ventilacdo e areas do laboratdrio que possuam um grande movimento.

Cabine de seguranca biolégica classe I

E uma modificacdo da cabine usada no laboratério quimico. E uma cabine ventilada com fluxo de ar do
ambiente, podendo ter a frente totalmente aberta ou com painel frontal ou painel frontal fechado com
luvas de borracha. Possui duto de exaustdo com filtro HEPA. Ndo ha protecdo para o experimento
somente para o operador e o ambiente. Dentro da cabine sdo colocadas ldmpadas U.V. E
recomendada para trabalho com agentes de risco bioldgico dos grupos 1, 2 e 3.

Cabine de seguranca biolégica classe II
A cabine classe II é conhecida com o nome de Cabine de Segurancga Bioldgica de Fluxo Laminar de Ar.

O Principio fundamental é a protecdo do operador, do meio ambiente e do experimento ou produto.
Possui uma abertura frontal que permite o acesso a superficie de trabalho. Altura de seguranca da
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abertura do painel frontal é de 20 cm, podendo ter um alarme que previne contra a abertura
excessiva do painel. Possui filtro HEPA.

Cabine de seguranca biolégica classe II A

Fluxo laminar de AR vertical com tiro frontal de ar de 75 pés/min. O ar contaminado apos filtragem
pelo filtro HEPA do exaustor passa ao ambiente onde a cabine esta instalada (a cabine deve ter pelo
menos 20 cm de afastamento do teto). Ndo se deve usar este tipo de cabine com substancias toxicas,
explosivas, inflamaveis ou radioativas pela elevada percentagem de recirculacao do ar (recircula 70
%). E recomendada para trabalho com agentes de risco bioldgico das classes 1 e 2.

Cabine de seguranca biolégica classe II B1

Esta cabine possui filtro. O ar que entra na cabine atravessa o filtro HEPA abaixo da area de trabalho,
30 % do ar recirculam enquanto que 70% saem através do filtro exaustor. O tiro de ar no seu interior
€ de 100 pés/min. Usada para agentes bioldgicos tratados com minimas quantidades de produtos
quimicos toxicos e tragos de radionucleotideos. E recomendada para o trabalho com agentes de risco
bioldgico das classes 1, 2 e 3.

Cabine de seguranca biolégica classe II B2

E uma cabine de total esgotamento de ar. O ar entra pelo topo da cabine atravessa o pré-filtro e o
filtro HEPA sobre a area de trabalho. O tiro frontal de ar no seu interior é de 100 pés/min. O ar
filtrado, atravessa somente uma vez a area de trabalho. O esgotamento do ar deve ser realizado
através do filtro HEPA conduzindo-o, por um duto, para o exterior. Pode ser usado para agentes
bioldgicos tratados com produtos quimicos e radionucleotideos. E recomendada para trabalho com
agentes de risco bioldgico das classes 1, 2 e 3.

Cabine de seguranca biolégica classe II B3

E igual a Cabine de Seguranca Bioldgica Classe II. A velocidade de fluxo de ar no seu interior é de 75
a 100 pés/min. O ar é esgotado totalmente através de um filtro HEPA por um duto para o exterior. E
recomendada para o trabalho com agentes de risco bioldgico das classes 1, 2 e 3.

Cabine de seguranca biolégica classe III

E uma cabine de contengdo maxima. E totalmente fechada com ventilacdo prépria, construida em ago
inox a prova de escape de ar e opera com pressao negativa. O trabalho se efetua com luvas de
borracha presas a cabine. Para purificar o ar contaminado sdo instalados 2 filtros HEPA em série ou
um filtro HEPA e um incinerador. A introducdo e retirada de materiais se efetuam por meio de
autoclaves de porta dupla ou comporta de ar de porta dupla, recipiente de imersao com desinfetante.
Pode conter todos os servigos como: refrigeradores, estufas, freezers, centrifugas, banho-maria,
microscépio e sistema de manuseio de animais. NAO PODE CONTER GAS. Os dejetos liquidos s&o
recolhidos em um depésito para serem descontaminados antes de serem langados ao sistema de
esgoto. Maxima protecdo ao pessoal, meio ambiente e produto. E recomendada para o trabalho com
agentes de risco bioldgico da classe 4 e material de pesquisa de DNA de alto risco.

GESTAO DE SEGURANCA

= O chefe de laboratério deve estabelecer politicas e procedimentos com ampla informacdo a todos
que trabalhem no laboratdrio sobre o potencial de risco relacionado ao trabalho, bem como sobre
os requisitos especificos para entrada e saida do laboratoério e das salas onde ocorra manipulagdo
de animais.

= Cabera ao diretor o responsavel imediato do laboratério assegurar que antes que o trabalho com
os organismos designados para o NB-3 se inicie, toda a equipe do laboratéorio demonstre estar
apto para as praticas e técnicas padrdao de microbiologia e demonstrar habilidade também nas
praticas e operacdes especificas do laboratério. Podendo estar incluido uma experiéncia anterior
em manipulacdo de patdégenos humanos ou culturas de células, ou um treinamento especifico
proporcionado por peritos em técnicas microbioldgicas seguras.

= O responsavel imediato pelo laboratério deve assegurar o desenvolvimento e implementacdo de
um plano de gestao de seguranga assim como um manual de operagao; os procedimentos devem
ser preparados de acordo com as especificidades das atividades realizadas e incorporados aos
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procedimentos operacionais padrées (POP) ou a um manual de biosseguranca especifico do
laboratério.

= O chefe de laboratdrio (subordinado ao diretor ou ao responsavel imediato) deve assegurar o
treinamento regular em seguranca em laboratério.

= Todo o pessoal deve ser orientado para a necessidade de ler seguir as especificacdes de cada
rotina de trabalho, procedimentos de biosseguranca e praticas estabelecidas no Manual.

= Uma cépia do manual deve estar disponivel e acessivel no laboratdério

* Quando necessario, deve ser providenciado um programa rotineiro de controle de insetos e
roedores.

= Uma falha na contengdo de organismos patogénicos pode ser resultado de acidentes causados por
produtos quimicos, radiacdo, incéndio e por mal funcionamento do sistema elétrico. Portanto € de
extrema importancia que se mantenha uma seguranca de alto padrdo nessas areas em qualquer
laboratdrio de microbiologia.

= O desenvolvimento, implementacdo e treinamento de um plano de emergéncia é necessario nos
laboratérios NB-2 e NB-3.

SAUDE OCUPACIONAL

O administrador e/ou diretor juntamente com o chefe de laboratério € responsavel em assegurar a
implementacdo de um programa de controle médico de salde ocupacional. As seguintes medidas sdo
recomendadas:

* avaliagdo médica e subseqliente tratamento; todos os registros médicos devem ser registrados.

= Imunizagdo ou exame quanto aos agentes manipulados ou potencialmente presentes no
laboratdrio (por exemplo, vacina contra a hepatite B ou teste cutdneo para a tuberculose).

*» Exclusdo de individuos altamente susceptiveis (P.ex. gravidas) de areas de trabalho com alto risco

bioldgico.

= O uso de equipamentos e acessorios de protegdo pessoal assim como a adesdo aos procedimentos
recomendados.

NB-1

Embora os microrganismos de classe 1 ndo sejam patogénicos, o trabalhador deve fazer um exame
meédico e seu histérico médico deve ser registrado. Doengas ou acidentes laboratoriais devem ser
registrados e todos os trabalhadores devem ser informados e conscientes da importancia das boas
praticas no laboratério de microbiologia.

NB-2
* Avaliagdo médica antes da contratacdo do trabalhador é necessaria; o histérico médico deve ser
registrado.

= Amostras referéncia de soro do pessoal do laboratério ou de outras pessoas possivelmente
expostas ao risco, inclusive pessoal de limpeza e de manutencao devem ser coletada; amostras
adicionais devem ser obtidas periodicamente dependendo do agente manipulado e das atividades
exercidas nas das instalagdes laboratoriais.

= Registros de doencas e auséncias devem ser mantidos pela geréncia do laboratério; é de
responsabilidade do trabalhador informar o chefe de laboratério de todas as auséncias resultantes
de problemas de saude.

= Mulheres devem tomar conhecimento do risco que existe para o feto da exposicdo ocupacional a
certos microrganismos como, por exemplo, o virus da rubéola.

NB-3

Além das exigéncias citadas no NB-2:

= Invividuos que sdo imunocomprometidos ndao devem ser contratados para trabalhar nas
instalacGes do laboratdrio.
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= Apods uma avaliacdo clinica satisfatoria, deve-se providenciar para o trabalhador uma notificagdo
com a foto do mesmo e que descreva que este é um funcionario de um laboratério de nivel 3 de
biosseguranga. A notificagao pode incluir informagdes para contato, inclusive do chefe ou diretor
do laboratério, médico ou encarregado da biosseguranga do laboratério.

= Deve-se realizar anualmente radiografia de térax para os funcionarios que se dedicam a rotina de
tuberculose (seguir as orientagdes do Programa Nacional de Controle de Infecgao Hospitalar)

= Os trabalhadores devem ser apropriadamente imunizados ou examinados quanto aos agentes
manipulados ou potencialmente presentes no laboratério (por exemplo, vacina para hepatite B ou
teste cutdneo para tuberculose); exames peridédicos sao recomendados.

AREAS DE TRABALHO

= O laboratério deve ser mantido limpo, arrumado e livre de materiais que ndo sdo pertinentes ao
trabalho.

= As superficies das bancadas devem ser desinfetadas no final do trabalho ou ao fim do dia ou
sempre que ocorrer derramamento ou borrifada de material potencialmente perigoso.

= Todos os materiais, espécimes e culturas devem ser desinfetados antes do descarte ou da
lavagem para a reutilizacao.

= E proibido comer, beber, fumar e aplicar cosméticos nas areas de trabalho; alimentos devem ser
guardados em areas especificas para este fim, fora do laboratoério.

* Avisos como “ndao comer”, “ndao beber” e “ndo fumar” devem ser expostos claramente nas
instalacGes do laboratério.

PROTECAO PESSOAL

* No interior do laboratério, os freqlientadores devem utilizar roupas apropriadas como aventais,
gorros, mascaras etc. Antes de sair do laboratério para areas externas (biblioteca, cantina,
escritdorio administrativo), a roupa protetora deve ser retirada e deixada no laboratério e
guardados em locais diferentemente do vestuario pessoal.

= Avental para protecdo deve ser usado abotoados durante os procedimentos de rotina; deve ser
de mangas longas e, se possivel, de tecido sanfonado (tipo avental cirlrgico). NB-3: as roupas de
protecdo devem incluir aventais com uma frente inteira ou macacdo, gorros e protecdo pés
quando apropriado; antes de ser lavada a roupa devera ser descontaminada e devera ser trocada
depois de contaminada.

* As mascaras cirargicas e protetores oculares (6culos com protecdo lateral) sdo
obrigatorios para evitar a exposicdo das mucosas da boca e dos olhos e impedir o risco de inalagao
nos procedimentos que possam produzir aerossdis ou causar borrifamento de sangue; também
devem ser usados no manuseio de material bioldgico e diante de fontes de radiacdo de ultravioleta
artificial.

= NB-3: quando apropriado, equipamentos respiratérios devem ser utilizados em salas que
contenham animais infectados

= Devem ser usadas luvas quando houver um contato direto com materiais e superficies
potencialmente infecciosas ou equipamentos contaminados. O mais adequado € usar dois pares de
luvas. Essas luvas devem ser desprezadas quando estiverem contaminadas, quando o trabalho
com materiais infecciosos for concluido ou quando a integridade da luva estiver comprometida.
Luvas descartaveis ndo poderdo ser lavadas, reutilizadas ou usadas para tocar superficies “limpas”
(teclado, telefones, etc.), e ndo devem ser usadas fora do laboratério. Alternativas como luvas de
latex com talco deverdo estar disponiveis.

1. Luva plastica - descartdvel, deve ser desprezada apds cada uso. IndicacGes: para protegdo
exclusiva do usuario em situagdes como colheita de sangue, recebimento ou entrega de
material bioldgico, etc.

2. Luva doméstica - que pode ser antiderrapante; ndo descartavel. Seu uso é indicado para
lavagem e desinfeccdo de materiais e superficies. Apds o uso, lavar as maos enluvadas com
agua e sabdo e descontaminar as luvas em solugdo de hipoclorito a 0,5%, por 30 a 60
minutos.
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3. Luva cirargica (latex) - de preferéncia descartavel, mas pode ser reprocessada, embora
com restricdes. Indicada para uso em técnicas assépticas (para protecdo do paciente e do
usuario), tais como cateterizagdo vesical, exames endoscopicos, pungdo para obtencdo de
liguor, liquido articular, liquido pleural, etc.

= Lavar as maos freqiientemente: Fazendo-se ou ndo do uso de luvas, lavar as maos sempre
qgue houver mudanca de atividade, apds a manipulagdao de materiais infecciosos, apds a remocgao
das luvas, antes de sairem do laboratério e antes de comer, beber e mesmo fumar. A lavagem
deve envolver mdos e antebragos, usando-se agua e sabdo liquido. Friccionar com alcool a 70%
contendo 1% a 2% de glicerina. Outra opcdo é o uso de solugdo degermante a base de iodeto de
polivinilpirrolidona (PVP-I) a 10%. Usar de preferéncia toalhas descartaveis.

= N3o comer e beber no local de trabalho, assim como ndo armazenar bebidas e comidas nas
instalacGes do laboratdrio.

* N&o fumar, pois hd um aumento do risco de contaminagdo com microrganismos potencialmente
patogénicos ou com produtos quimicos; risco de incéndio e inconveniéncia com relacdo aos
colegas de trabalho.

= Prender os cabelos; evitar o uso de anéis, pulseiras e o uso de roupa social de mangas compridas.
= N&o passar cosméticos nas instalagdes do laboratério.

= Nao manusear lentes de contato e quando utilizados, proteger com dculos de seguranga. As lentes
de contato absorvem certos solventes e podem ser perigosas em casos de respingo e
derramamentos.

= N3&o usar calcados abertos no laboratério como sandalias, chinelos.

SEGURANCA NOS PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS

= Culturas, tecidos e amostras de fluidos corporeos ou dejetos potencialmente infecciosos devem ser
colocados em um recipiente com uma tampa que evite o vazamento durante a coleta, o manuseio,
0 processamento, o armazenamento, o transporte ou o embarque.

* Nos laboratérios NB-2 e NB-3, todas as manipulagées abertas que envolvam materiais infecciosos
deverdo ser conduzidas no interior das cabines de seguranca bioldgica ou de outros dispositivos de
contencdo fisica.

= Pipetagem com a boca deve ser proibido.
= Nenhum tipo de material deve ser levado a boca; etiquetas ou rétulos ndo devem ser lambidos.

= Material descartavel (seringas, agulhas, luvas, toalhas, etc.) deve ser utilizado sempre que
possivel.

= Todo procedimento técnico deve ser executado minimizando a formacdo de aerossodis; sempre que
houver uma probabilidade de formagdo de aerossol, o trabalho deve ser conduzido na cabine de
seguranga.

VIDRARIAS, SERINGAS E AGULHAS

= Todos os vidros que contenham reagentes devem ser rotulados e datados.

= O uso de agulhas e seringas deve ser limitado e elas nao devem ser utilizadas como pipetadores
ou qualquer outro propdsito que ndo seja de injecdo parenteral ou aspiracdo de fluidos de animais
de laboratorio e de garrafas de diafragmas.

= Extrema precaugdo deve ser tomada quando forem manuseadas agulhas e seringas de modo a
evitar a auto-inoculacdo e a produgdo de aerossdis durante o uso e o descarte.

= Devem ser usadas somente seringas com agulha fixa ou agulha e seringa em uma unidade Unica
descartavel usada para injecdo ou aspiracdo de materiais infecciosos. As seringas que possuem
um envoltoério para a agulha, ou sistemas sem agulha e outros dispositivos de seguranca deverdo
ser utilizados quando necessarios.

* Vidros quebrados ndo devem ser manipulados diretamente com a mao, devem ser removidos
através de meios mecanicos como uma vassoura e uma pa de lixo, pingcas ou forceps. Os
recipientes que contém agulhas, equipamentos cortantes e vidros quebrados contaminados
deverdo passar por um processo de descontaminagdo antes de serem desprezados, de acordo com
os regulamentos locais, estaduais ou federais.
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MANUSEIO DE AMOSTRAS

As amostras devem ser colhidas em recipientes resistentes, com vedagdo adequada para evitar
derramamento e perdas. Todas as mostras devem ser consideradas potencialmente perigosas.

Usar luvas descartaveis sempre que o trabalho envolver contato com material bildgico.

Se for evidenciada ruptura, escoamento ou mancha no recipiente com a amostra, transferir a
maior quantidade possivel da amostra para outro recipiente esterilizado e propriamente
identificado.

BOAS PRATICAS PARA CENTRIFUGACAO

Antes de centrifugar qualquer material, os tubos, frascos ou garrafas devem ser verificados quanto
a presenca de rachaduras. Os amortecedores de borracha no fundo dos rotores devem ser
trocados com periodicidade e qualquer fragmento de vidro que possa estar presente deve ser
removido.

Assegurar que a centrifuga esteja perfeitamente equilibrada antes do uso. Os anéis dos rotores e
os suportes dos tubos para assegurar o equilibrio de pesos devem ser verificados.

Esperar que a centrifugagdo cesse por completo antes de abrir a tampa para remover o material.

Em caso de derramamento e/ou quebra de um tubo dentro da centrifuga, o interior da centrifuga
deve ser desinfetado por completo.

Recomenda-se a desinfeccdo da centrifuga a cada dia de uso.

BoAs PRATICAS PARA DNA/RNA RECOMBINANTE

Quando organismos contendo moléculas de DNA/RNA recombinantes estiverem sendo
manipulados sdo exigidos requisitos especiais para a entrada de pessoal no laboratorio (por
exemplo, vacinagdo). Deve ser colocado um aviso sinalizando o risco, identificando o agente e o
nome do chefe de laboratoério, enderego completo e diferentes possibilidades de sua localizagdo ou
outra pessoa responsavel. Todos os requisitos necessarios para a entrada no laboratério devem
estar assinalados na porta de entrada.

Cuidados especiais devem ser tomados para impedir contaminagdo da pele com organismos
contendo moléculas de DNA/RNA recombinantes; devem ser usadas luvas no manejo de animais
em experimentagdo e sempre que houver possibilidade de contato da pele com o OGM.

Devem ser usadas somente seringas com agulha fixa ou agulha e seringa em uma unidade Unica
nas atividades de injegdo ou aspiracdo de fluidos contendo moléculas de DNA/RNA recombinantes.

Derramamentos ou acidentes que resultem em exposicdo a organismo contendo moléculas de
DNA/RNA recombinante devem ser imediatamente notificados a CIBio e a CTNBio, com
providéncias de avaliagdo médica, vigilancia e tratamento, sendo mantido registro dos acidentes e
das providéncias adotadas.

SEGURANCA ELETRICA

Todos os trabalhadores devem conhecer a localizagdo dos interruptores principais e de circuitos.
Nenhum instrumento deve ser reparado enquanto o mesmo estiver conectado a tomada.

As saidas ndo devem ser sobrecarregadas; nunca utilizar tomadas de tipo multiplo.
Todos os equipamentos devem ser providos de fio terra
Todas as descargas, incluindo os pequenos zumbidos, devem ser imediatamente investigadas

Os fios de extensdo devem ser utilizados apenas em concordancia com conjunto de politicas e
procedimentos gerais do estabelecimento.

MANUSEIO DE PRODUTOS QUIMICOS

Os armarios e vasilhas de seguranca para armazenamento devem estar localizados em areas
distantes das saidas e de fonte de calor, chamas e faiscas. A area de depdsito deve ser ventilada e
seu acesso limitado.

Mod II - 29



*» Todos os recipientes devem estar claramente rotulados com indicacdo de: conteldo, aviso de
perigo, precaucgdes especiais, data de recebimento e preparacdo, data de abertura para uso, data
de vencimento, fabricante

DESCONTAMINAGAO E DESCARTE DE RESIDUOS

* Todos os residuos do laboratério e do biotério deverdo ser descontaminados antes de serem
descartados através de um método de descontaminagdo aprovado como, por exemplo,
esterilizacdo por calor umido (autoclave). Os materiais que forem ser descontaminados fora do
préprio laboratdrio deverdo ser colocados em recipientes inquebraveis, a prova de vazamentos e
hermeticamente fechados para serem transportados ao local desejado.

= Os materiais para a descontaminacao na autoclave devem ser colocados em recipientes ou sacos
plasticos apropriados e autoclaveis.

* Um sistema de separagdo e identificacdo do material infeccioso e seus respectivos recipientes sdo
recomendados:

- N&o contaminado (ndo infeccioso) - residuo que pode ser reciclado, reutilizado ou
descartado como lixo doméstico.

- Contaminado perfurocortante (infeccioso) - residuo como agulhas, seringas, lancetas e
outros assemelhados devem ser descartados em recipientes estanques, rigidos, com tampa, e
identificados com simbolo e expressdo de residuo infectante. As agulhas ndo devem ser
entortadas, quebradas, recapeadas ou removidas da seringa apds o uso. Agulhas e seringas
devem ser imediatamente colocadas em recipientes resistentes a prova de perfuracdes,
localizados convenientemente, e descontaminadas na autoclave antes do descarte. As seringas
ndo podem ser esvaziadas para reaproveitamento; as seringas descartaveis, utilizadas com ou
sem agulha devem ser depositadas nos recipientes e autoclavadas antes do descarte.

- Contaminado para descontaminacao e reutilizagdo - recipientes, preferencialmente
plasticos, com desinfetantes preparados diariamente, devem ser colocados em todas as areas
de trabalho. O material a ser reutilizado ou reciclado deve permanecer em contato com o
desinfetante o tempo que for necessario, segundo as instrucdes do fabricante do produto. Apds
a desinfeccdo, o desinfetante e o material deve ser adequadamente descontaminado na
autoclave. Em seguida, o desinfetante deve ser descartado e o material entdo lavado para a
reutilizacdo. Em nenhuma circunstadncia o material contaminado deve ser submetido a uma
pré-lavagem.

- Contaminado para descarte - residuo deve ser descontaminado na autoclave em
recipientes resistentes a vazamento antes do descarte. Apds autoclavagem, este deve ser
colocado em recipiente proprio para transporte, também resistente a vazamento e danos
fisicos, e vedado apropriadamente.

- Contaminado para incineracdao - residuo para descarte na incineracdo. A incineracdo de
residuo bioldgico deve seguir as normas estabelecidas pelas autoridades locais.

DESINFETANTES E QUIMICOS

= O manual de seguranga deve incluir quais e as finalidades dos desinfetantes a serem utilizados e
as instrugdes de diluicao recomendadas para cada desinfetante. O fabricante deve providenciar
todas especificagdes relevantes. Hipoclorito de soédio e desinfetantes fendlicos sdo os mais
recomendados para fins laboratoriais.

*» Para casos especiais, alcool, iodo e outros oxidantes podem ser efetivos desde que comprovado
qgue o agente a ser destruido ndo seja resistente ao procedimento.

= Microonda, ultravioleta e radiagao ionizante ndao sao apropriadas.
RESIDUOS QUIMICOS TOXICOS

* Usar luvas de borracha, avental de borracha e dculos de protegao.

= O residuo deve ser armazenado no local onde é gerado, em ambiente especifico e arejado,
acondicionado em saco plastico branco, dentro de suas proprias embalagens primarias. Para o
caso da inexisténcia de suas embalagens, devem-se utilizar frascos de até dois litros, resistentes,
com tampa rosqueada, vedante e identificado com o nome e férmula do produto quimico, simbolo
e expressdo de residuo quimico toxico.
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O descarte de solventes organicos sollveis em agua com volumes < 500 ml e de organicos
insolUveis em agua com volumes < 100 ml pode ser na pia:

- Retirar todos os objetos da pia designada especialmente para descarte.

- Deixar escorrer, sem respingos, uma corrente de agua fria dentro da pia.

- Verter lentamente o liquido, o mais préoximo possivel do ralo, sem produzir respingos.

- Manter a corrente de agua fria por varios minutos apds a eliminacao do liquido.

Dependendo do volume gerado e o tempo de acondicionamento para o tratamento ou disposicdo

final, o laboratério deve também possuir local especifico para o abrigo de residuos, fora da
unidade geradora e fora da edificacdo do estabelecimento.

MEDIDAS RELATIVAS A ACIDENTE E DERRAMAMENTO

Adotar manuais de primeiros socorros, acompanhados de treinamento e orientacdo verbal, sempre
que necessario.

Manter os equipamentos de seguranca em lugar visivel, de facil acesso e a imediata disposicédo do
acidentado. Os equipamentos sdo:

um chuveiro de emergéncia, com grande fluxo de agua
um lavador de olhos

Kit de primeiro socorros

extintores de incéndio, vistoriados regularmente
mantas contra fogo

uhwnNE

Respingos, derramamento e acidentes resultantes de uma exposicdo de produtos quimicos e
materiais infecciosos aos organismos deverdao ser imediatamente notificados ao diretor do
laboratério. A avaliacdo médica, a vigilancia e o tratamento deverdo ser providenciados e registros
do acidente e das providéncias adotadas deverdao ser mantidos por escrito.

DERRAMAMENTO DE PRODUTO BIOLOGICO

Vazamentos de materiais infecciosos deverdao ser descontaminados, contidos e limpos pela equipe
de profissionais especializados ou por outras pessoas adequadamente treinadas e equipadas para
trabalharem com material infeccioso concentrado. Os procedimentos para remogdo do vazamento
deverdo ser desenvolvidos.

Em caso de exposicdo percutanea, recomenda-se lavagem exaustiva com agua e sabdo ou solugdo
anti-séptica de degermante (PVP Iodo ou clorexidina). Apds a exposicdo em mucosa, esta
recomendada a lavagem exaustiva com agua ou solugdo.fisioldgica. A indicagdo do uso de anti-
retrovirais deve ser baseada em uma avaliagdo criteriosa do risco de transmissdo do HIV em
fungdo do tipo de acidente ocorrido e da toxicidade dessas medicacgoes.

De acordo com o Manual de Condutas em Exposicdo Ocupacional ao Material Biolégico do
Ministério da Saude, apds a exposicdo ao material bioldgico, cuidados locais com a area exposta
devem ser imediatamente iniciados.

DERRAMAMENTO DE PRODUTO QUIMICO LiQUIDO

Confinar o liquido derramado em area pequena o quanto possivel.
Neutralizar os acidos com carbonato de sadio.
Neutralizar as bases com acido bérico a 1%.

Para grandes quantidades de acidos ou bases, lavar a area com jato forte e abundante de agua
apoés a neutralizagdo.

Em derramamento de liquidos toxicos e inflamaveis, utilizar um absorvente para reduzir a pressao
de vapor e evitar possivel combustdo do liquido.
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5. PRECAUCOES QUANTO A CONTAMINACAO

CUIDADOS RELATIVOS AOS RISCOS DE CONTAMINAGCAO BIOLOGICA

O Laboratério de Microbiologia recebe diariamente grande nimero de amostras de fluidos corporais e
outros espécimes clinicos que sdao potencialmente infecciosos. Os agentes infecciosos mais perigosos,
no que diz respeito ao risco de contaminagdo, sdo os virus da hepatite e HIV, bacilos da tuberculose,
salmonelas, fungos, protozoarios, etc.

E dificil quantificar o risco no trabalho em laboratdrios, com relacdo aos agentes infecciosos.Tem-se
por base, porém, que o risco individual aumenta com a freqiéncia e com os niveis de contato com o
agente infeccioso. O primeiro cuidado a ser tomado no laboratério que trabalha com espécimes
clinicos é com o risco de exposicdo a infecgdo.

Por outro lado, deve-se considerar que os riscos sdo influenciados por uma relagcdo variavel entre o
agente infectante, o hospedeiro e a atividade desempenhada. Fatores aplicaveis ao agente incluem a
viruléncia, a carga infectante, o ciclo e a toxigenicidade. Algumas das principais variaveis que influem
o risco do hospedeiro sao: idade, sexo, raga, gravidez, uso de antimicrobianos, imunidade (vacinagao
prévia), e o uso de drogas imunossupressoras.

Finalmente, a natureza da atividade laboratorial (por exemplo: diagndstico, produgdo, pesquisa) pode
afetar significativamente o risco pessoal devido ao tipo, quantidade e concentracdo dos agentes
empregados, a manipulacdo dos agentes e a eficacia primaria e secundaria dos equipamentos de
protecdo e praticas de laboratério.

Deve-se ter conhecimento das principais vias de transmissao para a adogcdo de cuidados especiais.
Exemplo: a hepatite A tem um periodo de incubagdo de 15-35 dias; a urina e as fezes contém virus e
a infeccdo geralmente ocorre pela ingestdao de alimentos e bebidas contaminadas. No que se refere a
hepatite B, cujo periodo de incubacdo é de 40-120 dias, o sangue € a principal fonte de infeccdo e os
acidentes, com perfurocortantes, a via mais importante de aquisicao entre profissionais de saude.

Como o laboratério ndo pode dispor de informagdes detalhadas de cada paciente, € ainda importante
tratar todas as amostras como sendo potencialmente infecciosas.

Existem varias portas de entrada de microrganismos, mas, no laboratério, a via respiratéria tem maior
importancia. Trés fatores principais contribuem para isto: a facilidade com que particulas pequenas
sdo produzidas por técnicas comuns de laboratério, o fato de muitas destas particulas serem
suficientemente pequenas, ndo capturadas no trato respiratorio superior, e a habilidade que a maioria
dos patdgenos tem de invadir o pulmao.

PRODUCAO DE AEROSSOIS

O uso incorreto de equipamento de laboratério como pipetas, alcas de inoculagdo, agulhas,seringas,
centrifugas e homogeneizadores, pode produzir grandes quantidades de aerossodis potencialmente
infectantes.

Exemplos de procedimentos que produzem aerosséis:

= destampar frascos que foram fechados com tampa de pressao.

*= esvaziar seringas, eliminar o ar das seringas.

= quebrar frascos que contenham cultura de microrganismos.

= centrifugar tubos ou frascos sem tampa adequada.

Quando houver risco de contaminacdo por aerosséis, recomenda-se o emprego de cabines de
segurancga bioldgica (fluxo laminar), juntamente com o uso de luvas, mascaras e 6culos de protecdo.

Nestas condicdes, manusear frascos e seringas envolvendo-os com gaze ou algoddao, embebidos em
alcool a 70% ou hipoclorito a 0,5%.

PIPETAGEM DE MATERIAL CLINICO
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E contra-indicada a pipetagem, com a boca, de material clinico (sangue, liquor, urina, etc.) ou de
suspensdes bacterianas. Deve-se utilizar, sempre que possivel, pipetas automaticas ou bulbos de
borracha.

FLAMBAGEM DE ALCA BACTERIOLOGICA

A flambagem da alca bacteriolégica durante a manipulacdo do material bioldgico ou na transferéncia
de massa bacteriana (raspado de coldnias) deve ser feita através de chama, que deve estar entre o
manipulador e a alga. Recomenda-se esgotar a alga num frasco contendo alcool a 95% e areia.
Quando se trabalha com Mycobacterium tuberculosis é recomendavel o emprego de fenol a 0,5% ou
hipoclorito a 0,5% e areia, flambando-se a alga em seguida..

DISSEMINACAO DE ESPOROS DE FUNGOS

Ao se trabalhar com fungos, particularmente os filamentosos, recomenda-se o uso de cabines
bioldgicas apenas com protegdo de vidro ou acrilico, sem fluxo de ar.

CUIDADOS RELATIVOS AOS RISCOS DE CONTAMINAGAO QUIMICA

O laboratorista esta diariamente em contato com produtos quimicos potencialmente perigosos, cujos
efeitos geralmente se apresentam logo apds eventuais acidentes, que podem ocorrer por:

= contato direto: com a pele (quebra de recipiente, derramamento de liquidos, etc.); com a boca
(durante a pipetagem); com o esbéfago e o estdmago (ingestao acidental);

* inalagcao de vapores e pés finos, com conseqlientes danos pulmonares; absorcao (efeitos téxicos
no nivel da medula éssea, dos rins e do figado).

N3o se deve pipetar diretamente com a boca produto quimico irritante ou téxico, deve-se fazer uso de
buretas ou pré-pipetas de borracha.

PRODUTOS QUiMicOs CORROSIVOS

= Utilizar material descartavel (seringas, agulhas ,luvas, toalhas, etc.).

= Manter no laboratério somente o suficiente para o uso. O restante deve ser armazenado em
outras salas.

» Transferir materiais de estoque para o laboratoério, com bastante cuidado.

= Manter os recipientes de uso em prateleiras localizadas da altura dos olhos para baixo,.evitando-
se riscos de queda e derramamento.

* Nas diluigbes, nunca se deve juntar agua ao acido concentrado. Sempre adicionar o acido a agua
sob resfriamento, de preferéncia.

* Evitar a respiragdo junto de vapores de acidos e evitar contato destes com a pele e com os olhos.

= Nao pipetar diretamente com a boca.
PRroDUTOS QuiMicos Téxicos

= Venenos, como cianetos e barbitlricos, devem ser mantidos trancados em armarios.

= Solventes organicos (benzeno, tetracloreto de carbono e outros hidrocarbonetos halogenados):
técnicas que usam estes solventes devem ser feitas em salas separadas e bem ventiladas ou em
cabines de exaustdo.

1. Cloroférmio: nao inflamavel, porém ndo se deve permitir que seus vapores entrem em
contato com fogo ou metais aquecidos, para evitar a formacdo do gas fosfogénio, que é
toxico.

2. Eter e acetona: altamente inflamaveis. A conservacdo implica a aplicacdo das normas de
seguranca quanto ao risco de explosao.

=  Gases toxicos:

1. Mondxido de carbono: concentragdes até 1% no ar sdo perigosas se respiradas por uma
hora ou mais. Acima de 1% podem ser fatais.
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2. Dioxido de carbono (gelo-seco): concentracGes perigosas podem ser atingidas em salas
mal ventiladas.

PRODUTOS QUiMicOS CARCINOGENICOS

Tem sido dispensada atengdo cada vez maior a certas aminas aromaticas, compostos azo e nitrosos,
entre os quais benzidina e codianisidina, de uso corrente em laboratérios de analises clinicas. Entre as
precaucgdes se inclui manté-los em recipientes bem fechados, rotulados como “carcinogénicos”. Evitar

contato com a pele.

CLASSIFICACAO DOS PRODUTOS QUiMICOS

Inflamaveis
Classe Ponto de Inflamabilidade Ponto de ebuligao Exemplos
IA 4,4°C 18,3°C Eter, acetaldeido
IB 22,7°C 37,7°C Etanol, acetona, gasolina
IC 22,7°C 37,2°C Alcool isopropilico, xileno
Combustiveis
Classe Ponto de Inflamabilidade Exemplos
I1 37,7°C a 54,4°C Etilenoglicol,acido acético glacial
111 60°C Anilina, glicerol, 6leo mineral
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6. CONTROLE DE QUALIDADE NO LABORATORIO

INTRODUGAO

Um dos procedimentos mais importantes para dirigir as atividades didrias de um laboratério de
microbiologia € um manual atualizado de procedimentos ou procedimento operacional padrdo (POP).

Todas as atividades e respectivos protocolos devem estar claramente delineados e colocados em local
acessivel do laboratério para a consulta regular pelos trabalhadores.

A forma como os procedimentos devem ser desenvolvidos e implementados deve ser determinada
pelo responsavel imediato do laboratoério.

Seguem os principais itens que devem constar no manual de procedimento:
= Nome, endereco e telefone de todos os trabalhadores do laboratério.
* Lista de todos os planos de acdo e regulamentos geral do laboratoério.

= Lista da localizacdo exata dos equipamentos, meio de culturas, reagentes, e outros suplementos,
incluindo descricdo completa das formulas e instrugdes para o uso e preparo.

» Descricdo completa de todos os formularios, informes e arquivos utilizados no laboratério de
microbiologia.

» Descrigdo detalhada de todas as técnicas e procedimentos efetuados no laboratério

= Lista de todos os esquemas de identificacdo utilizados para identificar e classificar os
microrganismos.

= Nome, endereco, telefone, procedimentos e planos de acdo de laboratdrios de referéncia
relacionados com o envio de amostras.

* Inclusdo de todos os procedimentos de controle de qualidade com detalhes especificos quanto a
freqliéncia e modo como cada item deve ser realizado.

* Para inspegdo do laboratorio é exigido que o manual de procedimentos seja revisto e atualizado ao
Menos uma vez ao ano e que constem as iniciais do diretor ou chefe de laboratério em cada
procedimento, indicando que a atualizagdo foi efetuada.

OBJETIVO

O laboratoério clinico de microbiologia é responsavel em providenciar informagdo precisa e relevante
quanto ao diagnéstico do paciente. O valor e a precisao clinica das analises do material clinico e o
respectivo isolamento do microrganismo sao dependentes do programa de qualidade, que por sua vez,
avalia a qualidade do material; documenta a validade do método aplicado; monitora a performance
dos procedimentos, reagentes, meios, instrumentos e do individuo que executou a analise; e verifica
os resultados do teste quanto aos erros e relevancia clinica. Um programa de qualidade efetivo
depende de um processo de avaliagdo continuo e do seu aprimoramento.

ENSAIOS DE PROFICIENCIA

O desempenho dos exames de laboratorio clinico é realizado através de ensaios de proficiéncia. Este
programa consiste na avaliacdo de amostras por evento. H4 um numero estabelecido de eventos
anuais de testes em cada area de atividade: bacteriologia, micologia, parasitologia e virologia. As
amostras de proficiéncia devem ser analisadas pelos trabalhadores que habitualmente realizam as
analises em questdo, de acordo com os procedimentos de rotina e juntamente com as amostras de
pacientes.

O laboratério que ndo atender os requisitos dos ensaios de proficiéncia deve documentar a fonte do

problema, revisar o programa em vigor e tomar medidas corretivas.
PARAMETROS DO CONTROLE DE QUALIDADE
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Parametros Diretrizes

Coleta e transporte de - Descreve as instrugdes de coleta e transporte
amostra - Estabelece o critério de aceitagdio e rejeicdo das amostras

- Documenta a verificagao do funcionamento do equipamento e uso freqiiente que

Performance dos - .
assegura o funcionamento apropriado

equipamentos e
instrumentos - documenta a manutengao regular

- documenta os registros de manutengao do equipamento

- Mantém o protocolo de controle de qualidade do fabricante

- Obtém a garantia por escrito quanto aos padrdes de embalagem, rotulagem e
Meios de cultura protocolo

prontos - Inspeciona as condicdes dos meios, placas de petri, hemdlises, excesso de
bolhas, contaminacdo, volume, temperatura
- Documenta as falhas e as medidas corretivas, e informa o fabricante
- Executa teste de CQ até a falha ser corrigida
- Registra a quantidade, o nimero do lote, método de esterilizacdo, a data de
Meios de cultura preparo, prazo de validade, pH e nome do preparador
preparado no - Avalia quanto a coloragdo, consisténcia, inclinagdo, hemolise, excesso de bolhas
laboratoério e contaminagao
- Executa o teste de CQ com os microrganismos de propriedades fisiologicas e
bioguimicas conhecidas
- Rotula os frascos quanto ao contelido, concentragdo, requerimentos para
Reagentes estoque, data de fabricacao e de recebimento, prazo de validade nimero do lote,
e volume
suplementos - Armazena de acordo com as recomendagdes do fabricante

- Executa o teste de controle negativo e positivo antes do uso
- Descarta aqueles que falharam na performance

- Testa cada lote novo ou em cada entrega
- Segue as recomendacoes do fabricante para teste de CQ

Kits comerciais

- Utiliza funcionarios suficientemente qualificados para trabalho complexo e
volumoso

Funcionarios - Documenta as atividades de treinamento continuo
- Providencia aos funcionarios por escrito padrdes de performance
- Avalia funcionarios anualmente

- Registra todos os resultados em um formulario de CQ

Registro de CQ - Relata ao chefe e/ou responsavel resultados “anormais” e as medidas de
correcao no formulario de CQ

- Mantém os registros por pelo menos dois anos

- Define os procedimentos, limites de tolerancia, aceitacdo da amostra, preparo do
reagente, CQ, calculos e laudos
Manual de 9 e

Procedimento - Revisa anualmente
- Aprova e data todas as mudancas
- Torna disponivel na area de trabalho

CONTROLE DE QUALIDADE DE EQUIPAMENTOS

Em todos os laboratérios de microbiologia deve ser estabelecido um programa de manutencdo
preventiva para assegurar o funcionamento apropriado de todos os equipamentos elétricos ou
mecanicos.

= Os equipamentos devem ser controlados em intervalos de tempo pré-estabelecidos.
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* As pecas devem ser trocadas apos um periodo especifico de uso, mesmo que ndo parecam
alteradas.

= A manutengao pode ser executada tanto pelo fabricante como pelo setor de servigos de
engenharia do laboratoério, quando existente.

= Os trabalhadores do laboratério devem realizar todos os controles e registrar conforme instruidos
em impressos ou manual de manutengdo; isto permite a deteccdao imediata de desvios e portanto

a adogao de medidas corretivas apropriadas antes que comprometam os resultados.

* As temperaturas dos equipamentos devem ser medidas diariamente com termémetros calibrados.

*= Qualquer leitura que resulte em valores fora dos limites de tolerancia definidos pelo s controle de
qualidade, deve-se determinar a causa e corrigir o problema.

Procedimentos para o controle de qualidade de alguns equipamentos

Equipamento
Refrigeradores

Congeladores

Estufas

Estufas CO,

Banhos

Aquecedores

Autoclaves

Medidor de pH

Jarras de anaerobiose

Camera anaerdbia com
luvas

Rotador de sorologia

Centrifugas

Cabines de seguranca

Procedimento
Registro de temperatura *

Registro de temperatura *

Registro de temperatura *

Medida do conteldo de

COZ:

- Usar analisador de
gases sanguineos ou
dispositivo Fyrite *

Registro de temperatura *

Registro de temperatura *

Teste com tiras de
esporos (Bacillus
stearothermophilus

Testes com solugdes para
calibrar pH

Tira indicadora com azul
de metileno

Cultivo de Clostridium
novyi tipo B

Solucdo indicadora de azul
de metileno

Contagem de rpm

Controlar revolugdes com
tacometro

Medir a velocidade do ar
através da abertura para
o rosto 2

Intervalo

Diario ou continuo

Diario ou continuo

Diario ou continuo

Diario ou duas vezes ao

dia

Diario

Diario

Ao menos semanalmente

A cada uso

A cada uso

Periddico

A cada uso

Mensalmente

Semestral ou
trimestralmente

* cada termOmetro de controle deve ser calibrado contra um termdmetro padréo.
1. Bacharach Instrument Co, Pittsburgh, PA.
2. Velometer Jr., Alnor Instrument Co., Chicago, IL.
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Limites de Tolerancia
2°C a 8°C

-8°C a -20°C
-60°C a -75°C

35,5°C £ 1°C

5a 10%

36°C a 38°C
55°C a 57°C

+ 1°C do estabelecido

O ndo crescimento de
esporos indica corrida
estéril.

+ 0,1 unidade de pH do
padao em uso.

A conversap da tira de
azul para branco indica
baixa tensao de CO..

O crescimento indica
baixa tensdo de O,.
Utilizada apenas quando é
preciso uma tensao de O;
extremamente baixa.

A solugdo permanece
incolor se a tensdo de 02
for baixa.

180 rpm = 10 rpm

Dentro de 5% do
estabelecido no indicador.

Fluxo de 1,52m de fluxo
de ar/minuto + 0,152
m/minuto.



CONTROLE DE QUALIDADE DE MEIO DE CULTURA, REAGENTES E KITS COMERCIAIS

Embora é aceito por auditores, inspetores de laboratério os registros de qualidade documentados
pelos fabricantes de meios de cultura, recomenda-se um controle de qualidade periddico desses
produtos pelo laboratoério.

Os microrganismos empregados para o controle de qualidade devem ser mantidos no laboratério por
meio de subcultivos de isolados recuperados como parte do trabalho de rotina ou microrganismo de
referéncia como os da ATCC.

ALGUMAS RECOMENDACOES

= (Cada bateria de meios deve ser controlada com os quesitos mais exigentes para o crescimento ou
para a produgdo de atividade bioquimica. A disponibilidade de cepas do laboratério pode ser
necessaria para suplementar aquelas comercialmente disponiveis.

= (Cada tubo de cultura, placa de meio e reagente deve ter uma etiqueta que identifique claramente
o conteudo e as datas de preparo e vencimento.

= Cada bateria de tubos e placas deve ser também controlada quanto a esterilidade, principalmente
aqueles nos quais sdo adicionados suplementos apods a esterilizagdo. As provas de esterilidade
devem ser feitas visualmente e por meio de subcultivos. Determinados meios seletivos, por
exemplo, podem surpimir o crescimento visivel de bactérias, mas as células vidveis podem
aparecer nos subcultivos.

= Os meios preparados devem ser visualmente avaliados para sinais de deterioragdo como
descoloracao, turvagdao, mudanca de cor e desidratacao.

= Os reagentes e testes usados para identificacdo de micobactéria devem ser verificados uma vez ao
dia, quando utilizados, com uma espécie de micobactéria que resulte uma reagdo positiva. Para
verificacdo de fixagdo de ferro, o teste deve ser monitorado para controle negativo e positivo.

= Os reagentes e testes utilizados para identificacdao de fungos devem ser examinados uma vez por
semana, quando utilizados, para controle positivo. O reagente nitrato que determina sua
assimilacdao é monitorado com peptona.

* Todos os discos para susceptibilidade antimicrobiana devem estar avaliados ao menos uma vez
por semana com microrganismo padrao de qualidade, de sensibilidade conhecida como E. coli
(ATCC 25922), S. aureus (ATCC 25923), S. fecalis (ATCC 29212) e P. Aeruginosa (ATCC 27853).

= Os Kkits comerciais devem ser examinados a cada entrega e a cada lote, conforme as
recomendacdes do fabricante.

* Os componentes de um kit ndo devem ser utilizados com um kit de lote diferente, a ndo ser
quando especificado pelo fabricante.

Atencdo: A freqliéncia das provas de controle de qualidade dos produtos comerciais utilizados no
laboratério deve ser determinado pelo chefe ou responsavel imediato do laboratério, conforme as
instrugGes dos respectivos fabricantes ou referéncias em literatura.

Microrganismo-controle e reagées para o controle de qualidade dos meios de cultura

Meio

Agar Sangue

Agar bile-esculina

Agar chocolate

Agar uréia de Christensen

Microrganismo

Streptococcus do Grupo A
Streptococcus pneumoniae

Espécies de Enterococcus
Streptococcus alfa-hemolitico
nao do grupo D

Haemophilus influenzae
Neisseria gonorrhoeae

Proteus mirabilis
Klebsiella pneumoniae
Escherichia coli
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Reagoes

Bom crescimento, beta-hemolise
Bom crescimento, alfa-hemolise

Bom crescimento, cor negra
Nenhum crescimento, sem coloragdo do
meio

Bom crescimento
Bom crescimento

Toda a superficie de cor rosa (positivo)
Inclinacao do meio rosa (positivo parcial)
Cor amarela (negativo)



Agar citrato de Simmons
Agar cistina-tripticase (ACT)
- Dextrose
- Sacarose

- Maltose

- Lactose

Descarboxilases

- Lisina
- Arginina

- Ornitina

DNAse

Agar eosina azul-de-metileno

Agar de Hecktoen

Indol

Agar lisina-ferro

Agar MacConkey

Malonato

Motilidade

Caldo ou agar nitrato

Agar sangue fenletil alcool
o-Nitrofil-beta-D-
galactopiranosideo (ONPG)

Fenilalanina desaminase

Agar Salmonella-Shigella

Klebsiella pneumoniae
Escherichia coli

Neisseria gonorrhoeae
Branhamella catarrhalis

Escherichia coli
Neisseria gonorrhoeae

Espécies de Salmonella ou
Neisseria meningitidis
Neisseria gonorrhoeae

Neisseria lactamicus
Neisseria gonorrhoeae

Klebsiella pneumoniae
Enterobacter sakasakii

Enterobacter cloacae
Proteus mirabilis

Proteu mirabilis
Klebsiella pneumoniae

Serratia marcescens
Enterobacter cloacae

Escherichia coli
Klebsiella pneumoniae
Shigella flexneri

Salmonella typhimurium
Shigella flexneri
Escherichia coli

Escherichia coli
Klebsiella pneumoniae

Salmonella typhimurium
Shigella flexneri
Proteus mirabilis

Escherichia coli
Proteus mirabilis
Espécies de Enterococcus

Escherichia coli
Klebsiella pneumoniae

Proteus mirabilis
Klebsiella pneumoniae

Escherichia coli
Acinetobacter Iwoffi

Espécies de Streptococcus
Escherichia coli

Serratia marcescens
Salmonella typhimurium

Proteus mirabilis
Escherichia coli

Salmonella typhimurium
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Crescimento ou cor azul (positivo)
Sem crescimento, permanece verde
(negativo)

Cor amarela (positivo)
Nao modifica a cor (negativo)

Cor amarela (positivo)
Nao modifica a cor (negativo)

Cor amarela (positivo)
Nao modifica a cor (negativo)

Cor amarela (positivo)
N3o modifica a cor (negativo)

Cor azulada (positivo)
Cor amarela (negativo)

Cor azulada (positivo)
Cor amarela (negativo)

Cor azulada (positivo)
Cor amarela (negativo)

Zona de clarificagao (adicionar HCI 1 N)
Sem zona de clarificagao

Bom crescimento, brilho verde metalico
Bom crescimento, purpuras, sem brilho
Bom crescimento, transparentes (lactose-
negativas)

Verdes com centro negro
Verdes transparentes
Crescimento algo inibido, alaranjadas

Cor vermelha (positivo)
Auséncia de cor vermelha (negativo)

Profundidade e inclinagdo purpura + H,S
Inclinagdo purpura/profundidade amarela
Inclinagao vermelha/profundidade amarela

Col6nias vermelhas (lactose-positivas)
Col6nias incolores, sem disseminagao
Sem crescimento

Sem crescimento
Bom crescimento, cor azul (positivo)

Meio turvo (positivo)
Sem borda plumosa em estria (negativo)

Cor vermelha ao adicionar reativos
Auséncia de cor vermelha (negativo)

Bom crescimento
Sem crescimento

Cor amarela (positivo)
Incolor (negativo)

Cor verde (adicionar FeCl; a 10%)
Auséncia de cor verde (negativo)

Colonias incolores, centro negro



Escherichia coli Sem crescimento

Voges-Proskauer Klebsiella pneumoniae Cor vermelha (adicionar reativos)
Escherichia coli Nao desenvolve cor (negativo)

Agar xilose-lisina-dextrose Espécies de Salmonella Col6nias vermelhas (lisina-positivas)

(XLD) Escherichia coli Col6nias amarelas (positiva para aglucares)
Espécies de Shigella Colbnia transparentes (negativo)

Procedimentos adicionais quanto ao controle de qualidade estdao especificadas nos dos
modulos seguintes.

CONTROLE DE QUALIDADE DE FUNCIONARIOS

O controle de qualidade dos funcionarios requer um programa de educacdo permanente efetivo. O
treinamento deve ser pratico e ser uma atividade regular. Os trabalhadores envolvidos com as
atividades do laboratério devem ser estimulados a participar com freqiéncia em cursos, seminarios e
similares, tanto localmente quanto ao nivel nacional.

Os resultados dos procedimentos devem ser conferidos pelo responsavel designado quanto a exatidao,
reprodutibilidade e concordancia com os padrdes de controle de qualidade.

Todos os trabalhadores envolvidos com atividades rotineiras do laboratério de microbiologia, inclusive
0s que exercem suas tarefas em turnos alternativos, devem ter acesso ao programa de ensaios de
proficiéncia.

Reunides regulares para informar os trabalhadores do laboratdrio quanto as mudancas e sugestdes de
melhorias nos procedimentos laboratoriais sdo recomendaveis.
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1. REQUISICAO DE EXAMES MICROBIOLOGICOS

Deve-se lembrar que o envolvimento do médico com o laboratério de microbiologia pode com
freqiéncia ser muito Gtil para ambos, propiciando melhor orientacdo técnica, mais objetividade,
facilitando a interpretagdo de resultados, etc.

A importéncia do relacionamento médico com o laboratério deve-se ao fato de que a microbiologia
envolve etapas interpretativas para muitos exames. Por exemplo, aqueles que envolvem flora
(mucosas), ou no caso de agentes especificos em que sdao fundamentais a escolha de meios seletivos,
0 uso de meios enriquecedores, o uso de suplementos, a ampliagdo do tempo de cultivo, a variagao na
temperatura de incubacgdo, a adicdo de novos testes, etc.

O médico muitas vezes considera um desperdicio de tempo o preenchimento de uma requisicdo de
exame microbioldgico.

O microbiologista ou responsavel pela rotina deverad conferir as requisices ou pedidos de exame de
cada material para verificar a existéncia de pedido.

Os itens abaixo servem apenas de roteiro para destacar informagdes que podem ser muito Uteis e
valorizadas em diferentes etapas do processamento do exame.

= Identificagdo clara do paciente (modelo 1)

= InformacGes sobre o paciente que sdo relevantes para o diagnostico do processo infecioso (modelo
2)

* Descrigdo da amostra (modelo 3)

= Natureza do Teste Solicitado (modelo 4)

Fatores que podem comprometer o exame microbioldgico:

= Hipdtese diagndstica mal elaborada.

= Informacgdes mal colhidas, incompletas, ou nao devidamente interpretadas, etc.
» Requisicdo inadequada da analise laboratorial.

= Coleta, conservagao e transporte inadequados.

= Falhas técnicas no processamento da analise.

= Demora na liberacao de resultado.

= Ma interpretagdo dos resultados.

MODELOS PARA REQUISICAO DE EXAMES MICROBIOLOGICOS

MoDELO 1

Nome Sobrenome Iniciais

Registro n.° (do hospital ou servigo)

Data de nascimento / / (evitar confusdo com homonimos e com a faixa etaria)
Sexo: M() F() (por exemplo, a interpretagdo de bacteriluria pode ser diferente para a mulher)
Clinica ( ) Leito ( ) Ambulatorio ( )

Campo para identificacdao do exame no Laboratério (nimero da analise microbioldgica e se¢do do
laboratorio)
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MODELO 2

Hipotese diagnéstica

Dados clinicos (descrever objetivamente os achados clinicos mais significativos, lesdes cutaneas ou de
mucosas, local e caracteristicas do sitio de infecgdo, etc.)

Dados epidemiologicos relevantes (viagem ou excursdo, se vive em area endémica de alguma doenca
infecciosa como maléria, riquetsioses, cdlera, etc.; doenga ocupacional, por exemplo, contato com animais;
acidentes - mordida, trauma, picada de carrapato, enchentes, etc.; envolvimento em surto de infecgao
hospitalar, etc.)

Outros dados laboratoriais importantes (dados laboratoriais que evidenciem o sitio do processo infeccioso:
RX, tomografia, urina rotina, hemograma, etc.)

Provavel origem do processo infeccioso: comunitario ( ) hospitalar ( )

Relacionado ao procedimento invasivo? Qual? (se hospitalar e se relacionado ao procedimento invasivo -
sonda vesical, cateter, traqueostomia, dialise, alimentagdo parenteral, cirurgia)

Cirurgia? Qual?

Existe infeccao em outra topografia? Qual?

Fez uso nos ultimos dez dias de antibiéticos? Quais? (descrever os motivos do uso)

Existe comprometimento imunolégico? Sim ( ) Né&o ( )

(prematuridade, transplante de 6rgaos, uso de imunossupressores, diabetes, cancer, aids, leucemia, anemia
falciforme, talassemia, hemofilia, esplenectomia, cirrose, etc.; doenga oportunista? Qual?)

E paciente transferido ou de alta de outro hospital nos tltimos 30 dias? Sim ( ) Nio ( )

E portador, colonizado ou infectado de bactérias multirresistentes? Sim ( ) N3o ( )

Para urocultura informar: sintomatico ( ) assintomatico ( )

Data do pedido / /

Nome legivel do médico/CRM, carimbo e/ou telefone de contato (facilita a comunicagdo para situagoes
emergenciais. Por exemplo, isolamento de M. tuberculosis, isolamento de nova cepa multirresistente, etc)

Data / / hora da coleta

Nome e identificacdo de quem colheu o material (permite reavaliagao de procedimentos e reciclagem, por
exemplo, quando se detecta excesso de contaminacao em uroculturas, etc)

Observagdes (comentarios, quando necessarios, sobre o procedimento de coleta. Por exemplo, acidentes ou
dificuldades para obtencdo do material, condigdes do paciente, quantidade, etc)
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MODELO 3

Hemocultura: Sangue periférico ( ) Sangue colhido de cateter ( )
Urocultura: Jato médio ( ) Sonda de alivio ( ) Sonda vesical de demora ( )
Pungdo suprapubica ( ) Saco coletor ( )
Trato Respiratoério: Orofaringe ( ) Escarro ( ) Aspirado Traqueal ( )
Lavado bronco-alveolar ( ) Escovado bronquico ( )
Outros ( )

LesOes, secregoes, abscessos ( )

Descrever topografia:

Nivel da coleta: superficial ( ) profunda ( )
Via de obtengdo do material: Pungao ( ) Swab ( ) Raspado ( )
Drenagem ( ) Fistula( ) Outros ( )
Liquidos cavitarios: Liquor ( ) Liquido pleural ( ) Pericardico ( )
Sinovial ( ) Ascitico ( )
Proteses ( ) Pontas de cateter ( )
Outros:
MODELO 4
Exame microscopico: A fresco ( )
Campo escuro ( )
Direto ( )
Com coloragao: Gram ()
Ziehl ()
Giemsa ( )
Outro ()
Pesquisa de: Pneumocistis carinii () Cryptosporidium ( ) Isospora belli ( )
Cultura: Rotina bacteriolégica ( )

Rotina para fungos ( )
Rotina para micobactérias ( )
Rotina para virus ( )

Especificos: Rotina para anaerébios ( )
Micoplasma ( )
Legionella spp. ( )
Helicobacter spp. ( )

Outros testes: (em geral realizados sob consulta)
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EXAMES ESPECIAIS DE INTERESSE DA CCIH

= Controle de medicamentos
= Frascos de soros

= Bolsas de sangue

= Portadores

= Equipamentos

= Outros

TESTES ESPECIAIS

= Aglutinacdo com latex para meningite.

= Testes imunoldgicos diretamente no material clinico: Chlamydia trachomatis (genital),
Streptococcus pyogenes (orofaringe).

= Pesquisa de toxinas (S. aureus, Limulus teste para endotoxinas de Gram (-) Clostridium difficile
etc.)

= Tipagem para fins epidemiolégicos em investigacdo de surtos ou fontes de infeccao hospitalar.

* PCR (polimerase chain reaction) para micobactérias, etc.

= Exames quantitativos (exceto os de rotina, como urina, cateter vascular e lavado broncoalveolar).
Por exemplo, hemocultura de sangue periférico ou de cateter, bidpsia de tecidos, liquido de dialise
peritoneal, etc.

TESTE DE SENSIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS

» Rotina (Kirby - Baner).

= Antibiograma com drogas ndo padronizadas.

» OQutros testes - Concentragdo Inibitéria Minima (CIM), E-test.

= Pesquisa de antimicrobianos no sangue, LCR, etc., poder bactericida do soro.
= Teste de sensibilidade de fungos a drogas, etc.
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2. COLETA, TRANSPORTE E CONSERVAGCAO DE AMOSTRA

INTRODUGAO

Todo resultado liberado pelo laboratério de microbiologia é consequéncia da qualidade da amostra
recebida. O material coletado deve ser representativo do processo infeccioso investigado, devendo ser
eleito o melhor sitio da lesdo, evitando contaminagdo com as areas adjacentes.

A coleta e o transporte inadequados podem ocasionar falhas no isolamento do agente etioldgico e
favorecer o desenvolvimento da flora contaminante, induzindo a um tratamento ndo apropriado.
Portanto, procedimentos adequados de coleta devem ser adotados para evitar o isolamento de um
“falso” agente etioldgico, resultando numa orientagdo terapéutica inadequada.

O profissional responsavel pela coleta serd também responsavel por identificar de forma legivel e
correta o material a ser encaminhado ao laboratério de microbiologia.

Na amostra devem estar identificados:

= Nome e registro do paciente

= Leito ou ambulatério e especialidade
» Material colhido

» Data, hora e quem realizou a coleta

ASPECTOS BASICOS DA COLETA E DO TRANSPORTE DE AMOSTRA

COLETA

Quem coleta o material deve ser devidamente treinado e periodicamente reciclado nesta atividade.
Deve saber que o material devera ser destinado, o mais brevemente possivel, ao laboratério. Deve
conhecer ou obter instrugbes sobre conservagao e/ou transporte do material caso este ndo possa ser
realizado imediatamente.

Consideracoes gerais da coleta microbiolégica

= Colher antes da antibioticoterapia, sempre que possivel.

= Instruir claramente o paciente sobre o procedimento.

= Observar a anti-sepsia na coleta de todos os materiais clinicos.

= Colher do local onde o microrganismo suspeito tenha maior probabilidade de ser isolado.

= Considerar o estagio da doenga na escolha do material. Patégenos entéricos causadores de
diarréia, estdo presentes em maior quantidade e sdo mais facilmente isolados durante a fase
aguda ou diarréica do processo infeccioso intestinal. Na suspeita de febre tifdide, a fase da doenca
ira determinar o melhor local da coleta (sangue/fezes).

= Quantidade suficiente de material deve ser coletado para permitir uma completa analise
microbioldgica. Caso a quantidade seja pequena, priorizar os exames.

¢ pedido do exame deve conter as informagbes descritas no mddulo anterior (ver requisicdo de
exame).

Consideracgoes de seguranga

= Utilizar as barreiras de protegdo necessarias a cada procedimento.
* Toda amostra deve ser tratada como potencialmente patogénica.
= Usar frascos e meios de transporte apropriados.

= N&o manusear a amostra em transito: paciente e laboratério.
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* Nao contaminar a superficie externa do frasco de coleta e verificar se ele estad firmemente vedado.
(caso ocorram respingos ou contaminagdao na parte externa do frasco, fazer descontaminacao com
alcool 70% ou outra solugdo descontaminante disponivel)

= N&o contaminar a requisicdo médica que acompanha o material.

= As amostras deverdo ser transportadas em sacos plasticos fechados.

= Identificar claramente a amostra coletada, com todos os dados necessarios.

» Colocar a identificacdo no frasco de coleta e nunca na tampa ou sobre rétulos.

= Encaminhar os materiais imediatamente ao laboratoério.
TRANSPORTE DAS AMOSTRAS

Transportar as amostras IMEDIATAMENTE ao laboratério para:

= Assegurar a sobrevivéncia e isolamento do microrganismo, pois o laboratério de microbiologia
trabalha basicamente em fungdo da viabilidade dos microrganismos.

» Evitar o contato prolongado dos microorganismos com anestésicos utilizados durante a coleta, pois
eles poderao exercer atividade bactericida.

= Evitar erros de interpretagdo nas culturas quantitativas, principalmente urina e lavado

broncoalveolar.

* Consultar o laboratério para verificar a disponibilidade dos meios de transporte.

Tempo critico para entrega da amostra ao laboratorio e meios de transporte

Amostra

Tempo Critico

Frascos e Meios de Transporte

Liquor
Liquido pleural

Swab

Suspeita de
anaerodbios

Feridas e tecidos

Hemocultura

Trato respiratério
Trato gastrointestinal
Urina

Fezes

Imediatamente (nao refrigerar)
Imediatamente (nao refrigerar)

Imediatamente (nao refrigerar)

30 minutos

30 minutos de ou até 12 horas
(meio de transporte)

30 minutos (ndo refrigerar)

30 minutos
1 hora
1 hora ou refrigerada até 24 horas

12 horas se em meio de transporte

Tubo seco estéril
Tubo seco estéril

Tubo seco estéril ou meio semi-solido (Stuart,
Amies)

Meio de transporte apropriado Evitar o transporte
em seringa com agulha

Meio de transporte apropriado

Frascos com meios de cultura para rotina manual
ou automatizada

Tubo seco estéril
Tubo seco estéril
Pote seco estéril

Cary Blair meio modificado para transporte de
fezes, com pH 8,4. Boa recuperagdao também
para Vibrio sp e Campylobacter sp

CRITERIOS DE REJEICAO PARA AMOSTRAS CLINICAS

O recebimento criterioso das amostras clinicas pelo laboratério de microbiologia garante uma melhor
correlacgdo clinico/laboratorial.

O microbiologista ou responsavel pela rotina devera verificar se a amostra estd apropriadamente

identificada, se a quantidade de material é suficiente e observar o aspecto da amostra - purulento,
limpido, hemorragico, etc.
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Principais erros de identificagdao

= Discrepancia entre a identificacdo da amostra e o pedido médico.
*= Falta de identificagdo da amostra.

= Origem da amostra ou tipo de amostra nao identificada.

» Teste a ser realizado ndo especificado.

Amostras Inadequadas

» Material clinico recebido em solugdo de fixagdo (formalina).
= Ponta de cateter de Foley.

= Material conservado inadequadamente com relagdo a temperatura (urinas colhidas ha mais de 24
horas, que ficaram guardadas em geladeira, ou colhidas ha mais de duas horas, sem refrigeragao).

* Frascos ndo estéreis.

* Presenca de vazamentos, frascos quebrados ou sem tampa, com contaminagdo na superficie
externa.

= Mais de uma amostra de urina, fezes, escarro, ferida colhida no mesmo dia e da mesma origem.
= Swab Unico com multiplas requisicoes de testes microbioldgicos.
= Swab seco.

» Culturas para anaerodbios recebidas em condigcdes ndo apropriadas.

Amostras com as caracteristicas acima descritas sdo inadequadas e demandam um contato prévio
com o médico solicitante para melhores esclarecimentos.

Amostras nao recomendadas para o exame microbiolégico por fornecerem resultados
questionaveis

Amostra Procedimento

Swab de amostra de queimadura processar biopsia ou aspirado
Swab de Ulcera de decubito processar bidpsia ou aspirado
Swab de abscesso perirretal processar biopsia ou aspirado
Swab de lesdo de gangrena processar bidpsia ou aspirado
Swab de lesdo periodontal processar bidpsia ou aspirado
Swab de Ulcera varicosa processar biopsia ou aspirado
Vomito nao processar

Material de colostomia ndo processar

Ponta de cateter de Foley nao processar

Aspirado gastrico de recém-nascido ndo processar

INSTRUGOES PARA HEMOCULTURAS

TECNICAS DE COLETA

»= Colher antes da administragdo de antibidticos.
* Lavar as maos e seca-las.

= Remover os selos da tampa dos frascos de hemocultura e fazer assepsia prévia nas tampas com
alcool 70%.
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» Garrotear o braco do paciente e selecionar uma veia adequada. Esta area ndo devera mais ser
tocada com os dedos. Fazer a anti-sepsia com alcool 70% de forma circular e de dentro para fora.
Aplicar solugdo de iodo (tintura de iodo 1% a 2% ou PVPI 10%) também com movimentos
circulares e de dentro para fora. Para acdo adequada do iodo, deixar secar por um a dois minutos
antes de efetuar a coleta.

» Coletar a quantidade de sangue e o numero de amostras recomendados de acordo com as
orientacoOes descritas ou se discriminadas no pedido médico.

= Remover o iodo do brago do paciente com alcool 70% para evitar reacdo alérgica.

= Identificar cada frasco com todas as informacgdes padronizadas e enviar ao laboratério juntamente
com a solicitagdo médica devidamente preenchida.

Observagoes:

= N&o é recomendada a técnica de coleta através de cateteres ou canulas quando se podem utilizar
pungdes venosas.

= Puncles arteriais ndo trazem beneficios na recuperacdo dos microrganismos quando comparadas
com pungdes venosas.

= N&o se recomenda a troca de agulhas entre a pungao de coleta e distribuicdo do sangue no frasco
de hemocultura.

*» Método de coleta do sangue e o volume coletado influenciam diretamente no sucesso de
recuperacao de microrganismos e uma interpretacdo adequada dos resultados.

» Cada instituicdo devera ter suas normas de coleta particularizadas de acordo com o tipo de
sistema utilizado (manual x automatizado) e do tipo de paciente.

Fatores que influenciam diretamente os resultados de hemoculturas:

Volume de sangue coletado por frasco:

O volume ideal corresponde a 10% do volume total do frasco de coleta. Quanto maior o volume de
sangue inoculado no meio de cultura, por amostra, melhor recuperagdao do microrganismo,
respeitando-se a proporgao sangue/meio citada, pois o sangue em desproporgdo com o meio pode
inibir o crescimento de microrganismos. Frascos que possibilitem uma coleta de até 10 ml sdo os mais
indicados. Exemplo: frascos com 40 ml coletar de 4 ml a 5 ml de sangue. O anticoagulante
recomendado é o SPS (Polianetolsulfonato sodico).

Método de anti-sepsia:

A execucdo de técnica de anti-sepsia para reduzir os riscos de contaminagdo de hemocultura.
IDENTIFICAGCAO DOS FRASCOS E PEDIDO MEDICO

= Nome do paciente

= Hora e local da coleta

= Anotar uso de antibiéticos
*  Possivel diagndstico

TRANSPORTE

= Nunca refrigerar o frasco.
= Manter o frasco em temperatura ambiente e encaminhar o mais rapido possivel para o laboratorio.

NUMERO DE FRASCOS

» Devera ser considerado de acordo com a condicdo clinica do paciente.

= Um total de trés culturas em 24 horas costuma ser suficiente para descartar bacteremia ou
endocardite (Coletas acima de quatro amostras ndo trouxeram maior indice de recuperacdo
microbiana em diferentes trabalhos clinicos).

*» Dados recentes sugerem que o numero de frascos anaerdbios coletados deve ser adaptado de
acordo com a patologia.
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Adultos e Adolescentes

* Endocardite bacteriana aguda: coletar trés amostras de puncbes venosas diferentes (brago direito
e esquerdo), com intervalo de 15 a 30 minutos, 1 a 2 horas antes da antibioticoterapia

*» Endocardite bacteriana subaguda: coletar trés amostras, nas primeiras 24 horas, com intervalo
minimo de 15 minutos, com pungdes venosas diferentes. Colher, de preferéncia, as duas primeiras
antes do inicio da febre. Se, apos 24 horas de cultivo, ndo apresentarem crescimento bacteriano,
colher mais trés amostras.

» InfeccOes sistémicas e localizadas como sepsis aguda, meningite, osteomielite, artrite ou
pneumonia bacteriana aguda: coletar duas amostras de puncdes venosas diferentes, antes da
antibioticoterapia, com intervalos de cinco minutos entre as pungdes. Se possivel, 10 ml a 20 ml
por amostra.

= Bacteremia de origem indeterminada: coletar quatro a seis amostras de pungdes venosas
diferentes em 48 horas. Se, apos 24 horas de cultivo, ndo apresentarem crescimento bacteriano,
colher mais duas amostras.

» Paciente com picos febris requlares: coletar ndo mais que trés amostras antes do inicio da febre (1
hora); evitar o pico febril.

Criangas

= Coletar amostras com 0,5 ml a 3 ml.
* Duas culturas sdo recomendadas para diagndstico de bacteremias em recém-nascidos.

INSTRUGOES PARA PONTA DE CATETER INTRAVASCULAR

Cateteres intravenosos sdao importantes fontes de bacteremia e fungemia, bem como causadores de
complicagOes infecciosas no local da insercdo. Quando existe suspeita de colonizagdao no cateter, com
a possibilidade de evolugao para septicemia, a ponta do cateter deve ser cultivada.

TECNICAS DE RETIRADA DA PONTA DE CATETER

Cultura semi-quantitativa (Método de Maki) da ponta de cateter é importante para determinar a
relacdo entre colonizagdo do cateter e sepsis. O resultado obtido, entretanto, depende de técnicas de
retirada adequadas. Deve ser salientado que os mesmos cuidados de desinfecgao utilizados
na introducao do cateter devem ser adotados no momento da retirada. S3o eles:

= Fazer uma rigorosa anti-sepsia da pele ao redor do cateter com alcool 70%, seguida de uma
solugdo de iodo (tintura de iodo 1% a 2% ou PVPI 10%, que devera ser removida com alcool 70%
para evitar queimadura pelo iodo ou reacdo alérgica.

= Remover o cateter e, assepticamente, cortar 5 cm da parte mais distal, ou seja, a que estava mais
profundamente introduzida na pele. Nao usar tesouras embebidas em solugdes anti-sépticas.

» Colocar o pedago do cateter num frasco estéril, sem meio de cultura. O material deve ser
transportado imediatamente ao laboratério evitando sua excessiva secagem.

= A presenca de um nimero maior ou igual a 15 colonias de um Unico tipo de bactéria sugere que a
ponta de cateter pode estar sendo fonte de infecgdo.

= Cateteres aceitdveis para cultura semi-quantitativa: Central, CVP, Hickman, Broviac, periférico,
arterial, umbilical, alimentagdo parenteral e Swan-Ganz.

INSTRUCOES PARA PONTA DE SONDA VESICAL

Nao realizar cultura de ponta de sonda vesical, porque o crescimento bacteriano representa a flora da
uretra distal. Recomenda-se cultura de urina apds 48 horas da retirada da sonda na monitorizacédo de
processos infecciosos.

Uroculturas realizadas antes deste periodo podem fornecer resultados positivos sem que eles estejam,
necessariamente, associados a infecgao.
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INSTRUGOES PARA ESCARRO

Existem ocasides em que o paciente deve participar ativamente da coleta de material, como no caso
do escarro. A melhor coleta é feita sob a supervisdo direta da equipe de enfermagem ou do
fisioterapeuta.

Lembrar que este material ndo é considerado ideal para avaliagdo microbioldgica do trato respiratério.
Hemocultura, lavado brénquico ou aspirado transtraqueal podem fornecer resultados mais confiaveis.

= Orientar o paciente da importancia da coleta do escarro e ndo da saliva. As amostras de saliva sdo
impréprias para analise bacterioldgica, pois ndo representam o processo infeccioso.

*= Colher somente uma amostra por dia, se possivel o primeiro escarro da manhd, antes da ingestdo
de alimentos.

= Orientar o paciente para escovar os dentes, somente com &gua (ndo utilizar pasta dental) e
enxaguar a boca varias vezes, inclusive com gargarejos.

= Respirar fundo varias vezes e tossir profundamente, recolhendo a amostra em um frasco de boca
larga. Se o material obtido for escasso, coletar a amostra depois de nebulizagao.

= Encaminhar imediatamente ao laboratoério.

* Na suspeita de infeccdo por micobactérias ou fungos, coletar pelo menos trés amostras, em dias
consecutivos (somente uma amostra por dia).

* Em caso de pacientes com dificuldades para escarrar, esta amostra podera ser induzida por
inalagao ou ser realizada coleta por aspiragdo transtraqueal.

INSTRUCOES PARA SECRECAO TRAQUEAL

A coleta deste material é realizada em pacientes entubados, através de sonda de aspiragdo. Os
resultados microbiolégicos dessas amostras podem refletir colonizagdo local, sendo a interpretacdo
clinica extremamente complicada.

Como procedimento para diagndstico etiolégico de pneumonias hospitalares, ndo se recomenda esse
procedimento, que podera levar a condutas terapéuticas inadequadas.

INSTRUGOES PARA ASPIRADO TRANSTRAQUIAL (ATT)

O procedimento é realizado por equipe médica especializada. O material é obtido diretamente por
material transtraqueal, evitando-se contaminagdo com o trato respiratorio alto.

INSTRUGOES PARA LAVADO BRONCO-ALVEOLAR (BAL)

Utilizado para obtencgdo etioldgica das pneumonias associadas a ventilacgdo mecanica e em paciente
imunodeprimidos, sendo considerado o método mais fidedigno para investigacdo microbioldgica do
trato respiratorio inferior.

Os agentes etioldgicos da pneumonia estdo geralmente presentes em altas concentragdes nas
secrecdes pulmonares ( >10° - 10® UFC/ml). O valor de corte sugerido para distinguir colonizacdo de
infeccdo é de 10° UFC/ml. Este valor foi determinado por alguns estudos, podendo ocorrer variacdes.
O tempo do transporte da amostra € essencial, devendo estar em torno de 30 minutos, sendo o
maximo aceitavel de 1 a 2 horas. O material devera ser obtido antes das bidpsias de escovados para
se evitar excesso de sangue.

Este procedimento deve ser realizado por equipe médica especializada:

Colher as aliquotas em recipientes distintos:
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- A primeira aliquota deverd ser colocada em frasco identificado como primeira amostra
(utilizada para esfregacos microbioldgicos).

- Todas as outras amostras poderdo ser coletadas em um Unico frasco estéril (POOL). Somente
estas amostras deverdo ser utilizadas para a cultura quantitativa, evitando falsas contagens.

CULTURA PARA ANAEROBIOS DO TRATO RESPIRATORIO!

Coletar tecido pulmonar, aspirado transtraqueal, aspirado percutaneo, aspirado transcutaneo e lavado
bronquico via cateter protegido.

INSTRUGOES PARA SECRECAO DE OROFARINGE

A contaminagdo com saliva, que contém uma flora bacteriana variada, pode dificultar o
isolamento do verdadeiro agente infeccioso.

As amostras devem ser cultivadas para recuperacdo do Streptococcus pyogenes.

= Solicitar ao paciente que abra bem a boca.

= Usando abaixador de lingua e swab estéril, fazer esfregacos sobre as amigdalas e faringe
posterior, evitando tocar na lingua e na mucosa bucal.

* Procurar o material nas areas com hiperemia préximas aos pontos de supuragdo ou remover o pus
ou a placa, colhendo o material abaixo da mucosa.

= Coletar a amostra exatamente na area inflamada, evitando outros sitios na cavidade oral.
*= Colher dois swabs.

» Enviar imediatamente ao laboratério para evitar a excessiva secagem do material.

INSTRU(;f)ES PARA FLUIDOS ORGANICOS ESTEREIS
(Liquidos: Pleural, Ascitico, Biliar, de Articulacbes e outros)

* Proceder a anti-sepsia no sitio da pungdo com alcool 70% e com solucdo de iodo (tintura de iodo
1% a 2 % ou PVPI 10%), que devera ser removida apds o procedimento, com alcool de 70% para
evitar queimadura ou reacédo alérgica.

= Obter a amostra através de pungdo percutanea ou cirlrgica. Quanto maior o volume da amostra,
maior a probabilidade de isolamento do agente etioldgico. Coleta por procedimento médico.

* Encaminhar o liquido coletado em tubo seco e estéril ou inoculado diretamente nos frascos do
equipamento de automacao de hemoculturas.

*» Transportar imediatamente ao laboratéorio, com a orientacdo do tipo de cultura (aerdbia,
anaerdbia, fungos, micobactérias, etc.) necessariamente especificada no pedido médico.
LIQUOR

Procedimento realizado por equipe médica especializada.

= Recomenda-se jejum.

» Caso a coleta permita somente a disponibilidade de um tubo, o laboratério de microbiologia devera
ser o primeiro a manipula-lo. Caso haja coleta de dois ou mais tubos, o Laboratorio de
Microbiologia devera ficar com o tubo que contiver menos sangue.

= Ao transportar a amostra, nunca refrigerar.

» Transportar a amostra imediatamente ao laboratério, acompanhada de pedido médico
adequadamente preenchido, nos casos de paciente com idade critica.

= Os exames a serem realizados devem ser especificados e priorizados de acordo com o volume
coletado.
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INSTRUGOES PARA FERIDAS, ABSCESSOS E EXSUDATOS

O termo “secrecao de ferida” ndo é apropriado como informacdo da origem do material coletado. O
sitio anatémico especifico, bem como as informacdes adicionais (material de ferida superficial ou
profunda), sdo extremamente valiosos para o laboratério, auxiliando na interpretagdo dos resultados.

* As margens e superficie da lesdo devem ser descontaminadas com solugdo de povidine iodine
(PVPI) e soro fisiolégico (metade/metade).
* Proceder a limpeza com solugdo fisioldgica.

= Coletar o material purulento localizado na parte mais profunda da ferida, utilizando-se, de
preferéncia, aspirado com seringa e agulha. Quando a pungdao com agulha ndo for possivel, aspirar
0 material somente com seringa tipo insulina.

= Swabs (menos recomendados) serdo utilizados quando os procedimentos acima citados nao forem
possiveis. A escarificagdo das bordas apods anti-sepsia pode produzir material seroso que é
adequado para cultura.

Observacgoes:
= A descontaminacgdo da superficie das lesGes ou abscessos abertos, antes da coleta do material, é

critica para interpretacao do resultado.

= N&o coletar o pus emergente. O material das margens da lesdo e a parte mais profunda do sitio
escolhido sdo mais representativos e possuem maior viabilidade de microrganismos.

= A cultura de lesGes secas e crostas ndo é recomendada, a menos que a obtengdo de exsudato ndo
seja possivel.

* A coleta de ferida de queimadura deve ser realizada apds extensa limpeza e debridamento da
lesdo. Bidpsia da pele é a técnica mais recomendada.

CULTURA PARA ANAEROBIOS DE SECRECOES DE FERIDAS E ABSCESSOS

Aspirar o material com agulha e seringa apds descontaminacdo da superficie com PVPI a 10%,
deixando em contato com a superficie por um minuto. Quando o uso de agulha for contra-indicado,
aspirar o material com cateter plastico flexivel ou diretamente com seringa, sem agulha.

INSTRUGCOES PARA AMOSTRAS DE TECIDO SUBCUTANEO E AMOSTRAS DE PELE

A superficie da ferida de queimadura estara colonizada pela microbiota do prdprio paciente e/ ou pelos
microrganismos do meio ambiente em que se encontra. Quando a colonizacdo de bactérias for grande,
pode ocorrer infeccdo subcutanea, resultando numa bacteremia. Cultura somente da superficie pode
levar a erros e é desaconselhavel. Portanto, bidpsia de tecido profundo é o mais indicado.

Os microrganismos ndo ficam distribuidos somente na ferida queimada. Por isso, recomenda-se
coletar amostras de areas adjacentes da queimadura.

» Desinfetar a superficie com solucdo de iodo (tintura de iodo 1% a 2 % ou PVPI a 10%), que
devera ser removida com alcool 70% para evitar queimadura e reacdo alérgica. No caso de
pacientes queimados usar solucdo aquosa de PVPI a 10% e ou solugao fisioldgica.

= Deixar secar antes de coletar a amostra.

» Coletar amostra de puncdo de bidpsia (3 mm a 4 mm) para cultura.

CONSIDERAGOES PARA COLETA DE TECIDO SUBCUTANEO E AMOSTRAS DE TECIDO

Cultura Procedimento
Bactéria Aspirado ou amostra de bidpsia sdo preferiveis ao invés de swab
Anaerdbio N&do é comum para queimaduras, Ulceras, nédulos ou infecgoes

superficiais da pele; usado para mordeduras e traumas

mod III - 12



Fungo Usada para diagnosticar dermatofitos, leveduras, filamentos e fungos
dimorficos

Micobactéria Util no diagndstico de M. marimum, M. fortuitum e M. chelonei

INSTRUGCOES PARA BIOPSIA DA PELE

= Descontaminar a superficie com solucdo de iodo (tintura de iodo 1% a 2 % ou PVPI a 10%), que
devera ser removida com solugdo fisioldgica para evitar queimadura e reacdo alérgica.

= Procedimento médico, coletar 3 mm a 4 mm de amostra.

= Colocar num recipiente estéril, sem formalina, com meio de cultura liquido forne-cido pelo
laboratorio.

INSTRUGCOES PARA TECIDO OSSEO

= Obter amostra 6ssea através de bidpsia ou curetagem.
* Colocar num recipiente estéril contendo NaCl 0,85% estéril (solugdo fisioldgica).
= N3ao usar formalina.

INSTRUCOES PARA LESOES SUPERFICIAIS - coleta para fungos - micoldgico direto

= Limpar a superficie com agua destilada ou soro fisioldgico estéreis; nao utilizar iodo.
= Usando um bisturi, raspar as bordas da lesao.

= Amostra do couro cabeludo inclui cabelo, que é seletivamente coletado para exame.
= Amostra de unha - obter raspado e/ou material abaixo da unha.

Os materiais obtidos podem ser colocados em placa de Petri estéril e identificados separadamente
para cada sitio a ser investigado (por exemplo, unha da mao direita, raspado do pé esquerdo, raspado
da regiao plantar, etc.).

INSTRUGOES PARA SECRECAO DE OUVIDO

CONDUTO AUDITIVO EXTERNO E MEDIO (ATE A MEMBRANA TIMPANICA).
= Remover secrecdo superficial com um swab umedecido em salina estéril e com outro swab obter
material fazendo rotacdo no canal.

= Inserir ,em seguida, no meio de transporte (Stuart).
CONDUTO AUDITIVO INTERNO

* Membrana timpanica rompida: o médico deve proceder como no item anterior e com espéculo ou
cone de otoscopio coletar material com swab e em seguida inserir no meio de transporte. Com
outro swab, fazer esfregaco para coloragdao Gram.

* Membrana integra: usar seringa para puncionar a membrana ou sistema apropriado para
aspiracdo e coletor, que deverdo ser encaminhados imediata-mente ao laboratério para
processamento ou introduzir em meio de transporte para conservacdo e fazer lamina para
bacterioscopia.

INSTRUGOES PARA SECRECAO OCULAR
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As culturas deverdo ser coletadas antes da aplicacdo de antibidticos, solugdes, colirios ou outros
medicamentos.

Desprezar a secregdao purulenta superficial e, com swab colher o material da parte interna da
palpebra inferior.

Identificar corretamente a amostra e enviar imediatamente ao laboratdrio, evitando a excessiva
secagem do material.

INSTRUGOES PARA MATERIAL GENITAL

AMOSTRAS E SiTIOS GENITAIS PARA CULTURA

Nao indicados para o Cultivo de Indicados para o Cultivo de
Anaerdbios Anaerdbios
Endocérvix Placenta (origem de cesarea)
TRATO Vagina Enqometrlo
FEMININO Uretra Falépio de Trompa
Placenta Aspirado cervical
Vulva Ovario
externo feminino Genital Glandulas de Bartholin
Perineo
TRATO Uretra

MASCULINO Fluido prostatico

Fluido Seminal

Observacgoes:

A selecdo de materiais genitais, bem como sua coleta adequada, sdo fatores importantes na
interpretacdo das culturas deste tipo de material, uma vez que estes possuem uma quantidade
grande de microrganismos comensais.

Culturas vaginais de rotina ndo sao indicadas pelo motivo acima exposto.
Culturas anaerdbias sdo limitadas a certos materiais, conforme tabela anterior.

Muitos agentes de infeccdo genital em mulheres sdo limitados a certos sitios anatomicos, conforme
tabela a seqguir.

Nos casos de suspeita de infeccdo por Chlamydia trachomatis devera ser solicitado exame por
imunofluorescéncia ou por biologia molecular (PCR). Pode ocorrer associacdao entre infeccées por
Chlamydia trachomatis e Neisseria gonorrhoeae.

Material purulento, proveniente da glandula de Bartholin, podera ser obtido diretamente do ducto,
apo6s massagem digital ou colhida através de seringa.

Endométrio: este tipo de material € melhor coletado por curetagem. Recomenda-se o uso de
swabs protegidos para coleta via cérvix, para evitar contaminacdo com a flora vaginal.

DIP (Doenga Inflamatoria Pélvica):o material é coletado por técnica invasiva. O liquido peritoneal
pode ser coletado por aspiracdo do fundo de saco vaginal (culdocentese). Material retirado
diretamente dos ovarios ou trompas é coletado cirurgicamente.

Vulva: raspados, aspirados ou bidpsia ndo tém muito valor para cultura a ndo ser em casos de
suspeita de sifilis. Nos casos de suspeita de sifilis, a lesdo devera sofrer uma abrasdo cuidadosa
com gaze seca até que um fluido seroso comece a fluir, tomando cuidado para evitar
sangramento, o que acarreta interferéncia no exame em campo escuro. Apds o acumulo de fluido
seroso, colocar uma gota em uma lamina limpa e examinar imediatamente.

DIU (Dispositivo Intra-Uterino): deve ser removido pelo médico evitando-se contaminagdo cervical
ou vaginal. Coloque todo o DIU dentro de um recipiente estéril para ser transportado para o
laboratério.

Cultura semi-quantitativa para Mycoplasma hominis e Ureaplasma urealyticum podem ser
realizadas com kits comercializados. Consultar a bula para maiores informagdes. Infecgdes por
Chlamydia trachomatis: nao aceitar secrecdo vaginal para pesquisa de Chlamydia, uma vez que
este microrganismo ndo pode crescer nas células epiteliais escamosas da vagina Chlamydia sdo
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parasitas intracelulares obrigatérios do epitélio colunar do cérvix. Realizar coleta de material
endocervical, raspando-se o endocérvix para obter células e secrecdo. O swab devera ser
inoculado imediatamente em meio de transporte especial ou preparar as laminas para coloragdo
especial.

= Deteccdo de estreptococos do grupo “B” em mulheres: culturas cervicais ndo sdo aceitaveis e ndo
se devem utilizar espéculos. Sugere-se coleta com swab do intrdito vaginal e outro do orificio
anorretal. Os swabs devem ser colocados em meios de transporte.

» Secregdo prostatica: poderd ser coletada apdés massagem digital pelo reto, podendo ser
acompanhada de amostras de urina pré e pds-massagem. O material ejaculado também podera
ser submetido a analise.

* Na suspeita de Neisseria gonorrhoeae em mulheres, a cultura € o método de escolha, sendo o
material coletado do endocérvix. O encaminhamento deve ser feito em meio de transporte ou
plaqueado imediatamente.

SECRECAO CERVICAL E VAGINAL

Amostra a ser coletada Exames realizados Material necessario para coleta
SECRECAO VAGINAL Bacterioscopia . Swab seco para duas laminas
Cultura para fungo/aerobio Swab com meio de transporte
Bacterioscopia Swab seco para duas laminas
= Cultura para micoplasma e ureaplasma Meio de transporte especifico
SECRECAO . . o
PCR para Chlamydia Meio de transporte especifico
ENDOCERVICAL . =
PCR para HPV Meio de transporte especifico

Preparo da paciente

Recomenda-se:

= Nao estar menstruada

=  Evitar ducha e cremes vaginais na véspera da coleta
= Trés dias de abstinéncia sexual

Coleta Vaginal

* Inserir um espéculo (sem lubrificante; usar agua morna) na vagina.

= Retirar o excesso de muco cervical com swab de algodao.

= Inserir os swabs indicados, rodar por alguns segundos sobre o fundo do saco, retirar e voltar aos
meios indicados no kit:

- Swab seco: realizar as laminas para bacterioscopia da secregdo fresca.
- Swab do meio de transporte para cultura aerébia/fungos.

Coleta endocervical

» Inserir um espéculo (sem lubrificante) na vagina e retirar o excesso de muco cervical com swab de
algodao.

» Inserir os swabs indicados no canal endocervical até a ponta do swab ndo ser mais visivel, rodar
por alguns segundos, retirar evitando o contato com a parede vaginal, e voltar aos meios
indicados no kit:

- Swab seco: realizar as laminas para bacterioscopia da secrecdo fresca.

- Swab seco: Mycoplasma/Ureaplasma - mergulhar o swab dentro da solucdo do tubo fornecido
e agitar. Remover o swab e identificar o tubo.

- Swab do meio de transporte especifico para Chlamydia trachomatis - mergulhar o swab dentro
da solugdo do tubo fornecido e agitar vigorosamente.

= Comprimir o swab contra a parede do tubo. Qualquer excesso de muco deve ser retirado da
amostra.

= Remover o swab e identificar o tubo.
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Cultura para anaerébios do trato genital feminino

» Descontaminar o canal cervical com swab embebido de PVPI aquoso a 10%.
= Coletar amostra do trato genital superior de forma a obter material celular da parede uterina.

Amostras coletadas por laparoscopia, culdocenteses ou cirurgia, também sado apropriadas para cultura
de anaerdbios.

Cultura de dispositivo intra-uterino (DIU) tem valor estratégico para cultivo anaerdbio de Actinomyces
sp.

SECRECAO URETRAL
A rapidez na entrega da amostra ao laboratério depende do sucesso da cultura.

N. gonorrhoeae é uma bactéria muito sensivel e pode morrer rapidamente se ndo for semeada
imediatamente apds a coleta.
= Desprezar as primeiras gotas da secrecao.

» Coletar a secrecdo purulenta, de preferéncia pela manhd, antes da primeira miccdao ou ha pelo
menos duas horas ou mais, sem ter urinado.

»= Coletar com alca bacterioldgica descartavel ou swab estéril fino.

= Colocar a amostra em meio de transporte e realizar as laminas para bacterioscopia da secregdo
fresca.

= Encaminhar imediatamente para o laboratério.
Em pacientes assintomaticos, deve-se coletar a amostra através de massagem prostatica ou com
pequeno swab inserido alguns centimetros na uretra.

INSTRUCOES PARA SECRECAO ANAL

= Inserir o swab cerca de 1 cm do canal anal e fazer movimentos de lado a lado para coletar
material das criptas anais.

= Colocar a amostra em meio de transporte e enviar o swab imediatamente ao laboratoério.

CONSIDERACOES PARA COLETA DE SECRECOES DO TRATO ANO-GENITAL

Cultura Amostra recomendada

Bactéria Fluido prostatico, cervical, vaginal

Fungo Anal, vaginal ou cervical

Anaerdbio Aspirado do epididimo, fluido amnidtico, fluido de abscesso
Trichomonas vaginalis Vaginal, fluido prostatico

Nisseria gonorrhoeae Cervical, uretral, anal

Chlamydia trachomatis Raspado uretral ou cervical

Treponema pallidium Lesao genital

Obs.: lesGes secundarias de sifilis sdo mais comumente encontradas
em membranas mucosas e pele (incluindo palmas da mao e solas do
pé); mas qualquer parte do corpo pode ser afetada.

Haemophilus ducreyi Ulcera da &rea perianal e genitalia e nddulo inguinal

Mycoplasma hominis Canal endocervical e uretra
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INSTRUCOES PARA FEZES

Devem ser coletadas no inicio ou fase aguda da doenca, quando os patdgenos estdo usualmente
presentes em maior nimero e, preferencialmente, antes da antibioticoterapia.

= Coletar as fezes e colocar em um frasco contendo o meio para transporte (Cary Blair ou salina
glicerinada tamponada), fornecido pelo laboratério, em quantidade equivalente a uma colher de
sobremesa. Preferir sempre as porgdes mucosas e sanguinolentas.

= Fechar bem o frasco e agitar o material.

= Se a amostra ndo for entregue no laboratério em uma hora, conservar em geladeira a 4°C, no
maximo por um periodo de 12 horas. Marcar o horario da coleta.

SwAB RETAL

» Usar swab de algoddo, certificando-se de que a ponta da haste que suporta o algoddo estd bem
revestida.

* Umedecer o swab em salina estéril (ndo usar gel lubrificante) e inserir no esfincter retal, fazendo
movimentos rotatdrios.

= Ao retirar, certifique-se que existe coloracdo fecal no algoddo. O nimero de swabs depende das
investigacOes solicitadas.

= Identificar a amostra e enviar ao laboratdrio no intervalo de 30 minutos ou utilizar o meio de
transporte fornecido.

INSTRUGOES PARA URINA

A coleta deve ser feita pela manhd, preferencialmente da primeira micgdo do dia, ou entdo apds
retencdo vesical de duas a trés horas.

CRIANGAS
Assepsia rigorosa prévia dos genitais com agua e sabdo neutro, e posterior secagem com gaze estéril.
Modo de coleta:

O Ideal é jato intermedidrio (jato médio) espontdneo. Bem indicado em criancas que urinam sob
comando, usado também em lactentes. Em lactentes em que ndo se consegue coletar através do jato
médio, pode-se usar o saco coletor de urina, porém a troca deve ser realizada de 30 em 30 minutos e,
ao trocar o coletor, refazer a assepsia. Em casos especiais (RN, lactentes de baixo peso, resultados
repetidamente duvidosos) indicar pungdo vesical suprapubica, que devera ser realizada por médico.

ADULTOS SEXO FEMININO

A coleta de amostras do sexo feminino deve ser supervisionada pessoalmente por uma enfermeira ou
auxiliar treinada. O processamento laboratorial deve ser feito dentro de duas horas. Caso ndo seja
possivel, as amostras deverdo ser refrigeradas a 4°C até o momento da semeadura (no maximo de 24
horas).

= Remover toda a roupa da cintura para baixo e sentar no vaso sanitario.

= Separar as pernas tanto quanto for possivel.

» Afastar os grandes labios com uma das maos e continuar assim enquanto fizer a higiene e coleta
do material.

= Usar uma gaze embebida em sabdo neutro, lavar de frente para tras e certificar-se que esta
limpando por entre as dobras da pele, o melhor possivel.

= Enxaguar com uma gaze umedecida, sempre no sentido de frente para tras.

* Continuar afastando os grandes labios para urinar. O primeiro jato de urina deve ser desprezado
no vaso sanitario. Colher o jato médio urinario no frasco fornecido pela enfermagem (um pouco
mais da metade do frasco). Evite encher o frasco.
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= Fechar bem o frasco e caso haja algum respingo na parte externa do frasco, lave-o e enxugue-o.
ADULTOS SEXO MASCULINO

A coleta deve ser feita pela manhd, preferencialmente da primeira micgdo do dia, ou entdo apds
retengdo vesical de duas a trés horas.

Pacientes cateterizados com sistema de drenagem fechada:

= Colher a urina puncionando-se o cateter na proximidade da juncdao com o tubo de drenagem.
* Nao colher a urina da bolsa coletora.
= No pedido laboratorial devera constar que o paciente esta cateterizado.

Observacgao:

Nao aceitar, sem excegdo, as coletas de 24 horas dos materiais clinicos para cultura, particularmente
de urina para o isolamento de micobactérias, devido a possivel contaminagdo do material.

INSTRUCOES PARA ANAEROBIOS

Anaerdbios podem estar envolvidos em infecgdes nas mais diversas partes do organismo humano. A
coleta deve ser feita evitando-se contaminagdo com a flora normal enddgena. Na solicitagdo médica
deve constar também cultura para germes aerdbios. A boa comunicagdo entre o corpo clinico e o
laboratério com o fornecimento de informagbes como impressdo clinica, estado do paciente ou
suspeita de organismo incomum assegura o sucesso da cultura anaerdbia.

Sempre que possivel, mediante uma solicitacdo de cultura para anaerdbios, a amostra deve ser
coletada através de aspirado com agulha e seringa ou através de fragmentos do tecido infectado.

A coleta com swab é a menos recomendada pelas seguintes razdes:

= Material pode ser facilmente contaminado com organismos presentes na pele ou na superficie
mucosa.

= Os anaerobios ficardo expostos ao oxigénio ambiente.

» Material estd sujeito a secagem excessiva.

= A quantidade de material encaminhada é relativamente pequena.

*» Sdo menos satisfatorios que os aspirados para preparacdo de esfregacos utilizados na analise
microscépica, assim como para exame direto macroscépico (granulos de enxofre - tipico em
actinomicose).

O uso de swab com meio de transporte especifico devera ser utilizado como Ultima opgao.

AVALIACAO DAS AMOSTRAS PARA CULTURA DE ANAEROBIOS

Sitio Amostra Aceitavel Amostra Inaceitavel
- Aspirado do abscesso coletado com - Swab de orofaringe e nasofaringe
CABECA E PESCOCO agulha e seringa apds descontaminacéo  _  gwab gengival
da superficie

. . . . - Material superficial coletado com
- Material de biopsia coletado por cirurgia swab

- Swab obtido por cirurgia quando for
impraticavel a aspiracao

-  Aspirado transtraqueal - Escarro expectorado
PULMAO - Material obtido de pungao pulmonar - Escarro induzido
percutanea -  Aspirado endotraqueal Material
- Material de bidpsia obtido broncoscépico ndo coletado
cirurgicamente adequadamente

- Amostra broncoscopica obtida com
cateter “double-lumen”evitando
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contaminagao

Aspirado de abscesso obtido com

Material de bidpsia obtido por cirurgia

Fluido peritoneal obtido com agulha e

Aspirado de abscesso obtido com

Material de bidpsia obtido por cirurgia

SNC - Liquor
agulha e seringa
ABDOMEN seringa
agulha e seringa
- Bile
TRATO - Aspirado suprapubico
URINARIO

TRATO GENITAL
FEMININO

OSSOSE _
ARTICULACOES

TECIDOS MOLES

ESTOMAGO E
INTESTINO
DELGADO

INTESTINO GROSSO

Material de laparoscopia

Aspirado endometrial obtido por sucgao
ou curetagem apos descontaminagao

Material de bidpsia obtido por cirurgia

DIU (Dispositivo intrauterino), somente
para Actinomyces sp

Aspirado obtido com agulha e seringa
Material de bidpsia obtido por cirurgia

Aspirado obtido com agulha e seringa
Material de bidpsia obtido por cirurgia

Aspirado do trato sinusal obtido com
cateter plastico

Aspirado profundo de ferida aberta
obtido ap6s descontaminacgéo da pele

Somente na Sindrome de Alga Cega ou
Sindrome de Ma Absorgao

Somente para cultura ou pesquisa de
toxinas quando houver suspeita de C.
difficile ou C. botulinum

Swab aerdbio

Swab aerdbio

Urina Urina de cateter

Swab vaginal ou cervical

Material de superficie coletado
com Swab

Material de superficie coletado da
pele ou bordos da ferida

Material coletado com Swab

TEMPO DE TRANSPORTE X VOLUME DE AMOSTRA E/OU METODO COLETADO

Amostra

Aspirados:
- inferior a 1ml
- superior a 1m

Meio de transporte anaerdbio

Tecido ou material de bidpsia
- recipiente estéril
- meio de transporte ou bolsa anaerdbia

Swabs anaerdbios
- em tubo com atmosfera anaerdbia
- em meio de transporte anaerdbio

Tempo 6timo para transporte ao laboratoério

- 15 minutos - temperatura ambiente
- 30 minutos — temperatura ambiente

- 2 horas - temperatura ambiente

- 30 minutos — temperatura ambiente
- 2 horas - temperatura ambiente

- 1 hora - temperatura ambiente
- 2 horas - temperatura ambiente
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3. MICROSCOPIA E COLORACAO

DIRETO SEM COLORAGCAO

SALINA

Material
- Salina (soro -
fisioldgico - 0,85%
de cloreto de
sodio)
- Lamina
- Laminula

HipROXIDO DE POTASSIO

Material

- Hidréxido de -
Potassio em
solucdo aquosa a
10% ou 20%

- Lamina
- Laminula

EXAME EM CAMPO ESCURO

Material

- Microscopio com -
condensador de
campo escuro e,
quando possivel,
objetiva de 100X
com iris

- Lamina

- Laminula

- Salina

- Oleo de imers3o.

Indicacao

Permite observar a morfologia
bacteriana e avaliar a existéncia
de motilidade

Usada para pesquisa a fresco de
Trichomonas em secregoes,
fungos (leveduri-formes ou
filamentosos) e em diferentes
materiais, etc.

Indicacao

Usado para pesquisa de fungos
(leveduriformes e particularmente
filamentosos) em material
biolégico na presenga de muco,
restos celulares, pélos, unhas,
etc.

Facilita a microscopia por
dissolver a queratina e o muco,
destacando as estruturas
fungicas, quando presentes.

Indicacao

Para observar a motilidade de
bactérias dificilmente observadas
em microscopia direta com salina,
como €é o caso do Treponema
pallidum e da Leptospira sp

Pode ser usada também para
observar a motilidade do
Campylobacter sp e outras
bactérias
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Técnica

Gotejar a salina (uma gota) no centro
de uma Iamina de microscopia e nela

suspender uma col6énia ou uma algada
do material a ser investigado

Cobrir com uma laminula e examinar
a0 microscopio, com objetiva de 40X
ou 100X (dleo de imers&o)

Técnica

Colocar uma pequena amostra do
material a ser pesquisado no centro
da lamina

Suspender o material com uma a duas
gotas de KOH

Cobrir com laminula e aguardar 30
minutos ou

Aquecer ligeiramente a lamina para
acelerar o clareamento

Examinar com objetiva de 10X ou
40X, fechando o diafragma

As laminas poderdo ser colocadas em
camara Umida e, apos 24 horas,
realizar uma segunda leitura
microscépica

Técnica

Para o Treponema pallidum:

Atritar as bordas da lesdo suspeita
com um swab ou alca bacterioldgica

Colher o exsudato com a prépria alga
ou fazer um imprint com a lamina

Cobrir com a laminula (utilizar uma
gota de salina)

Realizar a pesquisa rapidamente

Para o Leptospira:

Utilizar a urina recém-emitida,
centrifugada e examinado o
sedimento

Em campo escuro, colocar 6leo de
imersao entre o condensador e a
parte inferior da ldmina (encostar o
condensador na lamina)

Observar com objetiva de 40X para
obter o foco

Avaliar as condigdes do material,

fazendo-se, a seguir, a bacterioscopia
por imersdo, com objetiva de 100X.



TINTA DA CHINA

Material
- Tinta da China -
(nanquim)
- Lamina
- Laminula

Indicagao

Principalmente para pesquisa de
criptococos em liquor ou outros
materiais, permitindo destacar a
capsula deste fungo contra um
fundo negro

Técnica

Suspender o sedimento do liquor ou
uma colénia do meio de cultura em
uma gota de tinta da China,
fazendo-se um filme bem delgado
entre a lamina e a laminula

- Observar com objetivas de 10X e
40X

- Caso esteja muito espesso,
adicionar uma pequena gota de
salina esterilizada na suspensao
para facilitar a observagao

- Erro comum: confundir linfécitos
com criptococos. A diferenciacéo &
feita através da observacdo do
nucleo refringente e gemulagdo do
fungo.

COLORACAO DE GRAM

A coloracdo de Gram ¢é usada para classificar bactérias com base no tamanho, morfologia celular e
comportamento diante dos corantes. No laboratério de microbiologia clinica é um teste adicional
rapido para o diagndstico de agentes infecciosos, sendo também utilizado para avaliar a qualidade da
amostra clinica analisada.

As interpretacdes dos esfregacos corados pelo Gram envolvem consideracdes relacionadas com as
caracteristicas da coloragdo, tamanho, forma e agrupamento das células. Estas caracteristicas podem
ser influenciadas por varios fatores, incluindo idade da cultura, o meio de cultivo utilizado, a atmosfera
de incubagdo e a presenca de substancias inibidoras.

N3o se pode deixar de destacar que a coloracdo de Gram somente serd um recurso rapido e util
quando for corretamente realizada (do ponto de vista técnico) e interpretada por profissionais
experientes.

UTILIZAGAO

* Para bacterioscopia da maioria dos materiais bioldgicos ou culturas de microrganismos em meios
solidos ou liquidos.

= Nas amostras analisadas de culturas jovens (<< 24h) de meio de cultura sem inibidores e
amostras clinicas recém-coletadas (sdo as que fornecem melhores resultados).

= Na verificagdao da morfologia bacteriana a partir de esfregagos de cultura em caldo.

EQUIPAMENTOS E MATERIAIS NECESSARIOS *

L] Laminas de vidro limpas e desengorduradas 7,5 L]
cm x 2,5 cm

Centrifuga e/ou citocentrifuga

L] Lata para descartar o material contaminado

. .
Tubos estéreis . .
L] Incinerador ou bico de Bunsen

=  Alca bacterioldgica p ~
¢ 9 . Oleo de imersao

L] Meio de cultura
=  Agitador tipo Vortex

L] Pipeta e ponteiras estéreis .
P P . Laminas de bisturi

. Luvas (quando necessario
(q ) =  Chapa com aquecimento brando para

. Cronémetro fixacao dos esfregacos (50°C)

= Salina estéril 0,85% =  Microscopio

L] Metanol ou etanol absoluto para fixagao
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* Observacao: Os materiais citados acima sdo opcionais, dependendo da amostra clinica coletada e
da rotina laboratorial.

ESFREGACOS

Os esfregagos devem ser preparados com um gradiente de espessura suficientemente denso para
facilitar a visualizagdo, mas, também, bastante esparso para revelar as caracteristicas do
agrupamento. Utilizar, de preferéncia, laminas limpas e novas (ndo oxidadas). Os melhores resultados
serdo obtidos se as mesmas permanecerem no alcool até o momento do uso.

Técnica para preparo do esfregaco:

» Identificar a lamina de maneira segura.

= Rolar toda a superficie do swab sobre a lamina para ndo destruir as células.
*» Fixar rapidamente na chama.

*» Quando material é escasso, demarcar a area do esfregaco.

* Proceder o método de coloracdo mais apropriado.

Material Clinico

- Rodar o swab suavemente pela ldmina limpa, evitando a destruicdo dos elementos
celulares e dos grupamentos

- Quando somente um swab for coletado, coloca-lo em um tubo estéril contendo uma
Amostra pequena quantidade de salina estéril (0,4 ml) e agitar (vortex)
coletada com . —
SER - Comprimir o swab contra as paredes do tubo e utiliza-lo para fazer o esfregaco. O
restante do material pode ser inoculado nos meios de cultura.

-  Observagao: materiais clinicos coletados com swab sdo menos recomendados para
cultura. Coletar, sempre que possivel, dois swabs: um sera utilizado para fazer o
esfregago e o outro para cultura.

- Materiais recebidos em seringas serdo transferidos para um tubo estéril e agitados
Aspirados, (vortex), quando necessario

exsudatos, etc. _  gglecionar a porcio mais purulenta ou mucosa com pipeta ou alca bacteriolégica

- Amostras muito espessas ou purulentas podem ser diluidas com uma gota de salina
estéril e espalhadas sobre uma grande area da lamina formando um esfregago delgado

- Com auxilio de alga bacteriolégica ou um palito de madeira, “pescar” uma porgao
purulenta do escarro que seja representativa

- Rolar esta porcao na parede do frasco para separar do material salivar

- Em seguida, colocar o material na extremidade de uma lamina limpa confeccionando
um esfregago delgado

- Quando a quantidade de saliva for grande e pequenas porgdes purulentas forem
visiveis, transferir a amostra para uma placa de Petri para facilitar a retirada do
material representativo

Escarro

- Alguns laboratérios utilizam a citocentrifuga (cytospin) para concentrar os liquidos
organicos e fazer os esfregagos. Este método tem sido utilizado para aumentar a
sensibilidade da coloragdao de Gram, diminuir o tempo de centrifugagao e agilizar o
resultado. Materiais aparentemente limpidos devem ser previamente centrifugados a
Liquor ou 2.000-5.000 rpm /15 minutos e o esfregaco feito a partir do sedimento
outros fluidos  _  Apgs a centrifugacdo, remover o sobrenadante com uma pipeta estéril, deixando,
organicos . .
- aproximadamente, 0,5 ml de sedimento
- Colocar uma gota do sedimento numa lamina limpa, sem espalhar e deixar secar

- Para aumentar a concentragao do fluido a ser examinado, adicionar uma segunda gota
na mesma area da ldmina, anteriormente utilizada

Urln,ad]_ato -  Homogeneizar bem o material e utilizar uma gota da amostra, sem centrifugacdo
médio

Biopsias ou - Colocar o material em uma placa de Petri estéril

fragmentos de  _  Tyjturar com auxilio de um bisturi

tecido ‘. . A . A
- Preparar os esfregacgos fazendo varios imprints numa lamina limpa, de preferéncia,

estéril
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Cultura em caldo

= Transferir uma a duas gotas para uma lamina limpa utilizando alga bacterioldgica ou pipeta;
= Espalhar suavemente o material a fim de obter um esfregago delgado.

Meio sdlido

» Utilizar uma gota de salina estéril em uma lamina limpa;

= Transferir uma pequena porcao da colénia com alca bacterioldgica;

=  Misturar suavemente para obter um esfregago levemente turvo e homogéneo.

= Observacdo: para evitar a formacgdo de aerosséis, nunca misturar o material vigorosamente.

Fixacdao do Esfregaco

Calor

Todo o esfregaco, antes de ser submetido a coloracdo, deverd estar seco (exposto ao ar), sendo
fixado com calor brando (50°C). A fixacdo excessiva e o superaquecimento irdo distorcer a morfologia
celular e a fixacdo insuficiente permitird a saida do material durante o processo de coloragdo. Deixar a
[damina esfriar antes de iniciar a coloracgéo.

Metanol ou Etanol

A fixacdo pelo metanol ou etanol também pode ser utilizada. Além de prevenir a lise das hemacias,
evita que os esfregagos, principalmente os de urina, desprendam-se no momento da coloragao. Deixar
o esfregaco secar numa superficie plana; apds, colocar uma a duas gotas de alcool (1min), drenando
0 excesso, sem lavar. Ndo aquecer a lamina antes da coloragdo.

PREPARO DO REAGENTE PARA A COLORAGCAO DE GRAM (MODIFICADO POR HUCKER)

Cristal-violeta - solugcao estoque:

Solugdo A -

Cristal-violeta 40 g
Alcool etilico a 95% 400 ml
Solugdo B -

Oxalato de aménio 16 g
Agua destilada 1600 ml

Validade das solugbes A e B: 1 ano em temperatura ambiente
Cristal-violeta - solugao de uso:

Solugao A 40 ml
Solugdo B 160 ml

= Misturar as duas solugdes.
= Deixar em repouso e filtrar apds 24 horas.

Lugol (mordente):

Iodo metalico 1g
Iodeto de potassio 29
Agua destilada 300 ml

Validade: seis meses em temperatura ambiente

= Misturar o iodo e o iodeto de potassio em um graal, até que estejam bem homogeneizados;
* Acrescentar agua lentamente para dissolugdo completa. Guardar em frasco de &mbar.

Precaugoes: a solucdo de iodo/iodeto de potassio é corrosiva. Evitar inalagdo, ingestdo ou contato
com a pele.
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Descolorantes:

élcool etilico a 95% - agente descolorante lento ou

Alcool etilico a 95% e acetona (v/v) - agente descolorante intermediario.

Exige maior habilidade por parte do operador para que ndo ocorra hiperdescoloracao.
Validade: um ano armazenado em frasco de ambar a temperatura ambiente.
Precaugoes: etanol e acetona sao inflamaveis.

Contracorante:

Solugdo de reserva -

safranina 5g
alcool etilico a 95% 500 ml

Solucao de trabalho -
solugao de reserva 10 ml
agua reagente 90 ml

Validade: um ano em temperatura ambiente ou fucsina basica a 0,1% ou 0,2% em agua reagente; e
seis meses em temperatura ambiente - frasco de ambar.

= Misturar suavemente até a dissolugdo.
COLORACAO

= Cobrir a area com a solucdo de cristal-violeta por cerca de um minuto.

= Decantar o cristal-violeta e lavar suavemente com a prépria solugdo de iodo ou agua da
torneira.(Obs.: lavagem excessiva nesta etapa pode causar a retirada do cristal violeta das células
Gram-positivas).

= Cobrir a area do esfregago com a solugdo de iodo durante cerca de um minuto.
= Descorar a ldmina com a mistura alcool-acetona (1:1), até que o solvente escorra incolor.

* Alternar com &gua corrente (jato fraco). O tempo usualmente utilizado nesta etapa é de cerca de
10 segundos. (Obs.: lavagem excessiva nesta etapa pode causar a retirada do cristal violeta das
células Gram-positivas, assim como, a pouca descoloracdo pode resultar em pouca retirada do
cristal violeta, ocasionando uma tonalidade azulada nas bactérias Gram-negativas).

= Cobrir o esfregaco com a solucdo de safranina (ou Fucsina basica 0.1% a 0.2%), por cerca de 30
segundos.

= Lavar com agua corrente.

= Deixar secar ao ar, em temperatura branda (50°C).
CoMO REPORTAR 0S RESULTADOS

As bactérias Gram-positivas retém o cristal-violeta e se apresentam com coloragdo violeta enquanto
as Gram-negativas sdo descoradas pelo alcool-acetona, sendo, portanto, coradas com o corante de
fundo (fucsina) e se apresentam roseas.

LEITURA DO GRAM

» Utilizando a objetiva de menor aumento (10X), fazer uma analise do esfregago como um todo,
avaliando:

- aqualidade da coloracao e a espessura do esfregaco;

- se o material clinico coletado é apropriado para cultura, observando a quantidade relativa de
leucocitos, hemacias, células epiteliais;

- a presenga de bactérias pertencentes a microbiota normal, indicando uma coleta inadequada
da amostra clinica;

- localizagdo e agrupamento bacteriano;

- filamentos, pseudo-hifas e leveduras.
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Passar para a objetiva de imersdo (100X) e examinar varias areas para melhor avaliacdo da
coloracdao e dos diferentes tipos de microrganismos presentes, principalmente perto de células
inflamatorias.

Sistema de Quantificagao

Células e Polimorfonucleares (PMN)
Média em 10 campos (10X de aumento) Microrganismos
Média em 15 a 20 campos (100 X aumento)

Neg. + ++ +++ + ++ +++ ++++

Neg. Raras Pouca Muitas Raros Poucos Muitos Numerosos

1-9 10-24 >>25 <<1 1-5 6-19 >>20

CAUsAS COMUNS DE ERRO

Precipitacdo do corante bb simula cocos Gram-positivos.

Uso de laminas que ndo tenham sido pré-limpas ou desengorduradas.
Espessura do esfregago PP pode corar irregularmente.
Superaquecimento na fixacdao pelo calor bb destruicao da morfologia.

A descoloragdo insuficiente com alcool-acetona permite a retencdo do cristal-violeta, o que
dificulta a observacdao de bactérias Gram-negativas. Por outro lado, esfregacos obtidos de culturas
velhas ou contendo numerosas bactérias mortas ou expostas a acdo de antibioticos apresentam
irregularidades na coloracdo. As bactérias Gram-positivas perdem a capacidadede de reter o
cristal-violeta, apresentando-se Gram-negativas; as Gram-negativas podem corar-semais
fracamente pela safranina, podendo simular a ocorréncia de infecgbes mistas (Gram-
positivas/Gram-negativas).

A discordancia de resultado entre o esfregago corado pelo Gram e a cultura pode estar relacionada
com a coleta ou meios de transportes e conservantes inadequados.

Um resultado positivo de Gram com cultura negativa pode sugerir contaminacao do corante,
presenca de agentes antimicrobianos na amostra do paciente ou falha no crescimento de
microrganismos devido as condicOes utilizadas (atmosfera, acdo seletiva dos meios de cultura,
etc.).

CONTROLE DE QUALIDADE

Verificar diariamente a aparéncia dos reagentes. Se a solucdo de cristal-violeta precipitar, refiltre
antes de usar. A evaporagao pode afetar a eficacia dos reagentes. Recomenda-seque as solugdes
de trabalho sejam trocadas regularmente, dependen-do da demanda.

Diariamente e quando novos reagentes forem preparados, corar, juntamente com os esfregagos
da rotina, laminas controles. Esfregacos de Escherichia coli (ATCC 25922) e Staphylococcus
epidermidis (ATCC 12228) ou Staphylococcus aureus (ATCC 25922) sdo preparados e fixados.
Resultados esperados:

- bacilos Gram-negativos, coloragdo rdsea.
- cocos Gram-positivos, coloragao violeta.

Sistema de revisao dos resultados do Gram:

- arevisdo didria de laminas de Gram, selecionadas pelo supervisor, pode ajudar a
determinar a necessidade de treinamento e adicionar informacgdes de relevancia clinica.

- comparar resultados da cultura com a leitura do Gram.

Fazer manutencdo preventiva e limpeza dos microscopios.

OUTRAS COLORAGOES
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ALBERT LAYBORN (CORINEBACTERIAS)

Solugao A

Azul-de-toluidina 0,15¢g
Verde-malaquita 0,20g
Acido acético glacial iml
Alcool 95 2ml
Agua destilada 100ml
Solugao B

Iodo 2g
Iodeto de potassio 3g
Agua destilada 300ml
Execugao

»  Corar trés minutos com solugdo A;

= Escorrer e, lavar com agua corrente, cobrir com solugdo B;

= ApoOs dois minutos, lavar com agua corrente rapidamente;

= Enxugar com papel de filtro e secar sem passar na chama.

= Observar o corpo bacteriano corado em verde e os granulos metacromaticos (castanho- escuro).

COLORACAO DE FLAGELOS ~-IMPREGNAGCAO PELO METODO DE RHODES

Mordente

Acido tanico, solucdo aquosa a 10% 10ml
All]men de potassio (solugdo aquosa saturada) 5ml
Oleo de anilina, solugdo saturada iml

= Dissolver, por agitacao, o precipitado que se forma.
= Completar com cloreto férrico, solugdoa 5%, 1ml.

Nitrato de prata amoniacal

» Dissolver 5g em 10ml de agua destilada.

= Separar 5ml e, ao restante, acrescentar, gota a gota, solucdo concentrada de amonio, agitando
sempre até formar-se um precipitado castanho que volta a se dissolver.

= Juntar gota a gota a solucdo inicial de nitrato de prata que se havia separado, até surgir leve
turvacao que persiste com a agitagao.

Execugao

*=  Preparar esfregaco;

*  Filtrar o mordente sobre o esfregaco e deixar trés a cinco minutos;

*= Lavar abundantemente com agua;

= Cobrir com o nitrato de prata amoniacal e aquecer suavemente até a emissao de vapores, por trés
a cinco minutos.

Resultado

Células em castanho-escuro e os flagelos mais claros em fundo ligeiramente granuloso.

COLORACAO DE ZIEHL-NEELSEN

Solugao de carbolfucsina

Fucsina basica 0,3g
Alcool etilico a 95% 10 ml
Cristais de fenol derretidos 5 ml

Agua destilada 95 ml

= Dissolver a fucsina basica no alcool e o fenol na agua. Misturar as duas solucées.
= Deixar repousar por varios dias antes de usar.
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Acido-alcool

Alcool etilico 97 ml
Acido cloridrico concentrado 3ml

Coloragao de fundo (azul-de-metileno)

Azul-de-metileno 0,3 ml
Agua destilada 100 ml
Execugao

* Cobrir a superficie da lamina com a solugdo de carbolfucsina.

= Aquecer a ldamina coberta com o corante, lentamente com auxilio de um bico de Bunsen, até a
emissdo de vapores, tomando o cuidado para ndo deixar ferver.

= Aquecer com calor baixo ou intermitente por um periodo de trés a cinco minutos.
*= Deixar a lamina esfriar.
= Lavar a lamina com agua corrente.

= Cobrir a lamina com solugdo de alcool - acido a 3% e descorar o esfregaco até que o corante ndo
drene mais da lamina.

= Lavar a lamina com agua corrente e esgotando todo residuo da mesma.
*= Cobrir a lamina com o corante de contraste (azul de metileno), por 20 a 30 segundos.
= Lavar a lamina com agua corrente e deixar secar naturalmente sem forgar com papel de filtro.

= Examinar o esfregago com objetiva de imersao no aumento de 100x.

mod III - 27



4. SEMEADURA EM MEIOS DE CULTURA

MATERIAL CLINICO E OS RESPECTIVOS MEIOS DE CULTURA E MICROSCOPIA

Meios de cultura para semeadura dos principais materiais clinicos e indicacdo de exames
microscopicos.

Material Meios De Cultura * Lamina
AC AS MC TIO Outro LJ SAB MYC
Abscesso profundo X X X uma
Ferida cutanea/cirdrgica X X X X X uma
Abscesso cerebral X X X X X X X duas
Abscesso pulmonar X X X X duas
Bidpsia X X X duas
Coprocultura (fezes) X SS nao
Liquido de Dialise X X X uma
Endométrio/ Amnidtico X X X uma
Escarro piogénicos X X duas
Escarro para Tuberculose X uma
Esperma/ Prostatico X X uma
Fistula/ Dreno X X nao
Ganglio X X X X X X duas
Lavado Brénquico (BAL) X X X X X uma
Liquor (LCR) X X X X X duas
Nasal/ Orofaringe X X nao
Osso (Biopsia / Aspirado) X X X uma
Ocular X X X duas
Orofaringe X X uma
Ouvido X X X uma
Peritonial/ Ascitico X X X X uma
Pleural X X X X duas
Ponta de cateter X ndo
Sangue/ Hemocultura X X uma
Uretral X X ™ uma
Urina CLED uma
Vaginal/ Endocervical X X X ™ uma

1. AC = &gar chocolate; AS = &gar sangue; MC = 4dgar Mac Conkey; TIO = caldo tioglicolato; L] = dgar Lowenstein
Jensen; SAB = agar Sabouraud; MYC = Mycosel; SS = agar Salmonella-Shigella; TM = &gar Thayer Martin
(opcional); CLED = agar CLED
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Cultura para fungos ou micobactérias

*= Para fungos: Sabouraud e Mycosel, ver orientacdo especifica para semeadura
= Para micobactérias: Lowenstein Jensen, materiais contaminados com flora devem ser previamente
descontaminados (escarro, urina, lavado bronquio-alveolar, fezes)

Coprocultura

= Recomendava-se semear em caldo enriquecedor do tipo Selenito, Tetrationato, etc., que tem valor
duvidoso, sendo atualmente indicado para pesquisa de portadores.

Escarro para tuberculose

= Deve ser conservado em geladeira ou tratado para descontaminacdo, antes de semear em
Lowenstein Jensen.

Lavado bronquico

= Homogeneizar o material em vortex;

» Centrifugar parte do material e fazer duas laminas com o sedimento;

= Se houver pedido de pesquisa de micobactérias e fungos, fazer quatro laminas;

* Semear 10 YL com alga descartavel ou calibrada e semear em Agar Chocolate para contagem de
colonias (1/100); )

= Diluir 1 ml da amostra em 9,0 ml de salina estéril, homogeneizar e semear 10 pyL em Agar
Chocolate para contagem de col6nias (1/1.000); .

= Semear desta mesma diluicdo com a alca de 1 uL em Agar Mac Conkey para contagem de col6nias
(1/10.000).

Liquido Céfalo Raquidiano (LCR)

= Centrifugar por 10 minutos/ 2.000 rpm (rotacdes por minuto), quando purulento, semear sem
centrifugar; .

= Semear em Agar Chocolate + Agar Sangue + Caldo Tioglicolato.

= Quando solicitado, pesquisar Criptococos, usando coloragdao com Tinta da China.

Ponta de cateter

= Cinco cm da ponta do cateter deve ser rolada 5 vezes sobre a placa de Agar Sangue, utilizando a
técnica semi-quantitativa de Maki.

= Quando enviado pedaco maior de cateter pode-se injetar 1 ml de salina cultivando separadamente
(ldmen); a superficie externa pode ser semeada pela técnica de Maki.

Hemoculturas positivas

=  Semear em Agar Chocolate e fazer bacterioscopia (Gram).
=  Frascos para micobactérias, fazer bacterioscopia (Ziehl).

Urina

» Dever ser semeada com alga calibrada de 10 pL em Agar CLED (Brolacin).

= Se houver pedido de bacterioscopia: colocar 10 yL da urina sobre uma Idmina nova e deixar secar,
corar pelo Gram, e verificar a presenca de bactérias.

*» Para diagndstico da tuberculose: deve ser guardada em geladeira ou descontaminada antes de
semear.

Secregao vaginal, endocervical, uretral e urina

= Fazer exame a fresco de secrecdo vaginal para pesquisa de Trichomonas;

= Centrifugar a urina para pesquisa de Trichomonas;

* Na cultura para Neisseria gonorrhoeae é suficiente Agar-Chocolate; para melhorar o isolamento,
semear material endocervical e uretral, utilizando o meio seletivo de Thayer Martin.

= Mycoplasma e Ureaplasma swab uretral ou endocervical, removendo previamente a secregdo e
colhendo as células da mucosa por rotacdo do swab no canal; usar meio de transporte especifico.

Para amostras solidas: biopsias, ganglios, amostras de tecidos, etc
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Fragmentar o material com um gral e pistilo de porcelana ou vidro estéreis contendo 1-2 ml de
salina estéril ou caldo BHI (Brain Heart Infusion) ou TSB (Tripticase Soy Broth);

Semear os fragmentos ou a porgdo liquida, e guardar o restante do material na geladeira para
eventual uso.

Estudos quantitativos sdo trabalhosos pois dependem de pesar o material sélido, tritura-lo, diluir em
volume definido de caldo (BHI, TSB ou Tioglicolato), bem como semear volume definido (10 ou 100mL
com pipeta calibrada, usando ponteira estéril). O calculo para a contagem de col6nias deve levar em
conta o numero de gramas de tecido usado e a diluicdo do caldo (UFC/grama de tecido).

Liquido de dialise

Recomenda-se fazer cultura quantitativa semeando-se como urina, com alga calibrada e contagem
de colonias, usando alca de 10 pL e liberando o resultado em UFC/ml (multiplicando por 100).
Paralelamente faz-se cultura qualitativa semeando 2 a 3 ml em 5 ml de caldo (TSB, BHI ou
Tioglicolato). No caso de cultura quantitativa negativa e qualitativa positiva, relatar: cultura
positiva para (nome da bactéria isolada), menor que 102 UFC/ml.

Casos especiais

No caso de secrecdao prostatica, em que o material é bastante escasso, e existe contaminacao
uretral, recomenda-se semear rapidamente apds a coleta com alca calibrada de 10 ml, e o
resultado deve-se relatar em UFC/mI (multiplicando o nimero de col6nias significativas do mesmo
agente por 100), como para uroculturas.

Para outros materiais escassos colhidos com swab em meio de transporte (material de vesiculas, swab
de cornea ou conjuntiva, uretral, etc.), pode-se semear diretamente o swab nos meios de cultura
indicados, ou tentar obter uma concentracdao do material do swab colocando-o em tubo estéril com 0,5
ml de salina estéril. Em seguida, agitar no vortex (mixer), centrifugar e utilizar o sedimento como
indculo, ou fazer esfregago para bacterioscopia.

Escolha de meios de cultura seletivos em relagdao ao agente

Agente Meio especifico de acordo com manuais de fabricantes

Bordetella pertussis

Brucella spp

Campylobacter jejuni
Corynebacterium diphtheriae
Legionella spp

Listeria monocytogenes
Mycoplasma/ureaplasma
Neisseria

Neisseria meningitidis

Vibrio spp

Obs: existem meios cromogénicos
especificos para diferentes patdogenos

Agar sangue Bordet-Gengou
Brucella agar
Campylobacter agar

Agar cisitina-telurito

Agar carvdo-extrato de levedura tamponado

Agar Listeria McBride

Transporte: Meio B10 Shepard Cultura: Meio A7 Shepard

Thayer Martin
Thayer Martin
TCBS

Salmonella spp. e S. typhi, E. coli O 157. Para algumas
espécies de Candida, Listeria monocytogenes, etc.

PROCEDIMENTOS PARA SEMEADURA EM MEIOS DE CULTURA

SEMEADURA QUALITATIVA

= Organizar as placas, pré-aquecidas em estufa (ideal para fastidiosos), ou a temperatura ambiente,

sobre a bancada conforme o material a ser semeado.

= Identificd-las com o nimero da amostra e iniciais do paciente.
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*= Separar as laminas correspondentes a cada exame, a serem preparadas e identifica-las.
= Homogenizar o material, quando liquido (urina, LCR, sangue, pleural, etc.).

= Escolher a porgao mais purulenta no caso de secregdes, ou no caso de fezes, a parte com sangue,
Muco ou pus.

= Os swabs deverdo ser rolados sobre os meios de cultura, seguindo a sequéncia dos mais ricos
para os mais seletivos (Agar Chocolate, Agar Sangue, Mac Conkey).

= Com material muito liquido (LCR, pleural ndo purulento) concentrar o material por centrifugacdo a
2.500 rpm (1500 g) por 10-15 minutos e semear o sedimento.

= Na semeadura de rotina pode-se utilizar placas com divisdes de dois e trés compartimentos para
racionalizagdao de gastos, mas seu uso exige maior habilidade na semeadura a fim de se obter
colonias isoladas. Ex.:

- hemocultura em placa triplice: Agar sangue, Agar chocolate e Agar Mac Conkey.

- secregdes em placa dupla: Agar sangue e Agar Mac Conkey, proceder uma semeadura que
permita o crescimento de colbnias isoladas, etc.

Técnica de Semeadura Qualitativa

A semeadura para cultivo qualitativo pode ser feito com o proprio swab (do meio de transporte), ou
amostra do material removida com alca (estéril) flambada e semeada de forma a obter um gradiente
decrescente de concentracdo do indculo, que permita o isolamento de todas as col6nias diferentes.
Recomenda-se que a semeadura e a leitura das placas sejam realizadas pelo mesmo profissional para
aprimorar a técnica de semeadura e isolamento de colbnias.

= Descarregar o material num canto da placa;

= Flambar a alga;

= Esfriar a alca em um canto do agar;

= Semear partindo da ponta da primeira semeadura.

= A cada mudanga de direcdo flambar a alca e esfria-la.

SEMEADURA QUANTITATIVA
Materiais indicados ou recomendados

= Urina

= BAL (lavado bronco alveolar)

= Aspirado traqueal

= Bidpsia de tecido

* Liquido de didlise

» Secregdo prostatica

= Cateter (técnica de Maki e outras)

Técnica de Semeadura Quantitativa

O cultivo quantitativo baseia-se na semeadura de um volume conhecido de material e a contagem do
numero de UFC (unidades formadoras de col6nia) obtidas apds incubagdo. Utilizam-se dois artificios
para o efeito de diluigdo do material:

= Uso de pequenos volumes: normalmente de 1, 10 ou 100 pL. O nimero de UFC obtido devera ser
multiplicado pelo fator de corregdo para 1 ml, relativo ao volume inoculado; 1.000, 100 ou 10,
respectivamente. Pode ser realizada utilizando-se volume de material definido por alga calibrada
ou pipeta com ponteira estéril.

= Técnicas dilucionais: costuma-se utilizar a diluicdo seriada do material em escala decimal, isto &,
1:10, 1:100, 1:1.000 ... O numero de UFC obtido devera ser multiplicado pelo fator de correcéo
para 1 ml, relativo a diluigao utilizada; 10, 100, 1.000 ..., respectivamente.

Procedimentos gerais
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= Homogeneizar o material com agitagdo manual em diferentes diregdes ou em vortex (mixer).

= Obter o volume definido pela técnica com o auxilio de uma pipeta com ponteira estéril ou alca
calibrada. No caso da alca, observar a integridade da pelicula formada até deposita-la na parte
superior da placa. Ainda com a alga, sem flambar até o final da semeadura, distribuir o material
em linha reta até a outra extremidade. Perpendicularmente, distribuir o material por toda a
superficie de maneira uniforme. Repetir o mesmo procedimento por 3 vezes, ou até que a
superficie da placa esteja seca, alterando a direcdo da estria (vide figura abaixo).

= Evitar o uso de placas Umidas e, apds semeada, ndo incubar caso haja umidade na superficie do
agar.

= Evitar o rompimento do agar, estriando o material suavemente.

* Uma suspensdo com 10° UFC/ml deve resultar em um tapete de colénias que cubra toda a
superficie do dgar de maneira uniforme, com col6nias confluentes.

a) Indéculo Inicial b) Espalhamento

INCUBACAO

A incubacao deve seguir alguns parametros determinados.

Atmosfera

* Para bactérias ndo exigentes em secregles, urina, fezes, etc. incubar em estufa em atmosfera

ambiente.

*» Para bactérias exigentes tais como: pneumococos, hemofilos e Neisserias ou fastidiosos incubar
em microaerofilia (Jarra com vela acesa de modo a obter 3-5% de CO,).

= Para Campylobacter é necessario tensdo de 5 a 10% de CO, e restricdo de O, sendo conveniente o
uso de geradores especificos.

= Para bactérias anaerdbias, incubar em sistema de anaerobiose estrita.

Temperatura

= 36°C +/- 1°C é a temperatura para a grande maioria das bactérias da rotina, incluindo os
anaerobios e micobactérias.

*» Fungos podem ser cultivados a 30°C ou 25 e 35°C.

\

= Temperatura a 42°C pode ser necessario para isolar espécies de Campylobacter, Acinetobacter
aumannii, e algumas espécies de Pseudomonas.

Umidade

* Bactérias fastidiosas e exigentes (neisserias patogénicas e hemofilos) crescem melhor se forem
incubadas num recipiente com tensdo de 5% de CO, com um chumaco de algodao embebido em
agua estéril.

Tempo

= Em geral a primeira leitura é realizada com 18 a 24 horas de incubagdo ou em casos de urgéncia
para iniciar a identificacdo e antibiograma, a partir de 6 horas é possivel visualizar crescimento de
algumas enterobactérias.

*= Para anaerdbios é recomendavel a primeira leitura com 48 a 72 horas de incubacéo.
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Para bactérias exigentes ou de crescimento lento o periodo de incubacdo pode ser bastante
prolongado: Micobactérias de 3 a 45 dias; Nocardia, 4 a 7 dias; Brucella 3 a 7 dias (hemoculturas
até 45 dias).

Leitura

Alguns aspectos sdao fundamentais na leitura inicial das placas para se estabelecer um diagndstico
presuntivo e direcionar o exame.

CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS DAS COLONIAS

Tamanho

O tamanho das col6nias deverad ser considerado na placa como um todo, uma mesma cepa pode
formar col6nias de tamanhos variados em diferentes pontos da placa:

Puntiforme (<1 mm de didametro) - colonias muito pequenas, caracteristicas de bactérias mais
exigentes.

Pequena (até 2 mm de didmetro) - Shigella e Yersinia costumam crescer em MaC Conkey e
Salmonella-Shigella como col6nias pequenas e lactose negativa. Stenotrophomonas maltophilia,
Acinetobacter spp, Enterococcus spp, pneumococos, Streptococcus spp. Céndida spp e alguns
esfafilococos coagulase negativo também costumam formar colénias pequenas.

Média (até 3 mm de diametro) — Enterobactérias, ndo fermentadores e Estafilococos.

Grandes (mais de 4 mm de didmetro) - Bacillus spp, algumas enterobactérias como Klebsiella e
Enterobacter, o0 mesmo ocorre com nao fermentadores como Pseudomonas. Vale lembrar a
formagdo de véu, caracteristico do género Proteus, Comamonas e algumas cepas de
Pseudomonas.

Cor

A coloragdo dependera do meio de cultura utilizado.

Meios ndo diferenciais - pode-se identificar a coloragdo caracteristicas de alguns microrganismos:

S. aureus - amarelo

Micrococcus - amarelo

Serratia - avermelhado

Roseomonas - réseo

Pseudomonas - diferentes tons de verde e castanho
Enterococcus casseliflavus — amarelo

Meios diferenciais — a coloracdo da col6nia sofre interferéncia das reagdes que ocorrem com

substratos dos meios de cultura:

Utilizacao da lactose no Mac Conkey - vermelho

Utilizagdo da lactose no CLED - amarelo

Utilizacdo do manitol em Agar manitol salgado — amarelo

Producao de H,S no Hecktoen Enteric e Salmonella-Shigella - negro

Hemolise

Baseada na lise de hemécias contidas no Agar Sangue (5%)

Lise total - denominada beta-hemdlise, ocorre a formacdo de halo de transparéncia ao redor e/ou
sob a colonia: S. pyogenes, S. agalactiae, Listeria, S. aureus, S. haemolyticcus, Enterococcus.

Lise parcial - denominada alfa-hemodlise, ha formacdo de halo com coloracdo esverdeada: S.
viridans, S. pneumoniae, Enterococcus.

Auséncia de lise - definida como gama-hemodlise, meio de cultura inalterado: Enterococcus,
Estafilococos coagulase negativo.

Forma da colOnia

Redonda - E. coli, Klebsiella, Serratia, Stenotrophomonas, Acinetobacter, Estafilococos,
Estreptococos
Irregular - Pseudomonas, Proteus, Providencia, Morganella, Bacillus
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*  Producdo de véu - Proteus, Comamonas, Pseudomonas
= Filamentosas - fungos filamentosos

= Formando pontas, como estrelas - Cdndida

= Com depressao no centro - Pneumococo

= Cerebriforme - Pseudomonas stutzeri

= Elevada - Klebsiella, Bacillus

= Chata - Enterobacter, Pseudomonas

Consisténcia Cheiro

* Fridvel, quebradica - Moraxella = FEikenella corrodens - cheiro de cloro

= Mucdide - Klebsiella, Pseudomonas, =  Pseudomonas - cheiro adocicado
Bacillus = Anaerobios - cheiro fétido

= Seca - E. coli, Citrobacter, S. aureus
= Butirosa (manteiga) - Candida

Densidade

= Opaca: E. coli, Candida, S. aureus
= Brilhante: Stenotrophomonas, Pneumococo

AVALIACAO DO CRESCIMENTO E CONTAGEM
Cultura Quantitativa

= Avaliar a homogeneidade de crescimento pela placa

» Contar separadamente todas as col6nias diferentes, até 300 UFC

= Para a contagem deve-se marcar com uma caneta o verso de cada unidade contada, para evitar
que se conte duas vezes a mesma colbnia

= Contagens maiores devem ser determinadas por estimativa

- Dividir a placa em 4 ou 8 partes

- Observar a homogeneidade do crescimento e contar as partes que sejam mais
representativas do crescimento total

- Contar o numero de UFC da parte escolhida e multiplicar pelo total de partes
= Converter o nimero de UFC contadas em UFC/ml ou UFC/g, conforme o material analisado

Utilizar o fator de corregao:

do volume:
- 1 pL - multiplicar por 1.000
- 10pL — multiplicar por 100
- 100pL - multiplicar por 10

e/ou diluigao:
- diluigdo 1:10 - multiplicar por 10
- diluigdo 1:100 - multiplicar por 100
- diluigdo 1:1000 - multiplicar por 1000

Cultura Semi-quantitativa e Qualitativa

Para a maioria das culturas ndo se padroniza o volume do indculo e semeia-se o swab e/ou com a
alca, com a finalidade apenas de obter col6nias isoladas para posterior identificacdo (secregdes
cutaneo-mucosas, fezes, etc.).

Para estes materiais o objetivo pode ser encontrar um patdgeno especifico entre bactérias da
microbiota considerada normal na area de onde foi obtida a amostra clinica (S. pyogenes em
orofaringe, Salmonella e Shigella em fezes, N. gonorrhoeae em secregao uretral, etc). Outras vezes
deve-se relatar as bactérias potencialmente patogénicas e descrever a relacdo entre as col6nias
isoladas (predominio de..., presenca de... ou raras colonias de...) Ex: Cultura de ferida cirurgica =
predominio de S. aureus, presenca de P. aeruginosa e raras col6nias de E. coli, e ignorar raras
colonias de staphylococcus coagulase negativo, ou de estreptococos alfa hemoliticos, corineformes,
quando bactérias potencialmente patogénicas forem isoladas.
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5. IDENTIFICACAO

MEIOS DE CULTURA

O crescimento dos microrganismos nos diferentes meios de cultura utilizados fornece as primeiras
informagdes para a sua identificagdo. E importante conhecer o potencial de crescimento de cada meio
de cultura e adequar ao perfil bacteriano esperado para cada material.

= Agar sangue (AS) - meio rico e ndo seletivo, diferencial para a hemdlise, nele crescem a maioria
dos Gram negativo e Gram positivo, além de fungos filamentosos (bolores) e leveduras, exceto
algumas espécies de hemofilos e outros fastidiosos

» Agar chocolate (AC) - meio rico e ndo seletivo, permite o crescimento da grande maioria das
bactérias aerdbias e facultativas. Quando incubado em CO, da suporte também ao crescimento
dos microaerdfilos. Pode-se observar halos esverdeados com colbnias alfa- hemoliticas

] Agar Mac Conkey (MC) - meio seletivo para Gram negativo e diferencial para a utilizagdo de
lactose. Deve inibir o crescimento de microrganismos Gram positivo.

- Lactose positiva — coloragdao avermelhada
- Lactose negativa - coloracdo inalterada
- Como excecdo, eventualmente, podem crescer Enterococcus, Candida e Bacillus

» Agar Salmonela-Shigella (SS) - meio seletivo para Salmonela e Shigella e diferencial para a
utilizacdo de lactose (coloragdo rdsea) e produgdo de H2S (coloracdo negra)

] Agar Hecktoen Enteric (HE) - meio seletivo para Salmonela e Shigella e diferencial para a
utilizacao de lactose (coloracao alaranjada) e producdo de H2S (coloragao negra)

» Agar Thayer Martin Modificado (TMM) - meio seletivo pela adicdo de colistina, vancomicina e
nistatina inibe crescimento de enterobactérias, Gram positivos, fungos e algumas espécies de
Neisserias saprofitas. Enriquecido com a adicdo de complementos para a recuperacdo de M.
meningitidis e N. gonorrhoeae

COLORAGCAO DE GRAM

= Deve-se realizar a coloragdo de Gram para todas as col6nias crescidas em meios ndo seletivos
guando o aspecto deixar duvidas quanto a sua classificagao.

= Com uma agulha microbioldgica estéril, pegar pequena porcdo de uma coldnia isolada e passar
para uma lamina limpa e identificada.

= Para facilitar a leitura, pode-se homogeneizar o material com uma gota de solugdo salina estéril
em movimentos centrifugos.

= Aguardar para que seque e fixar rapidamente sobre a chama.

= Correlagdo entre as principais bactérias de importancia clinica e os tipos morfotinturiais:

GRAM POSITIVOS

Cadeias longas - estreptococos aerdbios e anaerdbios

Cocos Cachos - estafilococos e peptococos (anaerdbio).
Cachos e tétrades — Micrococcus, Stomatococcus, Aerococcus spp
Aos pares - Enterococcus

Coco-bacilo
(podem formar  Gram variavel - Gardnerella

cadeias curtas)
Em chama de vela - S. pneumoniae

Retos e curtos — Lactobacillus, Erisipelotrix, Listeria, Rhodococcus
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Ramificados - Nocardia, Streptomyces, Actinomyces,

Bacilos Propionibacterium (anaerobico)

Difteréides — Corynebacterium

Esporulados - Bacillus, Clostridium

GRAM NEGATIVOS

Cocos (visualizados Neisseria, Moraxella, Branhamella, Acinetobacter, Veillonella
aos pares) (anaerdbio)

Haemophillus (pleomérfico, ora coco-bacilo, ora bacilo), Brucella,
Bordetella, Pasteurella, Actinobacillus, Bacterdidesa
(anaerdbicos), Enterobactérias

Coco-bacilo

Curvos — Campylobacter, Helicobacter, Vibrio

Helicoidais — Arcobacter e Borrelia. Leptospira e Treponema (nao
Bacilos visiveis ao Gram)

Retos - Enterobactérias, ndo fermentadores
Extremidades afiladas — Fusobacterium (anaerdbio)

Extremidade bifurcada - Bifidobacterium (anaerdbio)

ESQUEMA GERAL DE IDENTIFICACAO BACTERIANA

CRESCIMENTO BACTERIANO

= Observar as caracteristicas das diferentes colonias crescidas em cada meio de cultura utilizado.
Lembrar que o tamanho das colénias de um mesmo agente pode ser variavel, conforme a
proximidade com outras col6nias.

=  Por exemplo, semeadura em Agar sangue (AS) e Mac Conkey (MC):

- Observar quantos tipos de col6nia cresceram em cada agar.

- As colbnias que cresceram somente em AS devem ser de microrganismo Gram positivo ou
mais exigente.

- Todas as colbnias presentes no MC, microrganismos Gram negativo, devem apresentar
correspondente no AS.

= A escolha dos meios utilizados para cada material deve estar relacionada aos agentes esperados.

Crescimento dos microrganismos nos principais meios de cultura utilizados na rotina

Mais provavel Agar Agar CLED Mac Salm.- Caldo
Chocolate Sangue Conkey Shigella TIO
Gram negativo, leveduras e enterococo + + + + + +
Gram positivo + + + neg neg +
Gram negativos exigentes + + neg neg neg neg
Haemophilus + neg neg neg neg neg
Anaerdbios neg neg neg neg neg + *

+ Meio da suporte ao crescimento
- Meio ndo da suporte ao crescimento
* Principalmente em coluna alta
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Optar entre o crescimento a ser valorizado e o que devera ser ignorado

*» Muitas vezes é impossivel definir o significado clinico de um isolado sem conhecer sua
identificagdo.

= Todo crescimento deve ser classificado como patdgeno em potencial ou mero contaminante. Para
tanto, deve-se reunir evidéncias microbioldgicas, clinicas e epidemioldgicas:
- Conhecer os principais patégenos esperados para cada material bioldgico
- Obter o maximo de informagdes sobre o quadro clinico apresentado

- Os componentes da microbiota residente (Micrococcus, Estafilococos coagulase negativo, S.
viridans...) apresentam menor valor preditivo positivo como agentes infecciosos, sendo de facil
interpretacdo na maioria dos casos. Entretanto, em condicdes especificas podem participar
como agentes patogénicos. Por exemplo:

v Duas ou mais hemoculturas periféricas com S. viridans podem ser consideradas como
possivel diagndstico de bacteremia por este agente, devendo ser investigada a possibilidade
de endocardite

- Observar se a cultura é pura ou se existem diferentes tipo de col6nias, neste caso, se ha
predominio de um tipo.

- As culturas puras apresentam maior valor preditivo positivo para diagndstico, especialmente
em sitios intensamente colonizados.

- Por exemplo: cultura pura de Pseudomonas aeruginosa ou Candida em coprocultura.
Entretanto, podem ocorrer também como contaminantes. Por exemplo: cultura pura de S.
viridans em swab de orofaringe

- Sempre que possivel, deve-se tracar um paralelo entre os achados da bacterioscopia direta
do material e o resultado da cultura, buscando:

v Valorizar achados de cultura - bacterioscopia com predominio de cocobacilos pleomérficos
em BAL e isolamento de Haemophillus em cultura, ainda que em baixas contagens por
dificuldades de crescimento

v Definir contaminantes - presenga de abundantes células epiteliais na bacterioscopia da
urina ndo centrifugada ou em escarro, denotando a contaminagao com a microbiota local

v' Detectar falhas nas condicdes de coleta e/ou processamento laboratorial e uso de
antimicrobianos— Bacterioscopia de liquor, liquido articular ou secrecdo conjuntival com
diplococos Gram negativo aos pares intracelulares e cultura negativa

v Caracterizacdo de infeccdo por anaerdbios - cultura negativa com bacterioscopia
revelando microrganismos com caracteristicas morfoldgicas de anaerébios

v' Quantificagdo - em culturas quantitativas os achados da bacterioscopia direta devem
coincidir com as contagens obtidas em cultura (urocultura, BAL, aspirado traqueal ...)

COLORACAO DE GRAM DAS COLONIAS ISOLADAS

= Sempre que utilizar meio ndo seletivo.

= Quando utilizar meios seletivos e desejar confirmar a concorddncia entre a classificagdo
morfotinturial e o meio utilizado.

= Para verificar a presenca de leveduras, neste caso o exame direto com salina é suficiente.
DIRECIONAMENTO DA IDENTIFICAGAO

= De acordo com o crescimento em meio seletivo e o resultado da bacterioscopia, seguir a rotina
especifica.
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6. MANUTENGCAO E ESTOQUE DE CULTURAS

MANUNTENGAO DAS CULTURAS

PREPARO DE CULTURAS

Uma vez obtida uma cultura satisfatéoria, a mesma deve ser mantida pura e viavel e para isso é
preciso:

- transferir periodicamente a cultura em um meio de cultura adequado;

- incubar até que a cultura atinja a fase estacionaria maxima de crescimento;

- e estocar em temperatura apropriada para impedir maior crescimento.

A cultura é preparada usualmente a partir de uma cutura anterior ou originalmente do estoque. Ao
cultivar a cultura desejada procura-se obter uma cultura que contenha somente o microrgansimo
desejado, um nuamero uniforme da populagdo, que seja viavel e que apresente resisténcia a condigGes
desfavoraveis. O sucesso no preparo da cultura estd também relacionado com o preparo e
esterilizagdo do meio de cultura, da inoculacdo e do tempo e temperatura de incubagao.

A temperatura de incubacdo geralmente é proxima da temperatura 6tima para aquela espécie. Tanto a
temperatura quanto o tempo de incubagdo sdo freqlientemente ajustadas de modo que a cultura
esteja pronta na hora em que ela for utilizada. Do contrario, a cultura deve ser esfriada para impedir
um desenvolvimento superior ao desejado.

As culturas podem preservadas em tubos e entdo tranferidas periodicamente para meios de preparo
recente. Os intervalos de tempo em que sdo feitas as transferéncias variam de acordo com o
microrganismo. Quando este procedimento é adotado na manutengdo de uma colegdo de culturas,
considerar o meio préprio de cada espécie, a temperatura adequada de armazenamento e o tempo de
tranferéncia.

Observar que a transferéncia frequente de uma cultura instavel pode levar a mudancas indesejaveis
nas suas caracteristicas.

PUREZA DAS CULTURAS

Para assegurar a pureza das culturas, estas devem ser obtidas periodicamente de uma cultura e
verificadas regularmente quanto a pureza.

Os métodos para avaliar a pureza da cultura variam com o tipo de cultura a ser testada.

= Exame microscépico: a contaminacdo é indicada pela aparéncia e pelo nimero elevado dos
mesmos.
= Semeadura em meio nutritivo: permite o crescimento de contaminantes.

» Testes bioquimicos: provas para presenga de substancias produzidas por contaminantes.
VIABILIDADE DA CULTURA

A viabilidade é avaliada pela taxa de crescimento e atividade metabdlica. A deterioracdo das culturas
pode resultar do manuseio incorreto, do cultivo inadequado, de transferéncias freqlientes por um
longo periodo, meio de cultura imprépio, mutagdo e ataque da bactéria por um bacteriéfago.

ESTOQUE DE CULTURAS

O estoque de culturas deve ser preparado de modo que as culturas sejam armazenadas e preservadas
por um longo periodo sem transferéncia. Tais culturas tendem a permanecerem estaveis e sdo

utilizadas como fonte de cultura caso a cultura ativa seja perdida e/ou deteriorada.

As culturas podem ser estocadas pelos seguintes métodos:
- liofilizagado (freeze drying)
- refrigeracdo em < - 50°C
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- refrigeragdo em nitrogénio liquido (-196°C)
- vedacdo com parafina ou camada de 6leo mineral em agar inclinado

ESTOQUE DE CULTURAS BACTERIANAS POR = 1 ANO

LIOFILIZACAO

A liofilizagdo é um método comum e reconhecido para preservacdo de microrganismo. E um método
denominado também de “freeze-drying”, cujo processo implica na estabilizacdo da cultura de modo a
ndo mais permitir atividade bioldgica ou reagdes quimicas. A cultura é primeiramente congelada e em
seguida a umidade presente é reduzida por sublimacdo (primeira etapa de dessecacdo) e por desor¢do
(segunda etapa de dessecacdo).

Para o processo de liofilizagao alguns fatores influenciam na recuperacdo e estabilidade da populagdo
do micoorganismo. Estes fatores sdo os seguintes:

*= Fase log, estacionaria e lag de um microrganismo especifico semeada em meio de cultura.
=  Propriedades fisico-quimicas do meio de cultura.

= Temperatura da fase de congelamento do microrganismo.

= A taxa de liofilizagdo e extensdao da remogao da umidade.

= O estoque de microrganismo liofilizado com relagdo a temperatura e exposicdo a umidade.
= Composicdo fisico-quimica do solvente e o periodo de hidratagdo.

Obter cepas comerciais e estoca-las conforme as instrugdes do fabricante.
CONSERVACAO EM BAIXA TEMPERATURA E EM NITROGENIO LiQUIDO

A facil disponibilidade de refrigeradores e de tanque de refrigeracdo com nitrogénio liquido
proporciona um outro meio de estoque de culturas. Este tipo de conservacdo tem sido
comprovadamente satisfatério e adotado também como uma alternativa para microrganismos que nao
podem ser mantidos liofilizados. Neste método, as células sdo congeladas junto com um agente
protetor como glicerol.

Preparo do meio de conservagao:

= Utilizar agar sangue de carneiro, sangue de coelho ou caldo soja tripticaseina (soybean-casein
digest) esterilizado contendo 15% de glicerol; o caldo soja tripticaseina pode ser estocado a 4°C
até 6 meses.

= Adicionar o meio em tubos estéreis que serdo utilizados para o estoque da cultura e identifica-los.

Inoculagao:

= A partir de uma cultura semeada em meio apropriado, preparar uma densa suspensdo de células e
agitar bem.

* Preparar um numero suficiente de tubos para estoque de cepas por um ano. Mantenha dois tubos
como estoque permanente.

» Resfriar a - 50°C ou abaixo. A - 50°C, as cepas podem ser mantidas por um ano. Ja & -70°C ou em
liquido de nitrogénio, as culturas podem ser mantidas indefinidamente. Via de regra, deve-se
substituir os ndo fastidiosos a cada 5 anos e os fastidiosos a cada 3 anos.

Recuperacgao das cepas estocadas:
= Retirar o tubo do refrigerador ou do tanque de refrigeracdo e descongelar em agua morna.

= Semear em meio sélido e ndo refrigerar novamente o tubo utilizado.

Modo alternativo

= Retirar o tubo e obter com a alga uma porgao congelada da suspensdo bacteriana

= Semear em meio solido e retornar o tubo ao refrigerador; as cepas devem ser semeadas duas
vezes antes de serem utilizadas como controles.

= Verificar anualmente a viabilidade da cultura.
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CONSERVACAO COM OLEO MINERAL

Muitas bactérias podem ser conservadas cobrindo-se o crescimento em agar inclinado com dleo
mineral estéril. O éleo deve cobrir completamente o meio alcancando 1 cm acima da extremidade do
bisel. A conservagdo nessas condices varia conforme a espécie, mas é geralmente possivel por varios
anos.

A recuperagdo da cepa se faz removendo com uma alga parte da cultura sob o dleo e semeando-a
para um meio recente.

ESTOQUE DE CULTURAS BACTERIANAS POR < 1 ANO

MEIOS COMERCIAIS

» Agar cistina-tripticase sem carboidrato para estafilococos, estreptococos e outros fastidiosos;
adicionar 1 ml de soro de cavalo estéril no meio.

= Meio com carne cozida sem glicose para anaerdbios e anaerodbios facultativos; armazenar em
temperatura ambiente.

» Agar soja tripticaseina para fastidiosos
» Agar sangue e &gar chocolate inclinado para estreptococos fatidiosos e Haemophilus spp;
armazenar até duas semanas.

INOCLULAGCAO

» Identificar os tubos.
= Inocular com uma cepa cultivada no respectivo meio.
= Incubar overnight, vedar e armazenar em temperatura ambiente ou 5°C.

RECUPERACJSO DAS CEPAS ESTOCADAS
= Retirar parte da cultura contida no tubo e semear em meio sdlido.
= Incubar overnight.

=  Preparar novos estoques o quanto necessario ou por 6 meses.

Alguns exemplos de exigéncias para a preservacao de algumas espécies de bactérias.

Bactéria Meio Intervalo Temperatura Temperatura
de incubagao de estocagem

Neisseria spp. Agar cistina-tripticase 1 més 35°C 35°C

Bacillus spp. Agar nutritivo 12 meses 28°C 10°C

Pseudomonas spp. Agar nutritivo 3 meses 28°C 10°C

Clostridium spp. Meio com carne cozida 6 meses ou mais 28°C ambiente

Mycobacterium spp. Agar glicerina 4 meses 30°C 10°C

ESTOQUE DE MICOBACTERIAS POR = 1 ANO

CONSERVAGAO EM BAIXA TEMPERATURA

* Semear a micobactéria em caldo Middlebrook e colocar em tubos indentificados.
= Ou supender a cultura em leite desnatado ou caldo brucella com 15% de glicerol.

= Para ambas alternativas, armazenar a -70°C.
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= Para recuperagao da cepa:
- descongelar rapidamente em banho-maria a 37°C.

- asuspensdo estoque pode ser descongelada e novamente refrigerada varias vezes sem perda
da viabilidade das células.

CONSERVACAO A 4°C

» Semear a espécie em agar inclinado a base de ovo.
= Armazenar a 4°C até 1 ano.

ESTOQUE DE MICOBACTERIAS POR < 6 MESES

= Semear a espécie em agar inclinado a base de ovo.
= Armazenar em temperatura ambiente no escuro até 6 meses.

ESTOQUE DE CULTURA DE FUNGOS POR = 1 ANO

CONSERVACAO DA CULTURA EM AGUA

E 0 método mais simples e confidvel:

= Adicionar 2 a 3 ml de agua esterilizada sobre esporos viadveis semeados em agar inclinado de
batata dextrose.

* Suspender cuidadosamente no proprio tubo a conidia sem machucar o meio de cultura.

= Remover a suspensédo e coloca-la em um tubo estéril.

* Fechar o tubo firmemente e identifica-lo adequadamente.

= Armazenar em temperatura ambiente; o microrganismo pode permanecer viavel por varios anos.
*= Para a recuperacdo da espécie:

- agitar bem o tubo e inocular uma gota em agar batata dextrose.
CONSERVAGAO COM OLEO MINERAL

*  Cubrir completamente a cultura semeada em agar inclinado de batata dextrose com 6leo mineral
estéril.

= Vedar o tubo firmemente e identifica-lo.
= Incubar em temperatura mabiente.

= Para a recuperacgao da cultura:
- passar na chama o tubo;
-  obter parte do crecimento com a alca estéril;
- escoar o 6leo;
- inoclular em caldo Sabouraud ou agar inclinado;
- incubar 30°C até o obter o crescimento da cultura.

CONSERVAGCAO EM BAIXA TEMPERATURA
= Congelar a -70°C esporos viaveis semeados em agar inclinado de batata dextrose; o tubo deve ser
de boa qualidade, sendao o mesmo pode quebrar.

= Para a recuperacgdo da cultura:

- retirar do refrigerador;
- Remover imediatamente parte do crescimento do agar;
- inocular em agar batata dextrose;

- retornar o tubo original (estoque) ao refrigerador; caso descongele, preparar uma nova
cultura.
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ESTOQUE DE CULTURA DE FUNGOS POR < 6 MESES

= Armazenar a 4°C cultura de esporos vidveis semeados em agar batata dextrose até seis meses; os
fastidiosos nessecitam ser transferidos para meio de preparo recente mais freqientemente.

*= Atengdo ao fato de que a transferéncia freqlente resulta em culturas atipicas e inativas.
COLECOES DE CULTURA

Em todo mundo ha organizagées que mantém culturas puras auténticas de microrganismos. Estas
estdo disponiveis para diversas finalidades e assim desempenham um papel fundamental para os
microbiologistas tanto nos servigos prestados quanto nas pesquisas experimentais.

Para informacGes sobre colegbes de cultura no mundo e os respectivos paises registrados no WDCM
(World Data Center for Microorganism), acessar — www.wdcm.nig.ac.jp/hpcc.html
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1. INTRODUCAO

PROCEDIMENTOS GERAIS

PREPARACAO E DISTRIBUICAO DE MEIOS DE CULTURA
= Os meios comerciais devem ser hidratados em pequena quantidade de agua até que todo o meio
fiqgue Umido e s6 depois deve-se acrescentar o restante da agua.

= Os meios preparados nao comerciais, devem ser pesados separadamente em papel manteiga ou
papel aluminio e adicionados em um Unico frasco (normalmente em béquer), hidratar em pequena
quantidade de agua até que todo o meio fique Umido e sé depois deve-se acrescentar o restante
da agua.

= Sempre que for necessario levar o meio para fundir, usar vidro Pyrex, aquecer sobre a tela de
amianto ou similar e tripé, no bico de Bunsen.

= Usar sempre luvas térmicas apropriadas para laboratdrio para manipular vidrarias quentes;

= Sempre que for usado o termo "esterilizar em autoclave", o tempo de esterilizacdo é de 15
minutos e a temperatura de 121°C.

* Sempre que for usado o termo "esterilizar por filtracdo", usar o filtro com porosidade de 0,22
micra, recomendado para particulas bacterianas.

* Quando distribuir o meio antes de autoclavar, os tubos ndao precisam estar esterilizados;

= Quando distribuir o meio apds a autoclavacdo, os tubos, frascos, placas, pipetas e vidrarias ou
materiais auxiliares obrigatoriamente devem ser estéreis.

= Os meios devem ser autoclavados com as tampas semi-abertas, para que a esterilizagao seja por
igual em todo o contelido dos tubos - tampas fechadas ndo permitem a entrada do vapor.

CONTROLE DE QUALIDADE DE ESTERILIDADE E CRESCIMENTO

= Para todos os meios confeccionados, colocar no minimo 10% do lote preparado na estufa 35 =+
1°C por 24 horas para o controle de esterilizade.

= N&o deve haver mudanca de cor nem crescimento de qualquer colonia.

* Para o controle de crescimento, sempre que possivel usar cepas ATCC®, que sdo cepas de
referéncias de origem e padrdo definido de provas para a sua caracterizagdo.

= Se nao for possivel o uso de cepas ATCC®, usar cepas 100% positivas para os controles de
qualidade de crescimento realizados.

RECOMENDACOES GERAIS

= Evitar usar meios vencidos (liofilizados e prontos para uso); se usar, certificar-se com o controle
de crescimento de que realmente esta funcionando.

= N3&o usar meios prontos para uso em tubos ou placas que estejam ressecados.

= Observar com atencdo para as instrugdes de alguns indculos que sdo especificos para alguns
meios de cultura.

= Recomenda-se o uso de tubos com tampa de rosca, pois evitam o ressecamento rapido do meio
(tamanho dos tubos utilizados geralmente sdao de 11 por 100 mm).

* As placas de Petri sdo de 50, 90 ou 150 mm de diametro.

* Todos os meios confeccionados devem ser devidamente identificados com o nome, data de
fabricagdo, data de validade e tipo de armazenamento.

= Todos os meios de placa devem ser embalados em filme plastico PVC transparente para evitar o
ressecamento.

= Evitar o uso de sacos plasticos para embalar as placas, pois a agua de condensagdo formada
facilita a proliferacdo de fungos; para meios de cultura em tubos, colocar em sacos plasticos,
procurando tirar o excesso de ar.
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2. MEIOS DE CULTURA PARA TRANSPORTE E CONSERVAGCAO

CARY BLAIR

PRINCiPIO

* meio de Cary Blair foi formulado a partir do meio de Stuart, uma vez que microrganismos
patogénicos e outros coliformes fecais sobrevivem bem neste meio.

= A caréncia de uma fonte de nitrogénio impede consideravelmente a multiplicacdo de
microrganismos e a composicdo nutritiva garante a sobrevivéncia deles.

» O que difere este meio do meio de Stuart, é a adicdo de uma solucdo salina balanceada de
tampdo fosfato inorganico e omitindo da férmula o azul de metileno.

UTILIDADE

= Transporte de material fecal e conseqliente conservagdo dos microrganismos.

FORMULA/ PRODUTO

= Meios comercial: Meio de transporte Cary Blair.

PROCEDIMENTOS

* Pesar e hidratar o meio conforme instrugdes do fabricante;

*  Fundir completamente;

= Distribuir 7 ml por tubo;

= Esterilizar em autoclave;

= ApOds retirar da autoclave, manter os tubos em posigao vertical para solidificar.

= pH:7,4+/-0,2

CONTROLE DE QUALIDADE

= Crescimento bom (com 0, 24 e 48 horas de crescimento): Shigella flexneri ATCC 12022.

CONSERVAGAO E VALIDADE

= Conservar de 4 a 10°C de 6 a 8 semanas.

INOCULACAO

» Introduzir um "swab" estéril de madeira nas fezes recém coletadas;

= ApOs a coleta, introduzir imediatamente o "swab" no meio de cultura e quebrar a ponta da haste,
de modo que a parte que contém o algoddo fique no meio de cultura;

= Fechar o tubo;

= Manter em temperatura ambiente até o momento de semear nos meios seletivos adequados.

INTERPRETACAO

= Cor original do meio: Branco opalescente.
= Como este € um meio de transporte, ndo ha evidéncia de crescimento bacteriano.

RECOMENDACOES

= N3ao deixar o meio com a tampa aberta ou semi aberta apds a semeadura.

= Nao semear fezes coletadas com mais de 6 horas.

SALINA TAMPONADA
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PRINCIPIO

= Meio liquido tamponado que mantém a bactéria viavel.
UTILIDADE

= Meio de transporte de fezes.

FORMULA /PRODUTO

=  Férmula:

- NacCl 4,249

- Fosfato dipotassico anidro 3,19

- Glicerina bidestilada 300 ml

- Agua destilada 700 ml
PROCEDIMENTOS

= Distribuir 10 ml em cada tubo de 16 x 160 mm;
= Esterilizar em autoclave.

CONTROLE DE QUALIDADE
= Shigella flexneri ATCC 12022
INocuLACAO

= Inocular 2 g da amostra de fezes e homogeneizar;
= Incubar a 35 £1°C por 12 a 18 horas.

INTERPRETACAO

= O crescimento € indicado pela turbidez do meio.
= ApOs incubacgdo semear 3 a 4 alcadas da amostra em uma placa de SS e/ou MacConkey.

CONSERVAGCAO E VALIDADE

= Conservar de 4 a 8°C por até 3 meses.

MEIO STUART

PRINCiPIO

= A caréncia de uma fonte de nitrogénio impede consideravelmente a multiplicacdo de
microorganismos e a composicdo nutritiva garante a sobrevivéncia deles.

UTILIDADE

= Transporte de diversos materiais e conseqliente conservagao dos microorganismos.

= Conservagdo de microorganismos patogénicos como: Haemophilus spp., Pneumococcus,
Salmonella spp., Shigella spp. entre outros.

FORMULA / PRODUTO

= Meios comercial: Meio de transporte STUART

PROCEDIMENTOS

= Pesar e hidratar o meio conforme instrugdes do fabricante;

=  Fundir completamente;
=  Distribuir 7 ml por tubo;
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= Esterilizar em autoclave;

= ApOs retirar da autoclave, manter os tubos em posicdo vertical para que solidifiquem.
= pH:7,4+/-0,2

CONTROLE DE QUALIDADE

= Crescimento bom (com 0, 24 e 48 horas de crescimento):
Haemophilus influenzae ATCC 10211
Shigella flexneri ATCC 12022
Streptococcus pneumoniae ATCC 6305
Bordetella pertussis ATCC 9340
CONSERVAGAO E VALIDADE
= Conservar embalado de 4 a 8°C por 1 a 2 semanas.
INOCULACAO
= O material bioldgico deve ser coletado com auxilio de um "swab" estéril com haste de madeira;
* ApOs a coleta, introduzir imediatamente o "swab" no meio de cultura e quebrar a ponta da haste,
de modo que a parte que contém o algodao fique no meio de cultura;
= Fechar o tubo;
= Manter em temperatura ambiente até o momento de semear nos meios seletivos adequados.

INTERPRETAGAO

= Cor original do meio: Branco opalescente.
= Como este € um meio de transporte, ndo ha evidéncia de crescimento bacteriano.

RECOMENDACOES

= N&o deixar o meio com a tampa aberta ou semi aberta apds a semeadura.
AGAR NUTRIENTE

PRINCiPIO

= O Nutriente Agar € um meio relativamente simples, de facil preparagao e barato, muito usado nos
procedimentos do laboratério de Microbiologia.

UTILIDADE

* nutriente agar tem varias aplicagdes no laboratério de Microbiologia, e pode ser utilizado para
analise de agua, alimentos e leite como meio para cultivo preliminar das amostras submetidas a
exames bacterioldgicos e isolamento de organismos para culturas puras.

* uso mais freqlente é para a conservagdo e manutencgdo de culturas em temperatura ambiente
neste agar, como método opcional para os laboratérios que ndo dispéem do método da
crioconservagdo (congelamento das cepas em freezer a - 70°C).

» Usado para observar esporulacdo de espécies de bacilos Gram positivos.

FORMULA / PRODUTO

»  Produto: Nutriente Agar
*  Férmula:

-  Extrato de carne 39

- Peptona 5g

- Agar 4gar 15¢g

- Agua destilada 1000 ml
- pH:6,8+/-0,2
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PROCEDIMENTOS

= Pesar e hidratar os componentes;

= Fundir;

= Distribuir 3 ml por tubo;

»= Esterilizar em autoclave;

= ApoOs retirar da autoclave, inclinar os tubos ainda quentes para que solidifiquem com a superficie
em forma de "bico de flauta" (angulo de 459°).

CONTROLE DE QUALIDADE

= Crescimento bom a excelente:

Escherichia coli ATCC 25922
Streptococcus pneumoniae ATCC 6305

CONSERVAGAO E VALIDADE
= Conservar embalado de 4 a 8°C por até 3 meses.
INOCULACAO

» Estriar a superficie inclinada do meio;
= Incubar.

INTERPRETAGAO

» Cor original do meio: branco opalescente

» Positivo: Crescimento na superficie do agar;
= Negativo: Auséncia de crescimento.

RECOMENDACOES

*= Usar tubos com tampa de rosca para evitar ressecamento do agar.
= Repicar as cepas conservadas a cada 3 meses.
= Conservar as cepas apods o crescimento no meio em temperatura ambiente.

=  Por ser um meio nutritivo, a auséncia de crescimento ndo devera ocorrer.
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3. MEIOS PARA CRESCIMENTO E ISOLAMENTO

AGAR CHOCOLATE

PRINCiPIO
» Meio de Agar Chocolate é amplamente utilizado para o cultivo de microrganismos exigentes,
embora cresgam neste meio quase todos os tipos de microrganismos.

= A base do meio, é adicionado sangue de cavalo, carneiro ou coelho em temperatura alta, o que faz
com que as hemadcias lisem, liberando hemina e hematina, compostos fundamentais para o
crescimento dos microrganismos exigentes.

Observacgao: se utilizar sangue de carneiro ou coelho no lugar do sangue de cavalo, adicionar os
suplementos a base de NAD (coenzima I) e cisteina apds resfriar a base achocolatada a
aproximadamente 50°C.

UTILIDADE

= Crescimento de microrganismos exigentes Haemophilus spp., Neisseria spp., Branhamella
catarrhalis e Moraxella spp.

FORMULA / PRODUTO

= Meios comerciais: BHI Agar *, Columbia Agar Base, Blood Agar Base, Mueller Hinton Agar.

= Sangue de cavalo, carneiro ou coelho desfibrinado.

= Recomenda-se o uso da base de BHI Agar, por apresentar melhor crescimento das cepas
exigentes, principalmente cepas de Haemophilus spp.

PROCEDIMENTOS

= Pesar e hidratar o meio conforme instrugdes do fabricante;

= Esterilizar em autoclave;

= Esfriar a base a temperatura de aproximadamente 80°C;

= Adicionar 5 ml de sangue desfibrinado de cavalo para cada 100 ml de base;

* Homogeneizar bem até lisar totalmente as hemacias e o meio apresentar uma cor castanho escuro
(chocolate);

» Distribuir em placas de Petri de 90 mm de diametro.

CONTROLE DE QUALIDADE

= Crescimento bom a excelente: Haemophilus influenzae ATCC 10211.

CONSERVAGAO E VALIDADE

= Conservar de 4 a 10°C por 4 meses.

INOCULACAO

= Estriar a superficie do meio, usando a técnica de semeadura para isolamento;
= Incubar a 35°C por 24 horas.

INTERPRETAGAO

= Cor original do meio: castanho escuro (chocolate).

= Colonias de tamanho pequeno a médio, com pigmento amarelo: sugestivo de Neisseria spp,
Branhamella catarrhalis ou Moraxella spp.

= Col6nias pequenas e delicadas, com pigmento creme claro: sugestivo de Haemophilus spp.

RECOMENDACOES

= Lembrar que é um meio rico e crescem varios tipos de microrganismos.
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» Fazer esfregaco de todas as colOnias suspeitas e corar pela técnica de Gram, para confirmar se
trata-se ou nao de Neisseria spp., Branhamella catarrhalis ou Moraxella spp. (cocos Gram
negativos reniformes) ou Haemophilus spp. (bacilos Gram negativos delicados e pleomérficos).

= N&o usar sangue de cavalo vencido.

= Por ser um meio rico, o crescimento a partir de materiais bioldgicos em geral costuma ser
abundante. Sempre que necessario, isolar a colonia em estudo para os procedimentos de
identificacdo, para nao correr o risco de trabalhar com cepas misturadas.

AGAR THAYER-MARTIN CHOCOLATE

PRINCiPIO

» E um meio rico e superior a outros meios de cultivo destinados para o isolamento de Neisseria
gonorrhoeae e Neisseria meningitidis , pois contém em sua férmula antibidticos que inibem o
crescimento de Neisserias saprofitas e outras bactérias, quando em amostras colhidas de sitios
contaminados.

UTILIDADE

= Usado para o isolamento seletivo de Neisseria gonorrhoeae e Neisseria meningitidis, a partir do
material de investigagao.

FORMULA / PRODUTO

= Meio comercial: Thayer-Martin Agar Base.

= Sangue desfibrinado de carneiro.

* Suplemento I: mistura de inibidores (antibioticos).
= Suplemento II: mistura de fatores de crescimento.

PROCEDIMENTOS

= Dissolver os suplementos liofilizados conforme instrucSes do fabricante (normalmente em agua
destilada estéril que ja acompanha o kit) e reservar;

* Pesar e hidratar o meio conforme instrugdes do fabricante (normalmente prepara-se 200 ml de
base para cada frasco de suplementos I e II );

= Esterilizar em autoclave;

= Esfriar a base a 80°C;

= Adicionar 5 ml de sangue desfibrinado de carneiro para cada 100 ml de base;

= Homogeneizar bem até lisar totalmente as hemacias e o meio apresentar uma cor castanho escura
(chocolate);

= Deixar resfriar a base a 50°C;

= Adicionar assepticamente a base resfriada os suplementos previamente dissolvidos;

= Homogeneizar delicadamente para nao formar bolhas;

= Distribuir em placas de Petri de 90 mm ou 4 ml por tubos e inclinar para a superficie ficar em
forma de "bico de flauta" (angulo de 459).

AGAR SALMONELLA-SHIGELLA (SS)

PRINCiPIO

» Agar SS possue componentes (sais de bile, verde brilhante e citrato de sédio) que inibem
microrganismos Gram positivos.

= A incorporagcdo de lactose ao meio permite diferenciar se o microrganismo é lactose positiva
(bactérias que fermentam a lactose produzem acido que na presenca do indicador vermelho
neutro resultando na formacado de colonias de cor rosa), e bactérias que ndo fermentam a lactose
formam coldnias transparentes.

» Tissulfato de sédio e o citrato férrico permitem a detecgao de H.S evidenciado por formacgdo de
colonias de cor negra no centro.
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UTILIDADE

= Selecionar e isolar espécies de Salmonella e Shigella, em amostras de fezes, alimentos e agua.
FORMULA / PRODUTO

»  Meio comercial: Agar SS.

PROCEDIMENTOS

= Pesar e hidratar o meio conforme instrugdes do fabricante;

= Aquecer o meio até fundir o agar;

* Na&ao autoclavar;

= Resfriar até 50°C e distribuir 20 a 25 ml em placas de Petri 90 mm estéreis;

= Deixar em temperatura ambiente até resfriar;

= Embalar as placas com plastico PVC transparente e guardar em geladeira de 4 a 8°C.

CONTROLE DE QUALIDADE

= Positivo: Salmonella typhimurium ATCC 14028.
= Negativo: Staphylococcus aureus ATCC 25923.

INOCULACAO

= Inocular as placas e incubar por 18 a 24 horas;
* Se negativo apds 24 horas, reincubar por mais 24 horas.

INTERPRETAGAO

= Cor original do meio: vermelho alaranjado.

= ColOnias com centro negro (H-S) ou coldnias incolores: suspeita de Salmonella.

= Colonias incolores: suspeita de Shigella spp.

= Colonias cor de rosa ou vermelho: suspeita de Escherichia coli ou Klebsiella spp.

* As bactérias ndo fermentadoras de lactose séo incolores.

» As bactérias fermentadoras de lactose aparecem na cor rosa.

CONSERVAGAO E VALIDADE

= Conservar embalado de 4 a 8°C por 3 meses.

RECOMENDACOES

= Auséncia de crescimento ou crescimento escasso, reincubar a placa mais 24 horas.
= N&o autoclavar, pois a alta temperatura degrada o acglicar contido no meio.
CALDO SELENITO

PRINCiPIO

= Tem propriedades que inibem coliformes e outras espécies da flora intestinal como estreptococos.

UTILIDADE

= Utilizado para o enriquecimento e isolamento de Salmonella spp. e Shigella spp. em amostras de
fezes, urina e alimentos.

FORMULA / PRODUTO

= Meio comercial: Selenito
= Novobiocina

PROCEDIMENTOS
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= Pesar e hidratar o meio conforme instrugdes do fabricante;

= Aquecer até levantar fervura, homogeneizando de vez em quando;

= Na&o autoclavar;

» Aguardar esfriar e adicionar 0,04 g de novobiocina por litro de meio (novobiocina inibe o véu de
Proteus spp.);

= Distribuir 7 ml em tubos estéreis de 15x150 mm com tampa de rosca.

CONTROLE DE QUALIDADE

Crescimento:

* Preparar uma suspensao de Escherichia coli ATCC 25922 e Salmonella typhimurium ATCC 14028
na escala 0,5 de Mac Farland;

= Semear 0,01 ml da suspensao na placa de SS;

= Incubar a placa a 35 £1°C por 12 a 18 horas.

- Positivo: crescimento da Salmonella typhimurium.
Negativo: ndo a crescimento de Escherichia coli.

INOCULACAO

= Inocular 3 a 4 algadas da amostra de fezes no meio de cultura;
= Incubar a 35+1°C por 12 a 18 horas.

INTERPRETACAO
= Cor original do meio: vermelho tijolo.

» ApOs incubacdo, semear com o auxilio de uma algca bacterioldgica em meios seletivos e
enriquecidos (SS, Mac Conkey, XLD, Hectoen).

CALDO TETRATIONATO

PRINCiPIO

= Os sais de bile contidos no meio de tetrationato inibem microrganismos Gram positivos e a adicao
da solugdo de iodo inibe a flora intestinal normal de espécies fecais.

UTILIDADE
*» Meio de enriquecimento para Salmonella spp.
FOrRMULA / PRODUTO

= Meio comercial: Caldo Tetrationato.
= Solugao de Iodo para tetrationato: para ser adicionado no caldo antes de semeada a amostra

de fezes.

- Iodo metélico 6,0g

- Iodeto de potassio 5049

- Agua destilada 20,0 ml
PROCEDIMENTOS

Caldo tetrationato

= Pesar e hidratar o meio segundo instrugdes do fabricante;
= Aquecer até ferver;

=  Distribuir 10 ml em tubos estéreis com tampa de rosca;

= N&o autoclavar.

Solucgao de iodeto de potassio

* Macerar o iodeto de potassio e o iodo em um graal;
= Adicionar dgua aos poucos até dissolver completamente;
*» Colocar em frasco ambar.
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CONTROLE DE QUALIDADE

Crescimento:

= Preparar uma suspensao de Salmonella typhimurium ATCC 14028 e uma cepa de Escherichia coli
ATCC 25922 na escala 0,5 de Mac Farland;

= Semear 0,01 ml da suspensdo em uma placa de SS;

= Se houver crescimento de Salmonella e inibicao de Escherichia coli, liberar o lote para uso.

INOCULACAO

= Adicionar 0,2 ml da solucao de iodo no tubo;
= Inocular 1a 3 g da amostra de fezes e homogeneizar vigorosamente;
= Incubar a 35 £1°C por 12 a 18 horas.

INTERPRETACAO

*=  Cor original do meio: limpido com precipitado branco.
= O crescimento € indicado pela turbidez do meio.
= Apo0s incubacdo, semear 3 a 4 algadas da amostra em uma placa de SS e/ou Mac Conkey.

CONSERVAGAO E VALIDADE

= Tetrationato: Conservar de 4 a 8°C por até 4 meses.
*» Solugdo de iodo: Conservar em frasco ambar a temperatura ambiente por até 12 meses.

CONTROLE DE QUALIDADE

= Positivo: Neisseria gonorrhoeae 43069 e Neisseria meningitidis 13090.
» Negativo: Staphylococcus aureus ATCC 25923.

CONSERVAGCAO E VALIDADE
= Conservar embalado de 4 a 8°C por até 3 meses.
INOCULAGAO

» Usar a técnica de semeadura por esgotamento;
= Incubar em CO, e umidade (jarra com vela acesa e um chumaco de algoddo embebido em agua);
= Incubagdo por 48 horas.

INTERPRETAGAO

= Cor original do meio: castanho escuro (chocolate).

= Colonias pequenas com pigmento creme: sugestivo de Neisseria gonorrhoeae e Neisseria
meningitidis.

» Fazer esfregaco de todas as colOnias suspeitas e corar pela técnica de Gram, para confirmar se
trata-se ou nao de Neisseria (diplococos Gram negativos reniformes).

= Confirmando a morfologia pelo Gram, seguir identificacdo com testes de oxidase e provas de
fermentagao.

RECOMENDACOES

» Antes de semear o material bioldégico aquecer o meio de cultura em estufa a 35°C, pois
temperaturas baixas podem inibir o crescimento de Neisserias;
= Nao usar meio, suplementos e sangue vencidos;

= Se ndo for incubado em CO, e ndo houver crescimento, pode ser um resultado falso - negativo,
pois as Neisserias necessitam de atmosfera com o CO, para o crescimento;

= Se ndo houver crescimento, incubar até 5 dias.

CALDO TIOGLICOLATO COM INDICADOR

Mod IV - 10



PRINCiPIO

* O meio de Tioglicolato da suporte para o crescimento de varios microrganismos. O potencial de
oxidacdo e reducgdo baixo do meio neutraliza efeitos antibacterianos das espécies preservadas com
mercurio.

= A resazurina e o azul de metileno sdo indicadores da posicdo de oxidacao de aerdbios e a dextrose
incluida na formula é para os microrganismos que tem crescimento vigoroso na presenca do
carboidrato.

UTILIDADE

» Usado para o cultivo de microrganismos aerdbios, microaerdfilos e anaerdbios.
= Usado para controle de esterilidade bacteriana de diversos materiais.

FORMULA / PRODUTO
= Meio comercial: Tioglicolato caldo com indicador
PROCEDIMENTOS

= Pesar e hidratar o meio conforme instrugdes do fabricante;
= Aquecer em bico de Bunsen, até dissolver completamente;
= Distribuir 5 ml por tubo;

= Esterilizar em autoclave.

= pH:7,2+/-0,2

CONTROLE DE QUALIDADE
= Crescimento bom a excelente: Bacillus subtilis ATCC 6633, Streptococcus pyogenes ATCC 19615.
CONSERVAGAO E VALIDADE

= Temperatura ambiente: 3 meses.
= Entre 4 a 8°C: 6 meses.

INOCULACAO

= Com auxilio da alca bacterioldgica, inocular o material bioldgico introduzindo a alga até a metade
do tubo;

= Retirar a alca sem agitar o tubo;

* Incubar a 35 =/- 1°C por 24 horas.

INTERPRETACAO

= Cor original: amarelo claro.

= Presenga de crescimento: turvagdo do meio.

= Auséncia de crescimento: meio permanece inalterado.

= Crescimento de microrganismos anaerobios: crescimento na profundidade do meio.
= Crescimento de microrganismos aerdbios: crescimento na superficie do meio.

RECOMENDACOES

*= Ndo usar o meio quando estiver com cor rosa ou esverdeado na superficie, pois indica a presenca
de oxigénio no meio.

= Recomenda-se o uso do meio recém preparado, porém, se ndo houver a presenca de oxigénio,
pode-se usar um periodo maior.

= Nao usar meios que estejam turvos.

= N3ao utilizar o meio quando o indicador atingir a metade do volume do meio.

CALDO TIOGLICOLATO SEM INDICADOR
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PRINCiPIO

= As substancias redutoras tioglicolato, cisteina e sulfito de sédio produzem uma anaerobiose
suficiente para microrganismos anaerdbios exigentes.

UTILIDADE

» Usado para o cultivo de microrganismos anaerobios.

FORMULA / PRODUTO

* Meio comercial: Tioglicolato caldo sem indicador.

PROCEDIMENTOS

* Pesar e hidratar o meio conforme instrugdes do fabricante;

= Aquecer em bico de Bunsen, até dissolver completamente;

= Distribuir 5 ml por tubo;

» Esterilizar em autoclave.

= pH:7,2+/-0,2

CONTROLE DE QUALIDADE

= Crescimento bom a excelente: Clostridium perfringens ATCC 10543.

CONSERVAGAO E VALIDADE

= Temperatura ambiente: 18 meses.

INocuLACAO

= Com auxilio da alca bacterioldgica, inocular o material bioldgico introduzindo a alga até o fundo do
tubo;

» Retirar a alga sem agitar o tubo;

= Incubar a 35 =/- 1°C em jarra com gerador de anaerobiose durante 48 horas.

INTERPRETAGAO

= Cor original: amarelo claro.

* Presenca de crescimento: turvacdo do meio.

= Auséncia de crescimento: meio permanece inalterado.

RECOMENDACOES

= Nao usar meios que estejam turvos.

* Se necessario, incubar um periodo superior a 48 horas.

AGAR MAC CONKEY

PRINCiPIO

= O cristal violeta inibe o crescimento de microrganismos Gram positivos especialmente enterococos
e estafilococos.

= A concentracdo de sais de bile é relativamente baixa em comparagdao com outros meios, por isso
nao é tdo seletivo para Gram negativos como, por exemplo, o agar SS.

UTILIDADE

» Isolar bacilos Gram negativos (enterobactérias e ndo fermentadores) e verificar a fermentacdo ou
ndo da lactose.
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FORMULA /PRODUTO

» Meio comercial: Agar MacConkey.

PROCEDIMENTOS

= Pesar e hidratar o meio conforme instrugdes do fabricante;

= Aquecer sob agitagdo até fundir o dgar completamente;

= Esterilizar em autoclave;

= Resfriar até 50°C e distribuir 20 a 25 ml em placas de Petri 90 mm estéreis;
= Deixar em temperatura ambiente até resfriar;

= Embalar as placas com plastico PVC transparente e guardar em geladeira de 4 a 8°C.
CONTROLE DE QUALIDADE

= Positivo: Proteus mirabilis ATCC 12453 (ndo fermentador de lactose).

» Positivo: Escherichia coli ATCC 25922 (fermentador de lactose).

= Negativo: Staphylococcus aureus ATCC 25923.

INocuLACAO

= Inocular as placas e incubar por 18 a 24 horas;
= Se negativo apods 24 horas, reincubar por mais 24 horas.

INTERPRETAGAO

= Cor original do meio: rosa avermelhado.

= Crescimento de bacilos Gram negativos.

= Colonias cor de rosa: fermentadoras de lactose.

= Colo6nias incolores: ndo fermentadoras de lactose.
* N&o ha crescimento de cocos Gram positivos.
CONSERVAGCAO E VALIDADE

= Conservar as placas embaladas de 4 a 8°C por até 3 meses.
AGAR SANGUE

PRINCiPIO

» O meio de Agar sangue, usando uma base rica como abaixo descrita, oferece étimas condicdes de
crescimento a maioria dos microrganismos. A conservagao dos eritrdcitos integros favorecem a
formagdo de halos de hemdlise nitidos, Uteis para a diferenciacdo de Streptococcus spp. e
Staphylococcus spp.

UTILIDADE

= Usado para o isolamento de microrganismos nao fastidiosos.

» Verificagdo de hemdlise dos Streptococcus spp. e Staphylococcus spp.

= Usado na prova de satelitismo (para identificacdo presuntiva de Haemophilus spp.).

FORMULA / PRODUTO

» Meio comercial: Blood Agar Base, Columbia Agar Base, BHI Agar, Mueller Hinton Agar;
= Sangue desfibrinado de carneiro ou coelho:

- 5 ml para cada 100 ml de meio base.
- pH:6,8+/-0,2

PROCEDIMENTOS

= Pesar e hidratar o meio conforme instrugdes do fabricante;
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= Esterilizar em autoclave;

» Esfriar a base a +/- 50°C;

= Adicionar 5 ml de sangue desfibrinado de carneiro para cada 100 ml de base;
= Homogeneizar delicadamente para nao formar bolhas;

= Distribuir em placas de Petri de 90 mm de diametro.

CONTROLE DE QUALIDADE

= Hemodlise beta hemolitica: Streptococcus pyogenes ATCC 19615 ou Staphylococcus aureus ATCC
25923.

= Hemolise alfa hemolitica: Streptococcus do grupo viridans ou Streptococcus pneumoniae ATCC
6305.

* Hemdlise gama (sem hemodlise): Enterococcus faecalis ATCC 29212 ou Staphylococcus epidermidis
ATCC 12228.

CONSERVAGAO E VALIDADE

= Conservar de 4 a 10°C por 4 meses.

INOCULACAO

» Estriar a superficie do meio, usando a técnica de semeadura para isolamento;

* No final da semeadura, picar o meio com a alga para verificar hemdélise em profundidade;

*= Incubar a 35°C 24 horas.

INTERPRETAGCAO

= Cor original do meio: vermelho.

= Beta hemdlise: presenca de halo transparente ao redor das col6nias semeadas (lise total dos
eritrocitos).

= Alfa hemdlise: presenca de halo esverdeado ao redor das col6nias semeadas (lise parcial dos
eritrocitos).

= Gama hemolise (sem hemdlise): auséncia de halo ao redor das colGnias (eritrécitos permanecem
integros).

RECOMENDAGOES

= N&o usar sangue de carneiro vencido, pois o meio fica hemolisado ou com cor muito escura,
dificultando o estudo de hemdlise;

= Nao usar sangue humano, pois alguns microrganismos ndo apresentam hemolise;

= N&o adicionar o sangue na base do meio quente, pois as hemacias rompem-se, dificultando o
estude de hemolise;

Por ser um meio rico, o crescimento a partir de materiais bioldgicos em geral costuma ser abundante,
sempre que necessario, isolar a colénia em estudo para os procedimentos de identificacdo, para ndo
correr o risco de trabalhar com cepas misturadas.

AGAR CLED - CYSTINE LACTOSE ELECTROLYTE DEFICIENT

PRINCiPIO

= Usado para isolamento e quantificagdo de microrganismos presentes em amostras urina. A
deficiéncia de eletrdlitos inibe o véu de cepas de Proteus.

UTILIDADE
= Isolar e quantificar microrganismos Gram positivos, Gram negativos e leveduras.
FORMULA / PRODUTO

» Meio comercial: Agar Cled.
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PROCEDIMENTOS

Pesar e hidratar o meio conforme instrugdes do fabricante;

Esterilizar em autoclave;

Resfriar a +/- 50°C e distribuir de 20 a 25 ml em placas de Petri 90 mm estéreis;
Deixar em temperatura ambiente até resfriar.

CONTROLE DE QUALIDADE

Positivo:

- Lactose positiva: Escherichia coli ATCC 25922: crescimento moderado a denso, colbnias

médias ou grandes amareladas, apds 48 horas de incubacdo.

- Lactose negativa: Proteus vulgaris ATCC 8427: crescimento moderado a denso, col6nias azuis

translucidas.
Negativo: auséncia de crescimento

INOCULAGCAO

Verificar técnica de semeadura quantitativa.

INTERPRETACAO

Cor original do meio: azul claro.
Colonias lactose positiva: cor amarela.
Col6nias lactose negativa: cor azul.

Caracteristicas de crescimento:

Escherichia coli: colonias opacas, amarelas com ligeira cor amarelo escuro no centro, com cerca de
1,25 mm de diametro, as ndo fermentadoras de lactose colGnias azuis

Espécies de Klebsiella: col6nias muito mucosas, cor variavel de amarelo a branco azulado
Espécies de Proteus: colOnias azul translicidas, geralmente menor que E.coli

Espécies de Salmonella: colonias planas, cor azul

Enterococcus faecalis: colonias amarelas, com cerca de 0,5 mm de didmetro
Staphylococcus aureus: colbnias amarelas, com cerca de 0,75 mm de diametro
Staphylococcus coagulase negativa: col6nias amarelo palha e brancas

Corynebacterium: colbnias pequenas e cinza

Lactobacilos: col6nias pequenas e com superficie rugosa

Pseudomonas aeruginosa: colonias verdes, com superficie prateada e periferia rugosa

CONSERVAGAO E VALIDADE

Conservar embalado de 4 a 8°C por até 3 meses.

RECOMENDAGOES

Organismos que fermentam lactose baixam o pH e mudam a cor do meio de verde para amarelo,
podendo assim verificar se o microrganismo ¢é lactose negativa ou positiva;

Espécies de Shigella ndo crescem em meios deficientes em eletrolitos.

CALDO BHI - BRAIN HEART INFUSION

PRINCiPIO

E um meio derivado de nutrientes de cérebro e coracdo, peptona e dextrose.

A peptona e a infusdo sdo fontes de nitrogénio, carbono, enxofre e vitaminas.
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= A dextose é um carboidrato que os microrganismos utilizam para fermentagdo.

UTILIDADE

= Meio para cultivo de estreptococcos, pneumococos, meningococos, enterobactérias, ndo
fermentadores, leveduras e fungos.

= Pode ser utilizado na preparacdo do indculo para teste de susceptibilidade aos antimicrobianos,
para realizacdao de teste de coagulase em tubo, para teste de crescimento bacteriano a 42 e 44°C
e para teste de motilidade em Iamina.

FORMULA / PRODUTO

* Meio comercial: Caldo BHI (infusdo de cérebro e coragdo).
PROCEDIMENTOS

* Pesar e hidratar o meio conforme instrugdes do fabricante;

= Distribuir 3,0 ml em tubos com tampa de rosca;

= Esterilizar em autoclave;

»= Retirar os tubos da autoclave e deixar esfriar em temperatura ambiente.

CONTROLE DE QUALIDADE

= Positivo: Streptococcus pneumoniae ATCC 6305 e Candida albicans ATCC 10231.
= Negativo: meio sem inocular.

INOCULACAO

= Com o auxilio de uma alca ou fio bacterioldgico, inocular a colénia ou o material a ser testado -
realizar o teste com col6nias puras de 18 a 24 horas;

= Incubar a 35°C £2 por 24 a 48 horas;

* Para isolamento de fungos incubar por até 5 dias.

INTERPRETACAO

= Cor original do meio: amarelo claro, limpido.

= Positivo: presenca de turvagao = crescimento bacteriano.

= Negativo: auséncia de turvagao.

CONSERVAGAO E VALIDADE

= Conservar de 4 a 10°C por 6 meses.

RECOMENDAGOES

* Para cultivo de anaerédbios, acrescentar 0,1% de agar.

*» Para crescimento de Haemophilus e outros fastidiosos é necessario adicdo de suplementos a base
de L-cisteina, NAD (fator V) e hemina (fator X).

LOWENSTEIN JENSEN

PRINCiPIO

= A base do meio € constituida por ovos integrais, o que permite amplo crescimento das
micobactérias e o crescimento é satisfatorio para o teste de niacina (que é positivo para
Mycobacterium tuberculosis).

UTILIDADE

= Isolamento primario das micobactérias.
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FORMULA / PRODUTO

Meio comercial: Meio TB para Bacilos de Koch Seg. Léwenstein Jensen ou Lowenstein Medium Base
Ovos de galinha frescos

Meio base - formula:

Fosfato monopotassico 1,2g
Sulfato de magnésio 0,12g
Citrato de magnésio 0,3¢g
L-asparagina 1,89
Fécula de batata 15,0 g
Glicerol 6,0 ml
Ovos totais 500 ml
Solugdo de Verde de malaquita a 2% 10 ml

Solucdo de Verde de malaquita a 2% - Formula:

Verde de malaquita 29
Agua destilada 100 ml
PROCEDIMENTOS

Preparacgao dos ovos:

Escovar os ovos, um a um, com escova de cerdas macias;

Deixar os ovos submersos em agua e detergente comum, durante 30 minutos;
Enxaguar com agua corrente cuidadosamente um a um;

Deixar os ovos submersos em alcool etilico a 70% durante 30 minutos;
Retirar os ovos cuidadosamente e secar com pano estéril;

Reservar os ovos.

Solucao de Verde de malaquita a 2%:

Pesar o verde de malaquita e adicionar a agua;
Homogeneizar bem até dissolver o corante;
Esterilizar em vapor fluente durante 30 minutos;
Reservar a solugao.

Meio comercial:

Pesar e hidratar o meio conforme instrugdes do fabricante;

Adicionar o glicerol e aquecer o meio, agitando constantemente até ferver;

Esterilizar em autoclave;

Resfriar a base a 45 - 50°C;

Quebrar os ovos, um a um, cuidadosamente em copo de béquer estéril e transferir, um a um, para
uma proveta estéril de 500 ml;

Completar a proveta com ovos até completar 500 ml;

Transferir os ovos para um copo de liqUidificador estéril - se ndo tiver liquidificador préprio para
laboratério, transferir os ovos para um baldo de 1000 ml contendo pérolas de vidro de tamanho
médio, ambos estéreis;

Homogeneizar os ovos;

Passar os ovos para o baldo que contém a base fria, filtrando em funil e gaze estéril;

Adicionar o verde de malaquita;

Homogeneizar bem;

Deixar repousar durante 30 minutos para as bolhas da superficie estourarem;

Distribuir 10 a 12 ml por tubo de rosca estéril;

Colocar os tubos no coagulador inclinados com a superficie em forma de bico de flauta (d&ngulo de
450) durante 50 minutos a 85°C - se nao tiver coagulador, pode-se coagular os ovos em banho de
areia a 85°C colocado em estufa de esterilizacdo, também por 50 minutos, tendo o cuidado de
verificar a temperatura constantemente.

Meio nao comercial:

Diluir a L-asparagina em pouca agua e dissolver aquecendo lentamente no bico de Bunsen;
Acrescentar os demais componentes, exceto os ovos e o verde de malaquita;

Esterilizar em autoclave;

Seguir os passos 4 ao 14 listados acima.
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CONTROLE DE QUALIDADE
= Esterilizacdo: colocar todos os tubos em estufa;
= Crescimento bom a excelente:
Mycobacterium tuberculosis ATCC 25618
Mycobacterium avium ATCC 25291
CONSERVAGAO E VALIDADE
= Conservar entre 4 a 8°C por 3 meses.

INOCULACAO

= Para materiais bioldgicos de sitios contaminados, fazer descontaminacdo prévia pelas técnicas
desejadas (Petroff, NALC, Lauril sulfato de sddio, Corper & Stoner modificado);

= Semear 5 gotas ou mais, cobrindo bem a superficie do meio;

= Manter os tubos inclinados com a tampa semi aberta até secar bem o inéculo;

* Depois de seco o indculo, rosquear os tubos e incubar 60 dias a 35°C;

= Semanalmente, abrir as tampas préximo ao bico de Bunsen para ventilar os cultivos e observar a
presenca ou nao de crescimento.

INTERPRETACAO

= Cor original do meio: verde claro
* Positivo: Crescimento de colOnias amarelas
= Negativo: auséncia de crescimento.

RECOMENDACOES

= Como é um meio rico em proteinas, bactérias proteoliticas contaminam o meio, liquefazendo-o,
para isto, deve-se fazer uma leitura com 24 horas de incubacgdo para tirar as culturas que possam
ter contaminado;

* N3ao usar ovos velhos;
= Nao quebrar mais que um ovo por vez, pois pode ter algum estragado e contaminar os demais;
* Manter sempre mais que um béquer estéril para o caso de haver algum ovo estragado;

= N&o liberar culturas negativas com tempo inferior a 60 dias de incubacdo, pois as micobactérias
desenvolvem-se lentamente;

= Fazer um esfregaco do crescimento e corar pela técnica de Ziehl para confirmar ser um Bacilo
Alcool Acido Resistente, pois alguns contaminantes podem crescer com pigmento amarelo.

MEIO BIFASICO: LOWENSTEIN E MIDDLEBROOK

PRINCiPIO

= O meio é constituido de duas fases, uma soélida que é o meio de Lowenstein Jensen e uma liquida,
que é o meio 7H-9, juntos fornecem os nutrientes necessarios para o desenvolvimento das
micobactérias isoladas de materiais nobres.

UTILIDADE

* Sistema desenvolvido para o isolamento de micobactérias do sangue e de materiais paucibacilares,
como liquor, liquido pleural, bidpsias, entre outros.

FORMULA / PRODUTO
*» Meio comercial: Meio TB para Bacilos de Koch Seg. Léwenstein Jensen ou Lowenstein Medium Base
= Meio comercial: Middlebrook 7H-9 broth

= Meio comercial: Middlebrook Enrichment (suplemento para enriquecimento).
= Ovos de galinha frescos

Mod IV - 18



PROCEDIMENTOS

= Meio de Léwenstein Jensen: procedimento igual ao ja descrito, distribuindo 12 ml do meio em
frascos estéreis com capacidade para 100 ml (usar tampdo de algoddo e depois do meio pronto -
parte sdlida e liquida, substituir por tampa de borracha e lacre de aluminio) e coagulando os
frascos bem inclinados.

= Meio Middlebrook 7H-9 broth:
- Pesar e hidratar conforme instrugdes do fabricante;
- Adicionar o glicerol, conforme instrucdes do fabricante;
- Esterilizar em autoclave;
- Resfriar a base a - 50°C;
- Adicionar o suplemento Middlebrook Enrichment, conforme instrugdes do fabricante;
- Homogeneizar bem;
- Distribuir 15 ml em cada frasco de Lowenstein Jensen inclinado;
- Fazer o controle de qualidade de esterilidade;

- Lacrar os frascos com tampa de borracha (previamente submersas em alcool etilico 70%
durante 30 minutos) e lacre de aluminio.

- pH: 6,6 +/-0,2
CONTROLE DE QUALIDADE

= Crescimento bom a excelente:

Mycobacterium tuberculosis ATCC 27294 e Mycobacterium fortuitum ATCC 6841.

CONSERVACAO E VALIDADE
= Conservar os frascos embalados de 4 a 8°C por até 3 meses.
INOCULACAO

* Por serem materiais estéreis, ndo é necessario a descontaminacgao;
= Colher assepticamente 5 ml de sangue e inocular no frasco ;

= Se for outro material, inocular até 5 ml de material;

= Incubar durante 60 dias a 35° /- 0,2;

= Banhar o meio sélido semanalmente.

INTERPRETACAO

» Cor original do meio: parte sélida: verde clara, parte liquida: d&mbar claro.
*= Positivo: turvacdo do meio liquido e crescimento de col6nias amarelas no meio sélido.
= Negativo: auséncia de turvagdo e crescimento nos meios liquido e sdlido.

RECOMENDAGOES

= N&o usar frascos com meio liquido turvo;
*= Volumes de indculos inferires a 2,5 ml podem resultar em culturas falso - negativas;

= Na&o liberar culturas negativas com tempo inferior a 60 dias de incubacdo, pois as micobactérias
desenvolvem-se lentamente;

= Fazer um esfregaco do crescimento e corar pela técnica de Ziehl para confirmar ser um Bacilo
Alcool Acido Resistente, pois alguns contaminantes podem crescer com pigmento amarelo.

AGAR MYCOSEL

PRINCiPIO
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= A Cicloheximida, um dos componentes do meio, serve para selecionar dermatofitos o cloranfenicol
inibe o crescimento de bactérias e alguns fungos filamentosos.

UTILIDADE

= Isolamento de fungos patogénicos, principalmente dermatdfitos, a partir de material de
investigagao contaminado.

FORMULA / PRODUTO

= Meio comercial: Mycosel Agar, Mycobiotic Agar ou Agar seletivo para fungos patogénicos.

PROCEDIMENTOS

= Pesar e hidratar o meio conforme instrugdes do fabricante;

= Esterilizar em autoclave;

= Resfriar a +/- 50°C e distribuir em placas de 90 mm de diametro ou 4 ml por tubo;

» Se distribuir em tubos, deixar solidificar com inclinagdo em forma de bico de flauta (angulo de
450),

= pH:6,9+/-0,1

CONTROLE DE QUALIDADE

= Crescimento bom a excelente: Trichophyton verrucosum ATCC 36058, Candida albicans ATCC
10231.

= Crescimento inibido: Aspergillus niger ATCC 16404, Candida tropicalis, Penicillium spp.

CONSERVAGAO E VALIDADE

= Conservar embalado de 4 a 8°C por até 3 meses.

INOCULACAO

= Inocular sempre dois tubos ou placas;

* Se em placa: semear com a técnica de semeadura quantitativa;

= Se em tubo: estriar na superficie inclinada do meio;

= Incubar um dos meios semeados em temperatura ambiente e o outro a 37°C;

= Observar diariamente a presencga ou nao de crescimento;

= Incubar 40 dias.

INTERPRETACAO

= Cor original do meio: amarelo claro opalescente.
= ApOs o crescimento, deve-se seguir a identificacdo do microrganismo que cresceu.

RECOMENDACOES

= A auséncia de crescimento ndo indica uma cultura negativa para fungos, pois alguns fungos
podem ter o crescimento inibido neste meio.

= Recomenda-se o uso de meios em tubos, pois a incubagdo demorada resseca com facilidade o
meio contido em placas.

AGAR SABOURAUD

PRINCiPIO

» Meio com nutrientes que favorece o crescimento de diversos fungos leve duriformes e
filamentosos.

UTILIDADE

Mod IV - 20



*= Cultivo e crescimento de espécies de Candidas e fungos filamentosos, particularmente associados
a infecgbes superficiais.

» Caracterizacdo macroscopica do fungo filamentoso (col6nia gigante).

FORMULA / PRODUTO

» Meio comercial: Sabouraud Dextrose Agar.

PROCEDIMENTOS

* Pesar e hidratar o meio conforme instrugdes do fabricante;

= Esterilizar em autoclave;

= Resfriar a +/- 50°C e distribuir em placas de 90 mm de diametro ou 4 ml por tubo;

= Se distribuir em tubos, deixar solidificar com inclinacdo em forma de bico de flauta (éngulo de
450),

* pH:5,6+/-0,1

CONTROLE DE QUALIDADE

= Crescimento bom a excelente: Candida albicans ATCC 10231, Aspergillus niger ATCC 16404.

CONSERVAGAO E VALIDADE

= Conservar embalado de 4 a 8°C por até 6 meses.

INOCULACAO

= Inocular sempre dois tubos ou placas;

* Se em placa: semear com a técnica de semeadura quantitativa;

= Se em tubo: semear na superficie inclinada do meio;

= Incubar um dos meios semeados em temperatura ambiente e o outro a 37°C;

= Observar diariamente a presenga ou nao de crescimento;

= Incubar 40 dias.

INTERPRETACAO

= Cor original do meio: amarelo claro opalescente.
= Ap0s o crescimento, deve-se seguir a identificacdo do microrganismo que cresceu.

RECOMENDACOES

* Recomenda-se o uso de meios em tubos, pois a incubacdo demorada resseca com facilidade o
meio contido em placas.

= N&o usar meios vencidos e/ou ressecados.

*  Para suspeitas de Histoplamasma capsulatum e Paracoccidioides brasiliensis, semear em BHI agar.
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4. MEIOS COMERCIAIS PARA PROVAS DE IDENTIFICAGCAO

BASE DE NITROGENIO PARA LEVEDURAS - YEAST NITROGEN BASE

PRINCiPIO

Determina a capacidade das leveduras de assimilar carboidratos, utilizando um meio a base de
nitrogénio livre de carboidratos e discos de papel impregnados com carboidratos, nos quais observa-
se o crescimento ao redor, apés um periodo de incubacao.

UTILIDADE

Identificar as espécies de leveduras através da prova de assimilagdo de carboidratos.

FORMULA / PRODUTO

= Meio comercial: Yeast Nitrogen Base ou Base de nitrogénio para leveduras.

= Discos comerciais de carboidratos.
= Discos preparados no laboratdrio, impregnados com soluges de carboidratos a 1%:

- Carboidrato 1lg
- Agua destilada 100 ml
PROCEDIMENTOS

Para os discos de carboidratos:
= Se for preparar os discos com carboidratos, preparar 2 dias antes de fazer o meio;

= Usar discos estéreis disponiveis para compra ou esterilizar papel de filtro de 10 mm de diametro
em autoclave;

= Pesar o carboidrato (cada carboidrato em frasco separado) e adicionar dgua, homogeneizar bem
até completa dissolugdo - carboidratos utilizados: glicose, maltose, sacarose, lactose, galactose,
melibiose, celobiose, inositol, xilose, rafinose, trealose, dulcitol;

» Esterilizar por filtragdo (cada um em frasco separado);
= Impregnar os discos previamente estéreis (embeber totalmente os discos);
» Deixar os discos em estufa a 37°C até secarem totalmente .

Para o meio base de nitrogénio:

= Pesar e hidratar conforme instrugdes do fabricante;
=  Fundir completamente;

= Distribuir 20 ml por tubo;

» Esterilizar em autoclave.

CONTROLE DE QUALIDADE

CARBOIDRATOS POSITIVO NEGATIVO
Glicose Candida albicans

Maltose Candida albicans Candida krusei
Sacarose Candida tropicalis Candida krusei
Lactose Candida kefyr Candida krusei
Galactose Candida albicans Candida krusei
Melibiose Candida guilliermondii Candida krusei
Celobiose Candida guilliermondii Candida krusei
Inositol Cryptococcus neoformans Candida krusei
Xilose Candida albicans Candida krusei
Rafinose Candida guilliermondii Candida krusei
Trealose Candida albicans Candida krusei
Dulcitol Candida guilliermondii Candida krusei

Mod IV - 22



CONSERVAGAO E VALIDADE

= Meio base: 4 a 10°C por 6 meses.
= Discos: refrigerado e se possivel em dessecador durante 1 ano ou mais.

INOCULACAO

»= Aquecer o tubo contendo 20 ml de meio base de nitrogénio até fundir totalmente;

= Resfriar a base a 47 - 48°C;

*= Fazer uma suspensdo das leveduras na escala 4 ou 5 de McFarland em 4 ml de agua destilada
estéril, , usando um cultivo de leveduras de 24 a 72 horas;

= Despejar a suspensdo de leveduras no tubo contendo a base de nitrogénio;

* Homogeneizar bem;

= Despejar o conteldo homogeneizado (meio base + suspensdo de leveduras) em placa de Petri de
estéril de 150 mm de diametro;

= Esperar solidificar em temperatura ambiente;

= Colocar os discos impregnados com carboidratos com auxilio de uma pinga flambada;

*» Incubar a 30°C durante 18 a 24 horas.

INTERPRETAGAO

» Cor original do meio: amarelo palha.

= Positivo: halo de crescimento ligeiramente opaco ao redor dos discos, que significa a assimilagdo
do aclcar pela levedura.

* Negativo: Auséncia de halo de crescimento. O meio permanece inalterado.

RECOMENDAGOES

= Nao usar cultivos de leveduras superiores a 72 horas;
* N3&o usar indculo inferior ao recomendado, pois pode resultar em prova falso - negativa;

= N&o adicionar a suspensdo de leveduras a base com temperatura superior a 48°C, pois pode
inativar as células e resultar em prova falso - negativa;

= Apds homogeneizar o meio base e suspensdo de leveduras, despejar imediatamente na placa de
Petri, pois solidifica rapidamente.

AGAR CITRATO SIMMONS

PRINCiPIO

* Verifica a capacidade da bactéria de utilizar o citrato de sdédio como Unica fonte de carbono,
juntamente com sais de amoénia, alcalinizando o meio.

UTILIDADE

= Diferenciar géneros e espécies de enterobactérias e ndo fermentadores.
FORMULA / PRODUTO

*» Meio comercial: Citrato Simmons.

PROCEDIMENTOS

* Pesar e hidratar o meio segundo instrucdes do fabricante;

= Ajustar o pH para 6,9 £0,2;

= Aquecer sob agitagdo até fundir o agar;

= Distribuir em tubos com tampas de rosca;

= Esterilizar em autoclave;

= Retirar os tubos da autoclave e inclina-los ainda quentes, para que solidifiquem com a superficie
em forma de bico de flauta (angulo de 45°). Deixar solidificar em temperatura ambiente.
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CONTROLE DE QUALIDADE

= Positivo: Klebsiella pneumoniae ATCC 13883.
= Negativo: Escherichia coli ATCC 25922.

INOCULACAO

= Com o auxilio de um fio bacterioldgico, inocular na superficie a colonia, ndo furar a base;
= Realizar o teste com colonias puras de 18 a 24 horas.

INTERPRETAGAO

= Cor original do meio: verde

»  Positivo: cor azul ou crescimento no local do indculo.

* Negativo: ndo ha crescimento e a cor permanece inalterada.

*» Se houver crescimento visual na area do inéculo sem mudanca de cor, o teste pode ser
considerado positivo, reincubar por 24 até 72 horas, a incubagdo poderd mudar a cor do meio para
alcalino (azul).

Leitura inicial com 24 horas:
= Se resultado positivo: encerrar o teste.
* Se resultado negativo ou houver duvida: reincubar por mais 24/48 horas.

Leitura com 48 horas:

= Se houver crescimento visivel na area do inéculo sem mudanca de cor, o teste pode ser
considerado positivo, (encerrar o teste).

= Se resultado negativo ou houver duvida, reincubar por 24 até 72 horas, a incubagdo podera
mudar a cor do meio para alcalino(azul).

CONSERVACAO E VALIDADE

= Conservar de 4 a 10°C de 6 a 8 semanas;
= ApOds este periodo realizar controles negativo e positivo semanalmente.

RECOMENDACOES

= Manter a tampa do tubo frouxa, o meio necessita de oxigénio.

= N&o se devem transportar colonias de meios que contenham glicose ou outros
nutrientes/substratos, pois podem entrar em contato com o meio de citrato, podendo dar um
resultado falso positivo.

= Se algum resultado estiver duvidoso, inocular um novo tubo e incubar em temperatura ambiente
(22 a 25°C) por até 7 dias.

= N3ao usar repiques de caldo.
= Deixar o tubo em temperatura ambiente antes de inocular a bactéria.
* Para fazer o inéculo flambar o fio bacterioldgico.

= N&o fazer in6culo muito denso (pode acidificar o meio deixando-o amarelo).

AGAR BILIS-ESCULINA

PRINCiPIO

= A prova de Bile-Esculina é baseada na capacidade de algumas bactérias hidrolisarem esculina em
presenca de bilis. A esculina é um derivado glicosidico da cumarina. As duas moléculas do
composto (glicose e 7-hidroxicumarina) estdo unidas por uma ligacdo éster através do oxigénio.
Aa esculina é incorporada em um meio contendo 4% de sais biliares.

* As bactérias Bile-Esculina POSITIVAS, sdo capazes de crescer em presenca de sais biliares. A
hidrélise da esculina no meio resulta na formacao de glicose e esculetina. A esculetina reage com
ions férricos (fornecidos pelo composto inorganico do meio - o citrato férrico), formando um
complexo negro.
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UTILIDADE

= Separagao dos Streptococcus Bile-Esculina positiva dos Bile-Esculina negativa.

= Identificagdo dos Enterococcus spp., que sao Bile-Esculina positiva.

» Identificagdo de bacilos Gram negativos ndo fermentadores e enterobactérias, usar o meio sem
bilis (vide prova de esculina).

FORMULA/ PRODUTO
»  Meio comercial: Agar Bilis-Esculina

Féormula: Peptona
Extrato de carne
Bilis
Esculina
Citrato férrico
Agar
Agua destilada
pH=7,0
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PROCEDIMENTOS

* Pesar e hidratar o meio conforme instrugdes do fabricante;

*  Fundir o meio;

= Distribuir 2,5 ml por tubo;

= Esterilizar em autoclave;

= ApOs retirar da autoclave, inclinar os tubos ainda quentes para que solidifiquem com a superficie
em forma de "bico de flauta" (angulo de 459).

CONTROLE DE QUALIDADE

= Positivo: Enterococcus faecalis ATCC 29212.
= Negativo: Streptococcus pyogenes ATCC 19615.

CONSERVAGAO E VALIDADE
= Conservar de 4 a 10°C por 4 meses.
INocuLACAO

» Estriar a superficie inclinada do meio;
» Incubar a 35°C 24 horas.

INTERPRETAGAO

Cor original do meio: acinzentado

= Positivo: Enegrecimento em pelo menos metade ou mais do meio.

= Negativo: Auséncia de enegrecimento ou crescimento de menos da metade do meio apds 72 horas
de incubacao.

RECOMENDACOES

= Provas negativas com 24 horas de incubacdo, recomenda-se periodo de incubagdo maior (48
horas).

= Alguns Streptococcus do grupo viridans (cerca de 3%) podem hidrolizar a esculina em presenga de
bilis se incubados em atmosfera de CO,.

AGAR SANGUE - CAMP

Mod IV - 25



PRINCiPIO

= Consiste na interacdo da beta hemolise secretada pelo Staphylococcus aureus com o
microrganismo em estudo, que secreta uma proteina, denominada "fator CAMP", produzindo
aumento de hemdlise no local da inoculagdo.

UTILIDADE

» Separacdo do Streptococcus beta hemolitico presumivel do grupo B de Lancefield (S. agalactiae) e
da Listeria monocytogenes (CAMP positivos) dos demais Streptococcus beta hemoliticos e espécies
de Listeria.

FORMULA/ PRODUTO

Para esta prova utiliza-se:
* Placa de meio Agar Sangue.
= Cepa de Staphylococcus aureus produtora de beta hemolisina ATCC 25923.

CONTROLE DE QUALIDADE

= Positivo: Streptococcus agalactiae ATCC 13813.
= Negativo: Streptococcus pyogenes ATCC 19615.

INOCULACAO

» Com auxilio do fio bacteriolégico, semear na superficie de meio Agar Sangue a cepa de
Staphylococcus aureus com uma Unica linha reta;

= Novamente com o fio bacteriolégico (flambado), tocar nas colonias em estudo;

= Semear uma Unica linha reta na superficie do meio Agar Sangue, perpendicularmente a linha de
semeadura do S. aureus, sem tocar no indculo do S. aureus;

= Logo em seguida, sem flambar o fio, picar o meio Agar Sangue duas vezes, uma de cada lado da
semeadura da cepa em estudo, sem tocar nas duas linhas de indculo ja feitos (a do S. aureus e da
cepa em estudo);

» Incubar a 35°C 24 horas.

(a) Inéculo do S. aureus
(b) Indculo da cepa em estudo

INTERPRETACAO

= Positivo: Aumento da area de hemdlise em forma de flecha no local onde estdo mais préoximas as
duas estrias de crescimento.

= Negativo: Auséncia de aumento da hemdlise. Observa-se nitidamente a hemolise do S. aureus e
da cepa em estudo, inalteradas.

RECOMENDAGAO

= Nao utilizar cepas velhas de S. aureus, pois podem nao produzir beta hemolisina.
= Nao tocar as estrias da semeadura das cepas, para ndo dar um resultado falso - negativo.

= N3o utilizar placas de Agar Sangue velhas que dificultem a leitura da prova, ja que é baseada na
hemdlise das cepas.

CALDO BASE DE MOELLER

PRINCiPIO

= As descarboxilases sdo um grupo de enzimas com substrato especifico, capazes de reagir com o
grupo carboxila dos aminoacidos para formarem aminas alcalinas. Essa reagdo, conhecida como
descarboxilagdo, origina didéxido de carbono como produto secundario.

= Emprega-se normalmente trés aminoacidos para identificacdo dos microrganismos: lisina, ornitina
e arginina. A base de Moeller é a mais utilizada. Os produtos aminados especificos, sdo:
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- Lisina: Cadaverina;
- Ornitina: Putrescina;
- Arginina: Citrulina.

A conversdo da arginina em citrulina é uma atividade de diidrolase, e ndo descarboxilase, na
qual o grupo NH, é retirado da arginina como primeira etapa. Em seguida, a citrulina é
convertida em ornitina, que sofre descarboxilagdo para formar putrescina.

= Aincubacdo deve ser em anaerobiose e para isso, é adicionado 1 ml de éleo mineral estéril apds a
inoculagdo. No inicio da incubagdo, a glicose contida no meio é fermentada e ocorre viragem de
cor pUrpura para o amarelo. Quando o aminoacido é descarboxilado, as aminas alcalinas formadas
revertem a cor do meio para purpura original.

UTILIDADE

= Verificar a capacidade de microrganismos usarem enzimas, auxiliando na identificacdo.
» Utilizado principalmente para identificagbes de enterobactérias, bacilos Gram negativos ndo
fermentadores, estafilococos.

FORMULA / PRODUTO

= Meio base comercial: Caldo Base de Moeller para Descarboxilase.
* Aminoacidos: L lisina ou DL lisina, L ornitina ou DL ornitina, L arginina ou DL arginina.

PROCEDIMENTOS

* Preparar os meios com a Base de Moeller e aminoacidos;

= Preparar o meio apenas com a Base de Moeller, sem aminoacidos, que sera usada como controle;

= Seguir as recomendagdes do fabricante para pesar o meio Base de Moeller;

= Se usar aminoacido L (/levdgiro), adicionar 1 grama do aminoacido para cada 100 ml de meio
base;

= Se usar aminoacido DL (dextrdgiro), adicionar 2 gramas do aminoacido para cada 100 ml de
meio base;

= Homogeneizar bem o meio;

= Acertar o pH para 6,0 com HCI 1 N ;

= Distribuir 2 ml por tubo (usar tubos de rosca);

= Esterilizar em autoclave.

CONTROLE DE QUALIDADE

*» Positivo:
- Lisina: Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 ou Enterobacter aerogenes ATCC 13047.
- Ornitina: Enterobacter cloacae ATCC 13047 ou Serratia marcescens ATCC 13880.
- Arginina: Enterobacter cloacae ATCC 13047 ou Enterobacter sakazakii.

= Negativo:
- Lisina: Enterobacter cloacae ATCC 13047 ou Citrobacter freundii ATCC 8454.
- Ornitina: Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 ou Citrobacter freundii ATCC 8454.
- Arginina: Enterobacter aerogenes ATCC 13047 ou Klebsiella pneumoniae ATCC 13883.

CONSERVAGAO E VALIDADE

= Conservar entre 4 a 10 °C por 3 meses.

INOCULACAO

*= A partir de crescimento recente, inocular a colénia em estudo no tubo contendo o aminoéacido e
no tubo controle;

= Colocar aproximadamente 1 ml de éleo mineral estéril em cada tubo;

= Incubar a 35 +/- 1°C em aerobiose.

INTERPRETAGAO
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= Cor original do meio: purpura

= Positivo:

- Tubo controle (sem aminoacido) : amarelo e turvo - indica que o microrganismo é viavel e o
pH do meio abaixou o suficiente para ativar as enzimas descarboxilase.

- Tubo com aminoacido: purpura e turvo- indica a formacdo de aminas a partir da reagdo de
descarboxilagao.

= Negativo:
- Tubos controle e com aminoacido: purpura.

RECOMENDACOES

= Verificar se o indculo foi satisfatorio para o crescimento, pois a cor original do meio - purpura, sem
apresentar turvagdo ndo significa positividade e sim, auséncia de crescimento bacteriano.

= Como a reagdo ocorre em anaerobiose, é imprescindivel a adicao de éleo mineral.

* Pode-se autoclavar o meio ja com o o6leo mineral ou adicionar apds a inoculagdo do
microrganismo.

* Para alguns microrganismos, como bacilos Gram negativos ndo fermentadores, € necessario um
periodo de incubacdo prolongado (24 a 72 horas).

AGAR DNASE

PRINCiPIO

= Cepas de alguns microrganismos produzem DNase e endonuclease termoestavel. Estas enzimas
hidrolisam acido desoxirribonucléico (DNA) contido no meio de cultura apés um periodo de
incubacdo. Posteriormente este meio é acidificado com HCI 1N para a revelagdo da prova.

UTILIDADE

Prova de identificagdo que separa os principais microrganismos de importancia clinica, entre eles:

= DNase positivos: Staphylococcus aureus , Serratia spp. e Proteus spp., Stenotrophomonas
maltophilia, Cryseobacterium meningosepticum, Moraxella catarrhalis.

= DNase negativos: Staphylococcus coagulase negativa, demais enterobactérias, demais bacilos
Gram negativos ndo fermentadores.

FORMULA / PRODUTO

»  Meio comercial: DNase Agar.
PROCEDIMENTOS

Pode-se revelar a prova de duas maneiras:

= Com uma solucdo de &cido cloridrico 1 N
= Adicionando a base do meio de cultura azul de Toluidina O.

= Para a revelacdo com acido cloridrico 1N:

- Preparar e esterilizar o meio conforme instrugdes do fabricante;
- Esfriar o meio a aproximadamente 50°C;
- Distribuir em placas de petri de 50 mm de diametro.

Preparar uma solugdo de HCI 1N, seguindo a férmula abaixo:

N= C1 (numero de equivalentes grama de soluto)
Vv (volume da solugao)
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C1 =M1 (peso molecular do soluto)
E (volume da solugao)

E=M
X - X para bases: OH desprendido na reagao
para acidos: H* ionizaveis
para oxidantes / redutores: variagdo do NOX
para sais normais: valéncia do cation ou anion

* Para a revelacao com azul de Toluidina O:

- Pesar e hidratar o meio conforme instrugdes do fabricante;

- Acrescentar para cada 1000 ml de base 0,1g de azul de Toluidina O;
- Esterilizar em autoclave;

- Esfriar o meio a aproximadamente 50°C;

- Distribuir em placas de petri de 50 mm de diametro.

CONTROLE DE QUALIDADE

= Positivo: Staphylococcus aureus ATCC 25923 ou Serratia marcescens ATCC 13880.
= Negativo: Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 ou Escherichia coli ATCC 25922.

CONSERVAGCAO E VALIDADE

= Meio: 4 a 10 °C por 3 meses.
= Acido Cloridrico 1N:

- Guardar em frasco ambar, em temperatura ambiente, ao abrigo de luz, calor e umidade.
- Validade: 6 meses.

INOCULACAO
Para as duas técnicas de preparacdo, a inoculagdo é a mesma:

= Com auxilio de um fio bacterioldgico, tocar nas col6nias em estudo e fazer um esfregaco circular e
denso na placa de DNase ;
= Incubar a 35 +/- 1°C 24 horas.

INTERPRETACAO
Revelagdao com HCI 1 N:

= Cor original do meio: amarelo claro

= Colocar sobre o crescimento bacteriano HClI 1 N até banhar totalmente a superficie do meio;
» Aguardar aproximadamente 3 minutos ou até que o meio fique opaco.

» Positivo: Presenca nitida de halo claro na parte inferior e em volta da col6nia.

* Negativo: Auséncia de halo claro em volta da col6nia.

revelacao com azul de toluidina o:

= Cor original do meio: azul claro
* Positivo: Presenca de coloragdo rosa na parte inferior e em volta da col6nia.
= Negativo: Auséncia de cor rosa. O meio permanece com a cor original, azul.

RECOMENDACOES

= Usar sempre uma cepa controle positivo para facilitar a leitura da prova;
= Em uma mesma placa, pode-se fazer até 4 testes (placas de 50 mm de diametro);

*» armazenamento incorreto e uso com validade vencida do HCI 1 N pode dar leituras falso
negativas;

* Para a detecgdo da atividade de DNase ndo € necessario que haja crescimento, por isso é que a
semeadura deve ser de forma circular densa e ndo de estria;
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*» Para o meio preparado com Azul de Toluidina O, algumas cepas requerem um periodo maior de
incubacdo (até 48 horas) para produzirem DNase;

= Usar cultura jovem (até 24 horas).

AGAR ESCULINA

PRINCiPIO

= Verifica se a bactéria é capaz de hidrolisar a esculina.
= A esculetina exige sais de ferro formando precipitado marrom escuro ou preto.

UTILIDADE
= Diferenciar géneros e espécies de enterobactérias e ndo fermentadores;
* Para identificagdo de Streptococcus e Enterococcus, usar o meio com bilis, vide prova de Bile-

Esculina.

FORMULA /PRODUTO

= Agar triptico de soja (TSA) ou base de dgar sangue 49

= Citrato férrico 0,05¢g
= Esculina 0,19

= Agua destilada 100 ml
PROCEDIMENTOS

= Pesar o TSA ou a base de agar sangue, o citrato férrico e a esculina e colocar tudo no mesmo
Erlenmeyer;

= Colocar agua destilada;

= Ajustar o pH para 7,0;

= Aquecer lentamente até fundir o &gar e dissolver o citrato férrico (lentamente porque o citrato
férrico demora a dissolver);

= Distribuir 3 ml do meio em tubos com tampa de rosca;

= Esterilizar em autoclave;

»= Retirar os tubos da autoclave e inclina-los ainda quentes para que solidifiquem com a superficie
em forma de bico de flauta (angulo de 45°). Deixar solidificar em temperatura ambiente.

CONTROLE DE QUALIDADE

= Positivo: Klebsiella pneumoniae ATCC 13883.
= Negativo: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

INOCULACAO

= Inocular colonias de crescimento recente (18 - 24 hs);
*= Picar o meio e semear na superficie do agar;

= Incubar a 35 °C por 24 horas.

INTERPRETACAO

» Cor original do meio: palha.

*» Positivo: marrom escuro ou preto.

= Negativo: inalterado (palha).

CONSERVAGAO E VALIDADE

= Conservar de 4 a 8°C, de 6 a 8 semanas.
= ApOs este periodo realizar controle negativo e positivo semanalmente.

RECOMENDACOES
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* A enzima glicosidase é responsavel pela hidrélise da esculina em todas as enterobactérias exceto
a Escherichia coli. A Escherichia coli ndo possue a enzima glicosidase sendo necessario usar a
lactose, outro dissacarideo ou outra fonte de carbono. Fazer um indculo leve com agulha
bacterioldgica e interpretar apdés 18-24 horas.

= A produgdo de piocina pela Pseudomonas aeruginosa pode escurecer o meio, isso ndo € uma
reacdo positiva.

* Resultado falso positivo pode ocorrer pela producao de H2S em ndo fermentadores, semelhante ao
bacilo da bactéria Shewanella putrefaciens.

AGAR FENILALANINA

PRINCiPIO

» Verifica a capacidade da bactéria de produzir acido fenilpirdvico a partir da fenilalanina por agdo
enzimatica.

UTILIDADE
= Diferenciar géneros e espécies de enterobactérias.
FORMULA / PRODUTO
» Meio comercial: Agar Fenilalanina
Solucéo de cloreto férrico:
Cloreto férrico 10g

Adicionar 100 ml de agua destilada
Colocar em frasco ambar.

Validade: 6 meses

A solucdo de cloreto férrico 10% é utilizada para revelar a atividade da enzima fenilalanina
desaminase no meio de fenilalanina.

PROCEDIMENTOS

= Pesar e hidratar o meio conforme instrugdes do fabricante;

= Aquecer sob constante agitacdo até fundir o meio;

= Ajustar o pH para 7,3 £0,2;

= Distribuir em tubos com tampas de rosca;

= Esterilizar em autoclave;

»= Retirar os tubos da autoclave e inclina-los ainda quentes para que solidifiquem com a superficie
em forma de bico de flauta (angulo 45°). Deixar solidificar em temperatura ambiente.

CONTROLE DE QUALIDADE

= Positivo: Proteus vulgaris ATCC 8427 ou Proteus mirabilis ATCC 12453.
= Negativo: Escherichia coli ATCC 25922.

INOCULACAO

=  Fazer um indculo denso;

= Inocular colonia pura de 18 a 24 horas;
= Incubar a 35°C por 18 a 24 horas.

INTERPRETACAO

Adicionar diretamente o cloreto férrico no tubo inoculado, antes da interpretacdo do resultado e
distribuir o reagente sobre a superficie do meio.

»= Cor original do meio: amarelo palha.
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» Positivo: formacdo de uma coloragdo esverdeada na superficie do meio apds a adicdo do cloreto
férrico.

* Negativo: o meio permanece inalterado.

CONSERVAGAO E VALIDADE

= Conservar de 4 a 8°C, de seis a oito semanas.

RECOMENDACOES

= Um resultado positivo deve ser interpretado imediatamente apos a adigdo do reagente, pois a cor
verde desbota rapidamente. A interpretacao deve ser feita em até 5 minutos.

CTA - CYSTINE TRYTICASE AGAR

PRINCiPIO

= CTA é um meio semi-sdlido, recomendado para o estudo de fermentagdo de carboidratos de
microrganismos exigentes.

UTILIDADE

*» Usado para diferenciar espécies de Haemophilus spp., Neisseria spp., Branhamella catarrhalis e
Corynebacterium spp.

FORMULA / PRODUTO

= Meio comercial Cystine Tryticase agar Medium.
= Carboidratos mais utilizados: glicose, maltose, lactose, sacarose, frutose, mannose.

Carboidrato 10g
Agua destilada 100 ml

pH: 7,3 +/- 0,2
PROCEDIMENTOS

= Esterilizar os carboidratos, separadamente, por filtragdo e reservar;

= Pesar o CTA conforme instrugdes do fabricante, acrescentar 900 ml de dgua e homogeneizar bem;
= Esterilizar em autoclave;

= Esfriar a base a aproximadamente 50°C;

= Adicionar o carboidrato esterilizado por filtracao;

= Distribuir em 3 ml por tubo;

= Deixar os tubos esfriar na posicao vertical.

CONTROLE DE QUALIDADE

POSITIVO NEGATIVO
Glicose Neisseria sicca Branhamella catarrhalis
Maltose Neisseria sicca Branhamella catarrhalis
Lactose Neisseria lactamica Neisseria sicca
Sacarose Neisseria sicca Branhamella catarrhalis
Frutose Neisseria sicca Branhamella catarrhalis
Manose Haemophilus parainfluenzae Haemophilus influenzae

CONSERVAGAO E VALIDADE

= Temperatura ambiente por 3 meses.
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INOCULACAO

= Fazer um indculo bem denso, no centro do meio;

* Incubar a 35°C em jarra com vela acesa e gaze embebida em agua de torneira para manter a
umidade da atmosfera.

INTERPRETACAO

= Cor original do meio: alaranjado

= Positivo: cor amarela, indicando acidificagdo (fermentacdo) do meio e turvagao.

= Negativo: Auséncia de crescimento. O meio permanece com a cor original, alaranjado, e sem
turvacao.

RECOMENDAGOES

» Para provas negativas, incubar um periodo maior (72 horas);
= Nao autoclavar a base com o carboidrato, pois a alta temperatura pode degradar o carboidrato;

»  Fazer indculo denso, pois indculos fracos podem dar resultado falso negativo.

CALDO TRIPTONA E SIM

PRINCiPIO

*» Determinam a habilidade do microrganismo de metabolizar o triptofano em indol. Triptofano é um
aminoacido que pode ser oxidado por certas bactérias resultando na producgdo de indol, apds a
adicdo de reagentes de Erlich ou Kovacs.

UTILIDADE

= Diferenciar géneros e espécies de enterobactérias, ndo fermentadores, Haemophilus e anaerobios.

FOrRMULA /PRODUTO

= Meio comercial: Caldo Triptona.
*= Meio comercial: SIM (sulfato/indol/motilidade agar).

Reativo Erlich

Paradimetilaminobenzaldeido 1g
Alcool etilico (95%) 95 ml
Acido cloridrico concentrado 20 ml

= Guardar em frasco @&mbar em temperatura ambiente (22-25°C).
= Cor original do reativo de Erlich: amarelo

Ou

Reativo de Kovacs (pode ser adquirido comercialmente pronto para uso) ou ser preparado no
laboratdrio:

Alcool isoamilico 150 ml
Paradimetilaminobenzaldeido 10,0 g
Acido cloridrico concentrado 50 ml

= Dissolver o aldeido em alcool e adicionar lentamente o acido cloridrico;
= Guardar em frasco ambar e no refrigerador quando ndo estiver em uso.

Obs: N&o conservar em temperatura ambiente por longo periodo a cor pode ser alterada de
amarelo palha para marrom, perdendo assim a sensibilidade.

Xilol : pode ser adquirido comercialmente pronto para uso.
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PROCEDIMENTOS
Meio Caldo Triptona

= Pesar e hidratar conforme instrugdes do fabricante;

= Aquecer sob agitacdo, até fundir o meio;

= Distribuir aproximadamente 3,0 ml em tubos com tampas de rosca;
= Esterilizar em autoclave;

= Retirar os tubos da autoclave;

= Deixar esfriar em temperatura ambiente na posigdo vertical.

Meio SIM

* Pesar e hidratar o meio conforme instrugdes do fabricante;

= Aquecer sob agitacdo, até fundir o meio;

= Distribuir aproximadamente 3,0 ml em tubos com tampas de rosca;
= Esterilizar em autoclave;

= Retirar os tubos da autoclave;
= Deixar solidificar em temperatura ambiente na posigao vertical.

CONTROLE DE QUALIDADE
Controle qualidade para meio Caldo Triptona:

= Positivo: Escherichia coli ATCC 25922.
= Negativo: Enterococcus faecalis ATCC 29212.

Controle qualidade para meio SIM:

Microrganismo H.S INDOL MOTILIDADE
Proteus vulgaris + + +
Shigella sonnei neg neg neg
Escherichia coli neg + +

Proteus vulgaris ATCC 13315, Shigella sonnei ATCC 25931, Escherichia coli ATCC 25922
INOCULACAO
Meio Caldo Triptona

*= Fazer um indculo leve com col6nia pura de cultura de 18-24 horas (para enterobactérias, bacilos
Gram negativos ndo fermentadores ou anaerdbios);

»= Fazer um indculo denso com col6nia pura de cultura de 18-24 horas (para Haemophilus);

= Incubar a 35°C por 24 horas (enterobactérias) ou até 48 horas (bacilos Gram negativos ndo
fermentadores ou anaerdbios) em aerobiose ou anaerobiose, respectivamente.

Meio SIM

= Com o auxilio da agulha, inocular uma col6nia no meio na posicao vertical, lentamente até a base;
» Afastar a agulha seguindo a linha inicial do inéculo;
= Incubar a 35°C por 18-24 horas.

INTERPRETAGAO
= Cor original do meio:
= Apds incubacdo, revelar com reagente de Ehrlich ou Kovacs.

= A escolha entre os reagentes de Ehrlich ou Kovacs depende da preferéncia dos Gram negativos
ndo fermentadores ou anaerdbios, que podem produzir minima quantidade de indol.

Revelacdo com reativo de Ehrlich ou Kovacs no meio de Caldo Triptona
* Colocar 1mL de xilol no tubo com crescimento bacteriano, homogeneizar vigorosamente e

aguardar 1 minuto;
» Adicionar pela parede do tubo 0,5 ml do reativo de Erlich e realizar a leitura.
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Indol positivo: aparecera um anel vermelho logo abaixo da camada de xilol.
Indol negativo: permanecera um anel amarelo logo abaixo da camada de xilol.

Revelacdao com reativo de Kovacs no meio SIM

Realizar a leitura da motilidade e do H-S.

Em seguida adicionar 5 gotas do reativo de Kovacs pela parede do tubo no meio contendo o
crescimento bacteriano.

Agitar o tubo suavemente e proceder a leitura do indol.

Motilidade positiva: microrganismos mdveis migram pela linha do in6culo e difundem-se no meio
causando turbidez.

Motilidade negativa: bactéria tem um crescimento acentuado ao longo da linha do inéculo, em
volta continua limpido.

H-S positivo: ao longo da linha de inoculagdo aparecera a cor negra.
H-S negativo: linha ao longo da inoculagdo inalterada.

Indol positivo aparecera um anel vermelho.
Indol for negativo aparecera um anel amarelo.

CONSERVACAO E VALIDADE

Caldo Triptona: 6 meses se conservado de 2 a 8°C.
Meio SIM: 6 meses se conservado de 2 a 8°C em tubos com tampas de rosca, tubos com tampao
de algodao o meio pode ressecar antes deste prazo.

RECOMENDAGOES

Um otimo pH para triptofanase é levemente alcalino (pH 7,4-7,8), um pH acido pode baixar a
produgdo do indol indicando um resultado falso negativo ou positivo fraco.

Cultura para ser testada produgdo de indol deve ser incubada em aerobiose, a baixa tensdo de
oxigénio baixa a produgdo de indol.

Indol positivo se perde apos 96 horas de incubagao.

Alguns microrganismos formam indol, mas se quebram ou baixam rapidamente a producgao,
podendo ocorrer um resultado falso negativo. Ocorre principalmente entre algumas espécies de
Clostridium spp.

Pequenas modificagbes podem ser necessarias para testar a produgdo de indol em nao
fermentadores (fracos produtores de indol), como a utilizagdo de um meio enriquecido, como o
meio BHI enriquecido com 2% de soro de coelho ou isovitalex, extragao com xilol e revelagdo com
reagente de Ehrlich.

Na extracao de indol com o reagente xilol, colocar pequena quantidade de xilol para evitar a
diluigdo do indol tornando-o fraco positivo ou negativo.

Algumas cepas de Cardiobacterium hominis, Kingella spp., Sutonella indologenes, Eikenella
corrodens, necessitam de indculo denso no caldo de triptona, incubacdo de 48 horas, extracdo
com xilol e revelagdao com reagente de Ehrlich.

CALDO MALONATO

PRINCiPIO

Determina a habilidade do microrganismo de utilizar malonato de sddio como Unica fonte de
carbono, resultando em alcalinizacdo do meio.

UTILIDADE

Diferenciar géneros e espécies de enterobactérias e ndo fermentadores.
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FORMULA / PRODUTO

= Meio comercial: Caldo Malonato.

PROCEDIMENTOS

* Pesar e hidratar o meio conforme instrugdes do fabricante;

= AjustaropH 6,7 £ 0,2;

= Distribuir 1,5 ml em tubos com tampa de rosca;

= Esterilizar em autoclave;

»= Retirar os tubos da autoclave e deixar esfriar em temperatura ambiente.

CONTROLE DE QUALIDADE

= Positivo: Klebsiella pneumoniae ATCC 13883.
= Negativo: Escherichia coli ATCC 25922.

INOCULACAO

= Inocular col6nias puras de 18 a 24 horas;

= Indculo leve;

= Incubar a 35°C de 24-48 horas, observando o cultivo diariamente.
INTERPRETAGCAO

= Cor original do meio: verde.

= Positivo: azul.

= Negativo: inalterado (verde).

CONSERVAGAO E VALIDADE

» Conservar de 4 a 10°C de 6 a 8 semanas.
= Apds este periodo realizar controle positivo e negativo semanalmente.

RECOMENDACOES

= Alguns resultados negativos produzem cor amarela, isso porque a fermentacao da glicose aumenta
a acidez.

= Alguns microrganismos malonato positivo produzem uma fraca alcalinizagao, dificultando a
interpretacdo. Se o resultado for duvidoso incubar um tubo sem indculo para comparacdo, junto
com o teste em questdo, se ndo aparecer nenhum traco azul, incubar por mais 24 horas, liberando
o resultado negativo apos incubagdo de 48 horas.

= Cuidado ao interpretar resultados apds incubacdo prolongada. Cor azul fraco (azul esverdeado)
pode parecer uma reagao fraca positivo podendo ser ignorado.

CALDO NITRATO

PRINCiPIO

*» Determina a habilidade do microrganismo de reduzir o nitrato (NOs) a nitrito (NO:) ou gas
nitrogénio (N:) (denitrificacdo).

UTILIDADE

» Diferenciar géneros e espécies de enterobactérias, ndo fermentadores, anaerdbios, Haemophilus,
Neisseria e Mycobacterium.

FORMULA /PRODUTO

= Meio comercial: Caldo Nitrato.
= Reagentes para revelacao da reagao.
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Solucéo A
Acido sulfanilico 0,8¢g

Acido acético SN 100 ml

Solucéo B
N,N-dimetil-I-naftilamina 0,6 g
Acido acético 5N* 100 ml
* Acido acético 5N

Acido acético glacial 40 ml
Agua destilada 100 ml

Zinco em poé (pronto para uso)
PROCEDIMENTOS

Caldo nitrato

= Pesar e hidratar o meio conforme instrugdes do fabricante;

= Acertar o pH 7,0;

= Distribuir 3 ml do meio em cada tubo, contendo um tubo de Durhan invertido;
= Esterilizar em autoclave;

= Deixar o tubo esfriar na posigao vertical

Reagentes para revelacao da reacao.

= Solugdo A
- Dissolver o acido sulfanilico em uma parte do acido e depois completar com o restante do
acido acético g.s.p. 100 ml.

= Solugdo B
- Dissolver o N,N-dimetil-I-naftilamina com uma parte do acido e completar o restante do acido
acético g.s.p. 100 ml.

CONTROLE DE QUALIDADE

Resultado Cepa Resultado esperado

Nitrato reduzido a nitrito Enterobactérias Coloragdo vermelha

Nitrato a gas Pseudomonas aeruginosa Bolhas no tubo de Durhan
Nitrato ndo reduzido Acinetobacter baumannii Coloragdo vermelha somente

apods adicdo de po de zinco

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Acinetobacter baumannii ATCC
INOCULACAO

* Fazer um indéculo denso, com colbnias recentes (18 — 24 horas) no meio com alga bacterioldgica;

= N&o agitar o tubo apos inoculacgdo;

* Incubar 35+1°C por 24 a 48 horas, sendo necessario algumas vezes até 5 dias;

= Verificar se existe crescimento aparente no meio antes de colocar os reagentes para revelar a
reacao;

= Verificar a presenca de bolhas dentro do tubo de Durhan.

INTERPRETACAO

= Cor original do meio: incolor a palha.

= Verificar se ha bolhas de gas dentro do tubo de Durhan, se houver significa que a bactéria reduziu
nitrato a gas = denitrificacdo.

= Adicionar 5 gotas dos reagentes A e B no meio, sem homogeneizar. Se houver desenvolvimento
de cor vermelho tijolo significa que a bactéria reduziu nitrato a nitrito.

*» Se apds a adicdo dos reagentes A e B o tubo continuar incolor, adicionar uma pitada de po6 de
zinco no tubo, se houver desenvolvimento de cor vermelho tijolo significa que a bactéria nao
reduziu nitrato a nitrito e o nitrato ainda permanece no meio.
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= IMPORTANTE: algumas bactérias ndo conseguem reduzir nitrato a nitrito e sé conseguem reduzir
nitrito, como por exemplo alcaligenes faecalis e oligella uretralis, havendo a necessidade de utilizar
o caldo nitrito para este fim.

RESULTADO REAGENTES AeB PO DE ZINCO GAS NO TUBO DE DURHAN

reduziu + nao houve reagao nao houve reagao
nitrato a
nitrito

nao reduziu neg pos neg
nitrato a
nitrito

nitrato neg neg +
reduzido
a gas

CONSERVAGAO E VALIDADE

*= Caldo nitrato: conservar o meio de 4 a 8°C por até 6 meses.
= Solugbes A e B: guardar em frasco escuro na geladeira (4 a 8°C) por até 12 meses.
= Acido acético 5N: Conservar de 4 a 8°C por até 12 meses.

RECOMENDACOES
= Utilizar o tubo de nitrato sem inocular como controle negativo, para evitar resultado falso positivo,

devido a alta sensibilidade do teste.

* Quando for adicionado o pd de zinco, ndo colocar em excesso, pode resultar em falso negativo
(incolor).

MEIO BASE PARA OXIDAGAO E FERMENTAGAO - OF

PRINCiPIO

= Verificar a capacidade do microrganismo em utilizar os carboidratos pela via oxidativa ou
fermentativa.

UTILIDADE

= Diferenciar bacilos Gram negativos quanto ao tipo de metabolismo empregado em utilizar
carboidratos.

FORMULA / PRODUTO

= Meio comercial: Meio base de OF
= Carboidratos (dextrose ou glicose, lactose, sacarose, xilose, maltose, manitol etc).
= Vaselina liquida estéril.

PROCEDIMENTOS

*= Pesar e hidratar o meio conforme instrugdes do fabricante;

= Aquecer o meio até dissolver todo o agar;

»= Separar volumes iguais em diferentes Beckers, dependendo do nimero de carboidratos que serdo
preparados;

= Adicionar 1g do carboidrato para cada 100 ml de meio base e homogeneizar;

= Distribuir 2 ml em tubos com tampa de rosca;

» Esterilizar em vapor fluente por 20 minutos (deixar a valvula de pressdo da autoclave aberta e,
quando estiver saindo bastante vapor, comegar marcar o tempo. Vapor fluente s6 pode ser feito
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em autoclave com tampas regulaveis para saida de vapor. Autoclaves horizontais ndo possuem

controle de saida de vapor, sdo automaticas);

Pode-se também esterilizar a base e adicionar os aclcares esterilizados por filtracdo em filtros

Millipore 0,45 um (90 ml de base autoclavada e 10 ml de agucar (esterilizado por filtragao);
Deixar esfriar a temperatura ambiente na posicao vertical.

CONTROLE DE QUALIDADE

Resultado Cepa Resultado esperado
OF-GLICOSE Oxidador Pseudomonas aeruginosa A-amarelo, F-inalterado

Fermentador Klebsiella pneumoniae A/F- amarelo

Inalterado Alcaligenes faecalis* A/F- inalterado
OF-FRUTOSE Oxidador Stenotrophomonas maltophilia A-amarelo, F-inalterado

Fermentador Klebsiella pneumoniae A/F- amarelo

Inalterado Alcaligenes faecalis* A/F-inalterado
OF-LACTOSE Oxidador Burkolderia cepacia A-amarelo, F-inalterado

Fermentador Klebsiella pneumoniae A/F-amarelo

Inalterado Alcaligenes faecalis* A/F- inalterado
OF-MALTOSE Oxidador Stenotrophomonas maltophilia A-amarelo, F-inalterado

Fermentador Klebsiella pneumoniae A/F-amarelo

Inalterado Alcaligenes faecalis* A/F- inalterado
OF-MANITOL Oxidador Burkolderia cepacia A-amarelo, F-inalterado

Fermentador Klebsiella pneumoniae A/F-amarelo

Inalterado Alcaligenes faecalis* A/F- inalterado
OF-SACAROSE Oxidador Stenotrophomonas maltophilia A-amarelo, F-inalterado

Fermentador Klebsiella pneumoniae A/F- amarelo

Inalterado Alcaligenes faecalis* A/F-inalterado
OF-XILOSE Oxidador Burkolderia cepacia A-amarelo, F-inalterado

Fermentador Klebsiella pneumoniae A/F-amarelo

Inalterado Alcaligenes faecalis* A/F- inalterado

A= tubo aberto; F= tubo fechado com vaselina liquida
Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883
* Alcaligenes faecalis ATCC 8750 ou Moraxella catarrhalis ATCC 25238

INOCULACAO

* Inocular densamente até o fundo do tubo com a agulha bacterioldgica, col6nias provenientes de
uma placa de crescimento de 18 a 24 hs.;

* Inocular dois tubos, em um dos tubos acrescentar 1,0 ml de vaselina liquida estéril, no outro tubo
nao colocar vaselina;

» Incubar & temperatura de 35°C por 48 horas ou mais;

= Se resultado negativo, pode ser necessario até 4 dias, excepcionalmente 14 dias, observando
diariamente.

INTERPRETACAO
= Cor original do meio: verde
= Oxidador: tubo aberto - desenvolvimento de cor amarela
tubo fechado - inalterado (verde)
= Fermentador: tubo aberto e fechado - desenvolvimento de cor amarela
» Assacarolitico: tubo aberto e fechado - inalterado (verde)
CONSERVAGAO E VALIDADE
= Conservar de 4 a 8°C por até 6 meses.
RECOMENDACOES
= Sempre antes de interpretar a reacdo verificar se ha crescimento nos tubos, porque algumas

bactérias ndo crescem no meio OF, sendo necessario enriquecimento do meio, acrescentando 2 %
de soro de coelho ou cavalo.

» Importante deixar tampa frouxa no tubo aberto.
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AGAR TSI - TRIPLO ACUCAR FERRO

PRINCiPIO

Este meio contém trés aglcares: 0,1%glicose, 1,0% lactose, 1,0% sacarose, vermelho de fenol
para deteccdo da fermentacdao de carboidratos e sulfato de ferro para deteccdo da producgdo de
sulfato de hidrogénio (indicado pela cor preta na base do tubo).

A fermentacdo é indicada pela mudanca da cor do indicador de pH de vermelho para amarelo. O
agar fundido é deixado solidificar, formando uma superficie inclinada.

Essa configuragdo origina duas camaras de reacdao dentro do mesmo tubo. A porgdo inclinada ou
bico, exposta em toda sua superficie ao oxigénio atmosférico, é aerdbia. A porcao inferior,
denominada profundidade ou fundo, esta protegida do ar e é relativamente anaerobia.

Quando se prepara o meio, é importante que o bico e a profundidade tenham o comprimento igual
ao redor de 3 cm cada um, de modo que o efeito das duas cdmaras seja conservado.

UTILIDADE

Diferenciar bacilos Gram negativos com base na fermentacao de carboidratos, producao de sulfato
de hidrogénio e gas.

FOrRMULA / PRODUTO

Meio comercial: TSI (triplice agucar ferro).

PROCEDIMENTOS

Pesar o TSI conforme instrugdes do fabricante;

Ajustar o pH para 7,3 £0,2;

Distribuir em tubos com tampas de rosca;

Esterilizar em autoclave;

Retirar os tubos da autoclave e inclina-los ainda quentes para que solidifiquem com a superficie
em forma de bico de flauta (angulo de 45°).

Deixar solidificar em temperatura ambiente.

CONTROLE DE QUALIDADE

Microrganismo ATCC Superficie Base H.S

Escherichia coli 25922 Acido Acido, gas neg

Shigella flexneri 12022 Alcalino Acido neg

Edwardsiella tarda 15947 Alcalino Acido +

Pseudomonas aeruginosa 27853 Alcalino Alcalino +
INOCULAGAO

Inocular col6nia pura de 18 a 24 horas;
Semear por picada até o fundo e na superficie do meio;
Incubar 24 hs a 35°C, com a tampa semi aberta.

INTERPRETACAO

Cor original do meio: vermelho laranja, levemente opalescente.
Leitura: entre 18 e 24hs.

Cor purpura = alcalino.

Cor amarelo = acido.

Reacoes apice/base:

PuUrpura/amarelo = fermentacdo apenas da glicose (lactose e sacarose negativos).
Amarelo/amarelo = fermentacdo da glicose + lactose e/ou sacarose (2 ou 3 agucares).

Mod IV - 40



* Presenca de gas (CO:) = bolhas ou meio fragmentado.
= H.S positivo = presenca de precipitado negro.

APICE BASE H:S GAS INTERPRETAGAO MAIS PROVAVEL

Vermelho Vermelho neg neg Sem crescimento = bactéria exigente

Vermelho Vermelho neg neg Crescimento na superficie = Nao fermentador ou Gram (+)
Amarelo Vermelho neg neg Crescimento na superficie = Gram (+) ou

esquecimento de picar a base
Amarelo Amarelo neg varia Enterobactérias ou Aeromonas Lac (neg)

Amarelo Amarelo + varia Samonella, Proteus/Morganella/Providencia e Citrobacter

CONSERVAGAO E VALIDADE
= Conservar por até 6 meses de 2 a 8°C.
RECOMENDACOES

* Quando ha producgdo de H-S significa que a base é sempre acida.
= Nao realizar leitura com menos de 18 ou mais de 24 horas, podendo resultar em falsas reagoes.

= Nao utilizar algas bacterioldgicas para ndo fragmentar o meio, ocasionando falsa reacdo de gas,
utilizar fio bacterioldgico.

= Qualquer trago de escurecimento no meio deve ser indicado com H-S positivo.

AGAR BASE UREIA (CHRISTENSEN)

PRINCiPIO

= Determinar a habilidade do microrganismo de degradar a uréia em duas moléculas de amoénia pela
acao da enzima urease, resultando na alcalinizacao do meio.

UTILIDADE
= Bacilos Gram negativos fermentadores e nao fermentadores, Staphylococcus e Haemophilus.
FORMULA /PRODUTO

*= Meio comercial: Uréia.
= Solucdo de uréia a 40% (40 g uréia + 100 ml de agua destilada).

PROCEDIMENTOS

* Pesar e hidratar o meio de uréia conforme instrugdes do fabricante;

= Esterilizar em autoclave;

» Resfriar até 50°C e adicionar assepticamente 5 ml da solucdo de uréia a 40% em

= 95 ml do meio base;

= Homogeneizar e distribuir 3 ml do meio assepticamente em tubos estéreis com tampa de rosca;

= Inclinar os tubos ainda quentes para que solidifiqguem com a superficie em forma de bico de flauta
(angulo de 45°). Deixar solidificar em temperatura ambiente.

= Obs: A solugdo de uréia a 40% ¢é uma solugdo hipertonica e o risco de contaminagdo é baixo,
porém, pode-se esterilizar a solucdo por filtragdo (filtro Millipore de 0,45 um).

CONTROLE DE QUALIDADE
Esterilidade: colocar 100% do lote preparado na estufa 35 +£1°C por 24 horas. Se nao houver

mudanga de cor liberar para uso.
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=  Positivo: Proteus vulgaris ATCC 13315
= Negativo: Escherichia coli ATCC 25922

INOCULACAO

= Inocular colonia pura de 18 a 24 horas;

=  Fazer um indculo denso;

= Semear na superficie do meio, ndo picar a base, pois a base pode servir como controle;
= Incubar 35°C de 6 a 24 horas, podendo ser necessario até 6 dias.

INTERPRETAGCAO

= Cor original do meio: amarelo palha.
= Positivo: alteragcdo do meio para cor de rosa, pink.
= Negativo: sem alteracao de cor do meio.

Diferentes graus de hidroélise da uréia podem ocorrer:

= Tubo inteiro cor pink.

»  Superficie do tubo cor pink, base ndo muda de cor.

= Fracamente positivo: apice cor pink, restante do tubo ndo muda de cor.

» Positivo rapido: 1 - 6 horas para Proteus spp.

= Positivo tardio: 24 horas a 6 dias ou mais tempo de incubagdo. Ex: algumas cepas de Klebsiella,
Enterobacter, Citrobacter, Haemophilus.

CONSERVACAO E VALIDADE

= Conservar de 4 a 8°C por até 6 meses.
= ApOs este periodo realizar controle negativo e positivo semanalmente.

RECOMENDAGOES

= Nao aquecer a solugdo base da uréia, pois a uréia pode se decompor se aquecida.
= N3&o utilizar a uréia de Stuart porque é menos sensivel para detectar a presenga de urease.

= N&o deixar o meio em temperatura ambiente pode ocorrer autohidrdlise.
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5. FORMULAS E PRODUTOS PARA PROVAS DE IDENTIFICACAO

PARA PROVA DE CATALASE

PRINCiPIO
= A catalase é uma enzima que decompde o perdxido de hidrogénio (H,O,) em agua e oxigénio.
UTILIDADE

= Para Staphylococcus, Streptococcus, Enterococcus, Listeria, Corynebacterium, Micrococcus,
Bacillus, Moraxella catarrhalis.

FOrMuULA/ PRODUTO
= Peroxido de Hidrogénio (H,0,) 3%.
CONTROLE DE QUALIDADE

= Positivo: cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923 ou Staphylococcus epidermidis ATCC 12228.
= Negativo: cepa de Streptococcus do grupo viridans ou Streptococcus pneumoniae ATCC 6305.

CONSERVACAO E VALIDADE

» perdxido de hidrogénio deve ser mantido em local seco, ao abrigo de luz e calor.
= Validade: ver recomendagdes do fabricante.

INOCULACAO

» Colocar uma gota de peroxido de hidrogénio (agua oxigenada) 3% sobre uma lamina;
= Com auxilio de fio bacteriolégico, agregar a colénia em estudo na gota de perdéxido de hidrogénio.

INTERPRETACAO

»= Positivo: Presenca imediata de bolhas - a producdo de efervescéncia indica a conversdo do
H,0, em agua e oxigénio gasoso.
= Negativo: Auséncia de bolhas ou efervescéncia.

RECOMENDAGCOES
= Evitar o uso de meios contendo sangue, pois os eritrocitos podem produzir reagdo fraca de

catalase.

* Para uso de outra cepa de Staphylococcus para o controle positivo, ndo usar cepas de
Staphylococcus saccharolyticus e Staphylococcus aureus subsp. anaerobius, pois sdo catalase
negativos.

PARA PROVA DE COAGULASE

PRINCiPIO

= Verificar a capacidade de microrganismos reagirem com o plasma e formarem um coagulo, uma
vez que a coagulase é uma proteina com atividade similar a protombrina, capaz de converter o
fibrinogénio em fibrina, que resulta na formacao de um coagulo visivel.

= Pode ser encontrada em duas formas que possuem diferentes propriedades: coagulase conjugada
e coagulase livre.

* A coagulase conjugada (prova em lamina), é também conhecida como fator de aglutinagdo,
encontra-se unida a parede celular bacteriana e ndo esta presente em filtrados de cultivos.
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Quando as células bacterianas sdo suspensas em plasma (fibrinogénio), formam-se corddes de
fibrina entre elas, o que causa agrupamento sob a forma de grumos visiveis.

= A coagulase livre (prova em tubo), € uma substancia similar a trombina e esta presente em
filtrados de cultivos. E secretada extracelularmente e reage com uma substancia presente no
plasma denominado Fator de Reacao com a Coagulase - CRF, para formar um complexo que, por
sua vez, reage com fibrinogénio, formando fibrina (coagulos).

= Quando uma suspensdo em plasma do microrganismo produtor de coagulase é preparada em tubo
de ensaio, forma-se um coagulo visivel apds o periodo de incubacdo.

UTILIDADE

= Separar as espécies de Staphylococcus de importéncia clinica, S. aureus - coagulase positiva, das
demais espécies - coagulase negativa.

FORMULA / PRODUTO
= Plasma de coelho com EDTA liofilizado.
CONTROLE DE QUALIDADE

= Positivo: Staphylococcus aureus ATCC 25923
= Negativo: Staphylococcus epidermidis ATCC 12228

CONSERVACAO E VALIDADE

= plasma antes e depois de reconstituido, deve ser mantido refrigerado.
= Validade: ver recomendac0Oes do fabricante.

INOCULACAO
Coagulase conjugada:

* Tracar dois circulos com lapis de cera em uma lamina de vidro;
= Colocar duas gotas de dgua destilada ou solugdo fisioldgica estéreis dentro de cada circulo;

= Com auxilio de um fio bacterioldgico agregar a colonia em estudo, homogeneizando delicadamente
em cada circulo;

» Colocar uma gota de plasma para a prova de coagulase em um dos circulos;

= No outro circulo, adicionar outra gota de agua destilada ou solugdo fisiolégica estéreis, como
controle;

= Homogeneizar com palito de madeira;
= Inclinar a lamina delicadamente, para frente e para tras;

= Observar presencga de aglutinagao.

Coagulase livre:

= Com auxilio do fio bacterioldgico, suspender colénias em estudo em caldo BHI e colocar em
estufa a 37°C até que turve;

= Se necessario, acertar a turbidez até 0,5 da escala de MacFarland;

= Em um tubo de ensaio estéril, colocar 0,5 ml de plasma reconstituido e 0,5 ml do caldo BHI com
crescimento bacteriano recém turvado;

*= Incubar em estufa a 35°C 4 horas;
= Verificar se ha presenga de coagulo;

= Se ndo houver presenca de coagulo, incubar o tubo em temperatura ambiente e repetir as leituras
com 18 e 24 horas de incubagao.
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INTERPRETAGAO
Coagulase conjugada:

= Positiva: formacdo de precipitado branco e aglutinagdo dos microrganismos da suspensdo, apds
15 segundos, no circulo que contém o plasma.

= Negativa: auséncia de aglutinacao no circulo que contém o plasma.

= Controle sem plasma: devera ser leitoso e uniforme, sem presenga de precipitado ou aglutinagéo.
A presenca de precipitado ou aglutinacdo, torna a prova inespecifica, devendo ser repetida a prova
em tubo.

Coagulase livre:

= Positiva: presenca de qualquer grau de coagulo.
* Negativa: auséncia de coagulo.

RECOMENDAGOES
= Para a coagulase em tubo, as provas negativas apdés 4 horas a 37°C, os tubos devem ser

mantidos em temperatura ambiente, pois a incubacdo prolongada a 37°C podem produzir
fibronolisinas, o que causa dissolucao do coagulo durante a incubagao.

= Durante a leitura inclinar o tubo delicadamente e nao agitar, pois a agitagao pode desmanchar os
coagulos parcialmente formados.

= Recomenda-se o uso de plasma de coelho com EDTA.

= Na&o utilizar plasma citratado, pois os microrganismos capazes de metabolizar o citrato (como os
Enterococcus), dardo resultados positivos se, forem confundidos com estafilococos.

* Plasma humano ndo é recomendado, pois contém quantidades variadas de Fator de Reagdo com a
Coagulase e de anticorpos antiestafilococos, podendo dar uma prova falso/ negativa.

PARA PROVA DE GELATINASE

PRINCiPIO

= Determina a habilidade do microrganismo de produzir enzimas proteoliticas (gelatinases) que
liguefaz/hidrolisa gelatina.

UTILIDADE

» Identificar e classificar bactérias fermentadoras, ndo fermentadoras e bacilos Gram positivos
esporulados.

FORMULA / PRODUTO

* Filme nao revelado de Raio X.
= Salina 0,9 % estéril ou agua destilada estéril.

PROCEDIMENTOS

» Cortar a fita de filme de Raio X em tamanhos de aproximadamente 5 mm X 1 cm;
= Armazenar em frasco estéril.

CONTROLE DE QUALIDADE

= Positivo: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.
= Negativo: Escherichia coli ATCC 25922.

INOCULACAO
= Em um tubo 13 x 100 mm, colocar 1,0 ml de salina 0,9% estéril ou agua destilada estéril.;

= Com o auxilio de uma alca bacterioldgica, fazer um indéculo denso da bactéria a ser testada,
adicionar uma fita de raio x. Fazer o indculo de col6nias de crescimento de 18 a 24 horas;
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*= Realizar um tubo controle, com salina 0,9% estéril ou agua destilada estéril e a fita de Raio X,
sem indculo.

INTERPRETACAO

= Positivo: emulsdo de gelatina (cor verde) na porgcao submersa do filme torna-se transparente
(clara).

= Negativo: fita permanece verde, emulsdo esverdeada permanece na porgao submersa do filme.

CONSERVAGAO E VALIDADE

*  Fitas: seguir instrugdes do fabricante.

RECOMENDAGOES

= Utilizar filme de Raio X ndo revelado.

PARA PROVA DE LECITINASE

PRINCiPIO

= Cepas produtoras de lecitinase produzem zona opaca ao redor do inéculo.
UTILIDADE

» Diferenciacdo de espécies de Bacillus e Clostridium.

FORMULA / PRODUTO

Férmula - meio base:

Gema de ovo de galinha depende do volume de meio base a ser utilizado
Proteose de peptona n° 2 40 g
Fosfato dissddico 5g
Fosfato de potassio 1g
Cloreto de sédio 2g
Sulfato de magnésio 0,1g
Glicose 2g
Solugéo de hemina (5 mg/ ml) 1ml
Agar 20g
Agua destilada 1000 ml
pH: 7,6

Solucdo de gema de ovo a 50%:

Gema de ovo 1 mi
Solucdo fisiolégica estéril 1 ml
PROCEDIMENTOS

Meio base:

= Pesar e hidratar todos os componentes, exceto a solugdo de gema de ovo;
= Aquecer em bico de Bunsen até fundir o agar;

= Distribuir 20 ml por tubo;

= Esterilizar em autoclave.

Meio para uso:
= Resfriar a 50°C e adicionar 1 ml da solugao de gema de ovo a 50%;
= Homogeneizar bem e distribuir em placas de Petri de 90 mm.

CONTROLE DE QUALIDADE

= Positivo: Bacillus cereus, Clostridium perfringens ATCC 13124.
= Negativo: Bacillus subtilis ATCC 6633, Clostridium difficile ATCC 9689.
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CONSERVAGAO E VALIDADE

= Meio base (para estoque): 4 a 8°C fechado, durante 6 meses.
= Meio para uso: 4 a 8°C, embalado, durante 1 semana.

INOCULACAO

= Com auxilio de um fio bacterioldgico, tocar nas colonias em estudo e fazer um esfregaco circular e
denso sobre a superficie do meio.

= Incubar a 37°C 24 horas em aerobiose - para cepas de Bacillus spp.;

= Incubar a 37°C 48 horas em anaerobiose - para cepas de Clostridium spp.

INTERPRETAGAO

= Cor original do meio: amarelo.

* Positivo: formacao de halo branco ao redor das colonias.

= Negativo: auséncia de halo, meio fica inalterado.

RECOMENDAGOES

= Nao usar ovos velhos.

= N3o usar meio vencido.
PARA PROVA DE OXIDASE

PRINCiPIO

= O teste de oxidase € baseado na producdo intracelular da enzima oxidase pela bactéria.

UTILIDADE

= Ajuda caracterizar espécies de Neisseria, distingui ndo fermentadores (oxidase positiva) de
enterobactérias (oxidase negativa). Diferencia algumas bactérias fermentadoras oxidase positiva
entre elas Plesiomonas shigelloides, Aeromonas spp. e Vibrio spp.

FORMULA / PRODUTO

= Reativo para teste de oxidade preparado no laboratorio:
- N,N,N,N-tetrametil-p-fenileno diamina mono-hidrocloridrato 1g
- Agua destilada 100 ml

= Tiras impregnadas com o reativo (comercial pronto para uso).

= Reativo de oxidase em ampolas (comercial pronto para uso), para ser revelado em papel de filtro.

PROCEDIMENTOS

Reativo para teste de oxidase:

= Pesar 1g. de N,N,N,N-tetrametil-p-fenileno diamina mono-hidrocloridrato em um Becker e
adicionar 100 ml agua destilada, vagarosamente para nao oxidar a solugdo;

= Colocar o papel de filtro cortado em tiras dentro do Becker com o reativo;

= Deixar o papel de filtro absorver o reativo. Desprezar o reativo que sobrou;

= Colocar o papel na estufa a 35 £1°C para secar. Deixar o papel pendurado sobre um Becker para
juntar o excesso de reativo;

= Cortar a fita em tamanhos menores e guardar em frasco escuro.

Obs: Nao utilizar luvas para fazer o procedimento de preparo e corte das fitas.

CONTROLE DE QUALIDADE

= Positivo: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (desenvolvimento de cor roxa).
= Negativo: Escherichia coli ATCC 25922 (sem alteragao da cor).
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INOCULACAO

= Com auxilio de um palito de madeira ou plastico, espalhar a colonia a ser testada sobre a fita de
oxidase.
= Observar se ha formacgao de cor roxa de imediato.

INTERPRETACAO

= Cor original: branca ou levemente azulada

= Oxidase positiva: producdo de cor roxa imediatamente no local da inoculagdo da bactéria.
» Oxidase negativa: ndo ha mudanga da cor do papel no local da inoculagdo da bactéria.

* Nao considerar alteracao de cor tardia.

CONSERVACAO E VALIDADE

= Fitas: 3 meses, quando conservadas em frasco escuro de 4 a 8°C.
= Reativo: deve ser preparado no momento de impregnar as fitas.

RECOMENDAGOES
= Nao fazer o teste de colonias de crescimento de meios que contenham glicose, a fermentagdo

inibe a atividade da oxidase, podendo resultar em falso negativo.

* Nao fazer teste de oxidase de col6nias de crescimento de meios seletivos (Mac Conkey, XLD,
EMB).

= Na&o usar alca ou agulha porque pode conter tracos de ferro, podendo oxidar a fita e resultar em
falso positivo.

= Utilizar col6nias de meios ndo seletivos tais como: agar sangue e agar chocolate.
= Os reagentes para oxidase, se auto oxidam rapidamente com o ar, perdendo a sensibilidade.

= Nao cortar o papel de filtro com tesoura, pois podem conter tragos de ferro.

PARA FERMENTACAO DE CARBOIDRATOS

PRINCiPIO

= A fermentacdo de carboidratos é amplamente utilizada para a diferenciacdo de géneros e
identificacdo de espécies bacterianas.

= A prova consiste em verificar a capacidade do microrganismo fermentar ou ndo um determinado
carboidrato, permitindo assim verificar as suas caracteristicas que auxiliaram na identificagdo.

UTILIDADE

= Identificar e separar espécies de Enterococcus spp., Streptococcus spp. e Staphylococcus
coagulase negativa.

FOrMuULA/ PRODUTO
* Produto: Caldo para fermentacao de carboidratos.

= Carboidratos mais utilizados: arabinose, sorbitol, rafinose, trealose, manitol, entre outros.
=  Formula (base):

BHI caldo 22,5¢ Carboidrato 10g
Indicador * 1 ml Agua destilada 200 ml
Agua destilada 900 ml

* Indicador purpura de bromocresol:

Plrpura de bromocresol 1,6 g
Etanol a 95% 100 ml

Mod 1V - 48



PROCEDIMENTOS

= Esterilizar os carboidratos, separadamente, por filtragdo e reservar;
= Pesar o BHI em béquer, acrescentar a agua e homogeneizar bem;

= Adicionar o indicador e homogeneizar novamente;

= Esterilizar em autoclave;

= ApOs esfriar a base, adicionar o carboidrato esterilizado por filtragdo;
»=  Distribuir 3 ml por tubo.

CONTROLE DE QUALIDADE

CARBOIDRATOS POSITIVO NEGATIVO

Arabinose Enterococcus faecium Enterococcus faecalis
Rafinose Enterococcus casseliflavus Enterococcus faecalis
Sorbitol Enterococcus faecalis Enterococcus gallinarum
Maltose Staphylococcus epidermidis Staphylococcus schleiferi
Trealose Staphylococcus lugdunensis Staphylococcus epidermidis

CONSERVAGAO E VALIDADE
= Conservar entre 4 a 10 °C por 3 meses.
INOCULACAO

= Dissolver as col6nias no caldo;
» Incubar a 35°C 24 horas.

INTERPRETACAO

= Cor original do meio: purpura

= Positivo: Crescimento bacteriano (turvagao do meio) com viragem do indicador para amarelo;

= Negativo: Auséncia de crescimento. O meio permanece com a cor original, pUrpura e sem
turvacgao.

RECOMENDACOES

= Para provas negativas, incubar um periodo maior (48 horas);

= Nao autoclavar a base com o carboidrato, pois a alta temperatura pode degradar o carboidrato.

PARA A PROVA DE HIDROLISE

PRINCiPIO

= A prova de hidrdlise PYR é um teste enzimatico que consiste na hidrdlise do substrato L-
pyrrolidonyl-alfa-naftylamide por uma enzima bacteriana, a L-pyroglutamyl-aminopeptidase. A
hidrélise do substrato libera p-naphtylamide, que é detectada com a adicdo do reagente, o N,N-
dimetilaminocinamaldeido, que forma uma base de Schiff, de coloragdo vermelha.

UTILIDADE

= Teste presuntivo para identificar Streptococcus beta hemolitico presumivel do grupo A de
Lancefield (S. pyogenes) e Enterococcus spp.

= Identificacdo de algumas espécies Staphylococcus coagulase negativa.

= Identificagdo de bacilos Gram negativos ndo fermentadores.

FORMULA / PRODUTO

» Teste comercial : PYR test
= Férmula - Caldo base de PYR (caldo de Todd-Hewitt):
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- BHI caldo 500 g

-  Neopeptona 20 g

-  Dextrose 24

-  Cloreto de sédio 29

- Fosfato dissddico 0,44

- Carbonato de sddio 2,59

- Agua destilada 1000 ml

Para cada 100 ml de caldo base, adicionar 0,01 ml de L-pyrrolidonyl-alfa-naftylamide.

Reagente de PYR comercial: N,N-dimetilaminocinamaldeido a 0,01%

PROCEDIMENTOS

Pesar os componentes em béquer;

Adicionar a dgua e homogeneizar bem até completa dissolucdo;
Adicionar o L-pyrrolidonyl-alfa-naftylamide e homogeneizar novamente;
Distribuir 0,2 ml por tubo;

Esterilizar em autoclave.

CONTROLE DE QUALIDADE

Positivo: Streptococcus beta hemolitico presumivel do grupo A de Lancefield (S. pyogenes ATCC
19615) ou Enterococcus faecalis ATCC 29212 .
Negativo: Streptococcus do grupo viridans ou Streptococcus pneumoniae.

CONSERVACAO E VALIDADE

Conservar embalado de 4 a 8°C por até 3 meses.
Comercial: ver instrucdes do fabricante

INOCULAGCAO

Dissolver as col6nias no caldo OU;

No caso de usar kits comerciais, com auxilio de uma pinga flambada, colocar um disco impregnado
com o substrato de PYR sobre as colonias em estudo recém isoladas;

Incubar a 37°C por 4 horas;

Adicionar 1 gota do reagente PYR (se caldo) OU;

Retirar o disco e colocar sobre uma lamina e adicionar 1 gota do reagente PYR.

INTERPRETAGAO

Positivo: Desenvolvimento de cor vermelho cereja em 1 minuto (apds adicionar o reagente de
PYR).
Negativo: Sem alteragao de cor (permanece amarela ou alaranjada).

RECOMENDAGOES

Para identificagdes presuntivas do Streptococcus pyogenes ou de Enterococcus spp., confirmar se
realmente sdo cocos Gram positivos/ catalase negativos, pois algumas cepas de Staphylococcus
spp., Aerococos e Arcanobacterium haemolyticum, podem ser PYR positivos

Raras cepas de Enterococcus spp. podem ser catalase positiva, confirmar com outras provas
(como bilis esculina) tratar de enterococo ou néo;

Nao utilizar colénias com crescimento superior a 24 horas, culturas velhas podem dar resultado
falso - negativo;

Nao exceder o tempo de leitura.

PARA CRESCIMENTO A 42 E 44°C
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PRINCiPIO

= Verificar a capacidade do microrganismo crescer em altas temperaturas.
UTILIDADE

= Identificagdo de bacilos Gram negativos ndo fermentadores.

FORMULA / PRODUTO

* Meio comercial: Caldo BHI (infusdo de cérebro e coragdo).
= Indicador purpura de bromotimol (1,6 g de do indicador em 100 ml de alcool etilico 95%).

PROCEDIMENTOS

= Pesar e hidratar o meio conforme instrugdes do fabricante;

= Distribuir 3,0 ml em tubos com tampa de rosca;

»= Acrescentar o indicador purpura de bromotimol (1 ml de indicador em 1000 ml de meio);
= Esterilizar em autoclave;

= Retirar os tubos da autoclave e deixar esfriar em temperatura ambiente.

CONTROLE DE QUALIDADE

= Temperatura 42°C: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.
» Temperatura 44°C: Acinetobacter baumannii.

INOCULACAO

= Com o auxilio de uma alga ou fio bacterioldgico, inocular a colénia a ser testada;

» Realizar o teste com coldnias puras de 18 a 24 horas;

= Incubar em banho Maria na temperatura a ser testada, 42°C ou 44°C.

INTERPRETACAO

= Cor original do meio: purpura.

= Positivo: presenca de turvacdo e viragem do indicador de cor pUrpura para amarelo = crescimento
bacteriano.

= Negativo: auséncia de turvagdo e permanéncia da cor pUrpura = auséncia de crescimento
bacteriano.

CONSERVAGAO E VALIDADE

= Conservar por até 6 meses de 2 a 8°C.

RECOMENDACOES

*= N3ao fazer indculo muito denso, pode resultar em falsa turvagdo.

= Importante o controle da temperatura do banho, com termoémetro de maxima e minima.

PARA TESTE DE MOTILIDADE

PRINCiPIO

= A bactéria € movel através do seu flagelo. Flagelos ocorrem nos bacilos Gram negativos, poucas
formas de cocos sdo moveis. A bactéria pode conter um ou muitos flagelos e sua localizagdo varia
com a espécie da bactéria e as condigdes de cultura.

UTILIDADE

= Determinar se o microrganismo € o ndao moével;

= Meios associados a outros testes: Meios SIM (Sulfato, Indol, Motilidade), MILI (Motilidade, Indol,
Lisina), MIO (Motilidade, Indol, Ornitina) utilizados para testes enterobactérias;
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= Meio motilidade em caldo utilizado para ndo fermentadores e Enterobacter cloacae (em
= casos de duvidas).

FORMULA / PRODUTO

= Meio comercial: Motilidade

= Meio comercial: SIM

= Meio comercial: MILI

= Meio comercial: MIO

*» Meio Comercial: BHI (brain heart infusion)
= Meio Comercial: Triptona

= Solucdo de Vermelho de Tetrazolio.

PROCEDIMENTOS

Meio Motilidade:

= Pesar e hidratar o meio conforme instrugdes do fabricante;

= Aquecer sob agitacdo, até fundir o meio;

= Distribuir aproximadamente 2,0 ml em tubos com tampas de rosca;
= Esterilizar em autoclave;

= Retirar os tubos da autoclave.

= Deixar solidificar em temperatura ambiente na posicao vertical.

Meio Motilidade com adigdo da solucao de Vermelho de Tetrazolio:

= Pesar e hidratar conforme instrugdes do fabricante;

= Aquecer sob agitacdo, até fundir o meio;

» Adicionar 0,1 ml para cada 100 ml de base de solugdo de vermelho de tetrazdlio 0,1%
homogeneizar bem;

= Distribuir aproximadamente 2,0 ml em tubos com tampa de rosca;

= Esterilizar em autoclave;

= Retirar os tubos da autoclave;

= Deixar solidificar em temperatura ambiente na posigao vertical.

Meio SIM /Meio MILI/Meio MIO

= Pesar e hidratar o meio conforme instrugdes do fabricante;

= Aquecer sob agitacdo, até fundir o meio;

= Distribuir aproximadamente 3,0 ml em tubos com tampa de rosca;
= Esterilizar em autoclave;

»= Retirar os tubos da autoclave.

= Deixar solidificar em temperatura ambiente na posicao vertical.

Caldo BHI (motilidade em caldo)

= Pesar e hidratar o meio conforme instrugdes do fabricante;
= Distribuir 3,0 ml em tubos com tampa de rosca;

= Esterilizar em autoclave;

= Retirar os tubos da autoclave;

= Deixar esfriar em temperatura ambiente.

Meio Caldo Triptona

*= Pesar e hidratar conforme instrugdes do fabricante;

= Aquecer sob agitacdo, até fundir o meio;

= Distribuir aproximadamente 3,0 ml em tubos com tampas de rosca;
= Esterilizar em autoclave;

= Retirar os tubos da autoclave;

= Deixar esfriar em temperatura ambiente.

CONTROLE DE QUALIDADE

Meio Motilidade:

= Positivo: Escherichia coli ATCC 25922.

= Negativo: Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Meio SIM:
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Microrganismo H.S Indol Motilidade

Proteus vulgaris + + +
Shigella sonnei neg neg neg
Escherichia coli neg + +

Proteus vulgaris ATCC 13315, Shigella sonnei ATCC 25931, Escherichia coli ATCC 25922

Meio MIO:
Microrganismo Motilidade Indol Ornitina
Escherichia coli + + +
Enterobacter aerogenes neg neg neg
Klebsiella pneumoniae neg + +

Eschericha coli ATCC 25922, Enterobacter aerogenes ATCC 13048, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883.

Meio MILI:
Microrganismo Crescimento Lisina Motilidade Indol
E. coli denso + + neg
K. pneum. denso + neg neg
P. alcalifaciens denso neg + neg
S. enteritidis denso + + neg
S. flexneri denso neg neg neg

E.coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Providencia alcalifaciens ATCC 9886, Salmonella enteritidis
ATCC 13076, Shigella flexneri ATCC 12022

Meio BHI/Caldo Triptona:

= Positivo: Escherichia coli ATCC 25922.

= Negativo: Staphylococcus aureus ATCC 25923.
= Negativo: meio sem inocular.

INOCULACAO

Meio Motilidade / Meio SIM / Meio MILI / Meio MIO

= Com o auxilio de um fio bacterioldgico inocular uma col6nia pura de 18 - 24 horas, no meio na
posicdo vertical, lentamente até a base;

= Afastar a agulha seguindo a linha inicial da incubagao;

= Incubar a 35°C por 18-24 horas.

Meio Caldo BHI / Meio Caldo Triptona
= Com o auxilio de uma alga ou fio bacteriolégico, inocular col6nia pura de 18 a 24 horas;
= Incubar a 35+2°C por 24 a 48 horas.

INTERPRETACAO

Meio de Motilidade:

* Motilidade positiva: organismos modveis migram pela linha do indculo e difundem-se no meio,
causando turbidez.

* Motilidade negativa: bactéria tem um crescimento acentuado ao longo da linha de inéculo, em
volta continua limpido.

Meio de Motilidade com Tetrazdlio:

= Motilidade positiva: organismos modveis produzem uma nuvem cor pink e difundem-se
completamente no meio.

= Motilidade negativa: ha crescimento da bactéria e producdao de cor vermelho claro na linha do
indculo e em volta do meio continua limpido.

* Se resultado for negativo incubar a 21-25°C por até 5 dias.

Revelacdao com reativo de Kovacs no meio SIM:
= Realizar a leitura da motilidade e do H,S.
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= Em seguida adicionar 5 gotas do reativo de Kovacs pela parede do tubo no meio contendo o
crescimento bacteriano. Agitar otubo suavemente e proceder a leitura do indol.

- Motilidade positiva: microrganismos moveis migram pela linha do indculo e difundem-se no
meio causando turbidez;

- Motilidade negativa: bactéria tem um crescimento acentuado ao longo da linha do indculo, em
volta continua limpido;

- HS positivo: ao longo da linha de inoculagdo aparecera a cor negra;
- H:S negativo: linha ao longo da inoculagdo inalterada;

- Indol positivo aparecera um anel vermelho;
- Indol negativo permanecera um anel amarelo (cor original do reativo de Kovacs);

Meio MILI
= Interpretar as reacdoes da motilidade e lisina antes da adicdo do reagente de Kovacs para detecgao
do indol.

- Motilidade positiva: indicado pelo crescimento na linha e em volta do indéculo.
- Motilidade negativa: crescimento somente na linha do indculo.

- Lisina decarboxilase positiva: indicado pela cor purpura no meio (essa cor pode variar de
intensa ou mais leve, de acordo com a reducao do indicador).

- Lisina decarboxilase negativa: indicado pela cor amarela do meio.

- Indol positivo: indicado pela formacdo de cor pink/vermelho, apos a adicdo de 3 a 4 gotas de
reagente de Kovacs na superficie do meio e agitagdo suave no tubo.
- Indol negativo: reacdo negativa é indicada pelo desenvolvimento de cor amarela.

Meio MIO
= Interpretar as reagdes da motilidade e ornitina antes da adicdo do reagente de Kovacs para

deteccgao do indol.

- Motilidade positiva: indicado pelo crescimento na linha e em volta do indculo.
-  Motilidade negativa: crescimento somente na linha do indculo.

- Ornitina decarboxilase positiva: indicado pela cor purpura no meio.
- Ornitina decarboxilase negativa: indicado pela cor amarela no meio.

- Indol positivo: indicado pela formacdo de cor pink/vermelho, apos a adicdo de 3 a 4 gotas de
reagente de Kovacs na superficie do meio e agitagdo suave no tubo.

- Indol negativo: reacdo negativa é indicada pelo aparecimento da cor amarela.

Meio caldo BHI/ Meio Caldo Triptona

= Colocar uma gota do meio entre lamina e laminula e observar ao microscopio com objetiva de 40
X. A motilidade verdadeira deve ser diferenciada do movimento “browniano”, verificando que o
microrganismo se desloca em varias diregdes.

- Motilidade positiva: bactérias se movendo de um lado para outro.
- Motilidade negativa: bactéria apresenta somente movimento “browniano”.

CONSERVAGAO E VALIDADE

= Meios motilidade, SIM, MILI, MIO e BHI: conservar de 4 a 8° C por até 6 meses.

RECOMENDAGOES

= A temperatura de incubacdo é extremamente critica, porque muitos microrganismos sdo moveis a
15-25°C e ndo moveis a 37°C. Se houver suspeita que o microrganismo pode exibir motilidade em
baixa temperatura, inocular dois tubos simultaneamente, incubando um a 35°C e outro a
temperatura ambiente 22-25°C.

* Uso do sal de tetrazdlio no meio de motilidade é desejavel, mas pode inibir certos microrganismos
fastidiosos.
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* Flagelo é o 6rgdo locomotor e é composto de proteina, essa proteina pode se desnaturar com
excesso de calor. Por isso cultura testada em temperaturas acima do indicado para o teste de
motilidade pode fornecer um resultado falso negativo.

* Flagelo pode ser destruido também sob agitacdo violenta do tubo de cultura da bactéria, podendo
produzir um resultado de motilidade fraco positivo ou falso negativo.

*= Microrganismos mantidos em estoques de cultura em meios artificiais por longos periodos tendem
a perdem sua motilidade.

= Os testes de motilidade em anerdbios sdo dificeis de serem interpretados, sendo significativos
apenas os resultados positivos.

PARA PROVA DE TOLERANCIA AO NaCl 6,5%

PRINCiPIO

= A toleréncia ao NaCl a 6,5% é uma prova utilizada para verificar a capacidade de alguns
microrganismos crescerem em presenca do sal.

* Meio base utilizado é o BHI caldo, que é um meio nutritivo de uso geral, empregado para o cultivo
de muitas bactérias. Este meio normalmente contém 0,5 % de NaCl e aumenta-se a concentracdo
para 6,5 %, tornando um meio semi-seletivo para o desenvolvimento de alguns microrganismos.

UTILIDADE

= Separa Enterococcus spp., que sao NaCl 6,5 % positivo dos demais Streptococcus spp., que sao
NaCl 6,5% negativos.

* Na identificagdo de bacilos Gram negativos ndo fermentadores.

FORMULA / PRODUTO

* N&o ha meio pronto para uso.
*  Férmula:

BHI caldo 25¢g
NacCl 60 g
Indicador * 1ml
Glicose 1lg
Agua destilada 1000 ml
* Indicador purpura de bromocresol:
Plrpura de bromocresol 1,6 g
Etanol a 95% 100 ml

Observagdo: o uso de indicador é opcional.

PROCEDIMENTOS

= Pesar o BHI, o NaCl e a glicose em um béquer;

» Adicionar a dgua e homogeneizar bem até completa dissolugdo;
= Adicionar o indicador e homogeneizar novamente;

= Distribuir 3 ml por tubo;

» Esterilizar em autoclave.

CONTROLE DE QUALIDADE

= Positivo: Enterococcus faecalis ATCC 29212 ou Enterococcus faecium
= Negativo: Streptococcus do grupo viridans ou Streptococcus pneumoniae ATCC 6305

CONSERVACAO E VALIDADE

= Conservar embalado de 4 a 8°C por até 3 meses.
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INOCULACAO

= Dissolver as col6nias no caldo;
= Incubar.

INTERPRETAGAO

= Cor original do meio: amarelo.

= Positivo: Crescimento bacteriano (turvacao do meio) com ou sem viragem do indicador.

*= Negativo: Auséncia de crescimento. O meio permanece com a cor original, pUrpura e sem
turvacao.

RECOMENDACOES

* Provas negativas com 24 horas de incubagdo, recomenda-se periodo de incubagdo maior (48
horas);

* Verificar a quantidade de NaCl contido na formula do meio de BHI, pois a concentracdo podera ser
outra, dependendo do fabricante do meio, e a concentracdo final do meio de NaCl a 6,5 % podera
ser superior ou inferior a concentracao desejada;

= N3o carregar no inoculo, pois o excesso podera ser interpretado como crescimento e dar
resultados falso - positivos (para os meios utilizados sem o indicador);

= Antes da leitura, agitar delicadamente o tubo, pois pode haver sedimentacdo das células
bacterianas formadas;

Os Streptococcus beta hemolitico presumivel do grupo B de Lancefield (S. agalactiae) e
ocasionalmente os Streptococcus beta hemolitico presumivel do grupo A de Lancefield (S. pyogenes)
podem ser tolerantes ao NaCl 6,5%. Utilizar outras provas para confirmar a identificacdo destas
espécies.
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6. DISCOS PARA IDENTIFICACAO

BACITRACINA

PRINCIPIO

»  Streptococcus beta hemolitico do grupo A sdo sensiveis a concentracGes baixas de bacitracina.
UTILIDADE

» Identificagdo presuntiva de Streptococcus beta hemolitico do grupo A (S. pyogenes).
PRODUTO

= Discos de bacitracina de 0,04 unidades/ disco.

CONTROLE DE QUALIDADE

= Positivo (Sensivel): Streptococcus pyogenes ATCC 19615.
= Negativo (Resistente): Streptococcus agalactiae ATCC 13813.

CONSERVAGAO E VALIDADE

= Manter a 4°C.
= Validade: ver recomendacgdes do fabricante.

INOCULACAO

= A partir de caldo BHI ou TSB recém turvado, semear na superficie do meio Mueller hinton sangue,
com auxilio do "swab";

= Colocar um disco de bacitracina e pressionar levemente;

= Incubar a 35°C 18 a 24 horas.

INTERPRETAGAO

= Positivo (Sensivel): Presenca de qualquer halo ao redor do disco.
= Negativo (Resistente): auséncia de halo ao redor do disco.

RECOMENDACOES

»  Streptococcus alfa hemoliticos sdo sensiveis a baixas concentracGes de bacitracina.
= Nao existem dados disponiveis que indiquem a necessidade de medir os halos de inibicao.

= QO indculo bacteriano deve ser confluente, indculo muito diluido pode permitir que os Streptococcus
ndo pertencentes ao grupo A parecam sensiveis a bacitracina.

NOVOBIOCINA

PRINCiPIO

» Separa espécies de Staphylococcus coagulase negativa que podem ser sensiveis ou ndo a
Novobiocina.

UTILIDADE
= Separa cepas de Staphylococcus saprophyticcus (Novobiocina resistente) das demais cepas de

Staphylococcus coagulase negativa de importancia clinica; Staphylococcus saprophyticcus é a
Unica espécie isolada em humanos como causadora de infecgdes urinarias.
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FORMULA / PRODUTO
= Discos de Novobiocina de 5 nug.
CONTROLE DE QUALIDADE

= Positivo: Staphylococcus saprophyticcus ATCC 15305.
= Negativo: Staphylococcus epidermidis ATCC 12228.

CONSERVAGAO E VALIDADE

» Refrigerado.
= Validade: ver recomendac0des do fabricante.

INOCULACAO

*  Preparar uma suspensdo do microrganismo em estudo com crescimento recente (até 24 horas)
em caldo BHI, TSA ou solugdo fisiolégica estéril, acertando a turvacdo na escala 0,5 de
MacFarland; )

= Com auxilio de um "swab", semear na superficie de uma placa de Agar Mueller Hinton;

= Com uma pinga previamente flambada, colocar um disco de Novobiocina na superficie do meio e
pressionar delicadamente;

= Incubar.

INTERPRETACAO

= Resistente: Auséncia de halo de inibigcdao ou halos <= 15 mm.
* Sensivel: Presenca de halo de inibigdo igual ou superior a 16 mm.

RECOMENDACOES

= Nao usar cepas velhas (com crescimento superior a 24 horas) para fazer a suspensao;

= Se necessario usar cepas velhas, semear em caldo BHI ou TSA e incubar a 37°C até turvar,
acertar a turvagao na escala 0,5 de MacFarland para fazer o teste;

= Cepas isoladas de outros materiais bioldgicos que ndo urina, fazer identificacdo complementar
com fermentacdo de aglcares para confirmar espécie.

OPTOQUINA

PRINCIPIO

= Cloridrato de etil-hidroxicupreina (optoquina), um derivado da quinina, inibe de forma seletiva o
crescimento de  Streptococcus pneumoniae em concentragdes muito baixas (5 ug/ ml ou
menores).

= As células do Streptococcus pneumoniae que rodeiam o disco sofrem lise, devido a variacdo da
tensao superficial, e é produzida uma area de inibigdo.

UTILIDADE
» Separa Streptococcus pneumoniae dos demais Streptococcus alfa hemoliticos.
FORMULA / PRODUTO

= Discos de optoquina de 5 ug
CONTROLE DE QUALIDADE

= Positivo (Sensivel): Streptococcus pneumoniae ATCC 6305.
= Negativo(Resistente): Enterococcus faecalis ATCC 29212.
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CONSERVAGAO E VALIDADE

= Manter a 4°C.
= Validade: ver recomendagdes do fabricante.

INOCULACAO

= A partir de caldo BHI ou TSB recém turvado, semear na superficie do meio Mueller hinton sangue,
com auxilio do "swab";

= Colocar um disco de optoquina e pressionar levemente;

= Incubar a 35°C 18 a 24 horas em jarra com vela acesa ou estufa com 5 a 7 de CO,.

INTERPRETAGAO

Positivo (Sensivel):

= Disco de 6 mm: halo de inibicdo de 14 mm ou mais.

= Disco de 10 mm: halo de inibicdo de 16 mm ou mais.

Negativo (Resistente):

*= Disco de 6 mm: halo de inibigdo inferior a 14 mm ou auséncia de halo.

= Disco de 10 mm: halo de inibicdo inferior a 16 mm ouauséncia de halo.

RECOMENDACOES

A optoquina pode inibir outros Streptococcus do grupo viridans, mas apenas em concentragdes muito
elevadas.
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7. MEIOS PARA TESTE DE SENSIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS

HTM - HAEMOPHILUS TEST MEDIUM

PRINCiPIO

» E um meio suplementado que permite o crescimento das espécies mais exigentes de
Haemophilus, pois contém em sua férmula suplementos a base de NAD e cisteina.

UTILIDADE

= Meio padronizado pelo NCCLS para realizacdo do teste de sensibilidade aos antimicrobianos de
Haemophilus influenzae.

FORMULA / PRODUTO

» Meio comercial HTM
= Suplemento VX: NAD (Coenzima I) e cisteina.

PROCEDIMENTOS

= Pesar e hidratar o meio conforme instrugdes do fabricante em um baldo de fundo chato;

= Esterilizar em autoclave;

= Resfriar o meio a 50°C e adicionar o suplemento previamente reidratado;

= Distribuir 50 a 60 ml em placas estéreis de 150 mm (o meio deve ficar com uma espessura
homogénea de 3 a 4 mm);

» Deixar esfriar a temperatura ambiente.

CONTROLE DE QUALIDADE

Crescimento:

* Preparar uma suspensao de Haemophilus influenzae ATCC 10211 na escala 0,5 de Mac Farland;
*  Diluir 1:100 (0,1mL em 9,9 ml de solugdo fisiolégica);

= Semear 0,01 ml da suspensao na placa;

= Incubar a placa 35 £2°C por 24 horas em estufa com 5% de CO?2.

= Se a bactéria crescer em 24 horas, liberar o lote para uso.

Obs: A aprovacgdo final do meio deve ser feita apos os testes com antibidticos, uma vez que iniUmeras
variaveis como niveis de timina, timidina sé podem ser verificadas apos o teste com os antibidticos ter
sido realizado.

INOCULAGCAO

= Preparar uma suspensdo da bactéria a ser testada em salina 0,9% ou caldo TSB na escala 0,5 Mac
Farland;

= Embeber o “swab” na suspensdo, comprimi-lo na parede do tubo (para eliminar o excesso) e
semear na placa;

= Acrescentar os discos a serem testados;

» Incubar a placa de acordo com instrugdes do NCCLS para a bactéria a ser testada.

INTERPRETAGAO

= Cor original do meio: castanho escuro.

= A zona do didmetro é particular para cada droga e organismo, sendo comparado com diametros
padronizados pelo NCCLS, que determina cada organismo sendo sensivel, intermedidrio ou
resistente.

CONSERVAGAO E VALIDADE

= Conservar embalado de 4 a 8°C por até 3 meses.
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AGAR MUELLER HINTON

PRINCiPIO

» Agar padronizado por Kirby e Bauer e pelo NCCLS que oferece condicbes de crescimento das
principais bactérias.

UTILIDADE

= Meio utilizado para a realizacdo do teste de avaliagdo da resisténcia aos antimicrobianos pelos
métodos de difusdo em disco e E-test para enterobactérias, ndo fermentadores, Staphylococcus,
Enterococcus sp.

FOrRMULA / PRODUTO
= Meio comercial: Agar Muller Hinton.
PROCEDIMENTOS

= Pesar e hidratar o meio conforme instrugdes do fabricante;

= Acertaro pH (7,2 - 7,4);

= Retirar da autoclave e medir novamente o pH;

= Distribuir 50 a 60 ml em cada placa de 150 mm;.

= Deixar esfriar em temperatura ambiente;

= Embalar as placas com plastico PVC transparente e guardar em geladeira (4 a 8°C).

Obs: E extremamente importante que o meio tenha espessura homogénea de 3 a 4 mm.
CONTROLE DE QUALIDADE

Crescimento:

*  Preparar uma suspensao de Escherichia coli ATCC 25922 na escala 0,5 de Mac Farland;

= Diluir 1:100 (0,1mL em 9,9 ml de solugdo fisioldgica);

= Semear 0,01 ml da suspensdo na placa. Incubar a placa 35°C por 24 horas.

Obs: A aprovacdo final do meio deve ser feita apds os testes com antibidticos, uma vez que inUmeras
variaveis como niveis de timina, timidina, de calcio e magnésio s6 podem ser verificadas apds o teste
com os antibidticos ter sido realizado.

INOCULACAO

* Preparar uma suspensdo da bactéria a ser testada em salina 0,9% ou caldo TSB na escala
0,5 Mac Farland;

= Embeber o “swab” na suspensdo, comprimi-lo na parede do tubo (para eliminar o excesso) e
semear na placa;

= Acrescentar os discos a serem testados;

» Incubar a placa de acordo com instrugdes do NCCLS para a bactéria a ser testada.

INTERPRETAGAO

» Cor original do meio: amarelo palha.

= A zona do didmetro é particular para cada droga e organismo, sendo comparado com diametros
padronizados pelo NCCLS, que determina cada microrganismo sendo sensivel, intermediario ou
resistente.

CONSERVAGAO E VALIDADE

= Conservar embalado de 4 a 8°C por até 3 meses.

RECOMENDAGOES

Principais variaveis que podem interferir no resultado do antibiograma:
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* Niveis de Ca2+, Mg2+ : altas concentragdes levam a diminuigdo na atividade de aminoglicosideos
diante de Pseudomonas aeruginosa e da atividade de tetraciclinas para todas as bactérias.
Concentragdes diminuidas levam a resultados contrarios.

= Concentragdo de timidina ou timina: concentragdes em excesso levam a falsa resisténcia para
sulfonamidas e trimetropima.

= pH: em pH baixo vamos observar halos de inibicdo reduzidos para aminoglicosideos, quinolonas,
macrolideos e lincosaminas e halos aumentados para outros antibidticos (penicilina e
tetraciclinas). O aumento do pH leva a resultados opostos aos anteriores.

= Espessura do meio: < de 3 mm leva a falsa sensibilidade geral e > 4 mm leva a falsa resisténcia.
AGAR MUELLER HINTON SANGUE

PRINCiPIO

» Agar padronizado por Kirby e Bauer e pelo NCCLS que oferece condi¢des de crescimento das
principais bactérias.

UTILIDADE

= Meio utilizado para a realizacdo do teste de avaliagdo da resisténcia aos antimicrobianos pelos
métodos de difusdo em disco e E-test de cepas de Streptococcus pneumoniae e estreptococos
beta-hemoliticos dos grupos A,B,C e G conforme instrucdes do NCCLS.

FORMULA / PRODUTO

» Meio comercial: Agar Muller Hinton.
= Sangue de carneiro desfibrinado.

PROCEDIMENTOS

= Pesar e hidratar o meio conforme instrugdes do fabricante;

= Acertaro pH (7,2 - 7,4);

= Retirar da autoclave e resfriar a 50°C;

= Adicionar 50 ml de sangue de carneiro desfibrinado por litro de meio de cultura de forma
asséptica;

= Homogeneizar bem sem formar espuma;

= Distribuir 50 a 60 ml em cada placa de 150 mm;

= Deixar esfriar em temperatura ambiente;

= Embalar as placas com plastico PVC transparente e guardar em geladeira de 4 a 8°C.

Obs: E extremamente importante que o meio tenha espessura homogénea de 3 a 4 mm.
CONTROLE DE QUALIDADE

Crescimento:

= Preparar uma suspensao de Streptococcus pneumoniae ATCC 6305 na escala 0,5 de Mac Farland;
=  Diluir 1:100 (0,1 ml em 9,9 ml de solugdo fisioldgica);

= Semear 0,01 ml da suspensao na placa;

= Incubar a placa 35°C por 20 a 24 horas com 5% de CO..

= Se a bactéria crescer em 24 horas, o lote esta pronto para uso.

Obs: A aprovacao final do meio deve ser feita apos os testes com antibidticos, uma vez que inUmeras
variaveis como niveis de timina, timidina, de calcio e magnésio s6 podem ser verificadas apds o teste
com os antibidticos ter sido realizado.

INOCULACAO
*  Preparar uma suspensdo da bactéria a ser testada em salina 0,9% ou caldo TSB na escala 0,5 Mac
Farland;

= Embeber o “swab” na suspensdao, comprimi-lo na parede do tubo (para eliminar o excesso) e
semear na placa;
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»= Acrescentar os discos a serem testados;
= Incubar a placa de acordo com instrucées do NCCLS para a bactéria a ser testada.

INTERPRETACAO

= Cor original do meio: vermelho.
= A zona do didmetro é particular para cada droga e organismo, sendo comparado com diametros
do NCCLS, que determina cada microrganismo sendo sensivel, intermediario ou resistente.

CONSERVACAO E VALIDADE

= Conservar de 4 a 8°C por até 3 meses.

RECOMENDACOES

Principais variaveis que podem interferir no resultado do antibiograma:

* Niveis de Ca%*, Mg?* : altas concentracdes levam a diminuigdo na atividade de tetraciclinas para
todas as bactérias. Concentragdes diminuidas levam a resultados contrarios.

= Concentragdo de timidina ou timina: concentragdes em excesso levam a falsa resisténcia para
sulfonamidas e trimetropima.

= pH: em pH baixo vamos observar halos de inibicdo reduzidos para quinolonas, macrolideos e
lincosaminas e halos aumentados para outros antibidticos (penicilina e tetraciclinas). O aumento
do pH leva a resultados opostos aos anteriores.

» Espessura do meio: < de 3 mm leva a falsa sensibilidade geral e > 4 mm leva a falsa resisténcia.
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1. ESTAFILOCOCOS, ESTREPTOCOCOS, ENTEROCOCOS E OUTROS
COCOS GRAM POSITIVOS

INTRODUCAO

Os Estafilococos sdo as bactérias ndo esporuladas que mais resistem no meio ambiente. Podem
sobreviver por meses em amostras clinicas secas, sdo relativamente resistentes ao calor e podem
tolerar uma concentracao aumentada de sal. No entanto, apesar dos antimicrobianos existentes, da
melhora das condicdes sanitdrias e das medidas de controle de infeccdo hospitalar, este
microrganismo continua a ser um dos mais importantes patdgenos para o homem. Individuos sadios
sao colonizados intermitentemente por Staphylococcus aureus desde a amamentagdo, e podem
albergar o microrganismo na nasofaringe, ocasionalmente na pele e raramente na vagina. A partir
destes sitios, o S. aureus pode contaminar a pele e membranas mucosas do paciente, objetos
inanimados ou outros pacientes por contato direto ou por aerossol, ocasionando infecgdes letais por
conta dos fatores de viruléncia ou através de resisténcia aos antimicrobianos atualmente utilizados.

Ja foram descritos no Brasil casos de infecgdes causadas por Staphylococcus aureus parcialmente
resistentes aos antibidticos mais potentes como a Vancomicina, e relatos da capacidade que os
Staphylococcus coagulase negativa tem de desenvolver resisténcia. Assim ha necessidade de uma
identificagdo rapida e eficiente de todos os casos em que estes microrganismos se apresentam.

Os estreptococos foram os maiores causadores de infecgdo hospitalar na era pré-antibidtica, causando
surtos de infeccdo e morte de puérperas. Apesar de ndao serem atualmente uma importante causa de
infecgao hospitalar, provocam, no entanto, doengas muito graves e muitas vezes letais, mesmo em
pacientes imunocompetentes, sendo importante o rapido diagndstico deste agente.

Ja os enterococos apresentam importancia crescente como causadores de infeccdo hospitalar, pelo
aparecimento de resisténcia quase total aos antibiéticos tradicionalmente utilizados para tratamento
destas infecgdes.

Os Enterococos mais comumente isolados sdao: Enterococcus faecalis (90% dos casos) e Enterococcus
faecium, com grande capacidade de colonizagdo de pacientes e de contaminarem superficies ou
equipamentos utilizados em hospitais. Possuem sensibilidade ou resisténcia varidavel aos antibioticos
chamados glicopeptidios como a vancomicina e teicoplanina. Existem, atualmente, cepas comensais
naturalmente resistentes a vancomicina e que podem ser isoladas de pacientes internados, porém nao
sendo ainda capazes de causarem surtos, mas que devem ser corretamente identificadas.

IDENTIFICAGAO PRELIMINAR

A identificacdo dos estreptococos e estafilococos é baseada na morfologia que apresentam em meios
liquidos. Sendo o estreptococo uma cadeia normalmente longa e os estafilococos mostrando-se em
forma de cocos aos pares, em cachos de uva ou agrupados.

A identificacdo presuntiva comega com a inoculagdo primaria na placa de agar sangue de carneiro que
deve ser incubada em 5% de tensdo de CO: (método da vela ou estufa de CO,). As colbnias de
estafilococos sdo geralmente maiores, convexas, de coloracdao variando do branco-porcelana a
amarelo podendo apresentar hemdlise ou ndo. Note-se que o desenvolvimento da cor amarelada no S.
aureus ocorre somente apos incubacdo prolongada (72 h), a temperatura ambiente. As col6nias de
estreptococos tendem a serem menores (puntiformes), e com halos de hemdlise total ou parcial (beta
e alfa hemodlise). A diferenciagdo entre os estreptococos e os estafilococos se da, seguramente, pela
prova da catalase.

PROVA DA CATALASE
Com a alca bacterioldgica ou com um palito coleta-se o centro de uma col6nia suspeita e esfrega-se
em uma lamina de vidro. Colocar sobre este esfregaco uma gota de agua oxigenada a 3% e observar

a formacdo de bolhas. Para a familia Microccocacea (estafilococos) a prova é geralmente positiva,
enquanto que para a familia Streptococcacea (estreptococos) é negativa.
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Divisao dos cocos Gram positivo pela prova da catalase

Catalase positivos Catalase negativos
Staphylococcus spp. Enterococcus spp.

Micrococcus spp. Streptococcus spp.
Planococcus spp. Aerococcus spp.
Stomatococcus spp. Gemella spp., Leuconostoc spp.

Lactococcus spp., Stomatococcus spp.

Ao coletar a col6nia, ndo carregar meio de cultura (dgar sangue), que pode acarretar resultados falso-
positivos porque o sangue do meio contém catalase. Algumas cepas de enterococos podem dar falsa
reacao positiva (fazer Gram e ver disposicdao em cadeias curtas ou aos pares).

Identificacao simplificada dos cocos Gram positivo de importancia clinica

Género Catalase Motilidade NacCl 5% Oxidase Aerobio Tétrade
estrito

Staphylococcus + neg + neg nao variavel
Planococcus + + + neg + variavel
Micrococcus + neg + + variavel variavel
Enterococcus neg variavel + neg nao nao
Streptococcus neg neg variavel neg nao nao
Aerococcus neg neg + neg nao +
Stomatococcus * variavel neg neg neg nao variavel

* aderente ao meio

Cocos Gram positivo, Catalase negativa, Motilidade Negativa *

Género NacCl 6,5% Vancomicina PYR Bile Esculina Tétrade
Enterococcus + variavel + + nao
Streptococcus neg sensivel neg 2 neg 3 nao
Aerococcus + sensivel variavel variavel variavel
Leuconostoc variavel resistente neg variavel nao
Pediococcus variavel resistente neg + variavel
Gemella neg sensivel + neg nao
Stomatococcus neg sensivel + + variavel

1 E. casseliflavus e E. gallinarum s3o positivos
2 S. pyogenes é positivo
3 alguns S. viridans podem ser positivos
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IDENTIFICACAO DE ESTAFILOCOCOS

O teste mais importante na identificacdo da familia Micrococcaceae é a prova da catalase, e esta
familia € composta de quatro géneros: Planococcus, Micrococcus, Stomatococcus e Staphylococcus. O
género Staphylococcus apresenta 32 espécies, 14 subnegespécies, sendo que somente 15 espécies
sdo encontradas em amostras humanas, e de uma maneira pratica, os estafilococos sdo divididos em
duas categorias: coagulase positivos e coagulase negativos de acordo com a resposta ao teste da
plasmo coagulase.

Provas diferenciais dos generos Catalase positivos

Género Motilidade NacCl 5% Oxidase Aerdbio Tétrade
estrito

Staphylococcus neg + neg nao variavel

Planococcus + + neg + variavel

Micrococcus neg + + + +

Stomatococcus neg neg neg ndo variavel

Identificacdao das espécies de Staphylococcus de maior importancia clinica

Espécie DNAse PYR Novob. Uréia Polimixina Outras

S. aureus + neg sensivel variavel resistente pig. amarelo
S. epidermidis neg neg sensivel + resistente

S. lugdunensis neg + sensivel variavel variavel omitina +

S. haemolyticus neg + sensivel neg sensivel omitina neg
S. saprophyticus neg neg resistente + sensivel isolado em urina
S. schleiferi neg + sensivel neg sensivel Sacarose neg
S. intermedius + + sensivel + sensivel

S. hyicus + neg sensivel variavel resistente

Existem cerca de 31 espécies de Staphylococcus coagulase negativa conhecidas, das quais os mais
freqlientes sdo:

= Staphylococcus epidermidis - causador de infeccGes de cateteres e préteses e o mais freqlente
microrganismo encontrado em hemoculturas.
» Staphylococcus saprophyticus - causador de infecgdo urinaria em mulheres jovens.

=  Staphylococcus haemolyticus - importante devido a resisténcia aumentada aos antimicrobianos, e
por ser comumente confundido com o S. aureus, pois apresenta hemolise na placa de agar sangue
de carneiro.

TESTE DA RESISTENCIA A NOVOBIOCINA
A cepa é semeada de maneira semelhante ao antibiograma em placa de Muller Hinton acrescida de
um disco teste de novobiocina contendo 5 pg. As amostras resistentes mostram zonas de inibicao de 6

a 12 mm, enquanto as susceptiveis apresentam halos de 16 mm ou mais. As cepas de Staphylococcus
saprophyticus sdo resistentes.
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Testes da Trealose, Urease e Novobiocina

Espécies Trealose Urease Novobiocina
S. epidermidis Negativa Positiva Sensivel

S. haemolyticus Positiva Negativa Sensivel

S. saprophyticus Positiva Positiva Resistente

IDENTIFICACAO DOS STAPHYLOCOCCUS AUREUS

A forma mais simples de identifica o Staphylococcus aureus € a prova da coagulase que pode ser
efetuada em tubo ou em lamina.

TESTE DA COAGULASE EM LAMINA

A maioria das cepas de Staphylococcus aureus possui a coagulase ligada (ou fator aglutinante)
“clumping factor” na superficie da parede celular, que reage com o fibrinogénio do plasma causando a
coagulagcao do mesmo.

» Colocar 2 gotas de salina em uma lamina;

= Emulsionar uma col6nia isolada a ser testada;

= Colocar uma gota de plasma e misturar com um palito de plastico ou madeira;

*= Observar se ha aglutinacdo em 10 segundos;

= N&o se pode executar este teste a partir de um agar com grande concentracdo de sal como agar
manitol.

TESTE DA COAGULASE EM TUBO

Este teste baseia-se na presenca da coagulase livre que reage com um fator plasmatico formando um
complexo que atua sobre o fibrinogénio formando a fibrina. O teste é melhor efetuado se:

* Adicionar 0,1 ml de caldo BHI, incubado por uma noite, com colénia suspeita a um tubo de ensaio
com 0,5 ml de plasma;

* Incubar por 4 horas a 35°C em estufa ou banho maria;

= A formacdo do coagulo é observada pela inclinagdo suave do tubo de ensaio a 90 graus da
vertical.

Um método alternativo é a emulsificacdo desta mesma colGnia suspeita em um 0,5 plasma e incubado
da mesma forma. Qualquer coagulo indica uma prova positiva, porém ndo confundir com precipitados
ou floculagdo. O melhor plasma a ser usado é o de coelho com EDTA, ndo devendo ser usado o plasma
humano vindo do banco de sangue.

TESTE DA DNASE

Este teste consiste na inoculacdo de col6nias em meio contendo DNA, (DNAse test agar) obtido
comercialmente.

= Adicionar ao meio original azul de ortotoluidina na concentragdo de 0,1%; o meio adquire uma
coloragao azul intensa;
= Incubar a 35°C por 24 horas;

e Uma coloragdo rdsea caracteristica ao redor das colonias produtoras de DNAse indica a
positividade da prova.
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O meio adicionado com corante demonstra uma melhor facilidade na leitura, e permite o repique da
amostra positiva para o teste de sensibilidade aos antimicrobianos, evitando que se retorne a placa
original onde nem sempre as colGnias estdo bem isoladas.

TESTE DA ENDONUCLEASE
Teste da endonuclease termoestavel é efetuado no mesmo meio de DNA.

= Fever o caldo de cultura com a bactéria suspeita por 15 minutos;

= Colocar ao meio de DNA gotas de caldo de cultura turvo com a col6nia suspeita;
» Fazer pequenos orificios no meio (em placa) utilizando canudos de refrigerante;
*= A leitura do teste é semelhante ao da DNAse.

Note que este método pode ser efetuado a partir de caldo de hemocultura em que foi observado o
crescimento de cocos Gram positivos agrupados.

OUTRAS PROVAS QUE DIFERENCIAM O STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Aglutinacdo em latex ou em hemacias de carneiro (sorologia). Estes testes geralmente detectam a
coagulase livre e alguns apresentam também uma imunoglobulina antiproteina A presente da parede
do Staphylococcus aureus. Como sdo disponiveis comercialmente, deve-se seguir as instrugées do
fabricante.

TESTE DO CRESCIMENTO EM AGAR MANITOL

O Staphylococcus aureus tem a capacidade de fermentar o manitol em meio contendo 7,5 % de
cloreto de sédio, denominado agar manitol salgado ou Meio de Chapman. O indicador de pH é o
vermelho de fenol, que indica uma reagdo positiva quando o meio ao redor das colOnias se torna
amarelo, e negativa quando permanece avermelhado.

IDENTIFICAGAO DE OUTROS GENEROS

A diferenciagdo entre Micrococcus sp e os Staphylococcus sp se da pela coloragdo de Gram, em que os
Micrococcus aparecem em tétrades, ou pela pigmentacdo de suas col6nias (amarelas, rdseas ou
alaranjadas). Alguns ndo apresentam pigmentos e podem ser diferenciados pela sensibilidade a
Bacitracina 0,004 UI, a mesma utilizada na identificacdo de Streptococcus pyogenes, mas utilizando-
se a inoculagdo em agar Mueller Hinton.

IDENTIFICAGAO DOS ESTREPTOCOCOS

Os estreptococos podem ser diferenciados de acordo com sua aparéncia na placa de agar sangue apds
incubacdo a 35°C em presenca de 5% de CO,, podendo apresentar: hemdlise total (beta), parcial
(alfa, de cor esverdeada) ou nenhuma (gama).

A identificacdo de espécie de estreptococos beta hemoliticos é feita através de aglutinacdo com soros
especificos contra os antigenos de Lancefield (A, B, C, D, F e G), que constitui uma prova rapida,
porém ndo acessivel a todos os laboratoérios em virtude do elevado custo.

TESTE DA BACITRACINA

E importante notar que as identificacdes devem ser feitas em agar sangue sem tensdo de CO, ou 0s
resultados podem ser conflitantes.

» Semear meia placa de &gar sangue com o estreptococo a ser identificado, como para um
antibiograma;

= Colocar o disco de bacitracina 0,004 u como indicado;
= Incubar por uma noite a 35°C sem CO;;

= Observar qualquer zona de inibigdo como resultado de sensibilidade.

O Streptococcus pyogenes (grupo A) é assim rapidamente identificado.
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TESTE DO SULFAMETOXAZOL TRIMETOPRIM (SXT)

= Adicionar na mesma placa de agar sangue o disco de SXT;
= Incubar por uma noite a 35°C sem CO..

A sensibilidade a esta droga significa, em conjunto com as outras leituras, que o estreptococo nao

pertence ao grupo A, B ou D de Lancefield.

= Colocar um disco de Bacitracina 0,004 UI a direita e um de Sulfametoxazol-trimetoprim a
esquerda.

= Havendo necessidade, pode ser feito o teste de CAMP na mesma placa, conforme desenho abaixo.

1 - Disco de bacitracina
2 - Disco de sulfametoxazol trimetoprim
3 - Camp Test

Linhas verticais -
cepas teste

Linha horizontal - 3
estria com cepa beta hemolitica de
Staphylococcus aureus (ATCC 25923)

TESTE DE CAMP (NA MESMA PLACA)

* Inocular uma estria Unica de uma amostra de Staphylococcus aureus produtor de beta lisina
(ATCC 25923) no centro de uma placa de agar sangue preparada obrigatoriamente com sangue de
carneiro. (Esta linhagem de S. aureus deve ser mantida continuadamente em estoque)

= Inocular as amostras a serem testadas em estrias formando um &ngulo reto com a linha de
inoculagcdo da amostra teste de estafilococo. As estrias ndao devem se tocar, ficando a 1 mm de
distédncia, e deste modo varias amostras podem ser testadas em uma mesma placa de agar
sangue. A maneira de inocular é fundamental para a observacao do efeito esperado.

*= Incubar a placa a 35-37°C durante um periodo de 18-24 horas.

= A positividade da prova, Streptococcus agalactiae (grupo B), é evidenciada pelo alargamento da
zona de lise, que adquire a forma de ponta de flecha caracteristica, na area de intersecgdo entre
as duas estrias.

TESTE DO PYR

Este teste determina a atividade do PYR também chamado pyrrolidonyl-aminopeptidase, uma enzima
produzida pelo Streptococcus pyogenes e também pelo Enterococcus sp. Utilizar somente colbnias
puras para o teste, pois podem surgir resultados erréneos. Seguir as instrucbes do fabricante, uma
vez que se encontra disponivel comercialmente.

Esse teste é tecnicamente, equivalente a prova da hidrélise da bile esculina e crescimento em 6,5%
de NaCl, usados na identificacdo classica dos enterococos, e mais especifico que o teste da Bacitracina
na caracterizacdo presuntiva dos estreptococos beta hemoliticos do grupo “A”, tendo a vantagem de
ser mais rapido.

Em qualquer dos dois casos, o PYR constitui uma alternativa importante para esclarecer testes
duvidosos. Na impossibilidade da realizagdo de testes soroldgicos de confirmagdo, reforcar o valor dos
testes presuntivos classicos de identificagdo do Streptococcus pyogenes.

TESTE DA BILE ESCULINA E DO NACL 6,5%
= Semear as provas de Bile Esculina e do caldo de NaCl a 6,5%;
= Incubar da mesma forma;

= Teste da bile esculina positiva apresenta cor marrom escuro e o do caldo de NaCl a 6,5 % deve
mostrar turvagdo para ser considerado positivo.
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Todos os estreptococos do grupo D de Lancefield apresentam a bile esculina positiva, seja
Enterococcus sp ou Streptococcus do grupo D nao enterococo (Streptococcus bovis). Quanto ao teste
da tolerancia ao NaCl a 6,5%, somente os enterococos sdo positivos.

Identificacdao de estreptococos beta hemoliticos

Identificagao Sensibilidade a CAMP /Hidrélise Sensibilidade Bile Esculina e

Bacitracina de hipurato a SXT Tolerancia a
NacCl 6,5%

S. pyogenes sensivel negativo negativo negativos

S. agalactiae resistente positivo negativo negativos

Enterococcus sp resistente negativo negativo positivos

Estreptococo resistente negativo positivo negativos

Ndo A, B ou D.

TESTE DA HIDROLISE DO HIPURATO

Os Streptococcus agalactiae (grupo B) sdo também capazes de hidrolisar o hipurato em seus
componentes: glicina e acido benzdico. Identificacdo presuntiva dos estreptococos beta hemoliticos do
grupo A, B e D.

IDENTIFICAGCAO DOS ESTREPTOCOCOS NAO BETA HEMOLITICOS

Somente os estreptococos do grupo B (Streptococcus agalactiae) e D (Enterococcus spp. e
Streptococcus bovis) podem ndo apresentar nenhuma hemdlise, a denominada gama hemodlise.

Identificacdao de estreptococos gama hemoliticos ou sem hemadlise

Identificacao CAMP /Hidrélise de Bile Esculina Tolerancia a NaCl
hipurato 6,5%
Streptococcus agalactiae positivo negativo negativo
Enterococo negativo positivo positivo
S. bovis negativo positivo negativo

IDENTIFICAGAO DOS ESTREPTOCOCOS ALFA HEMOLITICOS

A identificacdo deste grupo ndo deve ser feita por métodos soroldgicos, pois a maioria ndo possui os
antigenos de Lancefield.

Identificacdao dos estreptococos alfa hemoliticos

Identificagdao Optoquina Bile esculina Tolerancia 6,5% a
e Bile solubilidade NacCl

Pneumococo positivo negativo negativo

Enterococos negativo positivo positivo

Grupo viridans negativo negativo negativo

Streptococcus bovis negativo positivo negativo
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TESTE DA OPTOQUINA

* Semear um quarto de uma placa de agar sangue com a cepa alfa hemolitica a ser testada;

= Aplicar um disco de optoquina;

= Incubar a 35°C em tensdo aumentada de CO, - método da vela;

* Uma zona de inibicdo de 14 mm ou mais a volta de um disco de 6 mm significa sensibilidade e
identifica o Streptococcus pneumoniae.

TESTE DA BILE SOLUBILIDADE

O teste da bile solubilidade também identifica o Streptococcus pneumoniae. Pode ser executado em
placa ou em caldo.

Placa:

= Tomar um caldo turvo apds 3 horas de incubagdo a 35°C;
= Inocular uma suspensdo de desoxicolato a 10%;
e Clareamento da turbidez reflete a lise bacteriana e confere um resultado positivo a prova.

Caldo:

= Inocular gotas de desoxicolato de Sodio a 2% sobre as colonias suspeitas;
= Incubar a 35°C por 30 minutos;
= As colGnias positivas irdo desaparecer por lise bacteriana.

Suspeitar da presenca de “variante nutricional de Streptococcus” destes microrganismos quando o
Gram de amostras positivas de hemocultura obtidas em meios comerciais mostram cocos em cadeias
que ndo crescem no subcultivo em agar sangue.

= Semear o repique em agar sangue;

= Fazer estrias perpendiculares ao sentido da semeadura com Staphylococcus aureus, como para a
identificacdo presuntiva de Haemophilus influenzae;

= Incubar a 35°C em atmosfera com CO,.

Identificagcdo dos enterococos mais importantes clinicamente

Espécie Arabinos Sorbitol Crescimento Motilidade Pigmento Vancomicina
Telurito 0,04%

E. faecalis negativo positivo positivo negativa negativo variavel (s)
E. faecium positivo variavel negativo negativa negativo variavel

E. casseliflavus positivo variavel negativo positiva positivo resistente
E. gallinarum positivo negativo negativo positiva negativo resistente
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2. NEISSERIAS

INTRODUGCAO

As espécies de Neisseria tem como caracteristica morfolégica serem diplococos Gram negativos mais
achatadas nas laterais, dando a forma de rins ou dois grdos de feijao unidos por uma ponte. Apenas a
espécie N. elongata difere desta morfologia, sendo diplobacilos ou diplococo-bacilo.

Todas neisserias sao oxidase positivas e catalase positivas, exceto Neisseria elongata e Kingella
denitrificans. Todas utilizam carboidratos por via oxidativa e ndo fermentativa, sendo baixa a acidez,
de modo que podem acontecer reagdes duvidosas com o meio CTA (Cistyne Tripticase Agar) com
indicador vermelho de fenol, que sempre foi muito utilizado em rotina.

As diferentes espécies de neisseria, incluindo N. meningitidis e N. gonorrhoeae, sdo analisadas junto
com a Moraxella catarrhalis, Moraxella spp., Acinetobacter spp., Kingella spp e Alcaligenes spp. pelas
caracteristicas morfoldégicas de serem cocos ou cocdides ao Gram e pela possibilidade de haver
confusdo na sua identificacao.

Quanto a sua importancia clinica, a maioria das neisserias € comensal vivendo em mucosas de
humanos e animais.

Diagnéstico diferencial entre Neisserias e outros cocobacilos Gram negativo

Bactéria Morfol. OXI CAT OF Gli CTA DNAse AS MOT
Gli

Neisseria meningitidis diplococo + + nao cresce + neg + neg
Neisseria gonorrhoeae diplococo + + nao cresce + neg neg neg
Neisseria spp. diplococo/ + variavel variavel variavel neg + neg

bacilo (oxidativo)
Moraxella catharralis diplococo + + inerte neg + + neg
Kingella spp. cocobacilo + neg fermentador + neg + variavel
Moraxella spp. cocobacilo + + inerte neg neg + neg
Acinetobacter spp. cocobacilo neg + variavel variavel neg + neg

(oxidativo)
Alcaligenes faecalis Cocobacilo + + inerte neg neg + +
/ bacilo

OXI = oxidase CAT=catalase = OFGli=OF Glicose CTAGli= utilizagdo da glicose em base agar cistina tripticase
AS = cescimento em Agar Sangue  MOT = motilidade

CARACTERISTICAS DE ALGUMAS ESPECIES DE IMPORTANCIA CLINICA

E sempre considerada patogénica, de transmissdo sexual ou pelo parto e indicativa de
tratamento. No homem causa uretrite, sendo até 50% assintomatica e esta relacionada a
complicagdes como epididimite, prostatite e estenose uretral. Na mulher causa corrimento
vaginal, endocervicite, uretrite, abscesso vestibular, salpingonegooforite e doenca inflamatoéria
pélvica. Pode ser isolada também na mucosa oral e anal, e em récem-nascidos pode causar
uma conjuntivite denominada Oftalmia neonatorum. A doencga sistémica disseminada pode
ocorrer em 1 a 3% dos pacientes infectados, principalmente em assintomaticos e caracterizada
por febre, tremores, lesdes cutaneas, artrite de extremidades. As lesdes cutaneas sao do tipo
maculo-pustulares ou hemorragicas, com centro de necrose. Raramente ocorre artrite séptica
com 50% de positividade de isolamento. Pode ocorrer meningite e endocardite.

Neisseria
gonorrhoeae

Pode causar meningite, infeccdo sistémica grave com coagulagdo intravascular disseminada
(CIVD) e elevada mortalidade, podendo causar em associacdo outras infecgdes (conjuntivite,
artrite, sinusite e pneumonia). Em mucosas pode ser isolada em portadores sdos em 5 a 15 %
dos individuos e por periodos de semanas a meses. A transmissdo se faz por vias aéreas.

Neisseria
meningitidis
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Potencial patdgeno de vias aéreas, principalmente em criangas e adultos jovens. Causa com

Moraxella
(Branhamella)
catarrhalis

maior freqliencia otite, sinusite e pneumonia. Mais raramente pode causar endocardite e
meningite. Em idosos, apos o Haemophylus influenzae e o Pneumococo, constitui a terceira
causa de pneumonia em pacientes com doenca pulmonar obstrutiva cronica. Em adultos
raramente é isolada em pacientes assintomaticos. Cerca de 80% das cepas sdo produtoras de

beta-lactamase, e sdo detectadas através do teste do Nitrocefin (cefalosporina cromogénica).
Outras espécies de Neisseria raramente sdo isoladas em casos de endocardite

ISOLAMENTO

NEISSERIA GONORRHOEAE

Material clinico para isolamento (escolha depende dos sintomas):

= Uretral

= Endocervical (sexualmente ativas/vaginal em meninas)
= Retal (colher secrecdo mucosa e ndo fezes, utilizando meio

seletivo tipo Thayer Martin)
= Orofaringe
= Conjuntiva

Recomenda-se:

Glandula de Bartholin
Trompas

Endométrio

Liquido sinovial
LesOes de pele
Sangue

= Utilizar swab com algoddo atdxico ou swab de Rayon ou Dacron.

= Semear o mais rapido possivel nos meios soélidos, e usar placas aquecidas préviamente em estufa.

= Urina pode ser utilizada, apds centrifugacdo rapida e semeadura do sedimento.

= Em meio seletivo, deve-se, no entanto, preferir outros materiais com maior chance de isolamento.

= Usar frascos de hemocultura sem o anticoagulante SPS que é inibidor para as N. Gonorrhoeae (Ex:

Caldo BHI com 1% de gelatina).

= Em lesoOes de pele preferir a bidpsia que o swab.

= Incubar em jarra com umidade e vela.

= Sempre realizar bacterioscopia pelo Gram.

NEISSERIA MENINGITIDIS

Materiais clinicos para isolamento, de acordo com aspectos clinicos:

= LCR

= Sangue (usar frascos de hemocultura sem SPS como anti-

coagulante)
» Aspirado de petéquias
» Sufusdes hemorragicas ou bidpsias

MORAXELLA (BRANHAMELLA) CATARRHALIS

Liquido sinovial

Swab de conjuntiva

Aspirado traqueal, ou transtraqueal
ou escarro

Swab de nasofaringe (preferivel a swab
de orofaringe)

Material clinico adequado para isolamento de acordo com o quadro clinico:

Otite média

swab em geral

Timpanocentese (miringotomia) quando indicado. Secrecao colhida com
revela flora contaminante, exceto se rompimento

expontaneo muito recente e sem uso prévio de antimicrobianos.

Sinusite

Infecgoes do
trato respiratério
inferior/pneumonia
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Aspirado de seios da face comprometidos, quando indicado.

Escarro, aspirado traqueal, transtraqueal podem ser Gteis ou BAL, quando
indicado e comparados com bacterioscopia.



TRANSPORTE E SEMEADURA DO MATERIAL

O ideal é semear imediatamente apds a coleta em meio sélido, levar para a estufa 36°C em jarra com
vela ou com gerador de CO, e umidade. O uso de meios de transporte como Stuart ou Amies deve ser
considerada uma alternativa de risco. Para M. catarrhalis, os meios de transporte sdo adequados.

NEISSERIA GONORRHOEAE
» E sensivel a variacdes de temperatura acima de 37°C ou abaixo de 35°C, de modo que a amostra

nao pode ser refrigerada.

= Recomenda-se agar chocolate enriquecido com suplemento com I-cisteina, NAD e vitaminas
(Isovitalex ou similar), embora seja possivel obter crescimento de algumas cepas em agar sangue.

* Incubar em jarra com umidade (bola de algoddo e agua estéril) e CO, (jarra com vela ou gerador
de COz)

= Secrecao retal, swab de orofaringe, ou outros materiais com maior microbiota contaminante ou
menor expectativa de isolamento, semear, além do meio rico, em meio seletivo como Thayer
Martin modificado (TMM) ou meio New York City (NYC).

NEISSERIA MENINGITIDIS

= E um pouco mais tolerante a variacdes de temperatura, mas recomenda-se para transporte
ambientes com CO,.

= Cresce bem em agar sangue, mas por precaugdo, deve-se semear também em agar chocolate.

* Incubar em jarra com umidade (bola de algoddo e agua estéril) e CO, (jarra com vela ou gerador
de COy,).

* Materiais com maior flora contaminante ou menor expectativa de isolamento, semear, além do
meio rico, em meio seletivo como Thayer Martin modificado (TMM) ou meio New York City (NYC).

= Meios seletivos como TMM inibem crescimento de enterobactérias, a maioria das outras espécies
de Neisserias (7,5 pg/ml de colistina), Gram positivos (Vancomicina 3 ug/ml) e fungos (13,5 pg/ml
de nistatina); e contém suplementos para suportar crescimento das Neisserias meningitidis e N.
gonorrhoeae.

MORAXELLA CATHARRALIS
» Tolera temperatura ambiente e cresce bem em agar sangue.

* Material estéril ou com pouca microbiota (LCR, sinovial, sangue, bidpsia, conjuntiva, nasofaringe).
*= Pode usar meio nao seletivo

BACTERIOSCOPIA E IDENTIFICAGAO

A partir das amostras genitais, LCR, bidpsia, etc., deve-se sempre reservar material para a
bacterioscopia, fazendo o esfregaco no momento da coleta, ou colhendo dois swabs, ou material
suficiente para a semeadura e bacterioscopia.

= Quando o swab é unico, no caso das Neisserias da-se preferéncia a semeadura imediata e
posteriormente:

- Ressuspender o swab em 1 ml de salina;
- Agitar no Vortex;

- Centrifugar;

- Fazer um esfregaco do sedimento.

» Relatar a bacterioscopia de modo a quantificar no material analisado a presenga ou auséncia de
diplococos Gram negativos com caracteristicas de neisserias em:

- raros (+) - moderados (+++)
- poucos (++) - muitos (++++4)

= Descrever se 0s microrganismos sao extra-celulares ou intra-celulares e quantidade de neutrdfilos
e de células epiteliais.
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» E importante correlacionar a bacterioscopia com achados de cultura e dados do paciente, como
quadro agudo, portador, etc. Em casos de abuso sexual é fundamental o isolamento e
identificacdo completa, considerando que neisserias saprofitas ou mesmo Acinetobacter spp.
podem ser diagnosticados erroneamente como N. gonorrhoeae.

IDENTIFICACAO

As N. gonorrhoeae crescem em agar chocolate formando colénias pequenas, sendo em geral menores
que as de neisserias saprofitas. A cor pode variar de cinza a amarelo. A col6nia da M. catarrhalis é de
cor cinza réseo-acinzentado, sendo comumente fridvel, saindo inteira quando removida com a alca
bacterioldgica. As colénias de N. meningitidis A e C capsuladas apresentam mucdides.

Testes imunoldgicos ndo substituem a cultura e a bacterioscopia, e para o diagndstico da gonorréia
existem no comércio recursos do tipo ELISA, sondas genéticas de acido nucléico, PCR e suas
variantes, de elevado custo e indicado em levantamentos epidemioldgicos, ou quando ndo se dispde
dos recursos tradicionais.

Para LCR e outros fluidos estéreis e mesmo urina, a caracterizacdo de Neisseria meningitidis pode ser
feita pela técnica de aglutinacdo com particulas de latex que é rapida, com boa sensibilidade,
especificidade e permite a tipagem dos principais tipos prevalentes em meningites. O teste pode ser
positivo nos casos de cultura negativa por uso prévio de antimicrobianos, sendo, no entanto, de custo
elevado. Para o tipo B alguns produtos oferecem testes para afastar reacao cruzada com E. coli. A
reacdo negativa ndo exclui o diagndstico que deve ser sempre avaliado juntamente com a
bacterioscopia e a cultura.

BACTERIOLOGIA

A identificacdo de N. meningitidis e N. gonorrhoeae pode ser feita em dois niveis: presuntivo e
confirmatorio. Em servigos de Saude Publica (DST) onde a prevaléncia da gonorréia é significativa,
para fins praticos de tratamento pode-se fazer o diagndstico utilizando-se aspectos clinicos associados
a bacterioscopia positiva (Diplococos Gram negativos intra-celulares) em pacientes de risco. Deve-se,
no entanto, sempre colher material para cultura, possibilitando a confirmagdao e monitoramento da
resisténcia destas bactérias.

Na ocorréncia de surtos de meningite meningocdcica, o diagndstico presuntivo para fins de
tratamento, também pode basear-se na clinica e na bacterioscopia do LCR ou de lesGes (petéquias e
purpuras). As culturas devem sempre ser colhidas para confirmacdo, identificacdo de sorotipo e
sensibilidade aos antimicrobianos através dos seguintes procedimentos:

= Fazer bacterioscopia das colonias isoladas para confirmar a presenca de diplococos Gram
negativos com forma de dois feijoes.

= Fazer o teste de oxidase das colonias sugestivas.

= Deve-se procurar afastar outros géneros de bactérias como Acinetobacter spp., Kingella spp. e
Moraxella spp. que sdo morfologicamente parecidos. Um recurso pratico para evitar erros de
identificacdo de Acinetobacter spp. e Kingella spp. como Neisserias é:

- Semear o agente suspeito em agar chocolate.

- Colocar um disco de penicilina de 10 ui.

- Apds 24h fazer um gram das col6nias que crescerem proximas a zona de inibicdo.

- Se permanecerem cocdides com aspecto de neisserias confirma-se o isolamento; caso tenham
adquirido a forma de bacilos longos, o isolado ndo é de Neisseria.

= Qutro passo importante é verificar a capacidade de crescimento em meios pobres como o agar
nutriente ou a necessidade de crescimento em meio rico (agar chocolate suplementado).

= A identificacdo das espécies de neisseria baseia-se na utilizacdo de aclcares: glicose, maltose,
lactose, sacarose e frutose. Como as neisserias utilizam carboidratos por via oxidativa, a base
Agar Cistina Tripticase (CTA) adicionada de 1% de cada um dos agucares e com indicador
vermelho de fenol tem sido utilizado. No entanto, reacdes duvidosas podem ocorrer, por falha na
deteccao da acidez produzida pela bacteria, dificultando a identificacdo. Recomenda-se enviar a
cepa isolada rapidamente ao Laboratério de Referéncia para confirmagao.
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Provas de rotina para diferenciar Neisserias patogénicas

Bactéria AC 22°C A. Nut. DNAse GLI MAL LAC SAC FRU
35°C

N. gonorrhoeae neg neg neg + neg neg neg neg

N. meningitidis neg \% neg + + neg neg neg

Outras neisserias + + neg variavel varidvel varidvel varidvel variavel

M. catharralis + + + neg neg neg neg neg

Kingella spp. \Y + neg + neg neg neg neg

AC = crescimento em agar chocolate a 22°C
GLI = glicose MAL = maltose

LAC = lactose SAC = sacarose FRU = frutose
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3. ENTEROBACTERIAS

INTRODUGCAO

E a maior e mais heterogénea familia de bactérias Gram negativas de importancia médica. S&o
considerados atualmente: 27 géneros / 102 espécies / 08 grupos indefinidos. Independente da
complexidade, mais de 95% das amostras implicadas em caso clinicos sdo colocadas em 25 espécies,
sendo possivel o isolamento de enterobactérias de qualquer amostra clinica.

CARACTERIZACAO DA FAMiLIA ENTEROBACTERIACEAE

S&o bacilos Gram negativos, ndo esporulados, com motilidade variavel, oxidase negativos, e que
crescem em meios basicos (caldo peptona), meios ricos (agar sangue, agar chocolate e CLED), meios
seletivos (Mac Conkey, EMB). S3do anaerdbios facultativos (crescem em aerobiose e anaerobiose),
fermentam a glicose com ou sem producdo de gas, sdo catalase positivos, e reduzem nitrato a nitrito.

Sé&o divididos através de diferentes provas em 11 principais géneros, tendo sido descritos nos ultimos
anos outros 16 géneros e algumas espécies, mas ainda consideradas de pouca ou nenhuma
importancia clinica.

IMPORTANCIA CLINICA
= A maioria das enterobactérias é encontrada no trato gastrointestinal de humanos, no reino animal,

na agua, solo e vegetais.

= Alguns também sdo considerados enteropatdgenos por causarem preferencialmente infecgoes
gastrointestinais como a Salmonella typhi, outras salmonellas, Shigella spp., Yersinia enterocolitica
e varios sorotipos de Escherichia coli, embora possam também causar infeccdo em outros locais.

= As enterobactérias representam 80% ou mais de todos os Gram negativos de importancia clinica
isolados na rotina microbioldgica

= S3o responsaveis por de cerca de 70% das infecgdes urindrias e 50% das septicemias.
INFECCOES HOSPITALARES E NA COMUNIDADE

Nas infeccdes hospitalares:

* As enterobactérias que atualmente predominam sdo: Escherichia coli, Klebsiella spp., Enterobacter
spp.

* Principais géneros das enterobactérias (cerca de 99% dos isolamentos de enterobactérias de
importancia clinica): Escherichia coli, Klebsiella spp., Enterobacter spp., Proteus spp., Providencia
spp., Morganella spp., Citrobacter spp., Salmonella spp., Shigella spp., Serratia spp.

* As enterobactérias menos isoladas sdo: Edwarsiella spp., Hafnia spp., Yersinia spp.

= Baseado em dados de prevaléncia e importancia clinica, considera-se necessario que os
laboratérios de microbiologia utilizem metodologia que permita discriminar com >80% de acerto os
géneros e espécies considerados abaixo:

- Escherichia coli - Citrobacter koseri -  Enterobacter aerogenes

- Shigella spp. - Klebsiella pneumoniae - Enterobacter cloacae

- Salmonella typhi - Klebsiella oxytoca -  Enterobacter cloacae

- Salmonella spp. - Providencia spp. - Enterobacter agglomerans
- Citrobacter freundii - Serratia spp. - Yersinia enterocolitica

- Proteus mirabilis - Proteus vulgaris - Morganella morganii

Nas infeccdes da comunidade:

» Destacam-se: Escherichia coli, Klebsiella spp., Proteus spp., Salmonella spp., Shigella spp.
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Principais provas para a identificagao das enterobactérias de importancia clinica

1. Fermentagdo da glicose 7. Produgdo de gas (CO;)

2. Fermentacado da lactose 8. Oxidase

3. Motilidade 9. Produgao de indol

4. Utilizagdo de citrato 10. Producdo de urease

5. Descarboxilacdo da lisina 11. Producao de fenilalanina desaminase ou opcdo
6. Producdo de sulfeto de hidrogénio (H,S) triptofanase

12. Producdo de gelatinase ou opgao DNAse

Provas complementares de Identificacao

* Fermentacgdo de outros carboidratos: sacarose, maltose, arabinose, salicina, dulcitol, manitol, etc.

= Utilizacdo de aminoacidos: arginina e ornitina

= Hidrdlise da esculina, etc.

= ONPG

= Utilizagdo de acetato

* Provas Uteis, mas pouco utilizadas: vermelho de metila, voges-proskauer, crescimento em KCN,
tartarato de jordan e lipase.

Os esquemas de identificacdo baseiam-se na determinacdo dos géneros e espécies mais isolados na
clinica, e nas provas mais caracteristicas de cada género e espécie, baseado em alguns critérios
como: facilidade de execucgdo, facilidade de interpretagao, custo, rapidez para leitura, etc.

TIPOS DE TESTES UTILIZADOS PARA IDENTIFICAGAO

» Podem ser utilizados testes preparados no laboratério, desde que submetidos a controle de
qualidade.

= Adquiridos no comércio em testes isolados ou em kits acompanhados dos respectivos esquemas
de identificagao.

= Métodos automatizados em geral utilizam estas mesmas provas e ampliam o numero de testes
podendo caracterizar com maior seguranga e melhor poder de discriminagdo de géneros e espécies
ndo comuns.

= Métodos rapidos em geral utilizam substratos cromogénicos para detecgdo de enzimas produzidas
pelas bactérias e que se revelam apds 4 a 6 horas de incubagao.

Na rotina bacteriolégica, existem varias alternativas e, com base em conjuntos ou sistemas
simplificados de provas bioquimicas, é possivel realizar a triagem e identificacdo presuntiva dos
principais géneros de interesse clinico. Desse modo, das enterobactérias isoladas de amostras clinicas,
cerca de 90%, podem ser perfeitamente identificadas através desses esquemas, podendo o resultado
ser entregue dentro de um espacgo de tempo relativamente curto, geralmente, entre 48 a 72 horas.

MEIO IAL (INSTITUTO ADOLFO LUTZ)
Este meio foi elaborado para triagem de enterobactérias e consiste de 9 provas em apenas um tubo
de ensaio, que consistem em: indol (tampa), fermentacdo da sacarose e glicose e produgdo de gas,

fenilalanina, uréia, H2S, Lisina, Motilidade.

Baseado nestas provas é possivel identificar as seguintes bactérias:

- E. coli - Enterobacter cloacae - Salmonella typhi
- Shigella (indol positiva) - Providencia spp. (uréia positiva) ou - Citrobacter freundii
- Shigella (indol negativa) Morganella morganii - Serratia marcescens (provas
- Enterobacter aerogenes - Providencia spp. (uréia negativa) complementares)
- Klebsiella pneumoniae - Proteus mirabilis - Vibrio cholerae
- Klebsiella spp. (sacarose - Proteus vulgaris - Vibrio spp.
negativa) - Salmonella spp. - bactérias ndo fermentadoras
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Vantagens e limitagoes

O meio IAL tem a vantagem de ser pratico para inoculagdo e de baixo custo. Sua desvantagem ¢é a
dificuldade de interpretagdo de tantas provas, exigindo muita experiéncia prévia com o meio. Este
meio identifica os principais géneros de enterobactérias, indicando a presenca de bactérias ndo
fermentadoras e Vibrios.

Para caracterizar corretamente as espécies de Enterobacter, género Serratia, género e espécies de
Pseudomonas ha necessidade de realizar provas complementares.

Pelas limitagdes do poder discriminatdrio de géneros e espécies de enterobactérias ndo se recomenda
este meio, como Unica opgdo, na identificacdo de bactérias envolvidas em infecgBes hospitalares. Uma
alternativa seria utilizar os resultados obtidos do meio IAL como triagem e adicionar os testes
complementares, como Citrato e a fermentacdo da lactose verificada no crescimento em agar Mac
Conkey.

Variantes do meio IAL

Tubo 1 - meio de Rugai sem sacarose provas: fenilalanina, fermentacdo da glicose, gas, H,S, uréia
Tubo 2 - MIO (Motilidade Indol Ornitina)

Tubo 3 - lisina

Tubo 4 - citrato

Tubo 5 - rhamnose

CoNiuNTO EPM / MILI / CITRATO
Trata-se praticamente da mesma combinacdo de reacGes do meio IAL ou Rugai & Aradjo (modificado

por Pessoa & Silva), separados em 2 tubos, passando a verificagdao do indol da tampa do IAL, para o
meio MILi apds adigdo do reativo de Kovacs.

- inocular picando até o fundo
- semear na superficie

EEBCIERE] - incubar com a tampa frouxa 24hs/35°C
= Fermentacgdo da glicose, producgdo de gas, H,S, uréia, fenilalanina.
- fazer picada central apenas
- incubar 24hs/35°C
- adicionar 3 gotas de reativo de Kovacs apds a leitura da lisina para o teste de
Tubo MILI e
= Motilidade: as imdveis crescem apenas na linha de picada.
= Descarboxilagdo da lisina: lisina positiva o meio torna-se roxo, na prova
negativa o meio permanece amarelado nos 2/3 inferiores.
= Indol: a formagdo de um anel rosa na superficie do meio indica positividade
para o indol.
- inocular a superficie
Citrato - incubar 24hs/35°C

= A prova positiva é evidenciada pelo aparecimento de coloragdo azul na
superficie.

Interpretacao do Meio EPM

Producgdo de gas Formacgao de bolhas ou rachaduras no meio
Producgdo de H,S Presenga de pigmento negro de qualquer

Base intensidade
Hidrdlise da Uréia Coloragdo azul esverdeada (fraca) na base indica

prova positiva

Superficie Desaminacdo do Triptofano Reacdo positiva - verde escuro ou acastanhado
Reacdo negativa - superficie inalterada
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MEI1O TRiPLICE AGCUCAR FERRO (TSI)

Considerado o mais classico dos sistemas de identificacdo, necessita de provas adicionais, mas tem a
vantagem de ser de mais facil interpretagdo. Abaixo sera descrito em detalhes e sera a base da
identificacdo de enterobactérias.

Acuracia da identificacdo - qualquer sistema de testes existentes no comércio, com leitura manual ou
automatizada, tem limitacGes no nimero de provas e de discriminacdo dos diferentes géneros e
espécies de enterobactérias, de modo que a maioria dos esquemas trabalha com um maximo de 80%
de acerto. Os esquemas de identificacdo de enterobactérias podem utilizar uma ampla gama de
recursos, variando desde nove reacdes como meio IAL ou Rugai & Araljo modificado por Pessoa &
Silva, até dez testes propostos neste manual, ou sistemas como API 32E que pode identificar
enterobactérias e alguns ndo fermentadores, utilizando 32 testes. E importante destacar que nenhum
sistema oferece 100% de acerto para a caracterizacdo das espécies de enterobactérias, mas analisam
o principal comportamento descrito na literatura.

A fonte de informacgdo mais utilizada baseia-se na tabela organizada por Farmer (1991) contando com
47 provas, e os respectivos percentuais de positividade para 28 diferentes géneros e 121 espécies de
enterobactérias. Os principais géneros e espécies de importancia clinica podem ser caracterizados com
>95% de acerto com poucas provas. Entretanto para as espécies dos géneros Citrobacter,
Enterobacter, Klebsiella e Serratia os testes mais utilizados apresentam baixo poder de discriminacdo,
sendo a identificagdo feita pelo maior percentual de probabilidade.

E necessario destacar que padrdes ndo usuais podem ocorrer e que 0 microbiologista deve estar
atento para analisar cepas que possam ter importancia clinica e epidemioldgica ou encaminha-las a
Laboratorios de Referéncia. Antes, no entanto, deve certificar-se que a analise ndo esta sendo feita
com cultura mista de bactérias.

O meio de TSI ¢ inclinado em bico de flauta, de cor vermelho-cereja e deve ser inoculado por picada
central até o fundo, seguido de espalhamento na superficie e incubacdo durante 18-24h a 35°C.

Provas do Meio de TSI

fermentacao apenas da glicose (lactose e

a) Purpura/amarelo (apice

purpuro e base amarela) sacarose negativas)
b) Amarelo/amarelo (apice e = fermentagdo da glicose + lactose e/ou sacarose (2 ou
base amarelos) 3 agucares)

c) Presenca de gas (CO,) bolhas ou meio fragmentado

d) H,S positivo presenga de precipitado negro

Interpretacao do resultado das reagdoes encontradas no TSI

Apice Base H,S Gas Interpretacdao mais provavel

Vermelho Vermelho neg neg Sem crescimento = bactéria exigente

Vermelho Vermelho neg neg Crescimento na superficie = Ndo Fermentador ou
Gram (+)

Amarelo Vermelho neg neg Crescimento na superficie = Gram (+)

Vermelho Amarelo neg variavel Enterobactéria ou Aeromonas lactose e sacarose
negativas

Amarelo Amarelo neg variavel Enterobactéria

Amarelo Amarelo + variavel Salmonella, Proteus/Morganella/Providencia e
Citrobacter

Obs. A presencga de H,S em bactérias lactose e sacarose negativas pode ser menos evidente, pois a precipitacdo de
sais de ferro pelo sulfeto de hidrogénio depende de meio acido (Ex: Salmonella typhi)
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ETAPAS DA IDENTIFICACAO DE ENTEROBACTERIAS

ANALISE DO CRESCIMENTO NOS MEIOS RICOS E SELETIVOS

A identificacdo de uma enterobactéria comega com a analise do material semeado. Em geral temos os
seguintes meios para interpretar:

» SecregOes: agar sangue e Mac Conkey

* Liquidos nobres e bidpsias: Agar Chocolate e Mac Conkey
* Fezes: Mac Conkey e Salmonella-Shigella

= Urina: CLED ou agar sangue e Mac Conkey, etc.

Devemos considerar que:

= A enterobactéria sempre cresce nos meios ricos (agar sangue, chocolate e CLED), bem como nos
meios seletivos: dgar Mac Conkey e Salmonella-Shigella.

= Os Gram positivos como regra ndo crescem em agar Mac Conkey e Salmonella-Shigella, exceto os
enterococos que podem crescer.

* No agar Mac Conkey e Salmonella-Shigella, além das enterobactérias e dos enterococos, podem
crescer bactérias ndo fermentadoras e Candida.

Portanto caracteriza-se uma enterobactéria quando ela esta presente em todos os meios semeados,
mas ainda € necessario diferenciar de outros microrganismos ndo muito exigentes como n&o
fermentadores, enterococos e Candida spp.

Recomenda-se realizar:

= Gram da colbnia isolada - sempre fazer o Gram para evitar enganos de interpretagdo (diferenciar
cocos de bacilos, Gram positivos de Gram negativoe e leveduras).

= Prova da oxidase - indicada para detectar e/ou diferenciar o grupo Aeromonas, Plesiomonas,
Vibrio que também sdo fermentadores.

= Prova do metabolismo fermentador - triagem utilizando os meios de OF glicose (quando suspeitar
de ndo fermentador), TSI (Triplice Acucar Ferro) ou EPM (Rugai sem sacarose), para
enterobactérias.

» Série bioguimica complementar - sempre necessaria para caracterizar género e espécie. O
namero de provas vai permitir maior ou menor discriminagdo (vide a seguir o nivel de
complexidade de provas).

As Enterobactérias caracterizam-se por se apresentarem como: bacilos Gram negativos,
fermentadores da glicose, com ou sem producdo de gas, oxidase negativas, reduzem nitrato a nitrito e
que crescem bem no meio de Mc Conkey ou EMB.

Como modelo de triagem na identificagdo bacteriana tem sido utilizado o meio de TSI (Triplice Agucar
Ferro), que permite avaliar a fermentagdo da glicose, produgdo de gas, fermentacdo de lactose e/ou
sacarose e producdo de H,S.

O TSI constitui o meio de identificacdo preliminar mais utilizado no mundo, sendo necessario, no

entanto, necessario adicionar algumas provas, para completar a identificacdo e classificadas em dois
niveis de complexidade:

Nivel de complexidade 1 motilidade, indol, lisina, uréia, citrato, lactose (Mac Conkey),
fenilalanina, DNAse e oxidase.

Nivel de complexidade 2 provas do nivel 1 e ornitina, arginina, sacarose, arabinose, malonato,
esculina e PYR.
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DESCRICAO DAS PRINCIPAIS PROVAS BIOQUIMICAS

- Semear por picada até o fundo, e incubar 24h/35°C

- Apods 24h de incubacdo, pingar 3-4 gotas de Kovacs na superficie do
meio

- Meios Motilidade/indol com resazurina (motilidade); SIM (motilidade,
indol e H,S) e Mili (Motilidade, Indol e Lisina)

Motilidade, H,S e = crescimento apenas na linha de picada = motilidade negativa
Indol = crescimento difuso em todo o meio = motilidade positiva

= H,S positivo = meio enegrecido
= H,S negativo = cor inalterada do meio Indol

= cor purpura = indol positivo
= cor do reagente = indol negativo

- Inocular apenas na superficie e incubar 24h/35°C

Uréia de Christensen = Urease positivo = cor vermelha (Proteus: reacao mais intensa)
= Urease negativo = mantém cor amarelada do meio

- Inocular na superficie e incubar 24h/35°C

Citrato de Simmons . (i 4t positivo = azul e/ou crescimento no meio

= Citrato negativo = cor verde (inalterado)

- Inocular a superficie do meio (inclinado) e incubar 24h/35°C
- Apds crescimento pingar na superficie 5 gotas do reagente cloreto

Fenilalanina férrico a 10%

FA positivo = cor verde escuro na superficie
FA negativo = mantém a cor do meio inalterada

IDENTIFICACAO DAS ENTEROBACTERIAS DE IMPORTANCIA CLINICA

CONSIDERACOES
= Valores positivos ou negativos referem-se a 80% ou mais de definicdo; para saber o real
percentual de provas positivas ou negativas consultar a tabela geral.

* PB (padrdo bioquimico) = probabilidade tedrica da bactéria em questdo; apresentar o padrdo
bioquimico analisado (os testes considerados s&o indicados pelo sinal #).

= Exemplo: PB para Proteus vulgaris em relagdo as provas, H,S +(98%) FA +(95%) Indol + (98%)
(multiplicar os percentuais de ocorréncia)= 92%.

= PB baixo significa ter outro padrao mais frequente.
» Os padrGes bioquimicos pouco freqientes terdo menor probabilidade de isolamento.

= N&o é aplicado quando se considera género, pois envolve varias espécies com diferentes padroes
de testes (ex: Salmonella spp.).

= Valores seguidos do sinal positivo (+) ou negativo (neg) significa o percentual de cepas com
resultado do teste positivo ou negativo. Ex: Lisina 75%+ = 75% das cepas sao lisina positiva.

= V = valores >20% e <80% de reacdes positivas ou negativas; estas provas podem ser Uteis para
diferenciar duas espécies ou dois géneros quando a reacdo s6 ocorre para uma delas. Ex.: uréia
em relagdo a E. coli e Citrobacter. E. coli é negativa e Citrobacter varidvel. Se a reagdo encontrada
for positiva, exclui-se E. coli.

* Pela importancia clinica e epidemioldgica, padroes ndo comuns de Yersinia e Salmonella spp.
foram considerados, pois na pratica a motilidade pode ser duvidosa e o H,S pode ser falso-
negativo.

* As provas destacadas com fundo cinza tém a finalidade de facilitar a busca de provas-chave na
diferenciagdao bacteriana.

= Recomenda-se de rotina utilizar as provas do nivel 1 que, para a maioria das bactérias da rotina,
permite uma caracterizacao adequada. Quando houver necessidade usar as de nivel 2.

Mod V - 19



IDENTIFICAGAO BIOQUIMICA SIMPLIFICADA DAS PRINCIPAIS ENTEROBACTERIAS -

NiIVEL DE COMPLEXIDADE 1

H,S (gas sulfidrico) positivo, FA (fenilalanina) positivo

Bactérias PB#
Indol + Proteus vulgaris 92%
Indol neg Proteus mirabilis 94%
H,S negativo , FA positivo
Bactérias Citrato Uréia PB#
Indol + Providencia spp. + variavel 88%
Morganella morganii neg + 72%
Indol neg P. penneri neg + 69%
Enterobacter spp. variavel neg <16%
H,S positivo, FA negativo, Indol positivo
Bactérias Citrato Motilidade Urease Lisina Lac MC PB#
Citrobacter freundii 78%+ 89%+ variavel neg + 25%
Edwarsiella tarda neg + neg + neg 99%
Lac MC = lactose em Mac Conkey
H,S positivo, FA negativo, Indol negativo
Bactérias Urease Citrato Lisina Motilidade Gas Sorotipagem PB#
Salmonella spp. neg + + + + +
S. typhi neg neg + + neg + 97%
S. gallinarum/ neg neg + neg variavel + 90%
S. pullorum
C. freundii variavel + neg + + neg 52%
H,S negativo , FA negativo , Indol positivo, motilidade negativa
Bactérias Citrato Urease Lisina Latose Gas Sorotipagem PB#
Y. enterocolitica * neg 75%+ neg neg neg + Yersinia 50%
Shigella spp. neg neg neg neg neg + Shigella 50%
Klebsiella oxytoca + + + + + nao 99%
E.coli inativa (rara) neg neg variavel 75% neg neg Invasora 2 80%

1 - positivo a temperatura ambiente e negativa & 37°C

2 - em coprocultura testar p/ E. coli invasora
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H,S negativo, FA negativo, Indol positivo, Motilidade positiva

Bactérias Citrato Urease Lisina Lactose Gas PB#
E. coli neg neg + + + 97%
Citrobacter spp. + variavel neg variavel +
Aeromonas spp. ! variavel neg + neg 2 variavel

! - oxidase positiva (verificar Aeromonas, Plesiomonas e Vibrio)
Aeromonas Dnase positiva e Plesiomonas Dnase negativa
2 - Aeromonas caviae: lisina negativa e lactose positiva

H,S negativo, FA negativo, Indol negativo, Motilidade negativa

Bactérias Urease Citrato Lisina Gas Lactose Comentario PB#
Shigella spp. neg neg neg neg neg sorotipagem 50%
(colbnia pequena)

Klebsiella pneumoniae * + + + + + Colbénia mucdide 100%
Yersinia enterocolitica 2 75%+ neg neg neg neg sorotipagem 50%
E. agglomerans 3 neg variavel neg neg variavel 15% mot neg 9,6%

1 - cepas isoladas do trato respiratério superior, especialmente nariz podem ser uréia negativas e bioquimicamente
pouco ativas (citrato variavel, lisina variavel), denominadas K. ozaenae e K. rhinoscleromatis

2 - motilidade positiva & temperatura ambiente

3 - pode ocorrer falsa motilidade negativa em meio semi-solido e positiva em caldo

H,S negativo, FA negativo, Indol negativo, Motilidade positiva, Citrato negativo

Bactérias Lisina Lactose Sorotipagem PB#
Hafnia alvei + neg negativa 76%
Salmonella choleraesuis + neg + 37%
Salmonella paratyphi A neg neg + 90%
E. agglomerans neg variavel negativa 25%

H,S negativo, FA negativo, Indol negativo, Motilidade positiva, Citrato positivo, DNAse e
gelatinase negativas

Bactérias Lisina Urease Lactose Gas Sorotipagem PB#
Enterobacter aerogenes + neg + ++ neg 95%
Enterobacter cloacae neg v + ++ neg 95%
Salmonellla typhi + neg neg neg + 12%
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H,S negativo, FA negativo, Indol negativo, Motilidade positiva, Citrato positivo, DNAse e
gelatinase positivas, Serratia spp.

Bactérias Lisina Urease Lactose Gas Pigmento PB#
vermelho

Serratia marcescens + 85% neg neg 55% + variavel 95%

Serratia liquefaciens + neg 90% neg 75% pos neg 76%

Serratia rubidae * 55% + neg + 70% neg variavel 85%

! - raramente isolada

IDENTIFICAGAO BIOQUIMICA SIMPLIFICADA DAS PRINCIPAIS ENTEROBACTERIAS -
NiVEL DE COMPLEXIDADE 2

H,S positivo, FA positivo

Bactérias Ornitina Sacarose PB#
Indol positivos Proteus vulgaris neg + 92%
Morganella morganii + neg 20%
Bactérias Ornitina Citrato PB#
Indol negativos Proteus mirabilis + variavel 94%
(65%+)
Proteus penneri neg neg 30%
H,S negativo, FA positivo
Bactérias Urease Citrato Sacarose Ornitina
Indol negativos Proteus penneri + neg + neg
Morganella morganii + neg neg +
Enterobacter agglomerans neg + 75%+ neg
Enterobacter sakazaki neg + + +
Bactérias Citrato
Indol positivos Morganella morganii neg
Providencia spp. +
H,S positivo, FA negativo, Indol positivo
Bactérias Citrato Urease Lisina Ornitina Lactose Sacarose
Citrobacter freundii 78%+ 44%+ neg neg 78%+ 89%+
Edwarsiella tarda neg neg + + neg neg
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H,S positivo, FA negativo, Indol negativo

Bactérias Uréia Citrato Lisina Ornitina Motibil. Arabinos Gas Sorotip.
Salmonella spp. neg + + + + + + +
S. typhi neg neg + neg + neg neg +
S. choleraesuis neg 25%+ + + + neg + +
S. paratyphi A neg neg neg + + + + +
S. gallinarum neg neg + neg neg + neg +
S. pullorum neg neg + + neg + + +
Outras neg + + + + + + +
Salmonellas
C. freundii 44%+ 78%+ neg neg 89%+ + 89%+ neg
Triagem rapida para principais bactérias H,S positivas
Bactérias PYR Fenilalanina
Salmonella spp. neg neg
Citrobacter spp. + neg
Proteus spp. neg +
H,S negativo, FA negativo, Indol positivo, Motilidade negativa
Bactérias Citrato Urease Lisina Ornitina Lactose Gas Sorotip. PB#
Y. enterocolitica * neg 75%+ neg + neg neg + 50%
Shigella spp. neg neg neg neg neg neg + 50%
Klebsiella oxytoca + + + neg + ++ NI 99%
E. coli inativa (rara) neg neg 40%+ 20%+ 25%+ neg invasora 2 80%
L. positiva & temperatura ambiente e negativa a 37°C
2- em coprocultura testar para E. coli invasora
H,S negativo, FA negativo, Indol positivo, Motilidade positiva
Bactérias Citrato Urease Lisina Ornitina Lactose Gas PB#
E. coli neg neg 90%+ 65% + + + 97%
C. diversus (koseri) * + 75% + neg + 50%+ + 97%
Citrobacter amalonaticus * + 85%+ neg + 35%+ + 97%
Yersinia enterocolitica * neg 75%+ neg + neg neg
Enterobacter agglomerans 50%+ 20%+ neg neg 40%+ 20%+ 16%
Aeromonas spp. 2 variavel neg +4 + neg variavel

1. C. koseri = malonato positivo C. amalonaticus = malonato negativo
2 - motilidade negativa a 35°C e positiva a temperatura ambiente
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3 - oxidase positiva: Aeromonas é Dnase positiva e Plesiomonas shigelloides é Dnase negativa
4 - Aeromonas caviae é lisina negativa e lactose positiva
H,S negativo, FA negativo, Indol negativo, Motilidade negativa

Bactérias Urease Citrato Lisina Gas Lactose Comentario PB#
Shigella spp. neg neg neg neg neg Sorotipagem + >50%
(colbnia pequena)

Klebsiella pneumoniae + + + + + Coldnia Mucdide 100%
Klebsiella spp. ! neg variavel  varidavel variavel variavel Mucdide

Citrobacter freundii \% 78%+ neg + 78%+ 11% motil. neg 16%
Yersinia enterocolitica 2 75%+ neg neg neg neg Sorotipagem + 50%
E. agglomerans 3 neg variavel neg neg variavel 15% motil. neg 9,6%

1. cepas isoladas do trato respiratdrio superior, especialmente nariz podem ser uréia negativas e bioquimicamente
pouco ativas (citrato v, lisina v), denominadas K. ozaenae e K. rhinoscleromatis

2- motilidade + a temperatura ambiente

3- pode ocorrer falsa motilidade (negativa em meio semi-sélido e positiva em caldo)

H,S negativo, FA negativa, Indol negativo, Motilidade positiva, Citrato negativo

Bactérias Lisina Ornitina Lactose Urease Arabinos Sorologia PB#
Hafnia alvei + + neg neg + neg 76%
Salmonella typhi * + neg neg neg neg +
Y. enterocolitica 2 neg + neg 75%+ + +
S. choleraesuis + + neg neg neg +
S. paratyphi A neg + neg neg + +
E. agglomerans neg neg 40%+ 20%+ + neg 25%

1. H,S pode ser positivo no TSI com 48h
2_ motilidade negativa a 35°C e positiva a 25°C

H,S negativo, FA negativo, Indol negativo, Motilidade negativa, Citrato positivo, DNAse e
gelatina negativas

Bactérias Uréia Fenil. Lisina Argin. Ornit. Malon. Gas Lactose Escul.
C. freundii 44%+ 0 0 67%+ 0 11%+ 89%+ 78%+ 0

E. aerogenes 2%+ 0 98%+ 0 98%+ 95%+ 100%+ 95%+ 98%+
E. cloacae 65%+ 0 0 97%+ 96%+ 75%+ 100%+ 93%+ 30%+
E. agglomerans 20%+  20%+ 0 0 0 65%+ 20%+ 40%+ 60%+
E. gergoviae 93%+ 0 90%+ 0 100%+ 96%+ 98%+ 55%+ 97%+
E. sakazakii 1%+ 50%+ 0 99%+ 91%+ 18%+ 98%+ 99%+ 100%+
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Versao simplificada para interpretacao das provas da Lisina negativa

Bactérias Gas Esculina Arginina
Ornitina negativa Citrobacter freundii + neg variavel
E.agglomerans neg variavel neg
Bactérias Urease Fenil. Malonato Esculina Obs.
Ornitina positiva Enterobacter cloacae 65%+ neg 75% + 30% + + comum
Enterobacter sakazaki neg 50%+ 18% + + raro

Versao simplificada para interpretacao das provas da Lisina positiva

Bactérias Urease Lactose
E. aerogenes neg +
Enterobacter gergoviae + variavel

H,S negativo, FA negativa, Indol negativo, Motilidade positiva, Citrato positivo, Dnase e

Gelatina positivas

Bactérias Lisina Ornitina L-arabinose Malonato Motibilidade Lactose
Serratia marcescens 99% + 99% + neg neg + neg
S. marcescens biog * 55% + 65% + neg neg neg neg
Serratia liquefaciens 95% + 95% + + neg + neg
Serratia rubidae 55% + neg + + + +

CARACTERIZACAO GERAL DAS PRINCIPAIS ENTEROBACTERIAS DE IMPORTANCIA CLINICA (%)

Bactérias Indol | Citr. H,S | Uréia | Fenil. | Lisina Argin. ornit. Motil.
Citrobacter freundii 33 78 78 44 0 0 67 0 89
Citrobacter diversus (koseri) 99 99 0 75 0 0 80 99 95
Citrobacter amalonaticus 100 95 5 85 0 0 85 95 95
Edwarsiella tarda 99 1 100 0 0 100 0 100 98
Enterobacter aerogenes 0 95 0 2 0 98 0 98 97
Enterobacter cloacae 0 100 0 65 0 0 97 96 95
Enterobacter agglomerans 20 50 0 20 20 0 0 0 85
Enterobacter gergoviae 0 99 0 93 0 90 0 100 90
Enterobacter sakazakii 11 99 0 1 50 0 99 91 96
Escherichia coli 98 1 1 1 0 90 17 65 95
Escherichia coli inativa 80 1 1 1 0 40 3 20 5
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Shigella dysenteriae 45 0 0 0 0 0 2 0 0
Shigella flexneri 50 0 0 0 0 0 5 0 0
Shigella boydii 25 0 0 0 0 0 18 2 0
Shigella sonnei 0 0 0 0 0 0 2 98 0
Hafnia alvei 0 10 0 4 0 100 6 98 85
Klebsiella pneumoniae 0 98 0 95 0 98 0 0 0
Klebsiella oxytoca 99 95 0 90 1 99 0 0 0
Klebsiella ozaenae 0 30 0 10 0 40 6 3 0
Klebsiella rhinoscleromatis 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Morganella morganii grupo 95 0 20 95 95 \% 0 95 \%
Proteus mirabilis 2 65 98 98 98 0 0 99 95
Proteus vulgaris 98 15 95 95 99 0 0 0 95
Proteus penneri 0 0 30 100 99 0 0 0 85
Providencia rettgeri 99 95 0 98 98 0 0 0 94
Providencia stuartii 98 93 0 30 95 0 0 0 85
Providencia alcalifaciens 99 98 0 0 98 0 0 0 96
Salmonella spp. 1 95 95 1 0 98 70 97 95
Salmonell typhi 0 0 97 0 0 98 3 0 97
Salmonella cholerasuis 0 25 50 0 0 95 55 100 95
Salmonella paratyphi A 0 0 10 0 0 0 15 95 95
Salmonella gallinarum 0 0 100 0 0 90 10 1 0
Salmonella pullorum 0 0 90 0 0 100 10 95 0
Salmonella outras 1 90 100 0 0 99 70 99 99
Serratia marcescens 1 98 0 15 0 99 0 99 97
Serratia marcescens bio 0 30 0 0 0 55 4 65 17
Serratia liquefaciens 1 90 0 3 0 95 0 95 95
Serratia rubidae 0 95 0 2 0 55 0 0 85
Yersinia enterocolitica 50 0 0 75 0 0 0 95 2

CARACTERIZAGCAO GERAL DAS PRINCIPAIS ENTEROBACTERIAS DE IMPORTANCIA CLINICA (%)

Bactérias Gelatina | Malon. Gas Lactose Sacarose Escul. DNAase
glicose
Citrobacter freundii 0 11 89 78 89 0 0
Citrobacter diversus (koseri) 0 95 98 50 40 1 0
Citrobacter amalonaticus 0 1 97 35 9 5 0
Edwarsiella tarda 0 0 100 0 0 0 0
Enterobacter aerogenes 0 95 100 95 100 98 0
Enterobacter cloacae 0 75 100 93 97 30 0
Enterobacter agglomerans 2 65 20 40 75 60 0
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Enterobacter gergoviae 0 96 98 55 98 97 0
Enterobacter sakazakii 0 18 98 99 100 100 0
Escherichia coli 0 0 95 95 50 35 0
Escherichia coli inativa 0 0 5 25 15 5 0
Shigella dysenteriae 0 0 0 0 0 0 0
Shigella flexneri 0 0 3 1 1 0 0
Shigella boydii 0 0 0 1 0 0 0
Shigella sonnei 0 0 0 2 1 0 0
Hafnia alvei 0 50 98 5 10 7 0
Klebsiella pneumoniae 0 93 97 98 99 99 0
Klebsiella oxytoca 0 98 97 100 100 100 0
Klebsiella ozaenae 0 3 50 30 20 80 0
Klebsiella rhinoscleromatis 0 95 0 0 75 30 0
Morganella morganii grupo 0 1 90 1 0 0 0
Proteus mirabilis 90 2 96 2 15 0 50
Proteus vulgaris 91 0 85 2 97 50 80
Proteus penneri 50 0 45 1 100 0 40
Providencia rettgeri 0 0 10 5 15 35 0
Providencia stuartii 0 0 0 2 50 0 10
Providencia alcalifaciens 0 0 85 0 15 0 0
Salmonella spp. 0 0 96 1 1 5 2
Salmonell typhi 0 0 0 1 0 0 0
Salmonella cholerasuis 0 0 95 0 0 0 0
Salmonella paratyphi A 0 0 99 0 0 0 0
Salmonella gallinarum 0 0 0 0 0 0 10
Salmonella pullorum 0 0 90 0 0 0 0
Salmonella outras 1 \Y 100 \ 1 0 ou 15 1
Serratia marcescens 90 3 55 2 99 95 98
Serratia marcescens bio 30 0 0 4 100 96 82
Serratia liquefaciens 90 2 75 10 98 97 85
Serratia rubidae 90 94 30 100 99 94 99
Yersinia enterocolitica 0 0 5 5 95 25 5
IDENTIFICACAO SOROLOGICA
Dentro da familia Enterobacteriaceae, encontram-se conjuntos de amostras bacterianas

bioquimicamente homogéneas e, sorologicamente relacionadas, que constituem os géneros e,
segundo alguns critérios, podem se dividir em espécies.

As amostras relacionadas bioquimicamente sdo divididas em subgrupos ou tipos, por critério
soroldgico, de acordo com a presenca dos antigenos: somatico (0), flagelar (H) e de envoltoério ou
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capsula (K). Desse modo, os sorotipos sdo divisdes baseadas no relacionamento antigénico, enquanto
os biotipos sdo amostras do mesmo sorotipo que diferem em caracteristicas bioquimicas.

Em atividades de rotina de Bacteriologia Clinica, a identificagdo ou confirmagdo soroldgica é feita
apenas com germes comprovadamente patogénicos e de importancia epidemioldgica como Sa/monella
spp., Shigella spp., Escherichia coli Yersina enterocolitica e mesmo assim utilizando-se esquemas
simplificados, através do seguinte procedimento técnico:

* Preparar uma suspensdo bastante densa (aspecto leitoso), da bgctéria a ser testada, utilizando
solugdo salina a 0,85%. A massa bacteriana é proveniente do Agar TSI usado na identificacdo
biogquimica ou, de preferéncia, em agar nutriente inclinado apds repique para obtengdo de massa
de germes.

- Colocar a salina sobre o crescimento bacteriano ocorrido na superficie inclinada do meio;
- Agitar o tubo apds alguns minutos de modo a obter a suspensdo bacteriana;

- Bactérias em fase rugosa tendem a se auto-aglutinar, e ndo devem ser utilizadas na
classificagcdao soroldgica.

* Sobre uma lamina limpa misturar uma gota do anti-soro conhecido e da suspensdo bacteriana a
ser testada, e, com movimentos circulares, tornar a mistura bastante homogénea continuando o
movimento durante um ou no maximo dois minutos. O aparecimento de aglutinacdo, nesse
intervalo de tempo, indica positividade da reagao.

= Algumas vezes, é necessario o aquecimento da suspensdo bacteriana em banho-maria fervente,
durante 15 minutos, com finalidade de eliminar estruturas mais externas da célula que tém acdo
interferente na reacdo. Apds o resfriamento da suspensdo, repetir o teste. Caso ocorra a
aglutinagdo, confirmar a prova.

IDENTIFICAGAO DE SALMONELLA

No género Salmonella existe uma grande quantidade de sorotipos, que ndo sdao mais considerados
como espécies, e sua identificacdo soroldgica completa e detalhada é uma tarefa restrita aos
denominados Laboratérios de Referéncia. Para identificacdo rotineira no laboratério clinico utilizam-se
basicamente trés antisoros:

a) Anti-Salmonella polivalente somatico (Grupos A,B,C,D,E)
b) Anti-Salmonella somatico, Grupo D (S. typhi)
c) Anti-Salmonella, anti Vi

Quando o denominado antigeno de viruléncia (Vi) estd presente, podera bloquear a aglutinacdo do
antigeno somatico do grupo D (Salmonella typhi). Desse modo, a suspensdo devera ser aquecida em
banho-maria fervente e testada novamente com os trés anti-soros citados, dando o resultado abaixo
no caso de Salmonella typhi. A partir de uma reacdo positiva feita apenas com o antigeno somatico
polivalente, existe condigdo de confirmar a amostra como sendo do género Salmonella, sem
especificar o sorotipo ou sorovar.

Antisoros Antigeno vivo Antigeno aquecido
Anti-soro poli somatico + +

Grupo D somatico neg +

Anti Vi + neg

Apds a identificacdo bioquimica e aglutinagdo com soro polivalente, as amostras poderdo ser testadas
com os soros A,B,C,D,E monovalentes. A bactéria pertencera ao sorogrupo em cujo soro houver
aglutinagdo. Se a reacdo for negativa deve-se aquecer a metade da suspensao em banho-maria
fervente e repetir o teste. A metade ndo aquecida deverda ser utilizada para determinagdo de
antigenos flagelares. A identificacdo até sorotipos podera ser feita com auxilio dos soros flagelares
(a,b,c,d,i,1,2,5), e através de sua utilizacdo é possivel identificar as seguintes amostras:
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Grupo Sorolégico Espécie Bacteriana

Grupo 02 (A) Salmonella paratyphi A

Grupo 04 (B) Salmonella paratyphi B e S. typhimurium
Grupo 07 (C1) Salmonella paratyphi C e S. cholerae suis
Grupo 05 (D1) Salmonella typhi

IDENTIFICACAO DE SHIGELLA

O género Shigella estd constituido de apenas quatro sorogrupos, que sdo identificados
sorologicamente, de maneira simplificada, com a utilizagdo de anti-soros polivalentes.
Excepcionalmente, utiliza-se apenas o antisoro monovalente de Shigella dysenteriae tipo 1 (bacilo de
Shiga), por ser o mais patogénico.

Grupo Sorolégico Espécie Bacteriana Sorotipos
Grupo A Shigella dysenteriae 13 sorotipos
Grupo B Shigella flexneri 06 sorotipos
Grupo C Shigella boydii 18 sorotipos
Grupo D Shigella sonnei 01 sorotipo

As culturas suspeitas deverdao ser testadas primeiramente com os soros contra Shigella flexneri e
Shigella sonnei, que representam mais de 95% das amostras de Shigella isoladas em nosso meio.
Caso nao haja aglutinagao, prosseguir com os outros soros.

Ndo ocorrendo aglutinagdo, € possivel que a cultura seja rica em antigenos de superficie que
geralmente impedem o contato do soro com o antigeno somatico O. Estes antigenos devem ser
destruidos pelo aquecimento da suspensdo bacteriana por 15 minutos em banho-maria fervente,
procedimento que pode ser adotado como de rotina na sorologia desse género.

IDENTIFICAGCAO DE ESCHERICHIA COLI

As amostras de Escherichia coli que causam diarréia pertencem a trés grupos principais:
= Enteropatogénicas (EPEC)

* Enterotoxigénicas (ETEC)

= Enteroinvasoras (EIEC)

Ndo existe nenhuma prova bioquimica que possa, seguramente, distingui-las entre si ou de outros
tipos de E. coli pertencentes a flora normal do intestino. As amostras EPEC e EIEC sdo identificadas
por provas de sorotipificacdo rotineira, enquanto as amostras ETEC sdo identificadas apenas mediante
provas especiais de producdo de toxinas, realizadas somente em laboratorios de referéncia ou de
pesquisa.

Soro Anti E. coli Enteropatogénica Classica (EPEC)

Polivalente A anti 026, 055, 0111, 0119
Polivalente B anti 0114, 0125, 0142,0158
Polivalente C anti 086, 0126, 0127, 0128

A sorotipificacdo pode ser feita, utilizando-se a mesma técnica descrita para outras enterot)actérias.
Um melhor resultado € obtido, repicando cerca de cinco colénias caracteristicas a partir do Agar BEM
ou Mac Conkey, para um tubo contendo Agar Nutriente Inclinado, com finalidade de obter massa de
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germes. E feita entdo uma suspensdo bacteriana em solugdo salina, a qual serad testada utilizando
anti-soros polivalentes, abrangendo os sorotipos mais prevalentes na populagao.

Soro Anti E. coli Enteroinvasora (EIEC)

Polivalente A anti 028ac, 029, 0136, 0144, 0152

Polivalente B anti 0112ac, 0124, 0143, 0164, 0167

Soro Anti E. coli O 157 (EHEC)

Utilizar o soro para O157:H7

Observagoes importantes:

* Bactérias isoladas com o mesmo padrdo de provas de materiais nobres em surtos de infecgdo
hospitalar, ou isoladas de infecgdes da comunidade que possam suspeitar de um surto, ou pela
gravidade da doenga, ou por um padrdo ndo esperado de resisténcia, devem ser remetidas ao
Laboratorio de Referéncia (LACEN/Adolfo Lutz) para melhor caracterizagdo.

* Bactérias que ndo se enquadram nos padrdes definidos acima, recorrer a testes suplementares ou

usar kits com maior nimero de provas ou em caso de importancia clinica (descritos acima) enviar
ao Laboratério de Referéncia.

Mod V - 30



4. BASTONETES NAO FERMENTADORES

INTRODUGCAO

Os bacilos Gram negativos classificados como ndo fermentadores (BNFs) sdo microrganismos
aerobios, ndo esporulados, que se caracterizam pelo fato de serem incapazes de utilizar carboidratos
como fonte de energia através de fermentagdo, degradando-os pela via oxidativa.

A identificacdo dos BNFs sempre foi um desafio para os laboratérios de rotina em microbiologia,
considerando que a maioria deles ndo realiza este tipo de identificacdo, ou o faz de maneira elementar
em virtude da pouca incidéncia em amostras ambulatoriais, assim como pela complexidade e elevado
custo dos esquemas completos de identificagao.

A caracterizagdo deste grupo de bactérias é de grande importéncia nos casos de infeccdo hospitalar.
Embora a sua incidéncia, mesmo em hospitais, seja pequena quando comparada a outros agentes
etioldgicos, geralmente eles apresentam resisténcia elevada a varios antibidticos e sdo capazes de
causar infecgbes graves. Estas bactérias colonizam e causam infecgdes, em especial, em pacientes
graves oriundos de CTI e submetidos a procedimentos invasivos, sendo importante classifica-los até o
nivel de género e espécie.

O numero de bactérias ndo fermentadoras conhecidas ¢ muito grande. Foram selecionadas aquelas
consideradas na atualidade de maior importancia clinica (*) e as demais para diagndstico diferencial
entre si.

BNFs de importancia clinica consideradas neste capitulo*:

= Acinetobacter spp. * = Alcaligenes spp.*

=  Achromobacter spp. » Bordetella bronchyseptica

=  Burkholderia cepacia * = Chryseobacterium (Flavobacterium) spp. *
=  Methylobacterium spp. = Moraxella spp.*

= Pseudomonas aeruginosa * = Pseudomanas fluorescens

= Pseudomonas luteola = Pseudomanas oryzihabitans

= Pseudomanas putida =  Pseudomonas stutzeri

= Pseudomanas pseudomallei * = Roseomonas spp.

= Stenotrophomonas spp.* = Shewanella spp.

=  Sphingobacterium spp. =  Sphingomonas paucimobilis

Testes necessarios para a identificagcdo de rotina dos BNFs

= Tubo de OFglicose (com vaselina) = Disco de oxidase

= Tubo de OFglicose (sem vaselina) = Disco de PYR

* Tubo com lisina *» Tubo com arginina

*= Tubo controle de aminoacidos *= Caldo TSB para motilidade em Iamina
= Tubo agar citrato = Caldo TSB crescimento 42°c

*» Tubo agar uréia * Tubo de caldo indol

* Tubo com agar esculina = Disco de polimixina

= Tubo com TSI = Placa de Mac Conkey

= Tubo com gelatina = Placa de DNAse

= Tubo com caldo NaCl 6,5%
SEMEADURA, LEITURA E INTERPRETACAO DAS PROVAS DE IDENTIFICACAO

A partir de colbnias isoladas em cultura pura com 24 horas de crescimento, nos meios de inoculagdo
primaria, deve-se proceder a realizacdo das técnicas de identificacdo e diferenciacdo dos BNFs:

PROVAS SEMEADURAS LEITURA E INTERPRETAGAO
- Retirar 2-3 col6nias com alga. - A leitura é feita em 15 a 20 segundos.
Disco de oxidase - Esfregar sobre a fita ou disco - A cor violeta fortg aparecg_rapidNamente. Ap_c').s este
teste; pode umedecer o papel intervalo, cores violeta-palido sdo falso positivos. A
com 1 gota de salina estéril. Burkholderia cepacia pode dar reacao fraca.
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Tubo de OF
glicose (com e
sem vaselina)

Tubo com pedaco
de filme e
gelatina

Placa de DNAse

Tubo com lisina,
arginina, controle
de aminoacidos

Uréia

Citrato

Caldo TSB
crescimento 42°C

Caldo TSB
motilidade

Tubo com caldo
NacCl 6,5%

Tubo com agar

esculina

Tubo de caldo
indol

Disco de
polimixina

Picar com agulha até o fundo
do tubo.

Inocular 2-3 colbnias na salina.
Deixar o fragmento imerso.

Semear 2 a 3 col6nias em
“spot” (circulo de 1 cm de
diametro).

- Usar in6culo denso; pode

adicionar 2 ml de vaselina
liguida no tubo com lisina.

Semear com agulha inéculo
denso na superficie do meio.

Semear com agulha na
superficie do meio.

Semear 2 col6nias no caldo.

Semear 2 col6nias no caldo.

Semear 2 a 3 colbnias no caldo.

Semear 2 a 3 colbnias na
superficie do meio.

Inocular 2 coldnias no caldo.

Fazer antibiograma em Mueller

Hinton.
Colocar o disco.

Fermentador: dois tubos ficam amarelos (acido)
Oxidativo: tubo sem vaselina amarelo

tubo com vaselina verde
Inerte ou alcalino: dois tubos ndo mudam de cor
(inerte) ou o tubo sem vaselina fica azulado
(alcalino). Aguardar, no minimo, 72h para definir
como inerte, pois pode ocorre a oxidagao tardia ou
lenta.

Incubar 30°C, se negativo, aguardar no minimo
72h. Se positivo, ocorre precipitado cinza no fundo
do tubo.

Adicionar acido cloridrico e aguardar 5 minutos.
Observar a presencga de halo transparente em
volta do inoculo positivo enquanto o restante do
meio fica leitoso.

Se negativo, repetir o teste com leitura em 72h.

Comparar os tubos testes dos aminoacidos com o
controle negativo.

tubo controle negativo deve ficar azul esverdeado
palido e as provas positivas ficam de cor purpura.
Se negativo, aguardar até 5 dias.

A cor rosa forte aparece em todo o meio apos 24 a
72 h de incubagao; uma ligeira mudanca de cor
résea no apice, que ndo progride com maior tempo
de incubacgdo, é considerado negativo.

Bordetella bronchiseptica: reacao positiva em 4 h.

A cor azul forte aparece no pico, e com maior
incubacao estende-se a todo o meio.

Ocorre turbidez no meio ou é nitido o aumento da
densidade bacteriana.

Ideal comparar com controle mantido a
temperatura ambiente.

Agitar o tubo e com uma pipeta com ponteira
estéril ou alca bacterioldgica estéril.

retirar uma gota e depositar sobre uma lamina.
Cobrir a gota com uma laminula e levar ao
microscopio. Observar com aumento de 400 vezes
(ocular 10x e objetiva 40).

A presencga de bactérias cruzando o campo em
diferentes diregdes € significativo de motilidade
positiva; movimentos vibratoérios fracos = negativo
(movimento browniano). Quando o movimento de
todas as bactérias € numa mesma diregdo,
provavelmente é o movimento do liquido entre a
lamina e a laminula.

Verificar a motilidade em temperaturas de 37°C e
20°C (ambiente).

A presencga de turbidez e mudanga de cor indicam
crescimento

Ocorre precipitado negro intenso nas provas
positivas a partir de 6 horas de incubagdo até 48 h
Cor castanho escuro é prova negativa.

Colocar 5 gotas de xilol e agitar bem o tubo.
Adicionar 5 gotas do reagente de Erlich ou Kovacs.
Observar a presenca de anel purpura-palido ou
intenso que revelam prova positiva.

Qualquer halo em torno do disco significa
sensibilidade.
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Disco de PYR

Placa de Mac

Colocar o disco sobre colonias
de crescimento recente ou fazer
suspensao densa.

- Depositar 3 a 4 gotas sobre o

disco de PYR.
Incubar durante 4 horas numa
placa vazia com umidade.

Semear com alga 1 colbnia

Colocar o disco teste em contato com o
crescimento bacteriano.

Coloca-lo sobre uma lamina.

Depositar uma gota do reagente que acompanha o
teste.

A presencga de cor alaranjada é prova positiva;
mantendo a cor amarela é prova negativa.
Recomenda-se testar controles positivo e negativo.

Crescimento deve ocorrer entre 1 a 3 dias.

Conkey isolada.
Semear com agulha picando Fermentador: presenca de cor amarela apenas na
TSI até o fundo do tubo e na base ou no apice e na base

superficie do agar inclinado.

Com ou sem H,S e gas: precipitado preto e bolhas.

Ndo fermentador: permanece vermelho (alcalino)
no apice e na base.

PROCEDIMENTOS PARA A IDENTIFICAGAO

No caso de isolar uma bactéria que ndo foi ainda comprovada como ndo fermentadora da glicose,
seguir as seguintes etapas com a colOnia isolada:

Gram e Oxidase: observar se ha pigmento da colénia crescida (amarelo, réseo, cor metalica).
RESULTADO DO GRAM E OXIDASE

Gram Positivo:
*= Procurar a identificagao de cocos e bacilos Gram positivos

Gram negativo:
= Coco Gram negativo, oxidase positivo, identificar como Neisseria spp. ou seguir para a Tabela 2
= Coco Gram negativo, oxidase negativo, seguir para Tabela 1

Bacilo Gram negativo, oxidase negativo:
= Semear Fenilalanina, Citrato, Uréia (ou EPM MILI ou IAL)
= Semear OF glicose e Caldo motilidade - seguir Resultado OF 1

Bacilo Gram negativo, oxidase positivo:
= Semear OF Glicose e Caldo motilidade - seguir Resultado OF 2

RESULTADO DO OF
1. Bacilo (cocobacilo) Gram negativo oxidase negativo

OF Glicose fermentador:
* Fazer a identificagdo com as provas realizadas, visto ser uma enterobactéria.
* Vide capitulo enterobactérias para interpretacdo dos resultados.

OF ndo fermentador:
= motilidade negativa: Tabela 1
» motilidade positiva: Tabela 3

2. Bacilo Gram negativo oxidase positiva:

= OF Glicose fermentador: pesquisar Pasteurella, Aeromonas, Plesiomonas e Vibrio
= OF Glicose nao fermentador:

- se pigmento rosa, seguir Tabela 7
- motilidade negativa e pigmento amarelo, seguir Tabela 4

- motilidade positiva: se TSI com H,S segue Tabela 5a e 5b; se OF glicose Oxidativo segue
Tabela 5; se OF glicose Inerte, seguir Tabela 6
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TABELAS DE IDENTIFICAGAO DOS BNFS

Tabela 1. Coco-bacilos ou cocos Gram negativo, Oxidase negativa e Motilidade negativa

Microrganismos OF-glicose Cresc. 42°C Citrato Gelatina
A. baumannii 0]
A. calcoaceticus 0]

A. haemolyticus

A. lwoffii

Inerte/oxidativo

inerte

Prova opcional

Microrganismos

Hemodlise *

A. baumannii
A. calcoaceticus
A. haemolyticus

A. Iwoffii

neg

neg

+

neg

* hemolise em agar sangue

Tabela 2. Cocos Gram negativo, Oxidase positivo, Motilidade negativa, OF-Gli inerte

Microrganismos Urease Gelatina DNAse Mac Conkey
Moraxella(B) catarrhalis neg neg + neg
Moraxella canis neg neg + +

M. fenilpiruvica/ureolytica + neg neg +
Moraxella lacunata neg + neg neg
Moraxella spp. * neg neg neg variavel

* Moraxella spp.: nonliquefaciens, lincolnii, osloensis, atlantae e Oligella urethralis

Tabela 3. Bacilos Gram negativo, Oxidase negativa, Motilidade positiva, OF-Gli oxidativo ou
inerte

Microrganismos Arginina DNAse Lisina Polimixina *
Pseudomonas luteola + neg neg sensivel
Pseudomonas oryzihabitans neg (14+) neg neg sensivel

B. cepacia neg neg 80%+ resistente

S. maltophilia neg + 93%+ resistente

* Fazer antibiograma com polimixina
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Provas opcionais

Microrganismos Esculina PYR Imipenem *
Pseudomonas luteola + + sensivel
Pseudomonas oryzihabitans neg + sensivel

B. cepacia variavel neg variavel
S. maltophilia variavel neg resistente

* Fazer antibiograma com Imipenem

Tabela 4. Oxidase positiva, Motilidade negativa e OFG Oxidativo, Bacilos com
pigmento amarelo e Crescimento em MC variavel

Microrganismos Indol DNAse Polimixina Uréia
Chryseobacterium meningosepticum + + resistente neg
C. indologenes + neg resistente neg
Sphingomonas paucimobilis neg neg sensivel neg
Sphingobacterium spp. * neg variavel resistente +

* S. multivorum, S. spiritivorum

Tabela 5a. Bacilos Gram negativo, Oxidase positiva, Motilidade positiva, OF GLI oxidativo -
vide fluxograma para facilitar interpretacao

Microrganismos Polimixina Lisina Arginina NacCl Gelatina 420°C Caracteristica
6,5%
A. xilosoxidans sensivel neg neg neg neg + 86
P. aeruginosa sensivel neg + 82 + pigmento
P. fluorescens sensivel neg + + neg
P. putida sensivel neg + neg neg
P. stutzeri sensivel neg neg + neg variavel seca
B. pseudomallei resitente neg + +79% +
B. cepacia resistente 80%+ neg 20%+ 83%+
S. paucimobilis * sensivel neg neg + neg pigm. amarelo
Shewanella spp. sensivel neg neg variavel  varidavel  variavel
* Mot positiva = Temperatura ambiente
Provas complementares '’ 2
Microrganismos Esculina * PYR * Microrganismos Esculina * PYR *
A. xilosoxidans neg + B. pseudomallei variavel neg
P. aeruginosa neg variavel B. cepacia variavel neg
P. fluorescens neg variavel S. paucimobilis* + 25+
P. putida neg neg Shewanella spp. neg +
P. stutzeri neg neg
* provas da esculina e PYR (teis apenas para diferenciar as bactérias lisina e arginina negativas
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Tabela 5b. Bacilos Gram negativos nao fermentadores, Oxidase positiva,
Motilidade positiva, com H,S no TSI, OF Glicose variavel, DNAse positiva

Bactéria Cresc. 42°C NacCl 6,5%
Shewanella putrefaciens neg neg
Shewanella alga + +

Fluxograma Auxiliar para Tabela 5

Lisina R positiva ) Burkholc_lel_'iq cepacia
Polimixina R
negativa

l

negativa ¢ arginina N positiva

l l

polimixina polimixina
R S R S
! ! l l
B. cepacia esculina B. pseudomallei crescimento a 42°C
positiva negativa positivo negativo
l ! | l
S. paucimobilis NaCl 6,5% P. aeruginosa gelatina
positivo negativo positiva negativa
mEay |
DNAse P.stutzeri P. putida P. fluorescens
positivo negativo
| |
S. putrefaciens A. Xylosoxidans
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Tabela 6. Bacilos Oxidase positiva, Motilidade positivo, OF-Gli alcalino - incubar 72 h.

Microrganismos Uréia NacCl 6,5% DNAse
A. denitrificans variavel neg neg
Alcaligenes faecalis neg + neg
B. bronchiseptica ++ neg neg
S. malthophilia * neg 78% neg +

*raramente pode ser oxidase positiva

Prova complementar 2

Microrganismos PYR
A. denitrificans +

Alcaligenes faecalis neg
B. bronchiseptica neg
S. malthophilia neg

Tabela 7. Bacilos e coco-bacilos Gram negativos nao fermentadores, Oxidase positiva, OF
Glicose variavel, com pigmento réseo (1)

Microrganismos Motilidade Morfologia Urease Mac Cresc. Obs.
Conkey 42°C

Methylobacterium spp. + bacilos + neg neg colbnia seca
coral
Roseomonas spp. variavel Coco-bacilos + + + col6nias mucdides
rosadas

TABELAS DE CONSULTA PARA IDENTIFICACAO DE NAO FERMENTADORES

Oxidase e motilidade negativos

Microrganismos OXI MOT Morf. OF-G Cresc. CIT MAL GEL HEM
a 42°C

A. baumannii neg neg coco O + + + neg neg

A. calcoaceticus neg neg coco (e} neg + + neg neg

A. haemolyticus neg neg coco Inerte/ neg + neg + +
oxidativo

A. Iwoffii neg neg Ccoco inerte neg neg neg neg neg

Acinetobacter spp. neg neg coco Inerte/ neg + variavel varidvel variavel
oxidativo

OXI = oxidase = MOT = motilidade  Morf = morfologia CIT = citrato MALO = malonato GEL = gelatina

OFG = meio de oxidacao fermentacao da glicose de Leifson HEM = hemdlise em agar sangue
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Oxidase negativo e Motilidade positiva

Microrganismos Oxidase Motilidade Morfologia OF-Glicose Imipenem

P. luteola neg + bacilo oxidativo sensivel

P.oryzihabitans neg + bacilo oxidativo sensivel

S. maltophilia neg + bacilo 85% oxid. resistente

B. cepacia 14% neg + bacilo oxidativo resistente

Microrganismos Esculina Dnase Lisina Argina Mac Conkey 42°C

P. luteola + neg neg + + 94%+

P.oryzihabitans neg neg neg 14%+ + 33%+

S. maltophilia 39%+ + + neg + 48%+

B. cepacia 63%+ neg 80%+ neg + 83%+

Oxidase positiva, Motilidade negativa, OF-Glicose oxidativo

Microrganismos OXI MOT Morf OF-G Uréia Indol DNAse MC Poli

C. meningosepticum + neg bacilo oxidativo neg + + variavel resistente
lento

C. indologenes + neg bacilo oxidativo neg + neg variavel resistente
lento

S. paucimobilis * + Neg 2 bacilo oxidativo neg neg neg variavel sensivel

Sphingobacterium spp.  + neg bacilo oxidativo var neg variavel varidvel resistente

OXI = oxidase MOT = motilidade

Morf = morfologia

OFG = meio de oxidagao fermentagdo da glicose de Leifson
! pode ser motilidade positiva a 20°C

23 37°C

MC = Mac Conkey

Poli = polimixina

Oxidase positiva, Motilidade negativa, OF-Glicose inerte e cocoéide

Microrganismos OXI MOT Morf OF-G Uréia GEL DNAse MC
M. catarrhalis + neg coco inerte neg neg + neg
M. canis + neg coco inerte neg neg + +
M. fenilpiruvica / ureolytica + neg coco inerte + neg neg +

M. lacunata + neg coco inerte neg + neg neg
Moraxella spp. * raras + neg coco inerte neg neg neg variavel

OXI = oxidase MOT = motilidade

Morf = morfologia

OFG = meio de oxidacao fermentacao da glicose de Leifson
* Moraxella spp.: nonliquefaciens, lincolnii, osloensis, atlantae e Oligella urethralis
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Oxidase positiva, Motilidade positiva e OF-Glicose inerte ou alcalino

Microrganismos OXI MOT Morf OF-G MC Uréia CIT Nat\ Nit\ Cresc.
ito gas 42°C
A. denitrificans + + bacilo alcalina + nt + +
A. piechaudii + + bacilo alcalina + neg + neg
Alcaligenes faecalis + + bacilo alcalina + neg neg +
B. bronchiseptica + + coco- alcalina + ++ + neg
bacilo
Comamonas spp. + + bacilo inerte + neg + + neg variavel
P.pseudoalcaligenes + + bacilo inerte + neg variavel + neg +
P. alcaligenes + + bacilo inerte + neg variavel 54+ neg neg
OXI = oxidase = MOT = motilidade Morf = morfologia MC = Mac Conkey CIT = citrato
OFG = meio de oxidacao fermentacao da glicose de Leifson
nt= ndo testado (ndo citado na literatura)
Oxidase positiva, Motilidade positiva e OF-Glicose oxidativo
Microrganismos Oxidase Motilidade Morfologia OF-Gli Cresc. 42°C
A. xilosoxidans + + bacilo oxidativo nt
P. aeruginosa + + bacilo oxidativo +
P. fluorescens + + bacilo oxidativo neg
P. mendocina (rara) + + bacilo oxidativo +
P. putida + + bacilo oxidativo neg
P. stutzeri + + bacilo oxidativo 69
S. paucimobilis + + bacilo oxidativo nt
B. cepacia 86% + + bacilo oxidativo 83% +
B pseudomallei + + bacilo oxidativo +
S. putrefaciens + + bacilo oxidativo V
nt= ndo testado (ndo citado na literatura)
Microrganismos Gelatina Esculina Polimixina Mac Conkey Lisina Arginina
A. xilosoxidans nt neg sensivel + nt variavel
P. aeruginosa 82% + neg sensivel + neg +
P. fluorescens + neg sensivel + neg +
P. mendocina (rara) neg neg sensivel + neg +
P. putida neg neg sensivel + neg +
P. stutzeri neg neg sensivel + neg neg
S. paucimobilis nt + sensivel variavel nt neg
B. cepacia 20% + 63% + resistente + 80% + neg
B pseudomallei 79% + 59% + resistente + neg +
S. putrefaciens variavel neg sensivel + neg neg

nt= ndo testado (ndo citado na literatura)
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Bactérias ndo fermentadoras com pigmento rosa

Microrganismos OXI MOT Morf OF-Gli  Uréia Mac Cresc. Obs.
Conkey 42°C
Methylobacterium spp. + + bacilo variavel + neg neg Col6nia seca
coral, bacilos
com
vacuolos
Roseomonas spp. + variavel COCo- variavel + + + Colbnias
bacilo mucdides
rosadas
cocobacilos

OXI = oxidase MOT = motilidade Morf = morfologia
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5. BACILOS CURVOS OU ESPIRALADOS

INTRODUGCAO

Este capitulo apresenta os principais bacilos curvos ou espiralados de importancia clinica, relacionados
as principais patologias, fontes de infecgdo e recursos diagndsticos para sua caracterizagdo. Por se
tratar de agentes raros, com excegdao dos Campylobacter spp., nao serao abordados em profundidade,
devendo o microbiologista encaminhar a cepa isolada para Laboratério de Referéncia ou consulta-lo

sobre recursos disponiveis para tentativa de isolamento.

PRINCIPAIS BACTERIAS CURVAS OU ESPIRALADAS

Agente
Arcobacter spp.
Borrelia burgdoferi

Borrelia recurrentis

Campylobacter coli/
Jjejuni

Campylobacter fetus

Helicobacter pylori

Helicobacter spp.

Leptospira spp.
Treponema pallidum

Vibrio spp.

Doencga

Bacteremia gastroenterite

Doencga de Lime

Febre recorrente
epidémica

Gastroenterite

Bacteremia, infecgao
extranegintestinal

Gastrite, Ulcera péptica

Gastroenterite,
bacteremia, etc.

Leptospirose
Sifilis

Gastroenterite

- Ingestdo de alimentos e dgua contaminados
2. Alimentos ou dgua contaminados com urina de animal infectado

RECURSOS DIAGNOSTICOS

Agente

Arcobacter spp.

Borrelia burgdorferi
(doenca de Lyme)

Borrelia spp.

Campylobacter coli
e C. jejuni

Campylobacter fetus

Reservatorio
Gado, humanos
Roedores

Humanos

Alimentos contaminados

Humanos

Humanos, macacos, gatos

Animais domésticos

Caes, gatos, porcos, ratos
Humanos

Alimentos, agua

Testes *

Transmissao
Alimentos !
Carrapatos

Sarna (P.humanus)

Alimentos !

Fecal-oral

Fecal-oral

Fecal-oral, alimentos

Alimentos-agua 2
Sexual

Alimentos !

Microscopia: bacilos Gram negativos curvos ou helicoidais
Cultura: cresce entre 15 a 30°C em ambiente especifico de combinagdo de gases

em CAMPY-CVA.

Sorologia: N&o disponivel

Microscopia: espiroquetas coradas por coloragao de prata de Warthinneg Starry
ou anticorpos marcados por fluoresceina em tecidos
Cultura: meio BSK II em microaerofilia entre 30-37°C por 6 semanas
Sorologia; Imunofluorescéncia e ELISA

Microscopia: espiroquetas coradas pelo Giemsa, Wright de amostras de sangue
Cultura igual de B. burgdorferi

Microscopia: bacilo fino e curvo, Gram negativo, mas mal corado pelo Gram.
Cultura: cresce a 37 e 42°C em em ambiente especifico de cambinagdo de gases

em Campy-CVA

Microscopia:bacilo fino e curvo, Gram negativo, mas mal corado pelo Gram

Cultura: cresce em agar sangue a 37°C, mas ndo a 42°C em ambiente especifico
de cambinagdo de gases
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Helicobacter pylori - Microscopia: bidpsia gastrica corada por H&E, Giemsa ou coloracdo pela prata de
Warthin-Starry.
- Recurso rapido; teste da urease em bidpsia gastrica (sensibilidade>90%)
- Cultura: cresce em meios seletivos ou ndo em microaerofilia a 37°C por 5-7dias
- Sorologia: util para determinar doenca ativa por Enzima-Imunoensaio

Leptospira spp. - Pesquisa no sangue, LCR e urina:microscopia em campo escuro (baixa
sensibilidade) ou por imunofluorescéncia direta
- Cultura: primeiros 10 dias de doenga - LCR e sangue colhido com heparina em
meio de Fletcher incubado a temperatura ambiente por 2 a 16 semanas. Cultura
do sedimento urinario alcalinizado apds a 13 semana da doenga.
- Sorologia: aglutinacdo ou ELISA sdo sensiveis e especificos

Linfa de lesdes observadas em campo escuro ou coloragdo pela prata (Fontana);
presenca de espiroquetas. Imunofluorescéncia direta mais sensivel
- Sorologia: VDRL ou FTA-abs sdo muito Uteis para diagndstico
* Recursos ndo citados: ndo Uteis ou ndo disponiveis
BSK II = meio de Barbour Stoenner-Kelly
Campy-CVA= Meio seletivo para Campylobacter com cefoperazona, vancomicina e anfotericina.

Treponema pallidum

CAMPYLOBACTER

MATERIAL

Em caso de gastroenterite colher fezes e enviar rapidamente ao laboratério ou em meio de transporte
de Cary-Blair semi-sélido. Em amostras de sangue colhidas em meios convencionais, estas podem
suportar o crescimento do C. fetus que é a espécie que causa com maior freqliéncia infeccbes extra-
intestinais.

MICROSCOPIA

A coloragcdo de Gram deve usar no lugar da safranina a carbol-fucsina ou fucsina basica a 0,1%
durante 2 minutos. Exame de fezes costuma revelar presenca de leucdcitos, mas a auséncia ndo
contra-indica a cultura ou a suspeita diagndstica. O Gram das fezes tem sensibilidade entre 70 a 90%
e elevada especificidade.

Principais espécies de Campylobacter e Arcobacter

Bactéria Catalase H,S-TSI Cresc. Cresc. Cresc. Mac Acido Cefalotina
15°C 25°C 42°C Conkey Nalidixico

C. jejuni + neg neg neg + + sensivel ou resistente
resistente

C. coli + neg neg neg + + sensivel resistente

C. fetus + neg neg + neg + sensivel ou sensivel
resistente

Campylobacter variavel + neg neg + variavel sensivel ou  sensivel *

spp. resistente

Arcobacter + neg + + variavel  variavel sensivel variavel

* C. lari = resistente
ISOLAMENTO

A maioria das espécies de Campilobacter exige microaerofilia contendo cerca de 5% de CO,, 10% de
CO, e 85% de N, (microaerofilia), obtidos com geradores especificos e ndo apenas com vela. Para
aumentar a chance de isolamento em fezes recomenda-se a filtracdo das fezes em filtro de acetato de
celulose >0,45 mu. Véarios sdo os meios de cultura especificos para coprocultura por serem seletivos,
sendo na atualidade os mais recomendados o agar carvdo desoxicolato cefoperazona, o meio Campy
CVA (Cefoperazona , Vancomicina e Anfotericina) e o meio de Karmali (base de Columbia agar, carvao
ativado e suplemento de antibidticos).
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Amostras de hemocultura devem ser repicadas em meios ndo seletivos com geradores para
microaerofilia. Fazer o teste de crescimento a 25, 37 e 42°C (todos crescem a 37°C). No exame direto
em gota direto no microscopio entre lamina e laminula pode-se observar a motilidade tipo hélice em
movimento.

As provas de crescimento devem ser feitas em agar Mueller Hinton com 5% de sangue de carneiro em
microaerofilia. O teste de sensibilidade ao acido nalidixico e cefalotina pode ser feito em qualquer
meio ndo seletivo e sera considerado sensivel a presenca de qualquer tamanho de halo.

VIBRIOS, AEROMONAS E PLESIOMONAS

A suspeita da presenca de Vibrio, Aeromonas e Plesiomonas é evidenciada pelo:

= Isolamento de bactéria Gram negativa fermentadora da glicose (TSI fermentador) e oxidase
positiva.

= Materiais clinicos que podem, eventualmente, ser associados com maior frequéncia de isolamentos
de Vibrios, Aeromonas e Plesiomonas.

Principais bactérias fermentadoras da glicose, oxidase positiva e sua associacdo com
diferentes quadros clinicos:

Bactéria Diarréia Infecgoes partes Sepse Outros
moles
Vibrio cholerae freqlente pouco comum raro raro

Vibrio parahaemolyticus

Plesiomonas shigeloides freqliente raro freqlente * raro

Aeromonas hydrophila freqliente frequente freqliente freqlente
Aeromaonas caviae freqliente raro frequente freqliente
Aeromonas veronii freqliente raro freqliente freqlente

* associado a meningite em recém-nascidos

VIBRIO

As espécies do Género Vibrio sao bacilos curvos ou as vezes retos, longos, anaerdbios facultativos,
moveis, fermentadores da glicose, em geral sem produzir gas, e oxidase positivas. Além do Vibrio
cholerae, existem mais de 10 espécies patogénicas para o ser humano. Algumas espécies podem
causar gastroenterite, outras infeccGes cutaneas e bacteremias.

A cdlera, é causada pelo V. cholerae produtor de toxina (dois biotipos: classica e El Tor), responsavel
por diarréia secretéria disseminada por via fecal-oral (dgua e alimentos contaminados) em surtos e
epidemias associadas a falta de condigGes sanitarias adequadas. O quadro clinico pode variar de
assintomatico a diarréia aguda com morte em 5 horas por desidratagdo e disturbio eletrolitico. Casos
esporadicos podem ocorrer por ingestdo de ostras e outros pescados crus ou mal cozidos.

A coleta do material quando for fecal devera ser feita utilizando o meio de transporte de Cary & Blair,
e as cepas suspeitas ou confirmadas de Vibrio deverdo ser encaminhadas a Laboratério de Referéncia,
para registro epidemioldgico.

Algumas outras espécies de Vibrios além do V. cholerae necessitam de NaCl para crescimento. Agar
sangue e Mac Conkey permitem o crescimento da maioria das espécies, e neste ultimo meio as
colonias sdo semelhantes a de bastonetes ndo fermentadores. A diferenca é que no TSI, EPM ou IAL
ha fermentagdo da glicose, como ocorre também com Aeromonas e Plesiomonas. Sao oxidase
positivas, a maioria é esculina negativa, DNAse positivo e quase todos crescem em caldo com NaCl
6%.
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AEROMONAS E PLESIOMONAS

Vivem em ambientes aquaticos em todas as partes do mundo. Podem ser encontradas em agua de
fonte, agua de lagos, aguas poluidas, etc. Plesiomonas preferem aguas tropicais e ndo marinhas,
sendo a Aeromonas mais tolerante as diferentes condicGes. Aeromonas tém sido isoladas em carnes,
meio ambiente aquatico e produtos do mar, e suas diferentes espécies causam doengas ndo s6 no
homem como em animais, peixes, répteis, cobras e passaros.

Em nossa experiéncia € comum o isolamento de Aeromonas em abscesso pds-picada de cobra, liquido
biliar em pacientes com colicistite, diarréia, sepse (em pacientes com doenga hepatica crbnica) e
abscessos cutaneos pds-acidentes (corto-contusos) em lagos, tanques, etc. A chance de detectar
Aeromonas e Plesiomonas depende da adogao do procedimento em se fazer o teste da oxidase em
bactérias com caracteristicas de Escherichia coli lactose negativa.

As principais caracteristicas das Aeromonas sdo: lactose negativa, H,S negativo, fenilalanina negativa,

indol positivo, motilidade positiva, e crescem bem em meios ricos e seletivos (Mac Conkey e
Salmonella-Shigella).

Principais provas diferenciais entre Aeromonas spp., E.coli e Citrobacter spp.

Bactérias Citrato Uréia Lisina H>S Lactose Gas
E. coli neg neg + neg + +
Citrobacter spp. + variavel neg variavel variavel +
Aeromonas spp. variavel neg + neg neg ! variavel

1. Aeromonas caviae: lisina negativa e lactose positiva

Provas diferenciais para bactérias fermentadoras da glicose, oxidase positiva: Aeromonas,
Plesiomonas e Vibrio

Provas V. cholerae Outros Aeromonas spp. Plesiomonas spp.
vibrios

Cresce sem NaCl ! + neg 2 + +

Cresce com 6% NaCl * + + neg neg

Oxidase + + + +

DNAse + + + neg

1. crescimento em caldo nutriente
2_ exceto V. mimicus

Provas para diferenciar as principais espécies de Aeromonas e Plesiomonas

Bactérias Indol LIS ARG ORN ARA LAC SAC ESC HEM *
A. hydrophila + + + neg + neg + + +

A. caviae + neg + neg + + + + neg
A. sobria + + + neg neg neg + neg +

A. veronii + + neg + neg neg + + +

A. jandaei + + + neg neg neg neg neg +

A. schubertii neg + + neg neg neg neg neg Variavel
Plesiomonas + + + + neg neg neg neg neg
shigelloides

LIS = lisina ARG = arginina ORN = orninina ARA = arabinose LAC = lactose SAC = sacarose
ESC = esculina HEM * = hemdlise / sangue carneiro
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6. BACILOS GRAM POSITIVOS

INTRODUGCAO

Este capitulo aborda os aspectos praticos para identificacdo dos principais bacilos Gram positivos de
importancia clinica.

Bactérias consideradas:

Corineformes
Bacilos Gram
positivos regulares
Esporulados

Bacilos ramificados
(Actinomycetos)

Arcanobacterium spp., Corynebacterium spp., G. vaginalis, Oerskovia
spp., Rhotia spp.

Erisipelotrix spp., Listeria spp., Kurthia spp.

Bacillus spp.

Nocardia spp., Rhodococcus spp., Streptomyces spp.

Bactérias Gram positivas que sdo citadas no texto para fins de diagndstico diferencial, mas que foram
abordadas em outros capitulos sdo:

Outros anaerodbios:

Actinomyces spp. (anaerdbios) =  Mobiluncus spp.
Clostridium spp. (anaerdbios) =  Propionibacterium spp.
Lactobacillus spp. (anaerdbios) »  FEubacterium
Mycobacterium spp. (micobactérias) »  Bifidobacterium spp.

Os Actinomyces spp. e alguns Propionibacterium spp. embora anaerébios, podem ser aerotolerantes, e
crescer em aerobiose.

ORIENTACAO GERAL NA IDENTIFICACAO DE BGPS

Para triagem inicial dos Bacilos/cocobacilos Gram positivos, algumas observagbes e provas sao
fundamentais:

Colher material com antissepsia rigorosa para evitar contaminacao.

Mesmo em liquidos estéreis ha risco de contaminacdo, por isso pede-se a coleta de no minimo
duas hemoculturas. No LCR o resultado do Gram do sedimento e a presenca de neutrofilia
reforcam a hipotese de ser agente infeccioso.

Valorizar o achado em pacientes imunocomprometidos.

Procurar sempre ter bacterioscopia do material clinico onde foi isolado o Bacilo Gram Positivo
(BGP) e verificar se ha predominio do agente em questdo; € relevante o achado dentro de
macroéfagos / neutrdfilos.

Valorizar materiais nobres (sangue, LCR, pericardico, etc.), bidpsias, aspirados de abscessos, LBA,
etc., desde que a bacterioscopia e o quadro clinico sejam compativeis.

Cuidado com contaminagdo por bactérias da flora de mucosas.

Em caso de abscessos € interessante fazer semeadura quantitativa (com alga calibrada), sendo
sugestivo o isolamento de >10* UFC/ml.

Em urina é sugestivo quando isolado como Unico agente, bacterioscopia concordante, leucocituria,
sintomas de infeccdo urinaria e contagem >10° UFC/ml.

Observar caracteristicas da col6nia: cor, tamanho, cheiro, consisténcia, hemdlise, etc.
Testar em quais meios cresce o BGP e suas condicdes de incubacdo.

Para observar esporos e hifas aéreas algumas vezes € necessario deixar a colénia envelhecer ou
crescer em meios pobres.
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» E sempre interessante semear em meio sélido e em caldo para observar variagdo morfoldgica;
observar ramificagdes em diferentes condicdes e meios de cultivo.

* Fazer coloracdo de Ziehl ou de Kinyoum para pesquisa de alcool-acido resistente.

* Lembrar que este grupo de bactérias pode variar muito nas caracteristicas morfoldgicas quando
observado no material clinico culturas jovens, culturas velhas, meios sélido ou liquido, meio rico
ou pobre, etc., sem que represente contaminagdo ou cultura mista. No entanto, algumas destas
bactérias sdao habitantes de mucosas e podem causar infeccdo mista associada ou ndao com
anaerdbios estritos.

CORINEFORMES

Sé&o classificados como corineformes as seguintes bactérias:

= Corynebacterium spp. =  Arcanobacterium spp. = Dermabacter spp.
= Arthrobacter spp. = Microbacterium spp. =  Gardnerella spp.

=  Brevibacterium spp. = Aureobacterium spp. =  Rothia spp.

= Curtobacterium spp. = Turicella spp. = Cellulomonas spp.

»  Exiguobacterium spp.

Entre os corineformes foram selecionados aqueles de maior importancia clinica, sendo recomendavel a
caracterizagdo e provas diferenciais apenas dos géneros:

=  Corynebacterium spp. =  Gardnerella spp.
= Arcanobacterium spp. =  Rothia spp.

PRINCIPAIS DOENGAS ASSOCIADAS AOS BACILOS GRAM POSITIVOS

Bactéria Quadro clinico

Actinomyces spp., A. israelii, A. naeslundii, Actinomicose, doenga granulomatosa predominante
A. viscosus, A. odontolyticus e outros cervico-facial

Arcanobacterium spp., A. nhaemolyticum faringite, infeccdo de partes moles, endocardite, etc

Bacillus sp, B. anthracis, B. cereus Antraz, intoxicdo alimentar, sepse e pneumonia em

imunossuprimidos e neutropénicos

C. diphtheriae, C. ulcerans difteria

C. jeikeium

C. pseudotuberculosis
Erysipelotrix sp
Gardnerella spp.
Lactobacillus spp.
Listeria spp.

Nocardia spp.

Oerskovia spp.
Rhodococcus spp.
Rothia spp., R. dentocariosa

Streptomyces spp.

endocardite, bacteremia

Zoonose, linfadenite e abscessos

celulite em veterinarios e zona rural

vaginose, endometrite, pds-parto

flora oro-intestinal e vaginal, rarissimo patégeno
meningite, sepses, aborto

abscesso cerebral, abscesso pulmonar, etc. em
imunocomprometidos

bacteremia, infeccdo associada a corpo estranho
pneumonia, abscessos, etc. em imunocomprometidos
endocardite, bacteremia, infecgdes respiratorias

Oportunista, infecgbes de partes moles, etc.
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Triagem inicial para Bacilos e Cocobacilos Gram positivos

Bactéria Esporo Anaer. AAR ¥ Ramif. Hemolise Catalase Obs.
Actinomyces spp. neg + neg neg neg \%

Arcanobacterium spp. neg neg neg raro /curto beta neg Pleomorfico
Bacillus spp. + neg neg neg variavel +

Clostridium spp. + + neg neg variavel neg

Corinebacterium spp. neg neg neg neg neg variavel palicada
Erisipelotrix neg neg neg neg alfa neg H,S +
rhustiopathie

Gardnerella vaginalis neg neg neg neg beta /coelho neg Gram labil
Lactobacillus spp. neg + neg neg neg variavel

Mobiluncus spp. neg + neg neg neg neg movel
Listeria spp. neg neg neg neg beta + movel
Mycobacterium spp. neg neg + variavel neg + cresc. lento
Nocardia spp. neg neg + + neg + col. laranja
Oerskovia spp. neg neg neg variavel neg + col. amarela
Ppropionibacterium neg + neg + neg variavel

spp.

Rhodococcus spp. neg neg variavel variavel neg + col. coral
Rhotia dentocariosa neg neg neg + neg + Pleomorfico
Streptomyces spp. neg neg neg + neg + raro, hifas

* AAR = alcool-acido resistente

E importante destacar que os corineformes correspondem a um grupo ndo homogéneo de bactérias
com poucas caracteristicas em comum sendo também morfologicamente muito distintos:

CORYNEBACTERIUM SPP

O género Corynebacterium compreende cerca de 50 espécies, sendo cerca de 30 de algum interesse
médico.

Estas espécies podem ser diferenciadas por Principais caracteristicas:

provas como:

= OF glicose = ndo se ramificam

* reducgdo de nitrato = ndo sdo alcool-acido resistentes

= urease = catalase positivas

= utilizacdo de diferentes carboidratos = imodveis

= reacao de CAMP = esculina e gelatina negativas
MORFOLOGIA

Variam muito na morfologia das diferentes espécies, e mesmo mesmas culturas em diferentes
condigdes de cultivo. Sdo bacilos Gram positivos, retos ou ligeiramente curvos, com extremidades em
geral arredondadas, com a forma de clava, podendo apresentar arranjos caracteristicos em palicada
ou letras chinesas, podendo ou n&o apresentar granulos metacromaticos, que sdo melhores
visualizados através da coloragdao de Albert-Laybourn, e que caracterizam as bactérias conhecidas
como difterdides. As corinebactérias de maior importancia clinica sdo catalase positivas, imdveis
podendo ser fermentadoras ou nao.

S&do muitas as corinebactérias que se pode isolar em material clinico, entretanto, € de pouco interesse
aprofundar na caracterizagao destas espécies, exceto para fins de pesquisa ou epidemioldgicos.
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CORINEBACTERIAS DE IMPORTANCIA CLINICA

Considera-se fundamental o laboratério de microbiologia poder caracterizar ou afastar a possibilidade
de isolamento das espécies de C. diphtheriae e C. ulcerans que podem pproduzir a toxina diftérica.
Outra espécie de importancia em infecgGes hospitalares e frequentemente isolada em material clinico
é a C. jeikeium.

Difteria

Em virtude da vainagdo compulsdria, a difteria na atualidade é uma doenca rara em pacientes
imunizados, mas de importancia epidemiolégica quando detectada. A infeccdo caracteriza-se por
processo infeccioso localizado no trato respiratério e manifestagdes toxicas no coragdo e nervos
periféricos.

Quadro clinico Coleta de material Processamento do Bacterioscopia
material

Ocorre dor de garganta, O material de orofaringe Semear em meios ndo A bacterioscopia do

dificuldade de degluticao, ou nasofaringe deve ser especificos como agar esfregado do material,

presencga de colhido das bordas, abaixo sangue e agar chocolate bem como do

pseudomembrana da pseudomembrana para pesquisa do crescimento no meio de

purulenta, dor no corpo, purulenta. Streptococcus pyogenes e  Loeffler, apds coloragao

cefaléia, nauseas e febre. outros patégenos de Gram pode ser
eventuais, e encaminhar sugestiva caso sejam

A morte pode ocorrer por outro swab em meio de visualizados bacilos

obstrucdo respiratoria ou transporte para o difteréides, melhor

por mlocgrd|t§:, Poqe laboratorio de referéncia. caracterizados pela

ocorrer glfterla C}JFanea i . coloragdo de Albert-

com lesdes necrdticas e, Os meios especificos para Laybourn.

eventualmente, presencga a pesquisa de bacilo

de pseudomembrana. diftérico sdo os meios de A identificacao
enriquecimento de bioguimica das

Loeffler e o meio seletivo Corynebactérias

e diferencial agar sangue-  potencialmente

cistina-telurito. produtoras de toxina é
dificil em laboratorio ndo
especializado.
Recomenda-se, nestes
casos, encaminhar o
material ou contactar o
Laboratério de
Referéncia para

orientagao.
PROVAS DIFERENCIAIS PARA OS CORINEFORMES
Bactéria Catalase O/F! Motilidade Uréia Esculina CAMP Hemodlise
Reverso
Arcanobacterium spp. neg F neg neg neg + beta
C. diphteriae + F neg neg neg neg neg
C. jeikeium + (0] neg neg neg neg neg
C.ulcerans + F neg + neg + neg
/Pseudotuberculosis
Corinebacterium spp. + F variavel variavel neg neg neg
Gardnerella vaginalis neg F neg neg neg neg beta 2
Oerskovia spp. + F variavel neg + neg neg
Rhotia spp. variavel F neg neg + neg neg

! Base CTA (cystine tripticase dgar) O = oxidativo e F = fermentador
2 4gar sangue de coelho
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C. PSEUDOTUBERCULOSIS

Importancia
clinica

Isolamento e
Identificagdao

C. JEIKETUM

Caracteristicas
gerais

Importancia

clinica

Isolamento e
Identificagdao

Deve ser lembrado nos casos de veterinarios ou trabalhadores de zona rural com quadro de
linfadenite, linfangite ulcerativa ou abscesso relacionado a manuseio de aborto de gado. Esta
espécie pode ser produtora de toxina diftérica.

As colbnias sdo pequenas, branco-amareladas, urease positiva, CAMP reverso positivo (inibe
a beta-hemodlise do S. aureus em agar sangue com hemacias de carneiro).

Colonia pequena cinza ou translicida, a bacterioscopia € um pequeno coco-bacilo gram
positivo, resistente a varios antibioticos (beta-lactamicos, gentamicina, etc).

Associada a septicemia, endocardite, infeccbes de pele e tecido subcutaneo. Infecgées mais
severas podem ocorrer em imunossuprimidos, como meningite, pneumonia e peritonite ou
associada a proteses e procedimentos invasivos.

Cresce em BHI com 1% de Tween 80, sendo lipofilica e ndo em caldo BHI sem Tween 80.

Apresenta metabolismo oxidativo na base CTA, enquanto a maioria das Corynebacterium
spp. de importancia clinica sdo fermentadoras. Oxida a glicose, é uréia negativa, esculina
negativa, PYR positiva.

ROTHIA * DENTICARIOSA

Caracteristicas
gerais

Importancia
clinica

Isolamento e
Identificacao

Sao bacilos Gram positivo retos, sendo alguns ramificados.

Pertence a microbiota da cavidade oral, e esta raramente associada a endocardite.

As colbnias sdo brancas salientes e as vezes rugosas. Sao fermentadores da glicose e
esculina positiva.

* Rhotia spp.: Sao pleomorficos podendo apresentar-se tanto na forma cocdide como de bacilos. Séo catalase
positiva, imével e fermentador.

ARCANOBACTERIUM SPP.

Caracteristicas
gerais

Importancia
clinica

Isolamento e
Identificagdao

Sao bacilos delicados e curvos e alguns apresentam dilatacdo terminal e ramificagbes
rudimentares.

Arcanobacterium haemolyticum tem sido considerado juntamente com S. pyogenes como
agentes patogénicos em orofaringe, identificados e relatados com a finalidade de tratamento.
Estd associado com infeccbes de partes moles, faringite em jovens e raros casos de
septicemia, endocardite e osteomielite.

Crescem em 24-48h como colénias pequenas e hemoliticas. Col6nias mais velhas tendem a
adquirir a forma de coco-bacilo, que pode ser confundido com estreptococos. Em caldo
tendem a formar ramificagdes e em anaerobiose filamentos.

Sé&o bacilos Gram positivos irregulares, catalase negativa, imoveis e fermentadores.

Espécies A. haemolyticum, A. pyogenes e A. bernardiae sao hemoliticas, tém a hemdlise
melhor visualizada em sangue de coelho, e crescem melhores em CO,. Pode se apresentar
como dois tipos de colonias no mesmo cultivo: lisas, mucdides e brancas ou secas e cinza.
Produz a prova de CAMP reverso (inibigdo da hemdlise).

GARDNERELLA SPP.
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Caracteristicas
gerais

Importancia
clinica

Isolamento e
Identificagdao

OERSKOVIA SPP.
Caracteristicas

gerais

Isolamento e
Identificagdao

Sado pequenos bacilos ou coco-bacilos irregulares, que se coram irregularmente pela violeta.
A principal espécie é a Gardnerella vaginalis, que tem uma classificacdo taxonémica incerta,
e portanto para fins didaticos, estudada com os coryneformes.

Faz parte da microbiota vaginal de cerca de 70% das mulheres em idade reprodutiva, mas
esta associada a vaginose bacteriana, quando predomina na flora vaginal em substituicdo ao
Lactobacillus de Doderlein. A vaginose bacteriana e a presenca de Gardnerella estdo
associadas também ao parto prematuro, ruptura prematura de membranas e corioamnionite.
Esta bactéria é comumente isolada em hemoculturas de pacientes com febre puerperal e
pds-aborto. Pode causar sepse em recém-nascidos e raramente infeccdo urinaria em adultos.

Crescem no agar sangue humano e de coelho produzindo hemdlise beta, mas sem hemdlise
no agar sangue de carneiro.

Séo visualizadas e caracterizadas no exame citoldgico e/ou no Gram pela presenca das “clue
cells”, que sdo células epiteliais abarrotadas de pequenos bacilos Gram labeis, de modo a
perder sua definigdo morfoldgica.

E pleomérfica, Gram varidvel (ora Gram negativa ora parcialmente e fracamente Gram
positiva), imovel, sem capsula. E um anaerdbio facultativo, fermentador lento, catalase e
oxidase negativas.

Sdo microrganismos cocoides ou na forma de bacilos resultantes da quebra de micélios,
apresentam ramificagdo, hifas vegetativas, sem hifas aéreas e penetracdo no agar.

Oerskovia turbata e O. xanthineolytica sdo bactérias do meio ambiente ou solo, com pouca
importancia clinica, com raros casos de bacteremia e infecgdes em implantes de proteses.

Cresce bem em &gar sangue de carneiro e no agar chocolate. Cresce mal no meio de
Sabouraud dextrose. O crescimento, quando ocorre, é visivel apds 24-48h em anaerobiose
ou 5% CO?.

Apresentam col6nias amareladas, catalase positiva em aerobiose, oxidase negativa.
Fermentador da glicose, sacarose e lactose, hidrolisa gelatina, amido e esculina; motilidade
variavel.

BACILOS GRAM POSITIVO

LISTERIA

Caracteristicas
gerais

Importancia
clinica

Isolamento e
Identificagdao

S&do bacilos uniformes, ndo ramificados, apresentando-se s6 ou em pequenas cadeias. A
Unica espécie importante para o homem entre as sete espécies conhecidas é a L.
monocytogenes. Movel a temperatura ambiente (25 a 28°C) e imével a 37°C. Encontrada na
natureza no solo, em matéria organica em decomposicdo, agua, leite e derivados, carne, etc.
Sendo encontrada como microbiota de diversos mamiferos, aves, peixes, e insetos.

Tem importancia clinica particularmente para idosos e imunocomprometidos causando
meningite, encefalite ou septicemia. Na gravida a infeccdo pode causar amnionite, infecgdo
do feto com aborto, parto prematuro, meningite neonatal e sepse neonatal. Pode ocorrer em
surtos, em geral relacionados a contaminacao de alimentos.

Crescem em agar sangue, agar Chocolate, CLED, agar nutriente, TSA e agar Mueller Hinton,
mas ndo em Mac Conkey. As col6nias sdo pequenas, crescendo melhor entre 30 a 37°C, e
crescem também a temperatura ambiente e a 4°C em trés a quatro dias.

A partir de hemoculturas, LCR, placenta, alimentos, agua, etc., semear em agar sangue de
carneiro, coelho ou cavalo, com base TSA, embora cresca também com outras bases (Mueller
Hinton, Columbia, Brucella, BHIA, etc). Existem meios seletivos indicados em investigacdes
epidemioldgicas.

Bacilo Gram positivo anaerobio facultativo, catalase positiva, oxidase negativa, que produz
acido de glicose. Hemolise beta em &agar sangue de carneiro, CAMP positivo, motilidade
positiva a temperatura ambiente, hidrdlise da esculina positiva e NaCl 6,5% positiva. E Além
disso, é verificada prova da esculina rapidamente positiva, assim como uréia, gelatina, indol
e H,S negativas.
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ERYSIPELOTRIX RHUSIOPATHIAE

Caracteristicas
gerais

Importancia
clinica

Coleta do
material

Isolamento e
Identificacao

KURTHIA

Caracteristicas
gerais

Importancia
clinica

Isolamento e
Identificacao

Bacilo Gram positivo curto, de extremidades arredondadas, anaerdbio facultativo, ndo
esporulado, ndo alcool-acido resistente, ocorre s6 em cadeias curtas ou longas, sem
ramificar. Existe na natureza, em matéria organica, urina, fezes e carcaca de animais. Vive
em animais, peixes e passaros e causa erisipela em porcos. No homem causa uma zoonose
(doenga ocupacional de veterindrios e manuseadores de carne e animais) caracterizada por
celulite que aparece no local da inoculagdo apds 2 a 7 dias.

A lesdo costuma ser violdcea e com muita dor, acompanhada de edema endurado, sem
supuracao e bem delineado nas bordas. Ocorre linfangite regional e artrite adjacente.
Disseminagdo da doenga e endocardite podem ocorrer, particularmente em
imunossuprimidos, cujo prognostico é grave. Cicatrizagdo pode ocorrer em 2 a 4 semanas ou
méses, com possibilidade de recaida.

Material ideal para isolamento é a bidpsia colhida de maneira asséptica. Swab da lesdo em
geral é negativa, pois o agente encontra-se na profundidade da borda endurecida.

Cresce em agar sangue, agar chocolate, caldo tripticase soja, a 35°C aerobiose ou 5% de
CO,. Cresce entre 5 a 42°C e em caldo NaCL 6,5%. No &gar sangue cresce em 24 a 72h,
como col6nias minusculas, lisas e transparentes, mas o outro tipo de col6nia, maior, rugosa e
chata pode aparecer, bem como uma hemdlise esverdeada em baixo da colonia no agar
sangue. As colGnias lisas sdo bacilos ou coco-bacilos Gram positivos, as vezes corando-se
mal pelo Gram

Catalase negativa, imovel, esculina negativa, fermenta lentamente a glicose sem produzir
gas, uréia e indol negativos, mas caracteriza-se por crescer no TSI produzindo H,S; é lactose
positiva e sacarose negativa.

Sdo bacilos Gram positivos grandes em cadeias ou em paralelo, ou filamentos nao
ramificados e em culturas velhas tendem a ficar cocdides ou bacilos curtos. Vivem no meio
ambiente, na agua, solo, animais, sua carne e seus derivados.

Seu papel clinico é questionado, pois ndo ha relatos recentes de isolamento em casos
significativos.

Crescem em agar sangue como colonias de cor creme ndo hemoliticas, podendo ser
confundidas com Bacillus spp.

S&o aerdbios estritos, ndo esporulados, ndo alcool-acido resistentes; sdo moveis, catalase
positiva e ndo fermentadores.

Principais diferencgas entre bacilos e coco-bacilos Gram positivos

Bactéria Gram Catalase Motil. Hemodlise CAMP NacCl 6,5%
25°C test Esculina

Listeria bacilo curto ou coco-bacilo + + beta + +/+

monocytogenes regular e largo

Enterococcus spp. COCOos ou coco-bacilos em neg neg Alfa, beta neg +/+
cadeias gama

Streptococcus cocos em cadeias neg neg beta neg ! neg / neg

beta hemoliticos

Lactobacillus spp. coco-bacilos e cadeias neg neg nao neg neg / neg
longas

Kurthia spp. 2 bacilo grande, cadeias, + + nao neg neg / neg

cocdide em cultura velha

Corynebacterium bacilos e coco-bacilos + neg variavel neg variavel /

spp. pleomorficos neg

Erysipelotrix coco-bacilo ou filamentos neg neg alfa neg neg / neg

rhusiopathiae 3

longos

1. 86 S. agalactiae (beta do grupo B) é positiva

2. N&o usa glicose 3. H,S positivo
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Bacilos Gram positivos anaerébios que devem ser diferenciados:

= Lactobacillus spp. - flora da boca, intestino e flora vaginal (Bacilo de Doderlein). Sdo anerdbios
estritos mas crescem em agar sangue e agar chocolate como col6nias muito pequenas. Sao
imoveis e catalase negativa. Sem valor patogénico.

=  Mobilluncus - bacilos Gram positivos anaerdbios estritos, curvos, moveis que vivem na trato
genital humano e reto. Encontra-se aumentado nos casos de vaginose, juntamente com a
Gardnerella.

*  Propionibacterium spp., Eubacterium spp. e Bifidobacterium spp. — anaerdbios estritos que
sdo analisados juntamente com os demais anaerdbios.

BACILOS ESPORULADOS AEROBIOS E ANAEROBIOS FACULTATIVOS

Género Bacillus compreende cerca de 50 espécies de bacilos anaerdbios facultativos que podem
exibir a forma esporulada, corando-se mal pela violeta, quando em col6nia mais velhas. As formas
vegetativas sao retas largas, podendo ser grandes, isolados ou em cadeias. A forma e localizagdo dos
endosporos sdo Uteis para sua classificacao:

= podem ser cilindricos, ovais, redondos, e eventualmente com forma de feijdo
= posicao central, sub-terminal, terminal
= dilatando ou ndo a célula mae

Todos sdo moveis, exceto o B. anthracis e B. mycoides e a maioria é catalase positiva. Na presenca de
ion bicarbonato (HCOs -) e em anaerobiose ou CO, os B. anthracis, B. subtilis, B. licheniformis e B.
megaterium apresentam capsula polipeptidica.

Habitat e importancia clinica - Os Bacillus spp. encontram-se basicamente no solo, dgua, matéria
organica animal e vegetal nas condigdes mais variadas de temperatura, umidade, pH, etc. As duas
espécies mais importantes e que devem ser reconhecidas pelo laboratério de microbiologia sdo o B.
antrhacis e B. cereus.

Principais espécies de Bacillus relacionadas a infecgao

Espécie de Bacillus Quadro clinico Frequéncia de relatos
) - Antrhax cutaneo - Bastante frequente

Antrhacis . .

- Anthrax intestinal - Raro

- Anthrax pulmonar - Raro

- Necrose ou gangrena em partes moles - Bastante frequente
Cereus - Bacteremia e sepse - Frequente

- Intoxicagao alimentar - Muito frequente

- Infeccbes pulmonares, endocardite, meningite, - Frequente

osteomielite e endoftalmite

: - Infecgbes de partes moles, abscessos, - Frequente
Circulans bacteremia e sepse
) ; : - Bacteremia e sepse - Pouco frequente
Licheniformis . .
- Intoxicagao alimentar - Frequente
. - Intoxicagao alimentar - Muito frequente
Subtilis . . . .
- Bacteremia, sepse, endocardite e infecgoes - Raro

respiratorias

Bacillus cereus

Pode apresentar dois tipos de intoxicacdo:
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» Caracterizado por diarréia, dor abdominal, que aparecem 8 a 16 h apds a ingestdo do alimento
contaminado (carnes, vegetais, leite, molhos, massas, doces, bolos).

= Caracterizado por nauseas e vOmitos que aparecem 1 a 5 horas apds a ingestdo do alimento
contaminado, principalmente arroz, mas pode ser os mesmos alimentos acima.

Bacillus anthracis

Caracteristicas No passado era causa importante de mortalidade no gado, sendo os herbivoros altamente

gerais suscetiveis, sendo reduzida pela vacinagdo e melhores condigdes de higiene. O homem pode
adquirir a doenga em contato com animais doentes (trabalhadores area rural e veterinarios),
no manuseio industrial de ossos, 13, crina, e outros produtos animais e de forma eventual,
sendo a forma cutanea quase a totalidade dos casos, com raros episodios intestinais pela
ingestdo de carne contaminada. Potencial risco elevado na comunidade quando usado como
arma bioldgica.

Quadro clinico A forma cuténea ndo tratada pode ser fatal (menos de 20% dos casos), principalmente
quando a lesdo é proxima a cabega ou pescoco. As formas pulmonares e intestinais sdo mais
graves pela dificuldade de diagnoéstico. No local de inoculagdo da forma cutanea aparece apés
2 a 3 dias uma pequena mancha ou papula, seguida no dia seguinte de um anel de vesiculas
em torno da papula, que ulcera, seca, escurece formando uma escara caracteristica que
cresce, fica mais espessa e aderente aos planos profundos. O edema pode ser importante,
mas tem a caracteristica de ser indolor e sem pus.

A forma intestinal é semelhante a forma cutanea atingindo a mucosa com lesGes e
eventualmente gastroenterite.

No antraz pulmonar o esporo inalado é transportado pelos macréfagos do pulmé&o para o
sistema linfatico onde os esporos germinam e causam septicemia que é fatal. Atencdo ao fato
de que evolugdo nos casos fatais € inicialmente caracterizada por sintomas leves como
fadiga, mal-estar e febre baixa, ou as vezes até sem sintomas, quando repentinamente se
instala dispnéia, cianose, febre elevada, desorientagdo, faléncia circulatéria, choque, coma e
morte em poucas horas. Em geral a bacteremia é importante.

Coleta de Swab do exudato de lesGes podem ser Uteis; na escara, remover a crosta e colher material

material com swab ou com tubo capilar, usando luvas. Na forma intestinal, fezes podem ser colhidas.
Pds-mortem, sangue venoso ou de sangramento de mucosas (sangue ndo coagula) pode
evidenciar o bacilo na bacterioscopia. No antraz pulmonar a hemocultura é Gtil nos casos
graves, mas o material pulmonar oferece menor chance de isolamento.

Isolamento e Em casos clinicos os Bacillus estdo na forma vegetativa, mas em alimentos, produtos secos
Identificagdao de animais (ossos, crina, pelo) o Bacillus devera estar em forma esporulada e havera
necessidade de ativa-los a 62,5°C por 15 minutos (choque térmico).

Os Bacillus crescem com facilidade em meios pobres ou ricos. Dependendo do material (ex:
fezes) podera haver necessidade de usar meio seletivo com adigdo de polimixina
(100.000U/L). Colbnias grandes de cor creme crescem no agar sangue.

Diferencgas entre Bacillus spp. e Clostridium spp.

Bacillus spp. Clostridium spp.
- Endosporos em aerobiose - Endosporos em anaerobiose
- Catalase positivos - Catalase negativos

Diferengas entre B. cereus, B. anthracis e espécies relacionadas

Espécies Colonia no AS * Motilidade Hemolise Penicilina Citrato Lecitinase
B. cereus esverdeado claro + + resistente + +

B. anthracis branco acinzentado neg neg sem variavel fraco +
B. thurigiensis esverdeado claro + + resistente  variavel +

B. cereus subsp. rizoides / espalhando neg fraco + resistente + +
mycoides

* agar sangue de carneiro
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O B. antrhacis virulento pode ser testado para producdo de capsula semeando-se em agar nutriente
com 0,7% de bicarbonato de sédio em jarra com vela. O crescimento serd mucdide e a capsula podera
ser evidenciada com a tinta da china.

ACTINOMICETOS

Grupo de bactérias Gram positivo que apresentam como caracteristicas em comum a producdo de
filamentos ou hifas vegetativas, sendo que alguns também apresentam hifas aéreas, semelhangas de
composicdo de parede e padrdo de acidos graxos celulares.

Neste grupo serdo abordados os seguintes géneros:

=  Nocardia spp.
= Rhodococcus spp.
=  Streptomyces spp.

O género Oerskovia, embora apresente hifas vegetativas, € analisado juntamente com os
corineformes. Outros actinomicetos raros ou de menor importdncia clinica ndo considerados sdo:
Gordona spp., Tsukamurella spp., Actinomadura spp., Nocardiopsis spp.

Informagdes importantes sobre Actinomicetos

Para a adequada caracterizacdo dos Actinomicetos, que apresentam alguma semelhanca morfoldgica
com os fungos, é importante considerar:

= A origem do material, valorizando os abscessos.

* A quantidade de microrganismos isolados e correlacdo com a bacterioscopia do material.

* Possibilidade de contaminagdo com bactérias da mucosa oral.

* Pigmento da col6nia.

* Analise morfoldgica da bactéria pelo microcultivo em lamina idéntico ao utilizado na secgdo de

Micologia, empregando agar fuba sem dextrose a 25°C.

Identificacao presuntiva de actinomicetos

Género Micélio aéreo Conidio Metabolismo glicose
Nocardia + oxidativo
Rhodococcus neg neg oxidativo
Oerskovia neg neg fermentativo
Rhotia neg neg fermentativo

NOCARDIA SPP.

Caracteristicas Sé&o bacilos Gram positivo ramificados e filamentosos, aerdbios estritos, catalase positivo,
gerais iméveis, que se fragmenta em bacilos e cocos irregulares.

Produz hifas aéreas a medida que o cultivo envelhece. Existem 12 espécies sendo as mais
importantes N. asteroides e N. brasiliensis.

Importancia Esta associada ao solo e vegetais. As formas clinicas podem ser bem distintas: pulmonar

clinica (abscessos), extra-pulmonar localizada, sistémica, sistema nervoso central (abscessos),
partes moles e micetoma. E considerada uma bactéria oportunista, pois a maioria dos casos
ndo cutdneos e micetomas ocorrem em pacientes imunocomprometidos.

Coleta de Quando colhido o material por pungéo, biépsia ou mesmo swab da lesdo profunda, deve ser
material processado rapidamente; existe uma caracteristica do material descrita como granulos de
enxofre, especialmente nos micetomas.
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Isolamento e
Identificacao

Bacterioscopia
e Histologia

N&o é bactéria exigente, crescendo em agar sangue, agar chocolate, agar Sabouraud
dextrose, agar seletivo para Legionella e Lowenstein Jensen. Cresce entre 72h a 14 dias.
Com excecdo da N. asteroides, a maioria das nocardias apresentam beta-hemoélise em agar
sangue de carneiro. Crescem em meio de parafina (como fonte Unica de carbono),
juntamente com Rhodococcus e algumas micobactérias.

Em microcultivo é possivel visualizar as hifas ramificando-se em angulo reto, podendo
apresentar ramificagcbes secundarias, bem como hifas aéreas. Em cultura mais velhas em
agar tornam-se visiveis as hifas aéreas nas col6nias rugosas. As micobactérias de
crescimento rapido podem apresentar ramificagdes bem curtas em angulo agudo e sem
ramificagdes secundarias.

Uma caracteristica importante € a cor das coldnias em Sabourad dextrose agar ou mesmo
em outros meios:

- salmao ou laranja claro — N. asteroides
= laranja escuro - N. brasiliensis

A Nocardia brasiliensis é uréia positivo, citrato positivo e gelatina positiva.
A Nocardia asteroides é uréia positivo, citrato varidvel e gelatina negativa.

A bacterioscopia pode revelar bacilos irregulares com ramificacdes e parcialmente ou
fracamente alcool-acido resistentes pelo Ziehl ou coloragdo de Kinyoun. Cortes histoldgicos
corados pela hematoxilina-eosina caracterizam os granulos, mas ndo os filamentos da
bactéria. O Gram ou a coloragdo de metenamina prata de Gomori sdo Uteis.

RHODOCOCCUS SPP.

Caracteristicas
gerais

Coleta de
Material

Isolamento e
Identificagdao

O R. equi é uma bactéria oportunista, causando pneumonia em imunocomprometidos,
apresentando uma evolugdo lenta e granulomatosa, com infiltrados que evoluem para
cavitagdo. Pode causar também abscessos no sistema nervoso central, tecido subcutéaneo,
linfadenite, etc.

Diagndstico clinico diferencial deve ser feito com micobactérias, fungos, nocardia e
actinomyces. Hemoculturas com elevada frequéncia podem ser positivas.

Lavado bronco-alveolar (LBA), biépsias, hemocultura e mesmo escarro. Em material clinico o
Rhodococcus pode ser visualizado no interior de macrofagos e extra-celular, na forma de
cocos ou coco-bacilos. Em hemoculturas, LBA e escarro eventualmente pode ser observado
na forma filamentosa.

Em microcultivo o R. equi cresce de forma tipica como coco-bacilo ou bacilo em zig-zag. Em
Heart Infusion agar (HIA) cresce em 6 horas a 35°C como bacilo Gram positivo e em 24
horas apresenta-se cocodide. A forma de ramificagbes rudimentares a partir dos filamentos
pode ocorrer em culturas jovens em meio liquido.

Em HIA cresce entre 28 e 35°C, entre 2 a 4 dias, mas nao a 45°C. Pode crescer na forma de
col6nias rugosas (com hifas aéreas) ou lisas ou mucoides. Pode apresentar a cor coral ou
rosa palido que sdo mais freqlientes, mas pode ser amarela ou incolor.

A coloracgdo pelo Ziehl ou Kinyoun pode revelar a fraca alcool-acido resisténcia.

STREPTOMYCES SPP.

Caracteristicas
gerais

Isolamento e
Identificacao

Alguns milhares de espécies de Streptomyces ja foram caracterizados, sendo na quase
totalidade saprdfitas. O Streptomyces somaliensis é responsavel pelo micetoma de cabecga e
pescoco. Outras espécies foram identificadas em casos de pericardite cronica e infecgdes de
partes moles pds-traumaticas (S. griseus).

O abscesso pode revelar a presenca de granulos duros. O Gram vai revelar uma massa de
bacilos Gram positivo finos.

Ndo é fastidioso, cresce em Sabouraud dextrose melhor incubado a temperatura ambiente
entre 4 a 10 dias. Pode-se visualizar no microcultivo hifas finas e longas com ramificagdes,
hifas aéreas e conidios (via assexuada de propagacdo com forma arredondada).

Ndo é alcool-acido resistente, e apenas os conidios podem apresentar esta propriedade;
metaboliza a glicose por oxidacdo e cresce a 50°C. As col6nias sdo mais secas com, diferentes
pigmentos (creme, marron, preto, etc) e presenga ou ndo de hifas aéreas. Uma caracteristica
importante das colonias é o cheiro de terra molhada.
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7.

FASTIDIOSOS

INTRODUGCAO

CARACTERISTICAS GERAIS DOS FASTIDIOSOS

Este grupo heterogéneo de bactérias apresenta como caracteristica comum exigéncias especiais de
condicbes de cultivo, em relagdo as enterobactérias e a maioria dos ndo fermentadores. Estas
condigcbes variam para cada microrganismo, podendo ser a necessidade de CO,, crescimento lento
com a necessidade de até 30 dias de incubagdo (Brucella), adicdo de fatores especiais de crescimento,

etc.

Pontos-chave para classificagao

Sdo bactérias Gram negativas ou Gram labeis (coram-se de forma ténue pela safranina).
Muitos, mas ndo todos sdo coco-bacilos e oxidase positivos; ndo crescem em Mac Conkey.

Para teste de fermentacao de carboidratos exigem uma base mais rica como o CTA (vide capitulo
meios de cultura). O inéculo deve ser bem denso e muitas vezes é necessario a adicdo de 2 ou 3
gotas de soro de coelho ou cavalo para permitir o crescimento nos meios utilizados para provas
bioquimicos.

Exceto as Capnocytophaga spp. que crescem formando colOnias grandes e com aparéncia de véu
em torno da colGnia, os demais fastidiosos crescem lentamente e exigem 48 a 72 horas para as
colonias ficarem bem visiveis, embora diminutas.

Alguns destes potenciais patégenos estdo associados a sindromes clinicas bem definidas, embora
nao frequentes como a brucelose, tularemia, etc. E importante nestes casos obter informacdes
adicionais com o médico assistente ou o paciente/familiares para facilitar o processo de
identificagcdo microbioldgica.

Sempre valorizar isolados de hemocultura, principalmente se ocorrer em mais de uma amostra, ou
materiais de bom valor preditivo de infecgdo como o LCR, liquido pleural, pericardico, sinovial,
BAL, etc.

Cabe destacar que alguns fastidiosos podem positivar sistemas automatizados de hemoculturas e
a bacterioscopia pode ser aparentemente negativa tanto pelo pequeno tamanho da bactéria como
pela ma coloragdo pela safranina.

A topografia da fonte de isolamento € uma pista importante, pois diferentes espécies de Neisseria,
Haemophilus, Bordetella, Capnocytophaga, Actinobacillus, Eikenella, Kingella, Cardiobacterium
podem ser encontrados em pele e mucosas, a Gardnerella e Cardiobacterium no trato genital, etc.

Como a alguns exigem tratamento com drogas ndo habituais, € extremamente importante chegar
a definicdo de género ou encaminhar a Laboratério de Referéncia. Outro motivo relevante para a
correta identificagdo é a importéncia epidemioldgica que o agente possa ter em surtos ou mesmo
em casos isolados, como é o caso da brucelose, legionelose e Bordetella pertussis.

A Pasteurella spp. embora incluida neste grupo, cresce com facilidade em Agar Sangue, Agar
Chocolate, comportando-se no TSI como fermentador, mas ndo cresce em Mac Conkey . E oxidase
positiva.

Alguns dos fastidiosos estdo relacionados a contato com saliva, sangue, fezes, através de acidente
perfuro-cortante ou mordida de animais domésticos ou silvestres (Pasteurella, Bartonella,
Francisella e Brucella).

Destaca-se ainda a necessidade de precaugdes especiais no manuseio de alguns destes agentes
pelo potencial patogénico (Brucella e Francisella).

Com base na importéncia clinica e epidemioldgica, este grupo de bactérias sera dividido em dois
grupos:

Grupo A: maior interesse clinico e epidemiolégico
Grupo B: casos clinicos esporadicos / microbiota oral humana
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GRUPO A - MAIOR INTERESSE CLINICO E EPIDEMIOLOGICO

Bactéria Hospedeiro principal Via de transmissao

Bordetella pertussis Homem Secregdes de vias aéreas

/parapertussis

Bartonella spp. Gatos, humanos infectados, Mordida ou arranhdo de gato;
outros desconhecidos picada de piolho infectado

Brucella spp. Mamiferos domésticos Leite e derivados, carne, sangue,

secregdes de animais doentes

Francisella spp. Animais silvestres Picada de carrapato ou mosquito
infectado em zona endémica

Haemophilus spp. Homem Secregdes de vias aéreas
Legionella spp. Meio ambiente/agua Inalagdo de agua contaminada
Pasteurella spp. Animais domésticos/silvestres Mordida e secreces de animais

domésticos e silvestres

GRUPO B - CASOS CLINICOS ESPORADICOS

Bactéria Fonte

Actinobacillus actinomycetemcomitans Cavidade Oral humana
Cardiobacterium hominis Cavidade oral humana
Capnocytophaga spp. Cavidade oral humana
Chromobacterium violaceum Agua e solo

Eikenella corrodens Cavidade oral humana
Kingella spp. Cavidade oral humana
Streptobacillus spp. Boca de roedores

As caracteristicas deste grupo heterogeneo sao:

» Dificuldade ou auséncia de crescimento em meios ricos como Agar Sangue e Agar Chocolate.
» Exigéncia de incubagdo em diferentes tensGes de CO,.
» Dificuldade em caracteriza-los, pois exigem meios enriquecidos.

= Crescimento lento e pouca importancia clinica, talvez pela dificuldade do seu isolamento e
caracterizagdo.

= Os géneros Actinobacillus, Capnocytophaga e Eikenella tem em comum o fato de pertencerem a
microbiota da cavidade oral humana e estarem relacionados a doencgas gengivais e, a partir deste
foco, doengas sistémicas.

* Kingella e Cardiobacterium estdo associadas ao trato respiratdrio humano.

» Diferem deste grupo a Chromobacterium que € encontrada na natureza em agua e solo e
Streptobacillus na orofaringe e nasofaringe de camundongos selvagens e de laboratério.
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PRINCIPAIS FASTIDIOSOS E DIAGNOSTICO

Bactéria Material clinico Meio especifico Incubagdo
Bordetella pertussis Swab nasofaringe Meio de Bordet & Gengou 7 dias

Bartonella spp. Sangue, ganglios, bidpsias  Agar _chocolate, Agar sangue 5 a 15 dias

carneiro
Brucella spp. Sangue, aspirado de Rotina de hemocultura ou Até 30 dias
medula meio de Castafieda

Francisella spp. Ganglios, bidpsias Agar chocolate enriquecido 7 dias
Haemophilus spp. Sangue, LCR, etc. Agar chocolate de cavalo 48-72 h até 7 dias
Legionella spp. Secrecoes ou aspirados de  Meio especifico BCYE * 7 a 14 dias

trato respiratoério inferior

Pasteurella spp. Sangue, LCR, lesdes Agar sangue, Agar chocolate 24a72h

* 3gar extrato de levedura, carvdo, com pirofosfato férrico e alfa-cetoglutarato.

PRINCIPAIS PROVAS DIFERENCIAIS ENTRE OS FASTIDIOSOS

Bactérias Oxidase Catalase Motilidade Agar Sangue Agar Chocolate

Actinobacillus neg /+ fraco + neg + +
actinomycetemcomitans

Bartonella spp. neg neg variavel + +
Bordetella pertussis + variavel neg neg neg
Brucella spp. + + neg + +
Capnocytophaga spp. neg neg neg + +
Cardiobacterium hominis + neg neg + +
Chromobacterium spp. Vv + + + +
Eikenella corrodens + neg neg + +
Francisella tularensis neg + fraco neg neg +
Haemophylus influenzae + fraco + neg neg +
Kingella spp. + neg neg + +
Legionella spp. + fraco + fraco + fraco neg neg
Pasteurella spp. + + neg + +
Streptobacillus spp. neg neg neg
BARTONELLA

A classificacdo taxon6mica dos membros do género Bartonella ainda ndo é definitiva e agrupa as
espécies B. bacilliformis, B. quintana, B. henselea, B. elizabethae e Afipia felis.
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B. bacilliformis - é o agente etioldgico da verruga peruana (febre de Oroya), doenca restrita aos
Andes, caracterizada por profunda anemia, trombocitopenia, adenopatia, mialgia, delirio, coma e alta
mortalidade.

B quintana - é causa de doenga febril que atacou soldados na I Guerra Mundial, conhecida como
febre das trincheiras e relacionado a picada de piolhos e baixa higiene. Caracterizada por febre e
bacteremia com duragdo varidvel e ainda ndo bem conhecida. Casos associados a infeccdo por HIV
foram relatados.

B. henselea - pode apresentar quadro de bacteremia principalmente em imunossuprimidos bem
como relacionada a doenga da arranhadura do gato. O quadro de bacteremia caracteriza-se de forma
insidiosa por fadiga, dores no corpo, perda de peso e com febre progressiva. A doencga da arranhadura
do gato manifesta-se inicialmente com uma papula ou pustula cerca de uma semana no local de
contato com animal (gato ou cdo novo que arranha ou morde). Apds 1 a 7 semanas aparece
adenopatia regional e 1/3 dos pacientes apresentam febre e em 1/6 ocorre supuragdo do ganglio,
sendo que a maioria evolui sem outros sintomas. A cura espontdnea ocorre entre 2 a 4 meses. B.
quintanae e B. henselae podem causar quadro de angiomatose bacilar caracterizado por proliferacao
neovascular envolvendo pele, ganglios e figado. B. elizabethae ainda é pouco conhecida.

Afipia felis - foi considerada ha alguns anos como o agente etioldgico da doenga da arranhadura do
gato, que é hoje atribuida a B. henselae. Seu papel patogénico ndo esta bem esclarecido.

Isolamento As bartonellas podem ser isoladas de hemoculturas, lesGes cutdaneas bidpsias e ganglios.
O SPS (polianetol sulfonato) que é o anticoagulante usado nas hemoculturas é inibidor
das bartonellas, por sso deve-se usar outro anticoagulante.

Quando ha suspeita clinica, deve-se incubar por pelo menos sete dias, até 40 dias. Varios
meios enriquecidos podem permitir o crescimento das bartonellas. O caldo infusdao
coragao de preparo recente, com 5-10% de sangue desfibrinado de coelho ou cavalo sdo
adequados, como também o agar chocolate.

No Bactec pode crescer, mas ndo aciona o alarme de CO,. Exigem umidade a 35-37°C por
3 a 4 semanas. B. bacilliformis e Afipia fellis crescem melhor entre 25 a 30°C.

Identificacao Col6nias podem crescer rugosas ou lisas, de um mesmo material. Sdo bacilos Gram
negativos pequenos, as Vezes curvos.

As espécies quintana e henselae, que s3do mais isoladas, sdo caracterizados pelas
seguintes provas: catalase e oxidase negativas, motilidade em Iamina presente e que ndo
é devida a flagelos (ndo tem), mas a fimbrias, percebendo-se a agitacdo da célula. O
periodo de incubagdo é longo (> que sete dias) e a B. henselae é bem aderente ao meio.

Provas para diferenciacdo de espécies de Bartonella e de A. felis

Espécies Catalase Oxidase Uréia Flagelo Motilidade
B. baciliformis + neg neg + +
B. quitanae neg neg neg + *
B. henselae neg neg neg + *
B. elizabetae neg neg neg neg neg
A. felis + + + +

* Motilidade por fimbrias

BORDETELLA

Caracteristicas O género Bordetella compreende as espécies B. pertussis, responsavel pela coqueluche ou
gerais tosse comprida, e B. parapertussis, com quadro clinico semelhante a coqueluche, mas em
geral menos severo. Ambas sdo patdgenos exclusivos dos humanos. A B. bronchiseptica e B.
avium sdo bactérias comensais de mamiferos e aves, causando infeccées em cdes (tosse dos
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Importancia
clinica

Material
clinico e
Semeadura

Isolamento e
Identificacao

canis) e a B. avium rinotraqueite em perus. S&o patdgenos oportunistas para humanos que
entram em contato com estes animais. Foram classificadas mais recentemente para o género
bordetella as espécies holmesii e hinzii.

A Bordetella pertussis causa a coqueluche em criancas ndo vacinadas, com clinica bastante
caracteristica: Periodo prodromico, que inicia 5 a 10 dias apds a aquisicdo do agente, com
sintomas semelhantes a um resfriado ou gripe. Fase altamente contagiosa e com sintomas
inespecificos. Segue-se o periodo paroxistico com quadro de tosse convulsiva, persistente e
caracteristica seguida de inspiragdo ruidosa. Podem ser acompanhadas de cianose e vomito e
varias complicagdbes como convulsdes, insuficiéncia respiratoria, encefalopatia, infeccbes
secundarias, etc. A convalescenga ocorre cerca de quatro semanas apds inicio dos primeiros
sintomas.

Sdo adequados o swab ou aspirado de nasofaringe e semeadura imediata em meios
especificos e em agar sangue para afastar B. pertussis. Na atualidade ndo se justifica dispor
de meio de Bordet & Gengou ou outro, mas em caso de suspeita solicitar auxilio de
Laboratério de Referéncia. Para féormula de meios de cultura vide manuais de fabricantes de
meios de cultura. A prova de imunofluorescéncia deve ser utilizada em material de
nasofaringe juntamente com a cultura que é mais especifica.

Sé&o, cocobacilos Gram negativos pequenos e aerdbios estritos. A safranina deve ser corada
pelo Gram durante 2 minutos para melhorar a coloragao. Para B. pertussis e parapertussis os
Laboratorios de Referéncia devem dispor de identificacdo soroldgica para acelerar a
identificagao.

Provas diferenciais para espécies de Bordetella

Espécies Oxidase Motilidade Uréia Agar Sangue B & G ou Salmonella
e Chocolate Regan-Lowe -Shigella
B. pertussis * + neg neg neg + 3-6 dias neg
B. para pertussis neg neg + em 24h + + 2-3 dias neg
B. bronchiseptica + + + em 4h + + 1-2 dias +
B. avium + +2 neg + + 1-2 dias +
B. holmesii neg neg neg + + 1-2 dias +
B. hinzii + + variavel + + 1-2 dias +

1- necessita de meio especifico: Bordet & Gengou (infusdo de batata + glicerol + sangue de carneiro) ou Regan

Lowe.

2_ mais evidente a 25°C

BRUCELLA

A brucelose é uma doencga de sintomas vagos, que cursa de forma insidiosa com febre baixa, calafrios,
sudorese noturna, cefaléia, mialgia e artralgia. Pode ser acompanhada na forma cronica de alteragdes
hematoldgicas importantes como leucopenia, pancitopenia, trombocitopenia, anemia hemolitica, etc.

Importancia
clinica

Material
clinico e
Semeadura

Isolamento e
Identificagdao

Estéd associado a ingestdo de leite e derivados e carne de mamiferos, a veterinarios,
agougueiros ou trabalhadores rurais que manipulam carne e sangue destes animais e a
acidentes em laboratérios. A hemocultura exige tempo superior de 5-7 dias de incubacdo. E
importante a informagdo médica de suspeita clinica para orientar o laboratdrio na pesquisa e
caracterizagdo do agente.

Sangue, aspirado de medula, aspirado e bidpsia de ganglios, figado, baco, LCR, etc. A partir
do segundo dia de febre as hemoculturas podem ser positivas, ocorrendo também
hemoculturas positivas em pacientes afebris. Outro recurso utilizado para facilitar o
isolamento é o método de lise-centrifugagdo:

- Colher 5 a 10mL de sangue em tubo de 50mL com 1,5mL de citrato de sddio a 4%

- Adicionar cerca de 40mL de agua destilada estéril

- Centrifugar 2.000g por 30 minutos

- Transferir 0,5mL do sedimento para uma placa de agar sangue e semear. Pode-se fazer o
mesmo com LCR e aspirado de medula.

- Incubar 35°C em estufa entre 5 a 10% de CO, (com gerador de CO, ou estufa apropriada).

As brucellas crescem bem em &gar sangue, agar chocolate, Tripticase Soy Agar e Brucella
agar. O crescimento € visivel com 48 a 72 horas. Colonias sdo pequenas, brancas a creme, e
ao Gram visualizam-se coco-bacilos bem finos e pequenos. Sdo aerobios OF oxidativos,
crescem nos frascos de hemocultura, meio de Thayer Martin, agar sangue, agar chocolate,
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mas ndo no Mc Conkey.
Espécies mais importantes sdo:

- melitensis, abortus, suis e canis.

- Uréia positivos: B. suis (1 a 30 minutos), B. canis (1 a 30 minutos) e B. abortus (1 a 2 h)
no meio uréia de Christensen.

- H,S com tira de acetato positivo: B.abortus e de B.suis (biotipo 1).

- CO, para crescimento: biotipos de B. abortus e B. ovis.

Provas diferenciais entre coco-bacilos Gram negativos

Bactéria Oxidase Motilidade Uréia Agar Sangue Mac Conkey
Brucella spp. + neg + + neg
Bordetella bronchiseptica + + + + neg
Acinetobacter spp. neg neg variavel + +
Moraxella phenylpyruvica + neg + + +
Pasteurella spp. * + neg variavel + neg
Haemophilus influenzae + neg variavel neg neg

* cresce no TSI como fermentador acidificando apice e base sem gas.

Considerando que a Brucella é de dificil caracterizacdo em laboratério ndo especializado, encaminhar a
laboratério de referéncia para confirmacdo. Suspeitar quando houver quadro clinico sugestivo,
obtendo-se isolado de sangue ou medula, crescimento de coco-bacilos finos pouco corados, oxidase e
catalase positivas, que crescem lentamente em agar sangue ou chocolate. Soroaglutinacdo € util como
elemento da caracterizagao.

FRANCISELLA TULARENSIS

E um coco-bacilo pequeno, Gram negativo, imodvel e pleomodrfico, aerdbio estrito e capsulado.
Apresenta grande resisténcia no meio ambiente, sobrevivendo semanas em meios Umidos, carcacas
de animais, agua, lama, etc. Constitui o agente da tularemia, uma doenga de animais selvagens e com
varios vetores hematdfagos. E transmitida principalmente por carrapatos, mas também por
mosquitos.

Nos Estados Unidos prevalece o biovar A, mais grave, enquanto que no hemisfério sul prevalece o
biovar B que apresenta a forma clinica mais leve, sendo pouco diagnosticada principalmente por
desconhecimento do agente.

Fontes de Centenas de animais silvestres, incluindo alguns domésticos (incluindo cdes, gatos e

transmissao passaros), podem ser portadores deste agente. Cerca de uma dezena de diferentes insetos
servem de vetores. A transmissdo pode ocorrer também em contato direto com animais pela
mordida, sangue, carne contaminada e eventualmente agua e inalagdo de aerossois.

Quadro clinico E extremamente infectante, devendo ser manipulado em cabine de seguranca nivel 2 para
material clinico e nivel 3 para culturas positivas. Bastam 10 microrganismos injetados por via
subcutanea ou 25 inaladas para causar a doencga.

Logo apds a penetracdo do agente, em geral pela pele, aparecem sintomas semelhantes da
gripe: febre, tremores, cefaléia e dor generalizada. Apds periodo de incubagdo de 2 a 10 dias
forma-se uma Uulcera no local de penetracdo, que pode durar meses. Os ganglios regionais
aumentam e ocorre necrose. Se ocorrer invasdo sanguinea, o quadro de endotoxemia tipico
se manifesta. Estes casos sdo pouco frequentes e ocorrem quando ha grande inoculagdo ou
paciente é imunocomprometido. A mortalidade alcanga 60%, ocorrendo toxemia, cefaléia
intensa, febre elevada e continua, com delirios, prostracao e choque.

A forma Ulcero-ganglionar ocorre em cerca de 80% dos casos relatados. A Ulcera é endurada,
eritematosa, que ndo cicatriza. Outras formas relatadas sao oculo-ganglionar, em orofaringe,
ganglionar sem Uulcera, pleuropulmonar e gastrointestinal.
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Material Os materiais que oferecem maior chance de positividade sdo a partir de raspados de Ulceras,

clinico e biopsias e escarro. A Francisella cresce em agar chocolate suplementado com Isovitalex ®.

Semeadura Laboratério de Referéncia deve ser consultado sobre recursos disponiveis ou
encaminhamento de cepas suspeitas.

Isolamento e A bacterioscopia de material clinico de lesGes ou bidpsias raramente ajuda, pois o

Identificacao microrganismo € muito pequeno e cora mal pelo método de Gram. Este agente deve ser
lembrado sempre que houver doenca associada a picada de carrapato e formacgdo de Ulcera
com comprometimento ganglionar. Entretanto, o diagndstico microbioldgico é dificil, sendo
na maioria das vezes feito com base em testes de aglutinacdo em amostras pareadas
colhidas com intervalo de 2 a 3 semanas e congeladas a - 20°C.

HAEMOPHYLUS

Diferentes espécies pertencentes ao género Haemophilus podem ser encontradas como flora normal
da nasofaringe e orofaringe, chegando a 50% da populagdo, geralmente cepas ndo capsuladas,
embora também cepas do H. influenzae b possam apenas representar colonizagdo (rara nos adultos e
cerca de 5% nas criangas).

Para considerar o isolamento de Haemophilus é fundamental associar o papel patogénico ao da clinica.
Varias sdo as infecgdes causadas por H. influenzae, sendo H. influenzae do tipo b as cepas mais
virulentas. Entretanto a partir da década passada, com a disponibilidade de vacinacdo, houve uma
drastica reducao na importancia desta bactéria nas populacgdes vacinadas.

= Doengas causadas pelo H. influenzae b principalmente na infancia: Meningite, Epiglotite,
Pericardite, Pneumonia, Artrite séptica, Osteomielite, Celulite facial.

* Mais raramente: peritonite e infecgdo urindria em criangas menores que cinco anos.

= Doengas causadas por cepas ndo b e ndo tipaveis (em maiores de 9 anos e adultos associados a
doencga de base predisponente como neoplasia, AIDS, alcoolismo, DPOC, etc.): Traqueobronquite e
pneumonia, Bacteremia, Conjuntivite, Ootite (segunda causa depois do pneumococo), Sinusite.

HAEMOPHILUS APHROPHILUS

Microbiota do trato respiratdrio superior, especialmente em placas dentarias e sulco gengival;
endocardite e abscesso cerebral e mais raramente meningite, pneumonia e bacteremia estdo
associados a este agente, particularmente em pacientes com comprometimento imunoldgico. A
endocardite ndo esta necessariamente relacionada a lesdo valvular prévia, mas a associacdo com
embolia arterial é freqliente nestes casos. Existem relatos também de isolamento em otites, sinusites
e epiglotites, etc.

Crescem bem em agar chocolate no isolamento primario e em agar sangue de carneiro nos subcultivos
sem exigéncia de fatores X e V, mas as colonias sdo muito pequenas de cor amarelada, cheiro de cola
e necessitam de 48 a 72h para boa visualizagdo. Em caldo tem a caracteristica de aderir as paredes
do tubo, como o Actinobacillus actinomycetemcomitans. Nao crescem em Mac Conkey. Para todos os
hemdfilos fazer o teste da beta-lactamase para verificar a resisténcia a penicilina

HAEMOPHILUS DUCREY

Eo agente do cancro mole, sendo na atualidade raramente isolado, pela menor incidéncia da doenga,
da contaminacédo das lesdes com flora genital e pelo frequente uso prévio de antibidticos.

Colhido de Ulceras genitais removendo-se previamente a secrecao superficial ou lavando com salina
estéril e utilizando um swab. Recomenda-se semear imediatamente e fazer esfregaco a ser corado
pelo Gram. Em geral é de dificil cultivo.

Emprega-se agar chocolate de cavalo com base GC ou Mueller Hinton. A colocacdo de um disco de
vancomicina pode ajudar a inibir bactérias Gram positivas. Na bacterioscopia aparecem coco-bacilos
Gram labeis agrupados e em cadeias como cardumes.

ISOLAMENTO
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No isolamento primario no agar chocolate as coldonias costumam ser pequenas de cor beje claro, com
odor caracteristico. No agar sangue ocasionalmente pode-se detectar o crescimento em torno de
colonias de Staphylococcus aureus , que produz o fator V e é utilizada como prova alternativa a
utilizacdo dos discos e denominada prova do satelitismo.

IDENTIFICACAO DE ESPECIES DE HAEMOPHILUS

*= Anaerobio facultativo.
= N&o crescem no TSI e no OF-glicose.

= Melhor meio de cultura para haemophilus influenzae é o agar chocolate com sangue de cavalo. A
base GC usada para Neisserias é indicada, embora os hemofilos cresgam com outras bases como
Columbia e Mueller Hinton. Ha necessidade de umidade e CO, entre 3 a 5% para o H. influenzae e
H. aphrophilus. O agar chocolate suporta muito bem o crescimento dos haemophilus, mas para
outros fastidiosos recomenda-se adicionar suplemento de crescimento (vitox®, isovitalex ®).

= As diferentes espécies de haemdfilos podem dar reacdo de oxidase positiva fraca e demorada
(cerca de 25 a 20 segundos).

» Em amostras de LCR pode ser util a aglutinagdo com particulas de latex, mas a confirmagdo
bioquimica e soroldgica em laboratério de referéncia é necessaria.

= Antibiograma é realizado em meio padronizado HTM (vide cap. meios de cultura).

PRINCIPAIS PROVAS PARA DIFERENCIAR ALGUMAS ESPECIES DE HAEMOPHILUS

Espécies Fator Fator Hemolise * Uréia Indol GLI SAC LAC Catalase
X \"
H. influenzae + + neg variavel variavel neg neg neg +
H. haemolyticus + + + + variavel + neg neg +
H. parainfluenzae neg + neg variavel variavel + + neg variavel
H. ducrey + neg fraca neg neg neg neg neg neg
H. aphrophilus neg neg neg neg neg + + + neg
* Verificar hemdlise em agar sangue de cavalo GLI = glicose SAC = sacarose LAC = lactose

Obs.: Fermentacdo de agucares com base CTA e 1% de aclcar adicionado de fator X e V (vide cap. meios de
cultura); vide leitura de fatores X e V

Técnica para testar fatores X e V:

» Usar meio agar tripticase soja ou BHI agar.
» Discos comerciais impregnados com os fatores X=hemina/hematina e V=NAD ou coenzima I.
= Semear a bactéria como se fosse fazer um antibiograma e colocar os discos com pinga a uma
distancia de 1,5 cm um disco do outro. Flambar a pinga antes e apds a retirada de cada disco.
* Apds 24h de incubagdo em jarra com vela e umidade a 35°C, verificar crescimento préximo aos
discos:
Haemophilus influenzae: Crescimento entre os discos (exige X e V)

Haemophilus parainfluenzae Haemophilus ducrey
Exige fator X Exige fator v
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Prova do satelitismo

= Semear com swab uma suspensdo em salina cerca de 1 a 2 da escala Mac Farland no centro de
uma placa de agar sangue de carneiro.

= Semear em uma Unica estria um repique de S. aureus hemolitico (ATCC 23922).
= Incubar 18 a 24h em jarra com vela e umidade ou CO..
* Verificar crescimento de col6nias pequenas préoximas a zona de hemdlise do estafilococo.

* Encaminhar cepas isoladas de liquidos nobres (sangue, LCR, pleural, pericardico) a Laboratérios de
Referéncia para confirmacdo e sorotipagem.

LEGIONELLA

IMPORTANCIA CLINICA

Pneumonia com ou sem sepsis € a manifestagdo clinica mais importante, podendo ocorrer infecgdes de
partes moles e sinusite. Esta em geral associada a surtos cuja fonte é a agua contaminada com este
agente. Largamente distribuida na natureza em ambiente Umido e dagua potavel e ocasionalmente em
chuveiros. Esta associada a presenca de outras bactérias e amebas de vida livre na agua. A presenca
de bactérias do género Legionella em material clinico humano estd invariavelmente associada a
doenga clinica.

ESPECIES E MANIFESTACOES CLINICAS

Existem algumas dezenas de espécies de Legionella sendo a espécie mais importante a L.
pneumophila, sorogrupos 1 e 6. A doenca pode ser sub-clinica, forma ndo pulmonar, pneumonia e
doenga extra-pulmonar. A forma ndo pulmonar tem periodo de incubagdo curto (horas a dias), sendo
auto-limitada e sem evidéncias radioldgicas de comprometimento pulmonar.

Os sintomas sdo febre, mal-estar, mialgia e tosse. A pneumonia é a forma mais frequente de
manifestacdo da doenca, acompanhada dos mesmos sintomas acima descritos para a forma nao
pulmonar e em geral com tosse ndao produtiva. A doenca apresenta rapida progressao e nos casos
graves, a formagdo de abscessos sdo sugestivos da legionelose. Bacteremia é comum e o
comprometimento dos mais variados orgdos e tecidos ja foi descrito.

MATERIAIS RECOMENDADOS

= Escarro

= Aspirado traqueal e outros que neste caso especifico estdo indicados como Uteis

» Lavado/escovado bronco-alveolar.

= Bidpsia pulmonar ou outros tecidos e aqueles obtidos em autdpsia.

= LCR e outros liquidos de derrame.

* Urina (pesquisa de antigenos) — conservar a - 20°C.

= Para transporte: usar frasco estéril com agua destilada estéril, mas ndo salina que pode inibir o
cultivo. Sempre que possivel concentrar os materiais por centrifugagdo, evitando formar aerossadis.

RECURSOS DIAGNOSTICOS MAIS UTILIZADOS

Sensibilidade e especificidade de recursos diagnésticos para legionelose

Teste Sensibilidade Especificidade Observacao
Cultura 70% 100% Método de escolha
Aglutinagdo pelo latex 55-90% 85-99%

Imunofluorescéncia indireta 70-80% >95% Util com cultura ou fins

epidemioldgicos
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Cultura em meio Cresce em meio suplementado com extrato de levedura, I-cisteina, sais de ferro e alfa-

enriquecido cetoglutarato em meio denominado BCYEa ou BCYE, e seu crescimento é favorecido pela
incubacdo em 5% de CO,. Para materiais com microbiota, como para secrecdo traqueal e
escarro, acidificar o meio por 15 minutos a pH 2,0 com tampéao acido (0,2M HCl e 0,2M KCI)
e em seguida neutralizagdo a pH 7,0 com KOH 0,1N.

Cultura em meio Recomenda-se uso de meio seletivo, adicionando ao meio BCYE os antibidticos: polimixina B,
seletivo cefamandol e anisomicina ou vancomicina, polimixina B e anfotericina B. Col6nias azuladas
ou esverdeadas

Cultura em meio Adicionado de glicina, vancomicina, purpura de bromocresol e azul de bromotimol apresenta

diferencial BCYE as seguintes caracteristicas: L. pneumophila (branco esverdeado), L. micdadei (colonias azul
claro ou acinzentadas), outras legionelas (col6nias verde bem claro). Crescem bem no frasco
utilizado pelo BACTEC®.

IDENTIFICACAO

Sdo bacilos Gram negativos finos que se coram fracamente pela fucsina e safranina do Gram. Em
repiques tornam-se filamentosos.

PRoOvAS

= Aerobio estrito

= No primo isolamento a I-cysteina é imprescindivel.

= No meio BCYEa o crescimento pode ser observado a partir do 3 ao 5° dia a 35°C.

= Semear o material em agar sangue como controle, pois a Legionella ndo devera crescer.

= Aguardar 14 dias para descartar as culturas quando negativas.

CARACTERISTICAS DA L. PNEUMOPHILA

= oxidase positiva fraca = gelatinase positiva
= catalase positiva = hidrélise do hipurato positivo

* ndo sacarolitico (ndo oxida nem fermenta = sensivel a macrolideos, rifampicina, sulfatrim e
os acgucares) quinolonas

= motilidade positiva

A identificacdo com base em testes é dificil. O suspeita deve ser baseada na clinica, no aspecto da
colbnia, crescimento em meio BCYEa, dependéncia da I-cysteina, auséncia de crescimento em agar
sangue e agar chocolate ndo suplementados.

A imunofluorescéncia direta, com amostras clinicas utilizadas para cultura, é um método
complementar para diagnostico da legionelose. Encaminhar cepas suspeitas a Laboratério de
referéncia para confirmacao.

PASTEURELLA

A infeccdo pela Pasteurella constitui uma zoonose, pois se trata de bactéria microbiota de boca e trato
respiratério superior de mamiferos e aves. As diferentes espécies estdo associadas a infecgOes
humanas relacionadas a mordida dos animais descritos abaixo ou outros tipos de contato com sangue,
carne, carcaga, etc.

A P. multocida é a espécie mais comumente isolada em material clinico humano, em geral associada a
mordida ou arranhadura de caes e gatos. Caracteriza-se pela formacao de abscessos ou celulite e
eventualmente osteomielite. Infecgdes respiratorias podem ocorrer, incluindo pneumonia lobar, com
ou sem derrame e empiema. Em pacientes imunocomprometidos, com cirrose, neoplasias, podem
apresentar bacteremia e septicemia.
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Principais espécies de Pasteurella e doengas relacionadas

Bactéria Doencgas Relacionadas

P. multocida Microbiota do trato respiratério de mamiferos e aves (domésticos e silvestres,
encontrado na boca de cerca de 50% dos cdes e gatos).

Pode causar infeccGes em mamiferos e diarréia em aves.

P. pneumotropica Trato respiratério de roedores, cdes, gatos, etc
P. haemolytica Infecgdes pulmonares em bovinos, mastite em ovelhas, sepse em ovinos e caprinos.
P. aerogenes Microbiota do trato intestinal de suinos

P. dagmatis (n. sp1) Trato respiratério de cdes e gatos

DIAGNOSTICO DE ZOONOSES

Para facilitar o isolamento e identificacdo da Pasteurella é muito importante a descrigdo clinica, pois na
suspeita de zoonoses é importante lembrar de: brucelose, pasteurella, micobacterioses, tularemia,
leptospirose, yersiniose, etc.

Caracterizacdao microbiologica

= Coco-bacilo Gram negativo ou bacilos - podem ser capsulados

= Anaerobio facultativo (fermentador) - TSI acido/acido

= Oxidase positiva em colOnias isoladas em agar sangue ou agar chocolate
= (Catalase positiva

= Motilidade negativa

= Indol positivo

= Sacarose positiva

* Muitas espécies sdo ornitina positivas

Provas diferenciais das espécies de Pasteurella spp. de importancia clinica

Espécie * Hemolise Mac Conkey Indol Uréia Ornitina OF Glicose
P. multocida neg neg + neg + F sem gas
P. pneumotropica neg variavel + + + F gas
variavel
P. haemolitica + 72% variavel neg neg variavel F sem gas
P. aerogenes neg + neg + variavel F sem gas
P. dagmatis neg neg + + + F com gas

* Todas sdo oxidase positiva, catalase positiva e fermentadoras da glicose
Obs.: a P. multocida cresce bem em agar sangue de carneiro e agar chocolate, formando pequenas
col6nias acinzentadas. N&o cresce em agar Mac Conkey. Tem odor forte caracteristico e podem ser

diferenciadas entre si por poucas provas (vide tabela acima), mas dependendo do animal-fonte,
outras espécies menos frequentes podem estar envolvidas.

ACTINOBACILLUS

Sdo habitantes das mucosas do trato respiratorio e urinario de humanos e animais. As trés espécies
mais importantes sao: A. actinomycetemcomitans, A. urea e A. hominis.
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O primeiro esta relacionado doenca periodontal e particularmente a periodontite juvenil localizada,
bem como com endocardite e abscesso cerebral, oriundos da boca. A doencga periodontal esta
associada a endocardite pelos seguintes agentes:

= A. actinomycetemcomitans = E. corrodens
= Cardiobacterium hominis = Kingella spp.

As outras espécies de Actinobacillus sdo patdégenos oportunistas e causam raramente infecgdes do
trato respiratoério e bacteremia.

PRINCIPAIS CARACTERISTICAS PARA DIAGNOSTICO

Sdo coco-bacilos Gram negativos ou pequenos bacilos que crescem em aerobiose, umidade e 5 a 10%
de CO, ou anaerobiose em agar sangue e agar chocolate. Recomenda-se adicionar suplementos com
vitaminas e sangue lisado de carneiro ou cavalo ao &gar chocolate. As col6nias ficam bem visiveis com
48 a 72 h de incubacgdo, sdo brancas acinzentadas, com um pregueamento no centro, fortemente
aderentes ao meio e pegajosas no primo isolamento.

Principais caracteristicas das bactérias fastidiosas analisadas

Bactérias Caracteristicas Principais

Actinobacilus Cocobacilus a bacilos longos, anaerdbios facultativos, col6nias cinza,
aderentes ao meio, com centro da col6nia enrugado

Cardiobacterium Bacilos que podem apresentar formas semelhantes a gota d "agua

Eikenella Cocobacilos com extremidades arredondadas, cheiro de agua clorada,
col6nias podem corroer o meio

Kingella Pequenos cocobacilos

Capnocytophaga Fusiforme e curvo, colonias crescem espalhadas
Streptobacillus Filamentos longos

Chromobacterium Pode ter forte pigmento violeta, cresce em Mac Conkey

Provas diferenciais entre os principais fastidiosos

Bactérias Oxidase Catalase CO, Mac Uréia Indol Glic. TSI Motil.
Conkey
Actinobacilus * neg ou + + variavel neg neg + ac/ ac neg
+ fraco

Cardiobacterium + neg + neg neg + + ac/ ac neg
Eikenella + neg + neg neg neg neg alcalino neg
Kingella + neg + neg neg neg + alcalino neg
Capnocytophaga neg 2 neg ? + neg neg neg + n cresc. 3 neg
Streptobacillus neg neg + neg neg neg + n cresce neg
Chromobacterium variavel + neg + neg neg + alc / ac +

positivo ou neg = 80% ou mais das provas positivas ou negativas ac= acido alc = alcalino
1 - A. actinomycetemcomitans

2 - origem humana. As de origem animal sdo oxidade e catalase positivas.

3 - pode acidificar lentamente
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CAPNOCYTOPHAGA

As espécies de Capnocytophaga gingivalis, granulosa, haemolitica, ochracea e sputigena fazem parte
da microbiota da cavidade oral humana, enquanto outras espécies podem ser encontradas na boca de
animais domésticos. O isolamento de Capnocytophaga ocorre com maior freqliéncia em bacteremias
nos pacientes neutropénicos com mucosite, mas estdo também implicadas na doenca periodontal
juvenil (gengivalis e ochracea), periodontite em adultos (sputigena) e isoladas em placas dentais
supragengivais em adultos (granulosa e haemolytica). As doencas localizadas (ceratites, abscessos e
endoftalmites), bem como doencgas sistémicas (septicemia, endocardite, osteomielite, etc.) ocorrem
em pacientes imunocomprometidos ou nao.

MORFOLOGIA E CULTIVO

A morfologia da Capnocytophaga é bem caracteristica, facilitando a sua suspeita, pois lembra um
Fusobacterium aerotolerante. Tem as extremidades afiladas e o centro mais largo, podendo ser
encurvada e eventualmente cocéide.

Para cultivo, crescem melhores com 5 a 10% de CO, e em anaerobiose, o que pode confundir com o
anaerdbio estrito, se ndo for feita a prova de crescimento em aerobiose com CO,. Chama a atengdo o
fato de crescer melhor em agar sangue de carneiro que no agar chocolate sem suplemento de
vitaminas. Ndo crescem em Mac Conkey. O crescimento pode ocorrer com 24 a 72 h. A col6nia é chata
e sua borda é irregular; com maior incubagdo nota-se o espalhamento em torno da col6nia,
semelhante ao Proteus, mas em escala muito reduzida, cerca de 2 a 4 mm de didmetro. A espécie
haemolytica apresenta hemdlise discreta, e a espécie ochracea tem cheiro de améndoas.

IDENTIFICAGAO

Capnocytophaga de origem humana sdo oxidase e catalase negativas, produzem acido a partir da
glicose em caldo enriquecido com soro de coelho e indculo denso. Motilidade negativa; indol negativo;
lisina, ornitina e arginina negativas. A maioria é esculina positiva (gengivalis é varidvel e granulosa
negativa). A diferenciagdo das espécies é dificil. As amostras de origem animal (C. canimorsus e
cynodegmi) sao oxidase, catalase e arginina positivas.

EIKENELLA

Também ¢é bactéria da microbiota da cavidade oral humana e atribuinegse participacdo em infecgdes
periodontais, sendo encontrada na placa bacteriana subgengival em adultos com periodontite. Isolada
em material de trato respiratdrio inferior, abscessos de partes moles, sangue e fluidos estéreis
infectados em casos de infecgGes pleuronegpulmonares, infeccdes posnegcirdrgicas de parede, artrite,
meningite, endocardite e septicemia.

CULTIVO, BACTERIOSCOPIA E IDENTIFICAGAO

E anaerdbio facultativo, mas cresce melhor com 5% de CO,, em agar sangue e chocolate, mas ndo em
Mac Conkey. O crescimento é lento, necessitando de 2 a 4 dias para boa visualizacdo das colonias. Em
cerca da metade das cepas pode-se observar a corrosdao do agar, que é sua caracteristica marcante.
Produz um pigmento amarelo claro e tem odor de hipoclorito no agar sangue e agar chocolate.

Na bacterioscopia sdao observados bacilos delgados ou coco-bacilos gram negativos com extremidades
arredondadas. E, bioquimicamente, caracteriza-se por ser oxidase positiva, catalase negativa,
motilidade negativa e ornitina positiva; provas negativas de utilizacdo de carboidratos, uréia, indol e
esculina.

KINGELLA

Espécies de Kingella fazem parte do trato respiratorio e genito-urinario humanos. K. kingae é a
espécie mais importante e é um patdgeno oportunista responsavel por casos graves de endocardite,
osteomielite, septicemia, com provavel porta de entrada em lesGes da mucosa da orofaringe. A
doenca valvular pode estar ou ndo associada a doenca cardiaca prévia. A osteomielite ocorre com
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maior frequéncia em criancas menores de 5 anos. Os quadros sépticos podem ser semelhantes a
doenga meningocdcica.

CULTIVO, BACTERIOSCOPIA E IDENTIFICAGAO

A K. kingae cresce em agar sangue e agar chocolate com 5% de CO,, apds pelo menos 48 h de
incubacdao, mas ndo em Mac Conkey. Tem como caracteristica ser beta-hemolitica no agar sangue de
carneiro, mas sem hemodlise intensa. Pode crescer numa mesma placa de isolamento como coldnias
lisas e convexas ou fazendo corrosdo, ou colonias espalhadas como se fossem moéveis.

Sao coco-bacilos que ocorrem aos pares ou cadeias curtas, podendo ser confundida com Neisseria
spp. e, bioquimicamente, sdo oxidase positiva, motilidade e catalase negativas, e acidificam a glicose
lentamente.

Provas diferenciais entre os fastidiosos oxidase positivas e catalase negativas:
Fastidiosos oxidase positivas e catalase, uréia e esculina negativas

Bactérias Hemodlise Indol Ornitina Glicose
C. hominis neg + neg +
E. corrodens neg neg + neg
K. kingae + neg neg +

CARDIOBACTERIUM HOMINIS

Cardiobacterium é flora do trato respiratério humano e ocasionalmente do trato urogenital. Esta
associado quase exclusivamente a quadros de endocardite, precedidos de manipulacdo dentaria.

CULTIVO, BACTERIOSCOPIA E IDENTIFICAGAO

Cresce em 3 a 5 dias em hemoculturas, mas ndo causa alteragdes no meio (turvacdo, hemdlise,
pelicula, grumos, etc.). Cresce em 3 a 5 dias em 5 a 7% de CO,, em agar sangue e agar chocolate,
mas ndo em Mac Conkey. As coldnias sdo branco-amareladas e podem manifestar um pequeno
espraiamento da col6nia simulando motilidade no agar como o Proteus e eventualmente a corrosdo do
agar.

Sao bacilos Gram negativos, podendo apresentar pleomorfismo com extremidades dilatadas como
bulbos que podem reter corante violeta e com arranjos caracteristicos em agrupamentos de rosetas e
formas isoladas como gota d’dgua ou alteres. Deve-se observar estas caracteristicas para né&o
confundir com bacilos Gram positivos.

Uma prova fundamental é a producdo de indol, que deve ser feita em caldo triptona, com indculo
denso, incubacdo de 48 h, e extragao com xilol e uso do reagente de Ehrlich.

CHROMOBACTERIUM VIOLACEUM

Encontrada na natureza no solo e na agua, a infeccdo em geral esta relacionada a lesGes cutaneas
com estes elementos. Lesdes localizadas ou formas septicémicas graves com multiplos abscessos tém
sido esporadicamente relatadas. Mais raramente diarréia e infecgdo urinaria.

CULTIVO E BACTERIOSCOPIA

Bacilo Gram negativo anaerdbio facultativo, reto ou ligeiramente curvo, com extremidades
arredondadas, isolados ou em arranjos aos pares ou em cadeias curtas.

Diferente da maioria dos fastidiosos, cresce além do agar sangue e chocolate, também em Mac

Conkey. Caracteristica de colonia convexa, lisa e de cor violeta forte, embora algumas variantes sem
cor possam ocorrer. Algumas cepas podem ser levemente hemoliticas no agar sangue.
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STREPTOBACILLUS MONILIFORMIS

Encontrado na nasofaringe e orofaringe de ratos, camundongos e outros roedores domésticos como a
cobaia. As infecgOes estao relacionadas a mordida destes roedores ou ingestdao de leite ou alimentos
contaminados. A febre por mordedura do rato apresenta quadro clinico bem definido com periodo de
incubacdo de cerca de 10 dias, inicio abrupto com febre elevada, tremores, cefaléia intensa, voOmitos e
artralgia migratoria.

Rash semelhante ao sarampo com erupgées maculopapulares podendo ser pustulosa, com petéquias
ou purpuras nas extremidades, incluindo regido palmar e plantar. Complicagdes graves podem ocorrer
como endocardite, pericardite, septicemia, abscesso cerebral, etc. Sem tratamento pode evoluir
favoravelmente em 2 semanas ou pode se tornar crbnica; a mortalidade chega a 10%.

CULTIVO, BACTERIOSCOPIA E IDENTIFICAGAO

E um bacilo Gram negativo muito pleomorfico, podendo ter em culturas mais velhas de 1 a 150 ym de
comprimento (habitualmente bactérias tem de 1 a 3 um), com eventuais dilatagdes como um colar de
pérolas, sem apresentar ramificacbes, quebrando em formas coco-bacilares. Em culturas jovens pode
ter morfologia mais uniforme. O isolamento é feito de hemocultura, aspirado de derrames (devem ser
centrifugados para concentra-los) e abscessos.

Meios de cultivo

»= Colher sangue para hemocultura com citrato. Ndo se deve usar hemoculturas com SPS que é
inibidor do S. moniliformis.

= Cultivar em meio bifasico TSA/TSB ou agar infusdo coracao ou caldo infusdo coracao,
suplementados com 10% de soro de cavalo ou 15% de soro de coelho, e 0,5% de extrato de
levedura.

= Incubar em jarra de anaerobiose ou 10% CO, a 35-36°C e umidade.

Apds cerca de trés dias crescem col6nias cinzas de 1-2 mm de didmetro, consisténcia butirosa
podendo surgir col6nias variantes com aparéncia de ovo frito como micoplasmas. Em caldo de cultura
crescem em 2 a 3 dias com aparéncia de bolas de pélo.

As provas bioquimicas exigem a adicdo de soro de cavalo ou coelho para suportar o crescimento. Sao
oxidase, catalase, indol e uréia negativos; e positivos para esculina, H2S com a prova da tira de
acetato de chumbo e hidrdlise da arginina. Acidificam lentamente a glicose em base CTA com 0,5% de
soro de cavalo.
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8. BACTERIAS ANAEROBIAS ESTRITAS

INTRODUGCAO

Existe um grupo de bactérias, que produz patologia no ser humano, e que ndo tem capacidade de
multiplicar-se em presenca do oxigénio atmosférico. E mais, para muitas espécies destas bactérias o
oxigénio € deletério. Estas bactérias sdo chamadas de anaerodbios estritos, para diferenciar dos
chamados anaerdbios facultativos, que tém a capacidade de desenvolver seus processos metabdlicos,
tanto em presenga como na auséncia do oxigénio. A maior parte das bactérias patogénicas do ser
humano sdo anaerdbios facultativos e as familias Micrococaceae, Streptococaceae,
Corynebacteriaceae, Enterobacteriaceae, sao exemplos destes microrganismos.

Os anaerobios estritos estdo constituidos por numerosas familias, géneros e espécies com caracteres
morfoldgicos como H,0, que se formam em presenca de oxigénio e que podem ser toxicos,
bioquimicos e antigénicos muito diferentes. Sdo estudados em capitulo separado porque a
metodologia para seu isolamento e identificacdo laboratorial é prépria deste grupo, e porque
produzem alguns tipos especiais de processos patoldgicos no ser humano.

Existem varias teorias que tentam explicar esta susceptibilidade dos anaerdbios estritos ao oxigénio.
Entre elas, as seguintes:

» Oxigénio seria um toéxico direto para a bactéria anaerdbia.

» As bactérias anaerobias estritas ndo tém a enzima catalase que impede a formacdo de grandes
quantidades de peroxidos.

= Oxigénio altera enzimas bacterianas importantes no metabolismo (oxida, por exemplo, enzimas
que contém sh).

= As bactérias anaerobias estritas ndo possuem a enzima superdxido dismutase, capaz de
transformar o radical, o que é altamente toxico para a bactéria.

Existem varios argumentos a favor ou contra estas teorias. Provavelmente mais de um destes fatores
seja importante para explicar a acao deletéria do oxigénio nestas bactérias.

Esta labilidade dos anaerdbios estritos ao oxigénio explica a dificuldade existente nos laboratérios para
seu isolamento e estudo. Por este motivo também, boa parte das infeccbes provocadas por estes
microrganismos ndo eram diagnosticadas até a década de 1970, quando foram desenvolvidos
procedimentos praticos de laboratorios para criar atmosferas de anaerobiose. Assim, as infecgOes
provocadas pelos microrganismos mais resistentes dentro deste grupo, os esporulados do género
Clostridium, eram diagnosticadas com maior freqliéncia. Hoje sabemos que as infeccdes por
Clostridium sdo menos freqlientes que as infeccGes provocadas por outros géneros de bactérias
anaerdbias.

Um fato que também merece ser destacado, para explicar a frequéncia com que estas bactérias
provocam infeccdo, € que os anaerdbios estritos sdo habitantes normais do organismo humano,
ultrapassando em nimero os aerdbios e anaerodbios facultativos. Assim, os anaerdbios estritos estdo
em proporcdes 5 a 1000 vezes maiores que os anaerdbios facultativos na microbiota normal do tubo
digestivo, pele, trato respiratério superior e genital feminino.

Quando existem fatores predisponentes estas bactérias provocam processos patoldgicos em diferentes
o0rgdos e sistemas. Por este motivo, a maior parte das infecgbes provocadas pelas bactérias
anaerdbias estritas sdo infecgdes chamadas enddgenas. E a prdpria microbiota bacteriana do doente
que em determinado momento provoca o processo infeccioso, sendo este tipo de infecgdo pouco ou
nao contagioso. As infecgdes provocadas pelo género Clostridium sdo fundamentalmente adquiridas a
partir do meio ambiente externo e por este motivo sdo chamadas de infecgées exdgenas.

Nas mucosas, onde os anaerdbios estritos formam parte da flora normal, existem condicGes locais de
anaerobiose. Estas condicdes sdo provocadas por compostos orgénicos, enzimas, restos celulares e
bactérias anaerdbias facultativas que baixam o potencial redox nestes locais. Neste sentido devemos
assinalar que estas bactérias toleram pequenas quantidades de oxigénio. As mais estritas crescem em
atmosferas com 0,5% de oxigénio, muitas crescem em atmosferas ao redor de 3% e algumas podem
crescer ainda em concentragoes de até 8% de oxigénio.
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Como as bactérias anaerdbias facultativas e aerdbias favorecem a mutiplicacdo dos anaerdbios, por
consumirem o oxigénio existente no local e talvez por produzirem alguns fatores de crescimento como
substancias secundarias do seu metabolismo, a maior parte das infeccbes por bactérias anaerdbias
estritas sdo infecgbes mistas. Assim, sdo freqlientes as infecgdes conjuntas com Enterobactérias,
Pseudomonas e Staphylococcus aureus.

Alguns aspectos clinicos fazem suspeitar uma infeccdo com envolvimento de bactérias anaerdbias,
sendo os principais estes abaixo relacionados:

= Secrecao fétida

» Infecgdo nas proximidades de superficie mucosa

*» Tecido necroético

* Presenca de gas em tecidos ou secregdes

*  Tromboflebite séptica

= Coloracdao negra em secrecao com sangue

= Infecgdo decorrente de mordida humana ou de animal

= Presenca de granulos de enxofre nas secrecbes

= Terapéutica prévia com aminoglicosideos

= Gangrena gasosa

Uma lesdo com aspecto de um micetoma e a observagdo de granulos de enxofre no pus obtido sdo
caracteristica de uma infeccdo por Actinomyces. A infeccdo por anaerdbios secundaria a uma mordida
de animal ou do ser humano é explicada pela existéncia de um grande nimero destas bactérias na

cavidade oral destes hospedeiros. Associados a estes elementos clinicos, existem alguns outros,
laboratoriais, que sedimentam ainda mais a suspeita de uma infecgdo por anaerdbios estritos:

» QOcorréncia de formas pleomorficas na coloragao de Gram (como regra geral, os anaerdbios sdo
mais pleomorficos que os aerdbios e anaerodbios facultativos).

= Observagdo no material, de bacilos gram positivos esporulados que fazem pensar em Clostridium.

*= Presenca de bactérias no Gram direto, que ndo crescem nos meios mantidos em atmosferas de
aerobiose.

= Crescimento de bactérias somente na parte inferior de tubos com meios de cultura liquido ou
semi-sélido.

FATORES PREDISPONENTES

Uma variedade de condicOes predispde um individuo a desenvolver infeccdo por anaerdbios. Podemos
generalizar dizendo que todos os fatores que fazem diminuir a quantidade de oxigénio nos tecidos, e,
portanto, o potencial de oxi-redugdo dos mesmos, favorecem a infecgao por anaerdbios estritos. Entre
estes fatores podemos assinalar como mais frequentes os seguintes:

*= Diminuigdo do fluxo sangtineo.

*= Presenca de areas necroticas.

= Corpos estranhos.

= Acumulo de sais enddgenos (por exemplo, pontos de calcificagdo).

= Infecgdo por bactérias aerdbias ou anaerdbias facultativas.

*= Manipulagdes cirurgicas.

=  Esterilizacdo intestinal pré-operatdria.

= Tumores, processos organicos ou Caseosos.

Um baixo potencial de oxi-redugdo facilita o crescimento de bactérias anaerdbias e a causa clinica

mais comum de diminuicdo do potencial redox é a andxia dos tecidos resultante de lesdo vascular,
compressdo, hipotermia, choque, edema e outras condigdes levando a ma perfusdo.

Quanto as doencas sistémicas ou condicdes gerais como corticoterapia, terapéutica de tumores,
leucopenia, hipergamaglobulinemia, colagenoses, diabetes, esplenectomias, embora relacionadas
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como predisponentes, ndo ha evidéncia concreta de que realmente estejam associadas a maior
incidéncia de infecgdo por anaerobios.

COLETA DE MATERIAL

As amostras devem ser colhidas de forma que ndo entrem em contato com oxigénio e ndo se
contaminem com bactérias anaerdbias da flora normal. Por este motivo devem ser aspiradas com
seringa, da qual é eliminado o ar imediatamente apds a obtencdo da amostra.

O material ndo pode ser colhido com zaragatoa (swab). Para evitar a contaminacdo pelos anaerdbios
da flora normal, ndo devem ser semeados escarro, secrecdo faringea ou nasal, secregdes vaginais,
fezes ou material de colostomia, pois estes materiais sempre tém bactérias anaerdbias. Idealmente,
as bactérias anaerdbias estritas sdo pesquisadas em liquidos aspirados de cavidades fechadas,
material obtido por aspiracdo profunda de feridas, puncdo de traquéia ou pulmonar e sangue para
hemocultura.

Em resumo, serve qualquer material que ndo esteja normalmente contaminado com as bactérias
anaerdbias da flora normal.

TRANSPORTE DO MATERIAL

O transporte pode ser feito com a mesma seringa com que foi colhido o material. Obviamente que
este transporte deve ser o mais rapido possivel. O melhor é que a mesmo profissional que colheu leve
imediatamente a seringa ao laboratério.

Também pode ser empregado, com este fim, um vidro do tipo de penicilina, que contém meio de
tioglicolato de sédio (=7 ml). O tioglicolato € um sal redutor, de forma que no interior do meio
existem condicGes de anaerobiose. A este meio liquido pode acrescentar uma pequena quantidade de
agar (0,5%) para transforma-lo em um meio mais espesso, o que dificulta a difusdo de oxigénio. O
meio tem um indicador de oxigenagdo que é a rezarsurina, de modo que se por algum motivo existe
oxigenagdo do mesmo, o indicador adquire cor rosa.

O material aspirado é inoculado no interior do meio de cultura, através da tampa de borracha.
Especial cuidado deve ter-se para ndo agitar o meio, antes e depois da inoculagdo, para evitar sua
oxigenagao.

As amostras colhidas neste meio podem ser encaminhadas ao laboratério varias horas apds sua
inoculagdo (até 24 horas).

PROCESSAMENTO DO MATERIAL

Sempre é feita uma coloracdo de Gram e de esporos, quando necessario, da amostra recebida, o que
pode orientar o clinico para o diagnostico e a terapéutica precoce. Por exemplo, a observagdo num
processo com aspecto de gangrena gasosa de bacilos gram positivos, grandes esporulados, é quase
confirmacdo do diagnéstico de Clostridium e de gangrena gasosa.

A existéncia de poucas ou muitas bactérias na amostra permite orientar o bacteriologista se ele deve
enriquecer previamente a amostra em um caldo ou fazer diretamente a semeadura em placa. Quando
o material vem numa seringa, a semeadura é feita em tioglicolato e em placa. Quando o material ja
vem no meio de tioglicolato, é feita, a partir deste, a semeadura em placa, e incubados ambos os
meios.

PRODUCAO DE ANAEROBIOSE

Existem varios procedimentos para conseguir no laboratério uma atmosfera de anaerobiose adequada
a multiplicacdo das bactérias anaerdbias produtoras de patologia no ser humano. Por exemplo:

* Uso de tubos com meios sdlidos pré-reduzidos.
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» Camaras anaerdbias (glove box), nas quais o manipulador introduz somente as maos, sendo o ar
eliminado, colocando-se uma mistura de gazes (H,, CO,, N,); nestas cdmaras existem todos os
elementos necessarios para o trabalho bacterioldgico, incluindo estufas de incubagéo.

» Sistema mais empregado € o sistema das jarras de anaerobiose com geradores quimicos que
permitem obter uma atmosfera adequada para a multiplicacdo destas bactérias. Existem diversos
tipos de geradores. Os mais utilizados sdo os que provocam um consumo do oxigénio com
substancias redutoras como ferro reduzido ou &cido ascorbico.

Dentro da jarra é colocado, além dos geradores quimicos, uma fita de papel filtro
impregnada de azul de metileno, que é um indicador de anaerobiose. Quando a atmosfera
do interior da jarra tem condicdes adequadas de anaerobiose, o azul de metileno altera
para uma cor branca.

Numa jarra de tamanho médio 2,5 litros, coloca-se aproximadamente 10 placas e muitos
tubos. Com estes sistemas o contelido de O, da jarra cai a 0.4%, em aproximadamente 1
hora e meia, de forma que as condigbes anaerdbias estdo presentes bem antes da
transformacao do azul de metileno, que acontece por volta de 4-6 horas.

Observar uma jarra com placas semeadas, um gerador de anaerobiose sobre a ultima
placa, e o indicador de anaerobiose reduzido de cor branca. Comparar esta cor com a cor
azul do indicador nos geradores localizados fora da jarra em sua parte inferior.

Os métodos citados acima ddo resultados semelhantes quanto a eficicia do isolamento de bactérias
anaerdbias em amostras clinicas, porém, o sistema das jarras é o mais pratico e menos complicado.

SEMEADURA EM PLACA

As amostras sdo semeadas em trés placas de agar sangue preparadas com agar Brucella, adicionadas
com 10% de sangue de carneiro. Uma das placas € incubada a 37°C em atmosfera aerdbia, e uma
segunda é incubada a 37°C em uma atmosfera com 5% de CO, para bactérias microaerdfilas. Para
este fim colocamos a placa em uma jarra com um gerador de CO,, produzindo aproximadamente 5%
de CO,. A terceira placa é a que se inocula em atmosfera de anaerobiose. O meio de cultura desta
terceira placa é enriquecido com hemina (5mg/ml), vitamina K (10 mg/ml) e extrato de levedura
(0,5%). Neste meio acrescenta-se também um antibidtico aminoglicosideo (geralmente amicacina,
100 mcg/ml).

A adicdao do antibidtico cria um meio seletivo porque os anaerodbios estritos sdo resistentes a estes
antimicrobianos e a maior parte das cepas de aerdbios e anaerdbios facultativos é sensivel. Como a
maior parte das infeccdes provocadas pelos anaerdbios estritos sdo infeccbes mistas, este meio
seletivo ajuda o isolamento bacteriano. N&o se justifica o uso de mais uma placa sem antibiotico
porgque aumentam os custos sem aumentar o isolamento de anaerdbios.

Estas placas sao incubadas dentro da jarra a 37°C de temperatura durante 48 horas. Quando se
suspeita, pelo quadro clinico ou pela coloracdo de Gram da amostra, que estamos em presenga de
uma infeccdo por Clostridium, que sdo de crescimento mais rapido, as jarras podem ser abertas apds
18 a 24 horas de incubacao.

Por outro lado, bactérias de crescimento mais lento, como os actinomices, podem demorar sete dias
ou mais para formar coldnias visiveis.

IDENTIFICACAO BACTERIANA

COMPROVAGAO DE ANAEROBIOSE ESTRITA

Apds a incubagdo, as placas sdo examinadas e agora o passo mais importante € a comprovagdo de
que as bactérias desenvolvidas nas placas de anaerobiose sdo anaerdbios estritos.

Para este fim, sdo feitas coloragbes de Gram, de todos os diferentes tipos de col6nias observadas nas

trés placas e comparada a morfologia bacteriana. Ao mesmo tempo, semea-se as diversas bactérias
obtidas, novamente em anaerobiose e aerobiose.
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S6 é feito o diagndstico de anaerdbio estrito quando, apds 24 a 48 horas da nova incubacdo, a
bactéria apenas crescer na placa de anaerobiose. O Gram das colbnias ja orienta para uma
identificagdo preliminar do grupo de anaerdbio isolado.

Agrupamento das bactérias anaerdbias estritas, de importancia em patologia humana de
acordo com sua morfologia na coloragcdao de Gram

Cocos Gram Staphylococcus Cocos Gram Veillonella
positivos Peptostreptococcus negativos Acidaminococcus
Streptococcus Megasphaera
Bacilos Gram Propionibacterium Bacilos Gram Clostridium
positivos Bifidobacterium positivos
nao esporulados | Actinomyces esporulados
Eubacterium
Lactobacillus
Bacilos Gram Bacterdides
negativos Fusobacterium
Prevotella
Porphyromonas

IDENTIFICAGAO BACTERIANA PRESUNTIVA

Das colbnias de anaerdbios estritos, deve ser feita coloracdo de Gram. Ja nesta etapa o laboratorio
presta uma grande ajuda ao clinico, informando que o paciente tem uma infeccdo por uma bactéria
anaerdbia estrita que pertence a determinado grupo morfoldgico.

O diagndstico de género e espécie é feito utilizando:

* Provas bioquimicas: utilizacdo de aglcares, producdo de indol, reducdo de nitratos, urease,
crescimento em presenca de bile, liquefacdo da gelatina, hidrolise de esculina etc.

= Producgdo de pigmentos

=  Hemolise

= Aprofundamento no agar

= Susceptibilidade a antimicrobianos

* Formacdo de acidos detectados por cromatografia liquida

= Inoculagdo experimental

= Sorologia

As seguintes consideracGes praticas sdo Uteis para a orientacdo do clinico para uma conduta
adequada, sem a necessidade de aparelhos ou metodologias caras por parte do laboratoério:

* Na presenca de cocos Gram positivos, o laboratério deve fazer o diagndstico presuntivo de
Peptostreptococcus que sdo os mais freqlentemente isolados neste grupo morfoldgico.

» Diagnéstico diferencial com Streptococcus e Staphylococcus anaerdbios como das espécies de
Peptostreptococcus deve ser feita com ajuda da cromatografia para detectar a producdao de
diferentes acidos graxos.

= Na presenca de cocos Gram negativos, o laboratério deve fazer o diagndstico presuntivo de
Veillonella, género mais freqliente neste grupo. Para o diagndstico diferencial com os outros
géneros de cocos Gram negativos também é recomendada a cromatografia liquida, para pesquisar
acidos graxos.

* Na presenga de bacilos Gram positivos esporulados, o laboratério deve fazer o diagndstico de
Clostridium.

* Na duvida no diagndstico de bacilo esporulado, recomenda-se o tratamento com alcool etilico a
95%, durante 1 hora a temperatura ambiente e ressemeadura posterior. Além disso, a suspenséao
bacteriana pode ser aquecida a 80°C durante 10 minutos, esfriada e feita resemeadura. Apds um
ou outro destes procedimentos, s6 sobrevivem bactérias esporuladas.

*» Se o Clostridium produzir um duplo halo de hemdlise pode ser feito o diagndstico presuntivo de
Clostridium perfringens. Esta espécie é a mais freqlentemente isolada dentro deste grupo
bacteriano.
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Para o diagnostico diferencial das outras espécies de Clostridium devem ser feitas provas
bioquimicas como hidrdlise da gelatina, fermentacdo da glicose, lecitinase, lipase, produgdo de
indol, uréia, nitratos, e motilidade.

Na presenca de bacilos Gram positivos ndo esporulados recomendamos fazer a prova de catalase,
reducdo de nitratos, hidrdlise de esculina, urease, e produgdo de pigmento. Para o diagndstico
definitivo, deve ser feita a pesquisa da producao de acidos graxos.

Se a coloracdo de Gram mostrar bacilos Gram negativos, recomendamos semear a col6nia em
agar sangue (Brucella agar), colocando um disco de Rifampicina (15 mcg) e um disco de
Kanamicina (1.000 mcg); a bactéria deve também ser semeada num meio que contém bile a 20%,
e num meio rico em triptofano para determinar a produgao de indol, com as placas incubadas por
48 horas a 37°C.

Estas provas junto com a producdo de pigmento permitem fazer o diagnostico presuntivo de
Bacteroides, Prevotella, Porphyromonas e Fusobacterium.

Frente aos discos de antibidticos, a bactéria é considerada sensivel se o halo de inibicdo é de 12
mm ou maior; considerada resistente com halos menores de 12 mm.

Como indculo para a semeadura utiliza-se uma suspensdo com turvacao semelhante ao numero 3
de escala de MC Farland ou uma turvagdo semelhante apds incubagdo em meio de tioglicolato.

A prova da bile é considerada positiva, se existir crescimento bacteriano no quadrante respectivo.
Para a produgdo de pigmento, recomendamos a observacgdo direta das col6nias, e, em caso de ndo
existir pigmento evidente, iluminar a placa com luz ultravioleta (+ 360 nm de comprimento de
onda). Col6nias de Prevotella melaninogenicus aparecem de cor tijolo avermelhado.

Para a prova de indol, recomendamos passar uma colonia, a partir do meio com triptofano, com
ajuda de wuma alca de platina num papel filtro impregnado em 1% de
paradimetilaminocinamaldeido (em 4&cido cloridrico 10%). Uma reacdo positiva produz
imediatamente uma cor azul.

O diagndstico presuntivo é feito de acordo a seguinte tabela:

Bacilos Gram negativos anaerobios estritos

Bactérias Rifampicin Kanamicin Bile 20% Indol Pigmento

a 15 mcg a 1.000 mcg

Bacteroides grupo fragilis sensivel resistente + +/neg neg
Prevotella sp sensivel resistente neg +/neg +
Porphyromonas sp sensivel resistente neg + +
Bacterdides sp sensivel sensivel- neg neg neg
resistente
F.mortiferum resistente sensivel + neg neg
F.varium resistente sensivel + + neg
Fusobacterium spp. sensivel sensivel neg + neg

Para Rifampicina e Kanamicina:
Sensivel = halo de inibicdo com 12 mm ou mais de didmetro
Resistente = auséncia de halo ou menor que 12 mm de didmetro.

A diferenciacdo dos géneros Prevotella e Porphyromonas é realizada através da capacidade de
fermentar glicose que é positiva para o primeiro género e negativa para o segundo.

Alguns sistemas comerciais manuais ou automatizados permitem fazer o diagndstico das
diferentes espécies de anaerobios utilizando numerosas provas bioquimicas.

Alguns utilizando a agdo de enzimas bacterianas pré-formadas podem fazer este diagndstico apds
4 horas de incubagdo. Destes os mais freqlientemente utilizados sdo:

- API®, Vitek® e Microscan®. Estes sistemas mais caros nao sdo fundamentais para o

diagnostico dos grupos bacterianos e para uma orientacao terapéutica adequada.
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* Em algumas infecgGes € importante, para o diagndstico, determinar a presenca de toxinas como
acontece nas infeccles intestinais por Clostridium difficile. Esta determinacdo é feita com provas
soroldgicas disponiveis comercialmente.

PROVAS DE SENSIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS

O estudo da sensibilidade destas bactérias é importante pelo aumento permanente de sua resisténcia
frente aos diferentes antimicrobianos. Esta resisténcia € mais comum nos géneros Bacteroides e
Prevotella, mas pode estar presente também nos géneros Clostridium, Porphyromonas e
Fusobacterium.

Método do Disco

O método do disco difusdao ndo é adequado para estudar a sensibilidade das bactérias anaerdbias
estritas. O NCCLS (National Committee for Clinical Laboratories Standards) dos EUA recomenda um
método de diluicdo em &gar: as concentragbes de antimicrobianos sdo incorporadas no meio de
Wilkins-Chalgren. Cada placa tem uma concentragdo de um antimicrobiano. As bactérias sdo
semeadas utilizando o inoculador multiplo de “Steers” e as placas colocadas em jarras com gerador de
anaerobiose. A leitura é feita apdos 48 horas de incubacdao na estufa, determinando-se a CIM
(concentragao inibitéria minima).

Método da Fita

Um método alternativo mais pratico é a determinacdo da sensibilidade utilizando fitas de plastico
impregnadas com um gradiente de concentragdo de antimicrobianos como no método do E test®. As
bactérias sdo semeadas em forma similar a empregada no método do disco para aerdbios. Sao
colocados duas fitas cada uma com um antibidtico diferente em cada placa de 9 cm de didmetro. Em
geral é necessario testar 6 antibioticos (3 placas). Os antimicrobianos com maior atividade in vitro e in
vivo frente aos anaerdbios estritos sdo: cloranfenicol, clindamicina, cefoxitina, metronidazol, penicilina
e amoxicilinanegacido clavulanico. As placas sao incubadas dentro de jarra com gerador a 37 graus de
temperatura. A leitura é feita apds 48 horas de incubacdo, e a sensibilidade é interpretada nos dois
métodos seguindo as tabelas publicadas pelo NCCLS.

Salientamos que existe uma boa correlagdo nos resultados obtidos com as duas metodologias
descritas.
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9. INTERPRETAGCAO DE RESULTADOS E LAUDOS

INTRODUGCAO

O microbiologista ao elaborar os relatérios de exames microbioldgicos deve ter em mente a
possibilidade do clinico ndo saber interpreta-lo adequadamente, tanto por desconhecer um
determinado nome de bactéria, como seu potencial patogénico e porque muitas vezes estas duvidas
associadas a disponibilidade do antibiograma possam ser um fator determinante do uso inadequado
de antimicrobianos.

Cabe ao microbiologista elaborar um laudo claro e objetivo, facilitando a comunicacdo:

» Diretamente (telefone ou pessoalmente), indo ao encontro do clinico ou encorajando-o a procurar
o laboratorio para discutir casos ou participar de reunides, visitas de enfermaria, etc.

= Elaborando manuais de coleta, informes sobre perfil de bactérias mais isoladas e padrbes de
sensibilidade (por exemplo em hemoculturas, em urina, ferida cirargica por especialidade, etc.).

» Esclarecendo novos padrGes de relatdérios, novos agentes, seu potencial patogénico, mudancas de
padroes (p. Ex. de antibiograma), disponibilidade de recursos diagnostico e orientacdo terapéutica
(ex. E-test, testes rapidos com latex para pesquisa de antigenos, etc.).

Microbiologista deve ter em mente os principais agentes etioldgicos correspondentes a cada material
enviado, bem como da respectiva flora normal, para adequada interpretagao do resultado.

Cabe ao microbiologista como membro nato da Comissao de controle de infeccdo hospitalar:

= Tomar iniciativa de procurar o médico ou o paciente para esclarecer dividas sobre exames e
materiais.

* Estimular e envolver a enfermeira e o infectologista da CCIH ou clinico para a comunicagdo rapida
dos resultados de bactérias resistentes, dos exames relacionados com diagndstico de infeccao
hospitalar, dos exames de urgéncia como de LCR, hemocultura, etc., do diagndstico de doencas de
notificagdo compulsdria ou que exijam isolamento, etc.

Em resumo, mais do que um retrato do crescimento nas placas de Petri, o laudo microbioldgico deve
ser o resultado de uma leitura interpretativa e critica utilizado como um instrumento de comunicacao
e interagdo entre o laboratdrio de microbiologia e o médico.

ANALISE MICROBIOLOGICA

O microbiologista na sua rotina didria para decidir a importancia das bactérias ou fungos isolados deve
considerar o potencial patogénico do agente, a bacterioscopia e o pedido médico.

Bactérias como S. pyogenes, Neisseria gonorrhoeae e Mycobacterium tuberculosis, independente do
material que foram isoladas sdo de importancia clinica e epidemioldgica. Bactérias como Neisseria
meningitidis e Haemophilus influenzae, se forem isolado no LCR ou sangue sdo de importancia
indiscutivel, mas quando isolados em mucosas costumam representar flora e seu relato é discutivel.

ALGUMAS SUGESTOES IMPORTANTES

Como norma, ndo se deve identificar e fazer antibiograma de bactérias da microbiota de pele e
mucosas. No entanto, é sempre conveniente entender as sugestGes que se seguem como sujeitas a
revisdes conceituais e atualizagdes:

= Conversar com o médico do paciente ou com o médico da CCIH ou mesmo com o paciente se
indicado.

* Quando ndo for possivel a comunicacdo, relatar os achados da bacterioscopia, se realizada, com
identificacdo sumaria (bacilos ou coco-bacilos ndo fermentadores), ou ao nivel de género
(enterobactérias e alguns Gram positivos), se o estafilococo é aureus ou coagulase negativo, etc.

= Conservar a bactéria por um prazo de 7 a 10 dias deixando a possibilidade de prosseguir nos
testes caso necessario.
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* Estudos quantitativos sdo sempre que possivel mais Uteis que exames qualitativos, usando ou
diluicdo do material ou semeando com alca calibrada

= Relatdrio quantitativo de bacterioscopia: nimero médio de bactérias anotadas no minimo em 10
campos observados.

= Relatério qualitativo de bacterioscopia do esfregagco corado pelo Gram, descrevendo e
quantificando a presencga de:

- grupos morfoldgicos de bactérias (cocos/bacilos/ Gram positivos ou negativos) e predominio;
guando o microbiologista for experiente recomenda-se adicionar o comentario “sugestivo de
pneumococo ou haemophilus”, etc.

- bactérias intracelulares (neutrdéfilos ou fagocitos)
- fungos leveduriformes em brotamento e hifas, etc.

* Finalmente a discussdo sobre os materiais provenientes de tecido cutdneo-mucosos, o que
devemos relatar com antibiograma e o que entender como flora sdo muito relativos, ndo havendo
unanimidade para padrdes definitivos de relatorios.

E sempre conveniente entender que as sugestdes que se seguem estdo sujeitas a revisdes
conceituais, atualizagOes e pequenas adaptacdes locais.

Como microbiologia € uma soma de evidéncias (microbioldgicas, clinicas, epidemioldgicas), torna-se
impossivel esgotar todas as possibilidades. O que pode e deve ser feito € buscar tracar linhas mestras
para a orientacdo do raciocinio, deixando que cada caso seja analisado como um exercicio constante
do bom senso e cientificamente embasado.

Relatoério quantitativo de exame microscépico pela coloracdao de Gram

Descritivo Classificacdo Nr. médio de bactérias, células epiteliais,
namerica leveduras, neutréfilos /campo 1.000x

Ausente 0 0

Raros + 1-5

Frequentes ++ 6-15

Numerosos +++ 16-30

Incontéveis ++++ >30

LAUDO PARA O TRATO RESPIRATORIO SUPERIOR

OROFARINGE

E importante relatar os achados de bacterioscopia do esfregago corado pelo Gram, descrevendo e
quantificando a presenca de:

= Células epiteliais

=  Polimorfonucleares (neutrdfilos) e/ou mononucleares (linfocitos)
*  Principais grupos morfoldgicos de bactérias

*= Presencga de bactérias intracelulares (neutréfilos ou fagdcitos)

* Presencga de fungos leveduriformes / hifas

= Associagdo fuso-espirilar, quando presente

Patogenos a serem relatados em isolados de cultura:
= Streptococcus pyogenes (beta hemolitico do grupo A)
=  Arcanobacterium haemolyticum

= Bordetella pertussis
» Corynebacterium diphtheriae
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No caso da Corynebacterium diphtheriae quando solicitado, realizar ou encaminhar para Laboratério

de Referéncia:

- Resultado sem patdgenos: “Presenca de bactérias da microbiota da orofaringe”

- No caso de paciente imunossuprimido, quando solicitado, cultura de vigilancia e se houver
predominancia de bactéria ou fungo, relatar predominio de: P. aerginosa, Candida spp., S. aureus,
Enterococcus spp., etc.; nestes casos o antibiograma sera feito apenas quando solicitado pela
CCIH.

Obs: Embora seja um tema polémico na literatura e na pratica microbioldgica, relatar o isolamento de
pneumococo, Haemophilus, N. meningitidis, Moraxella catarrhalis em orofaringe, nos casos em que:

- a bacterioscopia revelar predominio de neutrofilos (ressalva em imunossuprimidos), presenga do
agente em neutrdfilos/macrofagos e crescimento abundante (nitido predominio) em relagdo ao
restante da microbiota.

- a pedido médico, colocar a seguinte observagdo: “A(s) bactéria(s) isolada(s) fazem parte da
microbidta da orofaringe, ndao sendo recomendavel uso de antimicrobianos. Consultar
infectologista para orientacdo.”

SWAB NASAL

O swab nasal ou de nasofaringe ndo tem valor diagndstico para sinusite, otite ou infecgGes do trato
respiratério inferior, ndo devendo ser processada para estes fins. Pode ser (til apenas para pesquisar
portadores de S. aureus e Streptococcus pyogenes (beta hemolitico do grupo A).

EPIGLOTE/ NASOFARINGE

No caso de epiglotite, no material de nasofaringe ou do local, podem ser isolados o Haemophilus
influenzae, o pneumococo e o Streptococcus pyogenes e mais raramente o S. aureus como agente
etioldgico. No caso de coqueluche deve-se pesquisar a Bordetella pertussis.

Relatar o resultado positivo ou negativo para Haemophilus influenzae, pneumococo, Streptococcus
pyogenes, S. aureus e Bordetella pertussis quando pesquisados.

SEIOS DA FACE
Culturas de aspirados intra-operatoérios ou obtidas por puncdo devem ser relatadas:

* Bacterioscopia - relato quantitativo de bactérias, fungos, neutroéfilos e células epiteliais.

» Cultura dos agentes isolados e se houver predominio de algum (sdo esperados o pneumococo, H.
influenzae, M. catarrhalis, Streptococcus pyogenes e mais raramente o S. aureus).

= Caso seja sugestivo de contaminacdo com secrecdao de nasofaringe (muitas células epiteliais,
poucos neutrofilos) relatar: “sugestivo de contaminagdo com microbiota de nasofaringe".

» E aconselhavel em sinusite subaguda e crénica a cultura para anaerébios. Quando realizada relatar
o resultado. Quando nao realizada, comparar a bacterioscopia com o resultado da cultura e relatar
sobre a possibilidade de participacdo de bactérias anaerdbias (observadas no Gram, mas que nao
crescem em aerobiose).

A rino-sinusite infecciosa aguda e ndao complicada na maioria das vezes é de etiologia viral.

Ressaltando-se os seguintes casos:

- Em imunossuprimidos e diabéticos valorizar o achado de fungos filamentosos do tipo Aspergillus
spp.

- Em pacientes com entubacdo nasotraqueal ou nasogastrica > que 48h, o material pode revelar
presenca de enterobactérias, bactérias ndo fermentadoras, S. aureus, leveduras e polimicrobiana.

Devem ser relatados, mas para serem valorizados deve haver clinica ou evidéncia radiolégica e
material representativo.

Ouvibo

= Otite externa:

- relatar o resultado da bacterioscopia e fazer identificagdo e antibiograma caso a bacterioscopia de
respaldo (abundantes neutrdéfilos e predominio do tipo morfoldgico isolado na cultura de potencial
patégeno) ao isolamento de uma enterobactéria ou Pseudomonas ou eventualmente fungo.
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= Otite média:

- Culturas de materiais obtidos por timpanocentese (miringotomia) sao ideais, mas raros e devem
ser relatados os achados de bacterioscopia e cultura.

- Swabs, ou aspirados de conduto auditivo em membranas previamente rompidas tem pouco ou
nenhum valor diagnostico. Sugerir ndo coletar este tipo de material.

- Quando realizada a cultura, havendo crescimento de bactérias da microbiota (Gram positivos,
Neisserias, enterobactérias, etc.) relatar: “presenga de bactérias da flora do conduto externo”.

- No caso da bacterioscopia revelar predominio de um tipo morfoldégico, com abundantes neutrdfilos
e predominio na cultura de um agente, relatar: microscopia do esfregaco corado pelo Gram com
relatério quantitativo dos elementos celulares (células, bactérias e neutrofilos) e qualitativa.

- Resultado da cultura, quando o agente isolado for Haemophilus, Pneumococo ou M. catarrhalis,
relatar o agente isolado e o antibiograma

- Quando o agente for uma enterobacteria ou Pseudomonas relatar que a bactéria isolada é
sugestiva de contaminagdo, exceto se for em paciente com entubagdo nasotraqueal ha mais de
48h. A pedido médico fazer antibiograma.

- No caso de mastoidite a indicacdo é obtengdo cirlrgica de fragmentos dsseos para cultivo e ndo
cultura de secrecdo de ouvido externo/médio. Podera se relatado o cultivo deste material quando
a bacterioscopia for concordante e a bactéria isolada for:

Aguda: Haemophilus, pneumococo, S. pyogenes e S. aureus - fazer antibiograma
Cronica: Enterobactérias, Pseudomonas, S. aureus.

- Quando isolar Staphylococus coagulase negativa, S. viridans, Corynebactérias, etc, em flora
mista, relatar: “presenca de bactérias da flora do conduto auditivo externo” e nao fazer
antibiograma.

LAUDO PARA ESCARRO

O escarro é util para diagndstico de tuberculose e para os agentes de algumas micoses pulmonares
(blastomicose sul-americana, histoplasmose, criptococose). Pode ser valorizado o agente isolado
quando houver correspondéncia na bacterioscopia e quando houver poucas células epiteliais e
numerosos leucécitos.

Quando a bacterioscopia revelar mais de 10 células epiteliais por campo de pequeno aumento
(objetiva de 10x), havendo predominio sobre leucécitos e sem um tipo morfolégico predominante,
relatar: “material com sugestiva contaminagdo de flora de orofaringe. Exame de valor diagnéstico
prejudicado”. Ndo processar o material e solicitar nova amostra.

Processar o material que revele menos de 10 células epiteliais, quando houver predominio de
leucocitos e predominio de um tipo morfolégico de bactéria. Este critério € mais rigoroso, pois o
anterior, para mais de 25 células epiteliais, revelou ser mais fidedigno.

Os agentes bacterianos esperados em pneumonia aguda da comunidade sdo: S. pneumoniae, M.
catarrhalis, H. influenzae e S. aureus.

LAUDO PARA SECREGCAO ENDOTRAQUEAL, LAVADO TRAQUEAL, E LAVADO BRONQUICO

ROTINA PARA LAVADO BRONQUICO, ESCARRO E SECRECAO TRAQUEAL

= Homogeneizar muito bem a amostra, por pelo menos 1 minuto.

*  Fluidificar as secregfes traqueais muito espessas com 1,0 ml de solugdo salina estéril ou com N-
acetil-cisteina.

* Pode-se também utilizar pérolas de vidro estéreis na homogeneizagdo do material.

= Confeccionar ldmina para coloracdo de Gram.

= Centrifugar 7 ml e corar o sedimento, quando processar lavado bronquico.

= Corar o material direto, sem centrifugar, quando processar escarro e secregao traqueal.

= Fixar cuidadosamente o esfregago seco sobre a chama.
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Observar ao Gram (imersdo) a presenca de bactérias intracelulares que devem ser reportadas
caso ultrapassem 7%.

Verificar a presenga de células estratificadas epiteliais. Mais de 1 célula para cada 10 leucdcitos ou
mais de 10 células em campo de pequeno aumento contra indicam a realizagdo de cultura, e
portanto reportar como Material Inadequado.

Confeccionar também laminas para coloragdo de BAAR e pesquisa de fungos, quando necessario.

Plaquear volume de 1 pl (alca calibrada) em meios de Mac Conkey, MN, Agar Sangue e Agar
Chocolate (atmosfera CO,).

Incubar todas as placas por 24 horas a 35 + 1° C e realizar a primeira leitura quantitativa.
Reincubar por mais 24 horas nos casos de dificil diferenciacdo macroscopica entre colonias.
Multiplicar o niUmero de cada tipo de coldnia identificada pelo fator 103,

Interpretar como significativo as contagens > 10° UFC do lavado bronquico, escarro ou secregao
traqueal.

Realizar antibiograma somente para as colonias com contagens significativas.

Liberar apenas a identificagdo, sem TSA, para microrganismos em contagens inferiores a 10° UFC.

RELATORIO

Quando usar técnica qualitativa:

Quando o material for adequado, mas mais de trés bactérias isoladas, sem predominio, relatar
microbiota mista, presenca de (nimero) Gram positivos e (niUmero) de Gram negativos. Nao fazer
antibiograma e guardar a placa por sete dias.

Quando houver predominio de uma bactéria relatar: predominio do agente e antibiograma.
Presenca de outros microrganismos: Gram positivos e/ou Gram negativos, no maximo
identificados a nivel de género, sem antibiograma.

Quando usar técnica quantitativa:

Se houver contagem significativa, com predominio de um microrganismo e eventualmente 2,
relatar o(s) agente(s) isolado(s) e fazer antibiograma.

Se a contagem nao for significativa ou varias bactérias da microbiota do trato respiratdrio superior
foram isoladas relatar: “presenga de bactérias da flora do trato respiratorio superior sem valor
diagndstico”. Nao identificar nem fazer antibiograma.

LAUDO PARA LAVADO BROCOALVEOLAR OU ESCOVADO BRONQUICO

Sé&o considerados junto com a bidpsia pulmonar os materiais de melhor valor preditivo de isolamento
do agente patogénico. E imprescindivel a semeadura quantitativa para posterior contagem do nimero
de col6nias.

ROTINA DE SEMEADURA E INTERPRETAGCAO PARA ESCOVADO PROTEGIDO E BAL

Passar assepticamente a escova para um tubo contendo 1,0ml de solugdo salina estéril.
Homogeneizar muito bem em vdrtex por pelo menos 1 minuto.

Confeccionar lamina para Gram com pipetor de 10 pl ou alga calibrada de mesmo volume.
Deixar a lamina secar por 30 minutos dentro da estufa.

Completar a fixacdo do esfregaco cuidadosamente sobre a chama.

Confeccionar também Iaminas para coloracdo de BAAR e pesquisa de fungos, quando necessario.

Plaquear 10 pl (alca calibrada ou pipetor) em Mac Conkey, MN, Agar Sangue e Agar Chocolate
(CO,).

Plaquear 1 pl (alga calibrada) em Mac Conkey, MN, Agar Sangue e Agar Chocolate (CO,)

Incubar todas as placas por 24 horas a 35 + 1° C e realizar a primeira leitura quantitativa.
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Reincubar por mais 24 horas nos casos de dificil diferenciacdo macroscopica entre colonias.

Multiplicar a contagem dos tipos de colGnias identificadas pelo fator, de acordo com o volume
plagueado.

- Multiplicar pelo fator 102 quando o volume plaqueado foi 10 pl.

- Multiplicar pelo fator 10° quando o volume plaqueado foi 1pl.

Quando for conhecido o valor de solugdo fisioldgica utilizado na técnica do BAL, deve-se considera-
lo como mais um fator de correcao. Por exemplo: se forem utilizados 10, 20 ou 100 ml; multiplicar
por 10, 20 ou 100, respectivamente.

Interpretar como significativo para o diagndstico de pneumonia contagens:

- 10° UFC para Escovado Brénquico Protegido

- 10*UFC para BAL

Realizar antibiograma somente para as colonias com contagens significativas.

Liberar apenas a identificagdo, sem TSA, para os microrganismos em contagens inferiores a
significativa.

Exemplo de calculo:

Cultura quantitativa de BAL, colhido com 10 ml de solucédo fisioldgica estéril, apresentou crescimento
de 80 colonias de Pseudomonas aeruginosa com a alca de 10 yL e 8 com a alga de 1 uL, além de 5
colonias de Streptococcus viridans apenas na semeadura com 10 pL.

Calculo:

Pseudomonas aeruginosa —

10 (sol. Fisioldgica) x 80 (no de colonias) x 100 (alga de 10uL) = 80.000 (ou 8.10*UFC/ml)
10 (sol. Fisiolégica) x 8 (no de col.) x 1000 (alca de 1uL)= 80.000 (ou 8.10* UFC/ml)

Streptococcus viridans -

10 (sol. Fisioldgica) x 5 (no de col.) x 100 (alca de 10 pL) = 5.000 (ou 5.10° UFC/mI)

Relatar:

Pseudomonas aeruginosa - 8.10* UFC/ml / com antibiograma

Streptococcus viridans - 5.10° UFC/ml / sem antibiograma

RELATORIO DA BACTERIOSCOPIA

Descrever os achados da bacterioscopia do centrifugado, lembrando que serd melhor quando feita em
citocentrifuga.

Relatar:

Relagdo células epiteliais/neutrdfilos.

Descrever presenca de bactérias e, particularmente, se houver presenga de microrganismos
fagocitados, quanto ao seu padrao morfo-tintorial (forma e reacdo ao gram) e se ha predominio de
algum tipo.

RELATORIO DA CULTURA

Culturas quantitativas de amostras do trato respiratério inferior, relatar:

Contagem final do(s) microrganismo(s) isolado(s)

Quando isolar um ou até dois microrganismos em contagens significativas (vide parametros), fazer
antibiograma

Comentar: contagem bacteriana significativa - bom valor preditivo de infeccdo se a clinica for
concordante.
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Quando as contagens ndo forem significativas ou mais de dois microrganismos isolados e
bacterioscopia com predominio de células epiteliais sobre os leucdcitos, relatar: “Presenca de bactérias
do trato respiratorio superior” - sem valor diagndstico.

Contagens bacterianas consideradas significativas

Escarro, aspirado endotraqueal, lavado brénquico = 10° - 10° Ufc/ml
Escovado bronquico protegido = 103 Ufc/ml
Lavado broncoalveolar (BAL) = 10* Ufc/ml

CANDIDA EM SECRECOES RESPIRATORIAS

A Pneumonia causada por Candida spp. € considerada uma raridade e o diagndstico s6 pode ser
definido por bidpsia pulmonar que revele invasdo tecidual e ndo por cultura. E muito frequente a
presenca qualitativa de Candida spp. em todos os materiais obtidos de pacientes com cénula oro-
traqueal ou traqueostomia.

O relato de isolamento de Candida costuma induzir a terapéutica desnecessaria, com custo elevado,
com efeitos colaterais e selecdo de cepas resistentes. Mesmo contagens significativas de leveduras
devem ser consideradas com cautela, pois pode apenas representar colonizagdo. Excecdao deve ser
feita aos recém-natos pré-termo e de baixo peso. Nestes, a mortalidade por candida apresenta niveis
bastante elevados e a possibilidade de infeccdo invasiva deve ser considerada. Outros fungos como
Histoplasma, Cryptococcus spp. e mesmo Aspergillus spp. (particularmente em imunossuprimidos)
devem ser identificados e relatados.

LAUDO PARA PLEURAL

Todo o cuidado deve ser tomado para evitar contaminagdao deste material. A bacterioscopia do
sedimento centrifugado é muito Util para avaliar a presenca de bactérias, micobactéria e
eventualmente fungos, bem como as caracteristicas da celularidade.

Alguns patdgenos encontram-se em pequena concentragdo (Haemophilus, pneumococo, Streptococcus
pyogenes, S. aureus) ou mais raramente podem ser Anaerdbios , fastidiosos ou fungos. Relatar o
isolamento de bactérias potencialmente patogénicas (acima relacionadas). No caso de Staphylococcus
coagulase negativo, Corynebacterium spp., Streptococcus viridans e outras bactérias da flora cutaneo-
mucosa, é conveniente comparar com os achados da bacterioscopia e na davida contatar o clinico e
solicitar nova coleta com anti-sepsia rigorosa.

LAUDO PARA ABSCESSO PULMONAR

Os mesmos potenciais patdgenos do derrame pleural podem estar presentes, incluindo os anaerdbios
e fungos e somados as Nocardias, Micobactérias, Bacillus anthracis, etc.

O exame microscopico da amostra do material deve ser processado pela microbiologia e pelas técnicas
histoldgicas. As coloragdes de Gram e Ziehl, exame direto com azul de algodéo e se possivel o Giemsa
serdo muito Uteis na busca do agente etioldgico e na sugestdo de meios de cultura para semeadura,
para orientar tempo de incubacdo, etc. Relatar o isolado se potencialmente patogénico.

Cautela na liberagdo de resultados de cultura se exames microscépicos forem negativos e a cultura

revelar bactérias potenciais contaminantes de pele. Outras causas de abscesso devem ser
consideradas (neoplasia, infarto, etc.).

LAUDO PARA OCULAR

= Os potenciais patdgenos devem ser distinguidos dos potenciais contaminantes de mucosas, sendo
0 recurso mais simples a bacterioscopia do material, quando necessario concentrado fazendo-se
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uma suspensdo do swab em salina e centrifugado em cito-centrifuga. No entanto € comum a
bacterioscopia ser inconclusiva, tanto pela dificuldade de caracterizar a bactéria como pelas outras
etiologias (viral, Chlamydia trachomatis, alérgica, quimica, uso prévio de colirios com antibidticos,
etc.).

» Infeccbes de glandula lacrimal, ordéolo e blefarite podem involver amostras de S. aureus.
Conjuntivite bacteriana pode ser atribuida a N. gonorrhoeae em recém-nascidos. A presencga de S.
pneumoniae, H. influenzae, S. aureus sao outras possibilidades etioldgicas.

e Isolamento de bactérias como S. aureus ou os outros agentes relacionados, concordantes ou ndo
com a bacterioscopia, desde que ndo descrito como rarissimas col6nias, deve ser relatado e
realizado o antibiograma.

» Ulcera de cérnea pode envolver P. aeruginosa e outros oportunistas inclusive protozoarios
(Acanthamoeba). Cautela no caso de isolamento de Neisserias saprofitas, Staphylococcus
coagulase negativa, Streptococcus viridans, Corynebacterium spp. e outros potenciais habitantes
de mucosas. Comparar sempre o resultado da bacterioscopia, com a quantidade de bactérias
isoladas, se houve crescimento puro ou quase puro.

= Relatar: cultura positiva para bactéria da microbiota de mucosas - sem valor diagndstico. Sugerir
nova coleta.

= Endoftalmite envolve bactérias potencialmente patogénicas como S. aureus, P. aeruginosa,
pneumococo, Haemophilus spp., N. meningitidis, e outros agentes relacionados a fatores
predisponentes como imunossupressao, diabetes, trauma, cirurgia, endocardite, bacteremia, etc.

= O material devera ser obtido por puncdo e evitar contaminagdo. Eventualmente anaerdbios e
fungos podem estar presentes. O exame microscopico podera ajudar a evidenciar o agente e
orientar o meio de cultura mais adequado ou apenas o resultado da cultura podera revelar o
agente, que podera ser um dos listados acima.

= No caso de potenciais contaminantes que crescem em pequena quantidade, sem respaldo da
bacterioscopia, identificar o agente e relatar: “bacteria da flora de mucosas, papel patogénico
duvidoso”. Guardar a bactéria por sete dias para eventual teste de sensibilidade.

LAUDO PARA LIQUIDO CEFALO RAQUIDIANO (LCR)

= Os agentes classicos das meningites devem ser relatados bem o antibiograma.

= A bacterioscopia pode ser relatada sem resultado positivo de cultura quando o microbiologista
sentir confianga no diagndstico.

* No caso de isolamento na cultura de potenciais contaminantes de pele, em caso de meningite
bacteriana sem fator predisponente (imunossupressao, cirurgia, etc) e bacterioscopia discordante
ou negativa, relatar: “O agente isolado com o comentario: potencial contaminante de coleta”. O
antibiograma sera realizado apenas a pedido médico.

* Nao cultivar LCR em caldo de cultura, pois aumenta muito a chance de isolamento de
contaminantes.

* LCR obtido pelo “shunt”: a maioria das infeccdes em pacientes com shunts, ou derivagdes sdo
bactérias da flora cutdnea como Staphylococcus coagulase negativa, Streptococcus viridans,
Corynebacterium spp. , Neisserias saprofitas e Acinetobacter spp. Neste caso devem ser
considerados e relatados. Eventualmente Propionibacterium spp. podem estar envolvidos. Na
duvida solicitar novo material para confirmagdo. Bactéria que cresce no caldo e ndo cresce no
agar, se nao for fastidioso ou anaerdbio em geral é contaminante.

LAUDO PARA FEZES

» Os potenciais agentes de diarréia sdo muitos.

* laboratério deve listar apenas os agentes pesquisados na sua rotina ou quando especificado pelo
clinico relatar o resultado sobre os agentes solicitados.

= Relatar: “Cultura negativa para os seguintes enteropatdégenos pesquisados: E. coli classica, E. coli
invasora, E. coli O 147 EHEC, Shigella spp., Salmonella spp., Yersinia enterocolitica, Aeromonas
spp. (opcional), Plesiomonas shigelloides (opcional).
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Relatar pesquisa de leucdcitos quando realizada pois da suporte a infecgdes por Salmonella,
Shigella e Campylobacter.

No caso de realizar cultura para Campylobacter de rotina, inclui-lo no relatério. Lembrar que
diarréia/enterocolite em pacientes com mais de 3 dias de hospitalizagdo e fazendo uso de
antimicrobianos pode ser Clostridium difficile, devendo pesquisar a toxina com kits especificos.

Diarréia com mais de 7 dias de duragdo em imunocomprometidos pode ser por parasitas (Giardia,
Cryptosporidium, Cyclospora, Isospora belli e em paciente com HIV, complexo do Mycobacterium
avium.

LAUDO PARA PELE, ABSCESSOS E FERIDAS

Abscesso tecido subcutaneo
Abscesso cerebral
Abscesso intranegabdominal

Embora sejam os trés materiais abscesso, o microbiologista deve ter em mente expectativa de
isolamento de diferentes agentes.

Os abscessos fechado e puncionados com técnica asséptica sdo considerados materiais de bom
valor preditivo diagndstico quando revelam bactérias ou fungos.

Deve-se, portanto, orientar o médico para obter material nas melhores condicdes de assepsia
possivel.

Encaminhar rapidamente o material para o laboratorio.

Para abscessos considerar a possivel participacao de anaerdbios estritos ou microaeroéfilos. Quando
disponivel fornecer meio de transporte adequado ou orientar para enviar o material na seringa
sem agulha.

Fazer lamina para bacterioscopia, e, se indicado, exame direto com KOH 10% para pesquisa de
fungos, asssim como pesquisa de BAAR para micobactérias.

Nos abscessos de tecido subcutédneo e cerebral a bacterioscopia pode dar orientagdo util para
escolha dos meios de semeadura ou ajudar no resultado. S. aureus € a causa mais importante em
abcesso subcutdneo, mas em caso de associagdo com mordida, os fastidiosos devem ser
lembrados.

No caso de abscesso cerebral, o diagndstico correto e rapido é de extrema valia. O exame
microscopico pode ser muito Util se revelar algum agente. Pode haver participacdo dos mais
variados agentes como bactérias comuns, fastidiosos, fungos, nocardia, micobactérias, etc. Deve-
se procurar semear no maior nimero de meios diferentes, inclusive em caldo tioglicolato.

No caso de abscesso abdominal a associagdo de enterobactérias com anaerdbios é esperada.
Dependendo da historia clinica lembrar de Salmonella e Yersinia.

No caso de abscesso de tecido subcutdneo o resultado ideal é quando concordante com a
bacterioscopia e revelando agente potencialmente patogénico. O S. aureus e Streptococcus beta
hemoliticos causam mais celulite, mas podem ser isolados em abscessos, sendo as enterobactérias
raras.

No caso da cultura revelar bactérias da microbiota, mas concordante com a bacterioscopia (S.
viridans, Staphylococcus coagulase negativo, Coryneformes, etc,); liberar o resultado com o
antibiograma.

No caso de bacterioscopia negativa ou discordante e, principalmente em abscesso drenando hé
alguns dias, liberar o resultado fazendo restricdes sobre a possibilidade de contaminagdo; a
bactéria isolada possivelmente representa contaminacdo pela microbiota da pele, assim, guardar a
bactéria por sete dias e ndo fazer o antibiograma.

No caso de abscesso cerebral se 0 exame microscopico revelar possivel agente, o clinico deve ser
imediatamente comunicado e informado do andamento dos exames de cultura.

Tanto bactérias potencialmente patogénicas como possiveis contaminantes de pele ou mucosas
podem ser isoladas, mas o clinico deve estar informado e o teste de sensibilidade podera ser feito
de qualquer destas bactérias.
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* Os abscessos abdominais polimicrobianos da comunidade em geral respondem a terapéutica
empirica e ndo exigem a identificacdo de todas as bactérias anerdbias facultativas e anaerdbias
estritas. Importante relatar quando isolar enterococcus ou enteropatdgenos ou bactérias nao
comuns ou nos casos de insucesso terapéutico; indica-se identificar os agentes isolados e fazer o
antibiograma.

FERIDA / LESAO CUTANEA

Em geral estes materiais sdo feridas de origem na comunidade. O relatério de cultura de ferida aberta
ou lesao depende muito de saber se a coleta foi adequada removendo secregdes superficiais ou nao.
Relatar quando isolar S. pyogenes, S. aureus e fastidiosos em condigGes clinicas concordantes
(mordida, acidente com agua, terra, etc).

= Enterobactérias e Pseudomonas podem ser contaminantes ou patogénicos. Deve-se relatar o
achado, mas colocar como ressalva a possibilidade de contaminagao.

= Streptococcus viridans, Staphylococcus coagulase negativo, Coryneformes, etc., sugerem
contaminagao

Da respaldo a possibilidade de isolamento de agente patogénico quando sdo atendidos os seguintes
requisitos:

- Coleta bem feita.

-  Bacterioscopia concordante com a cultura e

- Ocorrem muitas colonias de uma mesma bactéria, isoladas em cultura pura ou em nitido
predominio.

FERIDA CIRURGICA

Sdo esperadas bactérias enddgenas ou tipicamente de origem hospitalar (Enterobacterias, S. aureus,
Pseudomonas, etc). Para o relatério de cultura e indicacdo de antibiograma deve-se contar com coleta
bem feita, e os resultados devem ser comunicados a CCIH.

Neste caso infecgBes polimicrobianas sdo comuns, devendo-se considerar os géneros predominantes.
Deve-se guardar as cepas isoladas por periodo maior (minimo 30 dias) para eventual investigacdo de
surto e fazer antibiograma com atencdo para pesquisa de bactérias multiresistentes.

DRENO / FisTuLA

Sdo materiais que nao deveriam ser coletados, pois na maioria das vezes representam colonizagao
dos drenos. Mesmo fistulas de osteomielite ndo sdo adequadas.

Nos casos em que a bactéria encontrada ja tenha sido isolada de procedimento com menor risco de
contaminacdo (bidpsia, puncdo, etc.) e persiste, relatar o achado e fazer antibiograma. Para os
demais casos relatar os géneros que predominaram na cultura, sem antibiograma e que representam
possivel contaminacdo. Guardar as bactérias por sete dias. Considerar que fistulas expontaneas
podem revelar presenga de micobacteriose, micoses, actinomicose, etc.

BI1OPSIA

As bidpsias devem seguir critérios cirirgicos de antissepsia. Assim representam material de bom valor
preditivo diagndstico. O material deverd em condicGes assépticas ser triturado em gral e semeado
qualitativa e quantitativamente para posterior calculo aproximado do conteldo bacteriano por grama
de material. Utilizam-se as seguintes amostras: tecido, material de queimadura, material dsseo.

CondicOes que ddo segurancga para liberagao do resultado e antibiograma:

- Condigdes adequadas de coleta, transporte e processamento preliminar.
-  Bacterioscopia concordante com achados de cultura.

- Cultura pura ou predominio de algum germe em particular.

- Contagens >104 UFC/g tecido

Para os demais casos:

- Bacterioscopia negativa ou discordante

Mod V - 87



- Culturas polimicrobianas

- Isolamento de bactérias da flora cutdneo-mucosa (Streptococcus viridans, Staphylococcus
coagulase negativo, corineformes, Neisseria spp., etc)

- Baixas contagens < 10* UFC/g de tecido; relatar o(s) agente(s) isolado(s), sua contagem sem
antibiograma e guardar a(s) bactéria(s) por sete dias.

GANGLIO

O ganglio quando infectado pode revelar agentes importantes de doencas localizadas ou sistémicas,
de origem: bacteriana (incluindo os fastidiosos), raramente anaerdbios; e micobacteriose, fungos,
protozoarios e virus.

Cabe ao laboratdrio aproveitar ao maximo. Uma parte sera enviada para estudo histoldgico e o
restante do material devera ser triturado e realizado exame microscépico (Gram, direto com KOH
10%, Giemsa) e culturas para bactérias (em meios ricos), fungos e micobactérias; caldo BHI com
suplemento (pode ser o baldo de hemocultura) e tioglicolato com suplemento.

Procurar identificar o género e espécie com seguranca e na duvida encaminhar a laboratdrio de
referéncia. No caso de isolamento de bactérias da flora cutdneo-mucosa e sem correlagdo com a
bacterioscopia relatar o achado sem antibiograma e guardar a bactéria por sete dias.

Contactar o clinico e o patologista, e se persistir a suspeita de etiologia bacteriana, quando possivel,
solicitar nova amostra.

LAUDO PARA GENITAL

URETRAL

Os principais agentes etioldgicos das uretrites estdo bem estabelecidos:

= Neisseria gonorrhoeae Mais raramente:

» Chlamydia trachomatis » Trichomonas vaginalis
=  Mycoplasma spp. =  Haemophilus spp.

= Ureaplasma spp. = outros

*  Herpes simplex (virus)
Colher sempre lamina para bacterioscopia:

» Trichomonas: colher urina e centrifugar para fazer pesquisa no sedimento imediatamente apds a
coleta.

*» Chlamydia: o diagndstico melhor é imunolégico (Imunofluorescéncia)

= Mycoplasma e Ureaplasma: existem meios especificos e kits muito praticos com cultura semi-
quantitativa por avaliacao visual de mudanca de cor.

No resultado da cultura é importante comparar com a bacterioscopia e estar alerta para nao dar falsos
resultados de N. gonorrhoeae confundindo com Neisserias saprofitas e Acinetobacter.

Quando isolar Staphylococcus coagulase negativo ou outras bactérias da flora genital relatar:
“Presenga de bactérias da flora genital”, ndo fazer antibiograma. Sugerir, quando ndo realizado, a
pesquisa de Chlamydia e Micoplasma.

Quando isolar enterobactérias, Enterococcus em cultura pura ou em grande quantidade e for
concordante com a bacterioscopia, relatar o isolamento com antibiograma e concluir: “Bacteria
raramente isolada como agente de uretrite; sugerimos investigar outras causas como Chlamydia,
Micoplasmas, Trichomonas etc.”

VAGINAL

As principais causas de vaginite sdo: vaginose, Candida spp. e Trichomonas vaginalis. Em meninas e
pacientes na menopausa ou deficientes hormonais, enterobactérias, S. aureus e mesmo bactérias da
flora podem eventualmente estar relacionadas com a sintomatologia.

A bacterioscopia é sempre Util para observar:
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= presencga de leveduras

= presenca e quantidade de neutrdfilos

* presenca e predominio de bactérias

*» presenca de Gardnerella spp. e Mobiluncus spp., e outros anaerobios que caracterizam a vaginose,
associados as “clue cells” (células caracteristicas do epitélio vaginal abarrotadas de bactérias).

A bacterioscopia também é util:

= Quando isolar Candida spp. e for caso de doenca recidivante é interessante (quando disponivel) a
identificacdo de espécie, podendo ser necessario também o teste de sensibilidade (mais fidedigno
e pratico)

* Quando isolar Streptococcus beta hemolitico do grupo A, Streptococcus agalactiae , enterococos,
Listeria spp.

Quando a bacterioscopia for normal, com raros neutrofilos, presenca de células epitelias e bacilos de
Doderlein, e houver crescimento de raros Gram positivos e/ou raras enterobactéria, relatar: “Presencga
de bactérias da flora vaginal normal”

Se isolar numerosas col6nias de enterobactérias ou S. aureus e a bacteriocopia sugerir alteracao de
flora, relatar: “Presenca de bactérias da flora vaginal com predominio de: por exemplo, E. coli,
Enterococcus spp, S. aureus, etc.”

ENDOCERVICAL

A cultura de secrecdo endocervical pode ser Util para isolamento de N. gonorrhoeae quando houver
suspeita. Deve-se recomendar a pesquisa de Chlamydia trachomatis nos casos de cervicite.

O isolamento de enterobactérias, enterococcus, etc. pode significar alteracdo de microbiota por
diferentes causas, mas o achado deve ser relatado, para consideracdo do médico. No caso da
bacterioscopia revelar presenga de freqlientes, numerosos ou incontaveis neutréfilos (++ a ++++) e
presenca de bactérias com a morfologia e Gram concordantes com as bactérias encontradas na
cultura, relatar: “Alteracdo da flora endocervical/vaginal com a presenga das bactérias isoladas com
antibiograma” - lembrando que outras causas devem ser investigadas e/ou afastadas antes de iniciar
o tratamento especifico

No caso de material endometrial e amnidtico, fazer cultura para anaerdbios e bacterioscopia. No caso
de ndo realizar cultura para anaerdbios, relatar a bacterioscopia e o resultado da cultura. Destacar a
possibilidade de anaerdbios se visualizar bactérias no Gram sem correspondente crescimento.

ESPERMA E/ouU FLUIDO PROSTATICO
E aconselhavel para elaborar um laudo adequado :

* Fazer bacterioscopia do esperma e da secrecgao prostatica

* Verificar contagem de leucdcitos

= Semear com alga calibrada de 10 pL e fazer contagem de col6nias

= Relatar os achados de bacterioscopia, contagem de leucdcitos e bactéria isolada em contagens =
10° Ufc/ml. No caso de enterobactérias, enterococos e Pseudomonas fazer antibiograma.

No caso de isolamento de estafilococos, Streptococcus spp., Corynebacterium spp. e outras bactérias
da flora uretral, principalmente em prostatite cronica, sugerir a pesquisa de outros agentes
(Chlamydia, Micoplasma, Trichomonas, virus, etc.), sem liberar antibiograma.

LAUDO PARA URINA

Para a interpretacdao da urocultura, algumas informacgoes sdo consideradas Uteis:

= Se o paciente apresenta sintomas de infeccdo urinaria, Leucocituria

= Gestante, Idade/sexo

= Tipo de coleta: jato médio, coletor, pungdo de sonda vesical em sistema fechado, pungdo
supranegpubica, etc.

= Uso prévio de antibiéticos a coleta da presente amostra, etc.
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URINAS COLETADAS POR JATO MEDIO

Quando estas urinas sdo submetidas a cultura sem informacdo clinica especifica sugere-se que
contagens de colonias < 10° UFC/ml possam também causar infeccdo, somente se um Unico
microrganismo e potencial patdgeno for isolado. Provaveis contaminantes sdo: difterdides,

Streptococcus viridans, Lactobacilos, estafilococos coagulase negativa e outros que ndo sejam
classificados como Staphylococcus saprophyticus.

Contagem de colonias 210°UFC/ml:

Um provavel patégeno

Um provavel contaminante

(difterdides, S. viridans,
lactobacilos, estafilococos
coagulase negativa e outros que
nao sejam Staphylococcus
saprophyticus.)

Dois provaveis patégenos

(com um diagndstico deinfecgdo
do trato urinario cronica ou
recorrente)

Dois provaveis patégenos

(com sintomas de ITU)

Mais que dois microrganismos

Definitivamente identificar ao nivel de espécie e realizar o teste de
sensibilidade (antibiograma).

No caso de paciente assintomatico solicitar nova amostra, pois se trata
de provavel bacterilria assintomatica.

No caso da presenca de outras espécies em contagens < 10* UFC/ml,
relatar nUmero de microrganismo(s) presente.

Realizar uma identificagdo limitada: por exemplo distinguir entre S.
saprophyticus de outros estafilococos coagulase negativa, ou
Streptococcus agalactiae (grupo B) de Streptococcus viridans . Nao fazer
antibiograma e sugerir nova coleta.

E raro, mas ndo impossivel, ocorrer infeccdo urinaria por bactérias da
microbiota da uretra ou vagina. Para caracterizar ITU ha necessidade de
confirmar o achado com nova urocultura, e que esteja associada a
sintomas. Sintomas e leucocitiria podem tornar muito provavel o
diagndstico. Sem sintomas pode ser bacterilria assintomatica ou falha
grosseira na coleta.

Enumerar outras espécies eventualmente presentes em < 10* UFC/ml.

Definitivamente identificar ao nivel de espécie.

Realizar o teste de sensibilidade (antibiograma).

Identificar ao nivel de espécie.
Realizar o teste de sensibilidade (antibiograma).

Solicitar nova amostra para confirmagao.

Reportar: “Multiplos microrganismos presentes; provavel contaminagdo,
repetir a cultura.”

Contagem de coldnias < 10° UFC/ml:

Um provavel = Para pacientes sob antibioticoterapia, gravidas, recém-nascidos, com infecgdo urinaria de

patégeno

repeticao, realizar identificagdo e teste de sensibilidade.

= Um potencial patégeno presente em > 102 UFC/ml em mulheres sintométicas e >10°
UFC/ml em homens sintomaticos, fazer identificacdo e antibiograma.

Um provavel = Leucdcitos normais: descritivamente identifique o isolado.

contaminante

= Leucdcitos aumentados: solicite nova amostra.

Mais que dois = Relatar: “Multiplos microrganismos presentes; provavel contaminagdo, repetir a cultura.”

microrganismos

Sem informagdo = Descreva o microrganismo presente entre 10* e 10° UFC/ml, com base na morfologia.

clinica

= Entre em contato com o paciente e/ou médico. Solicite informagdes e/ou a coleta de nova

amostra.

= Caso o contato ndo seja possivel, mantenha a cultura a temperatura ambiente por 3 dias
para possivel retomada de identificagdo, se requerido pelo médico do paciente.
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URINAS COLETADAS POR CATETERIZAGCAO

Contagem de coldnias 210* UFC/ml:

Dois ou mais = Realize a identificacdo e teste de sensibilidade de ambos os isolados.
provaveis . D iti te identifi - " 10* UFC/m
patégenos escritivamente identifique as espécies presentes em < /ml.
Um ou dois = Reportar o(s) microrganismo(s) presente(s) com descricdo do tipo(s) morfoldgico(s),
provaveis exemplo, difterdides, Streptococcus do grupo viridans.
contaminantes WA s . . 2 T .
= Reportar: "“Mdltiplos microrganismos presentes; provavel contaminagdo, repetir a
cultura.”
Um provavel = Identificar o provavel patdgeno e fazer antibiograma.
patégeno e um - i fol6aico d svel .
provavel ornecer o tipo morfoldgico do provavel contaminante.
contaminante
Trés ou mais = Fornecer uma descricdo dos tipos morfoldgicos.

microrganismos WA e . . 2 L .
= Reportar: "“Mdultiplos microrganismos presentes; provavel contaminagao, repetir a

cultura.”

Contagem de colonias <10* UFC/ml:
*» Para pacientes sob antibioticoterapia, mulheres sintomaticas, homens sintomaticos, realizar
identificacdo e teste de sensibilidade.

* Para todos os outros pacientes, forneca uma descricdo do(s) tipo(s) morfoldgico(s) presente(s) e
requeira nova amostra.

* Mantenha a cultura a temperatura ambiente por 3 dias para se necessario retomar o
processamento de identificagcdo se requerido pelo médico do paciente.

Obs.: Uroculturas com candida provenientes de pacientes sondados sdo utilizadas como critério para
a troca da sonda. Sugere-se nova coleta de urocultura apds 24 horas. Caso o isolamento de Candida
seja mantido, deve-se relatar, pois podera haver necessidade de instituir terapia especifica.

URINAS COLETADAS POR PUNCAO SUPRAPUBICA

Um ou dois = Identifique ao nivel de espécie.
atogenos . As
gresgntes = Realize o teste de sensibilidade do provavel agente patogénico.
Trés ou mais = Identifique.
patégenos h | as di ivel |
presentes = Mantenha a cultura por tres dias para possivel consulta.
= Examine em até 48 horas de incubacao.
Sem
crescimento = Reporte “Sem crescimento, teste com sensibilidade de > 10> UFC/ml em 48 h” - (para
semeadura de 10ul).
OBSERVACOES

= N3ao realizar cultura de ponta de sonda vesical.

» Critério de positividade pode ser aplicado sempre que isolar 2 10° UFC/ml de um sé agente,
devendo a presenga de sintomas caracterizar a infeccdo do trato urinario e a auséncia como
bacterilria assintomatica.

= Realize pesquisa para anaerdbios somente em puncgdes supra-pubicas, quando solicitado.

* N3o realize de rotina o teste de sensibilidade diretamente da amostra de urina, embora em
situagGes de urgéncia da disponibilidade do antibiograma isto possa ser feito.

= Em caso de duvida na interpretagdo da urocultura, se possivel, entre em contato com o paciente
e/ou médico para maiores informacGes, conferindo as condigdes de coleta. Isto ndo sendo
possivel, relate o numero de diferentes microrganismos encontrados e sua contagem e solicite
nova amostra.

Mod V - 91



LAUDO PARA SANGUE

Em caso de bacteremia, septicemia, ou febre a esclarecer, deve-se sempre que possivel colher duas
amostras de sangue venoso (periférico) de locais diferentes. Se o paciente tiver cateter, colher mais
uma amostra obtida do cateter.

Bactérias isoladas no sangue periférico do tipo S. aureus, Streptococcus pneumoniae, enterobactérias,
P. aeruginosa e Candida albicans, tem elevado valor preditivo de infecgao.

= Enterococos tem significancia clinica em 80% dos casos

= Streptococcus viridans entre 40 a 60%:

- 1 cultura positiva em duas obtidas - € muito provavel uma contaminacdo
- 2 ou mais culturas positivas — € muito provavel a infeccéo
- 1 colhida e positiva. Colher nova amostra

= Staphylococcus coagulase negativa entre 20 a 40%:

- 2 amostras colhidas e positivas - verificar se sdo da mesma espécie ou se tem mesmo
antibiograma. Se diferirem na espécie e/ou nitidamente no antibiograma é provavel que houve
contaminagao de coleta. Nao liberar antibiograma.

- 2 amostras colhidas e 1 positiva — solicitar nova amostra — provavel contaminagdo. Nao fazer
antibiograma.

- 2 amostras colhidas e identificadas como da mesma espécie e com mesmo antibiograma -
Liberar resultado da cultura e antibiograma e destacar: “Bactéria da flora cutdnea. Instituir
tratamento especifico se evidéncias clinicas de infeccdo. Se o paciente estiver com cateter,
possivel colonizagdo.”

= Qutras bactérias isoladas de em uma Unica amostra e sugestivas de contaminacdo: Micrococcus
spp., corineformes, Propionibacterium spp., Bacillus spp.

Hemoculturas positivas e repetidas para bactérias potencialmente contaminantes podem ser
consideradas patogénicas quando afastada a contaminagdo por cateter. Considerar a hipdtese de
endocardite. Quando houver suspeita de fastidiosos ou fungos ou micobactérias conservar as
hemoculturas por 30 a 40 dias.

Relagdo entre idade e volume ideal de sangue a ser coletado

Idade volume
< 1 més 1-2 ml
1 més a 2 anos 2-3 ml
> 2 anos a 10 anos 3-5mil
Adolescente 10-20 ml
Adulto 40 ml

PoNTA DE CATETER

* Fazer cultura qualitativa ndo se justifica para diagndstico de bacteremia. Deve-se relatar o nimero
de col6nias isoladas e a(s) bactérias isolada(s) pela técnica semi-quantitativa de Maki.

* Quando maior que 15 colo6nias, identificar, mas ndo fazer antibiograma. Se a hemocultura for
positiva fazer antibiograma da hemocultura.

* No caso de bacteremia, a remogao do cateter e envio da ponta para cultura se justifica quando a
amostra de hemocultura for colhida no prazo de 24 h.

= Considerando que a colonizagdo de cateter é muito comum, se ndao houver bacteremia nao se se
justifica identificar bactérias do cateter e fazer antibiograma, exceto se houver indicagdo de
monitoramento dos cateteres pela CCIH. Caso a hemocultura seja negativa, ndo se justifica
trabalhar com bactérias do cateter. As técnicas de investigagdo de contaminagdo da luz do cateter
justificam-se quando se deseja descobrir fonte de bacteremia, fungemia, abscessos em multiplos
orgaos, etc.
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1. INTRODUCAO

Com a crescente preocupacdo mundial com a tuberculose, os laboratérios de Microbiologia tém sido cada
vez mas exigidos em relagdo a rapidez do diagnostico. Um ndmero maior de amostras é processado no
laboratoério para realizar este diagndstico, exigindo que medidas de seguranca sejam tomadas e que os
técnicos tenham um treinamento adequado nessas técnicas.

Uma variedade de técnicas estd sendo implantada nos laboratérios para acelerar o diagnéstico, mas as
técnicas convencionais ainda ocupam um espago importante na rotina laboratorial.

Um importante evento mudou um pouco a visdo do que era necessario para o diagndstico em termos
laboratoriais, que foi o aparecimento da AIDS. O perfil de sensibilidade das cepas de M. tuberculosis
passou a ter um papel extremamente importante para o clinico jd que a sensibilidade as drogas
tradicionais tinha sofrido algumas mudangas o que ocasionava sérias dificuldades no tratamento. Além do
aparecimento de cepas multi-resistentes de M. tuberculosis, aparecerem as infecgdes por outras espécies
de micobactérias nestes pacientes, levando a quadros graves (como por exemplo M. avium).

Diante deste fato os laboratérios necessitam estar sempre atualizados. Nos capitulos adiante citamos
alguns dos procedimentos mais utilizados para o diagndstico das infecgées por micobactérias.

Manipulacdo do material clinico

Uma parte importante que deve ser considerada pelo laboratério quando trabalhando com micobactérias,
é a seguranca empregada na manipulacdo do material clinico destas cepas. E grande o nimero de casos
de técnicos infectados devido ao descaso dos laboratérios com a manipulacdo deste tipo de patdgeno.
Algumas medidas minimas devem ser tomadas quando o laboratério vai no intuito de diagnosticar este
agente.

Se o laboratério for realizar apenas a pesquisa de bacilos alcool-acido resistentes no material clinico, sem
tratamento (laboratério Nivel-1), as seguintes medidas devem ser observadas:

» Colocar na amostra clinica a mesma quantidade de hipoclorito de sédio a 5% e deixar 15 minutos a
fim de inviabilizar os eventuais bacilos presentes na amostra. Centrifugar a amostra e do sedimento
preparar as laminas.

= Treinar os técnicos e orientar para os riscos da manipulacdo inadequada do material clinico.
= Utilizar luvas e aventais descartaveis.
Se o laboratério for realizar também a cultura, além da pesquisa de bacilos alcool-acido resistentes no

material clinico direto e apds tratamento (Laboratério Nivel 2), além das medidas ja citadas, o laboratério
deve :

*  Processar todas as amostras em uma capela bioldgica classe I ou II que possuem filtros HEPA.
= Utilizar respiradores descartaveis (tipo N95).
* Limitar a entrada de pessoas na area reservada para a manipulacdo dos materiais.

= Treinamento dos técnicos nas técnicas de cultura e identificagdo de M. tuberculosis.

Se o laboratério for realizar todas as técnicas descritas acima e, além disso, for trabalhar com testes de
avaliacdo da sensibilidade (Laboratério nivel 3), deve possuir:

= uma area com ante-sala e uma sala separada onde as amostras sdo processadas e os testes de
sensibilidade sdo realizados.

* um sistema de exaustdo préprio que crie uma pressao negativa nas duas salas.

= uma autoclave deve ser instalada dentro desta area para que todo material seja autoclavado antes de
deixar esta area.

» treinamento especifico dos técnicos nas técnicas de cultura, identificacdo e testes de avaliagdo da
sensibilidade das diferentes espécies de micobactérias.
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2. COLETA DE AMOSTRAS

AMOSTRAS RESPIRATORIAS

COLETA

- Usar um frasco estéril de
boca larga com tampa de
rosca.

De preferéncia, colher as
amostras antes da
administragao de
antibidticos, mas ndo
excluir a coleta por causa
do uso de antibidticos ja
gue na maioria dos casos
0 paciente em tratamento
para tuberculose nao vai
suspender a terapia para
realizar o exame.

Orientar a coleta do
primeiro escarro da
manha. Coletar a amostra
apoés expectoragdo
profunda e evitar colher
saliva.

E recomendado um
minimo de 3 amostras de
escarro em dias
consecutivos.

Entregar instrugdes por
escrito para uma coleta
adequada da amostra.

Identificar (nome do
paciente, data da coleta)
as amostras apos a coleta

SANGUE

COLETA

- Seguir as orientagdes
utilizadas no seu
laboratorio para a
assepsia antes da coleta
das amostras de sangue
para cultura.

- Coletar uma amostra de
sangue e inocular
diretamente meios de
cultura apropriados ou no
tubo isolator.

1 Utilizar 5 ml de amostra de sangue

ARMAZENAMENTO

- Se a amostra nao for
processada dentro de 1
hora apds a coleta,
armazenar em geladeira
(2 a 8°C) por até 24
horas.

- Manter as amostras em
geladeira até ter sido
examinada por algum
meétodo de coloragdo.

- Manter as amostras com
exame direto positivo em
geladeira para eventuais
exame posteriores (no
maximo 30 dias)

ARMAZENAMENTO

- Nao refrigerar as
amostras.

- Se utilizado o meio bactec

133, manter a amostra
em estufa a 37°C.

- Se forem utilizados os
meios que serao lidos em
aparelhos automatizados
(bactec myco/f lytic,
mb/bact), manter os
frascos em temperatura
ambiente apds a coleta.

- Se for utilizado o tubo
isolator manter em
temperatura ambiente.

AMOSTRAS REJEITADAS

- Amostras de escarro
colhidas durante um
periodo de 24 horas.
Estas amostras possuem
alta possibilidade de
contaminacao por outras
bactérias e fungos o que
prejudica o
processamento correto da
amostra.

- Amostras que nao
estiverem devidamente
identificadas

- Amostras coletadas em
frascos ndo estéreis e
com conservantes.

- Amostras enviadas em
“swabs” de coleta

AMOSTRAS REJEITADAS

- Amostras colhidas com
EDTA.

- Amostras coaguladas.

2 ytilizar 10 ml de amostra de sangue
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TRATAMENTO

- NALC-NaOH (NALC=N-
Acetil-cisteina)

- NaOH 4%

- acido oxalico - usado
para materiais
contaminados com P.
aeruginosa.

TRATAMENTO

- As amostras ndo devem
ser previamente tratadas,
e sim inoculadas
diretamente conforme
especificagbes dos
fabricantes de cada
frasco.

- Meios utilizados para
deteccao de
micobactérias em
amostras de sangue:

Bactec 13A (BD) !
Bactec Myco/Lytic (BD) *
MB/BacT (Organon T.) *
Isolator (Wampole) 2



URINA

AMOSTRAS REJEITADAS

- Urina colhida durante um
periodo de 24 horas. O
elevado nimero de
microrganismos
contaminantes presentes

ARMAZENAMENTO

- Se a amostra nao for
processada dentro de 3
hora apds a coleta,
armazenar em geladeira
(2 a 8°C) por até 24

COLETA

- Coletar a 1° urina da
manha (minimo 40 ml)
apoés assepsia genital
adequada com agua e
sabdo

horas. nestas amostras prejudica
- Coletar em um frasco a descontaminaggo da
estéril de boca larga com <
tampa de rosca.
o - Amostras colhidas em
- E recomendado a CO,IEta frascos ndo estéreis.
de 3 amostras em dias
consecutivos - As 3 amostras colhidas no
mesmo dia em horarios
diferentes.
FEZES *
COLETA ARMAZENAMENTO AMOSTRAS REJEITADAS

- Manter as amostras em
geladeira até o
processamento.

- Coletar em frascos de
boca larga sem
conservantes.

- Amostras congeladas.

* Apenas as amostras com pesquisa positiva deveriam ser processadas para cultura.

BIOPSIAS OU AMOSTRAS DE TECIDO *

AMOSTRAS REJEITADAS

- Amostras colhidas em
“swabs”.

ARMAZENAMENTO

- Processar a amostra
assim que for recebida no
laboratdrio.

COLETA

- Enviar a amostra em tubo
estéril sem conservante
ou fixador, com um pouco

de solucdo salina estéril. - Amostras colhidas em

- Manter o material depois formol.
de processado na

geladeira.

TRATAMENTO

- Colocar a urina em um
tubo cOnico estéril com
tampa de rosca e
centrifugar a 3000 xg por
15 min.

- Desprezar o sobrenadante
e tratar a amostra com
NALC-NaOH ou NaOH 4%,
conforme descrito no
anexo A.

TRATAMENTO

- Suspender 1 g de fezes
em 5 ml de middlebrook
7h9.

- Agitar vigorosamente e
tratar pelo método de
NaOH 4%.

TRATAMENTO

- Macerar o material com
pistilo estéril dentro do
proprio tubo conico ou em
um cadinho estéril
adicionando caldo 7H9.

- Tratar a amostra pelo
método NALC-NaOH ou
NaOH 4% e proceder
conforme descrito no
anexo A.

* Temperaturas diferentes devem ser usadas para incubar os meios inoculados com amostras de pele.

LAVADO GASTRICO

AMOSTRAS REJEITADAS

- Amostras colhidas sem
carbonato de sodio.

ARMAZENAMENTO

- Manter as amostras em
geladeira até serem
processadas.

COLETA

- Colher de 5 a 10 ml da
amostra em um tubo
estéril contendo 100 mg

de carbonato de sodio. N
- Se na amostra nao for

adicionado carbonato de
sodio esta deve ser
processada dentro de 4
horas apds a coleta.

- Realizar a coleta de
manha em jejum.

- Usar salina estéril para a
coleta.

mod VI - 3

TRATAMENTO

- Se a amostra for muito
mucoide, adicionar 50 a
100 mg de NALC

- Centrifugar a 3000 xg por
15 min.

- Suspender o sedimento
em agua destilada estéril
e processar pelo método
de NALC ou NaOH 4%.



OUTROS MATERIAIS: MEDULA OSSEA, LIQUOR, LIQUIDO PLEURAL

COLETA ARMAZENAMENTO AMOSTRAS REJEITADAS TRATAMENTO
- Coletar em tubos estéreis. - Manter a amostra na - Amostras enviadas em - Normalmente estas
Os f ilizad geladeira se ndo for tubos ndo estéreis. amostras ndo tém
=oF rl'ascoz utilizados para processada dentro de 24 \ q Tk bactérias contaminantes,
a cultura de sangue horas. - NO caso de medula 0Ssea,  ortanto ndo sdo tratadas
também podem ser amostras colhidas sem eviamenteean
dos - Manter as amostras na anticoagulante -p u
el 3 inoculadas diretamente

geladeira apods o
processamento, por
varios dias em caso de - Meios que podem ser
haver contaminacao da usados para a coleta de
cultura. amostras:

Bactec 13 A

Bactec Myco/F Lytic
MB/BacT *

ESP Myco *

- Quanto maior o volume nos meios de cultura.

processado maior a
possibilidade de se ter
uma amostra positiva.

* Estes meios ndo podem ser utilizados para amostras de medula dssea
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3. PROCESSAMENTO DE AMOSTRAS

EXAME MICROSCOPICO E COLORAGAO

*» Todos as amostras clinicas, exceto sangue e medula dssea, devem ser examinadas por algum método
de coloragdo, para a presenca ou nao de bacilos alcool-acido resistentes.

* Preparar o esfregago com no méximo 1 a 2 cm de diametro.

METODOS DE COLORAGCAO

Ziehl-Neelsen

Corantes Procedimento Resultado
- Fucsina - Fixar o esfregago na lamina, na - Positivo: bacilos coram em rosa
chama do bico de bunsen. forte, outras bactérias e células

= dissolver 3 g de fucsina basica em
coram em azul.

10 ml de etanol 90%-95% - Cobrir o esfregago com a fucsina

= adicionar 90 ml de uma solugao - Aquecer, sem deixar ferver , 3 a 4 - Negativo: ndo sdo observados
aquosa de fenol a 5% vezes em um periodo de 5 min. bacilos em 300 campos
p , . ; examinados

- Alcool-acido - Lavar com agua.

= adicionar 3 ml de HCI concentrado - Descorar com o alcool-acido até A interpretagdo segue descrita na
em 97 ml de etanol a 90%-95%. remover todo o corante - 2 min. Tabela 1.

- Cobrir o esfregago com azul de
metileno - 2 min.

- Azul de Metileno

= dissolver 0,3 g de cloreto de azul
de metileno em 100 ml de agua
destilada - Deixar a lamina secar ao ar (se for
usado papel de filtro para secar a
lamina, desprezar em lixo
apropriado e usar um papel para
cada lamina).

- Lavar com agua.

- Ler em microscépio 6ptico comum
em objetiva de imersdo de 100x.

Auramina
Corantes Procedimento Resultado
- Auramina fendlica - Fixar a lamina. - Positivo: bacilos coram em amarelo
« dissolver 0,1 g de auramina O em - Cobrir 0 esfregaco com auramina e 2laranjado em fundo escuro.
10 ml de etanol 90%-95% deixar por 15 min. - Negativo: ndo ha presenca de
= adicionar em uma solucdo de 3g de  _ | 3var com agua. bacilos em 100 campos
fenol em 87 ml de agua destilada D {Icool-4cido - 2 mi observados.
estéril (estocar a solucdo em frasco -~ P€SCOrar com aicooi-acido = 2 min.
escuro) - Lavar com agua. A interpretagdo segue descrita na
- Alcool-acido - Cobrir o esfregago com Tabela 1.

permanganato de potassio - 2 min.

= adicionar 0,5 ml de HCI ~ . -
e ndo mais que 4 min.

concentrado em 100 ml de alcool
70% - Lavar com agu

- Permanganato de potéssio - Ler em microscépio de

- dissolver 0,5g de permanganato de fluorescéncia com objetiva de 40x.

potassio em 100 ml de agua
destilada
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Kinyoun

Indicado para micobactérias, Nocardia spp. e outros bacilos Gram positivos ramificados que se coram
fracamente pela coloragao de Ziehl-Neelsen.

Corantes Procedimento Resultado *
- Fucsina -  Fixar o esfregago na lamina. - Positivo: Bacilos coram em rosa
« dissolver 4 g de fucsina basica em -  Cobrir o esfregaco com a fucsina  fOrte, outras bactérias e células

20 ml de etanol 90%-95% - 5 min. coram em azul.
= adicionar 100 ml de uma solugao - Lavar com &gua. - Negativo: ndo sdo observados

aquosa de fenol a 5% ) , . , bacilos apds a observacdo de 300
- Descorar com alcool-acido até

‘ s - campos.
- Alcool-acido remover todo o corante - 2 min.
= adicionar 3 ml de HCI concentrado - Cobrir o esfregago com azul de A interpretacdo segue descrita na
em 97 ml de etanol a 90%-95%. metileno - 2 min. Tabela 1.

- Azul de Metileno - Lavar com agua.

- Deixar a lamina secar no ar (se
for usado papel de filtro para
secar a lamina, desprezar em
lixo apropriado e usar um papel
para cada lamina).

- Ler em microscépio 6ptico
comum em objetiva de imersao
de 100x.

= dissolver 0,3 g de cloreto de azul
de metileno em 100 ml de agua
destilada

* Um resultado negativo no exame direto do material clinico ndo exclui a possibilidade de infecgdo por M. tuberculosis.
A cultura é necessaria para confirmacdo do diagndstico.

Interpretacdo de resultados de pesquisa de bacilos alcool-acido resistentes

Resultado NiUmero de microrganismos
Auramina objetiva 25x Ziehl-Neelsen (Kinyoun) objetiva 100x

Negativo 0 0

Duvidoso, repetir a coloracao 1-2/30 campos 1-2/300 campos

+ (raros) 1-9/10 campos 1-9/100 campos

++ (alguns) 1-9/campo 1-9 /10 campos

+++ (frequentes) 10-90/ campo 1-9/ campo

++++ (numerosos) > 90/campo > 9/campo

A sensibilidade dos métodos estd em torno de 22 a 81%. Os métodos ndo possuem boa especificidade ja
gue outros microrganismos que ndo micobactérias podem aparecer corados (ex: Nocardia, Rodococcus,
entre outros).

Se apenas 1 a 2 bacilos sdo observados em toda a ldamina este resultado ndo deve ser reportado antes de
ser realizado uma outra lamina. Se o resultado persistir ligar para o médico responsavel pelo paciente
para discutir o caso.

CONTROLE DE QUALIDADE

Laminas positivas e negativas devem ser incluidas toda vez que se fizer a coloracdo e quando novos lotes
de corantes sdo preparados.

= Controle negativo: Escherichia coli
= Controle positivo: Mycobacterium tuberculosis ATCC 25177
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METODOS PARA TRATAMENTO DAS AMOSTRAS PARA CULTURA.

Algumas amostras podem apresentar flora mista de bactérias e devem ser tratadas para minimizar o
crescimento destes microrganismos contaminantes, que crescem mais rapido, impossibilitando o
crescimento das micobactérias.

Materiais que devem ou nao ser tratados antes de serem semeados nos meios apropriados

Material Processado Nao processado
Escarro X
Lavado bronco-alveolar X
Liquor X
Sangue X
Pele X
Bidpsias X
Lavado gastrico x
Urina X
Fezes X
Medula éssea X

N-ACETIL-L-CISTEINA/NAOH 2% (NALC-NAOH)

O NALC é um potente agente mucolitico e favorece a utilizagdo de concentracdes baixas do
descontaminante sem prejudicar a recuperagdo de micobactérias. A desvantagem é que a solugdo deve
ser preparada diariamente por que ela perde a atividade apds 24 horas.

Reagentes Procedimento

- N-acetil-L-cisteina - Preparar a quantidade necessaria da solugdo de

- Solugdo de NaOH/ citrato de sédio: volume 1/1 NALC de acordo com a tabela 3.
(autoclavar e estocar em frascos com tampa de rosca) Colocar 5 ml da amostra em um tubo conico estéril

- NaOH 4% (40 g pastilhas de NaOH em 1000mL de i (TR G5 FeEEE 6 B il
agua destilada) -  Homogeneizar vigorosamente.

- Citrato de sédio 0,1M (26 g de citrato de sddio - Deixar 15 - 20 minutos a temperatura ambiente.
(anidro) em 1000 ml de agua destilada). - Adicionar o mesmo volume de tamp&o fosfato.

- Tampao fosfato 0,067M, pH 6,8 (pode ser substituido - Centrifugar a 3.000 xg por 15 minutos.
por agua)

- Desprezar o sobrenadante em frasco apropriado
evitando ao maximo espirros do material. Limpar a
borda do tubo com hipoclorito.

- Ressuspender o sedimento com tampao fosfato;
ressuspender com um volume suficiente para
inocular os meios que serdo utilizados.

- Preparar laminas para coloracgdo.

- Desprezar todo o material utilizado em lixo
apropriado ou em frascos proprios contendo
hipoclorito.
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Preparacao da solugao para tratamento das amostras com N-acetil-L-cisteina

Volume (ml) NaOH 4% / citrato de sédio NALC
25 ml 12,5ml/ 12,5 ml 125 mg
50 ml 25 ml/ 25 mi 250 mg
100 ml 50 ml/ 50 ml 500 mg
200 ml 100 ml/ 100 ml 1g

500 ml 250 ml/ 250 ml 2,59
1000 ml 500mL/ 500 ml 5g

NAOH 4% (PETROFF)

Esta solucdo tem atividade descontaminante e para ter atividade mucolitica deve ser usada em
concentragoOes altas (4%). Nessa concentracdo o NaOH é téxico para algumas micobactérias o que torna o
tempo de exposicdo do material a esta substancia crucial para se obter um bom resultado.

Reagentes Procedimento
- Solucao de 2% ou 4% de NaOH (1N) - Colocar 5 ml da amostra em um tubo conico estéril
- Tampé&o fosfato de 0,067 M, pH 6,8 com tampa de rosca de 50 ml.
- Solucdo de HCI - Colocar o mesmo volume da solugdao de NaOH.

- Homogeneizar vigorosamente.
- Deixar 15 - 20 minutos a temperatura ambiente

- Adicionar o mesmo volume de tampdo fosfato (ou
agua).

- Centrifugar a 3.000 xg por 15 minutos.

- Desprezar o sobrenadante em frasco apropriado

evitando a formacgdo de aerosdis. Limpar o tubo com
uma solugao de hipoclorito.

- Adicionar uma gota de vermelho de fenol no
sedimento e adicionar aos poucos a solucdo de hcl até
o indicador mudar de vermelho para amarelo.

Indicador vermelho de fenol

- Agua destilada estéril

- Homogeneizar o sedimento.
- Inocular a amostra no meio apropriado.
- Preparar laminas para coloragdo.

- Desprezar todo o material utilizado em lixo apropriado
ou em frascos proprios contendo hipoclorito.

AcIipo OxALICO

E o método de escolha para processar amostras contaminadas com Pseudomonas aeruginosa.

Reagentes Procedimento
5% acido oxalico - Adicionar um volume de 5% de acido oxalico.
ddidts erdliias 50g equivalente ao da amostra em um tubo conico de 50
4gua destilada 1000 m ml.

- Homogeneizar vigorosamente por 30 segundos.

- Dissol Aci | il . . ;
EERIVER @ CEHD & U pEUED CR EEYE) elzsi ks - Deixar a temperatura ambiente por 30 minutos

- Completar para 1000 ml agitando o tubo ocasionalmente.
- Esterilizar a 121°C por 15 minutos - Adicionar nacl 0,85% até a marca de 50 ml do frasco.
- Estocar a temperatura ambiente - Inverter o tubo vérias vezes para mistura.

- Centrifugar por 15 a 20 minutos a 3000xg.
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Vermelho de fenol

vermelho de fenol 8 mg
4% NaOH 20m L
agua destilada 1000 ml

- Dissolver o vermelho de fenol em 4% NaOH utilizando
um agitador magnético; se necessario aquecer
levemente

- Completar com 1000 ml de agua destilada

- Estocar a temperatura ambiente

4% NaOH

NaOH 40g

agua destilada 1000 ml

- Dissolver o NaOH em um pouco de agua

- Manter o frasco resfriado para evitar aguecimento

- Completar para 1000 ml com agua destilada. Esterilizar
a 121°C por 15 min. Estocar a temperatura ambiente

NaCl 0.85% estéril

Desprezar o sobrenadante.

Adicionar ao sedimento algumas gotas de vermelho de
fenol.

Neutralizar o sedimento com 4% naoh até obter uma
cor rosa claro.

Preparar as laminas e semear nos meios apropriados.
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4. CULTURA PARA ISOLAMENTO DE MICOBACTERIAS

MEIOS SOLIDOS

LOWENSTEIN-JENSEN

a) Composicao: ovos coagulados, verde malaquita, sais, glicerol, farinha de batata

b) Inoculagao: 0,5 a 1,0 ml do material clinico

c) Incubacgdo: 37°C em estufa com 5% a 10% de CO,, na auséncia de luz, com excegdo de amostras de
pele em que o meio deve ser incubado a 30°C, por até 8 semanas. Nas 2 primeiras semanas manter os
tubos na posicdo horizontal com as tampas um pouco desrosqueadas, depois colocar na vertical e apertar
as tampas.

d) Leituras: ler duas vezes durante as duas primeiras semanas (fazer a segunda leitura da primeira
semana sempre com 7 dias exatos, jd que é um parametro importante para a identificacdo posterior) e

depois uma vez por semana até completar 8 semanas. Observar o pigmento da coldnia.

= Se o meio estiver contaminado com outros microrganismos, desprezar o meio e preparar outra
cultura se o material estiver ainda estocado.

= Descontaminar novamente o material antes de inocular no meio.

MIDDLEBROOK 7H10, 7H11

a) Composicao: sais, vitaminas, cofatores, acido oléico, albumina, catalase, glicerol, glicose (7H10),
acrescido de hidrolizado de caseina (7H11)

b) Inoculagao: semear 0,5 a 1,0mL do sedimento tratado na placa. Utilizar uma alca descartavel para

espalhar bem todo o material sobre a superficie da placa. Nao utilizar a técnica normal de semeadura em

placas, semear em todas as diregdes.

c) Incubagdo: a 37°C em estufa com 5% a 10% de CO, no escuro por até 8 semanas.

d) Leituras: ler duas vezes durante as duas primeiras semanas (fazer a segunda leitura da primeira

semana sempre com 7 dias exatos, j& que é um parametro importante para a identificacdo posterior) e

depois uma vez por semana até completar 8 semanas.

= Os meios soélidos sdo importantes para observar amostras que possuem mais de um tipo de
micobactéria.

MEIOS LIQUIDOS

MIDDLEBROOK 7H9

a) Composigao:
sais, vitaminas, cofatores, albumina, catalase, glicerol

b) Inoculagao: inocular a amostra de biépsia ou fragmento de pele diretamente no meio

c) Incubagao: incubar a 37°C em estufa contendo 5 a 10% de CO,. Se forem inoculados fragmentos de
pele no meio incubar um tubo a 37°C e outro a 30°C.

d) Leitura: examinar os tubos duas vezes durante as duas primeiras semanas e uma vez nas semanas
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seguintes até completar 8 semanas.

BACTEC 12B

Antes de serem inoculados com amostras clinicas ou cepas bacterianas os frascos devem ser colocados no
equipamento Bactec 460TB para que sejam inoculados com uma quantidade determinada de CO,.

a) Composicdao (Middlebrook 7H12): caldo 7H9, albumina bovina, hidrolizado de caseina, catalase,
substrato marcado com **C(1uCi/ml).

b) Inoculagdo: inocular 0,5 ml do sedimento tratado pelo método de NALC, com uma seringa tipo
insulina. Adicionar 0,1 ml de uma solugdo de antibidticos (PANTA, Becton Dickinson) nas amostras que
podem apresentam alguma contaminagao bacteriana.

c) Incubacgdo: 37°C; amostras de tecidos ou fragmentos de pele devem ser incubados também a 30°C
(preparar 2 frascos). N&do é necessario incubar no escuro.

d) Leituras: ler 2 vezes nas duas primeiras semanas de incubacdo e uma vez nas semanas seguintes até
completar 6 semanas. Frascos com indices de crescimento (GI) maior que 10 devem ser separadas e
testadas diariamente.

= Frascos que apresentarem GI superiores a 10 devem ser considerados como suspeitos de serem
positivos, quando o GI chegar a 50 preparar uma lamina e corar pelo método de Ziehl-Neelsen.

= Algumas vezes pode ser dificil visualizar as micobactérias com um GI tdo baixo; aguardar para fazer
outra lamina quando o frasco apresentar um GI maior.

= Algumas vezes o meio 12B ndo adere bem a lamina e solta do esfregaco, adicionar uma gota de
albumina na l&mina antes de colocar a gota do 12B para fixar o esfregaco.

» Se o frasco apresenta além de bacilos alcool-acido outras bactérias, descontaminar a amostra
diretamente do 12B removendo todo o contelddo e processando pelo método de 4% de NaOH. Inocular
0 sedimento tratado novamente em um novo 12B.

BACTEC 13A

a) Composicao (Middlebrook 7H13): caldo 7H9, albumina bovina, hidrolizado de caseina, catalase,
substrato marcado com **C(1uCi/ml), Tween 80, polianetolsulfonato de sédio (SPS).

b) Inoculagdo: colocar até 5 ml de sangue diretamente no frasco. Adicionar no laboratério 0,5 ml da
solucdo de enriquecimento que vem junto com os frascos Bactec 13A.

c) Incubacgdo: 37°C por até 6 semanas.

d) Leituras: ler os frascos duas vezes nas duas primeiras semanas e uma vez nas semanas seguintes até
completar 6 semanas.

» Os frascos 13A ndo necessitam ser passados no Bactec 460 para colocar C0O,, pois estes ja vem
preparados com a quantidade certa de CO,.

MGIT
a) Composicao: caldo Middlebrook 7H9, sensor fluorescente embebido em silicone sensivel ao oxigénio.

b) Inoculagdo: 0,5 ml do material tratado, adicionar 0,5 ml de OADC (acompanha o kit) e PANTA
(solucado de antibidticos, Becton Dickinson).

c) Incubacao: 37°C.

d) Leituras: realizar a primeira leitura apds 48 horas de incubacdo. Ler duas vezes nas duas primeiras
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semanas e uma vez nas semanas seguintes até completar 8 semanas. A leitura é feita com uma luz
ultravioleta e a fluorescéncia emitida € comparada com um controle positivo e negativo.

= Amostras de sangue ndo devem ser colocadas neste meio.

» Existe disponivel um equipamento automatizado (MGIT 960) que realiza as leituras automaticamente.
ESP Myco

a) Composicao: caldo Middlebrook 7H9 e esponjas de celulose.

b) Inoculagdo: 0,5 ml da amostra clinica. S3o adicionados OADC e uma mistura de antibioticos
(MycoPVNA).

c) Incubagdo: Os frascos sdo incubados no aparelho ESP Difco por um periodo de 6 semanas.

d) Leituras: O equipamento automatizado vai realizar as leituras continuamente e medir o consumo e
producao de gases.

» Este sistema permite o processamento de qualquer amostra clinica inclusive sangue.
MB/BACT

a) Composicdo: Middlebrook 7H9, caseina pancreatica digerida, catalase, albumina bovina.
b) Inoculagdo: 0,5 ml do material clinico tratado. Uma mistura de antibidticos é adicionada.
c) Incubacgao: 37°C no equipamento automatizado MB BacT/Alert por 6 semanas.

d) Leituras: os frascos sdo lidos automaticamente e constantemente pelo equipamento.

BACTEC Myco LYTIC

a) Composicdo: caldo Middlebrook 7H9, sensor fluorescente sensivel ao oxigénio.

b) Inoculagdo: 5 ml da amostra.

c) Incubacgao: 37°C no equipamento Bactec 9420 durante 42 dias

d) Leituras: o equipamento realiza as leituras e o0 monitoramento continuo dos frascos.

» Estes frascos sdo apenas para processamento de amostras de sangue. Para amostras respiratérias o
equipamento usado é o Bactec 9000MB e o frasco é o Myco/F.

CONTROLE DE QUALIDADE

Controle positivo: apresenta crescimento abundante no meio

- Mycobacterium tuberculosis H37Ra ATCC 25177 - Mycobacterium intracellulare ATCC 13950
- Mycobacterium kansasii ATCC 12478 - Mycobacterium fortuitum ATCC 6841.
- Mycobacterium scrofulaceum ATCC 19981

Controle negativo: ndo apresenta crescimento no meio
- Escherichia coli ATCC 25922
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Sugestao de meios de cultura, temperatura de incubacao e método de processamento de
diferentes amostras para isolamento de micobactérias.

Amostra Inoculagdo | Tratamento Meio para isolamento Temperatura de
direta da amostra incubacgao
Lowen | 7H10/ | Outro 25 a 37°C
Jensen | 7H11 30°C
Sangue X Bactec 13A, Isolator, X
Medula éssea Bactec Myco/F Lytic,
MB/BacT
Amostras X X X Bactec 12B, ESP Myco/F X
respiratérias Lytic, MGIT, MB/BacT
Liquidos X X X Bactec 12B , ESP X
Myco/F Lytic, MGIT,
MBBacT
Liquor X X X Bactec 12B, ESP Myco/F X
Lytic, MGIT, MB/BacT
Tecidos X X X Bactec 12B, MGIT, 7H9 X X
Feridas/Ulceras de
pele
Lavado gastrico X X X Bactec 12B, MGIT, ESP X
Myco/F Lytic, MB/BacT
Urina X X X Bactec 12B, ESP Myco/F X
Lytic, MGIT, MB/BacT
Fezes X X X 7H11 X
Linfonodos X X X Meio suplementado com X
hemina
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5. IDENTIFICACAO DAS DIFERENTES ESPECIES DE MICOBACTERIAS

TESTES BIOQUIMICOS TRADICIONAIS

CRESCIMENTO E PRODUCAO DE PIGMENTO

As micobactérias podem ser separadas em grupos de acordo com, o tempo de crescimento, a
temperatura 6tima para que esse crescimento ocorra e a produgdo de pigmento quando exposta a
luz.

Estas caracteristicas podem ser observadas com uma cultura nova em Lowenstein Jensen (LJ), meio
usado preferencialmente porque o contraste de cor é mais facilmente observado.

Crescimento

Definido como sendo o tempo necessario para col6nias serem visualizadas a olho ni, em meio sélido.

= Micobactérias de crescimento rapido: < 7 dias
= Micobactérias de crescimento lento : > 7 dias

Estudos de crescimento devem ser feitos sempre com uma subcultura diluida para se obter um
crescimento de col6nias isoladas, nunca em culturas primarias, j& que o processo de digestdo e
descontaminacdo pode ser muito acentuado levando micobactérias de crescimento rapido a crescerem em
até 3 semanas.

a) Meios: = Com uma pipeta Pasteur estéril transferir 6

gotas do indéculo diluido para 5 tubos de LJ
=  Tubos ou Middlebrook 7H9 (caldo). (Lowenstein-Jensen). Distribuir o inéculo por
= Lowenstein Jensen preparado em tubos com todo o meio.

IEGEE) €13 FeEE, = Cobrir 2 tubos com papel de aluminio.

b) Materiais e Equipamentos: = Incubar, um tubo fechado e um aberto a 25°C
(temperatura ambiente), um fechado e um

= Algas descartaveis estéreis aberto a 37°C. Um tubo deixar aberto a 45°C.

= Pipeta Pasteur descartavel Se o material processado for tecido ou material

= Papel de aluminio de pele incubar também a 30°C.

= Estufa de CO, 37°C

= Estufa a 30°C e 45°C = Manter todos os tubos com as tampas

= Homogeneizador desrosqueadas.

= Lampada 60W
c) Procedimento: d) Leituras:

= Inocular uma alcada cheia de crescimento em * Examinar os tubos apos S5 e 7 dias de
um tubo com caldo 7HO. incubagdo. Verificar se tem crescimento e

classificar conforme descrito na Tabela 5.
= Homogeneizar vigorosamente por 10 seg.

= Fazer uma diluigdo 1:100 deste indculo.

Considerar crescimento quando existem col6nias bem formadas ou um crescimento confluente. E
importante fazer uma diluicdo do indculo, para visualizar col6nias isoladas.
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Quantidade de crescimento no meio de LJ

Crescimento a 37°C Quantidade de crescimento
1 semana 2 semanas 3 semanas
Rapido + a ++
Intermediario + a + ++
Lento 0 a+ + ++

0 - nenhuma colonia visivel no meio

+ - algumas poucas col6nias muito pequenas ou uma pequena mancha de pigmento visivel no meio

+ - varias col6nias bem desenvolvidas ou uma fina camada confluente visivel de crescimento no meio, podendo ser
visto o meio de LJ embaixo ou entre as colOnias

++4 - muitas colonias bem desenvolvidas formando uma camada grossa e confluente de crescimento ( coldnias tocando
umas nas outras ou proximas) sem que se possa ver o meio de L] embaixo ou entre as col6nias.

Pigmento
VariagOes na producdo de pigmento levam a classificar as micobactérias em 3 grupos:
= fotocromogénicas - micobactérias que produzem pigmento somente apds a exposicdo a luz.

= scotocromogénicas - micobactérias que produzem pigmento tanto no escuro quanto no claro.
= nao fotocromogénicas - micobactérias que ndo produzem pigmento em qualquer situacao.

a) Procedimento: b) Resultado:

= Quando houver crescimento no tubo = N&o pigmentada - cor creme
descoberto retirar o papel de aluminio do tubo «  pigmentada - cor amarelo. larania claro
coberto e verificar se as colonias sdo Iaganja ! J !

pigmentadas.
(ndo deve ser observada a intensidade da cor
produzida e sim apenas se produz ou ndo
pigmento).

= Se néo for observado pigmento expor a luz
(lampada de 60W) por 3 horas (distancia do
tubo para a lampada deve ser de 20 a 25 cm)
com a tampa desrosqueada

= Incubar por mais 3 dias. Manter as tampas
desrosqueadas.

TEMPERATURA

= A temperatura de incubagdo geral é de 37°C.

* Incubar em diferentes temperaturas quando o material clinico for amostras de pele (25°C a 30°C).
= Algumas micobactérias (M. xenopi) crescem melhor quando incubadas 42°C.

TESTE DA CATALASE

A enzima catalase separa o perdxido de hidrogénio em agua e oxigénio, e o oxigénio aparece na forma de
bolhas.

Quase todas as micobactérias produzem catalase, o que vai mudar é a quantidade de catalase produzida
ou a perda ou ndo da capacidade de produzir catalase a 68°C.
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Reagentes:

10% Tween 80

Aquecer o Tween 80 e 90 ml de agua destilada
estéril em banho 50°C.

Pipetar 10 ml de Tween 80 aquecido nos 90 ml
de agua destilada estéril aquecida (lavar a
pipeta varias vezes para retirar todo o Tween).
Deixar o frasco no banho até dissolver todo o
Tween 80.

Estocar de 2 a 8°C.

10% Tween 80 / 30% H,0, (solucdo de uso)

Misturar partes iguais dos dois reagentes.
Preparar no momento do uso (1,0 ml/teste).

N3o deixar este reagente cair na pele. Em caso de
acidente lavar com agua corrente.

TESTE SEMI-QUANTITATIVO

a) Meios:

7H9
Lowenstein Jensen sem inclinagao (tubos de
150 mm)

b) Materias e Equipamentos:

alca descartavel
estufa 37°C
régua

c) Procedimento:

Inocular um caldo 7H9 com uma algada cheia
de micobactérias.

Incubar por 7 dias a 37°C

Homogeneizar vigorosamente por 10 segundos
Inocular 0,1 ml do caldo com crescimento em
um tubo de LJ preparado sem inclinagdo.
Incubar a 37°C por 14 dias com as tampas
desrosqueadas.

Adicionar 1 ml do reagente preparado (Tween
80/H,0,) .

Deixar a temperatura ambiente por 5 minutos
e medir a altura das bolhas a partir da
superficie do meio de cultura com uma régua.

d) Resultado:

>45 mm - alta catalase ( Ex: M. fortuitum, M.
kansasii, M.simiae, etc.)

< 45mm - baixa catalase (Ex: M. tuberculosis,
M.marinum, M.avium, etc.)

e) Controles de Qualidade:

Controle negativo: tubo de LJ ndo inoculado
Controle Positivo:

- catalase alta - M. fortuitum ATCC 6841

- catalase baixa - M. tuberculosis ATCC
25177

TESTE A 68°C

a) Reagentes:

tampdo fosfato (0,067M)

b) Materiais e Equipamentos:

2 tubos com tampa de rosca
alca descartavel
banho maria 68°C

c) Procedimento:

Inocular um tubo de tampa de rosca com 1,0
ml de tampdo fosfato (0,067M) com uma
alcada cheia de crescimento de micobactérias.

Transferir 0,5 ml do inéculo para um segundo
tubo de tampa de rosca.

Incubar um tubo em banho maria a 68°C por
20 min e o outro a temperatura ambiente.
Adicionar 0,5 ml da solugao de Tween 80/H,0,
nos dois tubos.

Deixar a temperatura ambiente por 20 minutos
antes de ler. (Nao agitar os tubos)

d) Controle de Qualidade:

M.tuberculosis ATCC 25177 - forma bolhas a
temperatura ambiente mas ndo a 68°C.

M. fortuitum ATCC 6841- forma bolhas a
temperatura ambiente e a 68°C.
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TESTE DA UREIA

Método Wayne

Teste utilizado para identificar as micobactérias que tém a capacidade de hidrolisar a uréia.

a) Reagentes:

Caldo Uréia

= Adicionar 10 g de Bacto Uréia agar base
concentrado (Difco) em 90 ml de H,0 destilada
estéril.

= Homogeneizar bem.

Colocar assepticamente 3 ml em tubos com

tampa de rosca.

= Estocar de 2 a 8°C. (validade 1 més)

b) Materias e Equipamentos:

= alga descartavel
= estufa 37°C

c) Procedimento:

= Inocular o caldo uréia com uma algada cheia
de um crescimento de micobactérias.

= Homogeneizar.

= Incubar por 3 a 5 dias a 37°C (ndo passar de 5
dias para fazer a leitura).

d) Resultado:

= Positivo: rosa forte ou vermelho

= Negativo: sem mudanca de cor. Se ficar
levemente rosado repetir o teste, se o
resultado persistir, reportar como negativo.

Método Murphy-Hawkins

a) Materiais e Equipamentos:

agua estéril

alca descartavel
disco de uréia
vermelho de fenol
estufa 37°C
vermelho de fenol

b) Procedimento:

= Colocar um disco de uréia em um tubo
contendo 0,5 ml de H,0 estéril.

= Inocular uma alcada cheia de micobactérias
com 2 a 4 semanas de incubacdo no tubo
contendo o disco de uréia.

= Incubar a 37°C por 3 dias.

= Pingar 1 gota de vermelho de fenol.

c) Resultados:

= Positivo: rosa forte
= Negativo: laranja

d) Controle de Qualidade:

= Positivo: M. kansasii ATCC 12478
= Negativo: M. intracellulare ATCC 13950 ou um
tubo apenas com meio

CRESCIMENTO EM AGAR MACCONKEY SEM CRISTAL VIOLETA

E um teste utilizado para diferenciar as diferentes espécies de micobactérias de crescimento rapido.
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a) Meios:

= placa com meio de Mac Conkey sem cristal
violeta
= caldo 7H9

b) Materiais e Equipamentos:

= alca descartavel

= Dpipeta Pastuer descartavel
= estufa 37°C

= estufa 30°C

c) Procedimento:

= Inocular em um tubo com 7H9 uma algada do
crescimento bacteriano.

= Incubar a 37°C por 1 semana.

= Inocular 3 a 4 gotas do indculo do caldo 7H9
no agar MC.

= Estriar a placa.

= Incubar a 28°- 30°C por 11 dias.

d) Resultado:

= Positivo: col6nias nas estrias
= Negativo: sem crescimento
e) Controle de Qualidade:

= Controle Positivo: M. fortuitum
= Controle Negativo: M. chelonae

TESTE DA ARILSULFATASE

Verificar as micobactérias que em diferentes condigdes produzem a enzima arilsulfatase.

Teste de 3 dias

a) Meios:
= caldo de arilsulfatase (3 dias)
b) Reagentes:

= N32CO3 2N
= padroOes de leitura

c) Materiais e Equipamentos:

= alca descartavel

= vortex

= estufa 35°C

= estufa 45°C

= Dpipeta Pasteur descartavel

d) Procedimento:

= Inocular um caldo de 3 dias de Arilsulfatase
com uma alcada cheia de micobactérias de
uma cultura de 2 a 4 semanas de crescimento.
= Homogeneizar.

= Incubar por 3 dias a 35 - 37°C para
micobactérias de crescimento répido (sem CO;)
e a 45°C quando a suspeita for de M. xenopi.

= Apo6s 3 dias colocar 6 gotas de Na,COs 2N (ndo
mais) com uma pipeta Pasteur.

= Ler comparando com os padroes.

e) Resultado:

= Positivo: producao imediata da cor pink ou
vermelha. (Leitura equivalente a +++ do
padrao)

= Negativo : incolor

f) Controle de qualidade:

= Positivo: M. fortuitum
= Negativo: caldo sem inocular

Teste de 2 semanas
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a) Meios:
= caldo de arilsulfatase (2 semanas)
b) Reagentes:

=  Na,COs 2N
= padrdes de leitura

c) Materiais e Equipamentos:

= alca descartavel

= vortex

= estufa 35°C

= estufa 45°C

= pipeta Pasteur descartavel

d) Procedimento:

= Inocular o tubo de arilsulfatase de 2 semanas
com uma alcada cheia de micobactérias de
uma cultura de 2 a 4 semanas de crescimento.
= Homogeneizar.

= Incubar por 2 semanas a 37°C.

= Colocar 6 gotas de Na,CO3 2N com uma pipeta
Pasteur.

= Ler comparando com os padroes.

e) Resultado:

= Positivo: producao imediata de cor rosa forte
ou vermelha. (Leitura equivalente a ++++ do
padrdo)

= Se o resultado for de +++ (borderline) repetir
o teste.

f) Controle de qualidade:
= Positivo: M. triviale

= Negativo: caldo nao inoculado ou caldo
inoculado com M. tuberculosis.

TESTE DA REDUGCAO DO TELURITO

Teste utilizado para verificar se a micobactéria reduz o telurito.

a) Reagentes:
= telurito de potassio 0,2%
b) Meios:

= caldo 7H9 (preparado em tubo de fundo
arredondado)

c) Materiais e Equipamentos:

= alca descartavel

= estufa 37°C

= escala de McFarland (4)

= Dpipeta Pastuer descartavel
= vortex

d) Procedimento:

= Utilizar uma cultura com 3 a 4 semanas de
crescimento.

= Inocular densamente um
arredondado com caldo 7H9.

= Homogeneizar bem.

tubo de fundo

= Incubar por 1 semana a 37°C.

= Verificar se tem crescimento suficiente
(equivalente a escala 4 de McFarland). Se ndo
cresceu bem, ndo incubar novamente e fazer
um novo tubo.

= Com uma pipeta Pasteur colocar 2 gotas de
telurito de potassio 0,2% .

= Agitar no Vortex 30 segundos.

= Incubar 3 dias a 37°C.

= Ler ap6s 3 dias (ndo passar o prazo).

e) Resultado:

= Positivo: formagao de um precipitado preto no
fundo do tubo

= Negativo: nao forma precipitado

f) Controle de Qualidade:

= Positivo: M. intracellulare
= Negativo: caldo sem in6culo

UTILIZACAO DE FERRO

Verificar se a micobactéria é capaz de converter citrato de ferro amoniacal em éxido de ferro.
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a) Reagentes:

= citrato férrico amoniacal (solugdo estéril)
b) Materiais e Equipamentos:

= Dpipeta Pastuer descartavel

c) Procedimento:

= Inocular 2 LJ com uma suspensao de
micobactérias.

= Incubar até obter crescimento visivel (2
semanas).

= Colocar tantas gotas de citrato férrico
amoniacal quantos forem os mililitros de meio
em um dos LJ. Ex: para 8 ml de meio LJ,
colocar 8 gotas da solugao.

= O outro tubo sera o controle negativo.
= Reincubar o LJ a temperatura ambiente de 28°
- 30°C por até 3 semanas.

d) Resultado:

* Positivo: colonias se tornam escuras-oxidadas

= Negativo: as colonias permanecem com a
mesma cor que as do LJ em que nao foi
colocada a solugao.

e) Controle de Qualidade:

= Positivo: M.fortuitum
= Negativo: M. chelonae

HIDROLISE DO TWEEN 80

Esta prova é utilizada verificar a hidrélise enzimatica do Tween 80 pelas micobactérias.

a) Reagentes:
= reagente de hidrélise do Tween 80
b) Materiais e Equipamentos:

= alca descartavel
= estufa 37°C

c) Procedimento:

= Inocular uma alcada cheia de micobactérias
com 2 a 4 semanas de crescimento, em um
tubo com o reagente de hidrolise do Tween 80.

= Homogeneizar.

= Incubar a 37°C no escuro com as tampas bem
fechadas.

= Ler apds 5 e 10 dias de incubagdo.

= N&o agitar os tubos.

= Examinar o liquido e ndo o sedimento.

d) Resultado:

= Positivo: mudanca de cor do meio, de ambar
para pink ou vermelho

e) Controle de Qualidade:
= Positivo: M. kansasii

= Negativo: M. avium

Se o liquido ficar sem cor repetir o teste, se
persistir o resultado reportar como negativo.

TESTES AUTOMATIZADOS E MOLECULARES PARA IDENTIFICAGAO
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IDENTIFICAGCAO PELO BACTEC 460 - NAP

Principio

NAP (p-nitro-a- acetylamino-p-hydroxypropiophenone) é uma substdncia que inibe o crescimento de
micobactérias do complexo Mycobacterium tuberculosis. Outras micobactérias que ndo estdo incluidas
neste complexo crescem na presenca desta substancia.

Na presenca de M. tuberculosis ndo ha produgdo de CO,, derivado do crescimento da micobactéria, o que
resulta em uma reducdo na quantidade de *CO, produzido, originando um resultado negativo quando o
frasco é lido no aparelho Bactec 460TB.

Somente culturas em fase de crescimento devem ser usadas para realizar o teste.

a) Meios: c) Procedimento:
= 1 frasco de Bactec 12B = Se for utilizado um crescimento de
= 1 frasco NAP micobactérias no frasco 12B, seguir conforme

descrito no anexo C.
b) Materiais e Equipamentos:
= Se for utilizado um crescimento de

= Bactec 460TB micobactérias de um outro meio liquido ou de
= seringas tipo tuberculina um meio sdlido, colocar um pouco do
= estufa 37°C crescimento da micobactéria em um frasco

12B. Ler diariamente até atingir um GI de 50 -
100 e proceder conforme descrito no anexo C.

IDENTIFICACAO POR SONDAS DE ACIDOS NUCLEICOS
Principio

As sondas de DNA utilizam uma fita simples de DNA marcada com um éter de acridina complementar ao
rRNA do microrganismo alvo. Apos a lise das células da micobactéria, o rRNA é liberado e a sonda
marcada se combina com esse rRNA formando um complexo sonda + rRNA.

Uma solucgdo hidrolitica é utilizada para inativar o éster que ndo ligado ao rRNA. O complexo formado é
detectado por quimioluminescéncia com um luminémetro. A quantidade de luz produzida é proporcional a
quantidade de complexos sonda + rRNA presentes na amostra.

As sondas comercialmente disponiveis identificam o complexo Mycobacterium tuberculosis, complexo
Mycobacterium avium, Mycobacterium kansasii, Mycobacterium gordonae e Mycobacterium intracellulare
(GenProbe Inc. San Diego, CA).

a) Materiais e Equipamentos: 2. Se for utilizado crescimento de
micobactérias em meio sélido:
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= Lumin6émetro

= sonicador de banho maria

= banho seco 95°C

= seringa de tuberculina

= pipetas automaticas de 100 pL e 300 pL
= banho 60°C

b) Procedimento

1. Se for utilizado crescimento de
micobactérias em frasco 12B:

= Utilizar a cultura quando o crescimento atingir
um GI de 999.

= Adicionar 100 pL do reagente 1 e 100 pL do
reagente 2 em um tubo de lise.

= Ligar todos os banhos para que possam atingir
a temperatura adequada antes de comecgar o
teste.

= Retirar 1 ml do crescimento bacteriano e
colocar no tubo de lise.

= Votexar o tubo vigorosamente por 5 minutos

= Sonicar o tubo por 15 minutos a temperatura
ambiente.

= Colocar o tubo no banho a 95°C por 15
minutos.

= Deixar o tubo esfriar a temperatura ambiente

= Retirar 100uL do lisado e transferir para um
tubo com a sonda.

= Incubar 15 minutos a 60°C.

= Pipetar 300 uL do reagente 3 (que vem no kit)
no tubo.

= Tampar e vortexar.

= Colocar no banho a 60°C * por 5 minutos.

= Retirar do banho, deixar chegar a temperatura
ambiente e colocar no luminémetro para fazer
a leitura.

* A temperatura do banho de 60°C é crucial para
ocorrer o anelamento da sonda com o rRNA da
amostra.

= colocar 100uL do reagente 1 e 100uL do
reagente 2 no tubo de lise

= inocular uma algcada cheia do crescimento no
tubo de lise.

= proceder como descrito acima no item 1.

3. Se for utilizado crescimento de

micobactérias em meio liquido:

= somente fazer o teste quando o caldo
apresentar uma boa turvacao.

= colocar 100 pL do reagente 1 e 100 uL do
reagente 2 no tubo de lise

= colocar 1 ml da amostra no tubo de lise

= proceder como descrito acima no item 1.

Nota: O passo mais importante no processo é a
lise das células. Apds colocar a amostra no tubo de
lise, agitar no vortex vigorosamente por
aproximadamente 5 minutos para que o processo
seja adequando.

d) Resultado:

= Positivo: > 30,000 RLU (Relative Light Units)
= Negativo: < 30,000 RLU

A sonda para o complexo M. tuberculosis nao
identifica as diferentes espécies de micobactérias
pertencentes ao complexo.

IDENTIFICACAO POR METODOS DE AMPLIFICACAO DO DNA

O termo amplificacdo significa fazer varias cépias a partir de poucas. Por muito tempo a Unica técnica em
que isso era possivel de ser realizado era a cultura, de onde se multiplicava o nimero de microrganismos
presentes na amostra. Esta técnica € muito demorada quando se fala de micobactérias por isso foram
desenvolvidas técnicas que amplificam o DNA do microrganismo de forma rapida e especifica.

Varios sdo os métodos para amplificacdo do DNA de micobactérias que existem no mercado, dentre eles
podemos citar; PCR (Polimerase Chain Reaction) e TMA (Transcription-mediated amplification), NASBA
(nucleic acid sequence-based amplification) e SDA (Strand Displacement Amplification).

PCR

TMA

(Amplicor, Roche Diag. Systems)
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Principio

Materiais
e
Equipamentos

Procedimento

E um sistema semi-automatico de
amplificagdo do DNA “in vitro” por uma
série de incubagbes sucessivas em
diferentes temperaturas usando uma
enzima estavel a temperatura e
dependente de DNA (Taq polimerase).

= termociclador

= Dpipetas automaticas
= kit Amplicor

= A amostra deve ser digerida e

descontaminada utilizando o método

de NALC-naoh

= As células devem ser lisadas e o DNA

extraido

= O DNA deve ser purificado e
concentrado

= A técnica de amplificagdo é aplicada
nesse concentrado

= O kit possui as solugdes e instrucoes
para realizar os passos de extracao e

amplificacao
= A deteccdo do produto amplificado é

feita com sondas especificas para o
fragmento do DNA amplificado,

marcadas com digoxigenina e biotina

no formato de uma reacgao
imunoenzimatica colorimétrica.
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E um sistema semi-automatico de
amplificagdo de RNA que utiliza uma Unica
temperatura de amplificacdao e duas
enzimas uma que converte o rRNA em
DNA e outra que transcreve o DNA em
RNA.

= pipetas automaticas
= sonicador

=  banho 42°C

= banho seco 95°C

=  banho 60°C

=  |umindmetro

= As amostras devem ser digeridas e
descontaminadas pelo método de
NALC-NaOH

= As células devem ser lisadas e o DNA
extraido

= A técnica de amplificagdo é aplicada no
DNA extraido

= Kit possui as solugdes e instrugdes
para realizar os passos de lise,
extracdo e amplificagdo do DNA

= A deteccdo do produto amplificado é
feita com sondas especificas para o
fragmento do DNA amplificado,
marcadas com um éster de acridina e
a leitura é feita em um luminémetro.



6. ANEXOS

ANEXO A. ESQUEMA DE ISOLAMENTO PRIMARIO

Material
Material sem flora P | » Material com
contaminant h ¥ contaminant
Lamina Ziehl (2) Colocar todo material em

tubo conico de 50

Dobrar o volume com
Repouso 15

Completar com agua estéril até
50 ml

Resuspender o sedimento com
0,5 ml de agau estéril

| I I

Lamina Ziehl (2) 0,5 0,1

! !

< 3000xg 15
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ANEXO B. ESQUEMA DE IDENTIFICACAO DE MICOBACTERIAS

Crescimento das Micobactéria

Nao

LJ 35°C

l

Crescimento lento
> 7 dias

y Pigmento amarelo

pigmentado

!

Expor a Luz

|
| !

Fotocromogénico Nao
l fotocromogénico

M. Kansasii
M. marinum
M. simiae
M. asiaticum

4 ou laranja
Nitrato
+ -
M. szulgai Hidrdlise do
M. flavesnens Tween
M. thermoresistibile
- ar

M. scrofulaceum M. gordonae

M. xenopi
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ANEXO C. ESQUEMA DO TESTE DE NAP

Diluigdes:
Transferir os seguintes
volumes para um novo 12B
50-100 nenhum
101-200 0,8 mL
201-400 0,6 mL
401-600 0,4 mL
601-800 0,3 mL 12B
801-999 0,2 mL GI > 10
999 por mais de 1 dia 0,1 mL

Ziehl Ziehl
positivo h negativo

! !

Ler frasco Ler normalmente
diariamente até 1x por semana
atingir GI de 50-100

| |

Homogeneizar bem a cultura Incubar 37°C
com a seringa e transferir 1 Ler diariamente 2 a 7 dias
mL para o frasco NAP

O frasco 12B i i
original - Complexo 4—— 12B Controle GI T 12B Controle GI |
controle do M. tuberculosis NAP GI { NAP GI T

teste

Micobactéria nao
do complexo
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GLOSSARIO

Artrésporo ou artroconidio = esporo formado pela desarticulagdo da hifa de fungos filamentosos ou
leveduras.

Blastosporo ou blastoconidio = esporos formados por brotamento ou gemulagao.

Bolor = fungo filamentoso, multicelular, constituido de hifas.

Brotamento ou gemulagao = reproducdo com divisdo de citoplasma através de estrangulamento.
Cenocitica = hifa desprovida de septos, o mesmo que hifa continua.

Clamidésporo = estruturas de resisténcia, constituidas de reserva nutritiva e membrana bastante
espessa, permitindo resistir aos fatores externos, semelhante aos esporos.

Conidio = esporo assexuado externo.
Dimorfico = que apresenta duas formas: leveduriforme e filamentosa.

Esporangio = 6rgdo de reprodugdo assexuada interna, geralmente em forma de vesicula e contém
inimeros esporos denominados de esporangiosporos.

Hialino = que ndo tem cor, transltcido, assumindo a cor do corante utilizado.

Hifa = reunido de células justapostas, formando estrutura tubular, filamentosa, que compde o corpo
vegetativo dos bolores e de alguns géneros de leveduras (por ex, Candida spp.).

Demacio ou demaciaceo = fungos negros que tém pigmento melandide (acastanhado), na parede
celular.

Levedura = fungo em regra, unicelular que se reproduz geralmente por brotamento.

Tuberculado = com granulagdes ou nodosidades.



1. INTRODUCAO

FUNGOS E INFECGCAO HOSPITALAR

Fungos sdo seres dispersos no meio ambiente, em vegetais, ar atmosférico, solo e dgua e, embora
sejam estimados em 250 mil espécies, menos de 150 foram descritos como patdgenos aos seres
humanos. Leveduras sdo fungos capazes de colonizar o homem e animais e, frente a perda do
equilibrio parasita-hospedeiro, podem causar diversos quadros infecciosos com formas clinicas
localizadas ou disseminadas. De modo contrario, fungos filamentosos, ou bolores, normalmente, nao
fazem parte da microbiota animal e portanto o homem ndo é um reservatdrio importante para esse
grupo de fungos. As portas de entrada no hospedeiro sdo as vias aéreas superiores ou quebra na
barreira epidérmica apos traumatismos com objetos perfuro-cortantes.

Dentre as centenas de espécies descritas, leveduras do género Candida sdo os maiores agentes de
infeccao hospitalar e representam um desafio para a sobrevida de pacientes com doengas graves e
aqueles em periodo pds-operatério. Hospitais norte-americanos com sistema de vigilancia operante,
notificaram Candida como 6° patégeno nosocomial e a 4% causa mais comum de infecgGes de corrente
sanguinea, adquiridas em hospitais.

A manifestacdo clinica mais comum nas candidiases hospitalares é febre. Candidemia pode ser
definida como a ocorréncia de 2, ou mais,culturas positivas para a mesma espécie de Candida,
provenientes de amostras diferentes, coletadas apds 72 h da admissdo. Infecgdo invasiva por Candida
pode ser também considerada quando ha isolamento de Candida a partir de sitio normalmente, estéril
associado a pelo menos, um outro sinal de infeccdo. A sensibilidade de hemocultura para Candida é
baixa; aproximadamente, 50% dos pacientes com infeccdao invasiva por Candida podem ter culturas
negativas. Além disso, se houver infeccdo bacteriana concomitante, pode diminuir a chance do
isolamento de Candida.

Os fatores reconhecidos de risco para infeccao invasiva por Candida sao:

* Permanéncia > 4 dias em UTI

= Antibioticoterapia de largo espectro
= Cirurgia abdominal

= Cateterizagdo venosa central

= Nutricdo parenteral total

= Imunodepressao

= Indice APACHE II > 10

* Ventilagdo mecanica > 48h

= Neutropenia

= Quimioterapia citotdxica

Frente a estas condi¢cdes recomenda-se monitoracdo com exames micoldgicos sangue de amostras
bioldgicas dos pacientes, tais como, sangue, escarro, pontas de catéteres intravasculares, liquido
peritoneal e urina. Culturas positivas para leveduras podem significar apenas colonizagdo mas, podem
conduzir a doenca invasiva subsequente. Estudo prospectivo, em pacientes cirdrgicos de UTI, mostrou
que 38% de 29 pacientes desenvolveram infeccdo apos colonizacdo. A colonizagdo pode ser
demonstrada por analise de 3 ou mais amostras, coletadas do mesmo local ou de sitios diferentes, do
mesmo paciente, em dias consecutivos.

Diferentes espécies de Candida podem causar quadros de fungemia, a saber: Candida glabrata
(Torulopsis glabrata), Candida tropicalis; Candida parapsilosis, Candida krusei, Candida guilliemondii,
Candida lusitaniae, Candida lipolytica, Candida kefyr, Candida inconspicua, Candida norvergensis e
Candida catenulata. Um grupo europeu realizou na década de 90 um estudo multicéntrico e, por
analise univariada, concluiram ser C. glabrata, a espécie associada a maior taxa de mortalidade e que
Obito estava relacionado com maior idade e severidade da doencga de base do paciente.
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O género Candida é, sem duvida o mais importante mas, existem outras leveduras no ambiente
hospitalar, tanto em vegetais, ar atmosférico e dgua, quanto na pele e no trato gastrointestinal dos
pacientes e funcionarios, que podem causar quadros infecciosos. Os principais géneros sao Pichia sp
(Hansenula sp), Rhodotorula sp e Trichosporon sp.

Fungos filamentosos presentes no meio ambiente hospitalar, também podem causar infeccdo em
pacientes suscetiveis. O género Aspergillus sp (Aspergillus terreus, A. fumigatus, A. flavus e A. niger)
é o mais citado na literatura como fungo oportunista, especialmente em pacientes transplantados de
medula éssea e neutropénicos. A inalagdo de esporos é a via mais comum de transmissdo e os surtos
de aspergilose sdao associados a reformas e construgdes, dentro e ao redor de hospitais. Doenca
pulmonar e, mais raramente, sinusite, sdo as manifestacbes de aspergilose. Outros géneros, tais
como Fusarium sp, Acremonium sp e Penicillium sp sao capazes de causar formas localizadas ou
disseminadas de infeccdo hospitalar. Estes géneros que sdo dispersos pelo ar atmosférico, pertencem
ao grupo dos hialohifomicetos, pois tém hifas hialinas e septadas. Outros grupos de fungos
filamentosos, como zigomicetos (Rhizopus sp, Mucor sp), caracterizados por hifas ndo-septadas
(cenociticas) e alguns feo-hifomicetos (“fungos negros” ou demacios) que tém hifas amarronzadas,
podem também ser agentes de infeccdo hospitalar.

GENERALIDADES SOBRE FUNGOS

Os fungos de interesse médico, agentes de micoses, sdo de dois tipos morfoldgicos: leveduras, que
sdo unicelulares e bolores ou fungos filamentosos, que sao multicelulares (Fig.1). Existe um subgrupo
dentro dos filamentosos, chamados fungos dimérficos, que se apresentam sob ambas as formas,
dependendo principalmente da temperatura, mas sob influéncia também do teor de CO, e condicbes
nutricionais.

As leveduras tém como estrutura primaria, células que se reproduzem por brotamento, Unico ou
multiplo, em geral, de forma arredondada. Estas células sdo esporos de origem assexual e se
denominam blastoconidios. Alguns géneros de leveduras menos importantes em micologia médica,
reproduzem-se por fissao.

Os fungos filamentosos possuem como elemento constituinte basico a hifa, que pode ser septada ou
nao septada (cenocitica). A partir da hifa formam-se esporos, para propagacao das espécies. Na
grande maioria dos fungos, os esporos podem ser chamados de conidios, pois nascem diretamente
delas ou sobre estruturas ligas a elas.

Esses conceitos fundamentais representam a base para a identificacgdo de um fungo, pois a
classificagdo de filamentosos é feita, em regra, pelas caracteristicas morfoldgicas, tanto macroscopicas
(cor, aspecto, textura da col6nia, etc.), quanto microscdpicas (forma e cor da hifa, presenca ou ndo de
septos, tipo e arranjo de esporos, etc.), além da velocidade de crescimento (lenta, moderada ou
rapida). A identificagdo de leveduras, ao contrario, € feita, principalmente, por caracteristicas
fisioldgicas, desde que, a morfologia destes fungos ndo € muito variada e ndo permite distingdo entre
espécies e, em regra, entre géneros.

Com o advento da terapia com antibidticos de largo espectro e o tratamento de pacientes com
doengas metabdlicas cronicas, neoplasicos e transplantados, em uso de agentes citotdxicos e
imunossupressores, além da AIDS, a diferenca entre fungos contaminantes e patogénicos
(classicamente os agentes de micoses superficiais, subcuténeas e profundas), tornou-se pouco clara.
Agentes como Aspergillus, Candida, Cryptococcus e espécies de zigomicetos, considerados
antigamente, como contaminantes de laboratdrio e, portanto, de pouca importancia clinica, sdo agora
conhecidos como causadores de enfermidades disseminadas, endocardites, infecgbes pulmonares,
ceratites entre outras, em pacientes imunodeprimidos. Portanto, estes fungos devem ser
considerados, além dos patdgenos classicos, como por ex., Paracoccidiodes brasiliensis e Histoplasma
capsulatum, como possiveis agentes de quadros infecciosos.

Neste mddulo, sera apresentada uma visdao geral das principais infecgGes fungicas, de modo que, os
microbiologistas possam adquirir certa habilidade para identificar fungos isolados de amostras
bioldgicas. Para um estudo mais completo sobre diagndstico de infecgGes fungicas, recomenda-se as
referéncias citadas ao final do capitulo.
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Estruturas microscopicas basicas de fungos: a, b, c - filamentosos, d - leveduras

J i ;E a — Filamentosos

i e e S B . | b - Filamentosos

ahifa cortinua b.hifa septada hising

c - Filamentosos

d - Leveduras

d.blastoconidios de leveduras
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2. COLETA E TRANSPORTE DE AMOSTRAS

O tipo e a qualidade da amostra bioldgica, submetida ao laboratério de micologia, sdo fatores
importantes no sucesso do isolamento e identificacdo do verdadeiro agente etioldgico de infecgbes
fangicas.

A amostra deve ser submetida ao exame microscopico direto e cultura em meios para isolamento e
identificacdo acurada do agente etioldgico. Por isso, a assepsia na coleta e o volume da amostra sdo
fatores basicos para o sucesso do diagndstico da infecgdo.

RECOMENDAGOES GERAIS DE COLETA E TRANSPORTE DE AMOSTRAS

= Coletar a amostra bioldgica com assepsia e coloca-la em recipiente estéril e vedado, sempre em
quantidade suficiente (>2 ml ou 0,5 cm?) para permitir todos os procedimentos laboratoriais
necessarios.

= Os “swabs” usados para coleta de material de ouvido, nasofaringe e orofaringe, secregao vaginal e
lesGes abertas, devem ser colocados em tubos contendo salina estéril para o transporte, de modo
a evitar a dessecagdo da amostra.

= Sempre que possivel, coletar amostras antes do inicio da terapia especifica e, particularmente,
para lesGes cutaneas de pele e unhas, orientar o paciente para evitar uso de medicagdo topica por
4 a 5 dias antes da coleta de escamas.

= A amostra deve ser identificada com nome do paciente , nimero de registro hospitalar (quando
for o caso), tipo de amostra e data da coleta.

= A requisicdo médica que acompanha a amostra, deve conter, sempre que possivel, as hipéteses
diagndsticas que auxiliardo o micologista na escolha da coloragdo e do meio de cultura mais
adequado para o isolamento do agente etioldgico.

= Em pacientes imunodeprimidos ou muito debilitados o estudo de um mesmo tipo de amostra
bioldgica, coletada em 2 ou 3 dias consecutivos, € importante para a interpretagdo correta de
resultados positivos para fungos considerados como saprofitas, ou seja, contaminantes do meio
ambiente, ou mesmo, constituinte da microbiota normal do paciente. Nestes pacientes, os fungos
saproéfitas podem se tornar oportunistas e comportarem-se como patégenos.

*» Os materiais ditos contaminados, tais como urina, fezes, pus, secrecées de feridas ou trato
respiratorio, devem ser enviados, sob gelo, ao laboratério, o mais rapido possivel (<2 h).

= Liquor e liquidos cavitarios devem ser mantidos a temperatura ambiente e encaminhados com
urgéncia ao laboratorio para processamento imediato.

= Sangue e material de puncdo de medula éssea sdo os Unicos materiais bioldgicos que devem ser
semeados diretamente, em frascos contendo meio de cultura liquido ou bifasico (liquido sobre
sélido), de modo a evitar coagulacdo e consequente diminuicdo da sensibilidade do exame.

PROCEDIMENTOS PARA COLETA DE AMOSTRAS

Recolher, de preferéncia, a primeira expectoracdo da manhd, apds gargarejo
com agua limpa ou fervida, em frasco de boca larga, esterilizado. Nao deve
conter saliva.

Escarro

Aspirar cerca de 5 a 10 ml de suco gastrico, através de sonda nasogastrica,

IR D EE B pela manha, em jejum.

Aspirado traqueal
e secregao obtida
por broncoscopia

Procedimento realizado por médico treinado. O material colhido deve ser
colocado em recipiente estéril.

Fazer assepsia rigorosa no local da pungdo e coletar cerca de 5 a 6 ml de
sangue venoso, que devera ser injetado diretamente, em frasco contendo meio
de cultura (ver detalhes no proximo item). A Ultima gota de material deve ser
distendida em uma lamina de microscopia, para coloragao de Giemsa.

Sangue e aspirado
de medula 6ssea
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Liquor

Tecido obtido por
bidpsia, necropsia
e pegas
operatorias

Urina

Fezes

Secregao ou pele
de conduto
auditivo externo

Material de micose
ocular

Lesao de nariz
e
seios paranasais
Mucosa oral e
orofaringe

Secrecao vaginal

Liquidos corporais
(pleural, ascitico,
pericardico, sinovial)

Pus e material de
abscesso

Pele e pelos

Unhas

Fazer assepsia rigorosa no local da puncao. Coletar 2 ml ou mais, para exame
microscoépico e cultura para fungos. Os tubos na rotina hospitalar, devem ser
usados na seguinte sequéncia: 1° exame bioquimico, 2° exame de
celularidade, 3° microbioldgico, reduzindo assim a possibilidade de isolamento
de contaminantes da pele. Entretanto, a coleta da amostra em tubos
especificos para cada um desses exames, aumenta a sensibilidade do exame
micoldgico e, por isso, deve ser recomendada.

Colher assepticamente, utilizando instrumentos estéreis e colocar o material
em recipiente estéril, com salina. Nao adicionar nenhum liquido fixador.

A amostra bioldgica mais apropriada para o diagndstico de micose do trato
urinario é obtida por sondagem ou citoscopia. Quando nao for possivel, e para
evitar contaminagdo com microrganismos presentes nas areas vizinhas, fazer
limpeza prévia da regido perineal com agua e sabdo, desprezar o primeiro jato
de urina da manh3d, e colher 3 a 5 ml de urina em tubo de ensaio estéril.
Colegdes de 24 horas, ndo tém valor para diagndstico micoldgico.

Fazer lavagem prévia da regido anal com agua e sabdo, coletar porcdes de
fezes em recipiente estéril com tampa ou “swab” anal, mergulhar o “swab” em
salina estéril e enviar o tubo ao laboratério.

Colher material por curetagem da lesdo ou com “swab” estéril. Mergulhar o
“swab” umedecido em salina estéril e enviar o tubo ao laboratorio.

O melhor método para recuperacgao de fungos, requer raspado de coérnea,
aspiracao de liquido intra-ocular ou bidpsia. A coleta com auxilio de “swab” ndo
é indicada em local de drenagem.

Coletar secregdo, material necrdtico ou tecido obtido por bidpsia em recipiente
estéril.

Coletar com “swab” estéril o material de lesdo de mucosa jugal, papilas linguais
ou regido tonsilar. Mergulhar o “swab” umedecido em salina estéril e enviar o
tubo ao laboratério.

Com auxilio de espéculo, coletar material da lesdo ou do fundo de saco vaginal
com “swab” estéril. Mergulhar o “swab” umedecido em salina estéril e enviar o
tubo ao laboratdrio.

Fazer assepsia rigorosa no local da puncao. Coletar cerca de 5 a 10mL de
liguido em tubo de ensaio estéril.

Devem ser colhidos de preferéncia, por aspiragdo de abscessos fechados, com
seringa e agulha estéril. Se a lesdao for aberta, limpar o local, com gaze
esterilizada embebida em salina estéril, para eliminar os exsudatos superficiais
que sdo altamente, contaminados com bactérias. A seguir, colher o material
com “swab”. Mergulhar o “swab” umedecido em salina estéril e enviar o tubo
ao laboratorio.

Se possivel, descontaminar a pele com alcool 70% antes da coleta. Raspar com
lamina de bisturi as escamas cutdneas da borda das lesdes . Pode-se utilizar
também, uma lamina de microscopia. Colocar o material entre duas laminas
limpas, de preferéncia esterilizadas, vedando-se as bordas das laminas com fita
adesiva para evitar perda do material. Os pelos tonsurados, devem ser
retirados com pinga estéril e acondicionados entre |ldaminas ou em potes, de
preferéncia esterilizados.

Fazer limpeza prévia das unhas, escovando com agua e sabdo. Cortar com
tesoura e desprezar a parte descolada da unha e, com lamina de bisturi, raspar
as areas mais profundas e pulverulentas. Colocar este material entre laminas e
veda-las com fita adesiva.
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3. PROCESSAMENTO DE AMOSTRAS

O sucesso na visualizacdo e isolamento do agente etioldgico depende, além da coleta e transporte
adequados e volume suficiente da amostra, de seu processamento correto antes do exame micoldgico.
As seguintes recomendagdes devem ser cuidadosamente, seguidas para boa resolugdo diagnostica:

* Pelos, cabelos, escamas de unha e pele devem ser aliquotadas para exame microscopico e
cultura pois, para exame sao clarificadas com solugao aquosa de KOH a 20% e, para cultura, ndo
podem sofrer nenhum tratamento prévio, sendo por isso, inoculadas diretamente na superficie do
meio de cultura.

*» Liquor, secrecdes e fluidos corporais (liquido pleural, ascitico, sinovial, pericardico, aspirado
transtraqueal, lavado gastrico e broncoalveolar [BAL]) devem ser concentrados por centrifugacdo
(1500 a 2000 rpm por 10 minutos). Os materiais coletados com “swabs” devem ser eluidos em
solucdo salina e também devem ser centrifugados. O sedimento obtido é o material adequado
para o exame microscopico e semeadura em meios de cultura.

= Para urina, é recomendavel que uma aliquota (alca calibrada) seja semeada, por esgotamento,
sobre o meio de cultura distribuido em placa de Petri, para exame quantitativo, pela contagem de
unidades formadoras de col6nias (UFC). A outra aliquota deve ser centrifugada (1500 a 2000 rpm
por 10 minutos) e o sedimento sera utilizado para exame microscopico e nova semeadura em tubo
(cultura qualitativa).

= Escarro pode ser digerido com enzima (v/v) N-acetil-L-cisteina (250 mg de enzima dissolvidas
em 1 L de solucdo-tampado citrato ou solugdo fisioldgica), que fluidifica e facilita a manipulagdo da
amostra e formagdo de sedimento apds centrifugagdo. Porém, ndo foi comprovado que esse
tratamento melhore a recuperagdo de fungos da amostra sendo, portanto, opcional. Pode-se
utilizar, como alternativa, para digestdao da amostra, solucdo de KOH 20%. A porcdo purulenta da
amostra é preferivel e porcdes liglefeitas ndo sdo adequadas para isolamento do agente. A porcdo
da amostra tratada com KOH, porém, sé pode ser usada para exame microscépico, pois a potassa
destrdi, apos algumas horas, as estruturas do fungo, inviabilizando seu isolamento em meio de
cultura. Neste caso, outra porcao da amostra deve ser centrifugada e o sedimento usado para
cultura.

*» Tecidos obtidos por biépsia requerem fragmentacdo, com o auxilio de um bisturi estéril ou
maceracao (ganglio) com pistilo em almofariz; pode ser feito dentro de uma placa de Petri estéril.
Esse procedimento visa aumentar a area de superficie e expor o microrganismo ligado ao tecido,
ao maior contato com o meio de cultura.

* Sangue e aspirado de medula 6ssea ndo necessitam preparacdo, sendo que o exame
microscépico tem baixa sensibilidade e, portanto a cultura é importante para identificagdo do
agente. Para cultura, as amostras sdo semeadas imediatamente, apds a coleta, em frascos
contendo meio de cultura. O meio pode ser bifasico (15 ml de agar inclinado sob 50 ml de caldo)
composto de infusdo de cérebro-coracao (meio BHI) ou Sabouraud. Meios contendo saponina para
lise e posterior centrifugagdo da amostra sdo indicados. Na pratica, frascos para hemocultura
bacterioldgica (simples ou automatizada), proporcionam isolamento adequado de fungos, desde
que respeitado os periodos necessarios ao seu desenvolvimento. Para fungos dimorficos, de
crescimento lento (>15 d), muitos autores consideram o método de lise-centrifugacdo o mais
sensivel. O sangue e medula dssea ndo devem ser coletados em seringas contendo EDTA, pois
esta substancia se combina com elementos da parede dos fungos, diminuindo a sensibilidade do
exame. Um dos procedimentos recomendados para é a inoculagdo de 5 a 6 ml da amostra no
frasco com meio bifasico sendo, uma parte para 10 partes do meio liquido, que deve ser entdo,
incubado a temperatura de 30°C.

EXAME MICROSCOPICO DE AMOSTRAS

A observagdo de um fungo na amostra bioldgica tem grande valor diagndstico pois demonstra a
invasdo do fungo no tecido e permite uma informagdo imediata ao médico, a qual pode ser crucial
para determinar a terapia apropriada ao paciente. No entanto, se a quantidade da amostra bioldgica
for insuficiente para o exame microscopico e cultura do material, a cultura, na maioria das amostras,
tem prioridade sobre o exame microscopico, desde que é método mais especifico e em muitos casos,
mais sensivel. O exame microscépico da amostra é realizado por varias técnicas, dependendo do tipo
da amostra e suspeita clinica.
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EXAME MICROSCOPICO DIRETO COM HIDROXIDO DE POTASSIO (KOH) A 20%

E usado para exame de pelos, pele, unha, tecido obtido por bidpsia, exsudatos espessos e outros
materiais densos. Colocar uma gota de KOH (aquoso a 20%) em uma lamina de microscopia e sobre
esta, uma porcdo da amostra a ser examinada. Cobrir a preparacdo com uma laminula e, para
intensificar a clarificagdo, aquecer ligeiramente, sobre a chama de um bico de Bunsen, sem deixar
ferver a mistura. Examinar a preparagdao apd6s 20 minutos, em microscépio Optico comum,
inicialmente, com objetiva de 10x, seguida de 40x.

EXAME MICROSCOPICO DIRETO COM TINTA NANQUIM (TINTA DA CHINA)

Utilizada em amostras de liquor, urina, secrecdes ou exsudatos, para visualizacdo de leveduras
capsuladas do género Cryptococcus, que se tornam mais evidentes contra o fundo negro
proporcionado pela tinta.

Colocar uma gota de tinta nanquim e uma gota do sedimento da amostra centrifugada, sobre uma
Idmina. Cobrir a preparacdo com laminula e observar ao microscopio Optico (objetivas de 10x e 40 x).
Nesta técnica, um erro bastante frequente é confundir linfécitos com células de leveduras. A
diferenciacdo é feita pela refringéncia da parede celular e das inclusGes no citoplasma das leveduras,
além da presencga de brotamentos.

Cryptococcus sp: leveduras em brotamento rodeadas de halo transparente (capsula
polissacaridica), sobre fundo negro formado pela tinta nanquim

Células em
Capsula brotamento

Polissacaridica

Inclusoes

citoplasmaticas Tinta da China

EXAME MICROSCOPICO COM COLORACAO PELO METODO DE GRAM

Todos os fungos sao Gram- positivos, assim a utilizacdo da coloragdo nao visa a diferenciagao dos
microrganismos, mas possibilita discriminar elementos flngicos de artefatos existentes em urina,
secrecbes e fezes. A amostra é espalhada de modo homogéneo, em movimentos circulares, em uma
ldmina de microscopia, fixada com calor e submetida a coloracao.

EXAME MICROSCOPICO COM COLORAGAO PANOTICA (GIEMSA, LEISHMAN OoU WRIGHT)
Estas coloragbes sao usadas para pesquisa de Histoplasma capsulatum em diversas amostras
bioldgicas: medula éssea, sangue, aspirados e secrecdo cutdnea. Nestes casos, faz-se um esfregaco
semelhante ao usado para coloragdo de Gram. Fixa-se com metanol e cora-se segundo o método
escolhido. Podem ser usadas ainda, para corar “imprints” de tecidos obtidos por bidpsia.

Abaixo estdo esquematizados os principais aspectos morfoldgicos observados ao exame microscopico
e 0s possiveis agentes etioldgicos de acordo com a amostra bioldgica.
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Interpretacdo de aspectos morfolégicos encontrados em

amostras bioldgicas

exames microscopicos de

Amostra biolégica Aspecto Morfolégico Interpretagao
Pelos a. Hifas hialinas e/ou artrosporos (1) a. Dermatofitos
a. Hifas regulares, septadas, ramificadas, hialinas, a. Dermatdfitos
Unhas, artrosporadas (1) b. Candids sop

escamas de pele

Liquor

Secregoes
(trato respiratério,
vaginal, nasal, oral,

naso-faringe)

Tecidos, pus e
aspirados
(subcutaneo,
ganglionar,
cerebral, pulmonar,
mucosa ou outro)

Fluidos oculares

Sangue e
medula éssea

Q

a 0o T o

a 0 T o

0]

. Leveduras e pseudohifas

tortuosas, hialinas (1)

. Levedura capsulada (2)

. Levedura capsulada (2)

. Grupo de leveduras e/ou pequenas hifas

. Hifas ramificadas, hialinas, septadas (3)

. Levedura e pseudohifa (1,3)

. Leveduras globosas ou multiformes, de parede
espessa, inclusdes citoplasmaticas, com

multiplos brotamentos (1)

. Hifas irregulares, largas, cenociticas (1,3)
. Hifas ramificadas, hialinas, septadas (1,3)
. Hifas septadas de cor castanha ou marrom (1,3)
. Estruturas ovaladas, com ou sem septos, de cor

castanha (estruturas muriformes) (1)

f. Levedura capsulada (2)

a. Fragmentos de hifas, hialinas, septadas (1,3)

Unico ou multiplos (1)

muito raro) (3)

Leveduras pequenas em macrofagos (4)

. Levedura e pseudohifa (1,2)

. Levedura globosa ou ovdide, de parede espessa,
inclusOes citoplasmaticas, com brotamento

. Leveduras pequenas, tipo charuto (achado

b. Leveduras e pseudohifas (1,3)

septadas (3,4)

. Levedura capsulada (2)

. Fragmentos de hifas ramificadas, hialinas,

c. Leveduras em brotamento (3,4)

d. Leveduras pequenas em macréfagos (4)

0]

. Malassezia sp

. CRYPTOCOCCUS SP

. Fungos filamentosos hialinos (5)
. CRYPTOCOCCUS SP

. Candida spp

. Paracoccidioides brasiliensis

. Zigomicetos
. Fungos filamentosos hialinos(5)

Feohifomicetos (fungos demacios)

. Cromomicetos (agentes de

cromomicose)

. Candida spp

f. CRYPTOCOCCUS SP

Q

. Paracoccidioides brasiliensis

. Sporothrix schenckii

Histoplasma capsulatum

. Fungos filamentosos hialinos (5)

b. Candida spp

. Fungos filamentosos (5)

. CRYPTOCOCCUS SP

c. Leveduras (6)

. Histoplasma capsulatum

(1) Exame microscépico com KOH

(2) Exame microscépico com tinta nanquim

(3) Exame microscépico com coloragdo de Gram

(4) Exame microscépico com coloragdo de Giemsa ou panotica

(5) Sao fungos saprdfitas que podem se tornar oportunistas, por ex. Aspergillus, Fusarium, Acremonium, cuja
identificacdo so6 € possivel pela cultura.

(6) No sangue, leveduras do genero Candida ndo formam pseudohifas e a identificagdo de género e espécie é
possivel somente, apos isolamento em meio de cultura.

CULTURA DE AMOSTRAS BIOLOGICAS PARA ISOLAMENTO DE FUNGOS

A amostra, apds o processamento, podera ser usada para isolamento do agente etioldgico. Para tanto,
devera ser semeada em movimentos de estrias (zig-zag) sobre a superficie de meios sdlidos de
cultura, distribuidos em aliquotas de 12 a 20 ml, dentro de tubos de ensaio tamponados com tampéo

hidrofilo.
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MEIOS DE CULTURA

Os meios de cultura utilizados para o isolamento primario de fungos, a partir de amostras bioldgicas,
podem ser adquiridos no comércio, sob a forma desidratada, ndo precisando ser formulados no
laboratdrio. Apos a hidratacdo, conforme instrucdes do fabricante, o meio deve ser distribuido, de
preferéncia, em tubos e esterilizados por autoclavacéo.

Para agar, recomenda-se a solidificagdo com tubo inclinado, deixando espago de 3 cm do final do meio
até o tampdo, para evitar contaminacdo via meio externo. Todos estes meios de cultura sdo
distribuidos e esterilizados, de preferéncia em tubos de ensaio pois, desta forma, ha maior resisténcia
a desidratacdo e contaminagdo, além de oferecer menor bio-risco na manipulacdo da cultura.

O armazenamento dos tubos, contendo meios de cultura, deve ser em saco plastico fechado, dentro
de armarios, a temperatura ambiente. Desse modo, se houver uma contaminacdo durante o tempo de
armazenamento, as col6nias de fungos contaminantes serdo facilmente observadas, ao contrario do
que ocorre, quando se armazena sob refrigeragao. O controle de esterilidade deve ser feito por 7 dias,
a temperatura ambiente, antes do uso de qualquer meio de cultura.

Para isolamento de fungos a partir de qualquer tipo de amostra, devem ser utilizados meios nao
seletivos, que permitam crescimento de fungos patogénicos e bolores de crescimento rapido (< de
7dias). Estes fungos, apesar de serem contaminantes de meio ambiente, podem ser agentes de
micoses em pacientes suscetiveis, ou seja, sdo potencialmente, oportunistas. O isolamento desses
fungos, em meio de cultura esta sendo, cada vez mais, importante para diagndstico laboratorial das
infecgOes ditas oportunisticas.

O meio basico em laboratério de micologia é o &gar Sabouraud dextrose (ASD), chamado
simplesmente, agar Sabouraud. Em regra, usa-se um antibidtico para impedir o crescimento de
bactérias que poderiam prejudicar o isolamento de fungos. O cloranfenicol é o mais indicado, pois
resiste a autoclavacdo. Pode ser colocado tanto no ASD como em outros meios de cultura para fungos.

Meios ditos seletivos para fungos patogénicos, contém cicloheximida que inibe parcialmente, ou
totalmente, fungos anemofilos. Estes meios sdo indicados para cultivo de materiais coletados de
lesGes com suspeita de dermatofitose, para aumentar a sensibilidade no isolamento de dermatéfitos.
Mas, deve-se ressaltar que esta substancia podera inibir o isolamento de fungos oportunistas, como
Aspergillus sp, além de Histoplasma capsulatum na fase leveduriforme e certas leveduras
patogénicas dos géneros Candida e Cryptococcus.

Existem meios presuntivos que indicam presenca de certos grupos de fungos ou determinados
géneros, como por ex., agar contendo compostos fendlicos para Cryptococcus sp (agar contendo
sementes de niger ou Guizzotia abssinica), ou agar especial para dermatofitos (Dermatophyte Test
Medium). Existem ainda, meios presuntivos, por reagdo enzimatica e colorimétrica, de espécies de
Candida spp (Candida Medium, ChromAgar, Biggy Agar, etc). Sdo meios mais caros que ASD e além
disso, sua maior aplicagdo ¢ no isolamento primario de leveduras, a partir de amostras bioldgicas
muito contaminadas, tais como: secrecao vaginal, fezes e urina. A identificagdo, no entanto, é feita
somente, apos analise morfoldgica e fisioldgica.

Para isolamento ou subcultivo de dermatéfitos recomenda-se o agar batata, encontrado no comércio,
sob forma desidratada, para aumentar a esporulagdo e facilitar a identificagdo do género e espécie do
fungo. Para fungos dimoérficos, de crescimento lento (> 15 dias), recomenda-se o uso de meios
enriquecidos como o agar infusdo de cerebro-coracdo (BHI) para obtengdo, em menor tempo, de
culturas melhor desenvolvidas. Pode ser acrescido de 5 a 10% de sangue de carneiro e de antibioticos
(de preferéncia, cloranfenicol ou penicilina e estreptomicina).

O meio de cultura pode ser selecionado segundo: tipo de amostra e agente etioldgico, conforme a
suspeita clinica. De acordo com os aspectos observados ao exame microscopico da amostra, pode-se
ainda, redirecionar o procedimento para isolamento do agente. Recomenda-se sempre 2 tubos de
meio para semeadura da amostra bioldgica, os quais deverdo ser incubados a temperatura de 30°C,
usada atualmente, para todos os tipos de amostras.

AGAR SABOURAUD-DEXTROSE (ASD)

DEXEIrOSE vttt i e 40 g
Peptona .......coeviiiiiiii 10g
AGAT i 15¢g
agua destilada ..ocoveviiiiiiii 1000 ml
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= Dissolver os componentes na agua destilada.

= Acertarophem5,6.

= Aquecer até a completa dissolucéo.

= Distribuir cerca de 10 ml por tubo.

= Esterilizar em autoclave a 120°C por 15 minutos.

AGAR SABOURAUD-DEXTROSE COM CLORANFENICOL

= Dissolver 100 mg de cloranfenicol em 10 ml de alcool 95°C.
= Adicionar em 1 litro de ASD antes da esterilizagao.

AGAR'SABOURAUD'DEXTROSE COM CLORANFENICOL E CICLOHEXIMIDA
(MEI0S COMERCIAIS MYCOSEL, MICOBIOTIC AGAR OU MEIO SELETIVO PARA FUNGOS)

» Diluir separadamente 400 mg de cicloheximida (Actidione) em 10 ml de acetona.
»  Diluir 50 mg de cloranfenicol em 10 ml de alcool 95°C.

»= Misturar as solugdes e adicionar em 1 litro de ASD antes da esterilizagao.

= pH=7,0

BRAIN HEART INFUSION AGAR COM CLORANFENICOL (BHI)

» Dissolver 50 mg de cloranfenicol em 10 ml de alcool 95°C.
= Adicionar em 1 litro de BHI desidratado antes da esterilizagao.

PROCEDIMENTOS PARA CULTURA

Os materiais devidamente, processados devem ser semeados na superficie dos meios de cultura, com
alca de niquel-cromo ou pipeta Pasteur, com movimentos em estrias em zig-zag, para permitir
separacao de eventuais contaminantes da amostra. O material ndo deve ser colocado em
profundidade no agar, mas apenas aderido a superficie do meio.O ASD é o meio mais utilizado, por
ser relativamente barato e permitir o crescimento de todos os fungos, com rarissimas excegoes.

A temperatura de incubacao recomendada, para todas as amostras é 30°C, devido a possibilidade de
0 agente etioldgico ser oportunista, e desse modo, crescer melhor a 30°C do que a 37°C, no primo
isolamento. Além disso, pensando em Brasil, em que, as temperaturas sdao muito altas na regido norte
e nordeste, dificilmente alcangam 25°C, a menos que se utiliza estufa BOD ("body oxigen demand”). A
temperatura de 30°C ¢é verificada, mais facilmente, durante muitas horas do dia.

* Hemoculturas fazem parte da rotina diagndstica para casos de infeccdo hospitalar e merecem
algumas recomendagdes a parte, para isolamento de fungos. Os frascos contendo meio bifasico e
sangue ou aspirado de medula 6ssea, devem ser submetidas a agitacdo manual periddica, para
maior homogeneizagdo do oxigénio na fase liquida do frasco. Exames macroscépicos diarios da
superficie da fase sélida sdo indicados para verificar aparecimento de col6nias de: leveduras dos
géneros Candida sp, Cryptococcus sp e outros (24 h-7 dias), fungos filamentosos e Sporothrix
schenckii (2 a 15 d) e fungos dimérficos, como: Paracoccidioides brasiliensis, Histoplasma
capsulatum (15 a 30d). Qualquer colonia de fungo deve ser repicada em ASD, para posterior
identificagao.

= O crescimento de fungos, ao contrario de bactérias, ndo resulta em turvacdo imediata do meio
liguido, de modo que, a analise microscépica de uma gota do meio, abrevia o prazo de resultados
positivos. Recomenda-se a pesquisa microscépica do crescimento de fungos corando por Gram,
duas gotas do meio liquido, periodicamente, em cada um dos periodos acima citados. Além do
exame microscopico da fase liquida, um procedimento que resulta em maior sensibilidade da
cultura, é a realizagcdo de repiques de 1 ml da fase liquida, para tubos contendo ASD ou BHI, em
dias alternados: 2°, 10° e 30° dia.

* Visto que a maioria dos laboratdrios brasileiros ndo trabalha com o meio bifasico, pode-se inocular
a amostra, na mesma proporcao de 10%, em frascos de hemocultura bacterioldgica e fazer a
leitura como anteriormente, descrito. Entretanto, sistemas automatizados para hemoculturas, que
acusam o crescimento de qualquer microrganismo em até 7 dias, ndo permitem identificar a
presenca de fungos de crescimento mais lento. Nesses casos, a incubagdo por periodo de até 30
dias, com repiques do caldo em ASD. O procedimento para sangue e aspirado de medula dssea,
denominado lise-centrifugacdo, ndo é muito difundido no Brasil, pelo custo de importacdo do
sistema. O material bioldgico é inoculado diretamente no frasco do sistema, que contem
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saponina, que lisa as células liberando assim os microrganismos intracelulares. A seguir, deve-se
realizar centrifugacdao que direcionara os elementos fungicos para o fundo do tubo que ja contem
o meio de cultura. O sobrenadante é desprezado e, desta forma, a cultura foi realizada, evitando-
se subcultivos, que sdo necessarios quando se inocula o material em meios bifasicos ou liquidos. A
incubacdo é feita a 37°C por periodo de até 30 dias.

Abaixo estdo os procedimentos recomendados para exame direto e cultura, visando obter melhor
rendimento no isolamento primario de fungos, de acordo com tipo de amostra bioldgica.

Procedimentos laboratoriais para exame direto e isolamento de fungos, segundo amostra

biolégica

AMOSTRA BIOLOGICA

Secrecao respiratoria

Liquor

Urina**

Fluidos corporais
(pleural, ascitico, sinovial,
pericardico, gastrico,
brénquico)

Pus e secregoes de
abscessos

“swab"” embebido em salina
(mucosa oral, nasal,
vaginal, anal, olhos,

conduto auditivo)

Pele, pelos e escamas

Tecidos e pecas

Sangue e medula 6ssea

PROCESSAMENTO

Fluidificagdo (recomendada) -

Centrifugagao

Uso do sedimento -

Centrifugacao

Uso de sedimento -

Centrifugacao

Uso de sedimento -

Centrifugacao

Uso de sedimento -

Nenhum

Centrifugacao

Uso de sedimento

Nenhum

Fragmentacdo ou =

maceragao

“Imprint” em lamina -

Semeadura em meio de -

cultura

Esfregaco ou distensdo em

lamina

EXAME MICROSCOPICO

“a fresco”
KOH a 20%
Giemsa

Tinta nanquim

Tinta nanquim
Gram

“a fresco”
Gram

KOH a 20%
Giemsa

KOH a 20%
Giemsa

Gram

KOH a 20%

KOH a 20%
Giemsa
Tinta naquim

Giemsa

* Todos os meios sélidos, para isolamento de fungos devem conter cloranfenicol.
** Para contagem de coldnias (UFC/ml), semear 0,1 ml de urina em ASD distribuido em placa de Petri, antes de

centrifugar.
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ASD
BHI

ASD

ASD

ASD
BHI

ASD
BHI

ASD

ASD

ASD e BHI

BHI bifasico ou liquido
ASD bifasico ou liquido



4. IDENTIFICAGAO DE FUNGOS

O profissional de laboratdrio deve tentar identificar todas as culturas positivas e emitir o resultado
mais acurado possivel. Muitas vezes, o exame microscopico da amostra é suficiente para medidas de
controle da infecgdo, outras vezes somente o isolamento e identificagdo do fungo pode orientar a
conduta clinica. A identificagdo dos fungos, de modo ideal, deve contemplar o género e a espécie;
porém, muitas vezes, isso ndo € possivel, pelo grau de dificuldade e complexidade do exame. Nestes
casos a identificacdo do grupo de fungos, suficiente para o diagndstico de micose, por ex.,
zigomicetos, feo-hifomicetos, dermatéfitos, leveduras, etc.

O isolamento de um fungo em meio de cultura ndo significa, necessariamente, que ele é o agente
etioldgico da infeccdo. A presenca de fungos na microbiota (flora) de pacientes, por ex. Candida sp e
no meio ambiente, por ex. Aspergillus sp, pode resultar em cultura positiva. Isto explica o grande
namero de culturas positivas para fungos, a partir de uma amostra bioldgica. A relacao entre o fungo
isolado em meio de cultura e sinais e sintomas, é critério clinico-epidemioldgico. No entanto, deve-se
sempre valorizar o isolamento de um fungo procedente de:

* Qualquer amostra bioldgica que mostrou resultado positivo ao exame microscopico
*= Micose cuténea

*  Fluidos corporais normalmente estéreis

» Tecidos obtidos por bidpsias ou pegas operatorias

= Urina, obtida por sondagem ou cistoscopia, independente da contagem de col6nias
= Raspado de cornea

= Paciente imunodeprimido (transplantado ou com Aids)

= Paciente em uso de antibidticos por longo tempo, internado em unidade de terapia intensiva ou
submetido a ventilacdo, cateterismo ou outras manipulagao

= Paciente de hemodidlise ou debilitado que apresente algum sintoma ou sinal de doenga infecciosa
independente do tipo de amostra clinica

Além desses casos, tém importancia as culturas de fungos:

= Dimorficos

= Isolados mais de uma vez, do mesmo tipo de amostra bioldgica, coletada em diferentes dias e
procedentes do mesmo paciente

= Isolados de ponta de cateter (alimentagdo parenteral, infusdes venosas, etc.)

IDENTIFICACAO DE LEVEDURAS (Morfoldgica e Bioquimica)

A morfologia das leveduras, ao contrario do que ocorre com os bolores, ndo apresenta muita
diversidade e, portanto, nem sempre é um parametro suficiente para sua identificacdo. Em
determinadas situacGes, no entanto, a identificacdo rapida, simples e presuntiva pode ser feita,
contribuindo para o diagndstico do quadro infeccioso. Desse modo, se a levedura apresenta hifas
hialinas e ramificadas, é sugestivo do género Candida sps e se, além disso, desenvolver clamiddsporos
-células de reserva- ou tubos germinativos, em determinadas condicdes “in vitro”, é identificada como
Candida albicans. Outros géneros, tais como, Cryptococcus, Rhodotorula, Geotrichum e Trichosporon,
também podem, na grande maioria das vezes, ser identificados apenas, por sua morfologia
caracteristica. O restante dos géneros e espécies, porém, necessita de provas bioquimicas para sua
identificacdo. No entanto, do ponto de vista clinico, nem sempre é importante a identificacdo acurada
da levedura. Por outro lado, a identificacdo, pode ter interesse epidemioldgico. Para leveduras
relacionadas a episddios de infeccdo hospitalar, por ex., ha grande preocupacdo no estudo das
espécies dos agentes, como marcador epidemioldgico temporal e espacial de infecgdes, como no caso
de espécies de Candida que tém menor sensibilidade a antifingicos azdlicos.

Col6nias de levedura obtidas de amostra bioldgica, sé devem ser identificadas, quando estiverem
puras, ou seja, sem contaminacdo bacteriana ou em mistura de espécies. Para tanto, deve ser
realizado o plagueamento de cada colonia morfologicamente distinta e confirmada sua pureza, por
microscopia. De cada col6nia deve ser feito um repique em ASD para sua identificacdo.
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As provas fisioldgicas mais comuns e mais simples para identificacdo de Candida albicans e Candida sp
sdo: tubo germinativo e filamentagdo em cultivo em lamina. No cultivo em lamina, avalia-se a
capacidade de producdao de hifas hialinas ramificadas que podem se fragmentar em esporos,
denominados artroconidios. Estas hifas ocorrem nos géneros Geotrichum e Trichosporon. Caso a
levedura forme hifas hialinas ramificadas sem fragmentacdo, provavelmente pertence ao género
Candida e se houver formagao de clamiddsporos caracteristicos, € Candida albicans.

A pesquisa de capsula, caracteristica marcante do género Cryptococcus é feita com uma gota de tinta
nanquim e uma alcada da cultura. A capsula, constituida de material polissacaridico, aparece como um
halo claro ao redor dos blastoconidios de Cryptococcus e contrastam com o fundo negro da lamina.

A prova de urease, disponivel em todo laboratério de microbiologia € muito utilizada em micologia. A
reacdo positiva para urease, junto com anadlise morfoldgica permite identificacdo presuntiva de
Cryptococcus sp. Leveduras do género Rhodotorula sao também urease positiva mas, como em
regra, apresentam col6nias com pigmento avermelhado ou salmdo, sdo facilmente distinguidas de
Cryptococcus sp. Outros géneros incluindo Candida sp, produzem urease, mas tem outras
caracteristicas para sua identificacdo.

O esquema abaixo propde um fluxo para identificagdo das principais leveduras de interesse médico.
Se as provas ndo conduzirem a identificacdo presuntiva do género, provas de assimilagdo de fontes de
carbono e nitrogénio (auxanograma) e fermentacdo de carboidratos (zimograma) devem ser
realizadas e interpretadas segundo tabelas existentes na bibliografia recomendada ao final deste
capitulo. Um exemplo simplificado é a Tabela 1.

Esquema simplificado para identificacdo de alguns géneros de leveduras

Tubo Germinativo

Positivo Negativo o Cultivo em lamina
>
,— Hifas Somente blastoconidios
Artrosporadas ndo-artrosporadas i

‘ + blastoconidios Prova da Urease

com sem Positiva Negativa
blastoconidios blastoconidios

v v

Laranja, Avermelhada, Salmao Branca Bege _‘

Associar a pesquisa de capsula

Positiva Negativa

v
Auxanograma e
Zimograma
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PROVA DO TUBO GERMINATIVO

A partir de uma algada da col6nia isolada, fazer uma suspensdo em tubo de ensaio contendo 0,5 ml de
soro humano (pode-se usar também soro estéril de bovino, cavalo ou coelho). Incubar a 37°C durante
periodo maximo de 3 horas. Este prazo é importante porque, apos esse periodo, outras espécies de
Candida e de outros géneros, formam também tubo germinativo. Depositar entdo, uma gota da
suspensdo sobre ldamina, cobrir com laminula e examinar ao microscépio éptico. A presenca de tubo
germinativo, na forma de pequeno filamento que brota do blastoconidio, sem formar constriccdo com
a célula-mae, permite a identificagdo presuntiva de Candida albicans.

Prova do tubo germinativo com blastoconidios, tubo germinativo e pseudo-hifas de
Candida albicans

pEeUdo-hiTs

tubo Fem consthcg 3o

k" =

constiog o
[:jﬁ,ﬁ .
bla=toconidio =m Cdj
—

brotamento bl= =toconidio =m
brotamerto

o SR St o

seudo-hifa
N ~

CULTIVO EM LAMINA PARA PROVA DE FILAMENTAGCAO E CLAMIDOSPORO

Depositar 3 ml de agar-fuba fundido, sobre uma lamina contida sobre um suporte dentro de uma
placa de Petri. O suporte para a lamina pode ser um bastdo de vidro, outra I[amina ou apenas dois
palitos de madeira Apos solidificacdo do meio, semear a levedura, com auxilio de uma agulha em “L”,
fazendo 2 estrias paralelas. Recobrir as estrias com laminula esterilizada. Fazer uma cdmara Umida,
acrescentando 2 ml de agua destilada estéril na placa, ou embebendo um algoddo estéril, para evitar
dessecacdo do meio, durante o periodo de incubacdo da prova. Tampar a placa e apos 24h, 48h e
72h, examinar a preparacdo em microscopio Otico. A presenca de hifas hialinas, septadas e
ramificadas, caracteristica o género Candida e se houver formacdao de clamiddsporos indica Candida
albicans. Formacdo exclusiva de artrosporos permite identificacdo de Geotrichum, mas quando sdo
formados também blastoconidios trata-se de Trichosporon. O meio de agar fuba ou farinha de milho
pode ser adquirido no comércio (CornMeal agar) mas sua formulagdo é simples , ressaltando-se que
de todos as maneiras, deve-se acrescentar a substancia tensoativa tween 80, para que a prova dé
resultados confidveis. O meio tem a seguinte composicdo e preparo:

Meio agar Fuba

Fuba 20g
Agar 10g
Tween 80 5 ml

Adicionar o fubd em 250 ml de agua e ferver até borbulhar. Filtrar o fubda em gaze dobrada em quatro.
Dissolver o agar em 250 ml de agua. Restaurar o volume da infusdo de fuba para 250 ml, com agua
quente, juntar as suspensdes, ajustar o pH para 6,6 - 6,8 e adicionar o Tween 80. Distribuir volumes
de 5 ml em tubos e esterilizar em autoclave a 120°C por 15 minutos.
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Cultivo em lamina para prova de filamentagao e clamidésporo

Lamina | o Bastdo de vidro
Laminula Fll 3 estrias com inéculo
o da levedura

——— |

/

agar fuba Agua estéril sobre

~® papel de filtro

PROVA DA UREASE

= Semear uma alcada da levedura na superficie do meio de urease (agar uréia de Christensen).
= Incubar a temperatura de 37°C.
A mudanca da cor do meio para rosa bispo em 24 h, indica reagao positiva.

PROVA DE ASSIMILAGAO DE FONTES DE CARBONO E NITROGENIO OU AUXANOGRAMA

Nessa prova sdo usados 2 meios, que podem ser adquiridos no comércio, na forma desidratada (Yeast
Nitrogen Base e Yeast Carbon Base) ou formulados. A levedura é semeada "pour plate”,
homogeneizando-se 2 ml de uma suspensdo das colonias, a cada meio fundido ou semeada na
superficie de cada um dos meios, previamente, distribuidos em 2 placas de Petri. S3do entdo
adicionadas pequenas aliquotas de diferentes carboidratos que servem de fonte de carbono, sobre a
superficie do meio isento de carbono. Varias substancias, incluindo alcoois, proteinas e aminoacidos
servem de fontes de nitrogénio e sdo colocadas sobre a superficie do meio isento de nitrogénio. Apds
incubacdo a temperatura ambiente ou 25°C, por periodo de uma semana, a levedura ird assimilar e
crescer em volta de determinadas fontes, de acordo com o metabolismo caracteristico de sua espécie.
A leitura é feita pelo halo de turvacdo resultante do crescimento e indica prova de assimilacdo positiva
para a respectiva fonte. Os resultados sao comparados a tabelas existentes na bibliografia
recomendada e um exemplo simplificado consta na tabela abaixo.

Identificagdo das principais leveduras de interesse médico

Cultivo
Levedura Tg em Ur Assimilagao Fermentagao
lamina
Hifa | Ar Sa | Ma | La | Ce Tr Ra X I NO; | GI Sa | Ma | La Ra Tr
C. albicans + + - - + + - - + + + - - + - + - - \Vi
C. tropicalis - + - - + + - \ + + + - - + \Y + - - +
C. parapsilosis - + - - + + - \ + + + - - + - - - - \
C. krusei - + - - - - - - - - - - - + - - - - -
C.guilliermondii | - + - - + + - + + + + - - + + - - + \
C. glabrata - - - - - - - - + - - - - + - - - - +
C. neoformans - - - + + + - \Y + \Y + + - - - - - - -
Geotrichum - + + - - - - - - - + - - \Y; - - - - -
Trichosporon - + + Y + + + + Y Y + Vv - - - - - - -
Rhodotorula sp - - - + + \Y - \Y + + + - - - - - - - -
Saccharomyces | - - - - + + - - \Y + - - - + + + - + Y,

Tg = tubo germinativo, Ar = artrésporo, Ur= urease, Sa = sacarose, Ma=maltose,La = lactose, Ce = celubiose, Tr
= trealose, Ra = rafinose, X = xilose, I = inositol,NOs = nitrato, Gl = glicose, + = pos, - = neg, V= variavel
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FERMENTACAO DE ACUCARES OU ZIMOGRAMA

A capacidade de fermentar carboidratos, ao lado do auxanograma, ird completar o perfil bioquimico da
levedura permitindo, em regra, a identificacdo acurada de género e espécie (QUADRO 3). As
caracteristicas morfoldgicas sdo fundamentais para concluir a identificagdo, desde que diversas
espécies tém perfis bioquimicos idénticos, mas morfologias distintas. Para o zimograma,
diversas fontes de carboidratos sdo colocadas em tubos respectivos, contendo meio basico liquido. A
levedura é semeada em cada tubo e apds periodo de até 15 dias a 25°C, a fermentacdo é revelada
por formagdo de bolhas de gas, observadas dentro de tubos de Durhan, colocados previamente,
durante a preparacdo do meio basico.

IDENTIFICACAO DE FUNGOS FILAMENTOSOS

A identificagdo de fungos filamentosos tem, como fundamento, a observacdo da morfologia da col6nia
e aspectos microscopicos. A andlise da col6nia visa observar: cor, textura, superficie, pigmento
difusivel no meio de cultura, entre outros, e pode ser feita no tubo de ensaio contendo a cultura
primaria do fungo. Porém, o mais adequado é a analise a partir da “col6nia gigante’, ou seja, uma
cultura feita no ponto central de uma camada de agar distribuido em placa de Petri. A velocidade de
crescimento, que pode ser rapida (< 7 dias), intermediaria (8 a 14 dias) ou lenta (>_15 dias) é
fundamental para identificagdo presuntiva do fungo.

A observacgdo das estruturas microscopicas, tais como: hifa hialina ou demacia, septada ou cenocitica,
forma, disposicao e formacao dos esporos, sdo suficientes, em geral, para a identificacdo de fungos
filamentosos. Em alguns grupos porém, como os fungos demacios, pode ser necessario também uso
de provas bioquimicas. A morfologia microscopica € melhor visualizada com a técnica de microcultivo
que preserva a disposicdo original dos esporos sobre as hifas e mantém integras certas estruturas
formadoras de esporos, por ex. esporangios que sdo 6rgdos de reprodugdo de zigomicetos.

Os fungos filamentosos, patogénicos ou contaminantes ambientais, potencialmente oportunistas,
formam um grupo muito extenso, impossivel de ser tratado neste Manual. Para identificacdo das
diversas espécies ou grupos existe bibliografia especializada de textos, manuais e atlas, indicados no
final deste capitulo. Dentro do objetivo deste Manual serdo ilustrados aspectos microscépicos de
alguns fungos de interesse em medicina (vide Figuras adiante).

TECNICA DE MICROCULTIVO PARA FUNGOS FILAMENTOSOS

Colocar sobre uma lamina esterilizada, contida em uma placa de Petri estéril, um cubo de agar: ASD
ou agar batata. A lamina deve estar sobre um suporte, que pode ser formado por outra lamina, ou um
pequeno bastdo de vidro recurvado, ou ainda, dois palitos de fosforo. Semear o fungo, a partir de
repique recente, nos 4 lados do cubo de agar. Recobrir com uma laminula esterilizada. Fazer uma
camara Umida, adicionando 1 a 2 ml de agua destilada estéril no fundo da placa ou embeber um
pequeno chumago de algoddo estéril, para evitar a dessecacdo do meio de cultura, durante o
crescimento do fungo. Tampar a placa e deixar a temperatura ambiente por 7 a 10 dias, até que se
observe desenvolvimento de hifas com ou sem pigmentagao.

Apos esse periodo, inativar a esporulacdo, adicionando 1 ml de formol ao algoddo e vedando a placa
com fita adesiva durante 24h-48h. O vapor de formaol, além de inativar o fungo, ira auxiliar na
fixagdo das estruturas microscopicas. Retirar a laminula com auxilio de uma pinca, cuidadosamente,
uma vez que nela deverdo estar aderidas as hifas e esporos do fungo. Pingar uma gota de corante
azul de lactofenol-algoddo (“Cotton Blue”) e montar sobre uma lamina. Desprezar o cubo de agar e,
em seu lugar, pingar outra gota de corante azul e recobrir com laminula, para visualizar esporos e
hifas também aderidos a lamina. Observar em microscépio 6tico com objetiva de 40 X, o tipo e cor da
hifa, forma disposicao e formagao de esporos.

O corante azul de lactofenol-azul algodao, utilizado na microscopia de culturas de fungos filamentosos,
é formulado e preparado da seguinte forma:
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Azul de lactofenol-algodao

Acido latico 20g
Cristais de fenol 20g
Glicerina 20g
Azul algodao 0,05g
Agua destilada 20g

* Fundir os cristais de fenol em banho-maria e juntar
= Esperar 24 h e filtrar

O azul algodao pode ser substituido pelo azul de metileno.

Técnica de microcultivo para analise microscopica de fungos filamentosos

Lamina /Jsastéio de vidro
Laminula ® — 4 inoculos de fungo nas
I laterais do cubo

Cubo de / I I Agua estéril sobre

agar ~® papel de filtro

Fungos anemofilos de hifas hialinas e septadas (hialohifomicetos)

Aspergith s Penic iliny
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FUNGO ANEMOFILO
DE HIFAS SEPTADAS E
MARRONS
(DEMACIO)

Cladosporium

FUNGO ANEMOFILO DE
HIFAS HIALINAS E
CENOCITICAS
(ZIGOMICETO)

Rhizopus

Dermatoéfitos agentes de micoses cutaneas

Trichopfndon rubrurm MICrosporire caris

IDENTIFICACAO DE FUNGOS DIMORFICOS

Dimorficos sdao fungos filamentosos que podem, sob determinadas condigdes, assumir forma de
levedura, diminuindo a capacidade de filamentacdo e dividindo-se por brotamento, conferindo as
colonias aspecto cremoso. Esta fase leveduriforme ocorre sob temperatura acima de 30°C, de
preferéncia a 37°C. Sdo fungos de crescimento lento (>15 dias) no primo-isolamento (Histoplasma
capsulatum e Paracoccidioides brasiliensis ou moderado (8 a 14 dias), como Sporothrix
schenckii. A identificacdo é feita pela comprovagdao do dimorfismo e pelo aspecto microscépico
caracteristico de cada fase.
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Paracoccidioides brasiliensis in vivo e in vitro (37°C).

Histoplasma capsulatum (a) e Sporothrix schenckii (b) in vitro (25°C).
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5. DESCRICAO DAS PRINCIPAIS MICOSES

As localizagBes topograficas mais frequentes, relacionadas aos agentes fungicos, serdo apresentadas
de forma resumida.

Agentes etioldgicos e localizagbes topograficas

Derma- H. P. S. Aspergillus Candida C. Zigo-

tofitos capsulatum brasiliensis schenckii sp sp neoforman micetos
Trato X X X X X X
respiratério
Sangue X X X X X X
Osso X X X X X
Medula 6ssea X
Pele e Unha X X
Pelo X
Cérebro X X X X X X
Liquor X X X
Ouvidos X
Olhos X X
Figado e Bago X X
Naso-faringe X X X X
Mucosas X X X
Tecido sub- X X X X X
cutaneo e
ganglios
Trato urinario X X X
Trato X X

gastrointestinal

DERMATOFITOSES ( TINEAS)

Sdo infecgdes fungicas limitadas as camadas superficiais queratinizadas da pele, pelos e unhas,
popularmente, conhecida como “epinge” ou “frieira”, dependendo da localizacdo das lesbes que sdo
extremamente pruriginosas. Em imunodeprimidos podem acometem tecidos subcuténeos.

Agentes etiologicos: Microsporum spp, Trichophyton spp e Epidermophyton floccosum
Ocorréncia: universal, acometendo individuos de qualquer idade, sexo ou raca.
Fontes de infecgdo: contagio direto com animais, solo ou individuo infectado.

Procedimento laboratorial:

= Amostra: escamas de pele, unha e cabelos

= Exame da amostra com KOH a 20%, revela hifas regulares, hialinas, septadas, refrigentes,
frequentemente artrosporadas.

=  Cultura: material deve ser semeado em ASD, com auxilio de uma algca em “L”, de forma a ficar em
perfeito contato com o meio de cultura. As col6nias de dermatofitos geralmente, crescem a partir
do 100 dia de incubacao a temperatura ambiente e os fungos sado identificados pela sua morfologia
macroscopica e microscopica. No Brasil, os dermatofitos mais freqlientes sdo 7. rubrum e M.
canis.
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PARACOCCIDIOIDOMICOSE

Doenga granulomatosa, cronica que pode acometer pele, mucosas, linfonodos, sistema respiratério,
trato gastrointestinal, adrenais, figado, baco e SNC. Apresenta grande variabilidade de manifestacGes
clinicas, desde formas localizadas até formas disseminadas de mau progndstico, na dependéncia da
resposta imune do hospedeiro. Existe também a paracoccidioidomicose-infecgdo, em que o individuo
nao apresenta sinais e sintomas mas, demonstra por testes intradérmicos positivos, que entrou
anteriormente, em contato com o fungo. Apresenta muitas semelhangas com a tuberculose.

Agente etioldgico: Paracoccidioides brasiliensis
Ocorréncia: paises da América Latina, principalmente Brasil.

Procedimento laboratorial:

* Amostra: raspado de lesdo e mucosa, secrecdo do trato respiratério, aspirado de linfonodos,
tecido obtido por bidpsia.

= Exame direto com KOH a 20% revela a presenca da forma leveduriforme constituida de células
grandes (10um a 60 um), globosas, com parede celular dupla e refringente e com multiplos
brotamentos, a semelhanca de “roda de leme”, orelhas de “Mickey Mouse” ou argolas
entrelacadas.

* Cultura: fungo dimorfico de crescimento lento (> 15 dias). Culturas desenvolvidas a < 30°C sdo
filamentosas, de cor branca, cotonosa, com sulcos centrais, composta de hifas hialinas finas,
septadas e fragmentadas em esporos multiformes. As coldnias incubadas entre 30°C a 35°C sdo
de cor creme, pregueadas e enrugadas, cuja microscopia revela as formas caracteristicas
leveduriformes que permitem a identificagao do agente.

HISTOPLASMOSE

Doenca que acomete primariamente o sistema reticuloendotelial. A infeccdo pode ser localizada ou
generalizada. A histoplasmose primaria afeta o sistema respiratorio e a histoplasmose progressiva
atinge figado, bago, linfonodos, mucosas, médula éssea, etc. Em individuos higidos, a infecgdo tem
bom progndstico porém atualmente, é importante infeccdo oportunista associada a Aids, nos quais
ocorre a forma grave e disseminada.

Agente etioldgico: Histoplasma capsulatum

Ocorréncia: distribuicdo universal, principalmente em paises de clima temperado.

Fontes de infecgdo: inalacdo de esporos presentes em aerossodis formados por solos contaminados
com excretas de galinhas e morcégos.

Procedimento laboratorial:

» Amostra: secrecdo do trato respiratério, sangue, pungdo de médula dssea, tecido obtido por
bidpsia de mucosas e outros.

= Exame microscépico direto, sem coloragdo, requer muita habilidade do técnico. Recomenda-se
coloracdao por Giemsa, para melhor visualizagdo do agente em de cortes histoldgicos, onde se
evidencia sob imersdo, pequenas leveduras (2-5 um), intracelulares, dentro de células
mononucleares.

* Cultura: fungo dimérfico de crescimento lento (15 a 30 dias) sendo que no primo-isolamento é
mais facil obter a forma filamentosa de cor branca, aspecto cotonoso e sulcado, a temperatura <
30°C. A confirmagdo do dimorfismo é feita através de repique em meio rico (BHI) e incubagdo
entre 30°C e 35°C. A transformacdo da forma filamentosa ou miceliana & fase leveduriforme, é
vista com a formacdo de pequenas (2-5 um) leveduras em brotamento. A identificacdo porém, é
feita pela micromorfologia da forma filamentosa, com a observacao de esporos grande-
macroconidios- arredondados e com inUmeras espiculas ou granulagées na parede celular,
chamados hipndsporos ou esporos tuberculados.

ESPOROTRICOSE
Infeccdo crbnica cuja forma clinica mais freqliente em nosso meio é a forma linfangitica nodular
ascendente. Atinge em geral, uma das extremidades sob forma de lesdo ulcerada no ponto de

inoculacdo e acomete a drenagem linfatica regional com formagdo de gomas no trajeto. As formas
disseminadas sdo raras, em paciente imunocompetentes, mas frequentes em pacientes com Aids.
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Agente etioldgico: Sporothrix schenckii
Ocorréncia: doenca de distribuicdo universal que acomete principalmente, trabalhadores rurais e
floristas.

Procedimento laboratorial:

= Amostra: aspirado das lesGes gomosas ou tecido subcutaneo.

= Exame microscopico da amostra apresenta baixa sensibilidade mas, exame de cortes de tecido
corados, pode revelar leveduras em forma de “charuto” ou apenas formas ovaladas com divisao
em brotamento (blastoconidios).

*» Cultura: fungo dimorfico que se desenvolve bem em ASD, entre 7 a 12 dias e cuja forma
filamentosa (< 30°C) apresenta hifas hialinas finas e septadas com esporos disposto em arranjo
semelhante a flor "margarida". A forma leveduriforme (> 30°C), ndo é caracteristica do género e
requer meios ricos acrescidos de sangue, cisteina e submetidos a tensdo de CO,. O interesse na
obtencdo da fase leveduriforme é para a diferenciar o agente da esporotricose, do género
Sporothricum, fungo filamentoso nao-dimérfico e anemdfilo de meio ambiente. A forma
filamentosa apresenta na microscopia a forma adequada para identificagao do agente.

ASPERGILOSE

A aspergilose pode se apresentar em individuos imunocompetentes, como lesdes localizadas em
unhas, pés, canal auditivo, olhos e forma bronco-pulmonar alérgica. Em pacientes
imunocomprometidos, tende a forma disseminada ou cerebral, de alta letalidade, geralmente,
associada a neutropenia ou a doencas debilitantes.

Agente etiolégico: Aspergillus fumigatus (o mais comumente isolado)

Ocorréncia: tem distribuicdo universal. E crescente o numero de relatos desta doenca como infecgdo
secundaria em pacientes em tratamento prolongado com antibidtico e corticosterdides, doengas
debilitantes como carcinoma, tuberculose, pacientes neutropénicos, e em lesdes de tecidos
subcutaneos, da pele ou da cérnea.

Procedimento laboratorial:

= Amostra: secrecdo do trato respiratorio, material de bidpsia e lavado bronquico.

= O exame microscopico revela hifas septadas e hialinas, com 4 a 6 um de diametro e que se
ramificam em angulo de até 45°.

*= Cultura: colénias de Aspergillus fumigatus, a espécie mais associada a doenga em humanos,
podem ser facilmente, isoladas em ASD, em até 7 dias (crescimento rapido) com
desenvolvimento, na superficie do meio, de filamentos brancos-hifas - que se tornam verde a
verde-acinzentado, com a formacgdo de esporos.

CRIPTOCOCOSE

A criptococose € uma infeccdo subaguda ou cronica que envolve primariamente, os pulmdes, com
tropismo pelo sistema nervoso central -meninges-, podendo atingir pele e outros tecidos.

Agente etioldgico: Cryptococcus neoformans
Ocorréncia: no homem, a distribuicdo da doenca é universal.

Procedimento laboratorial:

= Amostra: liquor, secrecao do trato respiratério ou de lesdo de pele, aspirado de formagdo tumoral
subcutédnea e tecidos obtidos por bidpsia. O exame laboratorial devera incluir urina, de preferéncia
apés massagem prostatica, para monitorar a presenca do agente na prdstata que constitui seu
orgdo de reserva.

= Exame obrigatoriamente, com tinta nanquim para observacdo de células capsuladas, com
didmetro variavel, entre 5 um a 20 um, que sugerem Cryptococcus sp.

» Cultura: secregao do trato respiratério, liquor e tecidos podem ser cultivados em ASD ou qualquer
outro meio, desde que ndao contenham cicloheximida que inibe Cryptococcus. O agente cresce
rapido (< 7 dias) entre 25°C e 37°C, sob forma de colonias mucdides de coloragdo creme a parda.
A identificacdo de género e espécie é feita através de provas bioquimicas, como: teste da urease e
auxanograma.
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CANDIDIASE

Candidiase é uma doenga com manifestacGes clinicas variadas. As infecgdes aguda e cronica mostram
lesGes na boca, faringe, pele, unhas, sistema broncopulmonar, intestinal e perianal. Ocasionalmente,
endocardite, meningite, fungemia ou infeccdes em outras localizagdes podem ser observadas.

Agentes etiologicos: Candida albicans e outras espécies, que estdo freqlientemente, envolvidas em
casos de micoses oportunistas em pacientes debilitados. S3o os principais agentes etioldgicos de
InfeccOes hospitalares. As espécies de Candida podem ser isoladas de varios locais do corpo humano,
como microbiota normal de cavidade oral, mucosa vagina, regido perianal e trato gastrointestinal.
Ocorréncia: - universal, incluindo as formas graves que ocorrem sob fatores predisponentes para
desenvolvimento da doencga, tais como: desnutricdo, obesidade, diabetes, gravidez, antibioticoterapia,
quimioterapia e uso de corticosterdides, manipulacdo endovenosa inadequada, neoplasias e outras
doencas debilitantes.

Procedimento laboratorial:

= Amostra: (dependera da sintomatologia clinica) fragmentos de pele e unhas; raspados da mucosa
oral, vaginal ou anal; secrecdo do trato respiratério, sangue, liquor, urina e fezes.

= Exame de fragmentos de pele e unhas devem ser feitos com solugdo de KOH 20%. Secregdo do
trato respiratério ou material de mucosa podem ser examinados pela coloragdo de Gram. A
levedura aparece como células arredondadas, com brotamentos com ou sem hifas. Pequenas
células podem ter diametro de 2-6um, mas formas maiores sdo também observadas.

= Cultura: o crescimento é rapido (24-72h) entre 25°C e 37°C. O aparecimento ocorre em torno de
3 a 4 dias, com formagdo de coldnias com coloracdo branca a bege. A habilidade de formar tubo
germinativo e/ou clamiddésporos na prova de cultivo em lamina, permite a identificacdo de
C.albicans. Para a identificacdo das outras espécies do género Candida deve-se, além do cultivo
em lamina, procecer-se a assimilagdo de fontes de carbono e nitrogénio (auxanograma) e
fermentacao de fontes de carbono (zimograma) .

ZIGOMICOSE

Infeccdo geralmente, subaguda de evolugdo rapida que acomete individuos debilitados,
transplantados, diabéticos descompensados ou ainda com Aids. Pode acometer seios paranasais,
tecido subcutaneo, pulmdo e vasos sanguineos, causando embolia no SNC e trombose. A micose, em
individuos imunodeficientes €, em geral, fatal se o diagnédstico nao for rapido e o tratamento especifico
nao for prontamente, estabelecido.

Agentes etiologicos: fungos da classe dos Zigomicetos, compreendendo os géneros Mucor, Rhizopus
e Absidia, entre outros.
Ocorréncia: distribuicdo universal.

Procedimento laboratorial:
= Amostra: secregdo de sinus nasal ou tecidos obtidos por bidpsia de seios paranasais ou lesdes
subcutaneas.

» Exame com KOH a 20%, revela hifas hialinas e largas (6-50um), cuja caracteristica principal é a
auséncia de septos, que caracterizam as hifas cenociticas, desse grupo de fungos.

= Cultura: fungos de crescimento rapido (< 72 h) a 25°C em ASD, com hifas dereas abundantes. A
identificagdo é feita pela microscopia da colonia que evidencia hifas cenociticas e esporos contidos
dentro de estruturas fechadas denominads esporangios.
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