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1. INTRODUCAO

PROCEDIMENTOS GERAIS

PREPARACAO E DISTRIBUICAO DE MEIOS DE CULTURA
= Os meios comerciais devem ser hidratados em pequena quantidade de agua até que todo o meio
fiqgue Umido e s6 depois deve-se acrescentar o restante da agua.

= Os meios preparados nao comerciais, devem ser pesados separadamente em papel manteiga ou
papel aluminio e adicionados em um Unico frasco (normalmente em béquer), hidratar em pequena
quantidade de agua até que todo o meio fique Umido e sé depois deve-se acrescentar o restante
da agua.

= Sempre que for necessario levar o meio para fundir, usar vidro Pyrex, aquecer sobre a tela de
amianto ou similar e tripé, no bico de Bunsen.

= Usar sempre luvas térmicas apropriadas para laboratdrio para manipular vidrarias quentes;

= Sempre que for usado o termo "esterilizar em autoclave", o tempo de esterilizacdo é de 15
minutos e a temperatura de 121°C.

* Sempre que for usado o termo "esterilizar por filtracdo", usar o filtro com porosidade de 0,22
micra, recomendado para particulas bacterianas.

* Quando distribuir o meio antes de autoclavar, os tubos ndao precisam estar esterilizados;

= Quando distribuir o meio apds a autoclavacdo, os tubos, frascos, placas, pipetas e vidrarias ou
materiais auxiliares obrigatoriamente devem ser estéreis.

= Os meios devem ser autoclavados com as tampas semi-abertas, para que a esterilizagao seja por
igual em todo o contelido dos tubos - tampas fechadas ndo permitem a entrada do vapor.

CONTROLE DE QUALIDADE DE ESTERILIDADE E CRESCIMENTO

= Para todos os meios confeccionados, colocar no minimo 10% do lote preparado na estufa 35 =+
1°C por 24 horas para o controle de esterilizade.

= N&o deve haver mudanca de cor nem crescimento de qualquer colonia.

* Para o controle de crescimento, sempre que possivel usar cepas ATCC®, que sdo cepas de
referéncias de origem e padrdo definido de provas para a sua caracterizagdo.

= Se nao for possivel o uso de cepas ATCC®, usar cepas 100% positivas para os controles de
qualidade de crescimento realizados.

RECOMENDACOES GERAIS

= Evitar usar meios vencidos (liofilizados e prontos para uso); se usar, certificar-se com o controle
de crescimento de que realmente esta funcionando.

= N3&o usar meios prontos para uso em tubos ou placas que estejam ressecados.

= Observar com atencdo para as instrugdes de alguns indculos que sdo especificos para alguns
meios de cultura.

= Recomenda-se o uso de tubos com tampa de rosca, pois evitam o ressecamento rapido do meio
(tamanho dos tubos utilizados geralmente sdao de 11 por 100 mm).

* As placas de Petri sdo de 50, 90 ou 150 mm de diametro.

* Todos os meios confeccionados devem ser devidamente identificados com o nome, data de
fabricagdo, data de validade e tipo de armazenamento.

= Todos os meios de placa devem ser embalados em filme plastico PVC transparente para evitar o
ressecamento.

= Evitar o uso de sacos plasticos para embalar as placas, pois a agua de condensagdo formada
facilita a proliferacdo de fungos; para meios de cultura em tubos, colocar em sacos plasticos,
procurando tirar o excesso de ar.
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2. MEIOS DE CULTURA PARA TRANSPORTE E CONSERVAGCAO

CARY BLAIR

PRINCiPIO

* meio de Cary Blair foi formulado a partir do meio de Stuart, uma vez que microrganismos
patogénicos e outros coliformes fecais sobrevivem bem neste meio.

= A caréncia de uma fonte de nitrogénio impede consideravelmente a multiplicacdo de
microrganismos e a composicdo nutritiva garante a sobrevivéncia deles.

» O que difere este meio do meio de Stuart, é a adicdo de uma solucdo salina balanceada de
tampdo fosfato inorganico e omitindo da férmula o azul de metileno.

UTILIDADE

= Transporte de material fecal e conseqliente conservagdo dos microrganismos.

FORMULA/ PRODUTO

= Meios comercial: Meio de transporte Cary Blair.

PROCEDIMENTOS

* Pesar e hidratar o meio conforme instrugdes do fabricante;

*  Fundir completamente;

= Distribuir 7 ml por tubo;

= Esterilizar em autoclave;

= ApOds retirar da autoclave, manter os tubos em posigao vertical para solidificar.

= pH:7,4+/-0,2

CONTROLE DE QUALIDADE

= Crescimento bom (com 0, 24 e 48 horas de crescimento): Shigella flexneri ATCC 12022.

CONSERVAGAO E VALIDADE

= Conservar de 4 a 10°C de 6 a 8 semanas.

INOCULACAO

» Introduzir um "swab" estéril de madeira nas fezes recém coletadas;

= ApOs a coleta, introduzir imediatamente o "swab" no meio de cultura e quebrar a ponta da haste,
de modo que a parte que contém o algoddo fique no meio de cultura;

= Fechar o tubo;

= Manter em temperatura ambiente até o momento de semear nos meios seletivos adequados.

INTERPRETACAO

= Cor original do meio: Branco opalescente.
= Como este € um meio de transporte, ndo ha evidéncia de crescimento bacteriano.

RECOMENDACOES

= N3ao deixar o meio com a tampa aberta ou semi aberta apds a semeadura.

= Nao semear fezes coletadas com mais de 6 horas.

SALINA TAMPONADA
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PRINCIPIO

= Meio liquido tamponado que mantém a bactéria viavel.
UTILIDADE

= Meio de transporte de fezes.

FORMULA /PRODUTO

=  Férmula:

- NacCl 4,249

- Fosfato dipotassico anidro 3,19

- Glicerina bidestilada 300 ml

- Agua destilada 700 ml
PROCEDIMENTOS

= Distribuir 10 ml em cada tubo de 16 x 160 mm;
= Esterilizar em autoclave.

CONTROLE DE QUALIDADE
= Shigella flexneri ATCC 12022
INocuLACAO

= Inocular 2 g da amostra de fezes e homogeneizar;
= Incubar a 35 £1°C por 12 a 18 horas.

INTERPRETACAO

= O crescimento € indicado pela turbidez do meio.
= ApOs incubacgdo semear 3 a 4 alcadas da amostra em uma placa de SS e/ou MacConkey.

CONSERVAGCAO E VALIDADE

= Conservar de 4 a 8°C por até 3 meses.

MEIO STUART

PRINCiPIO

= A caréncia de uma fonte de nitrogénio impede consideravelmente a multiplicacdo de
microorganismos e a composicdo nutritiva garante a sobrevivéncia deles.

UTILIDADE

= Transporte de diversos materiais e conseqliente conservagao dos microorganismos.

= Conservagdo de microorganismos patogénicos como: Haemophilus spp., Pneumococcus,
Salmonella spp., Shigella spp. entre outros.

FORMULA / PRODUTO

= Meios comercial: Meio de transporte STUART

PROCEDIMENTOS

= Pesar e hidratar o meio conforme instrugdes do fabricante;

=  Fundir completamente;
=  Distribuir 7 ml por tubo;
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= Esterilizar em autoclave;

= ApOs retirar da autoclave, manter os tubos em posicdo vertical para que solidifiquem.
= pH:7,4+/-0,2

CONTROLE DE QUALIDADE

= Crescimento bom (com 0, 24 e 48 horas de crescimento):
Haemophilus influenzae ATCC 10211
Shigella flexneri ATCC 12022
Streptococcus pneumoniae ATCC 6305
Bordetella pertussis ATCC 9340
CONSERVAGAO E VALIDADE
= Conservar embalado de 4 a 8°C por 1 a 2 semanas.
INOCULACAO
= O material bioldgico deve ser coletado com auxilio de um "swab" estéril com haste de madeira;
* ApOs a coleta, introduzir imediatamente o "swab" no meio de cultura e quebrar a ponta da haste,
de modo que a parte que contém o algodao fique no meio de cultura;
= Fechar o tubo;
= Manter em temperatura ambiente até o momento de semear nos meios seletivos adequados.

INTERPRETAGAO

= Cor original do meio: Branco opalescente.
= Como este € um meio de transporte, ndo ha evidéncia de crescimento bacteriano.

RECOMENDACOES

= N&o deixar o meio com a tampa aberta ou semi aberta apds a semeadura.
AGAR NUTRIENTE

PRINCiPIO

= O Nutriente Agar € um meio relativamente simples, de facil preparagao e barato, muito usado nos
procedimentos do laboratério de Microbiologia.

UTILIDADE

* nutriente agar tem varias aplicagdes no laboratério de Microbiologia, e pode ser utilizado para
analise de agua, alimentos e leite como meio para cultivo preliminar das amostras submetidas a
exames bacterioldgicos e isolamento de organismos para culturas puras.

* uso mais freqlente é para a conservagdo e manutencgdo de culturas em temperatura ambiente
neste agar, como método opcional para os laboratérios que ndo dispéem do método da
crioconservagdo (congelamento das cepas em freezer a - 70°C).

» Usado para observar esporulacdo de espécies de bacilos Gram positivos.

FORMULA / PRODUTO

»  Produto: Nutriente Agar
*  Férmula:

-  Extrato de carne 39

- Peptona 5g

- Agar 4gar 15¢g

- Agua destilada 1000 ml
- pH:6,8+/-0,2
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PROCEDIMENTOS

= Pesar e hidratar os componentes;

= Fundir;

= Distribuir 3 ml por tubo;

»= Esterilizar em autoclave;

= ApoOs retirar da autoclave, inclinar os tubos ainda quentes para que solidifiquem com a superficie
em forma de "bico de flauta" (angulo de 459°).

CONTROLE DE QUALIDADE

= Crescimento bom a excelente:

Escherichia coli ATCC 25922
Streptococcus pneumoniae ATCC 6305

CONSERVAGAO E VALIDADE
= Conservar embalado de 4 a 8°C por até 3 meses.
INOCULACAO

» Estriar a superficie inclinada do meio;
= Incubar.

INTERPRETAGAO

» Cor original do meio: branco opalescente

» Positivo: Crescimento na superficie do agar;
= Negativo: Auséncia de crescimento.

RECOMENDACOES

*= Usar tubos com tampa de rosca para evitar ressecamento do agar.
= Repicar as cepas conservadas a cada 3 meses.
= Conservar as cepas apods o crescimento no meio em temperatura ambiente.

=  Por ser um meio nutritivo, a auséncia de crescimento ndo devera ocorrer.
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3. MEIOS PARA CRESCIMENTO E ISOLAMENTO

AGAR CHOCOLATE

PRINCiPIO
» Meio de Agar Chocolate é amplamente utilizado para o cultivo de microrganismos exigentes,
embora cresgam neste meio quase todos os tipos de microrganismos.

= A base do meio, é adicionado sangue de cavalo, carneiro ou coelho em temperatura alta, o que faz
com que as hemadcias lisem, liberando hemina e hematina, compostos fundamentais para o
crescimento dos microrganismos exigentes.

Observacgao: se utilizar sangue de carneiro ou coelho no lugar do sangue de cavalo, adicionar os
suplementos a base de NAD (coenzima I) e cisteina apds resfriar a base achocolatada a
aproximadamente 50°C.

UTILIDADE

= Crescimento de microrganismos exigentes Haemophilus spp., Neisseria spp., Branhamella
catarrhalis e Moraxella spp.

FORMULA / PRODUTO

= Meios comerciais: BHI Agar *, Columbia Agar Base, Blood Agar Base, Mueller Hinton Agar.

= Sangue de cavalo, carneiro ou coelho desfibrinado.

= Recomenda-se o uso da base de BHI Agar, por apresentar melhor crescimento das cepas
exigentes, principalmente cepas de Haemophilus spp.

PROCEDIMENTOS

= Pesar e hidratar o meio conforme instrugdes do fabricante;

= Esterilizar em autoclave;

= Esfriar a base a temperatura de aproximadamente 80°C;

= Adicionar 5 ml de sangue desfibrinado de cavalo para cada 100 ml de base;

* Homogeneizar bem até lisar totalmente as hemacias e o meio apresentar uma cor castanho escuro
(chocolate);

» Distribuir em placas de Petri de 90 mm de diametro.

CONTROLE DE QUALIDADE

= Crescimento bom a excelente: Haemophilus influenzae ATCC 10211.

CONSERVAGAO E VALIDADE

= Conservar de 4 a 10°C por 4 meses.

INOCULACAO

= Estriar a superficie do meio, usando a técnica de semeadura para isolamento;
= Incubar a 35°C por 24 horas.

INTERPRETAGAO

= Cor original do meio: castanho escuro (chocolate).

= Colonias de tamanho pequeno a médio, com pigmento amarelo: sugestivo de Neisseria spp,
Branhamella catarrhalis ou Moraxella spp.

= Col6nias pequenas e delicadas, com pigmento creme claro: sugestivo de Haemophilus spp.

RECOMENDACOES

= Lembrar que é um meio rico e crescem varios tipos de microrganismos.
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» Fazer esfregaco de todas as colOnias suspeitas e corar pela técnica de Gram, para confirmar se
trata-se ou nao de Neisseria spp., Branhamella catarrhalis ou Moraxella spp. (cocos Gram
negativos reniformes) ou Haemophilus spp. (bacilos Gram negativos delicados e pleomérficos).

= N&o usar sangue de cavalo vencido.

= Por ser um meio rico, o crescimento a partir de materiais bioldgicos em geral costuma ser
abundante. Sempre que necessario, isolar a colonia em estudo para os procedimentos de
identificacdo, para nao correr o risco de trabalhar com cepas misturadas.

AGAR THAYER-MARTIN CHOCOLATE

PRINCiPIO

» E um meio rico e superior a outros meios de cultivo destinados para o isolamento de Neisseria
gonorrhoeae e Neisseria meningitidis , pois contém em sua férmula antibidticos que inibem o
crescimento de Neisserias saprofitas e outras bactérias, quando em amostras colhidas de sitios
contaminados.

UTILIDADE

= Usado para o isolamento seletivo de Neisseria gonorrhoeae e Neisseria meningitidis, a partir do
material de investigagao.

FORMULA / PRODUTO

= Meio comercial: Thayer-Martin Agar Base.

= Sangue desfibrinado de carneiro.

* Suplemento I: mistura de inibidores (antibioticos).
= Suplemento II: mistura de fatores de crescimento.

PROCEDIMENTOS

= Dissolver os suplementos liofilizados conforme instrucSes do fabricante (normalmente em agua
destilada estéril que ja acompanha o kit) e reservar;

* Pesar e hidratar o meio conforme instrugdes do fabricante (normalmente prepara-se 200 ml de
base para cada frasco de suplementos I e II );

= Esterilizar em autoclave;

= Esfriar a base a 80°C;

= Adicionar 5 ml de sangue desfibrinado de carneiro para cada 100 ml de base;

= Homogeneizar bem até lisar totalmente as hemacias e o meio apresentar uma cor castanho escura
(chocolate);

= Deixar resfriar a base a 50°C;

= Adicionar assepticamente a base resfriada os suplementos previamente dissolvidos;

= Homogeneizar delicadamente para nao formar bolhas;

= Distribuir em placas de Petri de 90 mm ou 4 ml por tubos e inclinar para a superficie ficar em
forma de "bico de flauta" (angulo de 459).

AGAR SALMONELLA-SHIGELLA (SS)

PRINCiPIO

» Agar SS possue componentes (sais de bile, verde brilhante e citrato de sédio) que inibem
microrganismos Gram positivos.

= A incorporagcdo de lactose ao meio permite diferenciar se o microrganismo é lactose positiva
(bactérias que fermentam a lactose produzem acido que na presenca do indicador vermelho
neutro resultando na formacado de colonias de cor rosa), e bactérias que ndo fermentam a lactose
formam coldnias transparentes.

» Tissulfato de sédio e o citrato férrico permitem a detecgao de H.S evidenciado por formacgdo de
colonias de cor negra no centro.
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UTILIDADE

= Selecionar e isolar espécies de Salmonella e Shigella, em amostras de fezes, alimentos e agua.
FORMULA / PRODUTO

»  Meio comercial: Agar SS.

PROCEDIMENTOS

= Pesar e hidratar o meio conforme instrugdes do fabricante;

= Aquecer o meio até fundir o agar;

* Na&ao autoclavar;

= Resfriar até 50°C e distribuir 20 a 25 ml em placas de Petri 90 mm estéreis;

= Deixar em temperatura ambiente até resfriar;

= Embalar as placas com plastico PVC transparente e guardar em geladeira de 4 a 8°C.

CONTROLE DE QUALIDADE

= Positivo: Salmonella typhimurium ATCC 14028.
= Negativo: Staphylococcus aureus ATCC 25923.

INOCULACAO

= Inocular as placas e incubar por 18 a 24 horas;
* Se negativo apds 24 horas, reincubar por mais 24 horas.

INTERPRETAGAO

= Cor original do meio: vermelho alaranjado.

= ColOnias com centro negro (H-S) ou coldnias incolores: suspeita de Salmonella.

= Colonias incolores: suspeita de Shigella spp.

= Colonias cor de rosa ou vermelho: suspeita de Escherichia coli ou Klebsiella spp.

* As bactérias ndo fermentadoras de lactose séo incolores.

» As bactérias fermentadoras de lactose aparecem na cor rosa.

CONSERVAGAO E VALIDADE

= Conservar embalado de 4 a 8°C por 3 meses.

RECOMENDACOES

= Auséncia de crescimento ou crescimento escasso, reincubar a placa mais 24 horas.
= N&o autoclavar, pois a alta temperatura degrada o acglicar contido no meio.
CALDO SELENITO

PRINCiPIO

= Tem propriedades que inibem coliformes e outras espécies da flora intestinal como estreptococos.

UTILIDADE

= Utilizado para o enriquecimento e isolamento de Salmonella spp. e Shigella spp. em amostras de
fezes, urina e alimentos.

FORMULA / PRODUTO

= Meio comercial: Selenito
= Novobiocina

PROCEDIMENTOS
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= Pesar e hidratar o meio conforme instrugdes do fabricante;

= Aquecer até levantar fervura, homogeneizando de vez em quando;

= Na&o autoclavar;

» Aguardar esfriar e adicionar 0,04 g de novobiocina por litro de meio (novobiocina inibe o véu de
Proteus spp.);

= Distribuir 7 ml em tubos estéreis de 15x150 mm com tampa de rosca.

CONTROLE DE QUALIDADE

Crescimento:

* Preparar uma suspensao de Escherichia coli ATCC 25922 e Salmonella typhimurium ATCC 14028
na escala 0,5 de Mac Farland;

= Semear 0,01 ml da suspensao na placa de SS;

= Incubar a placa a 35 £1°C por 12 a 18 horas.

- Positivo: crescimento da Salmonella typhimurium.
Negativo: ndo a crescimento de Escherichia coli.

INOCULACAO

= Inocular 3 a 4 algadas da amostra de fezes no meio de cultura;
= Incubar a 35+1°C por 12 a 18 horas.

INTERPRETACAO
= Cor original do meio: vermelho tijolo.

» ApOs incubacdo, semear com o auxilio de uma algca bacterioldgica em meios seletivos e
enriquecidos (SS, Mac Conkey, XLD, Hectoen).

CALDO TETRATIONATO

PRINCiPIO

= Os sais de bile contidos no meio de tetrationato inibem microrganismos Gram positivos e a adicao
da solugdo de iodo inibe a flora intestinal normal de espécies fecais.

UTILIDADE
*» Meio de enriquecimento para Salmonella spp.
FOrRMULA / PRODUTO

= Meio comercial: Caldo Tetrationato.
= Solugao de Iodo para tetrationato: para ser adicionado no caldo antes de semeada a amostra

de fezes.

- Iodo metélico 6,0g

- Iodeto de potassio 5049

- Agua destilada 20,0 ml
PROCEDIMENTOS

Caldo tetrationato

= Pesar e hidratar o meio segundo instrugdes do fabricante;
= Aquecer até ferver;

=  Distribuir 10 ml em tubos estéreis com tampa de rosca;

= N&o autoclavar.

Solucgao de iodeto de potassio

* Macerar o iodeto de potassio e o iodo em um graal;
= Adicionar dgua aos poucos até dissolver completamente;
*» Colocar em frasco ambar.
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CONTROLE DE QUALIDADE

Crescimento:

= Preparar uma suspensao de Salmonella typhimurium ATCC 14028 e uma cepa de Escherichia coli
ATCC 25922 na escala 0,5 de Mac Farland;

= Semear 0,01 ml da suspensdo em uma placa de SS;

= Se houver crescimento de Salmonella e inibicao de Escherichia coli, liberar o lote para uso.

INOCULACAO

= Adicionar 0,2 ml da solucao de iodo no tubo;
= Inocular 1a 3 g da amostra de fezes e homogeneizar vigorosamente;
= Incubar a 35 £1°C por 12 a 18 horas.

INTERPRETACAO

*=  Cor original do meio: limpido com precipitado branco.
= O crescimento € indicado pela turbidez do meio.
= Apo0s incubacdo, semear 3 a 4 algadas da amostra em uma placa de SS e/ou Mac Conkey.

CONSERVAGAO E VALIDADE

= Tetrationato: Conservar de 4 a 8°C por até 4 meses.
*» Solugdo de iodo: Conservar em frasco ambar a temperatura ambiente por até 12 meses.

CONTROLE DE QUALIDADE

= Positivo: Neisseria gonorrhoeae 43069 e Neisseria meningitidis 13090.
» Negativo: Staphylococcus aureus ATCC 25923.

CONSERVAGCAO E VALIDADE
= Conservar embalado de 4 a 8°C por até 3 meses.
INOCULAGAO

» Usar a técnica de semeadura por esgotamento;
= Incubar em CO, e umidade (jarra com vela acesa e um chumaco de algoddo embebido em agua);
= Incubagdo por 48 horas.

INTERPRETAGAO

= Cor original do meio: castanho escuro (chocolate).

= Colonias pequenas com pigmento creme: sugestivo de Neisseria gonorrhoeae e Neisseria
meningitidis.

» Fazer esfregaco de todas as colOnias suspeitas e corar pela técnica de Gram, para confirmar se
trata-se ou nao de Neisseria (diplococos Gram negativos reniformes).

= Confirmando a morfologia pelo Gram, seguir identificacdo com testes de oxidase e provas de
fermentagao.

RECOMENDACOES

» Antes de semear o material bioldégico aquecer o meio de cultura em estufa a 35°C, pois
temperaturas baixas podem inibir o crescimento de Neisserias;
= Nao usar meio, suplementos e sangue vencidos;

= Se ndo for incubado em CO, e ndo houver crescimento, pode ser um resultado falso - negativo,
pois as Neisserias necessitam de atmosfera com o CO, para o crescimento;

= Se ndo houver crescimento, incubar até 5 dias.

CALDO TIOGLICOLATO COM INDICADOR
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PRINCiPIO

* O meio de Tioglicolato da suporte para o crescimento de varios microrganismos. O potencial de
oxidacdo e reducgdo baixo do meio neutraliza efeitos antibacterianos das espécies preservadas com
mercurio.

= A resazurina e o azul de metileno sdo indicadores da posicdo de oxidacao de aerdbios e a dextrose
incluida na formula é para os microrganismos que tem crescimento vigoroso na presenca do
carboidrato.

UTILIDADE

» Usado para o cultivo de microrganismos aerdbios, microaerdfilos e anaerdbios.
= Usado para controle de esterilidade bacteriana de diversos materiais.

FORMULA / PRODUTO
= Meio comercial: Tioglicolato caldo com indicador
PROCEDIMENTOS

= Pesar e hidratar o meio conforme instrugdes do fabricante;
= Aquecer em bico de Bunsen, até dissolver completamente;
= Distribuir 5 ml por tubo;

= Esterilizar em autoclave.

= pH:7,2+/-0,2

CONTROLE DE QUALIDADE
= Crescimento bom a excelente: Bacillus subtilis ATCC 6633, Streptococcus pyogenes ATCC 19615.
CONSERVAGAO E VALIDADE

= Temperatura ambiente: 3 meses.
= Entre 4 a 8°C: 6 meses.

INOCULACAO

= Com auxilio da alca bacterioldgica, inocular o material bioldgico introduzindo a alga até a metade
do tubo;

= Retirar a alca sem agitar o tubo;

* Incubar a 35 =/- 1°C por 24 horas.

INTERPRETACAO

= Cor original: amarelo claro.

= Presenga de crescimento: turvagdo do meio.

= Auséncia de crescimento: meio permanece inalterado.

= Crescimento de microrganismos anaerobios: crescimento na profundidade do meio.
= Crescimento de microrganismos aerdbios: crescimento na superficie do meio.

RECOMENDACOES

*= Ndo usar o meio quando estiver com cor rosa ou esverdeado na superficie, pois indica a presenca
de oxigénio no meio.

= Recomenda-se o uso do meio recém preparado, porém, se ndo houver a presenca de oxigénio,
pode-se usar um periodo maior.

= Nao usar meios que estejam turvos.

= N3ao utilizar o meio quando o indicador atingir a metade do volume do meio.

CALDO TIOGLICOLATO SEM INDICADOR
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PRINCiPIO

= As substancias redutoras tioglicolato, cisteina e sulfito de sédio produzem uma anaerobiose
suficiente para microrganismos anaerdbios exigentes.

UTILIDADE

» Usado para o cultivo de microrganismos anaerobios.

FORMULA / PRODUTO

* Meio comercial: Tioglicolato caldo sem indicador.

PROCEDIMENTOS

* Pesar e hidratar o meio conforme instrugdes do fabricante;

= Aquecer em bico de Bunsen, até dissolver completamente;

= Distribuir 5 ml por tubo;

» Esterilizar em autoclave.

= pH:7,2+/-0,2

CONTROLE DE QUALIDADE

= Crescimento bom a excelente: Clostridium perfringens ATCC 10543.

CONSERVAGAO E VALIDADE

= Temperatura ambiente: 18 meses.

INocuLACAO

= Com auxilio da alca bacterioldgica, inocular o material bioldgico introduzindo a alga até o fundo do
tubo;

» Retirar a alga sem agitar o tubo;

= Incubar a 35 =/- 1°C em jarra com gerador de anaerobiose durante 48 horas.

INTERPRETAGAO

= Cor original: amarelo claro.

* Presenca de crescimento: turvacdo do meio.

= Auséncia de crescimento: meio permanece inalterado.

RECOMENDACOES

= Nao usar meios que estejam turvos.

* Se necessario, incubar um periodo superior a 48 horas.

AGAR MAC CONKEY

PRINCiPIO

= O cristal violeta inibe o crescimento de microrganismos Gram positivos especialmente enterococos
e estafilococos.

= A concentracdo de sais de bile é relativamente baixa em comparagdao com outros meios, por isso
nao é tdo seletivo para Gram negativos como, por exemplo, o agar SS.

UTILIDADE

» Isolar bacilos Gram negativos (enterobactérias e ndo fermentadores) e verificar a fermentacdo ou
ndo da lactose.
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FORMULA /PRODUTO

» Meio comercial: Agar MacConkey.

PROCEDIMENTOS

= Pesar e hidratar o meio conforme instrugdes do fabricante;

= Aquecer sob agitagdo até fundir o dgar completamente;

= Esterilizar em autoclave;

= Resfriar até 50°C e distribuir 20 a 25 ml em placas de Petri 90 mm estéreis;
= Deixar em temperatura ambiente até resfriar;

= Embalar as placas com plastico PVC transparente e guardar em geladeira de 4 a 8°C.
CONTROLE DE QUALIDADE

= Positivo: Proteus mirabilis ATCC 12453 (ndo fermentador de lactose).

» Positivo: Escherichia coli ATCC 25922 (fermentador de lactose).

= Negativo: Staphylococcus aureus ATCC 25923.

INocuLACAO

= Inocular as placas e incubar por 18 a 24 horas;
= Se negativo apods 24 horas, reincubar por mais 24 horas.

INTERPRETAGAO

= Cor original do meio: rosa avermelhado.

= Crescimento de bacilos Gram negativos.

= Colonias cor de rosa: fermentadoras de lactose.

= Colo6nias incolores: ndo fermentadoras de lactose.
* N&o ha crescimento de cocos Gram positivos.
CONSERVAGCAO E VALIDADE

= Conservar as placas embaladas de 4 a 8°C por até 3 meses.
AGAR SANGUE

PRINCiPIO

» O meio de Agar sangue, usando uma base rica como abaixo descrita, oferece étimas condicdes de
crescimento a maioria dos microrganismos. A conservagao dos eritrdcitos integros favorecem a
formagdo de halos de hemdlise nitidos, Uteis para a diferenciacdo de Streptococcus spp. e
Staphylococcus spp.

UTILIDADE

= Usado para o isolamento de microrganismos nao fastidiosos.

» Verificagdo de hemdlise dos Streptococcus spp. e Staphylococcus spp.

= Usado na prova de satelitismo (para identificacdo presuntiva de Haemophilus spp.).

FORMULA / PRODUTO

» Meio comercial: Blood Agar Base, Columbia Agar Base, BHI Agar, Mueller Hinton Agar;
= Sangue desfibrinado de carneiro ou coelho:

- 5 ml para cada 100 ml de meio base.
- pH:6,8+/-0,2

PROCEDIMENTOS

= Pesar e hidratar o meio conforme instrugdes do fabricante;
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= Esterilizar em autoclave;

» Esfriar a base a +/- 50°C;

= Adicionar 5 ml de sangue desfibrinado de carneiro para cada 100 ml de base;
= Homogeneizar delicadamente para nao formar bolhas;

= Distribuir em placas de Petri de 90 mm de diametro.

CONTROLE DE QUALIDADE

= Hemodlise beta hemolitica: Streptococcus pyogenes ATCC 19615 ou Staphylococcus aureus ATCC
25923.

= Hemolise alfa hemolitica: Streptococcus do grupo viridans ou Streptococcus pneumoniae ATCC
6305.

* Hemdlise gama (sem hemodlise): Enterococcus faecalis ATCC 29212 ou Staphylococcus epidermidis
ATCC 12228.

CONSERVAGAO E VALIDADE

= Conservar de 4 a 10°C por 4 meses.

INOCULACAO

» Estriar a superficie do meio, usando a técnica de semeadura para isolamento;

* No final da semeadura, picar o meio com a alga para verificar hemdélise em profundidade;

*= Incubar a 35°C 24 horas.

INTERPRETAGCAO

= Cor original do meio: vermelho.

= Beta hemdlise: presenca de halo transparente ao redor das col6nias semeadas (lise total dos
eritrocitos).

= Alfa hemdlise: presenca de halo esverdeado ao redor das col6nias semeadas (lise parcial dos
eritrocitos).

= Gama hemolise (sem hemdlise): auséncia de halo ao redor das colGnias (eritrécitos permanecem
integros).

RECOMENDAGOES

= N&o usar sangue de carneiro vencido, pois o meio fica hemolisado ou com cor muito escura,
dificultando o estudo de hemdlise;

= Nao usar sangue humano, pois alguns microrganismos ndo apresentam hemolise;

= N&o adicionar o sangue na base do meio quente, pois as hemacias rompem-se, dificultando o
estude de hemolise;

Por ser um meio rico, o crescimento a partir de materiais bioldgicos em geral costuma ser abundante,
sempre que necessario, isolar a colénia em estudo para os procedimentos de identificacdo, para ndo
correr o risco de trabalhar com cepas misturadas.

AGAR CLED - CYSTINE LACTOSE ELECTROLYTE DEFICIENT

PRINCiPIO

= Usado para isolamento e quantificagdo de microrganismos presentes em amostras urina. A
deficiéncia de eletrdlitos inibe o véu de cepas de Proteus.

UTILIDADE
= Isolar e quantificar microrganismos Gram positivos, Gram negativos e leveduras.
FORMULA / PRODUTO

» Meio comercial: Agar Cled.
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PROCEDIMENTOS

Pesar e hidratar o meio conforme instrugdes do fabricante;

Esterilizar em autoclave;

Resfriar a +/- 50°C e distribuir de 20 a 25 ml em placas de Petri 90 mm estéreis;
Deixar em temperatura ambiente até resfriar.

CONTROLE DE QUALIDADE

Positivo:

- Lactose positiva: Escherichia coli ATCC 25922: crescimento moderado a denso, colbnias

médias ou grandes amareladas, apds 48 horas de incubacdo.

- Lactose negativa: Proteus vulgaris ATCC 8427: crescimento moderado a denso, col6nias azuis

translucidas.
Negativo: auséncia de crescimento

INOCULAGCAO

Verificar técnica de semeadura quantitativa.

INTERPRETACAO

Cor original do meio: azul claro.
Colonias lactose positiva: cor amarela.
Col6nias lactose negativa: cor azul.

Caracteristicas de crescimento:

Escherichia coli: colonias opacas, amarelas com ligeira cor amarelo escuro no centro, com cerca de
1,25 mm de diametro, as ndo fermentadoras de lactose colGnias azuis

Espécies de Klebsiella: col6nias muito mucosas, cor variavel de amarelo a branco azulado
Espécies de Proteus: colOnias azul translicidas, geralmente menor que E.coli

Espécies de Salmonella: colonias planas, cor azul

Enterococcus faecalis: colonias amarelas, com cerca de 0,5 mm de didmetro
Staphylococcus aureus: colbnias amarelas, com cerca de 0,75 mm de diametro
Staphylococcus coagulase negativa: col6nias amarelo palha e brancas

Corynebacterium: colbnias pequenas e cinza

Lactobacilos: col6nias pequenas e com superficie rugosa

Pseudomonas aeruginosa: colonias verdes, com superficie prateada e periferia rugosa

CONSERVAGAO E VALIDADE

Conservar embalado de 4 a 8°C por até 3 meses.

RECOMENDAGOES

Organismos que fermentam lactose baixam o pH e mudam a cor do meio de verde para amarelo,
podendo assim verificar se o microrganismo ¢é lactose negativa ou positiva;

Espécies de Shigella ndo crescem em meios deficientes em eletrolitos.

CALDO BHI - BRAIN HEART INFUSION

PRINCiPIO

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

A peptona e a infusdo sdo fontes de nitrogénio, carbono, enxofre e vitaminas.

Mod IV - 15



= A dextose é um carboidrato que os microrganismos utilizam para fermentagdo.

UTILIDADE

= Meio para cultivo de estreptococcos, pneumococos, meningococos, enterobactérias, ndo
fermentadores, leveduras e fungos.

= Pode ser utilizado na preparacdo do indculo para teste de susceptibilidade aos antimicrobianos,
para realizacdao de teste de coagulase em tubo, para teste de crescimento bacteriano a 42 e 44°C
e para teste de motilidade em Iamina.

FORMULA / PRODUTO

* Meio comercial: Caldo BHI (infusdo de cérebro e coragdo).
PROCEDIMENTOS

* Pesar e hidratar o meio conforme instrugdes do fabricante;

= Distribuir 3,0 ml em tubos com tampa de rosca;

= Esterilizar em autoclave;

»= Retirar os tubos da autoclave e deixar esfriar em temperatura ambiente.

CONTROLE DE QUALIDADE

= Positivo: Streptococcus pneumoniae ATCC 6305 e Candida albicans ATCC 10231.
= Negativo: meio sem inocular.

INOCULACAO

= Com o auxilio de uma alca ou fio bacterioldgico, inocular a colénia ou o material a ser testado -
realizar o teste com col6nias puras de 18 a 24 horas;

= Incubar a 35°C £2 por 24 a 48 horas;

* Para isolamento de fungos incubar por até 5 dias.

INTERPRETACAO

= Cor original do meio: amarelo claro, limpido.

= Positivo: presenca de turvagao = crescimento bacteriano.

= Negativo: auséncia de turvagao.

CONSERVAGAO E VALIDADE

= Conservar de 4 a 10°C por 6 meses.

RECOMENDAGOES

* Para cultivo de anaerédbios, acrescentar 0,1% de agar.

*» Para crescimento de Haemophilus e outros fastidiosos é necessario adicdo de suplementos a base
de L-cisteina, NAD (fator V) e hemina (fator X).

LOWENSTEIN JENSEN

PRINCiPIO

= A base do meio € constituida por ovos integrais, o que permite amplo crescimento das
micobactérias e o crescimento é satisfatorio para o teste de niacina (que é positivo para
Mycobacterium tuberculosis).

UTILIDADE

= Isolamento primario das micobactérias.
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FORMULA / PRODUTO

Meio comercial: Meio TB para Bacilos de Koch Seg. Léwenstein Jensen ou Lowenstein Medium Base
Ovos de galinha frescos

Meio base - formula:

Fosfato monopotassico 1,2g
Sulfato de magnésio 0,12g
Citrato de magnésio 0,3¢g
L-asparagina 1,89
Fécula de batata 15,0 g
Glicerol 6,0 ml
Ovos totais 500 ml
Solugdo de Verde de malaquita a 2% 10 ml

Solucdo de Verde de malaquita a 2% - Formula:

Verde de malaquita 29
Agua destilada 100 ml
PROCEDIMENTOS

Preparacgao dos ovos:

Escovar os ovos, um a um, com escova de cerdas macias;

Deixar os ovos submersos em agua e detergente comum, durante 30 minutos;
Enxaguar com agua corrente cuidadosamente um a um;

Deixar os ovos submersos em alcool etilico a 70% durante 30 minutos;
Retirar os ovos cuidadosamente e secar com pano estéril;

Reservar os ovos.

Solucao de Verde de malaquita a 2%:

Pesar o verde de malaquita e adicionar a agua;
Homogeneizar bem até dissolver o corante;
Esterilizar em vapor fluente durante 30 minutos;
Reservar a solugao.

Meio comercial:

Pesar e hidratar o meio conforme instrugdes do fabricante;

Adicionar o glicerol e aquecer o meio, agitando constantemente até ferver;

Esterilizar em autoclave;

Resfriar a base a 45 - 50°C;

Quebrar os ovos, um a um, cuidadosamente em copo de béquer estéril e transferir, um a um, para
uma proveta estéril de 500 ml;

Completar a proveta com ovos até completar 500 ml;

Transferir os ovos para um copo de liqUidificador estéril - se ndo tiver liquidificador préprio para
laboratério, transferir os ovos para um baldo de 1000 ml contendo pérolas de vidro de tamanho
médio, ambos estéreis;

Homogeneizar os ovos;

Passar os ovos para o baldo que contém a base fria, filtrando em funil e gaze estéril;

Adicionar o verde de malaquita;

Homogeneizar bem;

Deixar repousar durante 30 minutos para as bolhas da superficie estourarem;

Distribuir 10 a 12 ml por tubo de rosca estéril;

Colocar os tubos no coagulador inclinados com a superficie em forma de bico de flauta (d&ngulo de
450) durante 50 minutos a 85°C - se nao tiver coagulador, pode-se coagular os ovos em banho de
areia a 85°C colocado em estufa de esterilizacdo, também por 50 minutos, tendo o cuidado de
verificar a temperatura constantemente.

Meio nao comercial:

Diluir a L-asparagina em pouca agua e dissolver aquecendo lentamente no bico de Bunsen;
Acrescentar os demais componentes, exceto os ovos e o verde de malaquita;

Esterilizar em autoclave;

Seguir os passos 4 ao 14 listados acima.

Mod IV - 17



CONTROLE DE QUALIDADE
= Esterilizacdo: colocar todos os tubos em estufa;
= Crescimento bom a excelente:
Mycobacterium tuberculosis ATCC 25618
Mycobacterium avium ATCC 25291
CONSERVAGAO E VALIDADE
= Conservar entre 4 a 8°C por 3 meses.

INOCULACAO

= Para materiais bioldgicos de sitios contaminados, fazer descontaminacdo prévia pelas técnicas
desejadas (Petroff, NALC, Lauril sulfato de sddio, Corper & Stoner modificado);

= Semear 5 gotas ou mais, cobrindo bem a superficie do meio;

= Manter os tubos inclinados com a tampa semi aberta até secar bem o inéculo;

* Depois de seco o indculo, rosquear os tubos e incubar 60 dias a 35°C;

= Semanalmente, abrir as tampas préximo ao bico de Bunsen para ventilar os cultivos e observar a
presenca ou nao de crescimento.

INTERPRETACAO

= Cor original do meio: verde claro
* Positivo: Crescimento de colOnias amarelas
= Negativo: auséncia de crescimento.

RECOMENDACOES

= Como é um meio rico em proteinas, bactérias proteoliticas contaminam o meio, liquefazendo-o,
para isto, deve-se fazer uma leitura com 24 horas de incubacgdo para tirar as culturas que possam
ter contaminado;

* N3ao usar ovos velhos;
= Nao quebrar mais que um ovo por vez, pois pode ter algum estragado e contaminar os demais;
* Manter sempre mais que um béquer estéril para o caso de haver algum ovo estragado;

= N&o liberar culturas negativas com tempo inferior a 60 dias de incubacdo, pois as micobactérias
desenvolvem-se lentamente;

= Fazer um esfregaco do crescimento e corar pela técnica de Ziehl para confirmar ser um Bacilo
Alcool Acido Resistente, pois alguns contaminantes podem crescer com pigmento amarelo.

MEIO BIFASICO: LOWENSTEIN E MIDDLEBROOK

PRINCiPIO

= O meio é constituido de duas fases, uma soélida que é o meio de Lowenstein Jensen e uma liquida,
que é o meio 7H-9, juntos fornecem os nutrientes necessarios para o desenvolvimento das
micobactérias isoladas de materiais nobres.

UTILIDADE

* Sistema desenvolvido para o isolamento de micobactérias do sangue e de materiais paucibacilares,
como liquor, liquido pleural, bidpsias, entre outros.

FORMULA / PRODUTO
*» Meio comercial: Meio TB para Bacilos de Koch Seg. Léwenstein Jensen ou Lowenstein Medium Base
= Meio comercial: Middlebrook 7H-9 broth

= Meio comercial: Middlebrook Enrichment (suplemento para enriquecimento).
= Ovos de galinha frescos

Mod IV - 18



PROCEDIMENTOS

= Meio de Léwenstein Jensen: procedimento igual ao ja descrito, distribuindo 12 ml do meio em
frascos estéreis com capacidade para 100 ml (usar tampdo de algoddo e depois do meio pronto -
parte sdlida e liquida, substituir por tampa de borracha e lacre de aluminio) e coagulando os
frascos bem inclinados.

= Meio Middlebrook 7H-9 broth:
- Pesar e hidratar conforme instrugdes do fabricante;
- Adicionar o glicerol, conforme instrucdes do fabricante;
- Esterilizar em autoclave;
- Resfriar a base a - 50°C;
- Adicionar o suplemento Middlebrook Enrichment, conforme instrugdes do fabricante;
- Homogeneizar bem;
- Distribuir 15 ml em cada frasco de Lowenstein Jensen inclinado;
- Fazer o controle de qualidade de esterilidade;

- Lacrar os frascos com tampa de borracha (previamente submersas em alcool etilico 70%
durante 30 minutos) e lacre de aluminio.

- pH: 6,6 +/-0,2
CONTROLE DE QUALIDADE

= Crescimento bom a excelente:

Mycobacterium tuberculosis ATCC 27294 e Mycobacterium fortuitum ATCC 6841.

CONSERVACAO E VALIDADE
= Conservar os frascos embalados de 4 a 8°C por até 3 meses.
INOCULACAO

* Por serem materiais estéreis, ndo é necessario a descontaminacgao;
= Colher assepticamente 5 ml de sangue e inocular no frasco ;

= Se for outro material, inocular até 5 ml de material;

= Incubar durante 60 dias a 35° /- 0,2;

= Banhar o meio sélido semanalmente.

INTERPRETACAO

» Cor original do meio: parte sélida: verde clara, parte liquida: d&mbar claro.
*= Positivo: turvacdo do meio liquido e crescimento de col6nias amarelas no meio sélido.
= Negativo: auséncia de turvagdo e crescimento nos meios liquido e sdlido.

RECOMENDAGOES

= N&o usar frascos com meio liquido turvo;
*= Volumes de indculos inferires a 2,5 ml podem resultar em culturas falso - negativas;

= Na&o liberar culturas negativas com tempo inferior a 60 dias de incubacdo, pois as micobactérias
desenvolvem-se lentamente;

= Fazer um esfregaco do crescimento e corar pela técnica de Ziehl para confirmar ser um Bacilo
Alcool Acido Resistente, pois alguns contaminantes podem crescer com pigmento amarelo.

AGAR MYCOSEL

PRINCiPIO
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= A Cicloheximida, um dos componentes do meio, serve para selecionar dermatofitos o cloranfenicol
inibe o crescimento de bactérias e alguns fungos filamentosos.

UTILIDADE

= Isolamento de fungos patogénicos, principalmente dermatdfitos, a partir de material de
investigagao contaminado.

FORMULA / PRODUTO

= Meio comercial: Mycosel Agar, Mycobiotic Agar ou Agar seletivo para fungos patogénicos.

PROCEDIMENTOS

= Pesar e hidratar o meio conforme instrugdes do fabricante;

= Esterilizar em autoclave;

= Resfriar a +/- 50°C e distribuir em placas de 90 mm de diametro ou 4 ml por tubo;

» Se distribuir em tubos, deixar solidificar com inclinagdo em forma de bico de flauta (angulo de
450),

= pH:6,9+/-0,1

CONTROLE DE QUALIDADE

= Crescimento bom a excelente: Trichophyton verrucosum ATCC 36058, Candida albicans ATCC
10231.

= Crescimento inibido: Aspergillus niger ATCC 16404, Candida tropicalis, Penicillium spp.

CONSERVAGAO E VALIDADE

= Conservar embalado de 4 a 8°C por até 3 meses.

INOCULACAO

= Inocular sempre dois tubos ou placas;

* Se em placa: semear com a técnica de semeadura quantitativa;

= Se em tubo: estriar na superficie inclinada do meio;

= Incubar um dos meios semeados em temperatura ambiente e o outro a 37°C;

= Observar diariamente a presencga ou nao de crescimento;

= Incubar 40 dias.

INTERPRETACAO

= Cor original do meio: amarelo claro opalescente.
= ApOs o crescimento, deve-se seguir a identificacdo do microrganismo que cresceu.

RECOMENDACOES

= A auséncia de crescimento ndo indica uma cultura negativa para fungos, pois alguns fungos
podem ter o crescimento inibido neste meio.

= Recomenda-se o uso de meios em tubos, pois a incubagdo demorada resseca com facilidade o
meio contido em placas.

AGAR SABOURAUD

PRINCiPIO

» Meio com nutrientes que favorece o crescimento de diversos fungos leve duriformes e
filamentosos.

UTILIDADE
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*= Cultivo e crescimento de espécies de Candidas e fungos filamentosos, particularmente associados
a infecgbes superficiais.

» Caracterizacdo macroscopica do fungo filamentoso (col6nia gigante).

FORMULA / PRODUTO

» Meio comercial: Sabouraud Dextrose Agar.

PROCEDIMENTOS

* Pesar e hidratar o meio conforme instrugdes do fabricante;

= Esterilizar em autoclave;

= Resfriar a +/- 50°C e distribuir em placas de 90 mm de diametro ou 4 ml por tubo;

= Se distribuir em tubos, deixar solidificar com inclinacdo em forma de bico de flauta (éngulo de
450),

* pH:5,6+/-0,1

CONTROLE DE QUALIDADE

= Crescimento bom a excelente: Candida albicans ATCC 10231, Aspergillus niger ATCC 16404.

CONSERVAGAO E VALIDADE

= Conservar embalado de 4 a 8°C por até 6 meses.

INOCULACAO

= Inocular sempre dois tubos ou placas;

* Se em placa: semear com a técnica de semeadura quantitativa;

= Se em tubo: semear na superficie inclinada do meio;

= Incubar um dos meios semeados em temperatura ambiente e o outro a 37°C;

= Observar diariamente a presenga ou nao de crescimento;

= Incubar 40 dias.

INTERPRETACAO

= Cor original do meio: amarelo claro opalescente.
= Ap0s o crescimento, deve-se seguir a identificacdo do microrganismo que cresceu.

RECOMENDACOES

* Recomenda-se o uso de meios em tubos, pois a incubacdo demorada resseca com facilidade o
meio contido em placas.

= N&o usar meios vencidos e/ou ressecados.

*  Para suspeitas de Histoplamasma capsulatum e Paracoccidioides brasiliensis, semear em BHI agar.
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4. MEIOS COMERCIAIS PARA PROVAS DE IDENTIFICAGCAO

BASE DE NITROGENIO PARA LEVEDURAS - YEAST NITROGEN BASE

PRINCiPIO

Determina a capacidade das leveduras de assimilar carboidratos, utilizando um meio a base de
nitrogénio livre de carboidratos e discos de papel impregnados com carboidratos, nos quais observa-
se o crescimento ao redor, apés um periodo de incubacao.

UTILIDADE

Identificar as espécies de leveduras através da prova de assimilagdo de carboidratos.

FORMULA / PRODUTO

= Meio comercial: Yeast Nitrogen Base ou Base de nitrogénio para leveduras.

= Discos comerciais de carboidratos.
= Discos preparados no laboratdrio, impregnados com soluges de carboidratos a 1%:

- Carboidrato 1lg
- Agua destilada 100 ml
PROCEDIMENTOS

Para os discos de carboidratos:
= Se for preparar os discos com carboidratos, preparar 2 dias antes de fazer o meio;

= Usar discos estéreis disponiveis para compra ou esterilizar papel de filtro de 10 mm de diametro
em autoclave;

= Pesar o carboidrato (cada carboidrato em frasco separado) e adicionar dgua, homogeneizar bem
até completa dissolugdo - carboidratos utilizados: glicose, maltose, sacarose, lactose, galactose,
melibiose, celobiose, inositol, xilose, rafinose, trealose, dulcitol;

» Esterilizar por filtragdo (cada um em frasco separado);
= Impregnar os discos previamente estéreis (embeber totalmente os discos);
» Deixar os discos em estufa a 37°C até secarem totalmente .

Para o meio base de nitrogénio:

= Pesar e hidratar conforme instrugdes do fabricante;
=  Fundir completamente;

= Distribuir 20 ml por tubo;

» Esterilizar em autoclave.

CONTROLE DE QUALIDADE

CARBOIDRATOS POSITIVO NEGATIVO
Glicose Candida albicans

Maltose Candida albicans Candida krusei
Sacarose Candida tropicalis Candida krusei
Lactose Candida kefyr Candida krusei
Galactose Candida albicans Candida krusei
Melibiose Candida guilliermondii Candida krusei
Celobiose Candida guilliermondii Candida krusei
Inositol Cryptococcus neoformans Candida krusei
Xilose Candida albicans Candida krusei
Rafinose Candida guilliermondii Candida krusei
Trealose Candida albicans Candida krusei
Dulcitol Candida guilliermondii Candida krusei
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CONSERVAGAO E VALIDADE

= Meio base: 4 a 10°C por 6 meses.
= Discos: refrigerado e se possivel em dessecador durante 1 ano ou mais.

INOCULACAO

»= Aquecer o tubo contendo 20 ml de meio base de nitrogénio até fundir totalmente;

= Resfriar a base a 47 - 48°C;

*= Fazer uma suspensdo das leveduras na escala 4 ou 5 de McFarland em 4 ml de agua destilada
estéril, , usando um cultivo de leveduras de 24 a 72 horas;

= Despejar a suspensdo de leveduras no tubo contendo a base de nitrogénio;

* Homogeneizar bem;

= Despejar o conteldo homogeneizado (meio base + suspensdo de leveduras) em placa de Petri de
estéril de 150 mm de diametro;

= Esperar solidificar em temperatura ambiente;

= Colocar os discos impregnados com carboidratos com auxilio de uma pinga flambada;

*» Incubar a 30°C durante 18 a 24 horas.

INTERPRETAGAO

» Cor original do meio: amarelo palha.

= Positivo: halo de crescimento ligeiramente opaco ao redor dos discos, que significa a assimilagdo
do aclcar pela levedura.

* Negativo: Auséncia de halo de crescimento. O meio permanece inalterado.

RECOMENDAGOES

= Nao usar cultivos de leveduras superiores a 72 horas;
* N3&o usar indculo inferior ao recomendado, pois pode resultar em prova falso - negativa;

= N&o adicionar a suspensdo de leveduras a base com temperatura superior a 48°C, pois pode
inativar as células e resultar em prova falso - negativa;

= Apds homogeneizar o meio base e suspensdo de leveduras, despejar imediatamente na placa de
Petri, pois solidifica rapidamente.

AGAR CITRATO SIMMONS

PRINCiPIO

* Verifica a capacidade da bactéria de utilizar o citrato de sdédio como Unica fonte de carbono,
juntamente com sais de amoénia, alcalinizando o meio.

UTILIDADE

= Diferenciar géneros e espécies de enterobactérias e ndo fermentadores.
FORMULA / PRODUTO

*» Meio comercial: Citrato Simmons.

PROCEDIMENTOS

* Pesar e hidratar o meio segundo instrucdes do fabricante;

= Ajustar o pH para 6,9 £0,2;

= Aquecer sob agitagdo até fundir o agar;

= Distribuir em tubos com tampas de rosca;

= Esterilizar em autoclave;

= Retirar os tubos da autoclave e inclina-los ainda quentes, para que solidifiquem com a superficie
em forma de bico de flauta (angulo de 45°). Deixar solidificar em temperatura ambiente.
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CONTROLE DE QUALIDADE

= Positivo: Klebsiella pneumoniae ATCC 13883.
= Negativo: Escherichia coli ATCC 25922.

INOCULACAO

= Com o auxilio de um fio bacterioldgico, inocular na superficie a colonia, ndo furar a base;
= Realizar o teste com colonias puras de 18 a 24 horas.

INTERPRETAGAO

= Cor original do meio: verde

»  Positivo: cor azul ou crescimento no local do indculo.

* Negativo: ndo ha crescimento e a cor permanece inalterada.

*» Se houver crescimento visual na area do inéculo sem mudanca de cor, o teste pode ser
considerado positivo, reincubar por 24 até 72 horas, a incubagdo poderd mudar a cor do meio para
alcalino (azul).

Leitura inicial com 24 horas:
= Se resultado positivo: encerrar o teste.
* Se resultado negativo ou houver duvida: reincubar por mais 24/48 horas.

Leitura com 48 horas:

= Se houver crescimento visivel na area do inéculo sem mudanca de cor, o teste pode ser
considerado positivo, (encerrar o teste).

= Se resultado negativo ou houver duvida, reincubar por 24 até 72 horas, a incubagdo podera
mudar a cor do meio para alcalino(azul).

CONSERVACAO E VALIDADE

= Conservar de 4 a 10°C de 6 a 8 semanas;
= ApOds este periodo realizar controles negativo e positivo semanalmente.

RECOMENDACOES

= Manter a tampa do tubo frouxa, o meio necessita de oxigénio.

= N&o se devem transportar colonias de meios que contenham glicose ou outros
nutrientes/substratos, pois podem entrar em contato com o meio de citrato, podendo dar um
resultado falso positivo.

= Se algum resultado estiver duvidoso, inocular um novo tubo e incubar em temperatura ambiente
(22 a 25°C) por até 7 dias.

= N3ao usar repiques de caldo.
= Deixar o tubo em temperatura ambiente antes de inocular a bactéria.
* Para fazer o inéculo flambar o fio bacterioldgico.

= N&o fazer in6culo muito denso (pode acidificar o meio deixando-o amarelo).

AGAR BILIS-ESCULINA

PRINCiPIO

= A prova de Bile-Esculina é baseada na capacidade de algumas bactérias hidrolisarem esculina em
presenca de bilis. A esculina é um derivado glicosidico da cumarina. As duas moléculas do
composto (glicose e 7-hidroxicumarina) estdo unidas por uma ligacdo éster através do oxigénio.
Aa esculina é incorporada em um meio contendo 4% de sais biliares.

* As bactérias Bile-Esculina POSITIVAS, sdo capazes de crescer em presenca de sais biliares. A
hidrélise da esculina no meio resulta na formacao de glicose e esculetina. A esculetina reage com
ions férricos (fornecidos pelo composto inorganico do meio - o citrato férrico), formando um
complexo negro.
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UTILIDADE

= Separagao dos Streptococcus Bile-Esculina positiva dos Bile-Esculina negativa.

= Identificagdo dos Enterococcus spp., que sao Bile-Esculina positiva.

» Identificagdo de bacilos Gram negativos ndo fermentadores e enterobactérias, usar o meio sem
bilis (vide prova de esculina).

FORMULA/ PRODUTO
»  Meio comercial: Agar Bilis-Esculina

Féormula: Peptona
Extrato de carne
Bilis
Esculina
Citrato férrico
Agar
Agua destilada
pH=7,0

a Pae
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Q
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PROCEDIMENTOS

* Pesar e hidratar o meio conforme instrugdes do fabricante;

*  Fundir o meio;

= Distribuir 2,5 ml por tubo;

= Esterilizar em autoclave;

= ApOs retirar da autoclave, inclinar os tubos ainda quentes para que solidifiquem com a superficie
em forma de "bico de flauta" (angulo de 459).

CONTROLE DE QUALIDADE

= Positivo: Enterococcus faecalis ATCC 29212.
= Negativo: Streptococcus pyogenes ATCC 19615.

CONSERVAGAO E VALIDADE
= Conservar de 4 a 10°C por 4 meses.
INocuLACAO

» Estriar a superficie inclinada do meio;
» Incubar a 35°C 24 horas.

INTERPRETAGAO

Cor original do meio: acinzentado

= Positivo: Enegrecimento em pelo menos metade ou mais do meio.

= Negativo: Auséncia de enegrecimento ou crescimento de menos da metade do meio apds 72 horas
de incubacao.

RECOMENDACOES

= Provas negativas com 24 horas de incubacdo, recomenda-se periodo de incubagdo maior (48
horas).

= Alguns Streptococcus do grupo viridans (cerca de 3%) podem hidrolizar a esculina em presenga de
bilis se incubados em atmosfera de CO,.

AGAR SANGUE - CAMP
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PRINCiPIO

= Consiste na interacdo da beta hemolise secretada pelo Staphylococcus aureus com o
microrganismo em estudo, que secreta uma proteina, denominada "fator CAMP", produzindo
aumento de hemdlise no local da inoculagdo.

UTILIDADE

» Separacdo do Streptococcus beta hemolitico presumivel do grupo B de Lancefield (S. agalactiae) e
da Listeria monocytogenes (CAMP positivos) dos demais Streptococcus beta hemoliticos e espécies
de Listeria.

FORMULA/ PRODUTO

Para esta prova utiliza-se:
* Placa de meio Agar Sangue.
= Cepa de Staphylococcus aureus produtora de beta hemolisina ATCC 25923.

CONTROLE DE QUALIDADE

= Positivo: Streptococcus agalactiae ATCC 13813.
= Negativo: Streptococcus pyogenes ATCC 19615.

INOCULACAO

» Com auxilio do fio bacteriolégico, semear na superficie de meio Agar Sangue a cepa de
Staphylococcus aureus com uma Unica linha reta;

= Novamente com o fio bacteriolégico (flambado), tocar nas colonias em estudo;

= Semear uma Unica linha reta na superficie do meio Agar Sangue, perpendicularmente a linha de
semeadura do S. aureus, sem tocar no indculo do S. aureus;

= Logo em seguida, sem flambar o fio, picar o meio Agar Sangue duas vezes, uma de cada lado da
semeadura da cepa em estudo, sem tocar nas duas linhas de indculo ja feitos (a do S. aureus e da
cepa em estudo);

» Incubar a 35°C 24 horas.

(a) Inéculo do S. aureus
(b) Indculo da cepa em estudo

INTERPRETACAO

= Positivo: Aumento da area de hemdlise em forma de flecha no local onde estdo mais préoximas as
duas estrias de crescimento.

= Negativo: Auséncia de aumento da hemdlise. Observa-se nitidamente a hemolise do S. aureus e
da cepa em estudo, inalteradas.

RECOMENDAGAO

= Nao utilizar cepas velhas de S. aureus, pois podem nao produzir beta hemolisina.
= Nao tocar as estrias da semeadura das cepas, para ndo dar um resultado falso - negativo.

= N3o utilizar placas de Agar Sangue velhas que dificultem a leitura da prova, ja que é baseada na
hemdlise das cepas.

CALDO BASE DE MOELLER

PRINCiPIO

= As descarboxilases sdo um grupo de enzimas com substrato especifico, capazes de reagir com o
grupo carboxila dos aminoacidos para formarem aminas alcalinas. Essa reagdo, conhecida como
descarboxilagdo, origina didéxido de carbono como produto secundario.

= Emprega-se normalmente trés aminoacidos para identificacdo dos microrganismos: lisina, ornitina
e arginina. A base de Moeller é a mais utilizada. Os produtos aminados especificos, sdo:
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- Lisina: Cadaverina;
- Ornitina: Putrescina;
- Arginina: Citrulina.

A conversdo da arginina em citrulina é uma atividade de diidrolase, e ndo descarboxilase, na
qual o grupo NH, é retirado da arginina como primeira etapa. Em seguida, a citrulina é
convertida em ornitina, que sofre descarboxilagdo para formar putrescina.

= Aincubacdo deve ser em anaerobiose e para isso, é adicionado 1 ml de éleo mineral estéril apds a
inoculagdo. No inicio da incubagdo, a glicose contida no meio é fermentada e ocorre viragem de
cor pUrpura para o amarelo. Quando o aminoacido é descarboxilado, as aminas alcalinas formadas
revertem a cor do meio para purpura original.

UTILIDADE

= Verificar a capacidade de microrganismos usarem enzimas, auxiliando na identificacdo.
» Utilizado principalmente para identificagbes de enterobactérias, bacilos Gram negativos ndo
fermentadores, estafilococos.

FORMULA / PRODUTO

= Meio base comercial: Caldo Base de Moeller para Descarboxilase.
* Aminoacidos: L lisina ou DL lisina, L ornitina ou DL ornitina, L arginina ou DL arginina.

PROCEDIMENTOS

* Preparar os meios com a Base de Moeller e aminoacidos;

= Preparar o meio apenas com a Base de Moeller, sem aminoacidos, que sera usada como controle;

= Seguir as recomendagdes do fabricante para pesar o meio Base de Moeller;

= Se usar aminoacido L (/levdgiro), adicionar 1 grama do aminoacido para cada 100 ml de meio
base;

= Se usar aminoacido DL (dextrdgiro), adicionar 2 gramas do aminoacido para cada 100 ml de
meio base;

= Homogeneizar bem o meio;

= Acertar o pH para 6,0 com HCI 1 N ;

= Distribuir 2 ml por tubo (usar tubos de rosca);

= Esterilizar em autoclave.

CONTROLE DE QUALIDADE

*» Positivo:
- Lisina: Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 ou Enterobacter aerogenes ATCC 13047.
- Ornitina: Enterobacter cloacae ATCC 13047 ou Serratia marcescens ATCC 13880.
- Arginina: Enterobacter cloacae ATCC 13047 ou Enterobacter sakazakii.

= Negativo:
- Lisina: Enterobacter cloacae ATCC 13047 ou Citrobacter freundii ATCC 8454.
- Ornitina: Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 ou Citrobacter freundii ATCC 8454.
- Arginina: Enterobacter aerogenes ATCC 13047 ou Klebsiella pneumoniae ATCC 13883.

CONSERVAGAO E VALIDADE

= Conservar entre 4 a 10 °C por 3 meses.

INOCULACAO

*= A partir de crescimento recente, inocular a colénia em estudo no tubo contendo o aminoéacido e
no tubo controle;

= Colocar aproximadamente 1 ml de éleo mineral estéril em cada tubo;

= Incubar a 35 +/- 1°C em aerobiose.

INTERPRETAGAO
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= Cor original do meio: purpura

= Positivo:

- Tubo controle (sem aminoacido) : amarelo e turvo - indica que o microrganismo é viavel e o
pH do meio abaixou o suficiente para ativar as enzimas descarboxilase.

- Tubo com aminoacido: purpura e turvo- indica a formacdo de aminas a partir da reagdo de
descarboxilagao.

= Negativo:
- Tubos controle e com aminoacido: purpura.

RECOMENDACOES

= Verificar se o indculo foi satisfatorio para o crescimento, pois a cor original do meio - purpura, sem
apresentar turvagdo ndo significa positividade e sim, auséncia de crescimento bacteriano.

= Como a reagdo ocorre em anaerobiose, é imprescindivel a adicao de éleo mineral.

* Pode-se autoclavar o meio ja com o o6leo mineral ou adicionar apds a inoculagdo do
microrganismo.

* Para alguns microrganismos, como bacilos Gram negativos ndo fermentadores, € necessario um
periodo de incubacdo prolongado (24 a 72 horas).

AGAR DNASE

PRINCiPIO

= Cepas de alguns microrganismos produzem DNase e endonuclease termoestavel. Estas enzimas
hidrolisam acido desoxirribonucléico (DNA) contido no meio de cultura apés um periodo de
incubacdo. Posteriormente este meio é acidificado com HCI 1N para a revelagdo da prova.

UTILIDADE

Prova de identificagdo que separa os principais microrganismos de importancia clinica, entre eles:

= DNase positivos: Staphylococcus aureus , Serratia spp. e Proteus spp., Stenotrophomonas
maltophilia, Cryseobacterium meningosepticum, Moraxella catarrhalis.

= DNase negativos: Staphylococcus coagulase negativa, demais enterobactérias, demais bacilos
Gram negativos ndo fermentadores.

FORMULA / PRODUTO

»  Meio comercial: DNase Agar.
PROCEDIMENTOS

Pode-se revelar a prova de duas maneiras:

= Com uma solucdo de &cido cloridrico 1 N
= Adicionando a base do meio de cultura azul de Toluidina O.

= Para a revelacdo com acido cloridrico 1N:

- Preparar e esterilizar o meio conforme instrugdes do fabricante;
- Esfriar o meio a aproximadamente 50°C;
- Distribuir em placas de petri de 50 mm de diametro.

Preparar uma solugdo de HCI 1N, seguindo a férmula abaixo:

N= C1 (numero de equivalentes grama de soluto)
Vv (volume da solugao)
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C1 =M1 (peso molecular do soluto)
E (volume da solugao)

E=M
X - X para bases: OH desprendido na reagao
para acidos: H* ionizaveis
para oxidantes / redutores: variagdo do NOX
para sais normais: valéncia do cation ou anion

* Para a revelacao com azul de Toluidina O:

- Pesar e hidratar o meio conforme instrugdes do fabricante;

- Acrescentar para cada 1000 ml de base 0,1g de azul de Toluidina O;
- Esterilizar em autoclave;

- Esfriar o meio a aproximadamente 50°C;

- Distribuir em placas de petri de 50 mm de diametro.

CONTROLE DE QUALIDADE

= Positivo: Staphylococcus aureus ATCC 25923 ou Serratia marcescens ATCC 13880.
= Negativo: Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 ou Escherichia coli ATCC 25922.

CONSERVAGCAO E VALIDADE

= Meio: 4 a 10 °C por 3 meses.
= Acido Cloridrico 1N:

- Guardar em frasco ambar, em temperatura ambiente, ao abrigo de luz, calor e umidade.
- Validade: 6 meses.

INOCULACAO
Para as duas técnicas de preparacdo, a inoculagdo é a mesma:

= Com auxilio de um fio bacterioldgico, tocar nas col6nias em estudo e fazer um esfregaco circular e
denso na placa de DNase ;
= Incubar a 35 +/- 1°C 24 horas.

INTERPRETACAO
Revelagdao com HCI 1 N:

= Cor original do meio: amarelo claro

= Colocar sobre o crescimento bacteriano HClI 1 N até banhar totalmente a superficie do meio;
» Aguardar aproximadamente 3 minutos ou até que o meio fique opaco.

» Positivo: Presenca nitida de halo claro na parte inferior e em volta da col6nia.

* Negativo: Auséncia de halo claro em volta da col6nia.

revelacao com azul de toluidina o:

= Cor original do meio: azul claro
* Positivo: Presenca de coloragdo rosa na parte inferior e em volta da col6nia.
= Negativo: Auséncia de cor rosa. O meio permanece com a cor original, azul.

RECOMENDACOES

= Usar sempre uma cepa controle positivo para facilitar a leitura da prova;
= Em uma mesma placa, pode-se fazer até 4 testes (placas de 50 mm de diametro);

*» armazenamento incorreto e uso com validade vencida do HCI 1 N pode dar leituras falso
negativas;

* Para a detecgdo da atividade de DNase ndo € necessario que haja crescimento, por isso é que a
semeadura deve ser de forma circular densa e ndo de estria;
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*» Para o meio preparado com Azul de Toluidina O, algumas cepas requerem um periodo maior de
incubacdo (até 48 horas) para produzirem DNase;

= Usar cultura jovem (até 24 horas).

AGAR ESCULINA

PRINCiPIO

= Verifica se a bactéria é capaz de hidrolisar a esculina.
= A esculetina exige sais de ferro formando precipitado marrom escuro ou preto.

UTILIDADE
= Diferenciar géneros e espécies de enterobactérias e ndo fermentadores;
* Para identificagdo de Streptococcus e Enterococcus, usar o meio com bilis, vide prova de Bile-

Esculina.

FORMULA /PRODUTO

= Agar triptico de soja (TSA) ou base de dgar sangue 49

= Citrato férrico 0,05¢g
= Esculina 0,19

= Agua destilada 100 ml
PROCEDIMENTOS

= Pesar o TSA ou a base de agar sangue, o citrato férrico e a esculina e colocar tudo no mesmo
Erlenmeyer;

= Colocar agua destilada;

= Ajustar o pH para 7,0;

= Aquecer lentamente até fundir o &gar e dissolver o citrato férrico (lentamente porque o citrato
férrico demora a dissolver);

= Distribuir 3 ml do meio em tubos com tampa de rosca;

= Esterilizar em autoclave;

»= Retirar os tubos da autoclave e inclina-los ainda quentes para que solidifiquem com a superficie
em forma de bico de flauta (angulo de 45°). Deixar solidificar em temperatura ambiente.

CONTROLE DE QUALIDADE

= Positivo: Klebsiella pneumoniae ATCC 13883.
= Negativo: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

INOCULACAO

= Inocular colonias de crescimento recente (18 - 24 hs);
*= Picar o meio e semear na superficie do agar;

= Incubar a 35 °C por 24 horas.

INTERPRETACAO

» Cor original do meio: palha.

*» Positivo: marrom escuro ou preto.

= Negativo: inalterado (palha).

CONSERVAGAO E VALIDADE

= Conservar de 4 a 8°C, de 6 a 8 semanas.
= ApOs este periodo realizar controle negativo e positivo semanalmente.

RECOMENDACOES
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* A enzima glicosidase é responsavel pela hidrélise da esculina em todas as enterobactérias exceto
a Escherichia coli. A Escherichia coli ndo possue a enzima glicosidase sendo necessario usar a
lactose, outro dissacarideo ou outra fonte de carbono. Fazer um indculo leve com agulha
bacterioldgica e interpretar apdés 18-24 horas.

= A produgdo de piocina pela Pseudomonas aeruginosa pode escurecer o meio, isso ndo € uma
reacdo positiva.

* Resultado falso positivo pode ocorrer pela producao de H2S em ndo fermentadores, semelhante ao
bacilo da bactéria Shewanella putrefaciens.

AGAR FENILALANINA

PRINCiPIO

» Verifica a capacidade da bactéria de produzir acido fenilpirdvico a partir da fenilalanina por agdo
enzimatica.

UTILIDADE
= Diferenciar géneros e espécies de enterobactérias.
FORMULA / PRODUTO
» Meio comercial: Agar Fenilalanina
Solucéo de cloreto férrico:
Cloreto férrico 10g

Adicionar 100 ml de agua destilada
Colocar em frasco ambar.

Validade: 6 meses

A solucdo de cloreto férrico 10% é utilizada para revelar a atividade da enzima fenilalanina
desaminase no meio de fenilalanina.

PROCEDIMENTOS

= Pesar e hidratar o meio conforme instrugdes do fabricante;

= Aquecer sob constante agitacdo até fundir o meio;

= Ajustar o pH para 7,3 £0,2;

= Distribuir em tubos com tampas de rosca;

= Esterilizar em autoclave;

»= Retirar os tubos da autoclave e inclina-los ainda quentes para que solidifiquem com a superficie
em forma de bico de flauta (angulo 45°). Deixar solidificar em temperatura ambiente.

CONTROLE DE QUALIDADE

= Positivo: Proteus vulgaris ATCC 8427 ou Proteus mirabilis ATCC 12453.
= Negativo: Escherichia coli ATCC 25922.

INOCULACAO

=  Fazer um indculo denso;

= Inocular colonia pura de 18 a 24 horas;
= Incubar a 35°C por 18 a 24 horas.

INTERPRETACAO

Adicionar diretamente o cloreto férrico no tubo inoculado, antes da interpretacdo do resultado e
distribuir o reagente sobre a superficie do meio.

»= Cor original do meio: amarelo palha.
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» Positivo: formacdo de uma coloragdo esverdeada na superficie do meio apds a adicdo do cloreto
férrico.

* Negativo: o meio permanece inalterado.

CONSERVAGAO E VALIDADE

= Conservar de 4 a 8°C, de seis a oito semanas.

RECOMENDACOES

= Um resultado positivo deve ser interpretado imediatamente apos a adigdo do reagente, pois a cor
verde desbota rapidamente. A interpretacao deve ser feita em até 5 minutos.

CTA - CYSTINE TRYTICASE AGAR

PRINCiPIO

= CTA é um meio semi-sdlido, recomendado para o estudo de fermentagdo de carboidratos de
microrganismos exigentes.

UTILIDADE

*» Usado para diferenciar espécies de Haemophilus spp., Neisseria spp., Branhamella catarrhalis e
Corynebacterium spp.

FORMULA / PRODUTO

= Meio comercial Cystine Tryticase agar Medium.
= Carboidratos mais utilizados: glicose, maltose, lactose, sacarose, frutose, mannose.

Carboidrato 10g
Agua destilada 100 ml

pH: 7,3 +/- 0,2
PROCEDIMENTOS

= Esterilizar os carboidratos, separadamente, por filtragdo e reservar;

= Pesar o CTA conforme instrugdes do fabricante, acrescentar 900 ml de dgua e homogeneizar bem;
= Esterilizar em autoclave;

= Esfriar a base a aproximadamente 50°C;

= Adicionar o carboidrato esterilizado por filtracao;

= Distribuir em 3 ml por tubo;

= Deixar os tubos esfriar na posicao vertical.

CONTROLE DE QUALIDADE

POSITIVO NEGATIVO
Glicose Neisseria sicca Branhamella catarrhalis
Maltose Neisseria sicca Branhamella catarrhalis
Lactose Neisseria lactamica Neisseria sicca
Sacarose Neisseria sicca Branhamella catarrhalis
Frutose Neisseria sicca Branhamella catarrhalis
Manose Haemophilus parainfluenzae Haemophilus influenzae

CONSERVAGAO E VALIDADE

= Temperatura ambiente por 3 meses.
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INOCULACAO

= Fazer um indculo bem denso, no centro do meio;

* Incubar a 35°C em jarra com vela acesa e gaze embebida em agua de torneira para manter a
umidade da atmosfera.

INTERPRETACAO

= Cor original do meio: alaranjado

= Positivo: cor amarela, indicando acidificagdo (fermentacdo) do meio e turvagao.

= Negativo: Auséncia de crescimento. O meio permanece com a cor original, alaranjado, e sem
turvacao.

RECOMENDAGOES

» Para provas negativas, incubar um periodo maior (72 horas);
= Nao autoclavar a base com o carboidrato, pois a alta temperatura pode degradar o carboidrato;

»  Fazer indculo denso, pois indculos fracos podem dar resultado falso negativo.

CALDO TRIPTONA E SIM

PRINCiPIO

*» Determinam a habilidade do microrganismo de metabolizar o triptofano em indol. Triptofano é um
aminoacido que pode ser oxidado por certas bactérias resultando na producgdo de indol, apds a
adicdo de reagentes de Erlich ou Kovacs.

UTILIDADE

= Diferenciar géneros e espécies de enterobactérias, ndo fermentadores, Haemophilus e anaerobios.

FOrRMULA /PRODUTO

= Meio comercial: Caldo Triptona.
*= Meio comercial: SIM (sulfato/indol/motilidade agar).

Reativo Erlich

Paradimetilaminobenzaldeido 1g
Alcool etilico (95%) 95 ml
Acido cloridrico concentrado 20 ml

= Guardar em frasco @&mbar em temperatura ambiente (22-25°C).
= Cor original do reativo de Erlich: amarelo

Ou

Reativo de Kovacs (pode ser adquirido comercialmente pronto para uso) ou ser preparado no
laboratdrio:

Alcool isoamilico 150 ml
Paradimetilaminobenzaldeido 10,0 g
Acido cloridrico concentrado 50 ml

= Dissolver o aldeido em alcool e adicionar lentamente o acido cloridrico;
= Guardar em frasco ambar e no refrigerador quando ndo estiver em uso.

Obs: N&o conservar em temperatura ambiente por longo periodo a cor pode ser alterada de
amarelo palha para marrom, perdendo assim a sensibilidade.

Xilol : pode ser adquirido comercialmente pronto para uso.
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PROCEDIMENTOS
Meio Caldo Triptona

= Pesar e hidratar conforme instrugdes do fabricante;

= Aquecer sob agitacdo, até fundir o meio;

= Distribuir aproximadamente 3,0 ml em tubos com tampas de rosca;
= Esterilizar em autoclave;

= Retirar os tubos da autoclave;

= Deixar esfriar em temperatura ambiente na posigdo vertical.

Meio SIM

* Pesar e hidratar o meio conforme instrugdes do fabricante;

= Aquecer sob agitacdo, até fundir o meio;

= Distribuir aproximadamente 3,0 ml em tubos com tampas de rosca;
= Esterilizar em autoclave;

= Retirar os tubos da autoclave;
= Deixar solidificar em temperatura ambiente na posigao vertical.

CONTROLE DE QUALIDADE
Controle qualidade para meio Caldo Triptona:

= Positivo: Escherichia coli ATCC 25922.
= Negativo: Enterococcus faecalis ATCC 29212.

Controle qualidade para meio SIM:

Microrganismo H.S INDOL MOTILIDADE
Proteus vulgaris + + +
Shigella sonnei neg neg neg
Escherichia coli neg + +

Proteus vulgaris ATCC 13315, Shigella sonnei ATCC 25931, Escherichia coli ATCC 25922
INOCULACAO
Meio Caldo Triptona

*= Fazer um indculo leve com col6nia pura de cultura de 18-24 horas (para enterobactérias, bacilos
Gram negativos ndo fermentadores ou anaerdbios);

»= Fazer um indculo denso com col6nia pura de cultura de 18-24 horas (para Haemophilus);

= Incubar a 35°C por 24 horas (enterobactérias) ou até 48 horas (bacilos Gram negativos ndo
fermentadores ou anaerdbios) em aerobiose ou anaerobiose, respectivamente.

Meio SIM

= Com o auxilio da agulha, inocular uma col6nia no meio na posicao vertical, lentamente até a base;
» Afastar a agulha seguindo a linha inicial do inéculo;
= Incubar a 35°C por 18-24 horas.

INTERPRETAGAO
= Cor original do meio:
= Apds incubacdo, revelar com reagente de Ehrlich ou Kovacs.

= A escolha entre os reagentes de Ehrlich ou Kovacs depende da preferéncia dos Gram negativos
ndo fermentadores ou anaerdbios, que podem produzir minima quantidade de indol.

Revelacdo com reativo de Ehrlich ou Kovacs no meio de Caldo Triptona
* Colocar 1mL de xilol no tubo com crescimento bacteriano, homogeneizar vigorosamente e

aguardar 1 minuto;
» Adicionar pela parede do tubo 0,5 ml do reativo de Erlich e realizar a leitura.
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Indol positivo: aparecera um anel vermelho logo abaixo da camada de xilol.
Indol negativo: permanecera um anel amarelo logo abaixo da camada de xilol.

Revelacdao com reativo de Kovacs no meio SIM

Realizar a leitura da motilidade e do H-S.

Em seguida adicionar 5 gotas do reativo de Kovacs pela parede do tubo no meio contendo o
crescimento bacteriano.

Agitar o tubo suavemente e proceder a leitura do indol.

Motilidade positiva: microrganismos mdveis migram pela linha do in6culo e difundem-se no meio
causando turbidez.

Motilidade negativa: bactéria tem um crescimento acentuado ao longo da linha do inéculo, em
volta continua limpido.

H-S positivo: ao longo da linha de inoculagdo aparecera a cor negra.
H-S negativo: linha ao longo da inoculagdo inalterada.

Indol positivo aparecera um anel vermelho.
Indol for negativo aparecera um anel amarelo.

CONSERVACAO E VALIDADE

Caldo Triptona: 6 meses se conservado de 2 a 8°C.
Meio SIM: 6 meses se conservado de 2 a 8°C em tubos com tampas de rosca, tubos com tampao
de algodao o meio pode ressecar antes deste prazo.

RECOMENDAGOES

Um otimo pH para triptofanase é levemente alcalino (pH 7,4-7,8), um pH acido pode baixar a
produgdo do indol indicando um resultado falso negativo ou positivo fraco.

Cultura para ser testada produgdo de indol deve ser incubada em aerobiose, a baixa tensdo de
oxigénio baixa a produgdo de indol.

Indol positivo se perde apos 96 horas de incubagao.

Alguns microrganismos formam indol, mas se quebram ou baixam rapidamente a producgao,
podendo ocorrer um resultado falso negativo. Ocorre principalmente entre algumas espécies de
Clostridium spp.

Pequenas modificagbes podem ser necessarias para testar a produgdo de indol em nao
fermentadores (fracos produtores de indol), como a utilizagdo de um meio enriquecido, como o
meio BHI enriquecido com 2% de soro de coelho ou isovitalex, extragao com xilol e revelagdo com
reagente de Ehrlich.

Na extracao de indol com o reagente xilol, colocar pequena quantidade de xilol para evitar a
diluigdo do indol tornando-o fraco positivo ou negativo.

Algumas cepas de Cardiobacterium hominis, Kingella spp., Sutonella indologenes, Eikenella
corrodens, necessitam de indculo denso no caldo de triptona, incubacdo de 48 horas, extracdo
com xilol e revelagdao com reagente de Ehrlich.

CALDO MALONATO

PRINCiPIO

Determina a habilidade do microrganismo de utilizar malonato de sddio como Unica fonte de
carbono, resultando em alcalinizacdo do meio.

UTILIDADE

Diferenciar géneros e espécies de enterobactérias e ndo fermentadores.

Mod IV - 35



FORMULA / PRODUTO

= Meio comercial: Caldo Malonato.

PROCEDIMENTOS

* Pesar e hidratar o meio conforme instrugdes do fabricante;

= AjustaropH 6,7 £ 0,2;

= Distribuir 1,5 ml em tubos com tampa de rosca;

= Esterilizar em autoclave;

»= Retirar os tubos da autoclave e deixar esfriar em temperatura ambiente.

CONTROLE DE QUALIDADE

= Positivo: Klebsiella pneumoniae ATCC 13883.
= Negativo: Escherichia coli ATCC 25922.

INOCULACAO

= Inocular col6nias puras de 18 a 24 horas;

= Indculo leve;

= Incubar a 35°C de 24-48 horas, observando o cultivo diariamente.
INTERPRETAGCAO

= Cor original do meio: verde.

= Positivo: azul.

= Negativo: inalterado (verde).

CONSERVAGAO E VALIDADE

» Conservar de 4 a 10°C de 6 a 8 semanas.
= Apds este periodo realizar controle positivo e negativo semanalmente.

RECOMENDACOES

= Alguns resultados negativos produzem cor amarela, isso porque a fermentacao da glicose aumenta
a acidez.

= Alguns microrganismos malonato positivo produzem uma fraca alcalinizagao, dificultando a
interpretacdo. Se o resultado for duvidoso incubar um tubo sem indculo para comparacdo, junto
com o teste em questdo, se ndo aparecer nenhum traco azul, incubar por mais 24 horas, liberando
o resultado negativo apos incubagdo de 48 horas.

= Cuidado ao interpretar resultados apds incubacdo prolongada. Cor azul fraco (azul esverdeado)
pode parecer uma reagao fraca positivo podendo ser ignorado.

CALDO NITRATO

PRINCiPIO

*» Determina a habilidade do microrganismo de reduzir o nitrato (NOs) a nitrito (NO:) ou gas
nitrogénio (N:) (denitrificacdo).

UTILIDADE

» Diferenciar géneros e espécies de enterobactérias, ndo fermentadores, anaerdbios, Haemophilus,
Neisseria e Mycobacterium.

FORMULA /PRODUTO

= Meio comercial: Caldo Nitrato.
= Reagentes para revelacao da reagao.
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Solucéo A
Acido sulfanilico 0,8¢g

Acido acético SN 100 ml

Solucéo B
N,N-dimetil-I-naftilamina 0,6 g
Acido acético 5N* 100 ml
* Acido acético 5N

Acido acético glacial 40 ml
Agua destilada 100 ml

Zinco em poé (pronto para uso)
PROCEDIMENTOS

Caldo nitrato

= Pesar e hidratar o meio conforme instrugdes do fabricante;

= Acertar o pH 7,0;

= Distribuir 3 ml do meio em cada tubo, contendo um tubo de Durhan invertido;
= Esterilizar em autoclave;

= Deixar o tubo esfriar na posigao vertical

Reagentes para revelacao da reacao.

= Solugdo A
- Dissolver o acido sulfanilico em uma parte do acido e depois completar com o restante do
acido acético g.s.p. 100 ml.

= Solugdo B
- Dissolver o N,N-dimetil-I-naftilamina com uma parte do acido e completar o restante do acido
acético g.s.p. 100 ml.

CONTROLE DE QUALIDADE

Resultado Cepa Resultado esperado

Nitrato reduzido a nitrito Enterobactérias Coloragdo vermelha

Nitrato a gas Pseudomonas aeruginosa Bolhas no tubo de Durhan
Nitrato ndo reduzido Acinetobacter baumannii Coloragdo vermelha somente

apods adicdo de po de zinco

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Acinetobacter baumannii ATCC
INOCULACAO

* Fazer um indéculo denso, com colbnias recentes (18 — 24 horas) no meio com alga bacterioldgica;

= N&o agitar o tubo apos inoculacgdo;

* Incubar 35+1°C por 24 a 48 horas, sendo necessario algumas vezes até 5 dias;

= Verificar se existe crescimento aparente no meio antes de colocar os reagentes para revelar a
reacao;

= Verificar a presenca de bolhas dentro do tubo de Durhan.

INTERPRETACAO

= Cor original do meio: incolor a palha.

= Verificar se ha bolhas de gas dentro do tubo de Durhan, se houver significa que a bactéria reduziu
nitrato a gas = denitrificacdo.

= Adicionar 5 gotas dos reagentes A e B no meio, sem homogeneizar. Se houver desenvolvimento
de cor vermelho tijolo significa que a bactéria reduziu nitrato a nitrito.

*» Se apds a adicdo dos reagentes A e B o tubo continuar incolor, adicionar uma pitada de po6 de
zinco no tubo, se houver desenvolvimento de cor vermelho tijolo significa que a bactéria nao
reduziu nitrato a nitrito e o nitrato ainda permanece no meio.
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= IMPORTANTE: algumas bactérias ndo conseguem reduzir nitrato a nitrito e sé conseguem reduzir
nitrito, como por exemplo alcaligenes faecalis e oligella uretralis, havendo a necessidade de utilizar
o caldo nitrito para este fim.

RESULTADO REAGENTES AeB PO DE ZINCO GAS NO TUBO DE DURHAN

reduziu + nao houve reagao nao houve reagao
nitrato a
nitrito

nao reduziu neg pos neg
nitrato a
nitrito

nitrato neg neg +
reduzido
a gas

CONSERVAGAO E VALIDADE

*= Caldo nitrato: conservar o meio de 4 a 8°C por até 6 meses.
= Solugbes A e B: guardar em frasco escuro na geladeira (4 a 8°C) por até 12 meses.
= Acido acético 5N: Conservar de 4 a 8°C por até 12 meses.

RECOMENDACOES
= Utilizar o tubo de nitrato sem inocular como controle negativo, para evitar resultado falso positivo,

devido a alta sensibilidade do teste.

* Quando for adicionado o pd de zinco, ndo colocar em excesso, pode resultar em falso negativo
(incolor).

MEIO BASE PARA OXIDAGAO E FERMENTAGAO - OF

PRINCiPIO

= Verificar a capacidade do microrganismo em utilizar os carboidratos pela via oxidativa ou
fermentativa.

UTILIDADE

= Diferenciar bacilos Gram negativos quanto ao tipo de metabolismo empregado em utilizar
carboidratos.

FORMULA / PRODUTO

= Meio comercial: Meio base de OF
= Carboidratos (dextrose ou glicose, lactose, sacarose, xilose, maltose, manitol etc).
= Vaselina liquida estéril.

PROCEDIMENTOS

*= Pesar e hidratar o meio conforme instrugdes do fabricante;

= Aquecer o meio até dissolver todo o agar;

»= Separar volumes iguais em diferentes Beckers, dependendo do nimero de carboidratos que serdo
preparados;

= Adicionar 1g do carboidrato para cada 100 ml de meio base e homogeneizar;

= Distribuir 2 ml em tubos com tampa de rosca;

» Esterilizar em vapor fluente por 20 minutos (deixar a valvula de pressdo da autoclave aberta e,
quando estiver saindo bastante vapor, comegar marcar o tempo. Vapor fluente s6 pode ser feito
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em autoclave com tampas regulaveis para saida de vapor. Autoclaves horizontais ndo possuem

controle de saida de vapor, sdo automaticas);

Pode-se também esterilizar a base e adicionar os aclcares esterilizados por filtracdo em filtros

Millipore 0,45 um (90 ml de base autoclavada e 10 ml de agucar (esterilizado por filtragao);
Deixar esfriar a temperatura ambiente na posicao vertical.

CONTROLE DE QUALIDADE

Resultado Cepa Resultado esperado
OF-GLICOSE Oxidador Pseudomonas aeruginosa A-amarelo, F-inalterado

Fermentador Klebsiella pneumoniae A/F- amarelo

Inalterado Alcaligenes faecalis* A/F- inalterado
OF-FRUTOSE Oxidador Stenotrophomonas maltophilia A-amarelo, F-inalterado

Fermentador Klebsiella pneumoniae A/F- amarelo

Inalterado Alcaligenes faecalis* A/F-inalterado
OF-LACTOSE Oxidador Burkolderia cepacia A-amarelo, F-inalterado

Fermentador Klebsiella pneumoniae A/F-amarelo

Inalterado Alcaligenes faecalis* A/F- inalterado
OF-MALTOSE Oxidador Stenotrophomonas maltophilia A-amarelo, F-inalterado

Fermentador Klebsiella pneumoniae A/F-amarelo

Inalterado Alcaligenes faecalis* A/F- inalterado
OF-MANITOL Oxidador Burkolderia cepacia A-amarelo, F-inalterado

Fermentador Klebsiella pneumoniae A/F-amarelo

Inalterado Alcaligenes faecalis* A/F- inalterado
OF-SACAROSE Oxidador Stenotrophomonas maltophilia A-amarelo, F-inalterado

Fermentador Klebsiella pneumoniae A/F- amarelo

Inalterado Alcaligenes faecalis* A/F-inalterado
OF-XILOSE Oxidador Burkolderia cepacia A-amarelo, F-inalterado

Fermentador Klebsiella pneumoniae A/F-amarelo

Inalterado Alcaligenes faecalis* A/F- inalterado

A= tubo aberto; F= tubo fechado com vaselina liquida
Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883
* Alcaligenes faecalis ATCC 8750 ou Moraxella catarrhalis ATCC 25238

INOCULACAO

* Inocular densamente até o fundo do tubo com a agulha bacterioldgica, col6nias provenientes de
uma placa de crescimento de 18 a 24 hs.;

* Inocular dois tubos, em um dos tubos acrescentar 1,0 ml de vaselina liquida estéril, no outro tubo
nao colocar vaselina;

» Incubar & temperatura de 35°C por 48 horas ou mais;

= Se resultado negativo, pode ser necessario até 4 dias, excepcionalmente 14 dias, observando
diariamente.

INTERPRETACAO
= Cor original do meio: verde
= Oxidador: tubo aberto - desenvolvimento de cor amarela
tubo fechado - inalterado (verde)
= Fermentador: tubo aberto e fechado - desenvolvimento de cor amarela
» Assacarolitico: tubo aberto e fechado - inalterado (verde)
CONSERVAGAO E VALIDADE
= Conservar de 4 a 8°C por até 6 meses.
RECOMENDACOES
= Sempre antes de interpretar a reacdo verificar se ha crescimento nos tubos, porque algumas

bactérias ndo crescem no meio OF, sendo necessario enriquecimento do meio, acrescentando 2 %
de soro de coelho ou cavalo.

» Importante deixar tampa frouxa no tubo aberto.

Mod IV - 39



AGAR TSI - TRIPLO ACUCAR FERRO

PRINCiPIO

Este meio contém trés aglcares: 0,1%glicose, 1,0% lactose, 1,0% sacarose, vermelho de fenol
para deteccdo da fermentacdao de carboidratos e sulfato de ferro para deteccdo da producgdo de
sulfato de hidrogénio (indicado pela cor preta na base do tubo).

A fermentacdo é indicada pela mudanca da cor do indicador de pH de vermelho para amarelo. O
agar fundido é deixado solidificar, formando uma superficie inclinada.

Essa configuragdo origina duas camaras de reacdao dentro do mesmo tubo. A porgdo inclinada ou
bico, exposta em toda sua superficie ao oxigénio atmosférico, é aerdbia. A porcao inferior,
denominada profundidade ou fundo, esta protegida do ar e é relativamente anaerobia.

Quando se prepara o meio, é importante que o bico e a profundidade tenham o comprimento igual
ao redor de 3 cm cada um, de modo que o efeito das duas cdmaras seja conservado.

UTILIDADE

Diferenciar bacilos Gram negativos com base na fermentacao de carboidratos, producao de sulfato
de hidrogénio e gas.

FOrRMULA / PRODUTO

Meio comercial: TSI (triplice agucar ferro).

PROCEDIMENTOS

Pesar o TSI conforme instrugdes do fabricante;

Ajustar o pH para 7,3 £0,2;

Distribuir em tubos com tampas de rosca;

Esterilizar em autoclave;

Retirar os tubos da autoclave e inclina-los ainda quentes para que solidifiquem com a superficie
em forma de bico de flauta (angulo de 45°).

Deixar solidificar em temperatura ambiente.

CONTROLE DE QUALIDADE

Microrganismo ATCC Superficie Base H.S

Escherichia coli 25922 Acido Acido, gas neg

Shigella flexneri 12022 Alcalino Acido neg

Edwardsiella tarda 15947 Alcalino Acido +

Pseudomonas aeruginosa 27853 Alcalino Alcalino +
INOCULAGAO

Inocular col6nia pura de 18 a 24 horas;
Semear por picada até o fundo e na superficie do meio;
Incubar 24 hs a 35°C, com a tampa semi aberta.

INTERPRETACAO

Cor original do meio: vermelho laranja, levemente opalescente.
Leitura: entre 18 e 24hs.

Cor purpura = alcalino.

Cor amarelo = acido.

Reacoes apice/base:

PuUrpura/amarelo = fermentacdo apenas da glicose (lactose e sacarose negativos).
Amarelo/amarelo = fermentacdo da glicose + lactose e/ou sacarose (2 ou 3 agucares).
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* Presenca de gas (CO:) = bolhas ou meio fragmentado.
= H.S positivo = presenca de precipitado negro.

APICE BASE H:S GAS INTERPRETAGAO MAIS PROVAVEL

Vermelho Vermelho neg neg Sem crescimento = bactéria exigente

Vermelho Vermelho neg neg Crescimento na superficie = Nao fermentador ou Gram (+)
Amarelo Vermelho neg neg Crescimento na superficie = Gram (+) ou

esquecimento de picar a base
Amarelo Amarelo neg varia Enterobactérias ou Aeromonas Lac (neg)

Amarelo Amarelo + varia Samonella, Proteus/Morganella/Providencia e Citrobacter

CONSERVAGAO E VALIDADE
= Conservar por até 6 meses de 2 a 8°C.
RECOMENDACOES

* Quando ha producgdo de H-S significa que a base é sempre acida.
= Nao realizar leitura com menos de 18 ou mais de 24 horas, podendo resultar em falsas reagoes.

= Nao utilizar algas bacterioldgicas para ndo fragmentar o meio, ocasionando falsa reacdo de gas,
utilizar fio bacterioldgico.

= Qualquer trago de escurecimento no meio deve ser indicado com H-S positivo.

AGAR BASE UREIA (CHRISTENSEN)

PRINCiPIO

= Determinar a habilidade do microrganismo de degradar a uréia em duas moléculas de amoénia pela
acao da enzima urease, resultando na alcalinizacao do meio.

UTILIDADE
= Bacilos Gram negativos fermentadores e nao fermentadores, Staphylococcus e Haemophilus.
FORMULA /PRODUTO

*= Meio comercial: Uréia.
= Solucdo de uréia a 40% (40 g uréia + 100 ml de agua destilada).

PROCEDIMENTOS

* Pesar e hidratar o meio de uréia conforme instrugdes do fabricante;

= Esterilizar em autoclave;

» Resfriar até 50°C e adicionar assepticamente 5 ml da solucdo de uréia a 40% em

= 95 ml do meio base;

= Homogeneizar e distribuir 3 ml do meio assepticamente em tubos estéreis com tampa de rosca;

= Inclinar os tubos ainda quentes para que solidifiqguem com a superficie em forma de bico de flauta
(angulo de 45°). Deixar solidificar em temperatura ambiente.

= Obs: A solugdo de uréia a 40% ¢é uma solugdo hipertonica e o risco de contaminagdo é baixo,
porém, pode-se esterilizar a solucdo por filtragdo (filtro Millipore de 0,45 um).

CONTROLE DE QUALIDADE
Esterilidade: colocar 100% do lote preparado na estufa 35 +£1°C por 24 horas. Se nao houver

mudanga de cor liberar para uso.
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=  Positivo: Proteus vulgaris ATCC 13315
= Negativo: Escherichia coli ATCC 25922

INOCULACAO

= Inocular colonia pura de 18 a 24 horas;

=  Fazer um indculo denso;

= Semear na superficie do meio, ndo picar a base, pois a base pode servir como controle;
= Incubar 35°C de 6 a 24 horas, podendo ser necessario até 6 dias.

INTERPRETAGCAO

= Cor original do meio: amarelo palha.
= Positivo: alteragcdo do meio para cor de rosa, pink.
= Negativo: sem alteracao de cor do meio.

Diferentes graus de hidroélise da uréia podem ocorrer:

= Tubo inteiro cor pink.

»  Superficie do tubo cor pink, base ndo muda de cor.

= Fracamente positivo: apice cor pink, restante do tubo ndo muda de cor.

» Positivo rapido: 1 - 6 horas para Proteus spp.

= Positivo tardio: 24 horas a 6 dias ou mais tempo de incubagdo. Ex: algumas cepas de Klebsiella,
Enterobacter, Citrobacter, Haemophilus.

CONSERVACAO E VALIDADE

= Conservar de 4 a 8°C por até 6 meses.
= ApOs este periodo realizar controle negativo e positivo semanalmente.

RECOMENDAGOES

= Nao aquecer a solugdo base da uréia, pois a uréia pode se decompor se aquecida.
= N3&o utilizar a uréia de Stuart porque é menos sensivel para detectar a presenga de urease.

= N&o deixar o meio em temperatura ambiente pode ocorrer autohidrdlise.
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5. FORMULAS E PRODUTOS PARA PROVAS DE IDENTIFICACAO

PARA PROVA DE CATALASE

PRINCiPIO
= A catalase é uma enzima que decompde o perdxido de hidrogénio (H,O,) em agua e oxigénio.
UTILIDADE

= Para Staphylococcus, Streptococcus, Enterococcus, Listeria, Corynebacterium, Micrococcus,
Bacillus, Moraxella catarrhalis.

FOrMuULA/ PRODUTO
= Peroxido de Hidrogénio (H,0,) 3%.
CONTROLE DE QUALIDADE

= Positivo: cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923 ou Staphylococcus epidermidis ATCC 12228.
= Negativo: cepa de Streptococcus do grupo viridans ou Streptococcus pneumoniae ATCC 6305.

CONSERVACAO E VALIDADE

» perdxido de hidrogénio deve ser mantido em local seco, ao abrigo de luz e calor.
= Validade: ver recomendagdes do fabricante.

INOCULACAO

» Colocar uma gota de peroxido de hidrogénio (agua oxigenada) 3% sobre uma lamina;
= Com auxilio de fio bacteriolégico, agregar a colénia em estudo na gota de perdéxido de hidrogénio.

INTERPRETACAO

»= Positivo: Presenca imediata de bolhas - a producdo de efervescéncia indica a conversdo do
H,0, em agua e oxigénio gasoso.
= Negativo: Auséncia de bolhas ou efervescéncia.

RECOMENDAGCOES
= Evitar o uso de meios contendo sangue, pois os eritrocitos podem produzir reagdo fraca de

catalase.

* Para uso de outra cepa de Staphylococcus para o controle positivo, ndo usar cepas de
Staphylococcus saccharolyticus e Staphylococcus aureus subsp. anaerobius, pois sdo catalase
negativos.

PARA PROVA DE COAGULASE

PRINCiPIO

= Verificar a capacidade de microrganismos reagirem com o plasma e formarem um coagulo, uma
vez que a coagulase é uma proteina com atividade similar a protombrina, capaz de converter o
fibrinogénio em fibrina, que resulta na formacao de um coagulo visivel.

= Pode ser encontrada em duas formas que possuem diferentes propriedades: coagulase conjugada
e coagulase livre.

* A coagulase conjugada (prova em lamina), é também conhecida como fator de aglutinagdo,
encontra-se unida a parede celular bacteriana e ndo esta presente em filtrados de cultivos.
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Quando as células bacterianas sdo suspensas em plasma (fibrinogénio), formam-se corddes de
fibrina entre elas, o que causa agrupamento sob a forma de grumos visiveis.

= A coagulase livre (prova em tubo), € uma substancia similar a trombina e esta presente em
filtrados de cultivos. E secretada extracelularmente e reage com uma substancia presente no
plasma denominado Fator de Reacao com a Coagulase - CRF, para formar um complexo que, por
sua vez, reage com fibrinogénio, formando fibrina (coagulos).

= Quando uma suspensdo em plasma do microrganismo produtor de coagulase é preparada em tubo
de ensaio, forma-se um coagulo visivel apds o periodo de incubacdo.

UTILIDADE

= Separar as espécies de Staphylococcus de importéncia clinica, S. aureus - coagulase positiva, das
demais espécies - coagulase negativa.

FORMULA / PRODUTO
= Plasma de coelho com EDTA liofilizado.
CONTROLE DE QUALIDADE

= Positivo: Staphylococcus aureus ATCC 25923
= Negativo: Staphylococcus epidermidis ATCC 12228

CONSERVACAO E VALIDADE

= plasma antes e depois de reconstituido, deve ser mantido refrigerado.
= Validade: ver recomendac0Oes do fabricante.

INOCULACAO
Coagulase conjugada:

* Tracar dois circulos com lapis de cera em uma lamina de vidro;
= Colocar duas gotas de dgua destilada ou solugdo fisioldgica estéreis dentro de cada circulo;

= Com auxilio de um fio bacterioldgico agregar a colonia em estudo, homogeneizando delicadamente
em cada circulo;

» Colocar uma gota de plasma para a prova de coagulase em um dos circulos;

= No outro circulo, adicionar outra gota de agua destilada ou solugdo fisiolégica estéreis, como
controle;

= Homogeneizar com palito de madeira;
= Inclinar a lamina delicadamente, para frente e para tras;

= Observar presencga de aglutinagao.

Coagulase livre:

= Com auxilio do fio bacterioldgico, suspender colénias em estudo em caldo BHI e colocar em
estufa a 37°C até que turve;

= Se necessario, acertar a turbidez até 0,5 da escala de MacFarland;

= Em um tubo de ensaio estéril, colocar 0,5 ml de plasma reconstituido e 0,5 ml do caldo BHI com
crescimento bacteriano recém turvado;

*= Incubar em estufa a 35°C 4 horas;
= Verificar se ha presenga de coagulo;

= Se ndo houver presenca de coagulo, incubar o tubo em temperatura ambiente e repetir as leituras
com 18 e 24 horas de incubagao.
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INTERPRETAGAO
Coagulase conjugada:

= Positiva: formacdo de precipitado branco e aglutinagdo dos microrganismos da suspensdo, apds
15 segundos, no circulo que contém o plasma.

= Negativa: auséncia de aglutinacao no circulo que contém o plasma.

= Controle sem plasma: devera ser leitoso e uniforme, sem presenga de precipitado ou aglutinagéo.
A presenca de precipitado ou aglutinacdo, torna a prova inespecifica, devendo ser repetida a prova
em tubo.

Coagulase livre:

= Positiva: presenca de qualquer grau de coagulo.
* Negativa: auséncia de coagulo.

RECOMENDAGOES
= Para a coagulase em tubo, as provas negativas apdés 4 horas a 37°C, os tubos devem ser

mantidos em temperatura ambiente, pois a incubacdo prolongada a 37°C podem produzir
fibronolisinas, o que causa dissolucao do coagulo durante a incubagao.

= Durante a leitura inclinar o tubo delicadamente e nao agitar, pois a agitagao pode desmanchar os
coagulos parcialmente formados.

= Recomenda-se o uso de plasma de coelho com EDTA.

= Na&o utilizar plasma citratado, pois os microrganismos capazes de metabolizar o citrato (como os
Enterococcus), dardo resultados positivos se, forem confundidos com estafilococos.

* Plasma humano ndo é recomendado, pois contém quantidades variadas de Fator de Reagdo com a
Coagulase e de anticorpos antiestafilococos, podendo dar uma prova falso/ negativa.

PARA PROVA DE GELATINASE

PRINCiPIO

= Determina a habilidade do microrganismo de produzir enzimas proteoliticas (gelatinases) que
liguefaz/hidrolisa gelatina.

UTILIDADE

» Identificar e classificar bactérias fermentadoras, ndo fermentadoras e bacilos Gram positivos
esporulados.

FORMULA / PRODUTO

* Filme nao revelado de Raio X.
= Salina 0,9 % estéril ou agua destilada estéril.

PROCEDIMENTOS

» Cortar a fita de filme de Raio X em tamanhos de aproximadamente 5 mm X 1 cm;
= Armazenar em frasco estéril.

CONTROLE DE QUALIDADE

= Positivo: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.
= Negativo: Escherichia coli ATCC 25922.

INOCULACAO
= Em um tubo 13 x 100 mm, colocar 1,0 ml de salina 0,9% estéril ou agua destilada estéril.;

= Com o auxilio de uma alca bacterioldgica, fazer um indéculo denso da bactéria a ser testada,
adicionar uma fita de raio x. Fazer o indculo de col6nias de crescimento de 18 a 24 horas;
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*= Realizar um tubo controle, com salina 0,9% estéril ou agua destilada estéril e a fita de Raio X,
sem indculo.

INTERPRETACAO

= Positivo: emulsdo de gelatina (cor verde) na porgcao submersa do filme torna-se transparente
(clara).

= Negativo: fita permanece verde, emulsdo esverdeada permanece na porgao submersa do filme.

CONSERVAGAO E VALIDADE

*  Fitas: seguir instrugdes do fabricante.

RECOMENDAGOES

= Utilizar filme de Raio X ndo revelado.

PARA PROVA DE LECITINASE

PRINCiPIO

= Cepas produtoras de lecitinase produzem zona opaca ao redor do inéculo.
UTILIDADE

» Diferenciacdo de espécies de Bacillus e Clostridium.

FORMULA / PRODUTO

Férmula - meio base:

Gema de ovo de galinha depende do volume de meio base a ser utilizado
Proteose de peptona n° 2 40 g
Fosfato dissddico 5g
Fosfato de potassio 1g
Cloreto de sédio 2g
Sulfato de magnésio 0,1g
Glicose 2g
Solugéo de hemina (5 mg/ ml) 1ml
Agar 20g
Agua destilada 1000 ml
pH: 7,6

Solucdo de gema de ovo a 50%:

Gema de ovo 1 mi
Solucdo fisiolégica estéril 1 ml
PROCEDIMENTOS

Meio base:

= Pesar e hidratar todos os componentes, exceto a solugdo de gema de ovo;
= Aquecer em bico de Bunsen até fundir o agar;

= Distribuir 20 ml por tubo;

= Esterilizar em autoclave.

Meio para uso:
= Resfriar a 50°C e adicionar 1 ml da solugao de gema de ovo a 50%;
= Homogeneizar bem e distribuir em placas de Petri de 90 mm.

CONTROLE DE QUALIDADE

= Positivo: Bacillus cereus, Clostridium perfringens ATCC 13124.
= Negativo: Bacillus subtilis ATCC 6633, Clostridium difficile ATCC 9689.
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CONSERVAGAO E VALIDADE

= Meio base (para estoque): 4 a 8°C fechado, durante 6 meses.
= Meio para uso: 4 a 8°C, embalado, durante 1 semana.

INOCULACAO

= Com auxilio de um fio bacterioldgico, tocar nas colonias em estudo e fazer um esfregaco circular e
denso sobre a superficie do meio.

= Incubar a 37°C 24 horas em aerobiose - para cepas de Bacillus spp.;

= Incubar a 37°C 48 horas em anaerobiose - para cepas de Clostridium spp.

INTERPRETAGAO

= Cor original do meio: amarelo.

* Positivo: formacao de halo branco ao redor das colonias.

= Negativo: auséncia de halo, meio fica inalterado.

RECOMENDAGOES

= Nao usar ovos velhos.

= N3o usar meio vencido.
PARA PROVA DE OXIDASE

PRINCiPIO

= O teste de oxidase € baseado na producdo intracelular da enzima oxidase pela bactéria.

UTILIDADE

= Ajuda caracterizar espécies de Neisseria, distingui ndo fermentadores (oxidase positiva) de
enterobactérias (oxidase negativa). Diferencia algumas bactérias fermentadoras oxidase positiva
entre elas Plesiomonas shigelloides, Aeromonas spp. e Vibrio spp.

FORMULA / PRODUTO

= Reativo para teste de oxidade preparado no laboratorio:
- N,N,N,N-tetrametil-p-fenileno diamina mono-hidrocloridrato 1g
- Agua destilada 100 ml

= Tiras impregnadas com o reativo (comercial pronto para uso).

= Reativo de oxidase em ampolas (comercial pronto para uso), para ser revelado em papel de filtro.

PROCEDIMENTOS

Reativo para teste de oxidase:

= Pesar 1g. de N,N,N,N-tetrametil-p-fenileno diamina mono-hidrocloridrato em um Becker e
adicionar 100 ml agua destilada, vagarosamente para nao oxidar a solugdo;

= Colocar o papel de filtro cortado em tiras dentro do Becker com o reativo;

= Deixar o papel de filtro absorver o reativo. Desprezar o reativo que sobrou;

= Colocar o papel na estufa a 35 £1°C para secar. Deixar o papel pendurado sobre um Becker para
juntar o excesso de reativo;

= Cortar a fita em tamanhos menores e guardar em frasco escuro.

Obs: Nao utilizar luvas para fazer o procedimento de preparo e corte das fitas.

CONTROLE DE QUALIDADE

= Positivo: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (desenvolvimento de cor roxa).
= Negativo: Escherichia coli ATCC 25922 (sem alteragao da cor).
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INOCULACAO

= Com auxilio de um palito de madeira ou plastico, espalhar a colonia a ser testada sobre a fita de
oxidase.
= Observar se ha formacgao de cor roxa de imediato.

INTERPRETACAO

= Cor original: branca ou levemente azulada

= Oxidase positiva: producdo de cor roxa imediatamente no local da inoculagdo da bactéria.
» Oxidase negativa: ndo ha mudanga da cor do papel no local da inoculagdo da bactéria.

* Nao considerar alteracao de cor tardia.

CONSERVACAO E VALIDADE

= Fitas: 3 meses, quando conservadas em frasco escuro de 4 a 8°C.
= Reativo: deve ser preparado no momento de impregnar as fitas.

RECOMENDAGOES
= Nao fazer o teste de colonias de crescimento de meios que contenham glicose, a fermentagdo

inibe a atividade da oxidase, podendo resultar em falso negativo.

* Nao fazer teste de oxidase de col6nias de crescimento de meios seletivos (Mac Conkey, XLD,
EMB).

= Na&o usar alca ou agulha porque pode conter tracos de ferro, podendo oxidar a fita e resultar em
falso positivo.

= Utilizar col6nias de meios ndo seletivos tais como: agar sangue e agar chocolate.
= Os reagentes para oxidase, se auto oxidam rapidamente com o ar, perdendo a sensibilidade.

= Nao cortar o papel de filtro com tesoura, pois podem conter tragos de ferro.

PARA FERMENTACAO DE CARBOIDRATOS

PRINCiPIO

= A fermentacdo de carboidratos é amplamente utilizada para a diferenciacdo de géneros e
identificacdo de espécies bacterianas.

= A prova consiste em verificar a capacidade do microrganismo fermentar ou ndo um determinado
carboidrato, permitindo assim verificar as suas caracteristicas que auxiliaram na identificagdo.

UTILIDADE

= Identificar e separar espécies de Enterococcus spp., Streptococcus spp. e Staphylococcus
coagulase negativa.

FOrMuULA/ PRODUTO
* Produto: Caldo para fermentacao de carboidratos.

= Carboidratos mais utilizados: arabinose, sorbitol, rafinose, trealose, manitol, entre outros.
=  Formula (base):

BHI caldo 22,5¢ Carboidrato 10g
Indicador * 1 ml Agua destilada 200 ml
Agua destilada 900 ml

* Indicador purpura de bromocresol:

Plrpura de bromocresol 1,6 g
Etanol a 95% 100 ml
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PROCEDIMENTOS

= Esterilizar os carboidratos, separadamente, por filtragdo e reservar;
= Pesar o BHI em béquer, acrescentar a agua e homogeneizar bem;

= Adicionar o indicador e homogeneizar novamente;

= Esterilizar em autoclave;

= ApOs esfriar a base, adicionar o carboidrato esterilizado por filtragdo;
»=  Distribuir 3 ml por tubo.

CONTROLE DE QUALIDADE

CARBOIDRATOS POSITIVO NEGATIVO

Arabinose Enterococcus faecium Enterococcus faecalis
Rafinose Enterococcus casseliflavus Enterococcus faecalis
Sorbitol Enterococcus faecalis Enterococcus gallinarum
Maltose Staphylococcus epidermidis Staphylococcus schleiferi
Trealose Staphylococcus lugdunensis Staphylococcus epidermidis

CONSERVAGAO E VALIDADE
= Conservar entre 4 a 10 °C por 3 meses.
INOCULACAO

= Dissolver as col6nias no caldo;
» Incubar a 35°C 24 horas.

INTERPRETACAO

= Cor original do meio: purpura

= Positivo: Crescimento bacteriano (turvagao do meio) com viragem do indicador para amarelo;

= Negativo: Auséncia de crescimento. O meio permanece com a cor original, pUrpura e sem
turvacgao.

RECOMENDACOES

= Para provas negativas, incubar um periodo maior (48 horas);

= Nao autoclavar a base com o carboidrato, pois a alta temperatura pode degradar o carboidrato.

PARA A PROVA DE HIDROLISE

PRINCiPIO

= A prova de hidrdlise PYR é um teste enzimatico que consiste na hidrdlise do substrato L-
pyrrolidonyl-alfa-naftylamide por uma enzima bacteriana, a L-pyroglutamyl-aminopeptidase. A
hidrélise do substrato libera p-naphtylamide, que é detectada com a adicdo do reagente, o N,N-
dimetilaminocinamaldeido, que forma uma base de Schiff, de coloragdo vermelha.

UTILIDADE

= Teste presuntivo para identificar Streptococcus beta hemolitico presumivel do grupo A de
Lancefield (S. pyogenes) e Enterococcus spp.

= Identificacdo de algumas espécies Staphylococcus coagulase negativa.

= Identificagdo de bacilos Gram negativos ndo fermentadores.

FORMULA / PRODUTO

» Teste comercial : PYR test
= Férmula - Caldo base de PYR (caldo de Todd-Hewitt):
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- BHI caldo 500 g

-  Neopeptona 20 g

-  Dextrose 24

-  Cloreto de sédio 29

- Fosfato dissddico 0,44

- Carbonato de sddio 2,59

- Agua destilada 1000 ml

Para cada 100 ml de caldo base, adicionar 0,01 ml de L-pyrrolidonyl-alfa-naftylamide.

Reagente de PYR comercial: N,N-dimetilaminocinamaldeido a 0,01%

PROCEDIMENTOS

Pesar os componentes em béquer;

Adicionar a dgua e homogeneizar bem até completa dissolucdo;
Adicionar o L-pyrrolidonyl-alfa-naftylamide e homogeneizar novamente;
Distribuir 0,2 ml por tubo;

Esterilizar em autoclave.

CONTROLE DE QUALIDADE

Positivo: Streptococcus beta hemolitico presumivel do grupo A de Lancefield (S. pyogenes ATCC
19615) ou Enterococcus faecalis ATCC 29212 .
Negativo: Streptococcus do grupo viridans ou Streptococcus pneumoniae.

CONSERVACAO E VALIDADE

Conservar embalado de 4 a 8°C por até 3 meses.
Comercial: ver instrucdes do fabricante

INOCULAGCAO

Dissolver as col6nias no caldo OU;

No caso de usar kits comerciais, com auxilio de uma pinga flambada, colocar um disco impregnado
com o substrato de PYR sobre as colonias em estudo recém isoladas;

Incubar a 37°C por 4 horas;

Adicionar 1 gota do reagente PYR (se caldo) OU;

Retirar o disco e colocar sobre uma lamina e adicionar 1 gota do reagente PYR.

INTERPRETAGAO

Positivo: Desenvolvimento de cor vermelho cereja em 1 minuto (apds adicionar o reagente de
PYR).
Negativo: Sem alteragao de cor (permanece amarela ou alaranjada).

RECOMENDAGOES

Para identificagdes presuntivas do Streptococcus pyogenes ou de Enterococcus spp., confirmar se
realmente sdo cocos Gram positivos/ catalase negativos, pois algumas cepas de Staphylococcus
spp., Aerococos e Arcanobacterium haemolyticum, podem ser PYR positivos

Raras cepas de Enterococcus spp. podem ser catalase positiva, confirmar com outras provas
(como bilis esculina) tratar de enterococo ou néo;

Nao utilizar colénias com crescimento superior a 24 horas, culturas velhas podem dar resultado
falso - negativo;

Nao exceder o tempo de leitura.

PARA CRESCIMENTO A 42 E 44°C
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PRINCiPIO

= Verificar a capacidade do microrganismo crescer em altas temperaturas.
UTILIDADE

= Identificagdo de bacilos Gram negativos ndo fermentadores.

FORMULA / PRODUTO

* Meio comercial: Caldo BHI (infusdo de cérebro e coragdo).
= Indicador purpura de bromotimol (1,6 g de do indicador em 100 ml de alcool etilico 95%).

PROCEDIMENTOS

= Pesar e hidratar o meio conforme instrugdes do fabricante;

= Distribuir 3,0 ml em tubos com tampa de rosca;

»= Acrescentar o indicador purpura de bromotimol (1 ml de indicador em 1000 ml de meio);
= Esterilizar em autoclave;

= Retirar os tubos da autoclave e deixar esfriar em temperatura ambiente.

CONTROLE DE QUALIDADE

= Temperatura 42°C: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.
» Temperatura 44°C: Acinetobacter baumannii.

INOCULACAO

= Com o auxilio de uma alga ou fio bacterioldgico, inocular a colénia a ser testada;

» Realizar o teste com coldnias puras de 18 a 24 horas;

= Incubar em banho Maria na temperatura a ser testada, 42°C ou 44°C.

INTERPRETACAO

= Cor original do meio: purpura.

= Positivo: presenca de turvacdo e viragem do indicador de cor pUrpura para amarelo = crescimento
bacteriano.

= Negativo: auséncia de turvagdo e permanéncia da cor pUrpura = auséncia de crescimento
bacteriano.

CONSERVAGAO E VALIDADE

= Conservar por até 6 meses de 2 a 8°C.

RECOMENDACOES

*= N3ao fazer indculo muito denso, pode resultar em falsa turvagdo.

= Importante o controle da temperatura do banho, com termoémetro de maxima e minima.

PARA TESTE DE MOTILIDADE

PRINCiPIO

= A bactéria € movel através do seu flagelo. Flagelos ocorrem nos bacilos Gram negativos, poucas
formas de cocos sdo moveis. A bactéria pode conter um ou muitos flagelos e sua localizagdo varia
com a espécie da bactéria e as condigdes de cultura.

UTILIDADE

= Determinar se o microrganismo € o ndao moével;

= Meios associados a outros testes: Meios SIM (Sulfato, Indol, Motilidade), MILI (Motilidade, Indol,
Lisina), MIO (Motilidade, Indol, Ornitina) utilizados para testes enterobactérias;
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= Meio motilidade em caldo utilizado para ndo fermentadores e Enterobacter cloacae (em
= casos de duvidas).

FORMULA / PRODUTO

= Meio comercial: Motilidade

= Meio comercial: SIM

= Meio comercial: MILI

= Meio comercial: MIO

*» Meio Comercial: BHI (brain heart infusion)
= Meio Comercial: Triptona

= Solucdo de Vermelho de Tetrazolio.

PROCEDIMENTOS

Meio Motilidade:

= Pesar e hidratar o meio conforme instrugdes do fabricante;

= Aquecer sob agitacdo, até fundir o meio;

= Distribuir aproximadamente 2,0 ml em tubos com tampas de rosca;
= Esterilizar em autoclave;

= Retirar os tubos da autoclave.

= Deixar solidificar em temperatura ambiente na posicao vertical.

Meio Motilidade com adigdo da solucao de Vermelho de Tetrazolio:

= Pesar e hidratar conforme instrugdes do fabricante;

= Aquecer sob agitacdo, até fundir o meio;

» Adicionar 0,1 ml para cada 100 ml de base de solugdo de vermelho de tetrazdlio 0,1%
homogeneizar bem;

= Distribuir aproximadamente 2,0 ml em tubos com tampa de rosca;

= Esterilizar em autoclave;

= Retirar os tubos da autoclave;

= Deixar solidificar em temperatura ambiente na posigao vertical.

Meio SIM /Meio MILI/Meio MIO

= Pesar e hidratar o meio conforme instrugdes do fabricante;

= Aquecer sob agitacdo, até fundir o meio;

= Distribuir aproximadamente 3,0 ml em tubos com tampa de rosca;
= Esterilizar em autoclave;

»= Retirar os tubos da autoclave.

= Deixar solidificar em temperatura ambiente na posicao vertical.

Caldo BHI (motilidade em caldo)

= Pesar e hidratar o meio conforme instrugdes do fabricante;
= Distribuir 3,0 ml em tubos com tampa de rosca;

= Esterilizar em autoclave;

= Retirar os tubos da autoclave;

= Deixar esfriar em temperatura ambiente.

Meio Caldo Triptona

*= Pesar e hidratar conforme instrugdes do fabricante;

= Aquecer sob agitacdo, até fundir o meio;

= Distribuir aproximadamente 3,0 ml em tubos com tampas de rosca;
= Esterilizar em autoclave;

= Retirar os tubos da autoclave;

= Deixar esfriar em temperatura ambiente.

CONTROLE DE QUALIDADE

Meio Motilidade:

= Positivo: Escherichia coli ATCC 25922.

= Negativo: Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Meio SIM:

Mod IV - 52



Microrganismo H.S Indol Motilidade

Proteus vulgaris + + +
Shigella sonnei neg neg neg
Escherichia coli neg + +

Proteus vulgaris ATCC 13315, Shigella sonnei ATCC 25931, Escherichia coli ATCC 25922

Meio MIO:
Microrganismo Motilidade Indol Ornitina
Escherichia coli + + +
Enterobacter aerogenes neg neg neg
Klebsiella pneumoniae neg + +

Eschericha coli ATCC 25922, Enterobacter aerogenes ATCC 13048, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883.

Meio MILI:
Microrganismo Crescimento Lisina Motilidade Indol
E. coli denso + + neg
K. pneum. denso + neg neg
P. alcalifaciens denso neg + neg
S. enteritidis denso + + neg
S. flexneri denso neg neg neg

E.coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Providencia alcalifaciens ATCC 9886, Salmonella enteritidis
ATCC 13076, Shigella flexneri ATCC 12022

Meio BHI/Caldo Triptona:

= Positivo: Escherichia coli ATCC 25922.

= Negativo: Staphylococcus aureus ATCC 25923.
= Negativo: meio sem inocular.

INOCULACAO

Meio Motilidade / Meio SIM / Meio MILI / Meio MIO

= Com o auxilio de um fio bacterioldgico inocular uma col6nia pura de 18 - 24 horas, no meio na
posicdo vertical, lentamente até a base;

= Afastar a agulha seguindo a linha inicial da incubagao;

= Incubar a 35°C por 18-24 horas.

Meio Caldo BHI / Meio Caldo Triptona
= Com o auxilio de uma alga ou fio bacteriolégico, inocular col6nia pura de 18 a 24 horas;
= Incubar a 35+2°C por 24 a 48 horas.

INTERPRETACAO

Meio de Motilidade:

* Motilidade positiva: organismos modveis migram pela linha do indculo e difundem-se no meio,
causando turbidez.

* Motilidade negativa: bactéria tem um crescimento acentuado ao longo da linha de inéculo, em
volta continua limpido.

Meio de Motilidade com Tetrazdlio:

= Motilidade positiva: organismos modveis produzem uma nuvem cor pink e difundem-se
completamente no meio.

= Motilidade negativa: ha crescimento da bactéria e producdao de cor vermelho claro na linha do
indculo e em volta do meio continua limpido.

* Se resultado for negativo incubar a 21-25°C por até 5 dias.

Revelacdao com reativo de Kovacs no meio SIM:
= Realizar a leitura da motilidade e do H,S.
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= Em seguida adicionar 5 gotas do reativo de Kovacs pela parede do tubo no meio contendo o
crescimento bacteriano. Agitar otubo suavemente e proceder a leitura do indol.

- Motilidade positiva: microrganismos moveis migram pela linha do indculo e difundem-se no
meio causando turbidez;

- Motilidade negativa: bactéria tem um crescimento acentuado ao longo da linha do indculo, em
volta continua limpido;

- HS positivo: ao longo da linha de inoculagdo aparecera a cor negra;
- H:S negativo: linha ao longo da inoculagdo inalterada;

- Indol positivo aparecera um anel vermelho;
- Indol negativo permanecera um anel amarelo (cor original do reativo de Kovacs);

Meio MILI
= Interpretar as reacdoes da motilidade e lisina antes da adicdo do reagente de Kovacs para detecgao
do indol.

- Motilidade positiva: indicado pelo crescimento na linha e em volta do indéculo.
- Motilidade negativa: crescimento somente na linha do indculo.

- Lisina decarboxilase positiva: indicado pela cor purpura no meio (essa cor pode variar de
intensa ou mais leve, de acordo com a reducao do indicador).

- Lisina decarboxilase negativa: indicado pela cor amarela do meio.

- Indol positivo: indicado pela formacdo de cor pink/vermelho, apos a adicdo de 3 a 4 gotas de
reagente de Kovacs na superficie do meio e agitagdo suave no tubo.
- Indol negativo: reacdo negativa é indicada pelo desenvolvimento de cor amarela.

Meio MIO
= Interpretar as reagdes da motilidade e ornitina antes da adicdo do reagente de Kovacs para

deteccgao do indol.

- Motilidade positiva: indicado pelo crescimento na linha e em volta do indculo.
-  Motilidade negativa: crescimento somente na linha do indculo.

- Ornitina decarboxilase positiva: indicado pela cor purpura no meio.
- Ornitina decarboxilase negativa: indicado pela cor amarela no meio.

- Indol positivo: indicado pela formacdo de cor pink/vermelho, apos a adicdo de 3 a 4 gotas de
reagente de Kovacs na superficie do meio e agitagdo suave no tubo.

- Indol negativo: reacdo negativa é indicada pelo aparecimento da cor amarela.

Meio caldo BHI/ Meio Caldo Triptona

= Colocar uma gota do meio entre lamina e laminula e observar ao microscopio com objetiva de 40
X. A motilidade verdadeira deve ser diferenciada do movimento “browniano”, verificando que o
microrganismo se desloca em varias diregdes.

- Motilidade positiva: bactérias se movendo de um lado para outro.
- Motilidade negativa: bactéria apresenta somente movimento “browniano”.

CONSERVAGAO E VALIDADE

= Meios motilidade, SIM, MILI, MIO e BHI: conservar de 4 a 8° C por até 6 meses.

RECOMENDAGOES

= A temperatura de incubacdo é extremamente critica, porque muitos microrganismos sdo moveis a
15-25°C e ndo moveis a 37°C. Se houver suspeita que o microrganismo pode exibir motilidade em
baixa temperatura, inocular dois tubos simultaneamente, incubando um a 35°C e outro a
temperatura ambiente 22-25°C.

* Uso do sal de tetrazdlio no meio de motilidade é desejavel, mas pode inibir certos microrganismos
fastidiosos.
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* Flagelo é o 6rgdo locomotor e é composto de proteina, essa proteina pode se desnaturar com
excesso de calor. Por isso cultura testada em temperaturas acima do indicado para o teste de
motilidade pode fornecer um resultado falso negativo.

* Flagelo pode ser destruido também sob agitacdo violenta do tubo de cultura da bactéria, podendo
produzir um resultado de motilidade fraco positivo ou falso negativo.

*= Microrganismos mantidos em estoques de cultura em meios artificiais por longos periodos tendem
a perdem sua motilidade.

= Os testes de motilidade em anerdbios sdo dificeis de serem interpretados, sendo significativos
apenas os resultados positivos.

PARA PROVA DE TOLERANCIA AO NaCl 6,5%

PRINCiPIO

= A toleréncia ao NaCl a 6,5% é uma prova utilizada para verificar a capacidade de alguns
microrganismos crescerem em presenca do sal.

* Meio base utilizado é o BHI caldo, que é um meio nutritivo de uso geral, empregado para o cultivo
de muitas bactérias. Este meio normalmente contém 0,5 % de NaCl e aumenta-se a concentracdo
para 6,5 %, tornando um meio semi-seletivo para o desenvolvimento de alguns microrganismos.

UTILIDADE

= Separa Enterococcus spp., que sao NaCl 6,5 % positivo dos demais Streptococcus spp., que sao
NaCl 6,5% negativos.

* Na identificagdo de bacilos Gram negativos ndo fermentadores.

FORMULA / PRODUTO

* N&o ha meio pronto para uso.
*  Férmula:

BHI caldo 25¢g
NacCl 60 g
Indicador * 1ml
Glicose 1lg
Agua destilada 1000 ml
* Indicador purpura de bromocresol:
Plrpura de bromocresol 1,6 g
Etanol a 95% 100 ml

Observagdo: o uso de indicador é opcional.

PROCEDIMENTOS

= Pesar o BHI, o NaCl e a glicose em um béquer;

» Adicionar a dgua e homogeneizar bem até completa dissolugdo;
= Adicionar o indicador e homogeneizar novamente;

= Distribuir 3 ml por tubo;

» Esterilizar em autoclave.

CONTROLE DE QUALIDADE

= Positivo: Enterococcus faecalis ATCC 29212 ou Enterococcus faecium
= Negativo: Streptococcus do grupo viridans ou Streptococcus pneumoniae ATCC 6305

CONSERVACAO E VALIDADE

= Conservar embalado de 4 a 8°C por até 3 meses.
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INOCULACAO

= Dissolver as col6nias no caldo;
= Incubar.

INTERPRETAGAO

= Cor original do meio: amarelo.

= Positivo: Crescimento bacteriano (turvacao do meio) com ou sem viragem do indicador.

*= Negativo: Auséncia de crescimento. O meio permanece com a cor original, pUrpura e sem
turvacao.

RECOMENDACOES

* Provas negativas com 24 horas de incubagdo, recomenda-se periodo de incubagdo maior (48
horas);

* Verificar a quantidade de NaCl contido na formula do meio de BHI, pois a concentracdo podera ser
outra, dependendo do fabricante do meio, e a concentracdo final do meio de NaCl a 6,5 % podera
ser superior ou inferior a concentracao desejada;

= N3o carregar no inoculo, pois o excesso podera ser interpretado como crescimento e dar
resultados falso - positivos (para os meios utilizados sem o indicador);

= Antes da leitura, agitar delicadamente o tubo, pois pode haver sedimentacdo das células
bacterianas formadas;

Os Streptococcus beta hemolitico presumivel do grupo B de Lancefield (S. agalactiae) e
ocasionalmente os Streptococcus beta hemolitico presumivel do grupo A de Lancefield (S. pyogenes)
podem ser tolerantes ao NaCl 6,5%. Utilizar outras provas para confirmar a identificacdo destas
espécies.
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6. DISCOS PARA IDENTIFICACAO

BACITRACINA

PRINCIPIO

»  Streptococcus beta hemolitico do grupo A sdo sensiveis a concentracGes baixas de bacitracina.
UTILIDADE

» Identificagdo presuntiva de Streptococcus beta hemolitico do grupo A (S. pyogenes).
PRODUTO

= Discos de bacitracina de 0,04 unidades/ disco.

CONTROLE DE QUALIDADE

= Positivo (Sensivel): Streptococcus pyogenes ATCC 19615.
= Negativo (Resistente): Streptococcus agalactiae ATCC 13813.

CONSERVAGAO E VALIDADE

= Manter a 4°C.
= Validade: ver recomendacgdes do fabricante.

INOCULACAO

= A partir de caldo BHI ou TSB recém turvado, semear na superficie do meio Mueller hinton sangue,
com auxilio do "swab";

= Colocar um disco de bacitracina e pressionar levemente;

= Incubar a 35°C 18 a 24 horas.

INTERPRETAGAO

= Positivo (Sensivel): Presenca de qualquer halo ao redor do disco.
= Negativo (Resistente): auséncia de halo ao redor do disco.

RECOMENDACOES

»  Streptococcus alfa hemoliticos sdo sensiveis a baixas concentracGes de bacitracina.
= Nao existem dados disponiveis que indiquem a necessidade de medir os halos de inibicao.

= QO indculo bacteriano deve ser confluente, indculo muito diluido pode permitir que os Streptococcus
ndo pertencentes ao grupo A parecam sensiveis a bacitracina.

NOVOBIOCINA

PRINCiPIO

» Separa espécies de Staphylococcus coagulase negativa que podem ser sensiveis ou ndo a
Novobiocina.

UTILIDADE
= Separa cepas de Staphylococcus saprophyticcus (Novobiocina resistente) das demais cepas de

Staphylococcus coagulase negativa de importancia clinica; Staphylococcus saprophyticcus é a
Unica espécie isolada em humanos como causadora de infecgdes urinarias.
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FORMULA / PRODUTO
= Discos de Novobiocina de 5 nug.
CONTROLE DE QUALIDADE

= Positivo: Staphylococcus saprophyticcus ATCC 15305.
= Negativo: Staphylococcus epidermidis ATCC 12228.

CONSERVAGAO E VALIDADE

» Refrigerado.
= Validade: ver recomendac0des do fabricante.

INOCULACAO

*  Preparar uma suspensdo do microrganismo em estudo com crescimento recente (até 24 horas)
em caldo BHI, TSA ou solugdo fisiolégica estéril, acertando a turvacdo na escala 0,5 de
MacFarland; )

= Com auxilio de um "swab", semear na superficie de uma placa de Agar Mueller Hinton;

= Com uma pinga previamente flambada, colocar um disco de Novobiocina na superficie do meio e
pressionar delicadamente;

= Incubar.

INTERPRETACAO

= Resistente: Auséncia de halo de inibigcdao ou halos <= 15 mm.
* Sensivel: Presenca de halo de inibigdo igual ou superior a 16 mm.

RECOMENDACOES

= Nao usar cepas velhas (com crescimento superior a 24 horas) para fazer a suspensao;

= Se necessario usar cepas velhas, semear em caldo BHI ou TSA e incubar a 37°C até turvar,
acertar a turvagao na escala 0,5 de MacFarland para fazer o teste;

= Cepas isoladas de outros materiais bioldgicos que ndo urina, fazer identificacdo complementar
com fermentacdo de aglcares para confirmar espécie.

OPTOQUINA

PRINCIPIO

= Cloridrato de etil-hidroxicupreina (optoquina), um derivado da quinina, inibe de forma seletiva o
crescimento de  Streptococcus pneumoniae em concentragdes muito baixas (5 ug/ ml ou
menores).

= As células do Streptococcus pneumoniae que rodeiam o disco sofrem lise, devido a variacdo da
tensao superficial, e é produzida uma area de inibigdo.

UTILIDADE
» Separa Streptococcus pneumoniae dos demais Streptococcus alfa hemoliticos.
FORMULA / PRODUTO

= Discos de optoquina de 5 ug
CONTROLE DE QUALIDADE

= Positivo (Sensivel): Streptococcus pneumoniae ATCC 6305.
= Negativo(Resistente): Enterococcus faecalis ATCC 29212.
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CONSERVAGAO E VALIDADE

= Manter a 4°C.
= Validade: ver recomendagdes do fabricante.

INOCULACAO

= A partir de caldo BHI ou TSB recém turvado, semear na superficie do meio Mueller hinton sangue,
com auxilio do "swab";

= Colocar um disco de optoquina e pressionar levemente;

= Incubar a 35°C 18 a 24 horas em jarra com vela acesa ou estufa com 5 a 7 de CO,.

INTERPRETAGAO

Positivo (Sensivel):

= Disco de 6 mm: halo de inibicdo de 14 mm ou mais.

= Disco de 10 mm: halo de inibicdo de 16 mm ou mais.

Negativo (Resistente):

*= Disco de 6 mm: halo de inibigdo inferior a 14 mm ou auséncia de halo.

= Disco de 10 mm: halo de inibicdo inferior a 16 mm ouauséncia de halo.

RECOMENDACOES

A optoquina pode inibir outros Streptococcus do grupo viridans, mas apenas em concentragdes muito
elevadas.

Mod IV - 59



7. MEIOS PARA TESTE DE SENSIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS

HTM - HAEMOPHILUS TEST MEDIUM

PRINCiPIO

» E um meio suplementado que permite o crescimento das espécies mais exigentes de
Haemophilus, pois contém em sua férmula suplementos a base de NAD e cisteina.

UTILIDADE

= Meio padronizado pelo NCCLS para realizacdo do teste de sensibilidade aos antimicrobianos de
Haemophilus influenzae.

FORMULA / PRODUTO

» Meio comercial HTM
= Suplemento VX: NAD (Coenzima I) e cisteina.

PROCEDIMENTOS

= Pesar e hidratar o meio conforme instrugdes do fabricante em um baldo de fundo chato;

= Esterilizar em autoclave;

= Resfriar o meio a 50°C e adicionar o suplemento previamente reidratado;

= Distribuir 50 a 60 ml em placas estéreis de 150 mm (o meio deve ficar com uma espessura
homogénea de 3 a 4 mm);

» Deixar esfriar a temperatura ambiente.

CONTROLE DE QUALIDADE

Crescimento:

* Preparar uma suspensao de Haemophilus influenzae ATCC 10211 na escala 0,5 de Mac Farland;
*  Diluir 1:100 (0,1mL em 9,9 ml de solugdo fisiolégica);

= Semear 0,01 ml da suspensao na placa;

= Incubar a placa 35 £2°C por 24 horas em estufa com 5% de CO?2.

= Se a bactéria crescer em 24 horas, liberar o lote para uso.

Obs: A aprovacgdo final do meio deve ser feita apos os testes com antibidticos, uma vez que iniUmeras
variaveis como niveis de timina, timidina sé podem ser verificadas apos o teste com os antibidticos ter
sido realizado.

INOCULAGCAO

= Preparar uma suspensdo da bactéria a ser testada em salina 0,9% ou caldo TSB na escala 0,5 Mac
Farland;

= Embeber o “swab” na suspensdo, comprimi-lo na parede do tubo (para eliminar o excesso) e
semear na placa;

= Acrescentar os discos a serem testados;

» Incubar a placa de acordo com instrugdes do NCCLS para a bactéria a ser testada.

INTERPRETAGAO

= Cor original do meio: castanho escuro.

= A zona do didmetro é particular para cada droga e organismo, sendo comparado com diametros
padronizados pelo NCCLS, que determina cada organismo sendo sensivel, intermedidrio ou
resistente.

CONSERVAGAO E VALIDADE

= Conservar embalado de 4 a 8°C por até 3 meses.
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AGAR MUELLER HINTON

PRINCiPIO

» Agar padronizado por Kirby e Bauer e pelo NCCLS que oferece condicbes de crescimento das
principais bactérias.

UTILIDADE

= Meio utilizado para a realizacdo do teste de avaliagdo da resisténcia aos antimicrobianos pelos
métodos de difusdo em disco e E-test para enterobactérias, ndo fermentadores, Staphylococcus,
Enterococcus sp.

FOrRMULA / PRODUTO
= Meio comercial: Agar Muller Hinton.
PROCEDIMENTOS

= Pesar e hidratar o meio conforme instrugdes do fabricante;

= Acertaro pH (7,2 - 7,4);

= Retirar da autoclave e medir novamente o pH;

= Distribuir 50 a 60 ml em cada placa de 150 mm;.

= Deixar esfriar em temperatura ambiente;

= Embalar as placas com plastico PVC transparente e guardar em geladeira (4 a 8°C).

Obs: E extremamente importante que o meio tenha espessura homogénea de 3 a 4 mm.
CONTROLE DE QUALIDADE

Crescimento:

*  Preparar uma suspensao de Escherichia coli ATCC 25922 na escala 0,5 de Mac Farland;

= Diluir 1:100 (0,1mL em 9,9 ml de solugdo fisioldgica);

= Semear 0,01 ml da suspensdo na placa. Incubar a placa 35°C por 24 horas.

Obs: A aprovacdo final do meio deve ser feita apds os testes com antibidticos, uma vez que inUmeras
variaveis como niveis de timina, timidina, de calcio e magnésio s6 podem ser verificadas apds o teste
com os antibidticos ter sido realizado.

INOCULACAO

* Preparar uma suspensdo da bactéria a ser testada em salina 0,9% ou caldo TSB na escala
0,5 Mac Farland;

= Embeber o “swab” na suspensdo, comprimi-lo na parede do tubo (para eliminar o excesso) e
semear na placa;

= Acrescentar os discos a serem testados;

» Incubar a placa de acordo com instrugdes do NCCLS para a bactéria a ser testada.

INTERPRETAGAO

» Cor original do meio: amarelo palha.

= A zona do didmetro é particular para cada droga e organismo, sendo comparado com diametros
padronizados pelo NCCLS, que determina cada microrganismo sendo sensivel, intermediario ou
resistente.

CONSERVAGAO E VALIDADE

= Conservar embalado de 4 a 8°C por até 3 meses.

RECOMENDAGOES

Principais variaveis que podem interferir no resultado do antibiograma:
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* Niveis de Ca2+, Mg2+ : altas concentragdes levam a diminuigdo na atividade de aminoglicosideos
diante de Pseudomonas aeruginosa e da atividade de tetraciclinas para todas as bactérias.
Concentragdes diminuidas levam a resultados contrarios.

= Concentragdo de timidina ou timina: concentragdes em excesso levam a falsa resisténcia para
sulfonamidas e trimetropima.

= pH: em pH baixo vamos observar halos de inibicdo reduzidos para aminoglicosideos, quinolonas,
macrolideos e lincosaminas e halos aumentados para outros antibidticos (penicilina e
tetraciclinas). O aumento do pH leva a resultados opostos aos anteriores.

= Espessura do meio: < de 3 mm leva a falsa sensibilidade geral e > 4 mm leva a falsa resisténcia.
AGAR MUELLER HINTON SANGUE

PRINCiPIO

» Agar padronizado por Kirby e Bauer e pelo NCCLS que oferece condi¢des de crescimento das
principais bactérias.

UTILIDADE

= Meio utilizado para a realizacdo do teste de avaliagdo da resisténcia aos antimicrobianos pelos
métodos de difusdo em disco e E-test de cepas de Streptococcus pneumoniae e estreptococos
beta-hemoliticos dos grupos A,B,C e G conforme instrucdes do NCCLS.

FORMULA / PRODUTO

» Meio comercial: Agar Muller Hinton.
= Sangue de carneiro desfibrinado.

PROCEDIMENTOS

= Pesar e hidratar o meio conforme instrugdes do fabricante;

= Acertaro pH (7,2 - 7,4);

= Retirar da autoclave e resfriar a 50°C;

= Adicionar 50 ml de sangue de carneiro desfibrinado por litro de meio de cultura de forma
asséptica;

= Homogeneizar bem sem formar espuma;

= Distribuir 50 a 60 ml em cada placa de 150 mm;

= Deixar esfriar em temperatura ambiente;

= Embalar as placas com plastico PVC transparente e guardar em geladeira de 4 a 8°C.

Obs: E extremamente importante que o meio tenha espessura homogénea de 3 a 4 mm.
CONTROLE DE QUALIDADE

Crescimento:

= Preparar uma suspensao de Streptococcus pneumoniae ATCC 6305 na escala 0,5 de Mac Farland;
=  Diluir 1:100 (0,1 ml em 9,9 ml de solugdo fisioldgica);

= Semear 0,01 ml da suspensao na placa;

= Incubar a placa 35°C por 20 a 24 horas com 5% de CO..

= Se a bactéria crescer em 24 horas, o lote esta pronto para uso.

Obs: A aprovacao final do meio deve ser feita apos os testes com antibidticos, uma vez que inUmeras
variaveis como niveis de timina, timidina, de calcio e magnésio s6 podem ser verificadas apds o teste
com os antibidticos ter sido realizado.

INOCULACAO
*  Preparar uma suspensdo da bactéria a ser testada em salina 0,9% ou caldo TSB na escala 0,5 Mac
Farland;

= Embeber o “swab” na suspensdao, comprimi-lo na parede do tubo (para eliminar o excesso) e
semear na placa;
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»= Acrescentar os discos a serem testados;
= Incubar a placa de acordo com instrucées do NCCLS para a bactéria a ser testada.

INTERPRETACAO

= Cor original do meio: vermelho.
= A zona do didmetro é particular para cada droga e organismo, sendo comparado com diametros
do NCCLS, que determina cada microrganismo sendo sensivel, intermediario ou resistente.

CONSERVACAO E VALIDADE

= Conservar de 4 a 8°C por até 3 meses.

RECOMENDACOES

Principais variaveis que podem interferir no resultado do antibiograma:

* Niveis de Ca%*, Mg?* : altas concentracdes levam a diminuigdo na atividade de tetraciclinas para
todas as bactérias. Concentragdes diminuidas levam a resultados contrarios.

= Concentragdo de timidina ou timina: concentragdes em excesso levam a falsa resisténcia para
sulfonamidas e trimetropima.

= pH: em pH baixo vamos observar halos de inibicdo reduzidos para quinolonas, macrolideos e
lincosaminas e halos aumentados para outros antibidticos (penicilina e tetraciclinas). O aumento
do pH leva a resultados opostos aos anteriores.

» Espessura do meio: < de 3 mm leva a falsa sensibilidade geral e > 4 mm leva a falsa resisténcia.
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