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APRESENTACAO E CRONOGRAMA DO CURSO

Ola, amigos do Estratégia Concursos, tudo bem?
E com enorme alegria que damos inicio hoje ao nosso “Curso Microbiologia
para Concurso Publico focado para o concurso da EBSERH 2019". Antes de

qualquer coisa, peco licenga para me apresentar:

- Thaiana Cirqueira: Sou professora do Estratégia Concursos desde 2016. Sou
Bacharel em Biomedicina pela Universidade Catdlica de Brasilia, Mestre em
Hemoterapia pela USP e Especialista em Direito Sanitario pela FIOCRUZ Brasilia.
Atualmente trabalho na Secretaria de Saude do Distrito Federal exercendo atividades
pertinentes as Analises Clinicas e Hemoterapia. Obtive aprovacdo em cinco concursos
na area de Analises Clinicas e espero que com a minha experiéncia consiga ajudar vocés
a alcancar o objetivo tao almejado da aprovacao.

Vejamos como sera o cronograma do nosso curso:

AULAS TOPICOS ABORDADOS
Introducao a microbiologia. Taxonomia, caracteristicas

morfo-tintoriais, fisiologia, patogenicidade e viruléncias
Aula 00 bacterianas. Coleta, transporte e recebimento de amostras

microbioldgicas. Meios de cultura. Métodos de coloracdo

para exames de microbiologia

Provas de sensibilidade a agentes antimicrobianos, Provas
Aula 01 bioquimicas de identificacdo bacteriana.
Aula 02 Bactérias de interesse clinico

Aula 03 \Virologia
Aula 04 Micologia Clinica

Espero que aproveitem bem este mddulo e que todos alcancem a aprovacgao!
Entao vamos 13?
Um grande abraco,

Thaiana Cirqueira
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CONCEITOS BASICOS EM MICROBIOLOGIA

Para darmos inicio aos nossos estudos, precisamos tracar um panorama geral
sobre o que é a microbiologia.

O que é a microbiologia?

Basicamente, a microbiologia é o estudo dos microrganismos e suas atividades,
a esses microrganismos damos os nomes de: bactérias, fungos, virus, algas e
protozoarios. Muitos desses microrganismos sao causadores de diversas patologias, e
foi ai que surgiu a microbiologia médica, que estuda os microrganismos patogénicos
responsaveis pelas doencas infecciosas. A microbiologia médica envolve o estudo da
bacteriologia, da virologia e da micologia.

Os agentes causadores de doencas infecciosas envolvem cinco principais grupos

de organismos: as bactérias, os fungos, os protozoarios, os helmintos e os virus.
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1 — ESTRUTURA DOS MICROORGANISMOS

As bactérias sdao organismos pertencentes ao Reino Monera, ja os fungos
(divididos em leveduras e bolores) sao pertencentes ao Reino Fungi, e os protozoarios
sao membros do Reino Protista, e os helmintos (vermes) sao classificados no Reino
Animalia. Essa classificacdo se baseia em diferencas apresentadas por esses
organismos.

Dessa forma, podemos citar diversas caracteristicas essenciais que cada um
desses organismos possui que os diferenciam uns dos outros. Por exemplo, as
bactérias, os fungos, os protozoarios e os helmintos sao organismos celulares, enquanto

0S virus sao organismos acelulares. Essas diferencas sdo baseadas em trés principais

critérios:

e Estrutural: Os virus ndo possuem citoplasma, por isso dependem das células
hospedeiras para promover a sintese proteica.

e Mecanismo de replicacao: Diferentemente das bactérias, que se replicam por
fissao bindria, os virus desorganizam-se, e produzem varias copias de seu acido
nucleico e proteinas, e depois se reorganizam em uma geracao de multiplos virus.
E ainda devem se replicar no interior de células hospedeiras, uma vez que sao
desprovidos de sistema de sintese de proteinas, como mencionado
anteriormente.

e Natureza do acido nucleico: O virus, diferentes das outras células que contém

DNA e RNA, eles possuem DNA ou RNA, mas nao ambos.

Além de todas essas diferengas, os organismos ainda sao classificamos em
eucariontes e procariontes. Os fungos e protozoarios sao microrganismos eucarioticos,
ja as bactérias sao microrganismos procariéticos. Essa diferenciacdo baseia-se na
presenca ou auséncia de nucleo. Os organismos eucarioticos sdo aqueles que
possuem carioteca (uma membrana que separa o material genético do citoplasma),
ja os procarioticos sdo aqueles que ndo apresentam carioteca. Além dessa diferenca,

0s procariotos e eucariotos se diferenciam por outras caracteristicas:

—1
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Watento!

As células eucariodticas apresentam organelas, como mitocondrias, lisossomos e
ribossomos, ja procariotos ndo apresentam organelas, apenas ribossomos
menores.

Os procariotos apresentam parede celular externa que contem peptideoglicanos,
ao contrario, as células eucaridticas ndao contem peptideoglicano, elas apresentam
uma membrana celular mais flexivel.

A membrana da célula eucariética contém esterois.

A maioria dos protozoarios e algumas bactérias sao médveis, enquanto os fungos

e 0s virus sao imoveis.

Na tabela abaixo temos um resumo das principais caracteristicas e diferencas entre

0S microrganismos citados acima.

y
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Tabela 1 — Comparacdo entre os organismos de importancia médica

CARACTERISTICA | VIRUS BACTERIAS FUNGOS PROTOZOARIOS/
HELMINTOS
CELULAS AUSENTES PRESENTES PRESENTES | PRESENTES
DIAMETRO 0,02-0,2 1-5 3-10 15-25
APROXIMADO (LEVEDURAS) | (TROFOZOITICOS)
(HM)?
ACIDO NUCLEICO | DNA OU RNA TANTO DNA | TANTO DNA | TANTO DNA COMO
COMO RNA COMO RNA RNA

RIBOSSOMOS AUSENTES 70S 80S 80S
TIPO DE NUCLEO | AUSENTE PROCARIOTICO | EUCARIOTICO | EUCARIOTICO
MITOCONDRIAS | AUSENTE AUSENTE PRESENTE PRESENTE
NATUREZA DA | CAPSIDEO PAREDE PAREDE MEMBRANA
SUPERFICIE PROTEICO E | RIGIDA, RIGIDA, FLEXIVEL
EXTERNA ENVELOPE CONTENDO CONTENDO

LIPOPROTEICO | PEPTIDEOGLI- | QUITINA.

CANO

MOTILIDADE NENHUM ALGUMAS NENHUM A MAIORIA
METODO DE | NAO POR | FISSAO BROTAMENTO MITOSE
REPLICAGAO FISSAO BINARIA OU MITOSE

BINARIA

Lembrando que essa foi uma pequena introducao sobre a microbiologia. Ao
decorrer do curso ainda falaremos diversos conceitos que serao extremamente
importantes para o nosso estudo. Entao, vamos ao primeiro tépico.

As analises das caracteristicas morfoldgicas das bactérias sdo importantes para
classificagao preliminar e para o conhecimento de algumas propriedades importantes

do ponto de vista industrial.
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2 — CARACTERISTICAS DAS BACTERIAS

Como ja falamos as bactérias sdao organismos unicelulares. Podem ser

encontrados de forma isolada ou em colbnias; sdo constituidos por uma célula
(unicelulares), nao possuem nucleo celular definido (procariontes) e nao possuem

organelas membranosas.

Morfologia: tamanho, forma e arranjos bacterianos

As bactérias sao variaveis quanto ao tamanho e quanto as formas que

apresentam.

e Tamanho:

> A unidade de medida das bactérias € o mm (micrometro) que equivale a 103
mm. Muitas bactérias medem de 2 a 6 mm de comprimento e 1 a 2 mm de
largura. Tamanho variavel: 0,1 - 0,2 m — 5,0 mm

e Morfologia das bactérias: formas e arranjos bacterianos

> As bactérias podem ser agrupadas em trés tipos morfoldgicos gerais: cocos,

bacilos e espiralados.

1) Formas de cocos (esféricas) — é o grupo de bactérias mais homogéneo em
relacao ao tamanho. Os cocos tomam denominacdes diferentes de acordo com

0 seu arranjo.

Micrococos - cocos.

Diplococos - cocos agrupados aos pares.

Tétrades - agrupamentos de quatro cocos.

Sarcina - agrupamentos de oito cocos em forma cubica.

Estreptococos - cocos agrupados em cadeias.

Estafilococos - cocos agrupados em grupos irregulares, lembrando

cachos de uva.
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(a) Coco: Methanococcus sp; (b) Diplococo: Neisseria sp (gonococo); (c) Tétrade:
Deinococcus sp; (d) Sarcina: Methanosarcina sp; (e) Estreptococo: Streptococcus sp e (f)
Estafiococo: Staphylococcus SP

2) Forma de bastonete - sdo células cilindricas em forma de bastonete;

apresentam grande variacdo na forma e no tamanho entre géneros e espécies.

Exemplos de bastonetes: (a) Halobacterium e (b) Salmonella, causadora

de aguda infecgao intestinal em humanos.

Microbiologia p/ EBSERH (Biomédico) Somente em PDF - 2020

, www.estrategiaconcursos.com.br



Thaiana Cirqueira
Aula 00

A PRESTEMAIS As células bacterianas cilindricas ou em
ATEN(;AO!! bastonetes (bacilos) nao apresentam a mesma

disposicao dos cocos, mas podem apresentar-se

isolados, aos pares (diplobacilos) e em cadeias (estreptobacilos). Em alguns casos esses
arranjos ndo constituem padrdoes morfoldgicos caracteristicos, mas é devido as etapas
de crescimento ou as condigdes de cultivo. De um modo geral, essas duas formas de
bactérias (cocos e bacilos) sdo as mais comuns entre as contaminantes nas industrias

de acucar e de alcool.
3) Formas espiraladas - caracterizadas por células em espiral; dividem se em:

e Espirilos - possuem corpo rigido e movem-se a custa de flgelos externos.

Ex.: Género Aquaspirillium.

e Espiroquetas - sdo flexiveis e locomovem-se geralmente por contracbes do

citoplasma, podendo dar varias voltas completas em torno do préprio eixo.

Ex.: Género Treponema.

Exemplos de bactérias com formas espiraladas: (a) espirilo e (b) espiroqueta Leptospira

interrogans, causadora da leptospirose.

Microbiologia p/ EBSERH (Biomédico) Somente em PDF - 2020
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TOME NOTA!

Além desses trés tipos morfoldgicos, existem algumas formas de transicdo:

e Bacilos muito curtos: cocobacilo.

e Unidades celulares que se assemelham a uma virgula: vibrido.

Formas bacterianas de transicdo: exemplos de vibrides (a) Vibrio cholerae,

causador da célera em humanos e (b) Vibrio vulnifius, agressiva bactéria carnivora.
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7 N HORADE
PRATICAR!

(AOCP- HRL-UFS - 2016 - Biomédico). Estudos identificam as bactérias
como seres unicelulares, constituidas basicamente de: membrana,
citoplasma e nucleo. Esse conjunto tem o nome de PROTOPLASTO. Além
disso, possuem outras estruturas que, apesar de importantes, hem sempre
sao encontradas em todas as bactérias como: parede, capsula, flagelos e
esporos. Assinale a alternativa INCORRETA a respeito do agrupamento das
bactérias (cocos).

(A) Isolados - Micrococos.

(B) Aos pares - Diplococos.

(C) Em cadeias - Estreptococos.

(D) Em cachos regulares — Estafilococos.

(E) Em grupo de quatro - Tetragenos.

Comentario: O erro dessa questdo esta em um detalhe, que pode ser uma
pegadinha para quem faz a questao correta ou despercebidamente, o erro
esta em cachos regulares no item d, o correto é falar que os estafilococos

sao cachos irreqgulares. Resposta: Letra D.

Estruturas externas da célula bacteriana

O tamanho, a forma e o arranjo das bactérias constituem sua morfologia, sua
aparéncia externa; a observacdo interna das estruturas celulares permite conhecer um

pouco o funcionamento da bactéria no ambiente.
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> Parede celular:

A parede celular é uma estrutura rigida que esta presente em quase todas as
bactérias e localiza-se acima da membrana citoplasmatica. Ela contém polimeros
complexos conhecidos como peptidioglicanos, que sao responsaveis pela sua rigidez. A
parede celular impede que a célula estoure em decorréncia do grande turgor, atua como
uma barreira de protecao contra determinados agentes quimicos e fisicos externos e
funciona como suporte de antigenos somaticos bacterianos.

As bactérias podem ser divididas em dois grandes grupos, com base na

capacidade de suas paredes celulares fiarem o corante violeta cristal:

PRESTE ~
atencao
as Gram-positivas (que coram em roxo) e as Gram-

negativas (que coram em vermelho).

ESCLARECENDO

A parede celular de bactérias Gram-positivas é composta basicamente por
peptideoglicano, que constitui uma espessa camada ao redor da célula. Outros
polimeros, tais como acidos lipoteicdicos e polissacarideos, também podem estar
presentes nessa camada.

Nas bactérias Gram-negativas o peptideoglicano constitui uma camada final,
sobre a qual se encontra outra camada, denominada membrana externa que é

composta por lipoproteinas, fosfolipidios, proteinas e lipopolissacarideos.
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O processo de coloragcdao de Gram é usado para classificar as bactérias em
Gram-positivas ou Gram-negativas, conforme fixam ou nao o corante. Essa
classificacdo é importante, pois as bactérias Gram-positivas sao mais sensiveis a

penicilina e a sulfa. Este processo de coloracao € um dos mais importante métodos

realizados em laboratorio de microbiologia.

> Flagelos:
Sdo organelas especiais (apéndices delgados) responsaveis pela locomocgdo das

bactérias. De acordo com o numero e distribuicdo dos flgelos, as bactérias podem ser
classificadas como: atriquias (sem flgelos), monotriquias (um unico flagelo), anfiriquias
(um flagelo em cada extremidade), lofotriquias (um tufo de flagelos em uma, ou ambas
as extremidades) e peritriquias (apresentando flagelos ao longo de todo o corpo

bacteriano).

> Pélos (Fimbrias):
Sdo apéndices fios, retos e curtos que estdo presentes em muitas bactérias Gram-
negativas. Sao encontrados tanto nas espécies mdveis como nas imdveis e, portanto,
ndao desempenham papel relativo a mobilidade. Os pelos originam-se de corpusculos
basais na membrana citoplasmatica e sua funcao parece estar relacionada com a troca
de material genético durante a conjugacao bacteriana (fimbria sexual) com a aderéncia

as superficies mucosas.

> Glicocalice:

E formado por uma substancia mucilaginosa ou gelatinosa (viscosa) e fia ligada
a parede celular como um revestimento externo. Se o glicocalice estiver organizado de
maneira definida e acoplado firmemente a parede celular, recebe o nome de capsula
(Figura 3.11); se estiver desorganizado e sem qualquer forma frouxamente acoplada a
parede celular, recebe o nome de camada limosa. O glicocdlice pode ser de natureza

polissacaridica ou polipeptidica (acido glutamico). O glicocalice desempenha papel

—13
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importante na infeccdo, permitindo que a bactéria patogénica se ligue a tecidos
especificos do hospedeiro. Acredita-se que o glicocalice possa proteger as bactérias da

dessecacao.
Fatores limitantes do crescimento bacteriano

A oferta de nutrientes é o principal fator que limita o crescimento bacteriano.
Outros fatores importantes no crescimento bacteriano sao: temperatura, pH,

disponibilidade de 02 e quantidade de agua.

e Temperatura - algumas bactérias crescem melhor em temperaturas baixas,
outras em temperaturas intermedidrias e outras em temperaturas altas. A
temperatura 6tima de crescimento é aquela em que o microrganismo cresce
mais rapidamente. Em temperaturas mais favoraveis para o crescimento, o nimero
de divisdes celulares por hora, chamada de taxa de crescimento, dobra para cada
aumento de temperatura de 10°C. Ha trés temperaturas importantes a conhecer:
minima, 6tima e maxima (nessa ultima as enzimas sao danificadas pelo calor e a célula
para de crescer). De acordo com a temperatura de crescimento, é possivel distinguir,
pelo menos, trés grupos fisioldogicos de bactérias: as psicrofilas tém temperatura
otima de crescimento entre 15 - 25°C; as mesofilas tém temperatura otima de
crescimento entre 25 - 459C; e as termofilas tém temperatura 6tima de crescimento
entre 45 - 80°C.

e pH - quanto a tolerdncia ao pH, as bactérias podem ser acidofilas,
neutrofilicas e alcalofilas. Normalmente, o pH 6timo é bem definido para cada
espécie e a maioria das bactérias ndo cresce em valores de pH acima ou abaixo de seu
pH étimo.

e Oxigénio - quanto a respiracdo, as bactérias podem ser: aerdbias estritas
(necessitam de 02 para crescer), anaerobias estritas (s6 crescem na auséncia de
02), microaerofilicas (precisam de 02, mas em pressdo inferior a atmosférica) e
anaerobias facultativas ou aerotolerantes (crescem na presenca ou auséncia de
02).
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e Agua - essencial a qualquer microrganismo; embora a necessidade seja

variada, somente enddsporos bacterianos podem sobreviver sem agua.

COLETA DE AMOSTRAS

A etapa da coleta da amostra é essencial para o sucesso da identificacdo do
patégeno. Por isso, devem-se coletar as amostras DIRETO do sitio de infeccdo. Além
disso, deve-se coletar a amostra no momento ideal em que o0 microrganismo
manifestara sua patogenicidade. O volume de material colhido deverd ser suficiente
para realizarmos todas as técnicas necessarias ao cultivo, mas sempre tomando
cuidado com a coleta de material excessivo.

Para realizarmos a coleta, utilizamos os swabs, pois sdo de facil manipulagao.

1 — LocAis DA COLETA

Em primeiro lugar, devemos sempre nos preocupar com o uso de equipamentos
de protecao individual (EPI’'s) adequados a essas atividades (luvas, mascaras).
Vamos destacar os principais sitios anatomicos de coleta de amostras:

1. Trato respiratério superior: A microbiota da boca, garganta e nasofaringe é bem
numerosa. Na maioria dos casos, os swabs de orofaringe sao realizados para isolar
estreptococos hemoliticos do grupo A, que causam faringite. Nesse sitio, devemos
coletar a amostra na cavidade oral, entre os pilares tonsilares e atras da avula.

2. Trato respiratério inferior: A coleta é feita direto do escarro das vias respiratérias
inferiores. A coleta do escarro deve ser feita preferencialmente pela manha, quando
0 paciente se levanta, e em jejum.

3. Trato urinario: Para coleta do trato urinario feminino, primeiro deve ser feito a
higienizagao no local, depois descartar o primeiro jato de urina e coletar o jato médio

da miccao em recipiente estéril.
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4. Trato genital: As culturas de amostras vaginais podem muitas vezes nao
apresentar resultados significativos. Em caso de vaginite supurativa, devem-se
montar laminas a fresco logo apds a coleta e examinar.

5. Sangue: O momento ideal para coleta de sangue é quando ocorre a bacteremia
(presenca de bactéria no sangue). As hemoculturas podem ser obtidas utilizando-se
agulha e seringa ou métodos de vacuo, como o sistema fechado. O local da puncao
deve ser descontaminado de forma adequada.

6. Lesdes cutaneas: Fazer a aspiracdao do material purulento localizado nas
profundidades da ferida com agulha e seringa estéreis.

7. Trato gastrointestinal: A confirmacgao laboratorial de uma infeccao intestinal
efetua-se, usualmente, pela deteccdo de ovos e parasitas, por montagens de
material fecal com solucdo salina ou iodada, ou isolando-se bactérias de amostras
de fezes.

8. Liquido cefalorraquidiano (liquor): Obtido por um medico neurologista, por

puncao lombar, apds desinfeccdao conveniente da pele e anestesia local.

Quando escolhemos um método de coleta temos que pensar em preservar os
microrganismos até a chegada ao laboratério. A coleta € um dos passos mais
importante do exame de microbiologia. Se a coleta for inadequada o resultado final sera

inadequado. Para uma coleta de qualidade é necessario:

Coletar o material do sitio de infeccdo com técnica de antissepsia adequada.

e Escolher o momento apropriado para a coleta do espécime clinico que propicie a
melhor chance de isolar o microrganismo causador da infecgao.

e Quantidade suficiente para realizagao dos exames solicitados pelo médico.

e Materiais de coleta e transporte adequados conforme amostra analisada.

e Sempre que possivel coletar amostra antes da administracao de antimicrobianos
no paciente

e A amostra sempre deve estar com identificacao completa do paciente. Nome,

data de nascimento, nimero de identificacdo do paciente, sitio de coleta, data e

hora da coleta.
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Apods a coleta, devemos garantir as condigcGes necessarias para 0 armazenamento e

transporte dessa amostra.

2 — TRANSPORTE DE AMOSTRAS

Os materiais coletados devem ser enviados para o laboratério em meios de
transporte adequados de acordo com o material em estudo. Abaixo segue uma tabela
com o meio de transporte, uma pequena descricao e 0 respectivo material a ser

analisado:

Tabela 02- Tipos de meio de transporte com o respectivo material a ser transportado.

©

Meio de Transporte
Frasco de coleta com boca larga

e com tampa de rosca.

Swabs com meio de Stuart ou

Amies.

Swabs com meio de Stuart ou

Amies com carvao.

Meio de Cary-Blair

Meio de transporte pré-reduzido

Material

Urina, fezes e escarro.

Isolamento de bactérias aerobias e

anaerobias facultativas.

Isolamento de bactérias aerodbias e

anaerobias facultativas.

Principalmente gonococos,

hemofilos e pneumococos.

de

isolamento de enteropatdégenos.

Conservantes fezes para

Isolamento de bactérias anaerobias
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Meio TSA em tubo Envio de cepas para exames
complementares ou para
confirmacdo em laboratérios de

referéncia.

Os meios de transporte preservam a viabilidade dos microrganismos nas
amostras, mas evitam a proliferacao bacteriana.

Coleta e/ou transporte inadequado podem ocasionar falhas no isolamento do
agente etiolégico causador da doenca.

Para cada material em andlise existe critérios diferentes para o melhor e mais
adequada realizacdo do exame. A tabela abaixo é um esquema com cada material, o

tempo de envio ao laboratério, estabilidade da amostra e temperatura de transporte:
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Tabela 3- Tipos de amostras com os critérios necessarios para transporte.

Tipo de Material de Tempo e Estabilidade | Temperatura
amostra coleta temperatura | da amostra de
até envio ao transporte
laboratorio
Seringa <2hemTA <24h TA
refrigerada
Swab com < 8hemTA <24h TA
meio de refrigerada

transporte e

lamina para
Gram
Swab sem Imediatamente | Nao aplicavel TA
Aspirado e meio de
exsudatos transporte e
lamina de
Gram
Escarro Frasco estéril <2hemTA <24h TA
refrigerada
Secrecgao Frasco estéril < 2hemTA <24h TA
Traqueal refrigerada
Lavado Frasco estéril <2hemTA <24h TA
Broncoalveolar refrigerada
Swab com <12hem TA <24h TA
meio de
transporte e em TA
Nasal lamina de
Gram
Tudo estéril <2hemTA <24h TA

refrigerada
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Liquidos Frasco de <12hemTA | <24hem TA TA
Organicos hemocultura,
(pleural, método
peritoneal, automatizado
ascitico, Frasco de <2hemTAou | <12hem TA TA
dialise, hemocultura, 12h a 35+/-
pericardico, método 2°C
sinovial) manual
Frasco de <12hem TA <12h em TA TA
hemocultura,
meétodo
automatizado
Frasco de <2hemTAou | <12hem TA TA
Sangue e hemocultura, | 12h a 35+/-
Medula dssea método 20C
manual
Tubo ou <2hemTA <24h TA
frasco refrigerada
Fragmentos de contendo
bidpsia, tecido solucio
€ 0sso fisioldgica
esteéril
Frasco estéril < 1lhemTA <24h TA
seco refrigerada
se coloca em
meio
conservante
Fezes Com <12h TA ou <48h TA
conservante | 24h refrigerada | refrigerada
Liquor Tubo estéril | Imediatamente, <24h TA

TA

refrigerada

A €
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Cateter Tubo estéril <lhem TA <12h TA
refrigerada
Raspado da Swab fino <2h em TA <24h em TA TA
conjuntiva com meio de
transporte
Raspado de Semeadura <2hemTA <12hem TA TA
coérnea diretamente
em meio
adequado
Fluido vitreo Seringa com | Imediatamente <12h TA
ponta em TA refrigerada
protegida ou
frasco de
hemocultura
Urina de jato | Frasco estéril <2hem TA < 24h Refrigerada
meédio refrigerada
ou
Até 12h
refrigerada
Esperma Frasco estéril <2h em TA <12h TA
refrigerada
Vol. > 2ml, < 3hemTA <12h TA
seringa com refrigerada
ponta
bloqueada,
sem bolha de
ar
T e Frasco de < 12hem TA <24h em TA TA
e hemo,cultura,
meétodo
automatizado
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Frasco de <2hem TAou | <12hem TA TA
hemocultura, | 12h a 35°C +/-
meétodo 2°C
manual
Vol. <1ml, < 30 min. em <1lh TA
seringa com TA refrigerada
ponta
bloqueada,
sem bolha de
ar

Sendo TA = temperatura ambiente.

3 — RECEBIMENTO DE AMOSTRAS

O recebimento das amostras é uma etapa fundamental para um exame de
gualidade. O primeiro passo a ser realizado é a inspecao visual para aceitacao das

amostras. Deve-se observar:

e Se a amostra esta identificada (nome do paciente, sitio anatébmico, data e hora
da coleta).

e Se o volume é adequado e suficiente para realizacao dos exames.

e Se a amostra foi coletada nos meios de transportes adequados.

e Se a amostra é apropriada para o exame solicitado.
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Lembrando, que é recomendavel que todo o processamento seja
feito em cabine de segurancga bioldgica, utilizando equipamentos

de protecao individual, conforme normas de biosseguranca.

MEIOS DE CULTURA

O gue sao os meios de cultura?

Sdo os meios destinados para reproducdo, isolamento e analise dos
microrganismos de interesse médico. Nesses meios, é utilizado um conjunto de

substancias que sdo capazes de promover o crescimento bacteriano de laboratoério in

vitro.

Os meios de cultura precisam de alguns suprimentos que irao permitir o
crescimento dos microrganismos, como fonte de carbono e nitrogénio, fonte de energia,
sais minerais, fatores de crescimento, condigOes fisicas (pH, temperatura, pressao
osmatica), e condicdes ambientais favoraveis (ambiente estéril).

Bom, para escolhermos qual sera o meio mais adequado, vamos analisar as

caracteristicas que cada um apresenta.
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Primeiro, precisamos classificar os meios de cultura quanto ao estado fisico, quanto

a procedéncia dos constituintes e quanto a composigao quimica.

p

Estado fisico: Podemos classificar os meios em sélidos, quando contém agentes
solidificantes, principalmente Agar (1,00 a 2,00%; semi-sélidos, quando a
guantidade de Agar e ou gelatina é de 0,075 a 05%, formando uma consisténcia
intermediaria; e liqguidos, quando ndo possuem agentes solidificantes,
apresentando-se como um caldo. O crescimento bacteriano, nesse meio, muda
seu

aspecto, ou seja, o meio sofre uma turvacgao.

Procedéncia dos constituintes: S3o definidos como naturais ou complexos

quando sdo utilizados ingredientes que possuem composicdao quimica nao
definida, como extratos de vegetais (malte, tomate, amido de tubérculos), de

animais (carne, cérebro, figado) e de microrganismos. Quando sao utilizados
ingredientes quimicamente definidos chamamos de artificiais ou sintéticos. Os
artificiais ou sintéticos sdao aqueles que oferecem suprimentos exigidos pelos
microrganismos para favorecer seu crescimento, como nitrogénio, sais minerais,

vitaminas, dentre outros.

Composicao quimica: S3o divididos em meios basicos ou especiais. Os basicos
permitem o crescimento microbiano, mas sem satisfazer nenhuma condicao
especial. J& os especiais, sao aqueles que cumprem as exigéncias

necessarias para que determinado microrganismo cresca naquele meio.
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= Mas professora, o que é o agar?

O agar, também conhecido como agar-agar ou agarose, € um hidrocoléide
fortemente gelatinoso. E bastante empregado em microbiologia para producdo de meios
de culturas solidos. O meio de cultura é feito a partir do agar adicionado outros
componentes especificos para cada tipo de microrganismo, pois estes possuem

diferentes necessidades nutricionais.

\
“ N HORA DE
PRATICAR!

(AOCP- EBSERH/HC-UFG - 2015). Meios de cultura podem ser sélidos,
semissolidos ou liquidos. O componente mais utilizado para a solidificacao

de meios de cultura estéreis é o:

A) &lcool 70%.
" B) xilol. |
i C) agar-agar. i
i D) formol. i
i E) Metanol |

Comentario: O componente utilizado nos meios de cultura é o agar-agar,
um hidrocoloide que forma base gelatinosa dos meios de -cultura.

Resposta: Letra C
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Principais tipos de meio de cultura:

Podemos dividir os meios de cultura em varios tipos. Vamos relacionar aqui
aqueles mais cobrados em prova e que s3ao 0s mais importantes na andlise

microbioldgica.
Podemos dividir os meios em:

e Meios para transporte/conservagao;

e Meios de crescimento (enriquecidos ou nao);
e Meios de enriquecimento;

e Meios seletivos;

e Meios diferenciais;

e Meios cromogénicos;

dinha!

Vamos nos atentar para cada caracteristica que diferencia os meios apresentados,

pois as bancas costumam cobrar bastante a composigao e a definicao de cada meio!!!
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Meios de transporte/conservacao:

Sao 0os meios que preservam a viabilidade dos microrganismos nas amostras
coletadas, além de minimizarem a proliferacdo bacteriana. Em geral, sdo meios
semissolidos para evitar a dissecacao da amostra e sao meios que ndo possuem fonte
de carbono, para evitar que ocorra uma multiplicacao bacteriana, interferindo no

resultado do exame.

e Amies: modificacdo do Stuart: O Stuart € um meio que utiliza glicerosfato de
sodio, porém, ele permitia o crescimento de contaminantes, por isso, foi criado
o meio Amies, que utiliza fosfato inorganico para eliminar o crescimento de
contaminantes.

e Cary-Blair: é o meio utilizado para transporte e preservacao de amostra de
fezes para cultura. Nesse meio, existem componentes que promovem O
tamponamento da amostra, mantendo as bactérias vidveis e impedindo sua
multiplicacdo. Conserva a maioria dos enteropatégenos especialmente Vibrio
cholerae e Campylobacter spp.

e TSB (Caldo Soja Tripticaseina): é o meio de cultura utilizado para o

crescimento de bactérias em geral, pois possui peptonas na formula, que é
altamente nutritivo para os microrganismos.

e Skim-Milk: é utilizado para preservacao de microrganismos e recomendado
para o cultivo e enumeragao de microrganismos encontrados na industria de

lacticinios.

Microbiologia p/ EBSERH (Biomédico) Somente em PDF - 2020
www.estrategiaconcursos.com.br

©




Thaiana Cirqueira
Aula 00

Meios de crescimento:

Sao classificados em: liquidos, solidos e semissélidos;

Vamos comecar pelos meios liquidos:

e Caldo BHI (Brain Heart Infusion): € composto por nutrientes de cérebro e

coracao de gado, peptona e dextrose, sao utilizados para cultivo de

estreptococcos, pneumococos, meningococos, enterobactérias, nao

fermentadores, leveduras e fungos.

e TSB (Triptic Soy Broth): € um meio nao enriquecido utilizado para o

crescimento de bactérias em geral.

Meios de enriquecimento:

Sao aqueles meios liquidos ricos em nutrientes que permitem que as bactérias
contidas na amostra coletada crescam quantitativamente. Apesar de serem meios que
estimulam o crescimento de determinados microrganismos, podem inibir o

crescimento de outros.

e Caldo Tetrationato de Kauffman: € um meio composto por sais de bile que

impedem o crescimento de bactérias gram-postivas, e iodo, que cria um
ambiente favoravel para o crescimento de espécies fecais. E um meio de
enriqguecimento para Salmonella.

e Selenito-Cistina: ¢ um meio utilizado para inibir o crescimento de

estreptococos e coliformes fecais e permite o crescimento de Salmonella.
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e Caldo Tioglicolato: ¢ um meio de enriquecimento para Clostridium

perfringens.

NAO

CONFUNDA!

ATENCAO!!! Cuidado para NAO confundir os MEIOS
ENRIQUECIDOS com os MEIOS DE ENRIQUECIMENTO!!! Os
meios de enriquecimento, como os caldos tetrationato de
Kauffman e selenito possuem produtos seletivos ou

proporcionam SOMENTE o crescimento de determinado

Meios seletivos e diferenciais:

Os MEIOS SELETIVOS sao aqueles que permitem selecionar e isolar organismos
especificos que estdao misturados com outros em uma

mesma amostra, através da adicao de inibidores que

ESTA CAl irao impedir o crescimento de organismos nao

Na Prova! desejados e favorecer o crescimento daqueles
organismos que se deseja isolar. Um exemplo disso é

adicionar Cristal-Violeta que impede o crescimento de

Gram-positivos, e favorece o crescimento de Gram-negativos. Também é bastante

comum adicionar antibidticos que irdo agir sobre as bactérias sensiveis e ndo terao

efeito sobre as bactérias resistentes.
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Os MEIOS DIFERENCIAIS sdo meios que devido a adicdo de alguns reagentes
ou substancias resultam em um tipo de crescimento ou reacao especifica, o que
permite estabelecer diferencas entre microrganismos muito parecidos. Por
exemplo, a incorporacao de lactose e de um indicador de pH: fermentadores ou
nao deste aclcar nos permite diferenciar as bactérias lactose (+) e lactose (-), pois

elas formam cores distintas.

&

O meio Eosina Azul de Metileno (EBM) ¢é

diferencial para coliformes; O Agar MacConkey para a
diferenciacao de enterobactérias; e o Agar sangue e Agar
Baird-Parker para isolamento e diferenciacao de cocos

Gram positivos.

PRESTE ~
atencao
Vamos estudar as caracteristicas principais de cada meio e

assim escolher corretamente qual meio serd utilizado para o cultivo de cada amostra.

e Agar Sal manitol: meio seletivo usado para o isolamento de estafilococos

patogénicos. Nesse meio tem caseina e tecido animado, extrato de carne, manitol,
sais e vermelho fenol. Os principais patdégenos isolados nesse meio é o S. aureus,
que crescem na presenca de sais e fermentam manitol, produzindo colbnias

amarelas neste meio.

Microbiologia p/ EBSERH (Biomédico) Somente em PDF - 2020

, www.estrategiaconcursos.com.br



Thaiana Cirqueira
Aula 00

- Placa de Agar Sal manitol utilizado para diferenciar S. aureus e
0 S. ndo aureus, ja que o S. aureus fermenta manitol, acidificando

0 meio que passa de rosa para amarelo.

e Agar SS: Possui componentes (sais de bile, verde brilhante e citrato de sédio) que
inibem microrganismos Gram-Positivo. E meio seletivo para deteccdo de Salmonella
e Shighella, em culturas entéricas. Encontramos nesse meio extrato de levedura com
xilose, lisina, lactose, sucrose, desoxicolato de sddio, tiossulfato de sodio, citrato de
ferro amoniacal e vermelho de fenol. Quando o meio de cultura forma col6nias rosa
€ porque possui a presenca de microrganismos que fermentam a lactose, sacarose

ou Xilose. A Shighella nao fermenta esses carboidratos, portanto, formam COLONIAS

TRANSPARENTES. A Salmonella, na presenca de citrato de ferro amoniacal, formam
COLONIAS PRETAS!! Sendo possivel diferenciar Salmonella e Shighella. ANOTA Al
QUE ESSA CAI NA PROVA!

ESTA CAl
E Z na prova!

- Agar SS: a E. coli fermenta lactose

alterando o meio para rosa. A

Shigella nao fermenta lactose e nao
Escherichia coli Salmonella Shigelfa altera a C0|Orag50 do meiol
formando coldnias transparentes. E a Salmonella nao fermenta lactose, mas reagem

formando gas sulfeto, alterando a cor do meio para colonias pretas.
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Agar Eosin Methylene Blue (EMB): Ligeiramente seletivo (inibe Gram positivas em

determinado grau) e indica fermentacdao de lactose (meio indicador). As colonias
fermentadoras apresentaram coloragao azul/preto, as que nao sao fermentadoras irao
apresentar coloracao roxo claro ou sem cor. A principal indicagao para o uso desse meio

é diferenciacdo dos coliformes.

- EMB: utilizado para diferenciar
enterobactérias gram-negativas. Os coliformes
produzem colbnias pretas-azuladas. A E. coli

fermenta rapidamente a lactose, formando

colbnias verde metalizado.

E. coli K. preumoniae

Agar MacConkey: meio seletivo para bactérias Gram-negativas e diferencial para

bactérias fermentadoras e nao fermentadoras de lactose. A composicdo do Agar
MacConkey envolve peptonas, sais biliares, lactose, vermelho neutro e cristal violeta.
Os sais biliares e o cristal violeta presentes no meio inibem bactérias Gram-positivas.
As bactérias fermentadoras de lactose produziram acidos que alterando a cor do

meio para vermelha.

Agar MacConkey: utilizado para diferenciar bactérias fermentadoras

e nao fermentadoras de lactose. As bactérias que fermentadoras

alteram a coloragao do meio para rosa.

Agar Sangue: possuem dois principais componentes: um meio base (p. ex: triptona de

soja, infusdo de coracdo e cérebro, base Brucella); e sangue (de carneiro, cavalo ou
coelho). Nesse meio podem ser adicionados outros suplementos que vao permitir

4

alcancar um maior leque de microrganismos. E um meio utilizado para a diferenciagao
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de Streptococcus spp. e Staphylococcus spp, pela formacao de halos de hemdlise
nitidos.

Agar chocolate: E um tipo de Agar sangue modificado. No Agar sangue temos a
presenca de sangue, claro né? Entdo, quando o sangue ou a hemoglobina sdo
adicionados ao meio base ainda quente, 0 meio passa a ser marrom (por iSSo 0 nome
de Agar chocolate :D). Esse meio favorece o crescimento da maioria das bactérias,

incluindo algumas que nao crescem em Agar sangue.

Agar chocolate

Agar Sangue
, Agar Sangue com a presencga de E. coli e

Agar chocolate que permite o crescimento
de diversas bactérias como Haemophilus,

Neisseria e Moraxella.

Agar Mueller-Hinton: meio utilizado para teste rotineiro de suscetibilidade das

bactérias. A sua composicao é de extratos de carne e caseina, sais, cations divalentes

e amido soluvel.

Caldo tioglicolato com indicador: Esse meio possui indicadores, a resazurina e azul de

metileno. Esses indicadores avaliam a presenca de bactérias aerdbias, pois possuem
um alto potencial de oxidacdo. Além dos aerdbios, avalia a presenca de

microaerofilos e anaerobios.

Caldo tioglicolato sem indicador: Usado para cultivo de microrganismos anaerobios.
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| I
7 N HORADE
PRATICAR!

(CESPE- HEMOBRAS). O meio denominado &gar-sangue é um meio
considerado basico, visto que contém substancias que inibem o
desenvolvimento de determinados grupos de microrganismos,

permitindo o crescimento de outros.

Comentario: O meio de Agar sangue, € um meio rico em nutrientes, que

possibilita condicdes de crescimento para a maioria dos microrganismos.

Resposta: Errado.

Meios cromogénicos:

Eles permitem a identificacdo dos microrganismos baseada nas diferentes
coloracoes das colonias, causada pelas reagdoes enzimaticas da espécie ou género
especifico com os substratos que foram incorporados no meio de cultura. Esses meios
permitem a identificacao direta dos principais uropatégenos (Escherichia coli, Klebsiella

pneumonie, Proteus mirabilis e Enterococcus spp), em 24 horas apds incubagao.

Pronto, finalizamos nossos estudos sobre os meios de cultura! Lembrando que os
meios de cultura devem ser armazenados em locais adequados. Para armazenar por
um periodo curto, as culturas podem ser mantidas a temperatura de refrigeradores (4
a 10°QC).
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Depois de estudarmos todos esses tipos de meios de cultura, fica a seguinte

pergunta: Qual a importancia e por que temos tantos meios de cultura disponiveis?

A resposta é simples, a escolha para o processamento inicial das amostras é muito
importante e esta condicionada a flora patogénica do local da coleta. Em geral,
se utiliza mais de um meio porque a maioria das doencas sdao causadas por uma
variedade de organismos, entao & importante que o laboratério de diagndstico seja
capaz de selecionar os meios apropriados para o isolamento dos microrganismos mais
comuns e selecionar meios especializados quando o clinico suspeitar de um organismo

especifico.

RESUMINDO

%52 tome notal!

4

E um meio que por adicao de algum
componente permite o crescimento
somente de um determinado tipo de
bactéria, inibindo o crescimento de

Meio de cultura seletivo
outras bactérias.

E um meio que contém substancias
que permitem estabelecer
diferencas presuntivas entre as
Meio de cultura diferencial bactérias possibilitando distingdo
dos  géneros. Evidencia-se a
mudanca de coloracao ou

morfologia da coldnia.
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S3ao os meios mais frequentes empregados nas rotinas de laboratérios de

microbiologia:

o Agar Sangue (AS):
Finalidade: meio ndo seletivo e diferencial que permite o crescimento de bactérias

gram-negativas e gram-positivas, além de permitir a visualizacdo de hemolise.

o Agar Chocolate (CHOC):
Finalidade: meio nutritivo que permite o crescimento da maioria das bactérias,

especialmente Haemophilus influenzae e Neisseria gonorrhoeae.

¢ Thayer-Martin (TM):
Finalidade: meio seletivo utilizado para isolamento de Neisseria gonorrhoeae e

neisseria meningitidis. Inibe a maioria das outras bactérias.

¢ MacConkey (MC):
Finalidade: meio seletivo e diferencial que permite o crescimento de gram-negativos,
realizando o teste de lactose, positiva ou negativa. Inibe o crescimento das bactérias

gram-positivas.

e FEosin Methilene Blue (EMB):
Finalidade: Meio seletivo e diferencial que permite o crescimento de gram-negativos,
realizando a diferenciacao em lactose positiva ou negativa. Inibe crescimento de

bactérias gram-positivas.

e Salmonella-Shigella (SS):
Finalidade: Meio seletivo e diferencial para o isolamento das bactérias Salmonella

spp. e Shigella spp. Detecta a producao de H2S.
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e Colistin Nalidixic Agar (CNA):

Finalidade: meio seletivo para estreptococos e enterococos. A colistina inibe as

bactérias gram-negativas e o acido nalidixico o véu de Proteus spp.
e Caldo Tioglicolato (THIO):

Finalidade: meio de enriquecimento que favorece o desenvolvimento da maioria das

bactérias. Meio liquido!

e Cystine Lactose Electrolyte Deficient Agar (CLED):

Finalidade: meio que permite o crescimento tanto de bactérias gram-negativas como
gram-positivas. Devido a sua composicdo deficiente em eletrdlitos, ha inibicao do
véu de Proteus spp. Utilizado nas amostras de urina.

e Caldo Tetrationato (TETRA):

Finalidade: meio de enriquecimento para Salmonella spp.

e Caldo Todd-Henwitt (TODD):

Finalidade: meio de enriquecimento suplementado com acido nalidixico e
gentamicina ou colistina para o isolamento de estreptococos.

e Cromoagar (CROMO):

Finalidade: Meio cromogénico (aquele que muda a col6nia de cor conforme a bactéria

em questao) - disponivel para cultura de fezes, urina, vigilancia epidemiolégica,

cultura para Candida spp. e pesquisa de resisténcia de alguns antibiéticos.
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Ja vimos como é feita a coleta das amostras, j@ vimos como selecionar o meio
adequado para cultivo e crescimento dos microrganismos, e agora iremos estudar as

técnicas de semeio nas placas de Petri. Entdo, vamos comecar!

TECNICAS DE SEMEADURA EM PLACAS DE PETRI

e Esgotamento de Alga

Técnica usada fundamentalmente para se isolar colonias. Consiste em depositar
sobre um ponto da superficie do meio uma aliquota do material e depois espalha-lo

em trés a quatro setores, com o auxilio de uma alca bacterioldégica, sem recarrega-

la com mais material afim de que progressivamente a quantidade do material seja

menor na placa, assim proporcionando col6nias isoladas.

Imagem 6 - Exemplificacdo da Técnica de Esgotamento de Alga
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e Spread-plate/distensao/varredura de campo:

O objetivo desta técnica é obter um crescimento uniforme e confluente ou para
contagem de colbnias bacterianas. E bastante utilizado nas técnicas de
antibiograma, cultura de urina, aspirado traqueal e lavado bronquico. Com uma alga
bacterioldgica faz um risco no meio da placa e depois movimentos de zig-zag nos

dois sentidos.

Imagem 7 - Exemplificagdo da Técnica Varredura de Campo.

COLORAGAO PARA MICROSCOPIA

Bom, como o proprio nome diz, a coloracgao significa corar os microrganismos com
uma substancia que ird enfatizar certas estruturas e assim permitir a sua identificacdo.
Essas substancias sdo conhecidas como corantes. Mas para que os corantes facam sua
funcao, precisamos primeiro fixar (aderir) os microrganismos a lamina. Para isso, é
feito um esfregago do material na lamina e depois deixar secar. Sé depois da lamina

seca que podera ser feito o processo de coloragao.

Eita, vamos por partes!
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1- PREPARO DE ESFREGACO

Como é feito a preparacao do esfregaco?

Com o auxilio de uma alga bacterioldgica, apds flambada em chama de bico de
Bunsen até ficar na cor rumbro (esperar esfriar para ndo matar as bactérias!), depositar
o material em estudo sobre uma lamina limpa realizando um movimento
homogeneizador.

Nos casos de amostras em swab utilizar para suspender uma pequena quantidade
de solucao fisioldgica estéril para realizar o esfregaco em lamina.

Ja nas amostras de aspirado, exsudatos, escarros e fezes lembrar de selecionar
a parte mais purulenta para a realizacao do esfregaco, e ter o cuidado de espalhar a
amostra em 34 da lamina para formar um fino esfregaco.

Deve-se deixar secar ao ar e fixar no calor brando. A fixacao pelo calor devera

ser entre 45 a 60°C.
N
HPDIRQ‘“}-J\ETICAR!

(AOCP - EBSERH/HE-UFSCAR). Um técnico deve preparar uma lamina
utilizando a técnica de coloracdo de gram. Antes da coloracdo, ele coloca
uma gota do material contaminado com bactérias sobre a lamina, espera
secar e realiza a técnica de coloracdo. Ao final, o técnico realiza o exame da
lamina no microscopio e percebe que ndo ha material na lamina. Isso

ocorreu porque:

A) ndo ha bactérias gram positivas ou negativas no material examinado.
B) o técnico nao utilizou laminula durante a coloragao.

C) a coloracao de gram pode ter lisado a parede das bactérias.

D) o técnico ndo realizou a fixacao do esfregaco antes da coloracao.

E) o material necessita ficar em repouso por um dia antes da coloragao.

Comentario: A fixacdo em calor é um passo fundamental na realizacao

do preparo de uma lamina, logo, provavelmente quando houve o processo
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Depois de preparado o esfregaco, iniciaremos a nossa coloragao. Aqui, vamos

abordar os dois tipos de coloragao mais utilizados.

2- COLORACAO DE GRAM

A coloracao de Gram foi desenvolvida em 1884 pelo bacteriologista dinamarqués
Hans Christian Gram, dai o nome coloracao de Gram :D. Esse método as bactérias em
dois grandes grupos: as bactérias gram-negativas e as bactérias gram-positivas.
Mas para entendermos a coloracdao de gram, precisamos diferenciar as bactérias em

gram-negativas e gram-positivas.

tome notal

7

A principal diferenca entre as bactérias gram-negativas e gram-positivas é a
composicao da parede celular. Basicamente, a parede celular de uma bactéria é
uma estrutura complexa e semi-rigida, responsavel pela forma da célula. E ai,
vamos ver as diferencas entre a parede celular das bactérias gram-negativas e gram-

positivas:

e Gram-positivas: A parede celular das bactérias gram-positivas consiste de

muitas camadas de peptideoglicano que formam uma estrutura espessa e
rigida. Além dos peptideoglicanos, a parede celular das gram-positivas contém
acidos teicdicos, que consistem basicamente em um alcool (glicerol ou ribitol)
e fosfato;

e Gram-negativas: Em contraste, a parede celular das bactérias gram-negativas

contém somente uma camada fina de peptideoglicano, mas apresentam uma
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Peptidoglicano (mureina)

Estrutura da parede
celular de bactéria
Gram-positiva

membrana externa lipidica que nao estd presente nas gram-positivas. E
diferente das gram-positivas, na parede celular das gram-negativas nao

contém acidos tedicos;

Resumindo

A parede celular das bactérias gram-negativas é quimicamente mais
complexa, porque possui maior quantidade de aminoacidos e lipideos. A
membrana externa presente nas bactérias gram-negativas ndo fornecem uma
barreira para todas as substancias no ambiente, pois os nutrientes devem
atravessa-la para manter o metabolismo da célula. O componente
lipopolissacarideo (LPS) da membrana externa das bactérias gram-negativas atua

como antigenos e sao Uteis para diferenciar as espécies das bactérias.

Acido Telcdico

Lipopolissacarideo
§ #t ¥% 4% $¢ F2 3% 3%

}Pmdoulum Estrutura da

upeprateina —_, 4 | parede celular de
Membrana celular  'eplidoglicanc (murelns) =% hatéria Gram-

negativa lbrana celular

lede celular

y
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INDO
mais fundo

O peptideoglicano ¢ um dissacarideo (acgucar) repetitivo unido por polipeptideos
(aminoacidos) para formar uma rede que circunda e protege toda a célula. A porgao
dissacaridica € composta de monossacarideos denominados N-acetilglicosamina

(NAG) e acido N-acetilmuramico (NAM), que estao relacionados a glicose.

Estrutura quimica do pepetidioglicano

N-acetilglucosamina Acido N-acetilmuramico

A

i A v —

‘HOH CH,OH

|
g e
b Bty W4 4 5
J (Jll ”l‘l 78N ,,./ﬂ‘
|
H NH
I
C=0
| HC ponto de
CH. ataque
3 da
| lisozima
peptido
PEPTIDOGLICANO

Agora que sabemos as diferencas entre as bactérias gram-negativas e gram-
positivas, entenderemos o principio da coloracao de Gram.

A coloracao de Gram se baseado nas diferencas estruturais da parede celular das
bactérias gram-negativas e gram-positivas, e como cada uma reage aos varios
reagentes.

O corante principal é o violeta de genciana, que cora as células de purpura, ja

que o corante entra no citoplasma de ambos os tipos de células. Quando o iodo é
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aplicado, ele forma cristais com o corante, e ai em seguida, aplica-se o alcool, que
ird desidratar o peptideoglicano das células gram-positivas, tornando assim as células
mais impermeaveis ao cristal violeta-iodo. Ao contrario, nas bactérias gram-negativas,
o alcool dissolve a membrana externa, fazendo com que o corante violeta-iodo entre

dentro da membrana, e ai as bactérias gram-negativas ficam incolores com a lavagem

de alcool,

@ Resumindo

e com a adicao do corante safarina

CARACTERISTICAS GRAM-POSITIVA GRAM-NEGATIVA

REACAO DE GRAM RETEM O CORANTE VIOLETA | PODE SER DESCORADO PARA
DE GENCIANA E CORA-SE DE | ACEITAR CONTRACORANTE
VIOLETA ESCURO OU | (SAFARINA) E CORA-SE DE
PURPURA. VERMELHO.

CAMADA DE | ESPESSA (MULTIPLAS | FINA (CAMADA UNICA)

PEPTIDEOGLICANA CAMADAS)

ACIDOS TEICOICOS PRESENTES EM MUITAS AUSENTES

ESPACO PERIPLASMICO AUSENTE PRESENTE

MEMBRANA EXTERNA AUSENTE PRESENTE

CONTEUDO DE | NENHUM ALTO

LIPOPOLISSACARIDEO (LPS)

CONTEUDO DE LIPIDEOS E [ BAIXO (AS BACTERIAS | ALTO (DEVIDO A PRESENCA

LIPOPROTEINAS ALCOOL-ACIDO DA MEMBRANA EXTERNA)
RESISTENTES POSSUEM
LIPIDEOS UNIDOS A
PEPETIDEOGLICANA)

RESISTENCIA A RUPTURA | ALTA BAIXA

FISICA

INIBICAO POR CORANTES | ALTA BAIXA

BASICOS

p
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Vamos falar detalhadamente como é feito o processo da coloracao de Gram.

Procedimento da coloracdao de Gram:

. Coloca-se sobre o esfregaco realizado um corante basico purpura, normalmente

é o corante violeta de genciana, essa etapa constitui a coloragcao primaria;

. Apés um minuto, lavar rapidamente com agua destilada;

. Cobrir a lamina com solucdo de lugol (iodo) por um minuto;

. Ap6s um minuto, lavar em agua destilada;

. Apos a lavagem, lavar a lamina com alcool-acetona ou alcool absoluto por 15

segundos, e em seguida lavar com agua correte;

Em seguida, cobrir a lamina com fucsina de gram ou safarina e aguardar por

30 segundos;

. Apés essa etapa, lavar a lamina com agua destilada e deixar secar;
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7 N HORADE
PRATICAR!

(AOCP - EBSERH/HC-UFG - 2015). Para executar a coloragao de Gram,

utiliza-se, respectivamente, os seguintes componentes:

A) violeta de metila, lugol, alcool-cetona e Giemsa.

B) violeta de metila, lugol, azul de metileno, e safranina.
C) iodo, alcool-cetona e safranina.

D) giemsa, lugol, alcool-cetona e safranina.

E) cristal violeta, lugol, alcool-cetona e safranina.

Comentario: Moleza né!? O protocolo de coloracao pelo método de gram
segue a seguinte sequéncia: cristal violeta, lugol, alcool-acetona e safranina

(ou fucsina). Resposta: Letra E.

O que acontece no processo de coloracao de Gram?

Quando utilizamos o corante violeta de genciana e depois lavamos com a solugao
de iodo (lugol), forma-se um complexo entre os dois de coloracao escura,
chamado iodopararosanilina. Esse complexo é fortemente retido nas bactérias
Gram-Positivas e o alcool ndo consegue remover esse complexo, ja nas bactérias
Gram-negativas, esse complexo é removido pelo alcool. Quando realizamos a
segunda coloracdo, com safarina ou fucsina, as bactérias Gram-Negativas
apresentardao coloracao avermelhada, porque elas retém o contracorante,
enquanto as Gram-Positivas apresentam coloracao roxa, porque elas

conservam o primeiro corante.
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Violeta de Genciana Lugol (lodo) Alcool Absoluto Fucsina
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3 — COLORACAO DE ZIEHL-NEELSEN

Outro tipo de coloracao utilizada na pratica clinica foi desenvolvida pelo
bacteriologista Franz Ziehl e pelo patologista alemao Friedrich Carl Adolf Neelsen, em
1882. Eles se basearam nas propriedades que alguns géneros bacterianos apresentam
de resistir ao descoramento feito por uma solugao alcool-acido, que fazem com que
essas bactérias permanecam coradas de vermelho depois de serem tratadas com
fucsina. Chamamos essas bactérias de Bacilo-Alcool-Acido-Resistente — BAAR). Elas se

diferem das outras bactérias que retém a cor do corante de fundo.
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Procedimento da coloracao de Ziehl-Neelsen:

1. Cobrir o esfregaco com solugcao de fucsina de Ziehl e deixar agir por 5-
10min, aguecendo com chama branda, até observar o desprendimento de
vapores.

2. Lavar com agua corrente e descorar com solugdo de alcool-acido cloridrico
a 1%.

3. Cobrir o esfregaco com azul de metileno, por aproximadamente 30
segundos.

4. Lavar e deixar secar.

Esguema da coloracdo de Ziehl-Neelsen

Fixacdo do esfregago na chama

‘-\ Fucsina de Ziehl - 5 minutos

{aguecer até desprender vapores por 3x)

ﬂ'_f"-_.nlo
‘ ‘ Alcool acide 2 minutos
-

_ AL Hy O
a>» |
Q ,{‘ Azul de metileno conce
l ‘ Lamina pronta
- é Imersao

(100x)

Pronto! Estudamos os principais métodos de coloragao bacteriana! Porém

existem ainda outras coloragdes um pouco menos utilizadas...
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Coloragao de Albert-Laybourn:

E um método diferencial recomendado para a pesquisa de granulacoes
metacromaticas de Corynebacterium, principalmente Corynebacterium

diphtherie. As granulacdes se coram em azul e a bactéria em verde. Trata-se de

um diagnéstico presuntivo e ndo um diagndstico definitivo para difteria.

Pesquisa em amostras de nasofaringe e orofaringe.

PASSO A PASSO:

Cobrir o esfregaco com a solugao de Albert-Laybourn e deixar por 5 min.
Lavar com agua corrente.

Cobrir lamina com lugol (duplamente concentrado) e deixar por 1 min.
Lavar com agua corrente

Secar ao ar e ficar no calor.

Observar em microscépio na objetiva de imersao.

Coloracao de Fontana-Tribondeau:

Utilizado para a pesquisa de espiroquetas em material de lesao genital (na
fase primaria da sifilis). As espiroquetas se impregnam pela prata quando

tratadas com solugao nitrato de prata.

PASSO A PASSO:

Cobrir o esfregaco com solugao de Ruge e deixar por 1 min.

Lavar com agua corrente.

Cobrir a lamina com Fontana I e aquecer por 1 min até a formagdo de vapores.

Lavar bem com agua corrente
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Cobri com a Fontana II (solucao de nitrato de prata) e aquecer por 4 min na
chama de Bico de Bunsen
Lavar bem com agua corrente

Secar ao ar e observar em objetiva de imersao.
Microscopia de Campo Escuro:

Utilizada para a pesquisa de espiroquetas em diversos materiais de analise,

com o auxilio de microscépio com condensador de campo escuro. Util para a

pesquisa da bactéria causadora da Sifilis (Treponema pallidum), entretanto
também para pesquisa da bactéria causadora da leptospirose (Leptospita

spp.) e cancro mole (Haemophilus ducreyi).

PASSO A PASSO:

Apés limpeza da lesao, escarificar com alga bacterioldgica ou irritar a lesdao com

éter.

Adicionar uma gota de solucdo fisioldgica estéril sobre a area escarificada.
Aguardar 1 min.

Com auxilio da alca bacterioldgica estéril, retirar o liquido seroso e depositar em
lamina limpa.

Cobrir com laminula, vedar com parafina ou esmalte.

Posteriormente pesquisar estruturas espiraladas no microscépio com lente do

condensador de campo escuro.

Coloragcao de Auramina e Rodamina:

Coloracao utilizada para visualizacdo de bacilos alcool-acido resistentes. Os
acidos micdlicos presentes na parede celular das micobactérias tém afinidade
pelos fluorocromos auramina e rodamina. As micobactérias sdo visualizadas em
amarelo-alaranjado brilhante em contraste com o fundo verde-escuro. Necessario

0 microscoépio de fluorescéncia para leitura.
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PASSO A PASSO:

Cobrir o esfregaco com o corante auramina.

Deixar por 15 min.

Lavar com agua corrente e retirar o excesso.

Cobrir a lamina com alcool-acido e deixar por 2 min.
Lavar com agua e retirar o excesso.

Secar ao ar e nao utilizar papel filtro.

Examinar imediatamente em microscépio de fluorescéncia. Se a lamina nao for

lida imediatamente, manter as laminas no escuro e refrigeradas de 2 a 8°C.

PROVAS DE CONTROLE DE QUALIDADE

Para manter um controle de qualidade dentro do laboratdrio microbioldgico,
utilizamos algumas cepas padrao que indicaram se o meio de cultura estd gerando os
resultados esperados. Essas cepas apresentam respostas conhecidas a uma série de
provas laboratoriais. As principais cepas utilizadas sao ATCC (American Type Culture

Collection). Alguns exemplos de cepas utilizadas sao:

e E. coli ATCC 25922: Cepa nao produtora de beta-lactamase; Utilizada para testes

de sensibilidade para painéis de gram-negativos;

e Klebsiella pneumoniae ATCC 13883: produz um grande numero de provas
positivas para controle de painéis de gram-negativos;

e Pseudomonas aeruginosas ATCC 27853: sao cepas sensiveis aos agentes anti-

pseudomonas, utilizadas para testes de crescimento de enterobactérias;
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e Enterococcus fecalis ATCC 51299: cepas sensiveis a ampicilina, vancomicina e

aminoglicosideos de alto nivel; utilizadas para testes automatizados de
identificacdao e sensibilidade para painéis de gram-positivos;

e Staphylococcus aureus ATCC 25927: cepas nao produtoras de beta-lactamase

para testes de identificacao de Staphylococcus sp. e Enterococcus sp.;

E assim, encerramos nossa primeira aula! Agora vamos colocar em pratica o que

nos aprendemos sobre o conteldo.
Aguardo vocés na nossa préxima aula.
Abracos,

Professora Thaiana Cirqueira
QUESTOES COMENTADAS

(CESPE - EBSERH - Biomédico — 2018). O meio de cultura agar chocolate é obtido
pela adicao de sangue de cavalo, carneiro ou de coelho em alta temperatura, fazendo
gue as hemacias lisem, liberando hemina e hematina, o que da origem a cor castanho-

escura.

Comentario: Para o preparo do meio de cultura agar chocolate, meio base (TSA ou
agar GC ou agar Mueller-Hinton), geralmente sangue de carneiro, mas também pode
ser de cavalo ou coelho, suplementos VX (vendidos comercialmente). Apds a
autoclavagem do meio base, adiciona-se 10% de sangue de carneiro do total do litro
de meio base, homogeneiza em fogo até a lise das hemacias que dardao a cor

achocolatada do meio. Resposta: Certo.
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(IBFC - EBSERH - Biomédico - 2017). Assinale a alternativa correta. O meio de
cultura utilizado em laboratérios de microbiologia que é rico e superior a outros meios
de cultivo destinados para o isolamento de Neisseria gonorrhoeae e Neisseria
meningitidis, pois contém em sua formula antibidticos que inibem o crescimento de
Neisserias saprofitas e outras bactérias, quando em amostras colhidas de sitios
contaminados, denomina-se:

A) Agar MacConkey

B) Agar Cled

C) Agar Thayer-Martin Chocolate

D) Léwenstein Jensen

E) Middlebrook Enrichment

Comentario: O Agar Thayer-Martin Chocolate é um meio seletivo utilizado para
isolamento de Neisseria gonorrhoeae e neisseria meningitidis, esse meio tem a

capacidade de inibir a maioria das outras bactérias. Resposta: Letra C.

(IBFC - EBSERH - Biomédico - 2016). No preparo dos meios de cultura no
laboratério de microbiologia deve-se controlar:

A) A presenca de filamentos ou células

B) O cheiro e as caracteristicas das colonias apds crescimento

C) A esterilidade e as propriedades de crescimento

D) O aspecto geral do meio apds a preparacao

E) A coloracao dos meios apds a preparagao

Comentario: Os meios de cultura devem fornecer um conjunto de nutrientes na
guantidade adequada para a manutencao dos microrganismos simulando o ambiente
original, além disso, todos os meios preparados devem ser submetidos a esterilizacao,
e, posteriormente ao controle de qualidade afim de garantir que microrganismos
contaminantes nao irdo interferir na realizacdo dos exames microbiolégicos. Resposta:
Letra C.
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(AOCP - EBSERH/CH-UFPA - Biomédico - 2016). O crescimento de
microrganismos nos diferentes meios de cultura utilizados fornece as primeiras
informacoes para a sua identificagao. E importante conhecer o potencial de crescimento
de cada meio de cultura e adequar ao perfil bacteriano esperado para cada material.
Um meio de cultura muito utilizado é o agar sangue (AS). Qual é sua principal
finalidade?

(A) Isolamento de microrganismos nao fastidiosos, verificacdo de hemdlise dos
Streptococcus spp. e Staphylococcus spp. e usado na prova de satelitismo (para
identificacao presuntiva de Haemophilus spp.).

(B) Anadlise de agua, alimentos e leite como meio para cultivo preliminar das amostras
submetidas a exames bacterioldgicos e isolamento de organismos para culturas puras,
conservagcao e manutencdo de culturas em temperatura ambiente, como método
opcional para os laboratérios que nao dispdem do método da criopreservacao
(congelamento das cepas em freezer a - 70°C) e observagao da esporulacdo de espécies
de bacilos Gram-positivos.

(C) Crescimento de microrganismos exigentes Haemophilus spp., Neisseria spp.
Branhamellacatarrhalis e Moraxella spp.

(D) Isolar bacilos Gram-negativos (enterobactérias e ndo fermentadores) e verificar a
fermentacao ou nao da lactose.

(E) Selecionar e isolar espécies de Salmonella e Shigella, em amostras de fezes,

alimentos e agua.

Comentario: O agar sangue é um meio ndo seletivo e diferencial que permite o
crescimento de gram positivas e negativas, além de permitir a visualizacdo de hemdlise.
Ou seja, esse meio € utilizado para Usado para o isolamento de microrganismos nao
fastidiosos, verificacdo de hemolise dos Streptococcus spp. e Staphylococcusspp, e
usado na prova de satelitismo (teste para identificacao presuntiva de Haemophilusspp).

Resposta: Letra A.
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(IDECAN Farmacéutico - Bioquimico - Pref. Simonésia/MG - 2016). "O
crescimento dos micro-organismos nos diferentes meios de cultura utilizados fornece
as primeiras informagdes para a sua identificacao. E importante conhecer o potencial
de crescimento de cada meio de cultura e adequar ao perfil bacteriano esperado para
cada material.” (Preparo de materiais em microbiologia; Meios de cultura usados no
laboratério; Técnicas de semeadura e coloragdes. Luciana Debortoli de Carvalho.)
Relacione adequadamente o meio de cultura ao tipo de bactéria.
1. Agar-Chocolate.
2. Caldo tioglicolato com indicador.
3. Caldo tioglicolato sem indicador.
4. Agar-MacConkey.

. Agar-Manitol.

) Diferencial para espécies fermentadoras da lactose.

5

( ) Moraxella spp.
( ) Micro-organismos aerobios, microaeréfilos e anaerdbios.
(

) Diferencial para Staphylococcus aureus.

)

) Micro-organismos anaerdbios.
A sequéncia esta correta em

A) 3,5, 1,4, 2.

B)5, 3,2, 4, 1.

C) 21,5, 3, 4.

D)4,1, 2,5, 3.

Comentario: Como vimos acima, o agar chocolate “favorece o crescimento da
maioria das bactérias, incluindo algumas que ndao crescem em Agar sangue”, entdo
nao pode ser considerado um meio diferencial. O tioglicolato com indicador é utilizado
para “avaliar a presenca de bactérias aerdbias”, e além dos aerobios, avalia a
presenca de microaerofilos e anaerobios, enquanto o tioglicolato sem indicador é
“usado para cultivo de microrganismos anaerdbios”. O Agar-MacConkey é “meio
seletivo para bactérias Gram-negativas e diferencial para bactérias fermentadoras

e nao fermentadoras de lactose”. E o manitol € “meio seletivo usado para o
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isolamento de estafilococos patogénicos, e o principal patdgeno isolado nesse meio

€ 0 S. aureus. Resposta: Letra D.

(COTEC/UNIMONTES - Biomédico - Pref. Guaraciama/MG - 2016). Meio rico e
nao seletivo, diferencial para a hemdlise, nele crescem a maioria dos Gram negativo e
Gram positivo, além de fungos filamentosos (bolores) e leveduras, exceto algumas
espécies de hemofilos e outros fastidiosos. A descricao do quadro acima esta mais bem
relacionada com qual meio de cultura abaixo?

A) Agar chocolate.

B) Agar sangue.

C) Agar CLED.

D)Agar Sabouraud.

Comentario: O Agar Sangue é aquele meio utilizado para a diferenciacdo de
Streptococcus spp. e Staphylococcus spp. pela formacao de halos de hemdlise nitidos.
Além disso, nesse meio podem ser adicionados outros suplementos que irdao permitir

alcancar um maior leque de microrganismos. Resposta: Letra B.

(FUNCAB - Biomédico - Pref. Anapolis/GO - 2016). Durante a rotina
bacterioldgica, varios meios podem ser utilizados dependendo do tipo de microrganismo
a ser pesquisado. Observe as caracteristicas a seqguir:

I. Fornece fontes de nitrogénio, carbono, enxofre e vitaminas.

II. Meio para cultivo de estreptococos, meningococos, penumococos, enterobactérias,
nao fermentadores, leveduras e fungos.

III. E um meio derivado de nutrientes de cérebro, coracdo peptona e dextrose.

Essas caracteristicas sdo referentes a qual meio de cultura?

A) Caldo BHI

B) Caldo selenito

C) Agar CLED

D) Agar sangue

E) Agar Chocolate
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Comentario: Vamos recordar a nossa aula: “Caldo BHI (Brain Heart Infusion): é
composto por nutrientes de cérebro e coracao de gado, peptona e dextrose, sao
utilizados para cultivo de estreptococcos, pneumococos, meningococos,

enterobactérias, nao fermentadores, leveduras e fungos”. Resposta: Letra A.

(MAKIYAMA - Biomédico - Pref. Natal/RN - 2016). A respeito da coloracao
bacteriana de Gram:

A) As bactérias que possuem a camada de lipidios associados a polissacarideos ndo sao
coradas pela coloragao de Gram.

B) Escherichia coli e Staphylococcus aureus sdo bactérias Gram-negativas.

C) Bactérias Gram negativas sdo aquelas que apresentam uma camada lipidica nao
corada pelo corante devido a afinidade entre a pigmentacdo e a camada de
fosfolipideos.

D) As bactérias Gram-positivas tém parede celular espessa e Unica de peptidoglicanos,

gue, ao contato com a coloracdao de Gram, adquire cor purpura ou azul.

Comentario: O que caracteriza as bactérias é a composicao da parede celular. "Gram-
positivas: A parede celular das bactérias gram-positivas consiste de muitas camadas
de peptideoglicano que formam uma estrutura espessa e rigida. Além dos
peptideoglicanos, a parede celular das gram-positivas contém &cidos teicdicos, que
consistem basicamente em um alcool (glicerol ou ribitol) e fosfato;”. Resposta: Letra
D.

(UFT/COPESE- Biomédico - Pref. Guarai/TO- 2016). “A Grd-Bretanha e a Asia
estdao enfrentando um surto de escarlatina que intriga especialistas. De acordo com a
Autoridade de Saude Publica da Inglaterra (PHE, na sigla em inglés), em 2015, foram
registrados 17.586 casos da infeccdo no pais — o nimero sé nao ultrapassa os registros
de 1967, com 19.305 notificagdes. A escarlatina é uma infeccdo bacteriana, causada
por estreptococos do grupo A, que atinge principalmente criangas com idades entre 5
e 12 anos.” Fonte: Adaptado de VEJA.com/Divulgacao (21/03/2016). Referente as

caracteristicas das bactérias, € CORRETO afirmar que:
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(A) A diferenciacdo entre as bactérias é realizada exclusivamente pelas suas
caracteristicas morfoldgicas.

(B) Os aspectos microscépicos, incluindo o tamanho, forma e os arranjos dos
organismos (cocos, bastonetes, curvos ou espiralados), determinam a capacidade das
bactérias de resistir a certos antibidticos.

(C) Coloracao de Gram é um teste rapido que permite aos clinicos a diferenciacdo entre
as duas mais importantes classes de bactérias.

(D) As bactérias Gram negativas tém a camada de peptidoglicano espessa contendo

acido teicoico e acidos lipoteicoicos.

Comentario: Abordamos esse assunto no tépico sobre coloracdao: “A coloracao de
Gram foi desenvolvida em 1884 pelo bacteriologista dinamarqués Hans Christian Gram,
dai o nome coloracdo de Gram . Esse método as bactérias em dois grandes grupos: as

bactérias gram-negativas e as bactérias gram-positivas”. Resposta: Letra C.

(AOCP - EBSERH/CH-UFPA - Biomédico - 2016). Um aluno de Biomedicina
realizou a coloracao de Gram, que é um método para corar laminas de varios materiais
bioldgicos na identificacdo de bactérias. Observou ao final do método que trocou a
ordem dos corantes, colocando primeiro a fucsina, em seguida o lugol, depois o
descorante e por ultimo o cristal violeta. Nesse caso, o que ird acontecer?

(A) As bactérias gram negativas ficarao coradas de roxo.

(B) As bactérias gram positivas ficardo coradas de roxo.

(C) As bactérias gram negativas ficarao coradas em rosa.

(D) As bactérias gram positivas ndo irdo corar.

(E) Ele ndo conseguira visualizar nada na lamina, pois ndao havera nenhuma bactéria

corada.

Comentario: O correto seria primeiramente corar com o cristal violeta, posteriormente
colocar o lugol que é um fixador, posteriormente utilizar o descorante para que aquelas
gram-negativas se descorassem e ao ser colocado em contato com a fucsina se
corassem de rosa. Como a ordem foi trocada, todas as bactérias estariam coradas

inclusive as gram negativas estariam em uma coloragao roxa. Resposta: Letra A.
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(IDECAN Farmacéutico - Bioquimico - Pref. Simonésia/MG 2016). Sobre a
técnica de coloracdo de Gram, assinale a alternativa correta.

A) Os micro-organismos sao expostos a uma coloragao a quente com carbolfucsina
concentrada por 5 minutos.

B) Bactérias Gram-negativas ndao perdem o corante violeta durante a descoloracdo e,
por isso, adquirem coloragao rosa.

C) Bactérias Gram-positivas retém o corante violeta por resistirem a descoloragdo e
ficam coradas em azul escuro / roxo.

D) Bactérias Gram-positivas perdem o corante violeta durante a descoloracdao e

adquirem a coloragao azul escuro / roxo.

Comentario: “"Quando utilizamos o corante violeta de genciana e depois lavamos com
a solucao de iodo (lugol), forma-se um complexo entre os dois de coloracao
escura, chamado iodopararosanilina. Esse complexo é fortemente retido nas
bactérias Gram-Positivas e o alcool ndo consegue remover esse complexo, ja nas
bactérias” Como vimos na nossa aula, as bactérias gram-positivas possuem uma parede
celular que consiste em muitas camadas de peptideoglicano, formando uma parede
espessa e rigida, fazendo com que o corante violeta de genciana fique retido e ndo sofra

descoloracao, por isso ela apresenta coloracdao roxa/azul escur. Resposta: Letra C.

(COVEST - Biomédico — UFPE - 2015). Um estagiario do laboratério de Microbiologia
Clinica recebeu uma lamina contendo esfregaco de Escherichia coli e uma lamina
contendo esfregaco de Staphylococcus aureus para serem coradas pela coloracao de
Gram (cristal violeta, lugol, alcool, fucsina diluida). Apds fixar os esfregacos pelo calor,
o estagiario realizou a coloragcdo, porém inverteu a ordem da utilizacdo dos corantes
(fucsina, alcool diluido, cristal violeta, lugol). Qual foi o resultado da coloracao
observado ao microscopio para E. coli e S. aureus, respectivamente?

A) Bacilos vermelho claros e cocos vermelho-escuros.

B) Bacilos vermelho-claros e bacilos violeta-escuros.

C) Bacilos e cocos vermelho-claros.

D) Bacilos e cocos violeta-escuros.
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E) Cocos vermelho-claros e cocos violeta-escuros.

Comentario: A E. coli € um bacilo gram-negativo, ao analisarmos essa cepa no
microscopio, ela ird apresentar a forma bacilar e por ser um microrganismos gram-
negativo devera apresentar coloracao avermelhada/vermelho claro. J4d 0 S. aureus,
€ uma bactéria do grupo cocos gram-positivo, ou seja, apresentaram forma de cocos
(ou cachos de uva) e coloracdo vermelho-escuro/roxo/azul-escuro. Porém,
quando o estagiario inverteu a ordem dos corantes, nao sera possivel observar

a cor vermelho claro, ja que esse corante nao sera fixado. Resposta: Letra D.

(COVEST - Biomédico - UFPE - 2015). A técnica de coloracdo diferencial mais
importante em bacteriologia é o método de Gram. Este método explora o fato de células
com propriedades diferentes apresentarem coloracdo diferente. Assim, as bactérias
podem se comportar como Gram-positivas ou como Gram-negativas. Nesse contexto,
analise as afirmativas abaixo.

1) A camada de peptideoglicano é muito mais espessa nas bactérias Gram-positivas, e
essas bactérias podem possuir uma camada de acido teicoico.

2) Os micro-organismos Gram-negativos possuem uma camada externa composta de
lipopolissacarideos, lipoproteinas e fosfolipidios.

3) Apenas 0s micro-organismos Gram-positivos tém uma membrana externa contendo
endotoxina (lipopolissacarideo).

4) Os micro-organismos Gram-positivos e os Gram-negativos contém peptideoglicano;
contudo, nos primeiros, a parede é Unica e fina e nos segundos a parede é multipla e
espessa. Estao corretas, apenas:

A)1le4.

B) 1e3.

C)2e3.

D) 3 e 4.

E)le?2.

Comentario: “Gram-positivas: A parede celular das bactérias gram-positivas

consiste de muitas camadas de peptideoglicano que formam

Microbiologia p/ EBSERH (Biomédico) Somente em PDF - 2020

0.0
, www.estrategiaconcursos.com.br



Thaiana Cirqueira
Aula 00

uma estrutura espessa e rigida. Além dos peptideoglicanos, a parede celular das gram-
positivas contém acidos teicdicos, que consistem basicamente em um alcool (glicerol
ou ribitol) e fosfato;

Gram-negativas: Em contraste, a parede celular das bactérias gram-negativas
contém somente uma camada fina de peptideoglicano, mas apresentam uma
membrana externa lipidica que ndo estd presente nas gram-positivas. E diferente das
gram-positivas, na parede celular das gram-negativas ndo contém acidos tedicos;”.

Resposta: Letra E.

(AOCP - Biomédico - EBSERH/HC-UFG - 2015). “As bactérias sao classificadas de
acordo com sua morfologia, estrutura, atividade metabdlica e fatores ambientais
necessarios & sobrevivéncia” (ARAUJO et al, 2010). Em relacdo as bactérias, é correto
afirmar que

(A) as bactérias gram-negativas possuem espessa camada que é firmemente aderida a
carioteca de sua propria célula.

(B) certos organismos gram-positivos e gramnegativos podem apresentar também uma
capsula, ou camada de glicocalice, internamente a parede celular. Essa capsula torna a
bactéria vulneravel a fagocitose por mondcitos, podendo dificultar sua fixacao tecidos
do hospedeiro.

(C) os organismos gram-positivos sao assim denominados devido as caracteristicas de
coloragdo préprias da sua finissima camada externa de peptidoglicano, além disso,
esses micro-organismos possuem amplo complexo de Golgi e mitocondrias em seu
interior.

(D) as bactérias sao classificadas em Gram-positivas ou Gram-negativas em funcdo da
diferenca na arquitetura da parede celular. A parede celular Gram-positiva consiste de
uma camada espessa de peptidoglicano (~30 nm), enquanto a parede celular da Gram-
negativa apresenta camada mais fina de peptidoglicano (~10nm) e sua estrutura e
composicao da membrana mais complexas.

(E) bactérias como as microbactérias tém glicolipideos multiplos que Ihes conferem uma
aparéncia de bolor, acarretando desvantagens bioldgicas, impedindo a infeccao ao

hospedeiro.
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Comentario: Mesma justificativa da questdo anterior, as bactérias Gram-Positivas e
Gram-Negativas se diferenciam pela sua parede celular.

“Gram-positivas: A parede celular das bactérias gram-positivas consiste de muitas
camadas de peptideoglicano que formam uma estrutura espessa e rigida. Além dos
peptideoglicanos, a parede celular das gram-positivas contém acidos teicdicos, que
consistem basicamente em um alcool (glicerol ou ribitol) e fosfato; Gram-negativas:
Em contraste, a parede celular das bactérias gram-negativas contém somente uma
camada fina de peptideoglicano, mas apresentam uma membrana externa lipidica que
nao esta presente nas gram-positivas. E diferente das gram-positivas, na parede celular

das gram-negativas ndao contém acidos tedicos;”. Resposta: Letra D.

(FAFIPA - Servico de Biomedicina - Pref. Londrina/PR - 2015). A coleta de
materiais bioldgicos para exames de microbiologia deve seguir as seguintes
recomendacgoes:

(A) Identificar o material do paciente adequadamente.

(B) Informar dificuldades que possam ocorrer durante a coleta, como material
insuficiente para analise adequada.

(C) Informar sobre o uso de antimicrobianos prévios a coleta do material pelo paciente.
(D) No geral, os procedimentos de coleta seguem protocolos especificos que facilitam
o cultivo dos micro-organismos suspeitos, de acordo com o sitio a ser investigado.

(E) Todas estao corretas.

Comentario: A questdao descreve corretamente a ordem que deve ser seguida para a
coleta de materiais bioldgicos para exames de microbiologia.

« A coleta deve sempre ser realizada previamente a introducdao de terapia
antimicrobiana ou de sua modificacao, pois estas interferem na viabilidade das
bactérias para a cultura microbioldgica;

« O volume de amostra interfere na sensibilidade dos testes microbioldgicos e deve
ser suficiente para a execugao dos diversos procedimentos solicitados. Amostras
insuficientes podem levar a resultados falso-negativos;

« Informar claramente ao paciente os procedimentos necessarios a coleta da

amostra microbioldgica;

Microbiologia p/ EBSERH (Biomédico) Somente em PDF - 2020

0.0
, www.estrategiaconcursos.com.br



Thaiana Cirqueira
Aula 00

« A identificacdo correta da amostra, assim como o sitio de origem e a suspeita
clinica sao informacdes importantes que devem constar na requisicdo para que o
microbiologista clinico possa executar os procedimentos recomendados e utilizar

0s meios de cultura adequados. Resposta: Letra E.

(AOCP - EBSERH/HDT-UFT- 2015). Um paciente esta apresentando sintomas de
hanseniase. Para confirmar o diagndstico, um técnico deve realizar uma coloracao
especifica para a bactéria causadora da hanseniase. Qual coloragao é essa?

A) De campo escuro.

B) Giemsa.

C) Ziehl-Neelsen

D) Tinta da china.

E) Hematoxilina e eosina.

Comentario: O bacilo de Hansen é um bacilo alcool acido resistente, e a técnica
apropriada para deteccao deste tipo de bactérias é a coloracdao de Ziehl-Neelsen como

vimos na aula. Resposta: Letra C.

(FAFIPA - Servico de Biomedicina - Pref. Londrina/PR - 2015).

Sobre o método de Ziehl-Nielsen para bacterioscopia direta, pode-se afirmar que:

(A) Esta metodologia categoriza as bactérias em alcool-acido-resistentes e ndo alcool-
acido resistentes.

(B) O corante empregado é o Albert-Layborn, capaz de penetrar no interior do
Mycobacterium tuberculosis.

(C) E sempre utilizada em associacdo com o método de impregnacdo em prata.

(D) Deve ser confirmado por microscopia de campo escuro ou pelo método de tinta
nanquim.

(E) Utiliza um corante que pode se tornar fluorescente na microscopia 6ptica.

Comentario: “Eles se basearam nas propriedades que alguns géneros bacterianos
apresentam de resistir ao descoramento feito por uma solugcdo alcool-acido, que

fazem com que essas bactérias permanecam coradas de vermelho depois de serem
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tratadas com fucsina. Chamamos essas bactérias de Bacilo-Alcool-Acido-Resistente -
BAAR)”. Resposta: Letra A.

(AOCP - PREFEITURA MUNICIPAL DO JABOATAO DOS GUARARAPES ESTADO
DO PERNAMBUCO - Bioquimico - 2015). As culturas sao feitas pela semeadura dos
materiais clinicos em meios sélidos, distribuidos em placas de Petri, ou em meios
liguidos, distribuidos em tubos de ensaio ou em outros tipos de frascos. A respeito da
realizacao das culturas, assinale a alternativa correta.
(A) Os meios liquidos sdo utilizados como meio de enriquecimento ou quando é
grande o volume do material clinico a ser semeado.
(B) Uma vez semeados, todos os meios devem ser incubados em temperatura acima
de 45 °C.
(C) A atmosfera isenta de 02 é a atmosfera necessaria para o crescimento de
microrganismos aeroébios.
(D) Quando se deseja obter um ambiente rico em O2 para o crescimento de
bactérias, deve se acender uma vela no fundo de uma jarra, fechando-se
hermeticamente essa jarra.

(E) Os meios de cultura ndo devem ser preparados no proprio laboratorio.

Comentario: A temperatura de incubacdo varia conforme o microorganismo que
deseja crescimento. A atmosfera isenta de 02 é adequada para crescimento de
microrganismos anaerdbios. Quando se deseja um ambiente pobre em 02 deve se
acender uma vela no fundo da jarra. Os meios de cultura podem ser preparados no

proprio laboratério. Resposta: Letra A.

(FAFIPA - Servico de Biomedicina - Pref. Londrina/PR - 2015). O agar Mueller-
Hinton é o meio de escolha para realizacdo dos testes de sensibilidade a
antimicrobianos, pois:

(A) Demonstra reprodutibilidade reduzida entre os diferentes lotes nos testes de
sensibilidade.

(B) Permite crescimento satisfatério dos patdégenos nao fastidiosos.
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(C) Existe falta de dados e experiéncia relativos a testes de sensibilidade realizados
com esse meio.
(D) Apresenta elevado custo.

(E) Nunca apresenta contaminacgdes exdgenas.

Comentario: “Agar Mueller-Hinton: meio utilizado para teste rotineiro de
suscetibilidade das bactérias. A sua composicdao € de extratos de carne e caseina,
sais, cations divalentes e amido soluvel”. O agar mueller-hinton é utilizado para o
crescimento de diversas bactérias, principalmente aquelas que nao exigem muitos

suprimentos para crescer. Resposta: Letra B.

(COMPERVE - UFRN- 2015). Meios de cultura consistemm na associacao de
substancias que fornecem o0s nutrientes necessarios ao desenvolvimento de
microrganismos fora do seu meio natural. Tendo em vista a ampla diversidade
metabdlica dos microrganismos, existem varios tipos de meios de cultura para
satisfazerem as variadas exigéncias nutricionais.

Sobre os meios de cultura é correto afirmar:

a) Os meios de enriquecimento contém substancias que inibem o desenvolvimento de
determinados grupos de microrganismos, favorecendo o crescimento de outros.

b) Os meios seletivos proporcionam nutrientes adequados ao crescimento de
microrganismos presentes usualmente em baixos numeros ou de crescimento lento,
bem como microrganismos exigentes e fastidiosos.

c) Os meios diferenciais contém substancias que permitem estabelecer diferencas entre
microrganismos muito parecidos.

d) Os meios de dosagem prestam-se para a realizacao de provas bioquimicas e para a
verificacdo de fungdes fisioldgicas de organismos submetidos a identificagao.
Comentario:

a) Sdo aqueles meios liquidos ricos em nutrientes que permitem que as bactérias
contidas na amostra coletada crescam quantitativamente. Sao meios que estimulam o
crescimento de determinados microrganismos, mas nao contém substancias que

inibem.
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b) sdo aqueles que permitem selecionar e isolar organismos especificos que estdo
misturados com outros em uma mesma amostra, através da adicao de inibidores que
irao impedir o crescimento de organismos nao desejados e favorecer o crescimento
daqueles organismos que se deseja isolar.

c) sao meios que devido a adicao de alguns reagentes ou substancias resultam em um
tipo de crescimento ou reagdo especifica, o que permite estabelecer diferencas entre
microrganismos muito parecidos.

d) empregado nas determinacgdes de vitaminas, antibidticos e aminoacidos.
Resposta: Letra C.

(AOCP - Biomédico - EBSERH/HU-UFJF - 2015). Quais sdao o0s principais
componentes de um meio de cultura?

(A) Energia, oxigénio, elastina e colageno.

(B) Fosforo, queratina, gluten e carbono.

(C) Fontes de carbono, agucares, nitrogénio, fésforo e sais minerais.

(D) Sais minerais, oxigénio, elastina e carbono.

(E) Fontes de carbono, energia, colageno e elastina.

Comentario: Como vimos na nossa aula os meios de cultura sdao compostos por
diversas substancias que favorecem o crescimento microbiano, pois é suporte de
nutrientes para os microrganismos, "como fonte de carbono e nitrogénio, fonte de
energia, sais minerais, fatores de crescimento, condicoes fisicas (pH,
temperatura, pressdao osmotica), e condicdes ambientais favoraveis (ambiente estéril)”.

Resposta: Letra C.

(CESPE - FUB - 2014). O meio de Cary Blair € um meio seletivo rico em fontes

de nitrogénio e adequado para isolamento de Neisseria meningitidis.

Comentario: Aprendemos que o meio de Cary Blair ndao € um meio seletivo e sim

um meio de transporte. Resposta: Errado.
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(CESPE - FUB - 2014). A coprocultura é adequadamente transportada em meio

MacConkey e deve ser semeada com alca em meio salina tamponada.

Comentario: O meio de transporte indicado para transportar amostra de fezes é o
meio de Cary Blair. J& o meio MacConkey é um meio seletivo para enterobactérias
destinado a deteccgdo, isolamento, contagem de coliformes e patdgenos intestinais.

Resposta: Errado.

(CESPE - UNIPAMPA - FARMACEUTICO/BIOQUIMICO - 2013). Julgue os
proximos itens, que versam sobre meios de cultura.

A composicdo do meio de cultura independe da exigéncia nutricional do microrganismo.

Comentario: A composicao quimica é extremamente importante para o crescimento

do microrganismo que se deseja isolar. Resposta: Errado.

(CESPE- UNIPAMPA - 2013). Julgue os préximos itens, que versam sobre meios de
cultura. Meios de cultura ou meios de cultivo podem ser definidos como qualquer

substancia quimica ou bioldgica utilizada para a manutencao de microrganismos vivos.

Comentario: Os meios de culturas sao preparacdes quimicas que possuem na sua
formula nutrientes e entre outras substancias que provém condi¢cdes necessarias para
gue os micro-organismos inoculados multipliquem-se em um meio artificial. Resposta:

Certo.

(CESPE - Farmacéutico/Bioquimico — 2013). Julgue os préximos itens, que versam
sobre meios de cultura. O meio de cultura de enriquecimento € aquele que contém um
agente redutor (tioglicolato ou cisteina), previne a desidratacao e mantém o pH

favoravel.

Comentario: A questdao definiu o meio de transporte, que mantém o pH favoravel e
previne a desidratacdo para manter as condicdes necessarias para o crescimento da

bactéria desejada. Resposta: Errado.
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(CESPE - 2013 - FARMACEUTICO-BIOQUIMICO - UNIPAMPA - 2013)

Com relacdo aos exames de diagndstico em microbiologia, julgue os itens que se
seguem.

Considere que, na analise de determinados microrganismos, sejam visualizadas, apds
coloracao pelo método de gram, bactérias de morfologia esférica, agrupadas em forma
de corrente, de cor roxa ao microscopio. Nesse caso, 0s microrganismos analisados sao

estafilococos gram-negativos.

Comentario: Nesse caso, 0os microrganismos analisados sdo estafilococos gram-

positivos, pois apresentam coloracao roxa ao microscopio. Resposta: Errado.

(IBFC - EBSERH - Biomédico — 2013). Faca a associacao correta entre os meios de

cultura e suas caracteristicas:

A) Agar Mac Conkey.
B) Agar Cled.
C) Agar Chocolate.

1 - Usado para isolamento e quantificagao de microrganismos presentes em amostras
de urina.
2 - A base do meio é adicionado sangue de cavalo, carneiro ou coelho em temperatura
alta, o que faz com que as hemacias lisem, liberando hemina e hematina, compostos
fundamentais para o crescimento dos microrganismos exigentes.
3 - O cristal violeta inibe o crescimento de microrganismos Gram positivos
especialmente enterococos e estafilococos.

A) Al, B2, C3

B) A2; B3; C1

Cc) A3; B1; C2

D) A3; B2; C1

Comentario:
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1- Agar CLED é usado para isolamento e quantificacdo de microorganismos
presentes em amostras de urina. A presencga de eletrdlitros inibe o véu de cepas
de Proteus spp.

2- Agar chocolate € um meio nutritivo que permite o crescimento da maioria das
bactérias, especialmente as bactérias fastidiosas, em sua composicao utiliza-se
sangue de cavalo, carneiro ou coelho para o crescimento dos microrganismos
mais exigentes.

3- Agar Mac Conkey tem por finalidade isolar bacilos gram-negativos e verificar a
fermentacdao ou ndo da lactose. Inibe o crescimento de gram-positivos através

dos cristais violeta que fazem parte do meio de cultura.
Resposta: Letra C.

(FIOCRUZ - FGV - 2010). Assinale a alternativa que apresente a sequéncia correta
para se obter a coloracao de Ziehl-Neelsen.

a) Adicionar fuccina, aquecer por cinco minutos até sair vapor, escorrer o corante,
adicionar alcool-cloridrico, lavar com agua, corar com azul de metileno, lavar e secar.
b) Adicionar fuccina, aquecer até sair vapor, escorrer o corante, adicionar alcool, lavar
com agua, corar com azul de metileno, lavar e secar.

c) Adicionar fuccina, aquecer até sair vapor, escorrer o corante, adicionar alcool-
cloridrico deixando por um minuto, lavar com agua, corar com azul de metileno, lavar
e secar.

d) Adicionar fuccina, aquecer por cinco minutos até sair vapor, escorrer o corante,
adicionar acido cloridrico, lavar com agua, corar com azul de metileno, lavar e secar.
e) Adicionar fuccina, aquecer por cinco minutos até sair vapor, escorrer o corante,

adicionar alcool-cloridrico, lavar com agua, corar com cristal violeta, lavar e secar.

Comentario: Como o procedimento descrito acima, a resposta correta é a letra A.

Resposta: A.
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(CESPE - HEMOBRAS - ESPECIALISTA EM PRODUGCAO DE HEMODERIVADOS -
FARMACIA - 2008). Sabendo que os meios de cultura consistem da associacdo
gualitativa e quantitativa de substancias que fornecem os nutrientes necessarios ao
desenvolvimento (cultivo) de microrganismos fora do seu meio natural, julgue os itens

a seqguir.

Os meios de cultura empregados em preparagoes bacterioldgicas sao sdlidos, visto que

os meios liquidos ndo servem para o cultivo de bactérias.
Comentario: Os meios liquidos servem para o cultivo de bactérias. Resposta: Errado.

(CESPE - HEMOBRAS - ESPECIALISTA EM PRODUGAO DE HEMODERIVADOS -
FARMACIA - 2008).

Sabendo que os meios de cultura consistem da associacao qualitativa e quantitativa de
substancias que fornecem os nutrientes necessarios ao desenvolvimento (cultivo) de

microrganismos fora do seu meio natural, julgue os itens a seguir.

O agar MacConkey € um meio de cultura destinado ao crescimento de bactérias gram-

negativas e é empregado na diferenciacdo de enterobactérias.

Comentario: meio seletivo para bactérias Gram-negativas e diferencial para bactérias

fermentadoras e nao fermentadoras de lactose. Resposta: Certo.

(CESPE- HEMOBRAS - 2008). O 4gar MacConkey é um meio de cultura destinado
ao crescimento de bactérias gram-negativas e € empregado na diferenciacao de

enterobactérias.

Comentario: O dgar MacConkey é um meio seletivo e é bastante utilizado na

diferenciacao de enterobactérias. Resposta: Certo.

Microbiologia p/ EBSERH (Biomédico) Somente em PDF - 2020

0.0
, www.estrategiaconcursos.com.br



Thaiana Cirqueira
Aula 00

(CESPE - HEMOBRAS - 2008). Os meios de cultura empregados em preparacdes
bacterioldgicas sao sdlidos, visto que os meios liquidos nao servem para o cultivo

de bactérias.

Comentario: Meios liquidos podem ter a funcdo de cultivo, como por exemplo o meio
caldo tioglicolato que é altamente nutritivo capaz de proporcionar o cultivo de bactérias

aerdbicas, anaerdbicas e microaerofilas. Resposta: Errado.

(AOCP - EBSERH/HE-UFSCAR). A imagem a seguir ilustra uma alca de semeadura
comumente utilizada em laboratdorios de microbiologia. Para utilizarmos este

equipamento, devemos esteriliza-lo de forma rapida pelo procedimento denominado:

A) autoclavagem.
B) fervura.

C) lavagem.

D) dessecacao.

E) flambagem.

Comentario: A cada utilizacdo da alca bacteriologia devemos realizar a flambagem

para esterilizacdo, ou utilizar alga descartavel. Resposta: Letra E.
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