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RESUMO

Este relatério tem a finalidade de apresentar as atividades realizadas no
Laboratorio de Microbiologia Médica Veterinaria da Universidade de Brasilia, durante o
periodo de estagio supervisionado do estudante Felipe de Alencastro Caldas Pereira, no
1° periodo letivo de 2016, do dia 08 de marco ao 10 de junho, resultando em 63 dias
Uteis, e completando, assim, 504 horas de estagio obrigatério supervisionado. Nele
constam as principais atividades executadas pelo estudante no laboratério, como lavagem
de vidrarias, producdo de meios, reagentes e corantes e também toda a cadeia de
atividades envolvidas na identificacdo dos microrganismos causadores de enfermidades.
Além disso, ele apresenta informacBes sobre os principais meios de cultura, testes
bioquimicos e procedimentos realizados na rotina laboratorial e dos diagnésticos

produzidos pelo estudante e equipe do laboratério durante seu estagio.



ABSTRACT

This report aims to present the activities carried out in the Laboratory of Medic
Veterinary Microbiology at the University of Brasilia, during the period of supervised
internship of the student Felipe de Alencastro Caldas Pereira, in the first term of 2015,
between March 8" and June 10", resulting in 504 hours of obligatory supervised
internship. It lists the main activities performed by the student at the laboratory, as the
wash of glassworks, medias, reagents and dyes productions as well as the entire chain of
activities involved in the identification of disease-causing microorganisms. Besides that, it
presents information on the main culture media, biochemistry tests, procedures performed
in the laboratory routine and the diagnoses produced by the student and laboratory staff

during his internship.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Bancada de trabalho.

Figura 2 - Estufa de incubacdo microbiolégica.

Figura 3 - Microscopios 6pticos do laboratorio.

Figura 4 - Capela de fluxo laminar.

Figuras 5 - Armério de meios.

Figura 6 - Bancada de preparacado de meios.

Figura 7 - Estufa de secagem de vidrarias.

Figura 8 - Autoclaves.

Figura 9 - Destilador.

Figura 10 - Tanque de lavagem de vidrarias.

Figura 11 - Meio CLED® com desenvolvimento de coldnias fermentadoras de lactose

(amarelas) e de colbnias nao fermentadoras (azuis).

Figura 12 - Crescimento de E. coli, caracteristica pela forte fermentacdo de lactose,
criando uma cor esverdeada metdlica, e de uma colénia ndo fermentadora em Agar
EMB®.

Figura 13 - Meio MacConkey® né&o inoculado (em cima) e inoculado (em baixo),
apresentando coloracédo rosa pela fermentacédo da lactose.
Figura 14 - Meio MacConkey® com crescimento fungico, ocasionando a

alcalinizagdo do meio, mudando sua cor para amarelo.

Figura 15 - Colénia fermentadora de lactose em Agar SS® (esquerda) e cultura de



Samonella spp com escurecimento do centro das col6nias pela formacao de H2S.

Figura 16 - Placa de Agar Sangue® com crescimento de Malassezia spp

Figura 17 - Agar TSI® H2S positivo.

Figura 18 - Agar TSI® com todos os aclcares fermentados e com formacéo de gas.

Figura 19 - Caldo Enterococcosel® com reacao positiva, causando 0 escurecimento
do meio (esquerda), e sem regcdo (negativo), sem alteracdo da cor original do caldo
(direita).

Figura 20 - Teste de esculina positivo, com escurecimento do meio (esquerda), e

negativo, sem alteragdes crométicas (direita).

Figura 21 - Teste da fenilanina positivo, apresentando reacdo de cor verde

(esquerda), e negativo, sem apresentar reacao alguma (direita).

Figura 22 - Teste de fermentacdo de acUcares positivo, causando a mudanca de
coloracdo do meio pela producédo de acidos advindos do processo fermentativo

(esquerda), e negativo, sem a producéao de acidos e sem mudanca de cor (direita).

Figura 23 - Formagéo de crescimento em aspecto de nuvem, significando resultado

de motilidade positivo (esquerda), e auséncia de motilidade (direita).

Figura 24 - Testes de O/F fermentativos, sendo um dos microrganismos anaerobio
obrigatério (esquerda), e outro anaerdbio facultativo (direita).

Figura 25 - Figura 31: Teste de oxidase positivo, com mudanca de cor da fita de
branco para purpura (esquerda), e negativo, sem mudanca de cor da fita (direita),
sendo que a coloracédo rosa observada € original da prépria colbnia, pois, sendo

uma fermentadora de lactose, foi coletada a partir do Agar MacConkey®.

Figura 26 - Meio Base Uréia® positivo, apresentando coloracédo rosa (esquerda), e
negativo (direita), sem alteragdes



Figura 27 - Reacéo da reducéo de nitratos em diferentes intensidades, apresentando
mudanca da cor original do meio (esquerda e centro), e auséncia de reducéo, sem

alteracado de cor (direita).

Figura 28 - Teste de VP® positivo, com cor avermelhada ap6s de se ter adicionado

as solucdes e deixar reagir com o ar atmosférico por cerca de 15 minutos.

Figura 29 - Teste do citrato positivo, com coloracdo azulada (esquerda), e negativo,

sem mudanca de cor (direita).

Figura 30 - Teste do indol positivo, apresentando um halo de cor rosa.

Figura 31 - Teste do VM® intermediario, apresentando coloracdo alaranjada apo6s

derramar-se o reagente.

Figura 32 - Visualizacdo de bastonetes gram negativos, corados pelo método de

coloracado de gram, por meio de microscopio éptico.

Figura 33 - Visualizacdo de estruturas leveduriformes, coradas com coloracdo de

gram, com presenca de pseudohifas.

Figura 34 - Visualizacdo de Mycobacterium spp corada com o método Ziehl-Neelsen.

Figura 35 - Visualizacdo de microscopia Optica em televisdo de Penicillium spp com

0 corante azul de metileno.

Figura 36 - Visualizacdo de Dermatophilus congolensis em microscopia 6ptica com

azul de metileno.

Figura 37 - Esquema de esgotamento do inéculo para isolamento. Na figura esta
indicado a ordem de estrias feitas com a algca e seu aspecto ap0s a incubagéo.
Fonte Pires, R. F L. C. ATIVIDADES DESENVOLVIDAS NO LABORATORIO DE
MICROBIOLOGIA MEDICA VETERINARIO DA FAV - UnB. Brasilia, 2013.



Figura 38 - Antibiograma em placa de Muller Hinton®, evidenciando-se os halos de
inibicdo. Fonte: FONSECA, I. C. F; Relato de atividades realizadas no laboratorio de

microbiologia veterinaria do hospital veterinario — UnB. Brasilia, 2015.

Figura 39 - Antibiograma em placa de Muller Hinton Sangue®, para testar a
resisténcia a antimicrobianos de microrganismos exigentes. Fonte: FONSECA, I. C.
F.; Relato de atividades realizadas no laboratorio de microbiologia veterinaria do

hospital veterinario — UnB. Brasilia, 2015.

Figura 40 - Chave de identificacdo adaptada. Fonte: QUINN, P.J.; CARTER, M.E.;
MARKEY, B.; CARTER, G.R. Clinical Veterinary Microbiology. Dublin: Wolfe, 1994,
648p.



LISTA DE GRAFICOS

Gréfico 1 - Levantamento das amostras bacteriolégicas recebidas de mar¢o a junho
de 2016.

Grafico 2 - Levantamento dos locais de onde foram coletadas as amostras

bacteriol6gicas recebidas de margo a junho de 2016.

Grafico 3 - Levantamento das espécies das quais foram coletadas as amostras

bacteriolégicas de marco a junho de 2016.
Gréfico 4 - Resultados dos exames bacteriolégicos de mar¢o a junho de 2016.

Grafico 5 - Levantamento das amostras micoldgicas recebidas de marco a junho de
2016.

Grafico 6 - Levantamento dos locais de onde foram coletadas as amostras

micoldgicas recebidas de marco a junho de 2016.

Gréfico 7 - Levantamento das espécies das quais foram coletadas as amostras

micolégicas de marco a junho de 2016.

Gréfico 8 - Resultados dos exames micoldgicos de marco a junho de 2016.



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - EPIs, risco evitado e caracteristicas de protecado. Fonte - World Health Or-
ganization ,2004.

Tabela 2 - Requisitos para os diversos niveis de seguranca biolégica. Fonte - World
Health Organization, 2004.

Tabela 3 - Tabela de diferenciacdo das espécies de importancia veterinaria do

género Sthaphylococcus.

Tabela 4 - Caracteristicas dos diagnésticos bacterioldégicos feitos no Laboratério de

Microbiologia Médica Veterinaria do periodo de marco a junho de 2016.

Tabela 5 - Caracteristicas dos diagndsticos micoldgicos feitos no Laboratério de

Microbiologia Médica Veterinaria do periodo de marco a junho de 2016.



SUMARIO

1. INTRODUGAO ...ttt et na st 1
2. BIOSSEGURANGA ..ottt ettt ettt sttt n st n et en sttt en st en s 3
3. ESTRUTURA DO LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA MEDICA VETERINARIA DA
o o = TP 8
3.1 LABORATORIO OU SETOR DE BACTERIOLOGIA E MICOLOGIA .....ccccooovvevrnnn. 8
3.2 SALA DE MEIOS E VIROLOGIA OU SETOR DE PREPARO DE MEIOS E
SOLUGCOES E DE VIROLOGIA ......ooieeeiesteeeee s enes st 11
3.3 SALA DE DESCARTE DE RESIDUOS OU SETOR DE DESCARTE DE RESIDUOS
E ESTERILIZACAO DE MATERIAIS ..ottt snes st 12
4. MEIOS DE CULTURA ...ttt ee sttt een e 13
4.1 MEIOS SOLIDOS ...ttt ettt ettt ettt n et en et en et 14
4.1.1 AGAR BASE TRYPTOSE® ......oooeoieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e ssees et een s 14
4.1.2 AGAR CETRIMIDA®..........cooieeiieeeieee ettt nas st 14
4.1.3 AGAR CLED®........co oottt ettt ettt en s 14
4.1.4 AGAR EMB® ...ttt sttt n st 15
4.1.5 AGAR MACCONKEY®........cooeeeteeeeeeeeeeeeeee e eeee e sttt 16
4.1.6 AGAR MUELLER-HINTON®.......ceooiiieiiesteeeeieeeee ettt st ens s 17
4.1.7 AGAR MYCOSEL® ...ttt ettt en e 18
4.1.8 AGAR NUTRIENTE®.......ccivisieieeieeeeeeestees ettt nes st 18
4.1.9 AGAR SABOURAUD®R..........ooeeeeeeee ettt n et 18
4.1.10 AGAR SALMONELLA SHIGELLA® (AGAR SS®).....covveeeeeereereereeeeeesrerieneneae 19
4.1.11 AGAR SANGUER®..........cooooieieeeeeeeeeeeeeeeee ettt 19
4.1.12 MEIO DE LOWENSTEIN-JENSEN® ........eseieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eeereeseen e 20
4.2 MEIOS SEMI-SOLIDOS ...ttt 20
4.2.1 CALDO TIOGLICONATO® .....oooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e en e ee e 21
4.3 MEIOS LIQUIDOS.......ooeeeeeeeeeesetee ettt 21
4.3.1 CALDO BHI® ...t eee et es e een e s e 21
4.3.2 CALDO MUELLER HINTONGQ.........oiiiieiteeeeeeeeeeeeee et eeess s 22
5. TESTES BIOQUIMICOS ......ovieeeeeeeeeee ettt nes sttt as st 22
5.1 AGAR SIM®B ...ttt ettt ettt en st n sttt en et 22
5.2 AGAR TRIPLE SUGAR IRON® (AGAR TSI®) .....cooueeieeeeeeeeeeeeeeeeee e, 23
5.3 CALDO ENTEROCOCCOSEL® ......oeeoeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e es e een e s, 24
5.4 TESTE DA CATALASE ...ttt 25
5.5 TESTE DA COAGULASE LIGADA OU FATOR DE AGLUTINACAO OU
“CLUMPING FACTORY ...ttt en s 26
5.6 TESTE DA COAGULASE LIVRE OU COAGULASE EM TUBO ....cccoooeevvveeeeeeee, 26

5.7 TESTE DA DESCARBOXILASE E DIIDROLASE ..o 26



5.8 TESTE DA ESCULINA ... s 27

5.9 TESTE DA FENILANINA ..ottt ettt 28
5.10 TESTE DA FERMENTACAOQO DE ACUCARES. .......ccooioieieeeeeeee e, 29
5.11 TESTE DA GELATINASE ...ttt e eeee e ee e een e 30
5.12 TESTE DA MOTILIDADE .....oooviiecieeeeeeeee ettt 31
5.13 TESTE DA OXIDACAO E FERMENTAGAO ......ooioieiereeeeeeeeeeeeee e 31
5.14 TESTE DA OXIDASE ...ttt ee s en s 33
5.15 TESTE DA UREASE ..ottt 34
5.16 TESTE DE REDUCAOQO DE NITRATOS ....coviiiieieiseeeeeetesess st tesessnienes s, 35
5.17 TESTE DE VOGES PROSKAUER® (VP) OU TESTE DA PRODUCAO DE
ACETOINA ..ottt ettt n et e et ee s ee s e ee s e s s eee s 36
5.18 TESTE DO CITRATO ...ttt sttt 37
5.19 TESTE DO HIDROXIDO DE POTASSIO (KOH)..........ccccooivieiiiieeeeeeeeseeseree s 38
5.20 TESTE DO INDOL ..ottt ettt sttt en st 39
5.21 TESTE DO MALONATO ...t eeee e e ee e ee s een s een e e s, 40
5.22 TESTE DO VERMELHO DE METILA® (VM) ....coviiieiieeieeeeeeee et 40

6. EXAME CITOLOGICO ... oottt ettt sttt n s en e 41
6.1 METODO DE COLORAGAOQO DE GRAM ......coiviieiiesiieeeesersves s 42
6.2 METODO DE COLORAGAQO ZIEHL-NEELSEN.......cooiiiiieeieeeeeee e 43
6.3 AZUL DE METILENO E METODO DA FITAADESIVA ..o 45
6.4 MICROSCOPIA DE CAMPO ESCURO.........c.ooiiiiiieeeeeeeeee e 46

7. ISOLAMENTO E REPIQUE DE AMOSTRAS .....ootieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eee e e 47

8. TESTE DA DIFUSAO EM DISCO (ANTIBIOGRAMA) .....c.voiiieeeeeeeeeeeeeeen e 48

9. ROTINA LABORATORIAL ..ot een e en e 50
9.1 INOCULACAO E INCUBACAO DE AMOSTRAS BACTERIANAS ......cccoooveveieane. 51
9.2 IDENTIFICACAO DE BACTERIAS. .....ooeiieeeeeeeteeeeee et se st 53

9.2.1 DIFERENCIACAO DE STAPHYLOCOCCUS SPP......cccoeoiieeeeeeeeeeresereeeens 55
9.3 INOCULACAO E INCUBACAO DE AMOSTRAS FUNGICAS E IDENTIFICACAO
DE FUNGOS ...ttt ettt en ettt n et en s n et en s ennens 58
9.4 ROTINA DE PREPARO DE MEIOS E SOLUGCOES ......ccoovoiieeeeeeeeeeeeeeee e, 59
9.5 ROTINA DE DESCARTE DE RESIDUOS E LAVAGEM DO LABORATORIO ......... 60

10, CASUISTICA ..ottt ettt ettt en e 61

10.1 Levantamento de casos bacteriol0giCoS ... 61
10.1.1 DESCRICAO DOS DIAGNOSTICOS BACTERIOLOGICOS MAIS
FREQUENTES ... oottt ettt st ee e e et s et en st n et en s en e eee e e ennenenn 65

10.2 LEVANTAMENTO DE CASOS MICOLOGICOS .......ooieeeeeeeieeeeeeeeeeeeee e 66
10.2.1 DESCRICAO DOS DIAGNOSTICOS MICOLOGICOS MAIS FREQUENTES 70

11. EMISSAO DE LAUDOS ..ottt ettt ettt 72

12. RELATO DE EXPERIENCIA ..ot sas st 72



13. CONSIDERAGOES FINALIS ..ottt

14. REFERENCIAS



1. INTRODUCAO

Durante os trés séculos decorridos desde que Leeuwenhoek observou, pela
primeira vez, bactérias e protozodrios com seu microscopio primitivo, acumularam-se
inumeros conhecimentos sobre os pequenos “animaculos”, agora conjuntamente

conhecidos como microrganismos (KONEMAN et al., 2001).

A partir desse ponto, a microbiologia tem sofrido enorme mudanca, desde as
pioneiras investigacdes de Pasteur e Koch, que ha mais de 120 anos elucidaram a
natureza das doencas infecciosas, até hoje. Essa disciplina, que agora ocupa uma
posicdo central no curriculo da medicina veterinaria, tem-se desenvolvido dentro de uma
ampla complexidade, que varia desde a caracterizacdo cultural e bioquimica dos
microrganismos patogénicos até técnicas moleculares avancadas usadas para identificar

genes associados a fatores de viruléncia (QUINN et. al, 2005).

Os microrganismos, que sao encontrados em todos os ambientes incluindo solo,
agua e ar, participam de todas as fungbes vitais observadas em formas de vida
superiores, mais complexas, incluindo plantas, animais e o0 homem (KONEMAN et al.
2001). O numero relativamente pequeno de microrganismos que podem causar doencas

em animais e humanos séo referidos como patogénicos (QUINN et al., 2005).

Para identificar tais agentes etioldgicos, a investigacao laboratorial, associada ao
contexto da amostra e acompanhada de uma suspeita clinica, sdo necessarios, além de,
algumas vezes, determinar a sensibilidade dos patégenos aos antimicrobianos,
esclarecendo o grau de patogenicidade de determinado organismo e auxiliando no

tratamento mais eficaz para determinada doenca (QUINN et al., 2005).

Assim, um diagnostico microbiologico com rapidez e precisdo € necessario, Visto
gue as enfermidades infecciosas dos animais, em particular as de natureza epizodtica,
estdo adquirindo uma importancia cada vez maior para a saude publica global. Sua
importancia € ressaltada, sendo que algumas enfermidades infecciosas emergentes
podem ultrapassar rapidamente a esfera local e, pois, necessitam de agilidade e acuracia
no diagnostico (OIE, 2015).



Baseado em tais conhecimentos, durante o periodo de estagio no Laboratério de
Microbiologia Médica Veterinaria da UnB, foi possivel estudar e discutir diversos casos
relativos as doencas infecciosas, desde a coleta dos materiais, até o diagnostico
laboratorial e a producdo de antibiogramas. Dessa forma, o conhecimento sobre os
diversos microrganismos e os tratamentos das diferentes doencas infecciosas, foram

aprofundados.



2. BIOSSEGURANCA

O conceito de biosseguranca comecgou a ser realmente construido no inicio da
década de 1970, logo ap0s o surgimento da engenharia genética.

Biosseguranca € o conjunto de a¢fes voltadas para a prevengdo, minimiza¢cao ou
eliminacdo dos riscos inerentes as atividades de pesquisa, producdo, ensino,
desenvolvimento tecnoldgico e prestacédo de servigcos. Estes riscos podem comprometer a
saude do homem e animais, 0 meio ambiente ou a qualidade dos trabalhos desenvolvidos
(Teixeira; Valle, 1996). H& ainda outros conceitos para a biosseguranga, como o que esta
relacionado a prevencdo de acidentes em ambientes ocupacionais, incluindo o conjunto
de medidas técnicas, administrativas, educacionais, médicas e psicologicas (Costa,
1996).

A biosseguranca envolve a analise dos riscos a que os profissionais de saude e de
laboratérios estdo constantemente expostos em suas atividades e ambientes de trabalho.
A avaliacdo de tais riscos engloba varios aspectos, sejam relacionados aos
procedimentos adotados, as chamadas boas praticas em laboratorio (BPLS), aos agentes
biol6gicos manipulados, a infraestrutura dos laboratorios ou informacionais, como a
qualificacdo das equipes (Brasil, 2006). A biosseguranca tem varias normas a fim de
diminuir a exposicao de trabalhadores a riscos e a prevencdo de contaminacdo ambiental
(Hambleton et al., 1992). Os guias de biosseguranca sao uma combinacdo de controle de
engenharia, politicas de gerenciamento, praticas e procedimentos de trabalho, tanto
guanto intervencdes médicas (Coico; Lunn, 2005).

Os agentes biologicos foram classificados em classes de 1 a 4, incluindo também a
classe de risco especial, segundo sua viruléncia, estabilidade do agente, modo de
transmissao, origem do material potencialmente infeccioso, sua concentracdo e volume,
disponibilidade de tratamento eficaz, disponibilidade de medidas profilaticas eficazes,

dose infectante, tipo de ensaio e fatores referentes ao trabalhador (Brasil, 2006).

Classe derisco 1

Agentes biolégicos que oferecem baixo risco individual e para a coletividade,
descritos na literatura como ndo patogénicos para as pessoas ou animais adultos sadios.

Exemplos: Lactobacillus sp., Bacillus sp (Brasil, 2006).



Classe de risco 2

Agentes biologicos que oferecem moderado risco individual e limitado risco para a
comunidade, que provocam infecgdes no homem ou nos animais, cujo potencial de
propagacéo na comunidade e de disseminagdo no meio ambiente seja limitado, e para os
quais existem medidas terapéuticas e profilaticas eficazes. Exemplos: Mycoplasma sp,
Shigella sp, Salmonella sp, Staphylococcus sp, Aspergilus sp, Candida sp (Brasil, 2006).

Classe de risco 3

Agentes biologicos que oferecem alto risco individual e moderado risco para a
comunidade, que possuem capacidade de transmiss&o por via respiratéria e que causam
patologias humanas ou animais, potencialmente letais, para as quais existem usualmente
medidas de tratamento e/ou de prevencao. Representam risco se disseminados na
comunidade e no meio ambiente, podendo se propagar de pessoa a pessoa. Exemplos:
Brucella sp, Bacillus anthracis, Pasteurella multocida, Mycobacerium sp, Fracisella
tularensis, Coccidioides immitis, culturas fangicas esporuladas, Histoplasma capsulatum
(Brasil, 2006).

Classe de risco 4

Agentes biolégicos que oferecem alto risco individual e para a comunidade, com
grande poder de transmissibilidade por via respiratéria ou de transmissdo desconhecida.
Nem sempre esta disponivel um tratamento eficaz ou medidas de prevencao contra esses
agentes. Causam doencas humanas e animais de alta gravidade, com alta capacidade de
disseminagcdo na comunidade e no meio ambiente. Esta classe inclui principalmente os

virus. Exemplos: Cowdria ruminatium

Classe de risco especial

Agentes bioldgicos que oferecem alto risco de causar doenca animal grave e de
disseminagcdo no meio ambiente de doenca animal ndo existente no pais e que, embora
nao sejam obrigatoriamente patdégenos de importancia para o homem, podem gerar

graves perdas econdmicas e/ou na producgéo de alimentos (Brasil, 2006).

Além das técnicas microbiolégicas de seguranca, as barreiras primarias
(equipamentos de seguranca e equipamentos de protecdo individual e coletiva) e
barreiras secundarias (facilidades de salvaguardas) sdo agora consideradas como

elementos vitais de medidas de contencao (Kimman et al., 2008).
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Os equipamentos de protecao individual, conhecidos como EPIs (Tabela 1), tém a
funcdo de minimizar a exposicd0 aos riscos ocupacionais e evitar possiveis acidentes
laboratoriais. Os equipamentos de protecdo coletiva (EPCs) s&o utilizados a fim de de
minimizar a exposi¢cdo dos trabalhadores aos riscos e, em casos de acidentes, reduzir
suas consequéncias. Exemplos: lava-olhos, chuveiro, extintor e cabines de protecao
biologica (Teixeira; Valle, 1996).

As barreiras secundérias dizem respeito a construcdo do laboratério,
localizacdo e instalacdes fisicas. As instalacdes fisicas sdo capazes de proporcionar uma
barreira de protecdo para pessoas dentro e principalmente fora do laboratério, bem como
para 0 meio ambiente. Os tipos de barreiras secundarias dependerdo do risco de
transmissdo dos agentes especificos manipulados no laboratério. Sdo alguns exemplos
de barreiras secundarias: a localizacdo distante do acesso publico, a presenca de
sistemas de ventilacdo especializados em assegurar o fluxo de ar unidirecionado,
sistemas de tratamento de ar para a descontaminacdo ou remocdo do ar liberado e

camaras pressurizadas como entradas de laboratorio (Brasil, 2006).

Tabela 1 - EPIs, risco evitado e caracteristicas de protecao.

Equipamento Risco evitado Caracteristicas de protecéo
Jalecos e aventais de pano Contaminacéo do vestuario Cobrem o vestuario pessoal
Aventais plasticos Contaminacéo do vestuario Impermeaveis
Calgado Impactos e salpicos Fechados a frente
Oculos de protecio Impactos e salpicos Lentes resistentes a impactos
Protecoes laterais
Oculos de seguranca Impactos Lentes resistentes a impacto
Protec0es laterais
Viseira de protecdo facial Impactos e salpicos Protecéo total da face
Fécil de tirar em caso de
acidente
Aparelhos e mascaras de Inalacdo de aerossois Ha diversos modelos:
respiracédo descartavel, completa ou meia

maéscara purificadora de ar, de
capuz com ar filtrado a presséo e
com abastecimento de ar

Luvas Contato direto com micro- Em latex, vinilo ou nitrilo
organismos e cortes microbiologicamente aprovados,
descartaveis
Malha de aco

Fonte: World Health Organization, 2004.

Os laboratorios séo divididos respeitando os niveis de biosseguranca (NB) em que
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se enquadram, denominados NB-1, NB-2, NB-3 e NB-4. Tais niveis estdo relacionados
aos requisitos crescentes de seguranca para 0 manuseio dos agentes bioldgicos,
terminando no maior grau de contencdo e de complexidade do nivel de protecdo. O NB
exigido para um ensaio serd determinado pelo agente biologico de maior classe de risco
envolvido no ensaio.

As classificacdes sao as seguintes (Brasil, 2006):

Nivel de Biosseguranca 1 (NB-1)

E o nivel necessario ao trabalho que envolva agentes biologicos da classe de risco
1. Representa um nivel basico de contencéo, que se fundamenta na aplicacdo das BPLs,
na utilizacdo de equipamentos de protecdo e na adequacédo das instalagfes. O trabalho é

conduzido, em geral, em bancada.

Nivel de Biosseguranca 2 (NB-2)

E o nivel exigido para o trabalho com agentes bioldgicos da classe de risco 2. O
acesso ao laboratorio deve ser restrito a profissionais da area, mediante autorizacao do

profissional responsavel.

Nivel de Biosseguranca 3 (NB-3)

Este nivel € aplicavel aos locais onde forem desenvolvidos trabalhos com agentes

biologicos da classe de risco 3.

Nivel de Biosseguranca 4 (NB-4)

Este nivel € necessario a trabalhos que envolvam agentes bioldgicos da classe de
risco 4 e agentes biologicos especiais. Nesse tipo de laboratério o acesso dos
profissionais deve ser controlado por sistema de seguranca rigoroso. Na Tabela 4
observa-se um resumo dos requisitos basicos exigidos em cada nivel de biosseguranca

laboratorial, incluindo estrutura, equipamentos e praticas.



Tabela 2 - Requisitos para os diversos niveis de seguranca bioldgica.

Atributo Niveis de seguranca bioldgica
1 2 3 4
Isolamento do laboratorio N N S S
Sala selada para descontaminacao N N S S
Ventilagdo:
- Aducdo do ar N D S S
- Sistema de ventilagdo controlada N D S S
- Exaustor com filtro HEPA N N S S
Entrada com porta dupla N N S S
Sistema de portas com tranca N S S S
Cémara de vacuo N N S S
Céamara de vacuo com ducha N N N S
Antecamara N N S -
Antecamara com ducha N N S N
Tratamento dos efluentes N N S S
Autoclave:
- in loco N D S S
- numa sala do laboratério N N D S
- de duas portas N N D S
Camaras de seguranca biologica
- classe | D D N N
- classe 11 N D S S
- classe 111 N N D S
Circuito interno de imagem N N D S
Registro em autoridades sanitarias nacionais N N S S
Roupas de protecdo com pressdo positiva e ventilacao N N N S
Uso EPI’s S S S S
Realizagdo das BPL’s S S S S
Incineracgdo dos residuos apos esterilizagao N N N S

N - Abstencdo de necessidade; S - Uso obrigatorio; D - Uso desejavel. Fonte: World
Health Organization (2004).

O Laboratério de Microbiologia Médica Veterinaria da Unb, pode ser classificado
como laboratério de nivel de biosseguranca 2, devido ao uso de EPI's e BPLs, A
presenca de camara de seguranca biologica classe Il (capela de fluxo laminar), de

autoclave e de sistema de portas com tranca.
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3. ESTRUTURA DO LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA
MEDICA VETERINARIA DA FAV- UnB

O laboratério fica localizado no Hospital Veterinario de Pequenos Animais, na L4
norte, pertencendo ao campus Darcy Ribeiro da UnB, e seu funcionamento € de segunda
a sexta-feira no horario de 8:00h as 18:00h. A professora doutora Simone Perecmanis é a
responsavel pelo laboratério, e também orienta estudantes de pds graduacdo, mestrado,
doutorado, residentes, bolsistas, técnicos, estagiarios.

O laboratorio possui, além dos estagiarios interinos, uma equipe de dois técnicos:
Cleia Nunes Malheiro de Oliveira e Mauricio Macedo Rodrigues; e dois residentes: Alice
Martins da Silva e Jodo Paulo Barbosa.

Assim, ele possui trés setores: o0 setor de bacteriologia e micologia (laboratoério); o

setor de preparo de meios e solucdes; e o setor de lavagem e esterilizagdo de materiais.
3.1 LABORATORIO OU SETOR DE BACTERIOLOGIA E MICOLOGIA

O Setor de bacteriologia e micologia € o local onde sao recebidas e armazenadas
as amostras bacterioldgicas, fungicas e citologicas, sendo feitas as analises desses
materiais, tanto para a rotina quanto para experimentos. E nesse setor onde 0s meios so
distribuidos e as amostras sao cultivadas, isoladas, identificadas e testadas para
determinar a sensibilidade aos antibiéticos.

Ele contém duas bancadas para a manipulacdo de amostras recebidas, sendo que
cada uma possui um bico de Bunsen a fim de fazer a esterilizacdo por meio do calor das
alcas e agulhas bacterioldgicas, além de ser utilizada para a fixacdo de bactérias em
laminas histoldgicas, proporcionando um fluxo que protege o usuario ao manusear as

amostras.



Figura 1: Bancada de trabalho. Fonte: Acervo pessoal.

Também comporta duas estufas para a incubacdo e crescimento em ambiente e
temperatura favoraveis de 37C° de varios microrganismos, além de acomodar trés
geladeiras, sendo uma para 0 armazenamento de reagentes e meios solidos, semi sélidos
e liquidos; outra para armazenar vidros com discos de antibioticos dentre outros objetos
nao contaminados, como materiais utilizados em experimentos de mestrado e projetos de
alunos de graduacdo; e a ultima para guardar meios de cultura e semi cultura (teste de
gelatina) inoculados, amostras recebidas e outros materiais contaminados que ainda nao
foram identificadas e ainda estdo sendo utilizadas para concluir laudos ou estdo sendo

guardadas a fim de realizar experimentos ou de serem utilizados em aulas praticas.

al

Figura 2: Estufas de incubacdo microbioldgica. Fonte: Acervo pessoal.

Possui um vortex e trés microscopios, dos quais dois sdo para a visualizacdo de
laminas e classificacdo de Gram, e um para microscopia de campo escuro, utilizado para
a visualizacdo de amostras de urina com suspeita para Leptospira spp.
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Figura 3: Microscopios opticos do laboratério. Fonte: Acervo pessoal.

Tem um computador e uma impressora, que sao utilizados para pesquisas,
digitacéo, envio e impressao de laudos, consulta de POPs e fins administrativos.

Engloba os insumos utilizados na rotina como alcool 70%, reagentes e corantes
para coloracdo de gram, azul de metileno e testes bioquimicos, assim como laminas
histolégicas, placas de petri, pipetas, pipetadores, péras, mascaras, tocas, luvas, swabs,
tubos tipo falcon, eppendorfs, dentre outros.

Além disso, abriga uma capela de fluxo laminar com a funcéo de criar uma area de
trabalho segura, impedindo o transito de aerossoéis contaminantes, para a distribuicdo de
meios advindos da autoclave, para a manipulacdo de amostras potencialmente perigosas,
como suspeitas de leptospirose, e para a realizacdo de diversos experimentos que

exigem um ambiente estéril sem contamina¢do do meio externo.

Figura 4: Capela de fluxo laminar. Fonte: Acervo pessoal.
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3.2 SALA DE MEIOS E VIROLOGIA OU SETOR DE PREPARO DE MEIOS
E SOLUCOES E DE VIROLOGIA

Nesse setor as bases, 0s substratos e os materiais dos meios sao armazenados,
quantificados e diluidos, ou seja, € onde os meios de cultura, semi cultura e as solu¢des
sao preparadas.

Esse setor enquadra um armario para papelaria e instrumentos de limpeza como
esponjas e detergentes; um de armazenamento, onde sdo guardadas todas as bases
para a preparagcdo dos meios; balanga de precisdo, bailarina, aparelho de micro-ondas,
estufa para a secagem da vidraria, banho-maria, pHmetro, reservatério para agua
destilada e pia; além disso h&a diversos materiais para o preparo e protecdo de meios e
solucbes como béqueres, erlenmeyers, pipetas, provetas, imds, bastdes de vidro,
elasticos, papeldes, papel aluminio dentre outros. Também €& nesse setor onde s&o
armazenados todos os tubos de vidro e tampas que serdo utilizadas para os testes

bioquimicos.

|

mh .g-f'
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Figura 5: Armério de meios Figura 6: Bancada de preparo de Fonte:

Acervo pessoal. meios. Fonte: Acervo pessoal.
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Figura 7: Estufa de secagem de vidrarias. Fonte: Acervo pessoal.

3.3 SALA DE DESCARTE DE RESIDUOS OU SETOR DE DESCARTE DE
RESIDUOS E ESTERILIZACAO DE MATERIAIS

Nesse setor, lavam-se e autoclavam-se as vidrarias, como placas de petri e tubos
de ensaio, a fim de serem reutilizadas. Os outros materiais biologicamente perigosos
usados no laboratério, que serdo descartados, sdo apenas autoclavados.

A sala de descarte de residuos engloba trés autoclaves, sendo uma automatica e
as outras duas manuais; uma estufa mantida a 30 °C para incubag&do de microrganismos
especificos, como Mycobacterium spp; duas pias para lavagem de tampas e vidraria;
destilador e reservatérios para agua destilada; e recipientes para auxiliar na limpeza da
vidraria, além de materiais de limpeza como esponjas, detergentes, escovas, dentre

outros.
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Figura 8: Autoclaves Figura 9: Destilador

Fonte: Acervo pessoal. Fonte: Acervo pessoal.

Figura 10: Tanque de lavagem de vidrarias. Fonte: Acervo pessoal.

4. MEIOS DE CULTURA

Os meios de cultura tém como objetivo proporcionar um ambiente nutritivo para
estimular o crescimento microbiano.

Os meios de cultura mais utilizados na rotina do laboratério séo o agar Sangue®,
agar MacConkey®, agar Cetrimidas®, agar Cled®, agar EMB®, agar Sabouraud®, agar e
caldo Mueller-Hinton®, caldo tioglicolato® e caldo BHI®
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4.1 MEIOS SOLIDOS

Os meios solidos geralmente possuem altas concentracdes de Agar® em sua
composicdo e sdo em sua maioria meios de plagueamento, para a cultura de
microrganismos, podendo ser também meios de semi cultura, como o meio Agar Base

Uréia® e o Agar Citrato®.

4.1.1 AGAR BASE TRYPTOSE®

Meio de cultura altamente nutritivo, permitindo o crescimento excelente de muitos
organismos exigentes. Apos a autoclavagem do meio, e de deixa-lo resfriar por volta de
50 C, a fim de obter o Agar Base Sangue Triptose®, pode-se adicionar 7% de sangue
estéril, sendo ele bastante nutritivo e recomendado para colbnias fastidiosas, além
possibilitar a observacao das hemolises. Entretanto, para otimizar o crescimento de certos
microrganismos, como Neisseria meningitidis e Streptococcus pneumonie, pode-se

adicionar extrato de levedura ao meio (OXOID, 2000).

4.1.2 AGAR CETRIMIDA®

O &gar cetrimida, ou agar base pseudomonas, apesar de ser um meio seletivo para
Pseudomonas spp., principalmente para a Pseudomonas aeruginosa, pode propiciar o
crescimento de alguns membros da familia Enterobacteriaceae como Klebsiella,
Providencia, Proteus spp, por exemplo (OXOID, 2000).

Nesse meio, quando h& o crescimento de Pseudomonas aeruginosa, a producdo
dos pigmentos piocianina, que resulta em uma cor verde azulada caracteristico dessas
colénias, e fluoresceina, que é fluorescente quando irradiado pela luz negra é favorecida
(BIOBRAS, 2013).

Assim, podemos interpretar a presenca da pigmentacéo verde azulada, associada
ou nao ao odor doce de uvas, como evidéncias presuntivas de Pseudomonas aeruginosa
ou Pseudomonas spp, sendo necessarios testes posteriores para identificar o

microrganismo.

4.1.3 AGAR CLED®

Meio usado para isolamento e quantificacdo de microrganismos presentes em
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amostras de urina, havendo crescimento de bactérias gram positivas, gram negativas e de
leveduras. O agar CLED®, devido a sua deficiéncia de eletrdlitos, inibe o espalhamento
de cepas de Proteus (ANVISA, 2004).

Os organismos fermentadores de lactose produzem colbnias de coloracdo amarela
e amarelamento do proprio meio, enquanto que as colbnias ndo fermentadoras sao
translicidas e ndo causam alteracdes na coloracdo do meio, que € azul. Embora seja um
meio 0 qual ha o crescimento de todos 0s microrganismos patogénicos presentes na
urina, algumas espécies de Shigella podem apresentar auséncia de crescimento (OXOID,
2000).

=SS

Figura 11: Meio CLED® com desenvolvimento de coldnias fermentadoras de lactose

(amarelas) e de coldnias ndo fermentadoras (azuis). Fonte: Acervo pessoal.

4.1.4 AGAR EMB®

E um meio de plagueamento diferencial para isolamento e deteccdo de
Enterobacteriaceae ou bastonetes coliformes relacionados a partir de amostras com
bactérias mistas. Sendo assim, inibem as bactérias gram positivas e gram negativas
exigentes por possuir os corantes de anilina, sendo eles a eosina e o azul de metileno,
gue também servem como indicadores de fermentacdo de lactose, pois se combinam em
pH acido formando um precipitado (KONEMAN, et al. 2001).

Esse meio é bastante versétil, podendo ser usado para diferenciagdo de
Escherichia coli, Enterobacter aerogenes e até Candida albicans e estafilococos
coagulase positivo
(OXOID, 2000).

As colbnias isoladas de E. coli possuem de 2mm a 3mm de diametro, mostrando,
em sua maioria, um brilho verde metéalico pela luz refletida, devido ao fato de serem
fermentadoras intensas de lactose. As colbnias de E. aerogenes tém cerca de 5mm de
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diametro, com os centros marrom acinzentados e normalmente ndo apresentam brilho
metalico. Por sua vez, as bactérias que sao fermentadores de lactose fracos, apresentam
colénias cor purpura, enquanto as ndo fermentadoras sao incolores. Ja a C. Albicans, em
diéxido de carbono 10%, formam colénias em forma de aranhas ou penas, porém, outras
espécies de Candida produzem colbnias lisas semelhantes a de leveduras, podendo ter
uma aparéncia variavel (OXOID, 2000).

E embora esse seja um meio seletivo para gram negativas, estafilococos coagulase
positivos podem ter um crescimento de colénias minusculas e incolores (Menolasino et
al., 1960).

Figura 12: Crescimento de E. coli, caracteristica pela forte fermentacdo de lactose,
criando uma cor esverdeada metélica, e de uma colénia ndo fermentadora em Agar

EMB®. Fonte: Acervo pessoal.

4.1.5 AGAR MACCONKEY®

Devido a presenca de sais biliares, e principalmente a do cristal violeta, o agar
MacConkey é um meio seletivo (til para isolar enterobactérias e outras bactérias gram-
negativas. Também. Por causa da presenca do vermelho de fenol, que tem a funcao de
indicador de pH, permite diferenciar as colGnias entre fermentadoras de lactose,
apresentando coloracéo rosa devido a diminuicdo do pH pela formacdo de acido como
produto final da fermentacdo. As nao fermentadoras, que utilizam as peptonas como fonte
de nitrogénio, resultam em produtos metabdlicos alcalinos e, portanto, incolores (QUINN,
et al., 2005), podendo causar uma mudanca na coloracdo do meio de rosa para amarelo.
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Figura 13:. Meio MacConkey® nédo inoculado (em cima) e inoculado (em baixo),

apresentando coloracéo rosa pela fermentagéo da lactose. Fonte: Acervo pessoal.

Também pode haver crescimento de determinadas bactérias gram-positivas como alguns
estafilococos e enterococos fecais (OXOID, 2000), assim como também é possivel o

crescimento de alguns fungos.

Figura 14: Meio MacConkey® com crescimento fungico, ocasionando a

alcalinizacdo do meio, mudando sua cor para amarelo. Fonte: Acervo Pessoal.
4.1.6 AGAR MUELLER-HINTON®

O meio Mueller-Hinton é néo seletivo, sendo ha décadas utilizado para teste de
sensibilidade de antibiéticos. Por ser um meio nutritivo, é considerado propicio para o
crescimento da maioria dos microrganismos (BIOBRAS).

A inclusdo de amido garante que fatores toxicos formados durante o crescimento
sejam absorvidos e € essencial para o crescimento de in6culos muito pequenos (Olsen e
Scott, 1946)

E o meio internacionalmente eleito para testar a sensibilidade de antibioticos por
difusdo em disco, sendo que os didmetros das zonas de inibicdo sdo medidos (mm) e
comparados com medidas internacionalmente aceitas para determinar a sensibilidade ou
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resisténcia do isolado (QUINN et al., 1994).

No entanto, a incubacdo em atmosfera enriquecida com CO2, devido ao seu efeito
no pH do meio, ndo é recomendada (OXOID, 2000).

Pode-se, para microrganismos mais exigentes, apés o meio ter sido autoclavado e
resfriado a 50 °C, adicionar 7% de sangue ovino estéril na capela de fluxo laminar,

obtendo o Agar Mueller Hinton Sangue®.

4.1.7 AGAR MYCOSEL®

O Agar Mycosel® é um meio altamente seletivo, contendo ciclohexamida e
cloranfenicol. E recomendado para o crescimento de fungos patogénicos de materiais
contendo uma grande quantidade de flora e outros fungos e bactérias (DIFCO e BBL,
2009)

E o 4gar de eleicdo para cultivo de fungos dermatofitos no Laboratério de
Microbiologia Médica do Hospital Veterinario da UnB, por ter antimicrobianos em sua

composicéo e por apresentar um pH mais alcalino que o Agar Sabouraud®.

4.1.8 AGAR NUTRIENTE®

E um meio néo seletivo, relativamente simples, de facil preparacéo e barato, sendo
muito usado nos procedimentos de rotina em laboratorios de microbiologia (ANVISA,
2004).

Pode-se adicionar até 10% do sangue, para um meio mais rico em nutrientes,
obtendo-se, pois, 0 Agar Sangue® (OXOID, 2000).

O Agar Nutriente® é um meio apropriado para ensino e demonstracdo (OXOID,
2000).

4.1.9 AGAR SABOURAUD®

Este € um agar que possui um pH &cido para isolamento de dermatofitos,
leveduras e outros fungos, sendo adequado para o cultivo e diferenciacéo deles (OXOID,
2000). Isso porgue, nesse meio, os fungos mantém sua aparéncia tipica e podem, pois,
ser identificados de acordo com as suas caracteristicas macroscopicas descritas por
Sabouraud (SABOURAUD, 1910).

Também pode ser adicionado ao meio, para teste de dermatofitos, o antibiético
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ciclo-heximida e o indicador de pH vermelho de fenol. Devido a producédo de metabdlitos
alcalinos pelos fungos dermatdfitos, o meio, inicialmente acido, que apresenta a cor

amarela se torna vermelho em 7 - 14 dias (HABIF, 2012)

4.1.10 AGAR SALMONELLA SHIGELLA® (AGAR SS®)

O Agar SS® é um meio seletivo diferencial para o isolamento de Salmonella e de
algumas espécies de Shigella de amostras clinicas. Os microrganismos gram positivos e
coliformes sao inibidos pela acdo de componentes seletivos inibitérios como o verde
brilhante, os sais biliares, o tiossulfato e o citrato. O tiossulfato, além de ter funcdo de
selecionar e inibir certos organismos, também age como indicador da producédo de sulfeto
ao reagir com o ferro, resultando no escurecimento do centro das colonias (OXOID,
2000).

Colbnias que ndo fermentam lactose séo incolores, enquanto que as fermentadoras
desse acgucar se tornam rosas ou vermelhas (OXOID, 2000).

Esse meio € altamente seletivo e nele ndo crescem algumas cepas de Shighela,
como as cepas-R, por isso ele ndo € recomendado para isolamento primario desse
género (LEIFSON, 1935) (TAYLOR e HARRIS, 1965).

Figura 15: Coldnia fermentadora de lactose em Agar SS® (esquerda) e cultura de
Samonella spp com escurecimento do centro das coldnias pela formacéo de HS.

Fonte: Acervo pessoal.
4.1.11 AGAR SANGUE®
O 4gar sangue® é um meio enriquecido e nao seletivo, apropriado para o

isolamento primario de rotina para virtualmente todas as amostras biologicas (KONEMAN
et al., 2001), favorecendo o crescimento da maioria das bactérias patogénicas e
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permitindo o reconhecimento da producdo de hemolisinas bacterianas (QUINN, et al.,
2005).

Sua formulacédo consiste de 1% de extrato de carne, 1% de peptona neutralizada,
0,5% de cloreto de sbédio e 1,5% de agar, sendo esterilizado por autoclavacdo a 121 °C
por 15 minutos. Apdés o meio ser resfriado a 50 °C € adicionado, na capela de fluxo

laminar, 7% de sangue ovino estéril e distribuido pelas placas de petri (OXOID, 2000).

Figura 16: Placa de Agar Sangue® com crescimento de Malassezia spp. Fonte:
Acervo pessoal.

4.1.12 MEIO DE LOWENSTEIN-JENSEN®

O meio de Lowenstein € o0 meio de cultura mais utilizado para o isolamento,
identificacdo e conservacao de micobactérias. De acordo com a modificacdo de Jensen, é
acrescentado no preparo do meio a base de Lowenstein uma suspensao de ovos frescos,
apresentando vantagens como permitir o crescimento de uma ampla variedade de
micobactérias, podendo ser utilizado para a prova de niacina.

Além disso, essa modificagdo de Jensen inclui uma concentracdo de verde
malaquita para evitar o crescimento da maioria dos contaminantes. A principal
desvantagem desse meio, que tem ovos como base, € a sua contaminagdo por
microrganismos proteoliticos, que podem causar a liguefacdo do meio (BRASIL, 2005)
(DIFCO e BBL, 2003).

4.2 MEIOS SEMI-SOLIDOS

Os meios semi solidos possuem pouco agar® em sua composicao, podendo indicar
0 metabolismo energético de determinado organismo a partir do local onde houve o

crescimento biolégico. Pode ser aerofilo estrito, microaeroéfilo, anaerofilo estrito e
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facultativo.
4.2.1 CALDO TIOGLICONATO®

Este meio foi inicialmente criado para o cultivo de microrganismos aerobios e
anaerobios usados em testes de esterilidade de produtos biologicos, principalmente de
solugdes contendo conservantes mercuriais (OXOID, 2000).

E um meio semi solido, ndo seletivo, capaz de identificar o tipo de metabolismo
utilizado pelos microrganismos, sendo aerobios, microaerdbios, anaerdbios facultativos ou
anaefobios obrigatorios.

O crescimento se apresenta por uma turbidez no meio, e quando ocorre auséncia
de crescimento o meio continua translicido. Caso a turbidez esteja na parte superficial do
caldo, significa que esse microrganismo € aerébio, se a turbidez estiver em uma linha um
pouco abaixo da superficie, esse organismo € microaerofilo, supondo que haja
crescimento por todo o meio, confirmamos que a colbnia é anaerdbia facultativa, e
guando houver apenas crescimento no fundo do tubo, ele possui uma rota metabdlica
anaerobia obrigatoria (QUINN et al, 2005)

Alguns organismos microscépicos que produzem fermentagdo intensa, podem
sofrer desnaturacdo pelo baixo pH resultante, sendo assim, devem ficar em cultivo no
caldo com tiogliconato por no maximo 4 (quatro) dias (OXOID, 2000)

A antiga pratica de inoculacdo rotineira de caldo com tiogliconao para isolar
anaerobios ocultos, ja foi abandonada em muitos laboratérios, principalmente por levar a

recuperacado de um grande numero de contaminantes (KONEMAN et al, 2001).
4.3 MEIOS LIQUIDOS

Os meios liquidos nao tém &gar® em sua formulacdo, assim, o crescimento de
microrganismos nesse tipo de meio se caracteriza pela turvacédo dele, podendo haver
falsos positivos caso o material inoculado de imediato ja provoque a turbidez do caldo,

como amostras de sangue ou de leite, por exemplo.
4.3.1 CALDO BHI®

E um meio liquido, sendo que BHI s&o as siglas dos termos em inglés “Brain and
Heart Infusion” que significam “Infusdo de Cérebro e Coragao”, tendo esse nome devido
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ao fato de seus nutrientes serem derivados desses respectivos 6rgaos, além de conter
peptona, que junto da infusdo séo fontes de nitrogénio, carbono, enxofre e vitaminas, e
dextrose, que € um carboidrato utilizado para fermentagéo por parte dos microrganismos
(ANVISA, 2004).

O caldo BHI® é destinado a cultura de microrganismos como bactérias,

fermentadoras ou nao, leveduras e outros fungos.
4.3.2 CALDO MUELLER HINTON®

Possui as caracteristicas bioquimicas semelhantes ao Agar Mueller Hinton®, com a
diferenca de que ndo possui 4gar em sua composicdo, sendo um meio liquido. No
laboratério de Microbiologia Médica Veterinaria do Hvet da UnB, ele € usado para, apés
ter sido feito a cultura nesse caldo, inocula-la em placa de petri contendo Agar Mueller

Hinton® para teste de difusdo em disco de antimicrobianos.
5. TESTES BIOQUIMICOS

Os testes bioquimicos sao importantes para diferenciar as caracteristicas

metabdlicas e bioquimicas de diversos microrganismos.
5.1 AGAR SIM®

O Agar SIM® é um meio que indica trés caracteristicas distintas dos
microrganismos: a producao de sulfeto, de indol e a observacao da motilidade.

Esse meio auxilia na identificacdo de Enterobacteriaceae, por exemplo, na
diferenciacao de Kleibsiella, Enterobacter e Serratia spp (BLAZEVIE, 1968).

O procedimento do teste consiste na inoculacdo bacteriana, por meio de uma
agulha estéril, até um terco da profundidade do meio. Deve-se ser incubado a 35 — 37 °C
por 18 a 24 horas ou mais, se necessario (OXOID, 2000).

Apds o tempo de inoculacdo é examinada a motilidade, caracteristica pela turvagéo
do meio; a producdo de sulfeto de hidrogénio, produto da reducdo do sulfato, e a
substituicdo quimica posterior que resulta no sulfeto ferroso, formando corpo enegrecido
ao longo da linha de inoculagao; e por fim, a producéo de indol a partir do triptofano,

indicada apds adicionar um ml de xilol na superficie do meio, agita-lo, e enfim derramar
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0,5 ml de reativo de Erlich nas paredes do tubo, resultando em um anel de cor vermelha
ou rosea logo abaixo da camada do xilol, caso for indol positivo. Caso contrario, ndo ha
mudanca de coloracao (OXOID, 2000) (OLIVEIRA, 2000).

5.2 AGAR TRIPLE SUGAR IRON® (AGAR TSI®)

O TSI® é comumente utilizado para diferenciar enterobactérias. Esse meio é solido
e possui trés acucares: glicose, sacarose, lactose. Dependendo dos resultados, podemos
saber se 0 microrganismo isolado fermenta glicose, caracterizado por uma reacdo acida
no fundo do tubo, de cor amarela, e alcalina na superficie, de cor vermelha; se ele
fermenta glicose, sacarose e lactose, havendo reacédo acida em todo o meio, tornando-se
amarelo no fundo e na superficie do tubo; se ha ou ndo producdo de gas a partir da
fermentacdo do(s) acucar(es), como substrato (além da producéo de &cido); e se ocorre a
producédo de H2S, sendo evidenciado por uma producao de corpo enegrecido no fundo do
tubo (OLIVEIRA, 2000).

A liberacdo de géas sulfidrico, formada devido a acdo da enzima cisteina
desulfidrase - presente em algumas bactérias - sobre aminoacidos presentes no meio de
cultura, é determinada por esse teste. As bactérias, quando cultivadas em meio contendo
peptona, reduzem o enxofre por hidrogenacéo, produzindo H2S. Este se junta aos ions

férricos, formando sulfato ferroso, em precipitado negro insoltvel (OLIVEIRA, 1995).
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Figura 17: Agar TSI® H2S positivo. Figura 18: Agar TSI® com
todos Fonte: Acervo pessoal. os acucares fermentados e com
formacé&o de géas. Fonte: Acervo

pessoal.

5.3 CALDO ENTEROCOCCOSEL®

O Caldo Enterococcosel® ou Caldo Bile Azida Escullina®, € um caldo seletivo para
cultivo e identificacdo de bactérias do género Enterococcus spp. Devido a combinacéo de
esculina com uma baixa concentracao de bilis bovino associado a azida de sédio, permite
diferenciar entre Enterococcus spp e outras bactérias, principalmente de Streptococcus
spp.

Os Enterococcus spp tém a capacidade de hidrolisar a esculina em esculetina, que
reage com o citrato férrico de amonio, formando um complexo enegrecido. Além disso, a
bilis bovina inibe as bactérias gram positivas diferentes dos enterococos, enquanto a
azida sddica inibe as gram negativas, salvo a Streptococcus pyogenes e a Escherichia

coli respectivamente, que possuem inibicdes parciais (BBL MANUAL, 2006).
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Figura 19: Caldo Enterococcosel® com reagcdo positiva, causando o escurecimento
do meio (esquerda), e sem recdo (negativo), sem alteracdo da cor original do caldo
(direita). Fonte: Acervo pessoal.

5.4 TESTE DA CATALASE

Observando a reacdo de determinada coldénia quando em contato direto com o
peréxido de oxigénio, esse teste avalia se a bactéria em questdo possui ou ndo a enzima
catalase.

A catalase € produzida por varias bactérias aerObias estritas e anaerdbias
facultativas, ndo sendo sintetizadas por anaerdbias estritas (QUINN et al, 1994).

Esse teste tem baixo custo e é usado rotineiramente em laboratorios de
microbiologia para fazer a triagem de diferentes bactérias para se aferir o género ou
familia a qual ela pertence (QUINN, 2005).

Para o procedimento do teste, deve-se utilizar uma alga bacteriolégica previamente
flambada — ndo podendo ser resfriada em agar sangue®, devido a presenca da catalase
nos eritrocitos —, coletando-se a col6nia a ser testada e a inoculando em uma ou duas
gotas de &gua oxigenada previamente derramadas sobre uma lamina de vidro
(OLIVEIRA, 2000). Caso o organismo testado produza a enzima, ela vai decompor o
H202 em agua e gas oxigénio, liberando bolhas de gas no meio, sendo o teste positivo.
Se nao houver formacéo de borbulhas, o teste é considerado negativo.

Os resultados positivos podem variar em intensidade, podendo ser mais fortes ou
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mais fracos, sendo que qualquer formacé&o de bolhas indica a positividade do teste.

5.5 TESTE DA COAGULASE LIGADA OU FATOR DE AGLUTINACAO OU
“CLUMPING FACTOR”

Esse teste tem como objetivo principal a diferenciacdo de espécies do género
Staphylococcus, determinando se h& a produgédo da enzima coagulase ligada a célula ou
“clumping factor”.

Para reproduzir o teste, deve-se misturar uma gota de suspensao homogénea
densa (uma colbnia bacteriana misturada em uma gota de agua destilada estéril ou
solucdo salina) a outra gota de plasma comercial de coelho sobre uma lamina de vidro
(MARTINEZ, T. C. N. et al, 2001). Se por volta de 30 a 120 segundos ocorrer a formacéo
de “grumos” ou “clumping”, significa que houve acumulo dos microrganismos semelhante
a uma aglutinacdo, causado pelas proteinas de ligacdo ao fibrinogénio na superficie
bacteriana, convertendo diretamente fibrinogénio em fibrina insolavel, sendo o resultado
positivo (GOMES, M. J. P, 2013).

5.6 TESTE DA COAGULASE LIVRE OU COAGULASE EM TUBO

Este teste objetiva determinar diferentes espécies de Staphylococcus pela
verificacdo da presenca da enzima coagulase livre, uma exoenzima que causa ativacao
especifica da trombina plasmatica, levando a conversdo de fibrinogénio em fibrina,
resultando na formacgéo de coagulo (GOMES, M. J. P., 2013).

Para a realizagdo do teste, inocula-se uma coldnia, normalmente sendo confirmada
por testes laboratoriais para o genéro Staphylococcus, em um tubo contendo plasma
comercial de coelho, sendo incubada a 37 °C. S&o feitas oito leituras de 30 em 30 minutos
pelas primeiras quatro horas e, caso ndo haja mudanca do estado fisico do meio, outra
leitura é feita 24 horas apés a inoculacdo. Se houver formacgédo de coagulo, em qualquer
grau, o teste é considerado positivo. Caso ndo haja formacdo de coagulos o teste é
negativo (MARTINEZ, T. C. N. et al, 2001).

5.7 TESTE DA DESCARBOXILASE E DIIDROLASE

A diidrolase e as descarboxilases sdo enzimas especificas capazes de atacar
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aminoacidos distintos no grupo NH, e na ligacdo carboxilica (-COOH), respectivamente.
Esse processo resulta na liberacdo de amina e CO,, causando uma alcalinidade no meio
(OLIVEIRA, 2000).

Os aminoécidos testados na rotina do Laboratério de Microbiologia Médica
Veterinaria do HVET da UnB séo a arginina, a lisina e a ornitina. Os testes sao feitos pela
inoculacdo de coldnias puras nos meios: Caldo Descarboxilase®, que n&o possui
aminoacidos em sua composi¢cado, sempre feito concomitantemente aos outros testes,
servindo como controle para interpreta-los; Caldo Lisina Descarboxilase®, que aponta a
capacidade bacteriana de descarboxilar a lisina na amina primaria cadaverina; Caldo
Ornitina Descarboxilase®, que demonstra se a bactéria € capaz de transformar ornitina
em putrescina, uma amina primaria; Caldo Arginina Dihidrolase®, que evidencia caso o
microrganismo possui a capacidade de diidrolisar a arginina em citrulina — retirando o
grupo NH2 da arginina, por meio da enzima diidrolase — e em seguida a citrulina é
convertida em ornitina a qual € descarboxilada, resultando na putrscina (ANVISA, 20000).

O procedimento e interpretacdo dos testes ocorre da seguinte forma: apds o
microrganismo ser inoculado no meio — com quatro milimetros de parafina liquida
previamente distribuida sobre a superficie dele -, ele é incubado por até 72 horas, sendo
examinado diariamente. Por causa do indicador purpura de bromocresol, numa primeira
etapa, 0s meios vao ter sua coloracdo alterada de roxo para amarelo, devido a
fermentacado da glicose, que tem como substrato um &cido, diminuindo o pH do meio. Em
seguida, nos meios que possuem aminoacidos em sua formulacdo, caso as bactérias
tenham a enzima descarboxilase ou diidrolase (no caso do teste da arginina), elas irdo
atacar os aminoécidos, os transformando em aminas, as quais aumentam o pH do meio
fazendo com que a coloragao volte para a cor roxa (MBIOLOG1) (MBIOLOG2).

E importante lembrar que o Caldo Descarboxilase®, que tém a funcdo de controle,
por ndo possuir aminoacidos sempre deve se manter com a cor amarela (a ndo ser que o
organismo ndo fermente glicose), sendo necessario a inoculagcdo em conjunto do caldo
controle e dos caldos com aminoacidos os quais desejamos examinar a atividade

enzimatica.

5.8 TESTE DA ESCULINA

Esse teste € baseado na capacidade que algumas bactérias, em presenca de bilis,
de hidrolisar esculina. A esculina € um glicosideo derivado da cumarina (heterosideo), o

gual as duas moléculas desse composto (glicose e 7-hidroxicumarina) estdo unidas por
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uma ligacao éster através do oxigénio.

A colbnia é inoculada em Agar Bilis-Esculina® que contém, incorporado & esculina,
4% de sais biliares. Assim, as bactérias Bile-Esculina positivas sdo capazes de crescer na
presenca de sais biliares, hidrolisando a esculina em esculetina e glicose. A esculetina
reage com ions férricos — fornecidos pelo citrato férrico, um composto inorganico —
formando um complexo negro (ANVISA, 2000). Quando n[ao ha alteracdo no meio ou
apenas leve escurecimento (parcial) o resultado é considerado negativo (OLIVEIRA,
2000)

Esse meio €é comumente utilizado para a diferenciacdo entre
enterococos/estreptococos do grupo D e outros estreptococos (FACKLAM, 1973), além de
poder ser usado, também, para a identificacdo presuntiva de outros microrganismos,
como do grupo Kleibsiella-Enterobacter-Serratia (CHAN e PORSCHEN, 1975).

Figura 20: Teste de esculina positivo, com escurecimento do meio (esquerda), e

negativo, sem alteracdes cromaticas (direita). Fonte: Acervo pessoal.

5.9 TESTE DA FENILANINA

O objetivo desse teste é determinar a capacidade da bactéria, por acdo enzimética,
de produzir &cido fenilpiravico a partir da fenilanina (ANVISA, 2004).
O meio utilizado para esse teste € o Agar Fenilanina®, inoculando a colénia em

tubos com o meio em forma de bizel por 18 a 24 horas a 37 °C. Apés o periodo de
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incubacdo, deve-se derramar 0,2 ml de solucdo de FECI3 a 10% sobre o cultivo,
revelando a atividade da enzima fenilanina desaminase ao ocorrer a mudanca de
coloragcdo do meio para a cor verde, sendo esse agar originalmente de cor amarela palida.

Essa atividade enziméatica é caracteristica do género Proteus spp (OLIVEIRA, 2000).

Figura 21: Teste da fenilanina positivo, apresentando reacdo de cor verde
(esquerda), e negativo, sem apresentar reacdo alguma (direita). Fonte: Acervo

pessoal
5.10 TESTE DA FERMENTA(;AO DE AQUCARES

Baseado na capacidade de uma bactéria em fermentar determinados carboidratos
incorporados ao meio de cultura, o teste determina a producdo de acido ou acido e gas
(OLIVEIRA, 2000), sendo amplamente utilizado para diferenciar géneros e identificar
espécies bacterianas (ANVISA, 2004).

No Laboratério de Microbiologia Médica Veterinaria do HVET da UnB, na rotina,
sao utilizados os testes dos carboidratos: glicose, sacarose, lactose, manitol, dulcitol,
salicina, sorbitol, arabinose, rafinose, rhamnose, xilose, trehalose e maltose.

Os microrganismos séo inoculados em tubo com meio base para acicar — ha um
carboidrato diferente, misturado a base para agucar, para cada teste — e incubados a 35-
37 °C por 24h. Depois do tempo de incubacao, observa-se o crescimento, evidenciado por
uma turvacao no meio e pela mudanca de cor, do vermelho para o amarelo, ocorrida pela
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reacdo do acido, produzido pela fermentacdo, com o vermelho de fenol. Caso nado haja
crescimento, 0 meio mantém sua coloracéo original e o resultado é dado como negativo.

Para provas negativas € recomendada a incubacéo por 48 horas. (ANVISA, 2004).

Figura 22: Teste de fermentacdo de acuUcares positivo, causando a mudanca de
coloracdo do meio pela producdo de acidos advindos do processo fermentativo
(esquerda), e negativo, sem a producdo de acidos e sem mudanca de cor (direita).

Fonte: Acervo pessoal.

5.11 TESTE DA GELATINASE

O teste visa determinar a capacidade de uma determinada bactéria produzir a
enzima gelatinase, responsavel pela liguefacao da gelatina (OLIVEIRA, 2000).

Utiliza-se o meio Agar Gelatina® - que € ndo seletivo - em tubo, inoculando o
microrganismo profundamente nele e o incubando a 37 °C. Deve-se fazer leituras diarias,
transferindo o tubo para uma geladeira ou agua gelada por uma ou duas horas, para
observar a acdo das enzimas proteolicas que liquefazem a gelatina (OXOID,2000)
(OLIVEIRA, 2000).

A maioria dos microrganismos hidrolisam a gelatina em poucos dias, enquanto
outros tém taxas de liguefacdo que podem chegar a semanas, como algumas cepas de
Enterobacter cloacae, que liguefazem a gelatina somente apds trés meses (WINDLE
TAYLOR, 1958).
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7

Para fins praticos, € sugerido um periodo maximo de incubacdo de 14 dias
(COWAN e STEEL, 1966) (WILSON e MILES, 1964).

5.12 TESTE DA MOTILIDADE

O teste da motilidade pode ser feita com culturas em meio SIM®, podendo
prejudicar a leitura devido a possivel formacédo de H2S, ou em meio Motilidade®, que é o
meio comumente utilizado na rotina do Laboratorio de Microbiologia Médica Veterinaria do
Hospital Veterinario de Pequenos Animais (HVET) da Universidade de Brasilia (UnB).

O teste consiste na inoculagdo profunda, perfurando o agar de 4 a 5 cm,
lentamente, por meio de agulha bacterioldgica, incubando-o a 37 °C por 18 a 24 horas
(ANVISA, 2004). Caso o meio se torne turvo, significa que os microrganismos moveis
migraram pelo meio, caso contrario, as bactérias iméveis cresceram confinadas ao local
de inoculacéo (OLIVEIRA, 2000).

Figura 23: Formagédo de crescimento em aspecto de nuvem, significando resultado
de motilidade positivo (esquerda), e auséncia de motilidade (direita). Fonte: Acervo

pessoal.
5.13 TESTE DA OXIDACAO E FERMENTACAO

Esse teste tem a finalidade de verificar a capacidade do organismo em utilizar
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carboidratos pela via oxidativa ou fermentativa ANVISA, 2004).

A utilizacdo de acucares por bactérias pode ocorrer por um dos dois processos,
sendo ou fermentativo ou oxidativo. Algumas bactérias sdo capazes de metabolizar os
acucares, produzindo acido, apenas na presenca de gas oxigénio (aerobiose), enquanto
outras produzem esses acidos apenas na auséncia desse gas (anaerobiose). Também
existem bactérias capazes de produzi-los tanto em aerobiose quanto em anaerobiose
(OLIVEIRA, 2000).

Assim, a fermentacdo € um processo anaerébio feita por bactérias anaerdbias
estritas ou facultativas, fosforilando a glicose em glicose-6-fosfato antes de ser
metabolizado. Ja a oxidacdo é um processo aerobio, feito, normalmente, por bactérias
aerdbias estritas, ndo sendo necessaria a fosforilagdo da glicose no processo de
oxidacao. (OLIVEIRA, 2000).

O teste é feito inoculando uma col6nia de origem pura em dois tubos com o Meio
de Hugh Leifson® ou Meio Base OF® (no Laboratorio de Microbiologia Médica Veterinaria
do HVET da UnB, utiliza-se a glicose como fonte de carboidrato), com um desses tubos
contendo uma camada de parafina liquida em sua superficie. Os tubos sdo incubados a
37 °C por até 14 dias, sendo examinados diariamente (OLIVEIRA, 2000).

Para interpretar o teste, visualiza-se se houve mudanca de coloracdo, do verde
para o amarelo. Caso o meio do tubo com parafina tenha mudado de cor, a bactéria tem
metabolismo fermentativo, podendo haver, também, mudanca no tubo sem parafina. Se
apenas o meio do tubo sem parafina mudar de cor, significa que o organismo tem
metabolismo oxidativo. Admitindo que ambos os tubos continuaram com a coloracdo
original, o microrganismo ndo metaboliza o carboidrato presente no meio e o resultado é
nao reativo (OLIVEIRA, 2000).

Figura 24: Testes de O/F fermentativos, sendo um dos microrganismos anaerdbio
obrigatério (esquerda), e outro anaerébio facultativo (direita). Fonte: Acervo
pessoal.
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5.14 TESTE DA OXIDASE

Com o objetivo de diferenciar principalmente as bactérias gram negativas, esse
teste define se ha producdo do citocromo oxidase C pelo microrganismo testado.
Geralmente, ele est4 presente em apenas organismos aerébios, fazendo com que eles
utilizem o oxigénio como receptor de hidrogénio, resultando na reducdo do oxigénio da
forma molecular para o peroxido de hidrogénio (OLIVEIRA, 2000).

As bactérias que produzem a enzima oxidase apresentam um sistema de
transporte de elétrons denominado sistema citocromo oxidase. Os aceptores eletrénicos
naturais, neste sistema, podem ser substituidos por substratos artificiais, que em contato
com o oxigénio atmosférico sdo oxidados pela citocromo oxidase, formando um composto
colorido (Mac Faddin, J. F., 1976).

O teste baseia-se na coleta de colonias puras por meio de uma al¢ca de platina —
sendo que as alcas a base ferro podem causar falsos positivos pela oxidacdo desse
elemento —, friccionando-as contra uma fita que contém esses substratos artificiais. A
positividade do teste evidencia-se pela mudanca de coloracdo da fita de branco para

purpura ou azul, normalmente sendo imediata, caso contrario o teste € considerado

negativo.

Figura 25: Teste de oxidase positivo, com mudanca de cor da fita de branco para
purpura (esquerda), e negativo, sem mudanca de cor da fita (direita), sendo que a
coloracdo rosa observada é original da prépria colbnia, pois, sendo uma
fermentadora de lactose, foi coletada a partir do Agar MacConkey®. Fonte: Acervo

pessoal.
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5.15 TESTE DA UREASE

O teste da urease tem como objetivo determinar a capacidade das bactérias de
hidrolisar a ureia, formando moléculas de aménia, que alcalinizam o meio, através da
acdo da enzima urease (OLIVEIRA, 2000).

O meio utilizado para o teste € o Agar Base Ureia® desenvolvido por Christensen
(CHRISTENSEN, 1946), que possui dextrose como fonte energética, uréia como fonte de
nitrogénio para organismos positivos para a enzima urease, dentre outras substancias
gue servem tanto para permitir o equilibrio osmaético e eletrolitico do meio (ACUMEDIA,
2010).

Os resultados positivos sé@o caracterizados pela mudanca da coloracao do meio, de
amarelo pélido para rosa vivo ou brilhante, sendo que as bactérias do genéro Proteus spp
tém resultados positivos dentro de até, aproximadamente, seis horas, enquanto outras
bactérias da familia Enterobacteriaceae apresentam resultados positivos por volta de até
24 horas apo6s a inoculacdo. E de importancia saber que caso a leitura do teste seja feita
mais de uma semana apoés a inoculacao, o resultado pode ser um falso positivo, pois 0s
substratos da reacdo das bactérias que utilizam a peptona como fonte de nitrogénio, sao
alcalinos (ACUMEDIA, 2010).

Figura 26: Meio Base Uréia® positivo, apresentando coloracdo rosa (esquerda), e

negativo (direita), sem alteracdes. Fonte: Acervo pessoal.
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5.16 TESTE DE REDUCAO DE NITRATOS

Feito por meio da cultura bacteriana em Caldo Nitrato®, esse teste tem como
objetivo determinar a capacidade do microrganismo de reduzir nitrato (NO3) a nitrito
(NO2) ou gés nitrogénio (N2) (OLIVEIRA, 2000).

Para o procedimento desse teste, uma colonia pura deve ser inoculada no caldo,
sem agita-lo, e incubado a 35 — 37 °C por 24 a 48 horas, sendo, algumas vezes,
necessario que haja a incubacéo por até cinco dias. Depois desse periodo, apos ter sido
verificado se houve crescimento no meio e producdo de bolhas de gas no tubo — o que
significa que houve desnitrificacdo, ou seja, reducdo de nitrato a gas nitrogénio -,
adiciona-se cinco gotas da solucdo A e B (descritas abaixo). Caso haja o desenvolvimento
de cor vermelho tijolo, sendo que a cor original do meio € incolor a palha, significa que a

bactéria reduziu nitrato a nitrito, sendo o resultado do teste positivo (ANVISA, 2004).

Solucéo A:

Acido sSulfanilico -------====smmmmmmmmmm e 0,89
Acido acético 5N --------mmmmmmmmmmmmmeeeee o - 100 ml
Solucéo B:

N, N-dimetil-I-naftilamina -----------=-======-m-mmem o mem 0,649
Acido acético SN* ------mmmmemmmmeemm e - 100 ml

* Acido acético 5N

Acido acético glacial --=-—----==me-nmmmmm el 40 ml
Agua destilada ---=----==senmemnamme e 100 ml
Fonte: OLIVEIRA, 2000.
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Figura 27: Reacédo da reducéo de nitratos em diferentes intensidades, apresentando
mudanca da cor original do meio (esquerda e centro), e auséncia de reducdo, sem

alteracédo de cor (direita). Fonte: Acervo pessoal.

5.17 TESTE DE VOGES PROSKAUER® (VP) OU TESTE DA PRODUCAO
DE ACETOINA

Esse teste afere a producdo de acetilmetilcarbinol pela via butilenoglicolida,
derivado da fermentacg&o da glicose (OLIVEIRA, 2000).

Ele é feito no mesmo meio que o teste do VM (Caldo VM/VP®), sendo que, apds
realizar o teste para VM, é adicionado, no mesmo tubo, 0,6 ml de solugéo alfa naftol a 5%
(solucéo 1)* e 0,2 ml de solugéo aquosa de KOH a 40% (solugéo 2)**. Logo em seguida, 0
tubo € agitado para homogeneizar a solucéo, e inclinado com o objetivo de aumentar a
superficie de contato com o ar. Caso haja a produgéo de acetoina, em 15 minutos depois
do tubo ser inclinado, a reacdo positiva € revelada por coloracdo vermelha forte

(OLIVEIRA, 2000). Reacdes negativas ficam amarronzadas ou amareladas.

*Solucdo 1: 5% de alfa naftol em &lcool etilico absoluto.
**Solucéo 2: 40% de hidroxido de potéssio, contendo 0,3% de creatina.

Fonte: OLIVEIRA, 2000.
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Figura 28: Teste de VP® positivo, com cor avermelhada ap6s de se ter adicionado
as solucdes e deixar reagir com o ar atmosférico por cerca de 15 minutos. Fonte:

Acervo pessoal.

5.18 TESTE DO CITRATO

Esse teste tem por objetivo determinar as bactérias que sao capazes de utilizar o
citrato de so6dio como Unica fonte de carbono, juntamente com sais de aménia - obtendo
energia sem usar a fermentagéo ou a producédo de acido lactico -, alcalinizando o meio e
multiplicando-se bem no Agar Citrato de Simmons®, sendo o crescimento acompanhado
de mudanca da cor verde, que é a coloracdo original, para a azul (OLIVEIRA, 2000)
(ANVISA, 2004)

Ap0s autoclavado, o meio € distribuido, na forma de bizel, em tubos e, apds ter se
resfriado e solidificado, pode-se inocular 0 microrganismo em estria sem furar a base. A
leitura é feita de 24 a 48 horas apos a incubagéo a 35-37 °C (OXOID, 2000)

Esse teste é recomendado, principalmente, para a diferenciacdo de bactérias da
familia Enterobacteriaceae (EWING e EDWARDS, 1960).
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Figura 29: Teste do citrato positivo, com coloracdo azulada (esquerda), e negativo,

sem mudanca de cor (direita). Fonte: Acervo pessoal.
5.19 TESTE DO HIDROXIDO DE POTASSIO (KOH)

Sendo simples e barato, esse teste determina, com melhor eficiéncia que a
coloracdo de gram, se a bactéria em questdo € gram positiva ou negativa, ou seja, se ela
possui em sua parede celular uma camada espessa de peptideoglicanos ou uma camada
delgada, sobreposta por uma membrana externa de lipopolissacarideos.

O teste é feito derramando de uma a duas gotas de KOH 3% sobre uma lamina de
microscopia, seguindo da mistura de uma colbnia previamente coletada por meio de alca
bacteriol6gica — anteriormente flambada em bico de Bunsen — ao hidréxido de potassio
por 30 segundos.

Observa-se se houve mudanca de viscosidade do conteudo, apés os 30 segundos,
afastando e aproximando repetidamente a alca, podendo formar um fio viscoso.

Caso haja a formacdo de um fio viscoso, significa que a bactéria possui uma
parede celular delgada, ou seja, € uma bactéria gram negativa, ocorrendo a lise celular
pela destruicdo dessa parede, que é sensivel ao KOH 3%, havendo a exposicdo do
material genético, se misturando no meio e causando o aumento da viscosidade dele
(QUINN et al, 2005).

Se ndo houve a formacdo de liga viscosa, entdo a parede celular da bactéria é
resistente ao hidroxido de potassio a 3%, possuindo uma parede celular espessa
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composta por cadeias de peptideoglicanos, sendo, entdo, uma bactéria gram positiva.
Assim, ndo ocorre a lise celular e nem a exposicdo do DNA, sem resultar em alteracfes
de viscosidade no meio (QUINN et al, 2005).

Podem ocorrer resultados falso positivos e falso negativos. Os falsos positivos
podem ocorrer devido a inoculacdo de uma carga muito grande de bactérias, fazendo com
gue a solucédo fiqgue gelatinosa, ou pela inoculacdo de colénias mucoides. Os falsos
negativos se dao pela grande quantidade de solucdo KOH em relacdo a colbnia testada
(VALIZADEH, B., DCLS).

5.20 TESTE DO INDOL

Com o objetivo de evidenciar a formacdo de indol a partir da degradacdo do
triptofano, por algumas bactérias, esse teste, detectado por reagentes, produz uma
coloragéo avermelhada (OLIVEIRA, 2000).

Para esse teste, a bactéria é inoculada em meio de cultivo agua peptonada® -
contendo apenas peptona, agua destilada e cloreto de sédio — e incubada por 24 — 48
horas a 37 C. Apés o periodo de incubacédo, € adicionado ao meio, um ml de xilol. Em
seguido o tubo é agitado para depois derramar 0,5 ml de reativo de Erlich® nas paredes
do tubo. Caso tenha acumulado indol pelo xilol, um anel de cor vermelha ou rosa é
formado logo abaixo da camada de xilol, sendo a reacdo positiva. Se nao houver

mudanca na coloracdo, mantendo-se cor palha, a reacéo é negativa (OLIVEIRA, 2000).
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Figura 30: Teste do indol positivo, apresentando um halo de cor rosa. Fonte: Acervo

pessoal.

5.21 TESTE DO MALONATO

Esse teste determina a capacidade de um organismo em utilizar malonato de sédio
como Unica fonte de carbono, resultando na alcalinidade do meio por causa da formacéo
de NaOH. Também é interessante saber que o malonato é inibidor da enzima succinil
desidrogenase, que participa do ciclo de Krebs. Isso porque, o acido maldnico, que é
estruturalmente similar ao &cido succinico, compete por um local na enzima. Assim,
guando ocorre 0 acumulo do &cido succinico devido a inibicdo enzimatica, o ciclo de
Krebs é interrompido (OLIVEIRA, 2000).

Para se poder interpretar o teste, o microrganismo deve ser inoculado em Caldo
Malonato® e incubado a 35 — 37 °C por 24 a 48 horas, sendo observado diariamente. Os
organismos que forem positivos vao alcalinizar o meio, podendo produzir uma cor azulada
mais forte ou mais fraca. J4 os que s&o negativos, ndo vao apresentar mudancas na
coloracdo do caldo, se mantendo verde, ou podem mudar para a cor amarela pela
fermentacao da glicose (ANVISA, 2004).

5.22 TESTE DO VERMELHO DE METILA® (VM)

Baseando-se no uso do indicador vermelho de metila, o teste determina o pH
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guando uma bactéria fermenta glicose.
Nesse teste, a colonia é inoculada no Meio de Clark Lubs®, também chamado de

Caldo VM/VP®, e é incubado de 2 a 5 dias a 37 °C. Apos 18 a 24 horas de incubagéo, a
fermentacdo produz metabdlitos &cidos. Conquanto, depois de dois a cinco dias incubado
(tempo necessario para executar o teste), as bactérias que sao VM positivas continuam
produzindo acido mantendo o pH baixo. J& os organismos que continuam metabolizando,
por descarboxilacdo, os produtos iniciais da fermentacdo, produzem o acetilmetilcarbinol,
de pH neutro, e sdo VM negativos (OLIVEIRA, 2000).

O teste é feito adicionando 5 gotas da solucdo para teste de VM ao meio
previamente inoculado e incubado por 2 — 5 dias a 37 °C. Se houver formacéo de cor
vermelha, o resultado € positivo; caso haja formacgéo de cor laranja, o teste é considerado
intermediario; ndo havendo mudanca na coloracdo do meio, mantendo-se amarelo, o
teste € negativo (OLIVEIRA, 2000).

¥
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Figura 31: Teste do VM® intermediario, apresentando coloracdo alaranjada apo0s

derramar-se o reagente. Fonte: Acervo pessoal.

6. EXAME CITOLOGICO

O Laboratério de Microbiologia Médica Veterinaria recebe raspados de pele,
ouvidos, dentre outros para a realizagcdo dos exames citolégicos. As amostras devem
estar devidamente identificadas, acompanhadas da ficha do animal corretamente
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preenchida e da ficha de despesa. As laminas histologicas acolhidas, contendo o material
e ser analisado, sdo normalmente coradas pelo método de coloracdo de gram, permitindo
a visualizacdo e diferenciacdo genérica de bactérias e fungos, principalmente os
leveduriformes, assim como a quantificacdo de bactérias e leveduras. Em casos especiais
€ usado o método de coloracdo Ziehl-Neelsen, para bactérias acido resistentes, assim
como é feito a coloracédo de dermatofilos com o azul de metileno.

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, em microscopia de campo escuro, se ha a presenca de

Leptospira spp.
6.1 METODO DE COLORAQAO DE GRAM

Esse método, criado pelo dinamarqués Hans Christian Joachim Gram em 1884,
objetiva a visualizacdo de microrganismos, observando sua morfologia, seu tamanho, a
disposicéo de suas colbnias, a pureza delas, e também para a diferenciacdo do Gram.

Inicialmente, deve-se identificar a lamina histolégica com grafite na superficie
aspera ou com lapis termosensivel na superficie lisa da lamina de vidro, marcando com
um ponto no lado direito do canto superior para indicar a superficie na qual serdo
colocados os organismos. Coloca-se uma gota de solucédo salina 0,9%, com uma alca de
niquel-cromo estéril, na superficie da lamina de vidro e se coleta uma pequena
guantidade de colbnias com a alca, aplicando-a na gota de solucao salina e espalhando o
material pela superficie da lamina. As col6nias séo fixadas, por meio do calor, ao passar a
lamina brevemente pela chama do bico de Bunsen.

Para o procedimento de coloracéo deve-se posicionar a lamina de vidro no suporte
para coloracao de laminas e preencher o esfregaco com cristal violeta durante um minuto,
escorrer o excesso do cristal violeta e derramar, por toda a superficie da lamina, lugol por
mais um minuto. Apés esse periodo, deve-se tirar o excesso a superficie da lamina e, com
etanol 100% ou descorante, cobrir a lamina por 10 segundos, lavando em seguida com
agua corrente de baixa presséo. Depois é colocado safranina ou fucsina na superficie da
lamina aguardando 30 ou 15 segundos respectivamente. Lava-se a lamina em agua
corrente, colocando-a inclinada. Quando ela estiver seca, aplica-se uma gota de 6leo de
imersdo sobre a lamina, visualizando-a em microscépio Optico em aumento de 1000x.
Analisa-se a morfologia dos organismos, a disposi¢cado das colonias e a classificacdo em

Gram positiva ou negativa.
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Os microrganismos corados com aspecto roxo serdo classificados como Gram
positivos e 0s microrganismos corados com aspecto avermelhado ou rosa serao
classificados como Gram negativos (MINISTERIO DA SAUDE, 2001).

Figura 32: Visualizacdo de bastonetes gram negativos, corados pelo método de

coloracao de gram, por meio de microscopio 6ptico. Fonte: Acervo pessoal.

Esse método serve tanto para visualizar a maioria das bactérias, quanto para
observar diversas estruturas leveduriformes, sendo a levedura de maior incidéncia no
Laboratério de Microbiologia Médica Veterinaria a Malassezia spp, caracterizada por um

aspecto de “pegada” na microscopia 6ptica em aumento de 1000x.

Figura 33: Visualizacdo de estruturas leveduriformes coradas com coloracdo de

gram, com presenca de pseudohifas. Fonte: Acervo pessoal.
6.2 METODO DE COLORAQAO ZIEHL-NEELSEN

Desenvolvido po Franz Ziehl em 1982 e posteriormente alterado por Friedrich
Neelsen, esse método é utilizado para corar bactérias, principalmente bastonetes como
as micobactérias e actinomicetos, que sdo acido resistentes, ou seja, que possuem em

sua parede celular um alto teor de lipideos estruturais, como o acido micdlico, e, portanto,
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nao se coram com o método de coloracdo de gram.

Primeiro, uma lamina de vidro é identificada com grafite na superficie aspera ou
com lapis termosensivel na superficie lisa da lamina, marcando com um ponto no lado
direito do canto superior para indicar a superficie na qual serdo colocadas as bactérias.
Coloca-se uma gota de solucéo salina 0,9%, com uma alca de niquel-cromo previamente
flambada, na superficie da lamina histologica e é coletada uma pequena quantidade de
colénias com a alga, aplicando-a na gota de solucéo salina e a espalhando pela superficie
da lamina. As colbnias séo fixadas, por meio do calor, ao passar a lamina brevemente
pela chama do bico de Bunsen.

Em seguida, cobre-se a totalidade do esfregaco com a solucdo de fuscina,
aquecendo-a suavemente no bico de Bunsen em fogo baixo, na distancia de
aproximadamente 10 centimetros, para evitar que a solucdo ferva e as bactérias sejam
destruidas, ocorrendo, assim, a evaporacdo da fuscina e a fixacdo do corante nas
bactérias acido resistentes. Essa etapa ndo deve durar mais do que 5 minutos. Apds esse
procedimento, lava-se o esfregaco em agua corrente de baixa pressao e preenche-se a
lamina com &lcool 100%, deixando reagir por volta de um minuto. Lava-se novamente no
jato de 4gua e é colocado o contraste azul de metileno sobre a lamina de vidro, por volta
de 30 segundos. Lava-se outra vez a lamina, da mesma forma que foi feita anteriormente,
tanto o esfregaco quanto a parte inferior da lamina.

Deve-se deixar a lamina secando em temperatura ambiente, e ap0s seca, aplica-se
uma gota de 6leo de imersdo sobre a lamina, visualizando-a em microscépio éptico em
aumento de 1000x. Observa-se se existem microrganismos acido resistentes corados
com aspecto rosa, sendo que as micobactérias, nesse método, apresentam-se como
bastonetes rosas delgados e ligeiramente curvos (MINISTERIO DA SAUDE, 2005).

Figura 34: Visualizacdo de Mycobacterium spp corada com o método Ziehl-Neelsen.

Fonte: Acervo pessoal.
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6.3 AZUL DE METILENO E METODO DA FITA ADESIVA

O corante Azul de Metileno, sintetizado por Heinrich Caro em 1876, € utilizado para
coloracdo ou contraste de diversas estruturas microscopicas e métodos. Sua aplicacao
vai desde a coloracao de fungos e bactérias até a coloracdo de células como neurdnios,
também sendo utilizado para contraste no método de coloracéo Ziehl-Neelsen.

No caso das estruturas fungicas, esse corante € utilizado associado ao método da
fita adesiva. Esse método consiste em pressionar uma fita de celofane transparente de
maneira firme e suave sobre a superficie da colénia. Em seguida, a fita € posicionada
sobre uma lamina de vidro contendo uma gota de azul de metileno. O material &
visualizado em microscopio 6ptico com o aumento de 400x (KONEAM et al, 2001). Dessa
forma é possivel observar estruturas como hifas, pseudohifas, micronideos, macronideos,

esporos, dentre outras estruturas, permitindo o diagnéstico de diferentes fungos.

Figura 35: Visualizacdo de microscopia 6ptica em televisdo de Penicillium spp com

o corante azul de metileno. Fonte: Acervo pessoal

Esse corante sintético, também € utilizado para a coloracédo de bactérias, como a
Dermatophilus congolensis. Nesse caso, as amostras recebidas com suspeitas de
dermatofiloses, sendo normalmente crostas, sdo maceradas em duas ou trés gotas de
KOH 10%. O material é esplalhado pela lamina, por meio de uma alca bacterioldgica,
adicionando uma gota de azul de metileno. Em seguida, uma laminula € sobreposta sobre
o material. Coloca-se uma gota de 6leo de imerséo sobre a laminula, visualizando-o em

microscoépio 6ptico em aumento de 1000x.
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Figura 36: Visualizacdo de Dermatophilus congolensis em microscopia éptica com

azul de metileno. Fonte: Acervo pessoal.

6.4 MICROSCOPIA DE CAMPO ESCURO

No Laboratério de Microbiologia Meédica Veterinaria, devido ao fato das
espiroquetas ndo se corarem com a coloracdo de gram, a microscopia de campo escuro é
majoritariamente utilizada para diagnésticos presuntivos de amostras de urina com
suspeitas de Leptospira spp. Sendo uma bactéria gram negativa da familia das
espiroquetas, elas medem de 6 a 20 micrébmetros de comprimento e cerca de 0,1
micrometro de diametro, se apresentando morfologicamente espiralada e com
movimentagao vigorosa (OLIVEIRA, 2000).

O método de visualizagdo dessas estruturas espiraladas consiste na distribuigéo
da urina fresca a ser examinada em dois microtubos de 1,5 mL de urina, por meio de
pipetadores e ponteiras estéreis, sempre utilizando equipamentos de protecdo individual.
Esse procedimento deve ser feito dentro da seguranca da capela de fluxo laminar.

Em seguida, os materiais sédo centrifugados a 14000 G a 5 °C por 20 minutos e, de
volta a capela de fluxo laminar, 0 sobrenadante é cuidadosamente descartado por meio
de pipetador e ponteira esterilizada. Quando restar apenas o pellet nos microtubos, cada
um deles é suspenso em 100 pL de PBS (pH 7.4). Assim, eles sdo homogeneizados pelo
vortex (POP 067).

Por fim, 10 pL da suspensédo sédo colocados entre uma lamina histoldégica e uma
laminula, todas as luzes do laboratério precisam ser apagadas, fazendo entdo, a
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visualizacdo em aumento de 1000X (POP 067).
A visualizacdo de uma ou mais espiroquetas com morfologia e movimentacao

espiralada caracteristicas indica um diagnostico positivo para a presenca de espiroguetas.

7. ISOLAMENTO E REPIQUE DE AMOSTRAS

Apoés o periodo de incubacéo, observa-se as caracteristicas macroscopicas das
colénias presentes na placa, visualizando a superficie do agar em diferentes inclinacdes
sob a incidéncia direta de luz artificial e, caso seja necessério, utilizar transiluminacéo
para detectar a hemoélise em determinadas colbnias. Durante essa primeira inspecao
visual, o microbiologista deve identificar colénias morfologicamente diferentes entre si, ou
seja, colénias com cores, brilhos, bordas, relevos, aderéncia ao agar e até mesmo
tamanhos distintos (KONEMAN et al., 2001). Se houver mais de um tipo de colonia na
placa, deve-se fazer o repique das coldnias isoladas ou o isolamento caso as colénias
diferentes estejam muito préximas ou juntas. O repique também é feito para aumentar a
biomassa de células microbianas ou para transferir uma colénia para um novo meio de
cultura.

O repique consiste quando a transferéncia é feita coletando uma alcada da cultura
pura, com a alca previamente flambada, e inoculando-a no meio de cultura desejado
(SILVA; OLIVEIRA, 2007).

Ja o isolamento ocorre quando as coldnias sdo semeadas em uma nova placa até
0 esgotamento do inéculo, ou seja, quando ele é progressivamente diluido a fim de se
obter culturas isoladas que originardo colénias puras (SILVA; OLIVEIRA, 2007). Esse
esgotamento é feito pelo estriamento de uma alcada de colbnias na placa, ap0s esse
procedimento a alca é flambada e faz-se uma nova estria a partir do final dessa primeira
estria. Faz-se mais uma ou duas estrias a partir da estria feita anteriormente, flambando a
alca antes de cada nova estria. A figura 36 exemplifica visualmente o método de

isolamento.
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Figura 37: Esquema de esgotamento do indculo para isolamento. Na figura esta
indicado a ordem de estrias feitas com a algca e seu aspecto ap6s a incubacéo.
Fonte: PIRES, R. F. L. C., 2013.

8. TESTE DA DIFUSAO EM DISCO (ANTIBIOGRAMA)

Assim que a bactéria for devidamente isolada e identificada, é de interesse clinico
saber quais antibidticos serdo eficientes no combate contra esse microrganismo, com o
objetivo de eliminar o patégeno e obter sucesso no tratamento da doenca. O teste da
Difusdo em Disco Também conhecido como Teste de Sensibilidade a Antimicrobianos, ou
meétodo Kirby Bauer, ou Antibiograma consiste em determinar a sensibilidade in vitro de
uma determinada bactéria frente a agentes antimicrobianos.

O antibiograma somente pode ser realizado em bactérias previamente isoladas e
identificadas — salvo alguns casos especiais em que exame é de urgéncia e precisa de
um tratamento eficaz o mais rapido possivel, sendo feito primeiro o antibiograma e em
seguida a identificacdo do patdgeno —, e sempre dentro da area de seguranca do bico de
Bunsen. Primeiramente com o auxilio de uma alca calibrada, previamente flambada e
resfriada, coleta-se uma colbnia isolada e pura, inoculando-a em tubo de ensaio contendo
Caldo Muller Hinton®. O material é incubado em estufa para crescimento bacteriologico a
temperatura constante de 37°C por 24 horas ou até que haja turvacéo do meio. ApGs esse
periodo, retira-se o0 tubo de ensaio da estufa e, com auxilio de um swab estéril
mergulhado no meio, inocula-se e espalha-se o caldo. O swab é novamente submerso e
seu material espalhado até que esse procedimento seja feito em varias direcdes em uma

placa de Petri grande, ou duas médias, contendo Agar Muller Hinton®, certificando-se que
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a placa ficou completamente coberta pelo caldo contendo a amostra. No caso de
microrganismos fastidiosos, utiliza-se Agar Muller Hinton® acrescido de sangue. Apés a
placa ser totalmente coberta, com auxilio de uma pinca previamente esterilizada pelo fogo
e novamente resfriada, coleta-se um disco de antibidtico de dentro do frasco,
posicionando-o firmemente sobre o Agar. Repete-se essa técnica em todos os
antimicrobianos a serem testados, sendo esse total de pelo menos 10 antibidticos
diferentes. Posteriormente, o material € incubado em estufa em 37 °C por 18 - 24 horas —
podendo haver falhas nos resultados caso o organismo seja cultivado em estufa por mais
de 24 horas —, fazendo-se a leitura do teste apos esse periodo de incubacéo
(LABORCLIN, 2011).

Os antibidticos séo eleitos de acordo com a indicagdo, pois a concentracao efetiva
para acdo antimicrobiana em cada sistema, ou até mesmo 6rgéo, varia de acordo com o
antimicrobiano utilizado. Eles também s&o escolhidos a partir da solicitacdo do médico
veterinario requisitante.

A leitura desse teste é feita por meio da medicdo com régua ou paquimetro dos
didametros dos halos formados pelos antibiéticos no local onde ndo houve crescimento
microbiano, sendo que os didmetros das zonas de inibicdo sdo medidos (mm) e
comparados com medidas internacionalmente aceitas para determinar se o isolado é
sensivel, intermediario ou resistente aos antibiéticos testados (QUINN et al., 1994).

Quando menos de trés antimicrobianos sdo sensiveis para um determinado
organismo, o teste é refeito, testando pelo menos cinco novos antibidticos, até que ocorra
0 numero minimo de antimicrobianos sensiveis. Em casos especificos, pode-se liberar
laudos parciais mesmo que haja menos de trés antibiéticos sensiveis, enviando o laudo

completo assim que ele for concluido.
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Figura 38: Antibiograma em placa de Muller Hinton®, evidenciando-se os halos de
inibicdo. Fonte: FONSECA, I. C. F, 2015.

Figura 39: Antibiograma em placa de Muller Hinton Sangue®, para testar a
resisténcia a antimicrobianos de microrganismos exigentes. Fonte: FONSECA, I. C.
F., 2015.

9. ROTINA LABORATORIAL

A rotina laboratorial abrange diversas tarefas, desde o recebimento, cultura e
identificagdo dos microrganismos até a producdo de antibiogramas, laudos, descarte de
residuos contaminados, lavagem de vidraria, preparacdo de meios, lavagem do

laboratério, acompanhamento de aulas praticas, dentre outros.
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9.1 INOCULACAO E INCUBACAO DE AMOSTRAS BACTERIANAS

A rotina laboratorial baseia-se no acolhimento de amostras, se distinguindo em
analises bacteriologicas e fungicas. Essas amostras devem estar acompanhadas da ficha
de identificagdo devidamente preenchida com os dados do paciente em que ela foi
coletada. Na ficha de identificagcdo do animal deve estar a suspeita do agente etioldgico
causador da doenca, proporcionando uma metodologia diagnostica mais eficiente,
resultando em um diagndstico mais rapido e com maior otimizacdo do uso dos materiais e
meios do laboratério, além de alertar a equipe e quem estiver manuseando o material
sobre o0 possivel grau de patogenicidade do microrganismo em questdo, tomando as
devidas medidas de seguranca e, assim, evitando acidentes. Essa ficha de identificacédo é
anexada a ata de atividades laboratoriais em que séo transcritos todos os procedimentos
realizados para obtencéo do diagndstico. No momento da recep¢do do material biolégico
este deve estar acondicionado em frasco individualizado, estéril, identificado e em alguns
casos refrigerado. As amostras que ndo atendam as condi¢cdes de acondicionamento sao
devolvidas ao portador ou descartadas (POP-04_00).

As amostras em swab séo inoculadas em meios de plagueamento de acordo com a
exigéncia do microrganismo de suspeita clinica, e incubadas em estufa a 37 °C. O swab €
posteriormente armazenado em geladeira. Caso néo haja suspeita clinica, ele é inoculado
em meio ndo seletivo. Se ndo houver crescimento nas primeiras 72 horas, o0 material é
recuperado da geladeira, inoculado em Caldo Tiogliconato® e incubado novamente.
Observa-se o crescimento no caldo e infere-se o metabolismo energético do organismo,
inoculando-o em ambiente favoravel para o crescimento (aerofilia, microaerofilia ou
anaerofilia). Assim gque houver crescimento, os swabs séo descartados. Nado havendo
crescimento algum nas primeiras 72 horas, o material € descartado e diagnostica-se
auséncia de crescimento.

As amostras solidas, como crostas, sdo maceradas antes de serem inoculadas em
meio sélido e incubadas a 37 °C em estufa, esperando até 72 horas para se observar
crescimento, caso contrario, coloca-se esse material em meio microaerdfilo por mais 48
horas, caso ainda n&o ocorra nenhum crescimento, a amostra é descartada.

Ja os materiais de biopsias e fragmentos oriundos de necropsia sao coletados por
meio de swab estéril e plaqueados em meio especifico de acordo com a suspeita clinica.
No caso dos fragmentos de necropsia, uma incisao € previamente feita no material, com o
auxilio de uma lamina de bisturi estéril, coletando o material do interior da amostra. As

placas ja inoculadas séo incubadas a 37 °C em estufa por até 72 horas. Se ndo houver
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crescimento o material € incubado em microaerofilia por mais 48 horas. Nao existindo
crescimento o meio é descartado.

As amostras de sangue e leite devem ser incubadas em overnight na estufa a
37 °C e inoculadas na placa de Agar Sangue®, depositando-se uma gota e estriando-a
com a alca bacterioldgica. Também pode-se inocular em meios liquidos e semi soélidos
como Caldo BHI® e Tiogliconato® respectivamente, incubando-os a 37 °C por até 72
horas. Caso ndo haja crescimento em nenhum meio o material € descartado.

Os materiais oriundos da bexiga e vesicula biliar, assim como outras amostras
liquidas, devem ser inoculados em meios de plagueamento, assim como em Caldo BHI®
e Tiogliconato®, colocando-se uma gota nos meios sélidos, seguido da estriagem por
meio de uma alca bacteriol6gica previamente flambada, e derramando de trés a cinco
gotas nos meios liquidos e semi sélidos. Em seguida os meios sdo incubados em estufa a
37 °C por até 72 horas. Havendo apenas crescimento no meio ou no fundo do tubo com
Tiogliconato®, o material é reinoculado a partir desse caldo em meio sélido e incubado
em ambiente de microaerofilia por até mais 48 horas. Se ndo existir crescimento 0s
materiais séo descartados.

Os demais materiais como lavados, aspirados, fezes, raspados de pele, dentre
outros, sdo inoculados em meios nao seletivos com o auxilio de um swab ou de uma alca
bacteriol6gica previamente esterilizada pelo calor e incubados em estufa a 37 °C por até
72 horas. Se ndo houver crescimento o material € incubado em microaerofilia por mais 48
horas. A auséncia de crescimento apos esse periodo resulta no descarte desse material.

J& os materiais com suspeita de micobactérias, cada amostra deve ser inoculada
em dois tubos com meio de Lowenstein-Jensen®, sendo um tubo incubado a 30 °C com a
tampa “frouxa” pelas primeiras duas semanas, e o outro a 37 °C, também com a tampa
desrosqueada pelas primeiras duas semanas. Apds as duas primeiras semanas deve-se
apertar as tampas dos meios. Observa-se semanalmente e, se ha algum crescimento nas
primeiras semanas, verifica-se se ha contamina¢do. Caso haja contaminagdo o material &
descartado e deve-se preparar outra cultura se o material ainda estiver estocado ou caso
ele possa ser coletado novamente. Esses materiais sao incubados por até oito semanas,
fazendo leituras semanais, sempre o manuseando na seguranca da capela de fluxo
laminar, vestindo luvas e mascaras (ANVISA, 2004)

Amostras suspeitas de infec¢cdes por bactérias anaerdbias devem ser incubadas
dentro da jarra de anaerobiose. Actinomyces bovis, Campylobacter mucosalis e espécies
de clostridios, fusobactérias e bacteribides sdo incubadas assim. No entanto, as

amostras suspeitas de bactérias microaerdfilas, por sua vez, sdo incubadas na jarra de
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microaerofilia, que proporciona uma atmosfera com 5% a 10% de CO,. Campylobacter
jejuni, Actinobacillus pleuropneumoniae, Actinomices viscosus e Brucella spp. sao

considerados microaerdfilos (QUINN et al., 1994).
9.2 IDENTIFICACAO DE BACTERIAS

Apos completada a cultura das colénias no meio de plagueamento, observa-se as
caracteristicas macroscopicas delas, assim como sua acdo no meio, seu odor, sua
origem, podendo-se fazer a identificacdo preliminar das bactérias (KONEMAN et al,
2001).

Em seguida é feito o método de coloracdo de Gram. Na coloracdo de Gram é
possivel determinar se as bactérias em questdo tem a forma de cocos, bastonetes ou
ambos. Na microscopia, € possivel diferenciar até mesmo uma levedura, devido ao seu
tamanho. Dessa forma, pode-se inferir o Gram de diferentes bactérias. Caso esse
microrganismo seja realmente uma bactéria, para confirmar o gram faz-se o teste de KOH
3%, apontando com maior seguranca se ela é Gram-positiva ou Gram-negativa. Também
sao feitos os testes de Hugh e Leifson (meio O-F®) e o teste da catalase para todos o0s
microrganismos, sendo esses, 0s principais métodos de triagem usados no laboratério,
seguindo os testes especificos para a identificacdo de cada suspeita. A figura 39

apresenta os testes iniciais para uma primeira identificacdo de forma genérica.
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Fonte: QUINN, P.J.; CARTER, M.E.; MARKEY, B.; CARTER, G.R. Clinical Veterinary Microbiology.
Dublin: Wolfe, 1994, 648p.
Figura 40: Chave de identificacdo adaptada. Fonte: QUINN, P.J.; CARTER,
M.E.; MARKEY, B.; CARTER, G.R. Clinical Veterinary Microbiology. Dublin:
Wolfe, 1994, 648p.
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Caso o organismo em questao seja uma bactéria gram negativa, faz-se o teste da
oxidase® e uma colénia pura é inoculada em Agar MacConkey®. Se, além de ser gram
negativa, a bactéria também for um bastonete, ela deve ser inoculada, além do Agar
McConkey®, em Agar EMB®, Agar TSI®, Agar Fenilanina®, Agar Base Ureia®, Agar
Citrato de Simmons®, meio de cultivo agua peptonada® — para o teste do Indol — e em
meio de Clark Lubs® (Caldo VM/VP®), para a triagem de possiveis bactérias da familia
Enterobacteriaceae, resultando em diagnosticos mais rapidos.

Outras caracteristicas de culturas de bastonetes gram negativos podem implicar
em outros testes, como o crescimento em nuvem na placa, sendo a principal suspeita de
Proteus spp, inoculando-o em Agar CLED® para inibir essa mobilidade. Também em
culturas com odor de uvas adocicado, presume-se que seja uma Pseudomonas
aeruginosa, por exemplo, inoculando-a em Agar Cetrimida® e observando se ha a

producédo de pigmentos.

9.2.1 DIFERENCIACAO DE STAPHYLOCOCCUS SPP

Se o microrganismo isolado for identificado como Staphylococcus spp, pode-se
fazer testes complementares, para definir a sua espécie e até mesmo subespécie e/ou
subtipo. Os testes complementares incluem o teste da coagulase livre, fator de
aglutinacdo, malonato, crescimento anaerébio em Caldo Tiogliconato®, resisténcia a
bacitracina e/ou polimixina B, producao de acetoina, reducéo de nitratos, dentre outros.

Assim, visto que quase 40% dos microrganismos isolados foram do género
Staphylococcus (grafico 3) e a maioria dos materiais coletados para analise laboratorial
foram oriundas de caes (gréafico 4), é importante ressaltar que nem todos os estafilococos
sdo biotipos de cées. Isso ocorre pelo fato desses microrganismos, que coagulam em
plasma comercial de coelho, ndo coagularem em plasma canino (ADESYIUN & SHEHU,
1985). Além disso, segundo LIVE (1985), os estafilococos caninos s6 coagulam em
plasma de céaes.

Portanto, é de interesse do laboratério que se utilize tanto plasma de coelho,
guanto o plasma de céo na rotina para exames de diferenciacao entre espécies do género
Staphylococcus, ouriundos de amostras caninas, para determinar a patogenicidade dos
estafilococos em caes, resultando em um diagnostico laboratorial mais acurado e
refinado.

A tabela 3 demonstra os testes feitos para a diferenciacdo das espécies de maior

relevéncia em medicina veterinaria.
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Tabela 3 - Tabela de diferenciacdo das espécies de importancia veterinaria do

género Sthaphylococcus.

S. aureus
subesp. aureus
S. aureus
subesp.
anaerobius

S. intermedius
S. schleiferi spp.
schleiferi

S. schleiferi spp.
coagulans

S. delphini

S.
pseudintermedius
S. hycus

S. lutrae

S. chromagenes

S. xylosus

S. epidermidis
S. cohnii spp.

cohnii

+ Coagulase*

+

+ Cresc. anaerébio em Tiogliconato®

+ Fator de aglutinacéo

+ Teste VP®

+ | Arginina diidrolase

ND

ND

Ornitina descarboxilase

ND

ND

+ Reducéo de nitratos

< Urease

ND

ND

ND

(n Bacitracina

ND

ND

ND

ND

1 Polimixina B

ND

ND

nw - nw

+ Maltose

+ Manitol

+ Manose

ND

+ Trealose

ND

+ Sacarose

+

+ Frutose

ND

ND

+  Hemolise



S. cohnii spp.
urealyticum

S. galinarium
S. lentus

S. equorium
S

. haemolyticus
S. warneri
S. feli
S. auricularis

S. capitis spp.
capitis
S. capitis spp.

ureolyticus

S. caprae

S. hominis
S. muscae
S. pasteuri

S. simulans

Coagulase*

Fator de aglutinacao

+ Cresc. anaerébio em Tiogliconato®

+

< Teste VP®

\Y

Arginina diidrolase

+

Ornitina descarboxilase

ND

Reducéo de nitratos

+

+ Urease

+

& Bacitracina

0)]

ND

ND

ND

ND

ND

S

& Polimixina B

0)]

ND

ND

ND

ND

ND

S

+ Maltose

+

* Plasma de coelho; ND - Nao definido. Fonte: Acervo pessoal.

+ Manitol

+ Manose

+ Trealose

Sacarose

S7

+ Frutose

ND

ND

YU Z Hemodlise

<

Oz 0 =z U0 20 20 2 <
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9.3 INOCULACAO E INCUBACAO DE AMOSTRAS FUNGICAS E
IDENTIFICACAO DE FUNGOS

A maioria das amostras de fungos, que sao recebidas acondicionadas
individualmente em recipientes estéreis, sdo inoculadas em Agar Sabouraud® proximas a
chama do bico de Bunsen e incubadas em temperatura ambiente na caixa fungica por 15
dias. Caso néo haja crescimento nos primeiros 15 dias, espera-se mais 7 dias para uma
segunda leitura. Se a auséncia de crescimento persistir, 0 material € descartado. Ja as
amostras de pele e/ou pélo com suspeitas de dermatofitoses sdo inoculadas em Agar
Mycosel®.

A identificacdo das colbnias € feita pelo exame das suas caracteristicas
macroscopicas, como sua coloragdo, o seu relevo e seu aspecto fisico (aveludado, liso,
etc.), sendo necesséaria a observagdo posterior em microscopia Optica em aumento de
400x, utilizando o método da fita adesiva com o corante azul de metileno, para visualizar
as estruturas fungicas microscopicas que diferem em cada género e espécie, como as
hifas, septos, esporangiosporos, conidoforos, conidios, fialides, dentre outros.

Ja aquelas amostras que foram inoculadas em Mycosel® sdo incubadas a
temperatura ambiente na caixa fungica e podem ser examinadas apds quinze a vinte e
um dias. Faz-se, primeiramente, a observacdo das caracteristicas macroscoépicas das
colénias. Fungos dermatdfitos, em geral, produzem hifas delgadas e com aspecto de teia
de aranha ou cabelos entrelacados. O diagnéstico € confirmado com a visualizacédo de
macroconideos na microscopia optica no aumento de 400x.

Swabs otoldgicos com suspeitas de leveduras sdo inoculados em placas de agar
Sabouraud ® e estas sdo incubadas na estufa de cultivo microbiolégico por até sete dias.
O diagnostico € confirmado com a andlise da lamina corada com coloragdo de Gram no
microscoépio 6ptico no aumento de 1000x.

E importante lembrar que as andlises de colbnias fungicas devem ser feitas, de
preferéncia, apds todos os outros procedimentos laboratoriais terem terminado, estando
todos os outros meio e placas de cultura guardados ou incubados. Isso é necessario
devido & grande producdo de esporos por algumas espécies fungicas, podendo
contaminar os outros meios e culturas. Apos a examinacdo desses fungos, deve-se lavar

as bancadas com alcool 70%, para garantir a descontaminacéo do laboratorio.
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9.4 ROTINA DE PREPARO DE MEIOS E SOLUCOES

As bases para a confeccdo dos meios solidos, semi sdlidos e liquidos sao
armazenadas no armario que se encontra na sala de meios, identificadas, numeradas e
organizadas em ordem numeral para serem facilmente encontradas e utilizadas. O
preparo é realizado de acordo com a dilui¢do indicada pelo fabricante, com agua destilada
obtida no proprio laboratorio.

Os meios solidos sédo preparados em Erlenmeyers, aquecidos em forno micro-
ondas, e homogeneizados por bastdes de vidro ou por meio de uma bailarina associado a
um agitador magnético. Esse procedimento deve ser feito com o uso de mascara
protetora, devido ao potencial cancerigeno dos substratos liberados pelo aquecimento do
agar, que ficam dispersos pelo ar. Os meios homogeneizados sdo entdo vedados e
levados a autoclave por 15 minutos a 121°C. No caso de solu¢des semi solidas e liquidas,
as solucdes sao preparadas em um béquer e ainda na sala de meios é distribuida em
tubos com tampa, que depois serdo levados a autoclave para passar pelo mesmo ciclo
descrito anteriormente.

Em alguns casos, faz-se a adi¢do posterior de algum aditivo, como a glicose, uréia
e 0 sangue, que ndo podem passar pelo ciclo da autoclave devido a desnaturacdo de
suas proteinas e perda de suas caracteristicas nutricionais, sendo essa adicdo e
distribuicdo dos meios feita na capela de fluxo laminar para garantir meios nao
contaminados.

Ja as solucbes para o preparo de reagentes e corantes ficam dispostas nas
prateleiras dessa sala ou nas geladeiras de material ndo contaminado do setor de
bacteriologia e micologia. O preparo desses liquidos € feito sobre a pia, utilizando-se
mascaras, luvas, tocas e Oculos protetores, a fim de evitar o contato com as substancias
toxicas e cancerigenas que compdem tais solucdes.

Todos os meios e solucdes, antes de serem autoclavados, devem ter seu pH
aferido por meio do pHmetro, garantindo um controle de qualidade deles e dos
diagndsticos laboratoriais.

Os meios séo preparados pelos técnicos, residentes e estagiarios do laboratorio,
organizando o seu preparo, normalmente em duplas, por meio de escalas, garantindo que
todos participem desse importante processo.

Em algumas quartas feiras h4 uma maior producdo de meios, devido a ocorréncia

de aula pratica nas quintas feiras pela manha.
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9.5 ROTINA DE DESCARTE DE RESIDUOS E LAVAGEM DO
LABORATORIO

Os materiais contaminados ndo perfurocortantes, que possuem risco biolégico, sdo
separados do lixo comum, por meio do descarte em saco de lixo branco e preto,
respectivamente. O lixo branco é encaminhado para ser autoclavado enquanto que o lixo
preto é normalmente descartado.

Os perfurocortantes sao primeiramente armazenados em Descarpack®,
devidamente identificada como biologicamente perigosa, localizada em baixo das
bancadas de trabalho do setor de bacteriologia e micologia, enquanto que as laminas séo
descartadas em uma caixa de plastico, ao lado da pia nesse mesmo setor.
Periodicamente, esses materiais sdo encaminhados a um receptaculo de plastico,
encontrado no setor de descarte de residuos e esterilizacdo de materiais. Quando esse
receptaculo encontra-se cheio, os materiais recebidos sdo transferidos para mdiltiplas
camadas de sacos plasticos brancos, formando uma parede espessa e resistente, sendo
enviada para o processo de autoclavagem.

A esterilizacao, limpeza e higiene das vidrarias e tampas se d4, primeiramente, na
autoclavacdo de todo o material sujo e contaminado usado na rotina do laboratério. Em
seguida, os materiais descartaveis, que foram colocados em um saco de lixo branco para
serem autoclavados, sdo descartados. Depois faz-se uma primeira lavagem retirando a
maior parte dos residuos, seguida da imersdao dessa vidraria em uma mistura
desencrustante por pelo menos 24 horas.

Ao término desse periodo faz-se uma nova lavagem para limpar os residuos do
desencrustante seguida de enxdgue com &gua destilada. Por fim, todas as vidrarias,
assim como as tampas, sédo colocadas para secar em uma estufa com temperatura de 60
C, localizada na sala de meios.

Apods secas, as placas de petri e as pipetas de vidro sdo embalados em papelédo e
fita autoclave, sendo autoclavados por 15 minutos a 121 °C e estocados nas gavetas do
laboratdrio, prontas para serem reutilizados.

Ja o laboratério é lavado, por uma equipe terceirizada, todas as quartas feiras, no
periodo de 12 horas até as 14 horas, além de recolher os lixos do laboratério e fazer a
troca desses sacos de lixo, mantendo, assim, o laboratério limpo. Ao final de cada dia,

todas as bancadas devem ser limpas com alcool 70%.
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10. CASUISTICA

10.1 Levantamento de casos bacterioldgicos

Em um periodo de 63 dias Uteis, desconsiderando os feriados e pontos facultativos,
relativos do dia 08 de marco ao 10 de junho, completando assim 504 horas de estagio
obrigatdrio supervisionado, foram recebidas no laboratério 240 amostras para analise
bacteriolégica tais como swabs de ouvido, urina, biépsias, efusdes pleurais, peritoneais e
toracicas, raspados e swabs de pele, swabs de globo ocular e lagrima, lavados traqueais,
aspirado de abcessos, sangue venoso, swabs nasais, liquor, dentre outros. Dessas 240
amostras, as que foram recebidas com maior frequéncia no laboratério foram as de urina
e swabs de ouvido, representando aproximadamente 32,9% e 29,6%, respectivamente.
Essas duas amostras juntas correspondem cerca de 62,5% de todas as amostras

processadas.
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Gréfico 1 — Levantamento dos materiais coletados das amostras bacteriolégicas

recebidas de marco a junho de 2016. Fonte: Acervo pessoal.

Dessas amostras, 196 foram recebidas do Hospital veterinario de pequenos
animais (Hvetinho); 15 do Laboratério de Patologia Veterinaria da UnB (LPV); 7 de
veterinarios e clinicas particulares (Externo); 6 do Instituo Federal de Brasilia (IFB); 6 do
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA); 3 da
Central de Abastecimento (CEASA); 3 do Hospital Veterinario de Grandes Animais da UnB
(Hvetédo); 1 do Jardim Zoolodgico de Brasilia (Zoo); 1 da Granja do Torto; 1 do Batalhdo da
Guarda Presidencial do Exército Brasileiro (BGP) e 1 da Secretaria de Estado de
Agricultura, Abastecimento e Desenvolvimento Rural (SEAGRI).

A maioria das amostras foram recebidas do Hvetinho, representando cerca de
81,7% do total de amostras acolhidas.
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Grafico 2 — Levantamento dos locais de onde foram coletadas as amostras

bacteriolégicas recebidas de marco a junho de 2016. Fonte: Acervo pessoal

As amostras recebidas foram coletadas de diferentes espécies animais. Dessas
coletas, 162 vieram de animais identificados como caninos (Canis lupus familiaris); 34 de
felinos (Felis catus); 6 de bovinos (Bos taurus); 6 de ovinos (Ovis aries); 4 de caprinos
(Capra aegagrus hircus); 4 de cervos dama (Dama dama); 4 de tilapias (Oreochromis
niloticus); 3 de coelhos (Oryctolagus cuniculus); 3 de papagaios verdadeiros (Amazona
aestiva); 2 de calopsitas (Nymphicus hollandicus); 2 de equinos; 2 de lagomorfos; 1 de
sabia-da-mata (Turdus fumigatus); 1 de aratinga-de-bando (Psittacara leucophthalmus); 1
de maritaca (Pionus maximiliani); 1 de jabuti (Chelonoidis carbonaria); 1 de pirapitinga
(Piaractus brachypomus); 1 de tambaqui (Colossoma macropomum); 1 de galinha (Gallus
gallus) e 1 de roedor.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Jabuti-piranga
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Gréafico 3 — Levantamento das espécies das quais foram coletadas as amostras

bacteriolégicas de marco a junho de 2016. Fonte: Acervo pessoal

Do total de 240 amostras recebidas, foram isoladas e identificadas 240 bactérias.
Dessas amostras, 75 tiveram auséncia de crescimento, 5 ainda estavam sendo
processadas e 2 obtiveram um diagndéstico inconclusivo. Das 240 bactérias isoladas,
foram identificados 125 Staphylococcus spp; 31 Escherichia coli; 27 Bacillus spp, sendo
dois deles identificados como Bacillus cereus; 14 Proteus spp, sendo 8 P. mirabilis e 2 P.
vulgaris; 9 Enterobacter spp, sendo 7 E. aglomerans e 1 E. cloacae; 7 Streptococcus spp;
7 Pasteurella spp, sendo 1 P. aerogenes e 1 P. ureae; 5 do género Klebsiella, sendo 4 K.
pneumoniae e 1 K. oxytoca; 4 Pseudomonas spp, sendo uma delas P. aeruginosa; 2
Serratia liquefaciens; 2 Corynebacterium spp; 1 Rhodococcus equi; 1 Listeria spp; 1
Enterococcus spp; 1 Salmonella spp; 1 Campylobacter spp; 1 Actninomyces spp e 1
Sarcina spp.

Os numeros de amostras bacterianas e bactérias isoladas foi coincidentemente o
mesmo, tendo em vista que enquanto algumas amostras ndo apresentaram o crescimento

de nenhum microrganismo, outras tiveram a cultura de cinco organismos diferentes.
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Gréafico 4 — Resultados dos exames bacteriologicos de marco a junho de 2016.

Fonte: Acervo pessoal.

10.1.1 DESCRICAO DOS DIAGNOSTICOS BACTERIOLOGICOS MAIS FREQUENTES

Os diagnésticos bacteriolégicos mais frequentes foram, respectivamente,
Staphylococcus spp (39%), auséncia de crescimento (23%), Escherichia coli (10), Bacillus
spp (8%), Proteus spp (4%) e Enterobacter spp (3%). As caracteristicas desses

diagndsticos estdo descritos na tabela 4.
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Tabela 4 - Caracteristicas dos diagnodsticos bacterioldgicos feitos no Laboratério de

Microbiologia Médica Veterinaria do periodo de marco a junho de 2016.

Staphylococcus spp Os  estafilococos sdo cocos  Gram-positivos,  com
aproximadamente 1 pum de didametro e que tendem a formar
agrupamentos em cachos de uva. A maioria dos estafilococos é
anaerobia facultativa e catalase positiva. S&do imoveis, oxidase

negativa e nao formam esporos (QUINN et al, 2005)

Auséncia de crescimento | As auséncias de crescimento ocorrem por varios motivos. Os
principais sdo: falhas durante a coleta de materiais, erros de
inoculacdo ou de armazenamento das amostras, coleta de
animais que estdo sendo tratados com antimicrobianos, falhas

no preparo de meios e erros na incubacgao.

Escherichia coli Geralmente mével, com flagelos peritriquios e frequentemente
fimbriada. Sdo fermentadoras de lactose e algumas linhagens
produzem coldnias com brilho metdlico quando crescem em
Agar EMB®. Muitas linhagens de E. coli sdo de baixa viruléncia,
mas podem causar infec¢cdes oportunisticas em localizagéo
extra-intestinal (QUINN et al, 2005).

Bacillus spp A maioria das espécies desse género sdo compostas de
grandes bastonetes Gram-positivos, produtores de esporos, com
até 10 ym de comprimento. Poucas espécies nao patogénicas
sdo Gram-negativas. Elas sdo catalase positivas, anaerdbias
facultativas ou aerdbias e, com exceg¢do de B. anthracis e B.
mycoides, méveis (QUINN et al, 2005).

Proteus spp Séo enterobactérias, bastonetes Gram-negativos, aerobios ou
anaerdbios facultativos. S&8o moveis com flagelos peritriquios.
Ocorrem principalmente em casos de cistite e distlrbios
gastrointestinais, bem como otites (OLIVEIRA, 2000).

Enterobacter spp Sé@o bastonetes Gram-negativos, em forma de bastonetes,
catalase positivos, oxidase negativos e crescem bem em meio
MacConkey®. Utilizam aclucares para a fermentagcédo
(OLIVEIRA, 2000)

Fonte: Acervo pessoal.

10.2 LEVANTAMENTO DE CASOS MICOLOGICOS

Durante 63 dias uteis, desconsiderando os feriados e pontos facultativos, relativos
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do dia 08 de marco ao 10 de junho, de estagio obrigatério supervisionado, foram
acolhidas no laboratério 68 amostras para analises micoldgicas. Dentre elas estao
materiais como pele/pélo, swabs de ouvido, swabs de pele, aspirados toracicos, swabs de
nariz, olho e mama, bidpsias, materiais de necropsia, dentre outros. Dessas 68 amostras,
as que foram recebidas com maior regularidade foram as coletas de pele/pélo e os swabs
de ouvido, refletindo aproximadamente 66,2% e 17,7% de todas as amostras,
respectivamente.

Essas duas amostras juntas, demonstram cerca de 83,9% de todas as amostras

fungicas recebidas.

Aspirado toraxico
3%

Swab de pele
4%

Gréfico 5 — Levantamento dos materiais coletados das amostras micolégocas
recebidas de marc¢o a junho de 2016. Fonte: Acervo pessoal.

Dessas amostras, 64 foram recebidas do Hospital Veterinario de Pequenos Animais
da UnB (Hvetinho), 1 do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis (IBAMA), 1 do Laboratério de Patologia Veterinaria da UnB (LPV), e dois de

veterinarios e clinicas particulares (Externo).
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Grafico 6 — Levantamento dos locais de onde foram coletadas as amostras

micoldégocas recebidas de mar¢o a junho de 2016. Fonte: Acervo pessoal

As amostras acolhidas foram coletadas de espécies animais diferentes.
Dessas coletas, 34 foram recolhidas de animais identificados como caninos (Canis lupus
familiaris); 28 de felinos (Felis catus); 2 de coelhos (Oryctolagus cuniculus); 2 de
lagomorfos; 1 de garca-branca (Casmerodius alba) e 1 de jiboia (Boa constrictor).
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Gréafico 7 — Levantamento das espécies das quais foram coletadas as amostras

micolégicas de marco a junho de 2016. Fonte: Acervo pessoal

Do total de 68 amostras recebidas, foram isoladas e identificadas 18 fungos.
Dessas amostras, 49 eram para confirmar a suspeita clinica de infec¢cdo por fungos
dermatdfitos, com 46 delas diagnosticadas como auséncia de crescimento de fungos
dermatofitos, 1 confirmada para fungos dermatofitos, 1 para Microsporum spp e 1 para
Microsporum canis. De todas as amostras fangicas, foram isolados e identificados 6
Curvularia spp, 4 Malassezia spp, 3 leveduras, 1 Aspergillus spp e 1 Aspergillus
fumigatus. Do total de amostras recebidas, 13 tiveram auséncia de crescimento e 2
obtiveram um diagndstico inconclusivo.

O numero de fungos isolados e identificados, somados as auséncias de
crescimento geral e a de fungos dermatofitos, foi maior que o nimero de amostras, devido
ao fato de uma Unica amostra originar o crescimento de mais de uma espécie de fungo.
Outrossim, todas as amostras com suspeita de dermatofitos, caso ndo haja o crescimento
desses fungos, além de serem diagnosticadas como auséncia de crescimento de fungos
dermatofitos, também podem ser diagnosticadas de acordo com o fungo identificado.
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Gréafico 8 — Resultados dos exames micoldgicos de mar¢o a junho de 2016. Fonte:

Acervo pessoal.

10.2.1 DESCRICAO DOS DIAGNOSTICOS MICOLOGICOS MAIS FREQUENTES

Os diagnosticos micoldgicos mais frequentes foram, respectivamente, auséncia de

cresimento de fungos dermatéfitos (58%), auséncia de crescimento (16%), Curvularia spp

(8%), Malassezia spp (5%), leveduras (4%) e funfos dermatoéfitos. As caracteristicas

desses diagnésticos estédo descritos na tabela 5.
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Tabela 5 - Caracteristicas dos diagnésticos micolégicos feitos no Laboratorio de

Microbiologia Médica Veterinaria do periodo de marco a junho de 2016.

Auséncia de crescimento | Quando o pedido do exame é feito para investigar a presenca
de fungos dermatofitos de fungos dermatdfitos, idependentemente do crescimento de
outros tipos de microrganismos, o diagndstico é descrito como
auséncia de crescimento de fungos dermatofitos. Também pode-
se adicionar os outros microrganismos isolados ao diagndstico

laboratorial.

Auséncia de crescimento | As auséncias de crescimento ocorrem por varios motivos. Os
principais sdo: falhas durante a coleta de materiais, erros de
inoculacdo ou de armazenamento das amostras, coleta de
animais que estdo sendo tratados com antimicrobianos, falhas

no preparo de meios e erros na incubacgao.

Curvularia spp Sé&o fungos dematiaceos, frequentemente associados ao meio
ambiente com a decomposi¢cao de matéria organica de origem
vegetal. Podem causa feo-hifomicose cuténea, subcuténea ou
sistémica. Possuem hifas curtas, longas, ramificadas ou ndo,
regulares ou retorcidas. Seus conidios sé&o tipicos, esféricos ou
em cadeia, septados ou ndo (CRUZ, L. C. H., 2010)

Malassezia spp. Esse género possui uma biologia pouco conhecida. Sdo fungos
leveduriformes, de aspecto globose ou elipsoide, cuja
reproducdo assexuada se da através de brotamento monopolar,
em sua maioria. Sao frequentemente isolados de amostras de

pele e ouvido em cées e gatos (CRUZ, L. C. H., 2010).

Leveduras Esse diagndstico ocorre quando apenas foi possivel observar a
morfologia do fungo, englobando diversos géneros, tanto os
fungos leveduriformes quanto os dimoérficos, que apresentam

morfologia tanto filamentosa quanto de levedura.

Fungos dermatofitos Os dermatoéfitos constituem um grupo de fungos patogénicos
capazes de utilizar a queratina como nutrientes, e por isso, sao
encontrados parasitando os tecidos queratinizados do homem e
dos animais. Seu crescimento é restrito as areas queratinizadas.
Os principais géneros causadores de doencas nos animais sao
0 Microsporum e o Trichophyton (CRUZ, L. C. H., 2010).

.Fonte: Acervo pessoal.




72

11. EMISSAO DE LAUDOS

O resultado do exame microbioldgico € entregue para o proprietario ou veterinario
responsavel no formato de laudos, contendo as seguintes informagfes: nome do
veterindrio responsavel pela coleta; identificacdo do animal, contendo o nome, idade,
raca, sexo e RG, se o animal for paciente do Hospital Veterinario da UnB; nome do
proprietario, exames solicitados, material a ser analisado, data de recebimento e entrega
do laudo. Nos laudos bacteriologicos, além de dizer quais microrganismos foram isolados,
também apresenta uma tabela com os resultados dos antibiogramas, caso tenha sido
solicitado. Se ndo houver crescimento em agar sangue® apoés 72 horas de incubacéo, e
nem em meio microaeroéfilo apdés 48 horas incubado, deve-se informar no laudo a
auséncia de crescimento.

Nos laudos fungicos deve-se informar qual microrganismo foi isolado e identificado,
e caso nao haja crescimento em até 21 dias apds a inoculacao, informa-se a auséncia de
crescimento. No caso dos exames solicitados para a investigacao de fungos dermatofitos,
guando nao ocorre o crescimento desses fungos, € informado tanto a auséncia de
crescimento de fungos dermatofitos, quanto os microrganismos que foram cultivados.

O periodo para a entrega de laudos bacterioldgicos deve ser de uma semana,
desde o dia em que a amostra foi entregue. Em casos especiais, em que 0 paciente corre
risco de vida, pode-se enviar o laudo parcial, contendo apenas o antibiograma, sem ter
identificado o microrganismo. Caso o isolamento, identificacdo e o teste de antibiograma
demorar mais que uma semana, deve-se comunicar o veterinario responsavel para saber
a urgéncia do diagndstico, podendo entao, liberar um laudo parcial.

Ja os laudos micolégicos tém um periodo de espera maior, de até 21 dias, devido
ao tempo necessario para esse tipo de cultura. Em casos especiais, pode-se examinar o
desenvolvimento das culturas diariamente, para enviar o diagnéstico o mais rapido

possivel.

12. RELATO DE EXPERIENCIA

Durante o periodo de 63 dias uteis, desconsiderando os feriados e pontos
facultativos, relativos do dia 08 de marco ao 10 de junho, completando 504 horas de
estagio obrigatorio supervisionado, no Laboratério de Microbiologia Médica Veterinaria da

UnB, foi possivel estudar diversos casos, discuti-los com colegas, assistir a seminarios,
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praticar técnicas laboratoriais de rotina, coletar materiais tanto no Hvetinho quanto em
fazendas particulares e produzir diagnosticos laboratoriais por meio de testes bioquimicos
e antibiogramas, elucidando o comportamento das doencas infecciosas e sua importancia
para a saude animal e publica.

Também se pdde aprender sobre o preparo e a utilidade pratica de diferentes
meios de cultura e semi-cultura, além de testes bioguimicos em fita ou por meio de
reagentes aplicados diretamente em colénias ou em meios liquidos pré-inoculados. Da
mesma forma, o conhecimento sobre tais meios foi aprofundado pela participacdo da
equipe da Micro Médica Veterinaria no concurso Agar Arte, que consistiu na preparacio
artistica utilizando meios de cultura, colénias de microrganismos, reagentes, dentro
outros, para o preparo de desenhos em meios de plagueamento, com o intuito de
demonstrar criatividade, design e apresentacdo. Além disso, os trabalhos foram
acompanhados de uma descricdo escrita a exatidao cientifica, possibilitando compartilhar
conhecimentos microbiologicos e explorar a beleza infecciosa de bactérias e fungos.

N&o s6 foi permitido o aprendizado sobre microbiologia e doencas infecciosas,
como também a producdo de uma tabela para a diferenciacdo de espécies do género
Staphylococcus relevantes para a medicina veterinaria. Pois, tendo em vista que a grande
maioria das bactérias isoladas e identificadas pertencia a esse género, a falta de tal tabela
limitava o aprofundamento e a qualidade de boa parte dos diagndsticos laboratoriais
produzidos no Laboratério de Microbiologida Veterinaria da UnB.

Assim, durante o estagio obrigatério supervisionado no laboratério, foi possivel
tanto o aprendizado pessoal, quanto a assisténcia laboratorial aos residentes e técnicos,
assim como producdo de tabelas e de estatisticas a fim de melhorar os diagndésticos
laboratoriais e elucidar as prevaléncias infecciosas recebidas no laboratério,

respectivamente.



74

13. CONSIDERACOES FINAIS

As analises microbiologicas, assim como a execucdo dos testes bioquimicos e a
coleta de materiais para analise, acompanhadas e realizadas no laborat6rio, foram
relevantes para se ter uma nocao sobre o comportamento e a frequéncia das doencas
infecciosas, permitindo acompanhar o crescimento e as caracteristicas fisicas, sensoriais
e bioquimicas de varios microrganismos diferentes, que representam um problema tanto
para saude publica quanto animal.

Foi possivel concluir a necessidade de se ter um conhecimento tedrico e prético
prévio sobre as caracteristicas dos agentes patogénicos, como 0Ss ambientes em que
vivem, sua forma de transmissdo e sua viruléncia, por exemplo, para que haja um
direcionamento eficiente, diminuicdo no desperdicio de materiais e um diagnéstico rapido
e eficaz. Também foi possivel aprender sobre os mecanismos de acédo de antimicrobianos
em cada organismo e a importancia clinica do antibiograma. O periodo de estagio
curricular realizado no laboratério de Microbiologia Médica Veterinaria da Universidade de
Brasilia foi muito proveitoso, permitindo um aprendizado préatico na area de diagnostico
microbiolégico, além de nocdes basicas sobre genética, epigenética, praticas de
seguranca laboratorial e métodos de prevencao.

Também observou-se a necessidade da aplicacdo de testes bioquimicos para
diferenciar espécies do género Staphylococcuss, utilizando, em amostras oriundas de
cées, tanto o plasma de coelho quanto o plasma canino, a fim de determinar se a bactéria
em questdo é ou ndo patogénica em cées. Esse procedimento é recomendado com a
finalidade de melhorar a qualidade dos diagndsticos, visto que mais de um terco das
amostras sao diagnosticadas como Staphylococos spp e mais de dois tercos das coletas
sdo de origem canina, aprimorando a boa parte dos diagndsticos laboratoriais, sendo,
pois, de interesse do laboratdrio.

Além disso, a realizacdo e acompanhamento dos testes foram de suma importancia
para um aprofundamento do conhecimento de tais andlises, assim como a participacao no
concurso Agar Arte e nas leituras feitas com os livros presentes no laboratério e
discussfes sobre diversos casos com colegas, principalmente os técnicos e residentes.

Assim, elucidou-se 0 comportamento adequado em um laboratério de
biosseguranca, a importancia e responsabilidade de se fazer a identificacdo
microbiolégica rapida e eficiente, o valor da comunicagcao entre a equipe e a importancia

do trabalho em grupo.
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