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1. Introducéo

Este relatorio teve como objetivo descrever os procedimentos e atividades
realizadas no Laboratério de Microbiologia Médica Médica FAV - UnB no periodo de
11 de outubro até 9 de dezembro, para atender o estdgio supervisionado curricular
do curso de Medicina Veterinaria.

Dentre as principais funcdes do laboratério de Microbiologia Médica que foram
acompanhadas encontram-se as acfes de examinar e cultivar amostras para
deteccdo de microrganismos, identificar as espécies envolvidas em isolamentos
importantes e realizar as provas de suscetibilidade a antibiéticos, quando indicadas.
Estas tarefas auxiliardo os médicos veterinarios no diagndstico e tratamento das
doencas infecciosas. Os dados microbiolégicos organizados s&o também
importantes ferramentas para avaliar a antibioticoterapia e proporcionar informacgao

epidemioldgica para definir fontes comuns de infeccéo.

As amostras analisadas no periodo do estidgio foram encaminhadas ao
laboratério de microbiologia, apdés serem obtidas de animais vivos antes da
administracdo de antibioticoterapia. Amostras de animais mortos deverdo ser
colhidas o quanto antes, se possivel, sem alteracBes autoliticas ou putrefativas.
Quando houverem locais onde provavelmente haja contaminagdo por mais de um
patbgeno, os espécimes devem ser colhidos mediante procedimentos que
minimizem a contaminacdo, se fazendo necessario a refrigeracdo (QUINN et al.,
2005).
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2. Estrutura do Laborat6orio de Microbiologia Médica Veterinaria da UnB

O laboratorio € constituido de 3 setores distintos, setor de preparo de meios
de cultura e solucdes, setor de lavagem e esterilizacdo de materiais e setor de

exames bacteriologicos, fungicos e citologicos.

2.1. Setor de preparo de meios de cultura e solucdes:

Setor onde sdo armazenados e preparados 0s meios de cultura, solucdes e

demais instrumentos e materiais necessario para o preparo dos mesmos.

Este setor € composto pelos seguintes equipamentos: materiais para o
preparo de meios e solucdes (béqueres, erlenmeyers, pipetas, provetas, bastdes de
vidros, entre outros), balanca de precisdo, pHmetro, forno de micro-ondas, estufa
para secagem de materiais plasticos, estufa para secagem de vidraria, banho-maria,

pia e reservatorio para agua destilada.

As figuras 1, 2 e 3 mostram alguns dos equipamentos que compde o setor de
preparo de meios.

.a‘\ 1 .H‘E‘,
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Figura 1- Estufa, reservatério de Figura 2- Forno de micro- Figura 3- Armario
agua destilada e reagentes. ondas, balanca de precisdo e para armazenar
banho-maria. meios

Fonte: Arquivo Pessoal/Rafael Marques

13



2.2. Setor de lavagem e esterilizacéo

Neste setor que ocorre a lavagem e esterilizacdo, através do uso da

autoclave, de todo o material que € utilizado e/ou descartado no laboratorio.

Possui 0s seguintes equipamentos: autoclave para descarte de materiais de
risco biolégico, autoclave para esterilizacdo de meios de cultura e vidraria, estufa
para secagem de materiais plasticos, estufa para secagem de vidraria, pia,

destilador e reservatorios de dgua destilada (figuras 4 e 5).

Figura 4 - Autoclave para esterilizagdo Figura 5 - Pia para lavagem de vidrarias.
de meios de cultura e vidrarias.

Fonte: Arquivo Pessoal/Rafael Marques

2.3. Setor de exames bacteriolégicos, fungicos e citolégicos

Setor onde sdo recebidas e armazenadas as amostras, que posteriormente
serdo processadas para a realizagdo dos exames bacterioldgicos, fungicos e/ou
citologicos. E neste setor que ocorre também a distruibuicdo dos meios de cultura e
a realizacao dos antibiogramas.
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Os principais equipamentos e materiais que compde o este setor sdo: duas
estufas para cultivo microbioldgico, duas geladeiras para armazenamento de meios
de cultura e testes bioquimicos, uma geladeira para armazenamento de material
contaminado, duas pias, dois bicos de Blnsen, dois microscopios Opticos, um
microscopio de campo escuro, capela de fluxo laminar e insumos utilizados na rotina
(@lcool 70%, reagentes para coloragdo de gram, reagentes para 0s testes

bioquimicos, laminas para microscopia, placas de Petri, entre outros).

As figuras 6, 7 e 8 mostram as estufas para cultivo microbiol6gico, capela de

fluxo laminar e geladeiras para armazenamento de meios de cultura e testes

Figura 6 - Estufas para cultivo Figura 7 - Capela Figura 8 - Geladeiras para

bioquimicos e material contaminado.

microbiolégico. de fluxo laminar. armazenar meios de cultura,
testes bioquimicos e material

contaminado.

Fonte: Arquivo Pessoal/Rafael Marques

3. Rotina de atividades

3.1. Meios de cultura

Os meios de cultura mais utilizados na rotina do laboratério sdo o agar

sangue Base®, agar MacConkey®, agar Miuller Hinton®, agar EMB®, agar
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Micobidtico®, agar CLED®, agar Muller Hinton® sangue, agar Cetrimidas®, agar

Sabouraud® e caldo Tioglicolato®.

3.1.1. Agar sangue Base®

E o0 meio de eleicdo primaria na rotina para se realizar o isolamento na rotina,
pois pelo fato de ser altamente nutritivo ele possibilita o crescimento da maioria das
bactérias de interesse. Além disso, ele permite determinar a atividade hemolitica das
bactérias (QUINN et al., 2005).

ApOGs o meio ser resfriado até 45-50°C, deve-se adicionar 5% de sangue de carneiro
desfibrinado estéril (BIOBRAS), esse processo € realizado na capela de fluxo

laminar.

Figura 9 - Placa de Agar sangue Base® ap04s processo de isolamento de cultura.

Fonte: Arquivo Pessoal/Rafael Marques
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3.1.2. Agar MacConkey®

Meio seletivo para isolar e identificar Enterobactérias. E através da mistura de
sais biliares que ele consegue inibir o crescimento de organismos Gram-positivos
(BIOBRAS). Além disso, fazem parte da composicdo desse meio a lactose e o
identificador de pH vermelho neutro, com isso 0s microrganismos que fermentam a

lactose sdo corados de rosa (QUINN et al., 2005).

Figura 10 - Cultura de Escherichia coli em Agar MacConkey®.

Fonte: Arquivo Pessoal/Rafael Marques

3.1.3. Agar Miller Hinton® e Miiller Hinton® sangue

E um meio rico em nutrientes, o qual é utilizado na realizac&o de antibiograma
através da técnica de difusdo de discos. Para microrganismos mais fastidiosos
recomenda-se preparar o0 meio com a adicdo de 5% de sangue de carneiro
desfibrinado (BIOBRAS).
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3.1.4. Agar EMB®, Eosina Azul de Metileno

Meio utilizado para isolamento de Enterobactérias, principamente para a
diferenciacdo de Escherichia coli e Enterobacter aerogenes. As colbnias de
Escherichia coli mostram um brilho verde metalico, ja as colénias de Enterobacter

aerogenes nao possuem esse brilho (OXOID, 2000).

Figura 11 - Cultura de Escherichia coli em Agar EMB®.

Fonte: Arquivo Pessoal/Rafael Marques

3.1.5. Agar Micobiético®
Meio usado para isolar, principalmente, fungos dermatéfitos. Ele é composto,

entre outras coisas, por Cicloheximida, que seleciona dermatoéfitos, e por

Cloranfenicol, que inibe o crescimento de bactérias e de alguns fungos filamentosos.
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Figura 12- Cultura de pelos em Agar Micobidtico®.

Fonte: Arquivo Pessoal/Rafael Marques

3.1.6. Agar CLED®

Meio utilizado para a cultura de bactérias presentes em amostras de urina

(BIOBRAS). E inibe a formac&o do véu de cepas de Proteus devido a deficiéncia de

eletrolitos (ANVISA, 2004).
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Figura 13 - Cultura de Proteus em Agar CLED®.

Fonte: Arquivo Pessoal/Rafael Marques

3.1.7. Agar Cetrimidas®

Meio especifico utilizado para isolar e identificar colénias de Pseudomonas

aeruginosa. Esse meio favorece a producdo de piocianina e fluoresceina sob luz

ultravioleta, o que d&o coloracées especificas as colénias (BIOBRAS).
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Figura 14 - Placa de Agar Cetrimidas®.

Fonte: Arquivo Pessoal/Rafael Marques

3.1.8. Agar Sabouraud®

E um meio utilizado para cultivo e crescimento de fungos que estio
associados a infec¢des superficiais, nos casos de algumas espécies de Candida e
fungos filamentosos (ANVISA, 2004).

Figura 15 - Placa de Agar Sabouraud®.

Fonte: Arquivo Pessoal/Rafael Marques
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3.1.9. Caldo Tioglicolato®

E um meio que favorece o crescimento de microrganismos anaerobios e
microaerdfilos, pois o tioglicolato de sodio presente no meio neutraliza o efeito
bacteriostatico dos componentes mercurio usados como preservativos e ainda € um

agente redutor e estabelece um baixo nivel de tens&o de oxigénio (BIOBRAS).

3.2. Recebimento de amostras

Na rotina do laboratorio as amostras recebidas serdo destinadas a exames
bacteriologicos, fungicos e/ou citoldgicos. Esses materiais devem vir identificadas e
acompanhadas da ficha do animal, a qual deve conter todas as informacfes do
mesmo e sempre que possivel, a suspeita clinica que pode direcionar a execucao
dos testes que serdo realizados. Apds o recebimento da amostra, a ficha do animal
sera anexada na ata correspondente ao tipo de exame que sera realizado e todos 0s
procedimentos que forem realizados com esta amostra serdo devidamente anotados
na ata. Apos a conclusdo dos exames, com a identificagdo ou a auséncia do

microrganismo, um laudo é emitido e fica armazenado no computador do laboratorio.

3.3. Cultura da amostra

Para a inoculacdo em meios de cultura sélidos sdo utilizados al¢as ou ainda
agulhas, feitas de niquel-cromo ou platina. Os meios de cultura sélidos distribuidos
em placas de Petri, sédo inoculados preferencialmente com algas, procurando-se
obter colbnias isoladas através da semeadura por esgotamento, tendo-se o cuidado

de flambar a alga a cada movimento na placa (OLIVEIRA, 1994).

Como as amostras mais comuns na rotina do laboratério sdo swabs de
secrecdes e urina, as inoculagcdes sdo realizadas em agar sangue base®, para

ambos 0s casos, e em caldo tioglicolato®, nos casos de amostras de urina.

No caso das amostras de swab, utiliza-se o proprio para estriar a placa de

agar sangue base®. Ja nas amostras de urina, utiliza-se uma gota para se realizar a
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estriagdo na placa de agar sangue base®, com auxilio de uma alga bacteriolégica
flambada para estriar a placa. Depois é adicionado duas gotas de urina ao caldo
tioglicolato®. As placas de agar sangue base® e os tubos de caldo tioglicolato®
devem ser sempre identificados com o nome do animal, a data do procedimento e o
namero da pagina na qual a ficha do animal foi anexada na ata.

ApoOs a inoculagdo, os meios devem permanecer em estufa a 37°C de 24 a 48 horas
e entdo analisa-se se houve crescimento bacteriano ou ndo. No caso de haver
crescimento bacteriano as colbnias sdo avaliadas macroscopicamente quanto cor,
forma, consisténcia, odor e se houve hemdlise ou ndo. Quando se tem o
crescimento de apenas um tipo de col6nia, deve-se preparar a lamina para avaliagédo
microscopica da colonia. No caso de crescimento de mais de um tipo de colbdnia,
deve ser realizado o isolamento destas col6nias para a identificacdo de cada uma
das bactérias que podem ser a causa da enfermidade do animal e para isso pode
ser necessaria a inoculagdo das diferentes col6nias em meios especificos para

aguele género de bactéria.

3.4. Isolamento

Para se realizar o isolamento, deve-se selecionar uma col6nia com uma alga
bacteriol6gica previamente flambada e resfriada no agar, em uma regido nao
inoculado, e entdo segue-se com a semeadura da colénia em uma nova placa. Apos
realizar a primeira estriagéo a alca deve ser flambada e resfriada novamente e entao
coleta-se material da primeira estriacdo e se efetua uma nova estriacdo na placa,

esse procedimento deve ser repetido de trés a quatro vezes.

Quando se tem o crescimento de mais de um tipo de colénia em uma
amostra, essas diferentes colonias devem ser isoladas umas das outras. As colbnias
sdo semeadas em uma nova placa até o esgotamento do indculo, ou seja, ele é
progressivamente diluido de modo a obter-se células isoladas que originardo
colbnias puras (SILVA; OLIVEIRA, 2007).
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3.5. Repique

O repique é realizado quando se tem colbnias insuficientes para a realizacao
de todos os testes necessarios para a identificacdo da bactéria. Consiste em pegar
uma unica colbnia e estria-la e uma nova placa contendo agar sangue base® ou
algum outro meio especifico para o crescimento de determinado género da bactéria

envolvida. Ou seja, € uma técnica de multiplicacdo das colonias bacterianas.

A transferéncia € feita coletando uma al¢cada da cultura pura, com a alca
previamente flambada, e inoculando-a no meio de cultura desejado (SILVA;
OLIVEIRA, 2007).

3.6. Coloracao de Gram

A coloracdo de Gram é a mais usada na bacteriologia e permite dividir as
bactérias em Gram-positivas e Gram-negativas, que adquirem, respectivamente,
coloracdo azul e rosa (SILVA; OLIVEIRA, 2007).

Apos o isolamento da colénia bacteriana deve-se realizar a coloracdo de
Gram, gue consta primeiramente em identificar a lamina com grafite na superficie
aspera, em seguida, utilizando uma alca de niquel-cromo estéril, coloca-se na
superficie da lamina de vidro, uma gota de solucdo salina 0,9%. Depois disso deve-
se colher uma pequena quantidade de cllonias e espalhar na gota de solucdo
salina. Para fixar a colénia recomenda-se passar a lamina por poucos segundos na
chama do bico de Blinsen. Entdo a lamina € posta no suporte e coberta com cristal
violeta por 1 minuto, o cristal violeta ira corar de azul-escuro as bactérias Gram-
positivas mesmo apos a utilizagdo do etanol. Em seguida o excesso é retirado e
agora tem sua superficie coberta por lugol por 1 minuto também, para que ocorra a
fixacdo do corante nas bactérias Gram-positivas. O proximo passo € lavar a lamina
com etanol 100% por 10 segundos, que ira descorar as bactérias Gram-negativas,
gue ndo sao intensamente coradas por cristal violeta, em seguida com agua

corrente. Depois utiliza-se a safranina por 15 segundos sobre a lamina, que ira corar
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de vermelho as bactérias Gram-negativas, entdo a lamina serd lavada com agua
corrente mais uma vez. Por Ultimo a lamina deve ser deixada inclinada para que

posSsa secar.

Depois de todos esses passos a lamina esta pronta para ser visualizada no
microscépio no aumento de 1000 vezes mas para isso uma gota de 6leo de imerséo
deve ser aplicada sobre a lamina. ApGs a visualizacdo da mesma deve ser anotado
em ata a morfologia(cocos, bastonetes, vibrides ou espirilos) e a classificacdo em
Gram-positiva(as coradas com aspecto roxo) ou Gram-negativas(as coradas com
aspecto avermelhado ou rosa). E depois de feito tudo isso a lamina deve ser
descartada no recipiente adequado e a lente do microscopio deve ser limpa com
algodao macio embebido em etanol 100% (POP 53_00).

Figura 16 - Suporte e corantes para coloragdo de Gram.

Fonte: Gentilmente cedida por Luis Carlos Pires Rayol Filho

25



3.7. Testes bioquimicos

Testes bioquimicos relacionados a atividade catabdlica da bactéria e um
sistema indicador sdo geralmente empregados para demonstrar a utilizacdo de um
substrato especifico. Devido ao fato de a variedade de agucares utilizados por
espécies bacterianas individuais ser geralmente limitada, o catabolismo de

diferentes acucares €, com frequéncia, usado para identificacdo (QUINN, 2005).

Apbs a classificacdo das bactérias quanto a sua morfologia e a coloracao de
Gram, elas passam por uma série de testes bioquimicos para que assim possa
fechar a identificacdo dessas bactérias. Entre os testes mais utilizados na rotina do
laboratorio estdo, o teste do hidréxido de potassio (KOH), da catalase, da oxidase,
da oxidacao/fermentacdo da glicose, de indol, de vermelho de metila (VM), de
Vogues Prokauer (VP), de citrato, de TSI, gelatina e motilidade.

3.7.1. Teste do hidroxido de potassio (KOH)

O teste serve para confirmar se a bactéria é Gram-positiva ou Gram-negativa.
Ele é realizado depositando-se uma gota da solucdo de KOH 3% na superficie de
uma lamina de vidro, em seguida com uma alca bacteriolégica previamente
flambada e resfriada, coleta-se uma coldnia e realiza o esfregaco da mesma na
solucdo de KOH 3%. Por até 60 segundos deve-se realizar repetidamente a
elevacao da alga para analisar a formag&o de um fio viscoso. Se houver a formagéo

desse fio o teste é positivo e a bactéria € Gram-negativa (QUINN, 1994).

A formagdo do fio viscoso ocorre devido a parede das bactérias Gram-
negativas possuir pequena quantidade de peptidioglicana, que em contato com o
KOH 3%, libera o material genético e este, em contato com o KOH 3%, forma o fio
viscoso (QUINN, et al, 2005).
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Figura 17 - Teste de KOH positivo.

Fonte: Gentilmente cedido por Luis Carlos Pires Rayol Filho

3.7.2. Teste da catalase

Serve para indicar se ha ou ndo a presenca da enzima catalase nas células
bacterianas. E este teste é realizado colocando-se uma gota de agua oxigenada 10
volumes em uma lamina de vidro; em seguida uma colénia bacteriana € inoculada
na gota de &agua oxigenada, com auxilio de uma alga bacteriana previamente
flambada e resfriada. Durante 30 segundos, deve-se observar se ocorre ou nao a
formacdo de bolhas. Se houver o teste é positivo, se ndo, o teste é negativo. A
formacao de bolhas acontece pois a catalase € uma enzima que decompde a agua
oxigenada, liberando assim oxigénio (OLIVEIRA, 2000).
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Figura 18 - Teste de catalase positivo.

Fonte: Gentilmente cedido por Luis Carlos Pires Rayol Filho

3.7.3. Teste da oxidase

Serve pra indicar se ha a presenca, ou ndo, de citocromo oxidase C nas
células bacterianas. Este teste é realizado com o auxilio de uma alca bacteriologica
de platina, que deve ser previamente flambada e resfriada. Com a alca
bacteriol6gica deve-se colher uma colénia e esfregar a mesma em uma fita de
oxidase. Se o local onde houve o contato da col6nia com a fita ficar roxo o teste é
positivo. O sistema de citocromo oxidase esta presente somente em microrganismo
aerobios e a maioria das bactérias Gram-positivas sdo oxidase nhegativas
(OLIVEIRA, 2000).
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Figura 19 - Teste de oxidase positivo a esquerda e negativo a direita.

Fonte: Gentilmente cedido por Luis Carlos Pires Rayol Filho

3.7.4. Teste da oxidacao/fermentacédo da glicose

Indica se as bactérias utilizam a glicose através da oxidacdo ou da
fermentacdo. Para a realizacdo desse teste sdo necessarios dois tubos contendo
meio de Hugh e Leifson e glicose, e em um desses tubos contém um ml de 6leo
mineral estéril, para evitar que a bactéria tenha contato com o oxigénio. Entdo deve
ser inoculado a bactéria nos dois tubos. Depois disso os tubos devem ser incubados
em estufa a 37°C por até 14 dias. No caso da bactéria ser oxidativa, o tubo que ndo
contém 6leo vai adquirir uma coloracdo amarela, pois existe o contato com o
oxigénio e com isso ha a producdo de &cido devido ao metabolismo da glicose
através da oxidacdo. Ja o tubo com 6leo, o qual a bactéria ndo tem contato com o
oxigénio, 0 meio continuara verde por nao ter havido a metabolizacédo da glicose, e
consequente producdo de acido. No caso da bactéria ser fermentativa, devido ao
fato de elas serem anaerdbias facultativas, ambos os tubos vao ficar com uma
coloragdo amarela, ja que ir4 ocorrer a producéo de &cidos nos dois tubos, visto que
ocorrerd a metabolizagdo da glicose por meio da oxidacdo e por meio da
fermentacdo. E quando nenhum dos tubos tem sua coloracdo alterada o teste é
considerado néo reativo (OLIVEIRA, 2000).
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Figura 20 - OF Figura 21 - OF oxidativo. Figura 22 - OF néo

fermentativo. reativo.

Fonte: Gentilmente cedido por Luis Carlos Pires Rayol Filho

3.7.5. Teste de Indol

Indica se ocorre a degradacdo do triptofano, através da acdo da enzima
triptofanase, poduzindo indol. A realizacdo desse teste se da através da inoculacdo
da bactéria em um caldo que contém 1% de triptofano, sendo incubado por 48
horas. Apds a incubacédo adicionar ao caldo 1 ml de éter ou xilol. Logo em seguida
adicionar 0,5 ml de reativo de Erlich pelas paredes do tubo. Havendo a formacao de

um anel vermelho abaixo da camada de éter o teste é positivo (OLIVEIRA, 2000).

3.7.6. Teste de vermelho de metila (VM)

O teste serve para indicar o pH a partir da fermentacdo da glicose por parte
da bactéria. Para a realizacdo desse teste inocula-se a bactéria no meio VM/VP,
levar a estufa 37°C por 24 a 48 horas. ApOs esse periodo adiciona-se 5 gotas de
vermelho de metila no meio. Se 0 meio adquirir a colora¢do avermelhada o teste &

positivo (OLIVEIRA, 2000). Isso ocorre porque o pH de 4,4 é o ponto acido limite do
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indicador vermelho de metila, com isso quando o meio adquiri um pH menor do de
4,4 ele torne-se avermelhado (KONEMAN et al., 2001).
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Figura 23 - Tubo de VM sem vermelho de metila a esquerda, tubo positivo com vermelho de
metil a direita.

Fonte: Gentilmente cedido por Luis Carlos Pires Rayol Filho

3.7.7. Teste de Vogues Prokauer (VP)

Indica a producéo de acetilmetilcarbinol pela fermentacdo da glicose. E feito
no mesmo tubo em que foi realizado do teste de VM, e consiste em adicionar 0,2 ml
de solucédo de VP e 0,6 ml de a-naftol, ao meio que contém a bactéria, em seguida
deve-se misturar e inclinar o tubo, para que aumente a superficie de contato com o
ar, por 30 minutos. Se a solucdo adquirir uma coloracédo vermelha intensa o teste é
positivo (OLIVEIRA, 2000).

3.7.8. Teste de citrato

O teste serve para indicar se a bactéria € capaz de utilizar o citrato como
Unica fonte de obtencé&o de carbono, na auséncia da fermentacdo ou de producéo de

acido lactico. Para a realizacdo deste teste deve-se estriar a coldnia na superficie do
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meio, com auxilio de uma alca bacteriolégica. Se 0 meio passar da cor verde para a
cor azul o resultado é positivo (OLIVEIRA, 2000).

3.7.9. Teste TSI

Comprova se a bactéria € capaz de fermentar somente glicose, se é capaz de
fermentar glicose, sacarose e lactose, se produz H2S além de indicar se ha a
producdo de gas. Para realizar esse teste inocula-se a bactéria, em um tubo
contendo o meio TSI &gar, que contém lactose, sacarose, glicose e sulfato de ferro,
profundamente com agulha e em seguida estriando a superficie. Entdo o tubo deve
ser incubado por 7 dias e verificado diariamente.

Se a lactose ou a sacarose forem fermentadas, uma grande quantidade de
acido é produzida, com isso o indicador vermelho de fenol se torna amarelo, tanto no
fundo do tubo quanto na superficie. J& no caso da glicose ser fermentada e a lactose
nao, o fundo do tubo, que € pobre em oxigénio, ficara amarelo, mas na superficie
ficara vermelho, pois ocorre a oxidacdo do acido em CO2 e H20 neutralizando o
meio. Ja se ndo houver a fermentacao da glicose nem da lactose o tubo inteiro ficara
vermelho. Havendo a producdo de H2S, a cor preta do sulfito de ferro sera
observada (LEVINSON, 1998).

3.7.10. Teste da gelatina

Indica a capacidade da bactéria em produzir a enzima gelatinase. Para se
realizar o teste deve-se inocular profundamente a bactéria, com auxilio de um
agulha, em um tubo de gelatina nutriente. Em seguida o tubo deve ser incubado em
estufa a 37°C. Devem ser feitas leituras diarias, colocando os tubos inoculados uma
ou duas horas na geladeira, para ver se ha liquefacéo da gelatina (OLIVEIRA, 2000).

3.7.11. Teste da motilidade

Comprova a motilidade das bactérias em questdo. Para se realizar o teste

inocula-se profundamente no meio, 4 a 5 cm, a bactéria. Em seguida sera incubado
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a 37°C. As bactérias mbveis irdo migrar pelo meio, tornando-o turvo
(OLIVEIRA,2000).

3.8. Antibiograma

Apos a colbnia bacteriana ser devidamente isolada e identificada, € realizado
o antibiograma. Consiste em identificar a quais antibiéticos a bactéria em questéo é
sensivel ou ndo. Para a realizacdo do antibiograma coleta-se poucas colénias. Com
auxilio de uma alca bacterioldgica previamente flambada e resfriada, e inocula-se
em caldo Miiller Hinton®, que sera incubado por 24 horas a 37°C. ApGs o periodo de
incubacdo a cultura devera ser espalhada, com ajuda de um swab estéril, por toda a
superficie de placas contendo agar Miuller Hinton®. Nos casos de bactérias
fastidiosas, utilizar agar Miller Hinton® sangue, quantas forem necesséarias. Em
seguida serdo espalhados os discos de antibiético, previamente selecionados de
acordo com o sistema na qual se retirou a amostra do animal. Com auxilio de uma
pinca previamente flambada os discos devem ser posicionados na superficie do agar
a uma distancia comum um do outro. Normalmente s&o colocados de 5 a 6 discos
por placa. Depois do posicionamento dos discos nas placas, as mesmas devem ser
incubadas em estufa a 37°C por 24 horas. Ap6s a incubacao prossegue-se com a
leitura dos antibiogramas de acordo com as normas do CLSI, que serve de
parametro para a medicdo do de inibicdo do crescimento bacteriano formado ao
redor de cada um dos discos de antibiético. Os discos sado identificados por siglas,
de acordo com o fabricante, e para facilitar na identificacdo ha uma lista com as
diferentes siglas de cada antibidtico. Realizada a leitura, o resultado deve ser
anotado em ata de acordo com sensibilidade da bactéria a cada antibiético; podendo

ser sensivel, intermediario ou resistente.
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Figura 24 - Resultado do antibiograma apés incubacgao de 24 horas.

Fonte: Arquivo Pessoal/Rafael Marques

3.9. Cultura fungica

Na rotina de exames fungicos do laboratério as amostras que chegam com
mais frequéncia sdo: pelos para a analise de fungos dermatdéfitos e secrecdes

auriculares com suspeita de Malassezia spp.

3.9.1. Cultura de fungos dermatofitos

Os fungos dermatéfitos apresentam biotropismo por tecidos e estruturas
gueratinizadas como pelos, unhas e pele (MEDEIROS et al, 2009).

A cultura dos fungos dermatofitos é realizada em agar micobiético®, na qual
se colocam os pelos em um tapete que € colocado sobre o agar, em seguida faz-se
a identificacdo da placa, com o nome do animal, data do processo e pagina na qual
a ficha do animal foi fixada na ata. A placa fica armazenada por 21 dias. E seré feita
a leitura, para verificar se houve ou nao crescimento fungico e, que seja identificado
o fungo. Na realizacdo da leitura, prepara-se uma lamina de microscépio, com uma
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gota de Azul de Metileno. Esfrega-se um pedacgo de fita adesiva transparente na
bordas da cultura fingica, com auxilio de uma pin¢a previamente flambada, e entdo
coloca-se a fita adesiva em contato com o corante na lamina, que agora ja pode ser

observada ao microscépio 6ptico em um aumento de 400 vezes.

3.10. Exame citolégico

Diferentes métodos microscopicos sdo empregados para observacdo dos
microrganismos, entre esses métodos estd a microscopia 6tica, que é usada para
demonstracdo da morfologia e do tamanho de bactérias e fungos corados. A
afinidade pela coloracdo pode permitir uma classificacdo preliminar de bactérias,
enquanto a morfologia da estrutura do fungo permite a identificacdo do género
(QUINN, 2005).

Na rotina de exames citolégicos do laboratério as amostras mais comuns sao
secrecdes auriculares, para avaliar se ha presenca de bactérias ou Malassezia spp.,

e amostras de urina para verificar se ha a presenca de Leptospira spp.

3.10.1. Citologia de amostras de ouvido

As laminas que chegam ao laboratério devem estar devidamente
identificadas. Essas laminas passam por um processo de coloracdo de Gram e em
seguida sao observadas ao microscopio 6ptico, onde serd avaliado se h4 a presenca
de bactérias, e identificagdo da morfologia das mesmas, ou Malassezia spp., em

seguida é emitido um laudo com o resultado da observacgéao.
3.10.2. Exame de campo escuro para verificagédo de Leptospira spp.

As leptospiras sdo bacilos helicoidais, méveis e aerbbicos. Sao gram-
negativos e fracamente corados com corantes de anilina. Deve ser empregado

microscopio de campo escuro para visualizar lesptospiras nao-coradas. Pode

ocorrer a demonstragédo direta de lepstospiras por exame de campo escuro do
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sangue, LCR ou da urina, sendo que os exames de LCR e da urina sdao menos
enganosos (KONEMAN et al, 2001).

As amostras de urina para verificacdo de presenca de Leptospira spp. devem
ter sido colhidas com no méaximo 15 minutos até o momento do exame. Para realizar
0 exame, deve se utilizar luvas de procedimento. Uma gota da urina é colocada em
uma lamina de vidro e coberta por uma laminula, que sera observada em
microscopia de campo escuro. Caso seja visualizada alguma Leptospira spp. o

exame € positivo.
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4. Consideracdes finais

O estagio supervisionado no laboratorio de Microbiologia Médica Veterinaria
da Universidade de Brasilia foi de extrema importancia para que tivesse um maior
conhecimento teorico e pratico sobre as diversas atividades realizadas pelos
laboratérios de microbiologia médica veterinaria. E compreender da importancia do
trabalho realizado em tais laboratérios no auxilio as diversas areas da medicina

veterinaria.

Além disso foi muito proveitoso entender a necessidade do adequado
acondicionamento das amostras que serdo direcionadas aos exames
microbiolégicos e da importancia de se respeitar as normas de biosseguranca

envolvidas no laboratério.

E sobretudo a oportunidade de se colocar em pratica conceitos que foram

vistas durante a graduacao e que poderdo ser muito Uteis na vida profissional.
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