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Sumário da aula prática B1

Apresentação e Introdução à Prática Laboratorial

· Conhecer normas de segurança e de conduta no laboratório de Microbiologia.

· Conhecer material utilizado no laboratório.

Texto de apoio:

1 – NORMAS DE SEGURANÇA E DE CONDUTA NO LABORATÓRIO DE MICROBIOLOGIA


Uma vez que alguns microrganismos manipulados nas aulas práticas são patogénicos para o Homem, é necessário respeitar determinadas regras para evitar contaminação pessoal.

1. Usar obrigatoriamente bata no laboratório (protege o vestuário de contaminação e de manchas provocadas pelos reagentes).

2. Colocar vestuário, livros e outros objectos de uso pessoal, não necessários ao trabalho prático, em locais apropriados, nunca nas áreas de trabalho.

3. Não comer, beber ou fumar no laboratório de Microbiologia. 

4. Não levar à boca o material de trabalho (lápis, canetas, etc) e evitar colocar as mãos na boca, nos olhos e no nariz. 

5. Lavar cuidadosamente as mãos antes e depois do trabalho prático.

6. Proteger o cabelo da chama do bico de Bunsen e de contaminação microbiana.

7. Limpar as bancadas de trabalho com álcool a 70º antes e depois do trabalho prático.

8. Transportar os meios de cultura nos suportes próprios.

9. Não pipetar produtos com a boca, usar sempre os dispositivos mecânicos.

10. Não levar o material usado nas aulas práticas para fora do laboratório.

11. Evitar a contaminação das bancadas de trabalho, chão e cestos de papéis. O material contaminado nunca deve ser esquecido em locais desapropriados, nem colocado inadvertidamente em cima das bancadas de trabalho.

12. Colocar o material contaminado (pipetas, espátulas, ansas, fios rectos, lâminas e lamelas) após a sua utilização em recipientes próprios contendo desinfectante.

13. Esterilizar no bico de Bunsen os utensílios (ansas e fios rectos) antes e após a sua utilização. 

14. Relatar imediatamente ao docente qualquer acidente que provoque lesão corporal ou que origine derrame dos microrganismos para fora dos respectivos meios de cultura.

15. No final da sessão, o local de trabalho deve ficar devidamente limpo e arrumado. Verificar se o microscópio fica desligado, limpar as objectivas e colocar a capa protectora.

16. Verificar ainda se o gás ficou desligado.

Sumário da aula prática nº B2

NOÇÕES GERAIS DE MICROSCOPIA

· Conhecer princípios gerais de microscopia óptica e electrónica.

· Conhecer técnicas de microscopia óptica e electrónica.

· Saber utilizar o microscópio óptico de campo claro.

· Observar preparações em MO de campo claro para visualizar as dimensões e morfologia das células microbianas.

· Observar preparações em MO de campo escuro e de contraste de fase para visualizar microrganismos vivos.

· Observar imagens de microscopia electrónica através de fotografia ou gravuras de diapositivos

Texto de apoio

1 - Modo de proceder com o microscópio óptico (MO) na aula prática:

1. Verificar a ligação do fio do MO à tomada.

2. Limpar as objectivas com papel adequado.

3. Centrar a estrutura a observar na abertura da platina.

4. Colocar a lente de menor ampliação ou a adequada à observação.

5. Baixar a platina para a posição mais baixa.

6. Aproximar a objectiva à lâmina sob controlo visual externo e proceder à focagem como acima descrito.

7. Usando o diafragma, procurar a iluminação óptima.

8. Na imersão, colocar uma pequena gota de óleo de imersão e observar lateralmente se a objectiva está bem mergulhada no óleo.

* Nota: ao utilizar as objectivas de maior ampliação, subir o condensador
  (se móvel) e abrir o diafragma!


No final:


1. Limpar as oculares e as objectivas.


2. Colocar a objectiva de menor ampliação.


3. Desligar o microscópio.

4. Colocar a capa de protecção plástica ou de tecido no microscópio.

2 - Observações em microscopia de campo claro das seguintes preparações:


1. saliva: corada pelo método de Gram.


2. fezes: exame a fresco.


3. suspensão de leveduras: coloração simples.


4. suspensão de cocos e bacilos: coloração pelo método de Gram.


5. esfregaços variados, corados.

Sumário da aula prática nº B3

MORFOLOGIA DAS BACTÉRIAS AO MICROSCÓPIO ÓPTICO

· Conhecer características morfológicas (dimensão, forma e tipo de associação) de bactérias ao microscópio óptico.

· Conhecer princípios e técnicas de execução de preparações a fresco para microscópio óptico.

· Executar e observar preparações a fresco entre lâmina e lamela para visualizar a dimensão, a forma e a mobilidade de células bacterianas.

Sumário da aula prática nº B4

PREPARAÇÕES DE MICRORGANISMOS PARA MICROSCÓPIO ÓPTICO (coloração Gram)

· Conhecer princípios e técnicas de execução de preparações coradas para microscópio óptico.

· Executar e observar colorações simples e colorações negativas.

· Compreender princípios e química das colorações diferenciais.

· Compreender princípios e química da coloração de Gram.

· Executar e observar a coloração de Gram para visualizar a dimensão, a forma e o tipo de associação, e para diferenciar os dois grupos de bactérias: Gram positivo e Gram negativo.

Texto de apoio para B3 e B4:

Métodos de coloração para microrganismos.

Colorações: composição, características e execução
1 – preparações a fresco entre lâmina e lamela

2 – Preparações com coloração


Qualquer tipo de técnica para execução de preparações coradas envolve três etapas idênticas e fundamentais.

– Executar o esfregaço
Um esfregaço consiste numa preparação seca de células microbianas numa lâmina de vidro. Primeiro é importante que as lâminas estejam limpas. Depois os microrganismos devem ser espalhados na lâmina em determinada concentração de modo que fiquem adequadamente separados uns dos outros. É absolutamente essencial evitar esfregaços espessos, considera-se que um bom esfregaço é aquele que, quando seco, aparece como uma fina camada esbranquiçada.

Esfregaços feitos a partir de meios de cultura líquidos ou sólidos implicam técnicas diferentes:

· meios de cultura líquidos: mergulha-se a ansa na a suspensão microbiana e coloca-se directamente no centro da lâmina; depois espalha-se, com o mesmo instrumento, de modo a ocupar uma área de (1cm2.

· meios de cultura sólidos: coloca-se uma gota de água destilada no centro da lâmina; retira-se com a ansa com uma pequena quantidade do inóculo e suspende-se e homogeneiza-se na gota; depois espalha-se a suspensão de uma forma idêntica à anteriormente descrita.

– Secar o esfregaço
A secagem é executada deixando a lâmina ao ar ou colocando-a na estufa. Pode colocar-se a lâmina sobre dois dedos da nossa mão que é mantida acima da chama do bico de Bunsen à distância que conseguirmos suportar a intensidade do calor. A secagem deve ser feita pois com calor moderado (37º C) para que a água seja evaporada lentamente e deste modo não ocorrer destruição ou distorção morfológica das células microbianas da preparação. É importante uma boa secagem antes de se proceder à fixação.

– Fixar o esfregaço

Esta etapa é essencial pois se o esfregaço não está fixado ao vidro da lâmina ele vai ser removido durante a fase de coloração. 

A fixação pelo calor permite preservar a forma do microrganismo, mas alguns componentes celulares podem ser danificados. Na fixação química (ex. etanol, formaldeído, glutaraldeído, etc.), geralmente, não há destruição da estrutura das células que ficam fixadas à lâmina.

Durante o processo de fixação pelo calor (este deve ser mais forte do que na secagem) são inactivadas as enzimas que podiam alterar a morfologia celular, endurecidas as estruturas celulares para que não se alterem durante a coloração e observação, dado que as proteínas microbianas coagulam e fixam-se à superfície da lâmina.

Para que as células fiquem aderentes ao vidro segura-se a lâmina de um lado e fazem-se 2 a 3 passagens pela chama do bico de Bunsen. Agora o esfregaço está pronto para sofrer o processo de coloração. 

2.1 – Colorações simples
Nestas colorações o esfregaço é corado com um só reagente, de modo todas as estruturas ficam coradas da mesma cor. Os corantes básicos, com o cromogénio carregado positivamente, são os preferidos, pois ligam-se aos ácidos nucleícos e a certos componentes da parede celular.


Os objectivos desta coloração são elucidar sobre a dimensão, a forma e o arranjo das células microbianas.


Os corantes básicos mais usados são o azul de metileno (cora de azul), o violeta de cristal (cora de roxo), a fucsina (cora de vermelho), o roxo de metilo (cora de roxo) e o verde de malaquita (cora de verde).

Execução prática

· Preparar o esfregaço para ser corado (secagem e fixação).

· Colocar a lâmina no suporte próprio, cobrir a zona do esfregaço com o corante indicado (gota a gota); o tempo de exposição é aproximadamente de 1 minuto.

· Lavar com água corrente para remover o excesso de corante, mantendo sempre a lâmina paralela ao jacto de água para se reduzir a perda de fragmentos do esfregaço.

· Secar a preparação colocando-a entre duas folhas de papel de filtro, mas sem a esfregar (modo expedito e mais rápido).

· Observar a preparação ao MO com objectiva de imersão.

2.2 – Colorações diferenciais

Envolvem mais do que um corante permitindo distinguir diferentes estruturas e tipos de células microbianas pois, coram de cores diferentes.


Permitem separar os microrganismos em grupos, pois distinguem pelo menos dois tipos de comportamento diferente, ou seja, microrganismos com características de coloração diferentes. Duas das técnicas mais importantes são o Gram e o Ziehl-Neelsen.


Servem também para corar especificamente certas estruturas microbianas como flagelos, endósporos, cápsula, gorduras, etc.


As colorações diferenciais requerem o uso de vários reagentes químicos aplicados sequencialmente:

corante primário: é o primeiro reagente a ser usado e a sua função é transmitir a sua cor a todas as células da preparação. 

mordente: substância que aumenta a ligação do corante ao microrganismo. Os mais utilizados em bacteriologia são o soluto de lugol (iodo), o calor e o ácido fénico, mas o seu uso não é obrigatório em todas as colorações.

descorante: este reagente é uma substância que descora certos microrganismos anteriormente corados. Baseando-se na composição química dos componentes celulares este agente descorante pode ou não remover o corante primário de toda a célula ou apenas de algumas estruturas celulares. Utilizam-se o álcool-acetona e o álcool-ácido.

corante de contraste: é o último reagente a ser aplicado e tem uma cor que contrasta com o corante primário. Após a descoloração se o primeiro corante não é retirado o corante de contraste não pode ser absorvido e a célula ou os seus componentes retêm a côr do corante primário. Se o corante primário foi removido então os componentes celulares descorados absorvem e apresentam a cor do corante de contraste. Assim, as células ou as suas estruturas podem ser distinguidas uma das outras atendendo ao corante que é retido por cada uma delas.


2.3 Coloração negativa

Trata-se de uma coloração especial que requer o uso de um corante ácido, como a eosina e a nigrosina, ou de tinta da china (suspensão de partículas de carbono). Este tipo de corante, como é carregado negativamente, não vai penetrar na parede celular que também está carregada negativamente. Assim, as células não são coradas, mas distinguem-se facilmente do fundo corado da preparação.


A aplicação da coloração negativa permite observar a dimensão e forma naturais das células, pois não é necessária a fixação do esfregaço pelo calor nem sujeitar as células aos efeitos agressivos dos químicos.


Consiste em fazer um esfregaço fino obtido por mistura homogénea da suspensão microbiana com o corante ácido ou a tinta da china (1/1 com água destilada) de modo que o corante se deposita na lâmina, deixando apenas “em branco” os espaços ocupados pelas bactérias (as células aparecem com aspecto claro num fundo escuro).

Execução prática

· Colocar uma gota do corante ou de tinta da china numa ponta da lâmina.

· Colocar a ansa com o inóculo na gota e mexer fazendo uma pequena suspensão.

· Com a ajuda de uma segunda lâmina fazer um esfregaço fino (para a luz do microscópio o atravessar), arrastando-a em ângulo de 30º sob a primeira lâmina.

· Secar ao ar e não proceder à fixação.

· Observar ao MO com objectiva de imersão.

COLORAÇÃO GRAM


É o método de coloração mais importante e mais usado em microbiologia. É uma coloração diferencial, pois divide as células bacterianas em dois grandes grupos: Gram positivo e Gram negativo, o que torna esta técnica um instrumento essencial para classificação, identificação e caracterização de microrganismos.


Esta técnica utiliza 4 reagentes diferentes:

1) corante primário: roxo de metilo (ou violeta de cristal)

É o primeiro a ser usado e cora todas as células de roxo.

2) mordente: lugol (solução de iodo e iodeto de K) 

Este reagente é uma substância que forma um complexo insolúvel ligando-se ao corante primário. O complexo resultante serve para intensificar a cor do corante, ou seja, o lugol ajuda o roxo de metilo a penetrar nas células e a resistir à descoloração. Nas bactérias Gram positivo este complexo é mais difícil de ser removido do que nas bactérias Gram negativo.

3) descorante: álcool-acetona (ou álcool etílico a 95 %)

Este reagente serve de solvente de lípidos e de agente desidratante das proteínas. Assim, a sua acção é determinada pela concentração lipídica das paredes celulares microbianas. 

Nas células Gram positivo a concentração baixa de lípidos é importante para reter o complexo corante-mordente. Os lipidos são dissolvidos pela acção do álcool causando a formação de pequenos poros na parede celular. Mas estes são prontamente fechados pela acção desidratadora do álcool e como consequência o corante primário é difícil de ser removido e as células mantêm-se roxas.

Nas células Gram negativo a alta concentração de lipidos na membrana externa da parede celular é dissolvida pelo álcool, formando-se grandes poros na parede celular que não fecham apreciavelmente durante a desidratação das proteínas da parede celular. Isto facilita a libertação do complexo corante-mordente deixando as células incolores.

4) corante de contraste: fucsina diluída (ou safranina)

Este é o último reagente a ser aplicado e cora de vermelho as células que foram previamente descoradas. Uma vez que as células Gram negativo ficaram descoradas elas podem agora absorver o corante de contraste. As células Gram positivo mantêm a cor do corante primário.


A diferença na coloração das bactérias Gram positivo e Gram negativo deve-se à resistência à descoloração pelo álcool:

· Bactérias Gram positivo: são aquelas que retêm o corante inicial e aparecem coradas de roxo.

· Bactérias Gram negativo: são aquelas que perdem o corante inicial quando lavadas com o álcool-acetona e depois coram de vermelho com o corante de contrate.


À medida que as células envelhecem, especialmente no caso das células Gram positivo, os microrganismos tendem a perder a capacidade de retenção do corante primário e podem surgir como Gram variáveis: umas células coram de roxo (Gram positivo) e outras de vermelho (Gram negativo). 

Execução prática 

· Preparar o esfregaço para ser corado (secagem e fixação).

· Cobrir o esfregaço com roxo de metilo (corante primário) e deixar actuar durante 2 minutos.

· Retirar o excesso de corante e colocar umas gotas de lugol (mordente) deixando actuar durante 1 minuto.

· Rejeitar o excesso de corante sem lavar a lâmina.

· Adicionar a mistura álcool-acetona (descorante), gota a gota sobre a lâmina inclinada, para lavagem do primeiro corante.

· Lavar com água corrente para parar a acção do descorante*.

· Cobrir o esfregaço com fucsina diluída (corante de contraste) e deixar actuar cerca de 1 minuto.

· Lavar com água corrente sempre com a lâmina inclinada.

· Secar a lâmina entre duas folhas de papel de filtro, mas sem esfregar.

· Observar ao MO com objectiva de imersão.

É fundamental que o esfregaço fique totalmente coberto com cada um dos reagentes e que o reagente anterior seja completamente removido antes de se adicionar o seguinte.

  * Este é o passo fundamental da técnica pois:

- se deixarmos actuar o descorante tempo demais este vai retirar o corante a bactérias que deviam ficar coradas de roxo de metilo, ou seja, faz com que as células Gram positivo apareçam como Gram negativo.

- se o descorante actuar tempo a menos não se remove completamente os complexos formados entre o corante primário e o mordente e assim aparecem coradas de roxo bactérias Gram negativo às quais o descorante não conseguiu retirar convenientemente o corante primário.

Sumário da aula prática B5 

PREPARAÇÕES DE MICRORGANISMOS PARA MICROSCÓPIO ÓPTICO COLORAÇÃO ZIEHL-NEELSEN)

· Compreender princípios e química da coloração de Ziehl-Neelsen.

· Executar e observar a coloração de Ziehl-Neelsen para diferenciar os dois grupos de bactérias: álcool-ácido resistentes e não álcool-ácido resistentes.

PREPARAÇÕES DE MICRORGANISMOS PARA MICROSCÓPIO ÓPTICO (outras colorações)

· Executar e observar a coloração da cápsula. 

· Executar e observar a coloração dos esporos.

· Saber executar exames microbiológicos directos em produtos biológicas, recorrendo a preparações a fresco entre lâmina e lamela, a colorações negativas, a colorações simples e a colorações diferenciais correntes.

· Compreender princípios e química da coloração de esporos e da cápsula.
Texto de apoio

Métodos de coloração para microrganismos.

Colorações: composição, características e execução.
COLORAÇÃO de ZIEHL-NEELSEN


É uma coloração diferencial que permite distinguir as bactérias álcool-ácido resistentes de outras bactérias não álcool-ácido resistentes.


Enquanto a maioria das bactérias cora com uma coloração simples ou com a coloração Gram, há algumas que são resistentes a estes métodos de coloração e só podem ser visualizadas pelo método de coloração de Ziehl - Neelsen.


São particularmente álcool-ácido resistentes os membros do género Mycobacterium, algumas saprófitas e outras patogénicas. Uma vez que o Mycobacterium tuberculosis e o Mycobacterium leprae representam bactérias patogénicas para o Homem, este método de coloração é de grande valor diagnóstico para a identificação destes microrganismos. No entanto, é preciso ter em conta que também os esporos e as bactérias do género Nocardia, coram parcialmente por esta técnica.


As bactérias álcool-ácido resistentes têm uma parede celular constituída por grandes quantidades de lípidos (60 a 70 %), o que torna extremamente difícil a penetração dos corantes e de outros produtos químicos em solução aquosa, visto que essas paredes são hidrofóbicas. Assim, é necessário utilizar um corante forte e medidas especiais para forçar os corantes a atravessarem a parede bacteriana. Contudo, após a penetração do corante nas células é muito difícil a sua remoção mesmo que para isso se use uma mistura agressiva de álcool-ácido como agente descorante. Devido a esta propriedade estes microrganismos designam-se álcool-ácido resistentes, sendo esta resistência ao álcool-ácido atribuída a certos lípidos de alto peso molecular (ácidos micólicos) presentes na parede celular destas bactérias. Por outro lado todos os outros microrganismos, que são facilmente descorados pelo álcool-ácido, são não álcool-ácido resistentes.


Esta técnica utiliza três reagentes diferentes:

1) corante primário e mordente: fucsina fenicada de Ziehl
Ao contrário de muitas células bacterianas que são facilmente coradas com corantes aquosos banais, como o azul de metileno e o violeta de cristal, as micobactérias só são sensíveis a corantes agressivos. A fucsina fenicada é um conjunto, formado pelo corante concentrado de fucsina de cor vermelha e pelo mordente ácido fénico.

Para facilitar a coloração aplica-se o calor (também é um mordente) de modo a permitir a passagem da fucsina fenicada através da parede lipídica e do citoplasma.

Após a aplicação deste corante primário todas as células aparecem coradas de vermelho.

2) descorante: álcool-ácido
Antes da descoloração o esfregaço deve ser arrefecido de modo a permitir o endurecimento das substâncias lipídicas da parede.

Quando se aplica o álcool-ácido, as bactérias álcool-ácido resistentes vão resistir à descoloração pelo álcool-ácido, pois o corante primário é mais solúvel nos lipidos celulares do que no agente descorante. Durante este processo o corante primário fica retido e as bactérias mantêm-se coradas de vermelho.

Nas bactérias não álcool-ácido resistentes o corante primário é facilmente removido durante a descoloração deixando as células incolores.

3) corante de contraste: azul de metileno
É o último reagente a ser usado para corar as células bacterianas previamente descoradas. Como foram as bactérias não álcool-ácido resistentes que descoraram elas podem agora absorver o corante de contraste e ficar coradas de azul, enquanto as bactérias álcool-ácido resistentes mantêm a cor vermelha do corante primário.


As bactérias coradas por esta técnica podem ser divididas em dois grupos:

· Bactérias álcool-ácido resistentes: são aquelas que não descoram quando se aplica a solução álcool-ácida e por isso aparecem coradas de vermelho (primeiro corante).

· Bactérias não álcool-ácido resistentes: são aquelas que descoram com o álcool-ácido e depois coram com o segundo corante (azul de metileno) aparecendo de cor azul.

Execução prática

· Preparar o esfregaço para ser corado (secagem e fixação).

· Cobrir o esfregaço com fucsina fenicada de Ziehl (corante primário + mordente) e colocar a lâmina no suporte.

· Aquecer à chama do bico de Bunsen, o tempo suficiente para se dar emissão de vapores.

· Quando isto ocorrer retirar o suporte da chama e esperar 10/20 minutos, mas sem deixar que o corante primário evapore. Se entretanto o corante evaporar acrescenta-se e coloca-se outra vez a chama por baixo da lâmina até emissão de vapores.

· Descorar com o álcool-ácido adicionando o reagente gota a gota sobre a lâmina inclinada, para lavagem do primeiro corante.

· Lavar com água corrente.

· Colocar o azul de metileno (corante de contrate) e deixar actuar cerca de 1 minuto.

· Lavar com água corrente sempre com a lâmina inclinada.

· Secar a lâmina entre duas folhas de papel de filtro, mas sem esfregar.

· Observar ao MO com objectiva de imersão.

Coloração de Ziehl – Neelsen (Técnica de Kinyoun)

Trata-se de um procedimento alternativo em que o esfregaço é corado pela fucsina de Kinyoun (concentração do corante mais elevada), durante 15 a 20 minutos e em que não se procede ao aquecimento 

Métodos de coloração para microrganismos. Conclusão.

COLORAÇÃO DE ESPOROS (Conklin)


Há determinados géneros de bactérias (ex. Clostridium, Bacillus) que têm capacidade para existir como células vegetativas metabolicamente activas ou como células altamente resistentes, mas metabolicamente inactivas, chamadas esporos.


Quando as condições ambientais se tornam desfavoráveis para a actividade das células vegetativas, estas células têm a possibilidade de sofrer esporogénese e formar uma nova estrutura intracelular - endósporo. Se as condições continuam adversas o endósporo é libertado da célula vegetativa degenerativa e torna-se uma célula independente - esporo. Quando as condições voltam a ser favoráveis o esporo livre pode-se reverter numa célula metabolicamente activa, mas menos resistente através da germinação. A esporogénese e a germinação não são meios de reprodução, mas apenas mecanismos que asseguram a sobrevivência das células em todas as condições ambientais.


Os esporos devido à composição química das suas camadas impermeáveis (“spore coats”) são muito resistentes ao calor, ao congelamento, às radiações e aos agentes químicos, tal como aos corantes geralmente utilizados. Os esporos são difíceis de corar pelas técnicas de coloração usuais (simples e Gram), apresentando-se refringentes porque o corante não penetrou, enquanto o corpo bacteriano se apresenta corado.


O tamanho, a forma e a localização dos endósporos variam com as espécies, o que os torna importantes na identificação das bactérias. Os endósporos podem apresentar-se com a forma esférica ou ovóide e com dimensões maiores ou menores que a célula que lhe deu origem. A posição do endósporo dentro da célula é característica, podendo ser central, subterminal ou terminal.


A coloração de Conklin utiliza três reagentes diferentes:

1) corante primário: verde de malaquita
Ao contrário da maior parte das células vegetativas que coram pelos procedimentos comuns, os esporos, devido ao seu revestimento impermeável, não aceitam facilmente o corante primário. Após a colocação do primeiro corante é necessário aplicar calor para facilitar a coloração e assim vão aparecer os esporos e as células vegetativas coradas de verde.

2) lavagem com água

Uma vez que o esporo aceitou o verde de malaquita ele não é retirado pela água, a qual remove apenas o excesso de corante primário. Deste modo o esporo mantém-se verde e as células vegetativas ficam incolores porque o corante primário não tem uma grande afinidade pelos componentes destas células.

3) corante de contraste: safranina
É usado para corar as células vegetativas previamente descoradas, que vão absorver agora este corante e aparecer coradas de vermelho. Os esporos retêm a cor verde do corante primário. Esta técnica origina um endósporo verde dentro de uma célula avermelhada. 

Execução prática:

· Preparar o esfregaço para ser corado (secagem e fixação).

· Cobrir o esfregaço com um bocado de papel de filtro do tamanho da lâmina.

· Saturar o papel com verde de malaquita e colocar a preparação num local quente (sobre a chama) durante 2 a 3 minutos. Não deixar que o corante evapore nem que entre em fervura.

· Deixar arrefecer a lâmina e lavá-la com água corrente.

· Cobrir o esfregaço com safranina e deixar actuar durante 30 segundos.

· Lavar em água corrente sempre com a lâmina inclinada.

· Secar em papel de filtro e observar ao MO em objectiva de imersão.

COLORAÇÃO DA CÁPSULA (Hiss)


A cápsula é uma camada externa gelatinosa (de polissacarídeos, glicoproteínas ou polipeptídeos) produzida por algumas células bacterianas e que envolve e adere à parede celular da bactéria.


Não existe em todos os microrganismos, de modo que são os que a apresentam considerados patogénicos e capazes de produzir doença, uma vez que essa estrutura protege a bactéria das actividades fagocíticas das células do hospedeiro. A cápsula está pois relacionada com a patogenicidade e constitui um mecanismo de defesa das bactérias.


A cápsula pode ser detectada por técnicas imunológicas, fazendo-se reagir a bactéria com anticorpos anti-capsulares o que vai conduzir ao aparecimento de uma tumefacção capsular (reacção de Quellung) quando observado ao MO.


A coloração da cápsula é mais difícil do que outros tipos de colorações diferenciais porque o material capsular é hidrossolúvel e pode ser removido com a lavagem. Por outro lado, os esfregaços não devem ser aquecidos (fixados) porque a contracção da célula pode criar uma zona à volta do microrganismo, e produzir um artefacto que pode ser confundido com a cápsula.


Esta técnica utiliza dois reagentes:

1) corante primário: violeta de cristal
Aplica-se este corante a um esfregaço não fixado depois da sua acção a célula e o material capsular aparecem corados de roxo.

2) descorante e corante de contraste: solução de sulfato de cobre a 20 %

Ao contrário da célula propriamente dita a cápsula é neutra e por isso o corante primário, embora esteja aderente, não é absorvido. Uma vez que os constituintes da cápsula são hidrossolúveis e podem ser perdidos durante a lavagem, o sulfato de cobre é usado como descorante. Ele remove o excesso de corante primário e o corante que aderiu à cápsula. Ao mesmo tempo ele actua como corante de contraste, pois é absorvido pelo material capsular que ele descorou. Assim, a cápsula aparece agora como uma zona mais clara contrastando com o roxo da célula.

Execução prática:

· Preparar o esfregaço para corar sem o fixar.

· Cobrir o esfregaço com violeta de cristal deixando actuar entre 5 a 7 minutos.

· Lavar o esfregaço com uma solução de sulfato de cobre a 20 %.

· Secar com cuidado.

· Observar ao MO com objectiva de imersão.

COLORAÇÃO DE GRANULAÇÕES LÍPIDICAS (Sudão Negro)


As granulações lipídicas não coram pelos corantes vulgares visto a maioria destes serem hidrófilos. Assim teremos que utilizar um corante que tenha afinidade para os lípidos como é o caso do sudão negro.

Execução prática:

· Fazer um esfregaço e fixá-lo pelo calor.

· Cobrir o esfregaço com sudão negro.

· Deixar repousar durante 10 minutos.

· Retirar o excesso de corante e deixar secar ao ar.

· Lavar com xilol e deixar secar.

· Contrastar com fucsina de Ziehl.

· Lavar com água, secar e observar com objectiva de imersão.

Sumário das aulas práticas nºs B6 e B7

CULTURA DE MICRORGANISMOS - MEIOS DE CULTURA

· Conhecer as características gerais dos meios de cultura relativamente a composição.

· Conhecer as condições de incubação dos meios de cultura.

· Compreender a grande diversidade de necessidades nutricionais e ambientais entre os microrganismos.

· Compreender a utilidade do exame cultural.

· Conhecer a classificação geral dos meios de cultura.

· Conhecer e caracterizar meios de cultura comuns no laboratório.

· Saber escolher meios de cultura consoante os objectivos pretendidos.

· Conhecer as técnicas de preparação de meios de cultura desidratados.

Texto de apoio:

Meios de cultura: composição, preparação e uso. 

Preparação de alguns meios de cultura.

MEIOS DE CULTURA

INTRODUÇÃO


O estudo microscópico das características morfológicas (dimensão, forma e tipo de associação) e das características de coloração é, geralmente, insuficiente para a obtenção de uma identificação satisfatória do agente patogénico. Assim, para conhecer as propriedades, fisiológicas e bioquímicas é necessário cultivar as células microbianas no laboratório. A cultura de microrganismos consiste no crescimento de populações microbianas em meios de cultura laboratoriais. Uma cultura que tem apenas um tipo de microrganismo é conhecida por cultura pura, uma cultura que tem mais do que um tipo de microrganismo é uma cultura mista. A cultura de microrganismos consiste num passo rotineiro do exame microbiológico, sendo feito simultaneamente com o exame microscópico ou imediatamente depois. 


Com a cultura de microrganismos pretende-se:
· Aumentar a quantidade de microrganismos, que por vezes, ocorrem em número reduzido na amostra, para facilitar posteriormente a identificação.

· Procurar isolar os tipos de microrganismos existentes numa população microbiana mista.

· Diferenciar entre grupos de microrganismos através da aparência macroscópica das colónias e das reacções bioquímicas com o meio.

· Caracterizar e identificar os microrganismos através das características das suas colónias, em um ou mais meios de cultura, e pelas suas capacidades de produzirem alterações químicas em diferentes meios de cultura.

· Quantificar microrganismos.

· Analisar substâncias de ocorrência natural.

CARACTERÍSTICAS GERAIS DOS MEIOS DE CULTURA


Para a cultura de microrganismos é necessário existirem meios de cultura apropriados que simulem ou até melhorem as condições naturais do ambiente em que se desenvolvem. 


Um meio de cultura é um substrato nutritivo capaz de permitir a nutrição e o crescimento dos microrganismos (bactérias, fungos, algas, parasitas) fora do seu ambiente biológico natural, ou seja, é uma preparação de nutrientes utilizada para o crescimento de microrganismos em laboratório.


A sobrevivência e o crescimento dos microrganismos depende de um adequado suprimento de nutrientes e de um ambiente físico favorável. No entanto, há uma grande diversidade de necessidades nutricionais e ambientais entre os microrganismos e por isso é que só compreendendo as suas necessidades que se consegue ter sucesso na cultura de microrganismos no laboratório.

Composição dos meios de cultura


Os meios de cultura devem conter os nutrientes em quantidades e proporções correctas para a manutenção e multiplicação dos microrganismos. A maior parte dos microrganismos utiliza substâncias de baixo peso molecular que são, frequentemente, derivadas da degradação enzimática de nutrientes complexos. Por isso, os nutrientes indispensáveis ao organismo em causa devem estar sob forma assimilável.


As necessidades nutricionais dos microrganismos são satisfeitas no laboratório através da variedade de meios de cultura existentes. Os microrganismos têm necessidades nutricionais variáveis de acordo com a espécie, no entanto, há determinadas substâncias cuja necessidade é comum a todos.

Constituintes essenciais ou básicos

Água

A água é um componente importante e sempre presente em altas quantidades. Todas as células requerem água no meio para que os nutrientes de baixo peso molecular possam atravessar a membrana celular. A água utilizada nos meios de cultura deve ser destilada, pois a água de consumo contém minerais que podem reagir com os constituintes do meio formando precipitados, além de substâncias antisépticas (ex. cloro) que podem interferir com o crescimento microbiano.

Fonte de energia

As actividades metabólicas das células só podem ocorrer se houver energia disponível na célula. Os microrganismos podem ser divididos em duas categorias de acordo com a sua fonte de energia:

- fototróficos: usam a energia radiante como única fonte de energia, através da fotossíntese.

- quimiotróficos: dependem da oxidação de compostos químicos como fonte de energia. Alguns microrganismos usam moléculas orgânicas (como a glicose), enquanto outros usam compostos inorgânicos (como o H2S e o NaNO2).

Fonte de carbono

O carbono é um elemento essencial necessário ao crescimento microbiano. Entre os microrganismos há duas categorias de acordo com as suas necessidades nutricionais:

- autotróficos: usam carbono inorgânico na forma de dióxido de carbono como única ou principal fonte de carbono. Estes microrganismos podem ser cultivados num meio de cultura só com compostos inorgânicos, pois não necessitam de compostos orgânicos e podem ser inibidos por eles.

- heterotróficos: usam compostos orgânicos como principal fonte de carbono. Estes microrganismos não podem ser cultivados num meio só com compostos inorgânicos, pois eles necessitam de nutrientes orgânicos, principalmente glicose.

Fonte de hidrogénio e de oxigénio

As necessidades de hidrogénio e de oxigénio são, geralmente, satisfeitas ao mesmo tempo que as de carbono, uma vez que esses elementos fazem parte de muitos compostos, usados como fonte de carbono e de energia. 

Fonte de azoto

O azoto é também um elemento essencial para a síntese de muitas macromoléculas celulares particularmente proteínas e ácidos nucleicos.

Alguns microrganismos utilizam o azoto atmosférico (N2), outros contam com compostos inorgânicos como a amónia e os sais de nitrato, enquanto outros necessitam de compostos orgânicos que contêm azoto como os aminoácidos.

Uma das principais fontes de azoto de origem comercial são as peptonas. Estas são obtidas a partir da hidrólise ácida, alcalina ou enzimática de matérias proteicas de origem animal ou vegetal e incluem aminoácidos, peptídeos e polipeptídeos. As peptonas são hidrossolúveis e não coaguláveis pelo calor o que permite que os meios de cultura sejam esterilizados no autoclave.

Fonte de enxofre e de fósforo

O enxofre faz parte de alguns aminoácidos e por isso é um componente das proteínas. As suas fontes incluem compostos orgânicos como os aminoácidos sulfurados, compostos inorgânicos como os sulfatos, e ainda o enxofre elementar.

O fósforo é necessário para a formação dos ácidos nucleicos e para a síntese dos compostos orgânicos de alta energia - adenosina trifosfato (ATP). O fósforo é fornecido na forma de sais de fosfato para ser usado por todas as células microbianas.

Elementos metálicos

A maior parte das células necessita de alguns iões metálicos como cálcio, potássio, magnésio, ferro, manganésio, zinco, cobre, molibdénio, níquel, cobalto e sódio para as suas várias actividades celulares. Estes iões são necessários em quantidades ínfimas (micronutrientes), sendo usados como cofactores e activadores de enzimas. 

Factores de Crescimento:


São substâncias essenciais para o metabolismo bacteriano, pois são componentes celulares ou precursores desses componentes que não podem ser sintetizados pelos microrganismos (aminoácidos, purinas, pirimidinas e vitaminas). Os microrganismos que não conseguem sintetizar esses componentes dentro da célula necessitam de uma fonte externa.


As vitaminas são substâncias orgânicas que contribuem para o crescimento celular e são essenciais, em pequenas concentrações, para as actividades celulares. São também fontes de coenzimas que são necessárias para a formação de sistemas enzimáticos activos.


São factores de crescimento o sangue (factores x e v e soro), aminoácidos, extracto de leveduras, líquido ascítico, etc. A acção de algumas destas substâncias reside na sua capacidade de adsorver substâncias tóxicas do meio exterior.

Substâncias Inibidoras:


Incluem corantes, antibacterianos, sais biliares, NaCl, alteração do pH, etc.

Indicadores de pH:


Indicam se o microrganismo é ou não capaz de utilizar o substrato alterando o pH e originando mudanças de cor do meio de cultura.

Substâncias solidificantes (inertes):


São aquelas que conferem consistência ao meio. Utilizam-se o agar ou gelose, a gelatina e o gel de sílica.

Condições de incubação dos meios de cultura


Para que haja crescimento microbiano é necessário que um meio de cultura forneça nutrientes, mas também é preciso que forneça um ambiente físico adequado a cada microrganismo.


A temperatura, o pH e a atmosfera gasosa são três dos mais importantes factores físicos que influenciam o crescimento e sobrevivência dos microrganismos.

Temperatura


O crescimento microbiano depende directamente de como a temperatura afecta as membranas, os ribossomas e outros componentes e as enzimas celulares. Com o aumento da temperatura, a actividade enzimática aumenta até ao ponto em que ocorre desnaturação irreversível da estrutura proteica das enzimas. Geralmente, temperaturas da ordem dos 70º C destroem a maioria das enzimas essenciais e causam morte celular. Por outro lado, à medida que a temperatura baixa ocorre inactivação das enzimas e o metabolismo celular diminui gradualmente levando consequentemente à inibição do crescimento celular (aos 0º C as reacções bioquímicas cessam na maior parte das células).


Cada microrganismo requer um intervalo de temperatura limitado de acordo com a sensibilidade dos seus sistemas enzimáticos ao calor. Assim, para cada espécie temos a considerar:

- Temperatura mínima de crescimento: é a temperatura mais baixa à qual o crescimento ainda ocorre. Abaixo desta temperatura a actividade enzimática é inibida e as células ficam metabolicamente inactivas de modo que o crescimento pára.

- Temperatura máxima de crescimento: é a temperatura mais alta à qual o crescimento ainda ocorre. Acima desta temperatura a maior parte das enzimas é destruída e o organismo morre.

- Temperatura óptima de crescimento: é a temperatura à qual a taxa de reprodução é máxima, o microrganismo cresce mais rapidamente; no entanto, não é necessariamente a temperatura óptima ou ideal para as outras actividades enzimáticas da célula. A temperatura óptima para uma espécie microbiana não fica no meio do intervalo de temperatura, é mais próxima do limite superior. A temperatura óptima de um determinado microrganismo está correlacionada com a temperatura do seu habitat normal.


Os microrganismos podem ser classificados em três grandes grupos atendendo às suas exigências de temperatura:

Psicrófilos

Crescem abaixo dos 20º C, sendo a sua temperatura óptima de 15º C ou mais baixa. Uma das características deste grupo é o facto de crescerem entre os 0 e os 10º C, o que permite, por exemplo, que possam crescer em alimentos armazenados no frigorífico. Alguns crescem a temperaturas inferiores a 0º C e por isso em alimentos congelados.

Mesófilos

Crescem entre os 20 e os 45º C. Têm capacidade para crescer à temperatura do corpo humano (37º C) e assim neste grupo inclui-se a grande maioria dos microrganismos patogénicos. 

Termófilos

Crescem a temperaturas superiores a 45º C, sendo o óptimo entre os 50 e os 60º C. Algumas bactérias são capazes de sobreviver à fervura, mesmo que não sejam capazes de crescer (termodúricos). Muitos dos formadores de esporos suportam a ebulição durante 15 minutos devido aos seus resistentes endósporos. 

pH


O crescimento e sobrevivência dos microrganismos é muito influenciado pelo pH do meio ambiente e cada espécie tem a capacidade de crescer dentro de um intervalo (mínimo, óptimo e máximo) específico de pH. O pH óptimo para o crescimento microbiano, para o qual é máxima a multiplicação, é aproximadamente no meio do intervalo de pH onde o crescimento ocorre.


O aumento ou diminuição do pH leva a uma diminuição da taxa de reacções químicas devido à destruição das enzimas celulares e por conseguinte afecta a taxa de crescimento e finalmente a sobrevivência do microrganismo.


Diferentes espécies de microrganismos têm diferentes tolerâncias de pH e estes pH específicos reflectem a adaptação do organismo ao seu ambiente natural. No entanto, há determinadas espécies que estão adaptadas para crescer a vários valores da escala de pH.


Os microrganismos acidófilos crescem a baixos valores de pH (1-5,5), os alcalófilos desenvolvem-se a valores elevados de pH (8,5-11,5) e os neutrófilos preferem pH 5,5-8.


Pode-se considerar que para a maioria das bactérias o pH mínimo para o crescimento é 4 e o máximo é 9, sendo o óptimo entre 6 e 8 (neutrófilos). Os fungos preferem ambientes ligeiramente ácidos, sendo o seu pH óptimo entre 4 e 6.


Os meios de cultura estão ajustados para um pH à volta de 7, pois é este o valor geralmente mais vantajoso para o crescimento da maioria das bactérias. É preciso ter em conta que as actividades metabólicas dos microrganismos levam à produção de compostos ácidos (a partir da degradação dos hidratos de carbono) ou básicos (a partir da degradação proteica) que causam alterações no pH do meio que podem inibir o crescimento dos microrganismos. Para evitar grandes variações de pH é necessário adicionar tampões aos meios de cultura (adição de concentrações equimolares de sais de ácidos fracos e sais de bases fracas). Muitos meios contêm aminoácidos, peptonas e proteínas que devido às suas propriedades anfotéricas, funcionam como tampões naturais.

Atmosfera gasosa


Os microrganismos apresentam uma grande diversidade em relação à sua capacidade de usar o oxigénio livre para a respiração celular. Estas variações nas necessidades de oxigénio reflectem as diferenças nos sistemas enzimáticos bioxidativos presentes nas várias espécies. Na maior parte das células o oxigénio atmosférico é necessário para o processo bioxidativo da respiração, no entanto há células que não tem o sistema enzimático para a respiração em presença do oxigénio e por conseguinte necessitam de usar uma forma anaeróbia de respiração ou fermentação.


Assim, os microrganismos são classificados em grupos fisiológicos atendendo ao seu comportamento em relação ao oxigénio:

Aeróbios estritos (ex. Mycobacterium, Legionella, fungos filamentosos)

São os que necessitam da presença de oxigénio para crescer e podem fazê-lo numa atmosfera com 21 % de oxigénio (“ao ar”). Estão dependentes da respiração aeróbia, utilizando o oxigénio como aceitador final de electrões.

Microaerófilos (ex. Helicobacter pylori, Campylobacter jejuni)

Necessitam de oxigénio como os aeróbios, mas só conseguem crescer com concentrações de oxigénio menores do que as que existem na atmosfera (( 21%); crescem melhor com concentrações de oxigénio entre 1 e 15%.

Anaeróbios estritos (ex. Clostridium botulinum)

São aqueles que podem ser “intoxicados” pelo oxigénio, que não crescem na atmosfera e não usam o oxigénio. Obtêm energia por processos que não envolvem a utilização de oxigénio (usam processos fermentativos ou respiração anaeróbia).

Nestes organismos a presença de oxigénio atmosférico leva à formação de metabolitos tóxicos como o peróxido de hidrogénio e o radical superóxido (O2-), visto que não possuem as enzimas dismutase do superóxido (converte o ião superóxido em peróxido de hidrogénio) e catálase e/ou peroxidases (convertem o peróxido de hidrogénio em água e oxigénio). 

Por conseguinte pequenas quantidades de oxigénio atmosférico são letais para estes microrganismos. No laboratório, utilizam-se jarras de anaerobiose em que o oxigénio é removido retirando-se o ar ou por reacção química.

Anaeróbios aerotolerantes (ex. bactérias lácticas)

São aqueles que não beneficiam do oxigénio, pois são organismos que utilizam, exclusivamente, processos metabólicos anaeróbios (fermentação). Crescem igualmente bem na presença de oxigénio, pois produzem catálase e/ou superóxido dismutase (ao contrário dos anaeróbios).

Aeróbios ou anaeróbios facultativos (ex. Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae):

São aqueles que crescem em presença ou em ausência de oxigénio. No entanto, crescem melhor em presença do que em ausência de oxigénio, não sendo dependentes do oxigénio atmosférico. Usam preferencialmente o oxigénio para a respiração aeróbia, mas num meio pobre em oxigénio utilizam processos bioenergéticos como a fermentação ou a respiração celular anaeróbia, utilizando compostos como nitratos ou sulfatos como aceitadores finais de electrões.

Procedimentos para determinar as necessidades de oxigénio:


As necessidades de oxigénio podem ser determinadas inoculando-se o microrganismo em questão num tubo de ensaio contendo o meio sólido fundido, agitando-se o tubo para dispersar os microrganismos através do meio e por fim deixando solidificar o meio para assegurar que as células fiquem dispersas. Após incubação, o microrganismo vai crescer na parte do meio que contém a concentração apropriada de oxigénio, mostrando quais as suas necessidades:

· aeróbios estritos: apresentam crescimento à superfície.

· anaeróbios estritos: o crescimento é limitado ao fundo do tubo.

· anaeróbios facultativos: apresentam crescimento através de todo o meio, mas predominando  na parte superior do tubo.

· anaeróbios aerotolerantes: apresentam crescimento uniforme através de todo o tubo.

· microaerófilos: crescem numa zona ligeiramente abaixo da superfície.

CLASSIFICAÇÃO DOS MEIOS DE CULTURA

Composição Química

Quimicamente definidos ou sintéticos


São constituídos por quantidades conhecidas de substâncias orgânicas e/ou inorgânicas quimicamente puras e bem definidas, ou seja, a sua composição química é conhecida.


Estes meios são, geralmente, usados na cultura de microrganismos autotróficos, como as algas, ou de microrganismos heterotróficos pouco exigentes. 


Podem ser usados para determinar as necessidades nutricionais precisas de um microrganismo. Adicionando ou retirando um constituinte a este tipo de meios permite verificar se esse constituinte é essencial ou não para o crescimento de um determinado microrganismo.

Quimicamente complexos ou artificiais


Resultam da adição de substâncias naturais de composição química mal definida a um meio sintético, ou seja, a composição química exacta não se conhece.


São usados para simular e até melhorar o ambiente natural dos microrganismos a ser estudados. São usados por rotina na cultura de microrganismos


São compostos por um número limitado de substâncias complexas, extractos de plantas ou animais, cujas composições químicas exactas não são conhecidas: extracto de carne, peptonas (proteínas parcialmente degradadas por enzimas como os hidrolisados de caseína do leite e os hidrolisados de proteínas de soja), extracto de leveduras, sangue, soro, leite, extracto de solo, etc. Todos estes produtos adicionados ao meio de cultura estimulam a crescimento da maior parte dos microrganismos heterotróficos.

Estado Físico

Líquidos ou caldos


São aqueles que não têm agente solidificante. Não permitem distinguir os diferentes tipos de microrganismos pelo aspecto morfológico porque não há formação de colónias organizadas.


São usados para o estudo da morfologia bacteriana, para aumentar o número de microrganismos e para várias provas bioquímicas (ex. provas fermentativas).

Sólidos


Obtêm-se a partir dos meios de cultura líquidos após adição de uma substância solidificante em determinada quantidade.


Os meios sólidos têm a vantagem de apresentar uma superfície endurecida onde os microrganismos podem crescer, formando colónias. Cada colónia é um aglomerado de células visível macroscopicamente que teve origem a partir da multiplicação de uma só célula e que representa o crescimento de uma só estirpe de microrganismos. 


Estes meios permitem observar a morfologia das colónias, isolar culturas puras, conservar e armazenar estirpes bacterianas e observar reacções bioquímicas específicas.


Um meio completamente sólido requer uma concentração de agar entre 1,5 e 2%, enquanto para se obter um meio semi-sólido são necessárias concentrações entre 0,2 e 0,5%.

Semi-sólidos


Obtêm-se também a partir de meios de cultura líquidos após adição de um agente solidificante em menor proporção que nos meios sólidos.


Estes meios de cultura são usados no estudo da mobilidade activa dos microrganismos. Podem também ser usados em estudos fermentativos e na promoção de crescimento anaeróbio.

Agentes solidificantes

Agar ou Gelose:


É o agente solidificante mais utilizado pelos microbiologistas. É um polissacarídeo complexo rico em galactose, mas sem valor nutricional, extraído de algas marinhas. Não é um nutriente para a maior parte dos microrganismos e não é metabolizado durante o crescimento microbiano.


É um excelente agente solidificante, pois liquefaz-se a cerca de 100º C (o ponto de liquefacção é aos 96º C) mantendo-se nesse estado fundido até aos 42º C quando passa a gel sólido. Assim, os microrganismos, principalmente os patogénicos, podem ser cultivados a 37º C ou a temperaturas ligeiramente mais altas sem o meio de cultura se liquefazer durante a incubação. Por outro lado, como a maior parte dos microrganismos não morre a 45º C, podem ser adicionados ao meio fundido antes deste ser colocado em tubos ou placas de Petri para solidificar. Além de ser possível adicionar aos meios fundidos certas substâncias termolábeis previamente esterilizadas por filtração.

Gelatina:


É obtida a partir de cartilagens e aponevroses de mamíferos. Tem como inconvenientes principais estar liquefeita às temperaturas usadas, geralmente, para incubar os microrganismos patogénicos para o Homem (( 37º C), pois só solidifica aos 22º C, e poder ser digerida por acção dos microrganismos. 


Actualmente, está em desuso, sendo só utilizada para estudar microrganismos que actuem sobre ela, ou seja, que possuam a enzima gelatinase (prova da hidrólise da gelatina).

Sílica gel:


É uma substância inorgânica inerte e inatacável por enzimas microbianas. Devido aos seus custos só é usada em trabalhos de grande rigor científico.

Objectivos Funcionais

Simples ou básicos


São os meios que apenas possuem os nutrientes básicos ou essenciais, por isso só crescem microrganismos pouco exigentes que tenham grande capacidade de síntese. Como são meios pobres em nutrientes são insuficientes para suportar o crescimento de microrganismos mais exigentes.

Exemplos:

Água Peptonada: contém água, peptonas e cloreto de sódio.

Ricos ou enriquecidos


A partir dos meios básicos, por adição de outros nutrientes, produzem-se todo o tipo de meios complexos e ricos. Estes meios são usados para a cultura de microrganismos exigentes que têm necessidades nutricionais altamente elaboradas e específicas. Estes microrganismos não crescem ou crescem com dificuldade em meios básicos e por isso requerem a adição de factores de crescimento (são substâncias essenciais para o seu metabolismo, mas que eles não são capazes de sintetizar). Nestes meios pode haver também capacidade de adsorção de substâncias tóxicas.


Estes meios permitem o crescimento generalizado de todos os microrganismos da amostra. Assim, utilizam-se quando se quer quantificar os microrganismos de uma amostra ou se pretende fazer crescer todos os microrganismos que existam num produto que em princípio deveria estar estéril (ex. sangue), já que qualquer crescimento é sinal de patogenicidade.


Um meio rico contém uma grande variedade de substâncias orgânicas como: extracto de carne, extracto de levedura, sangue, soro, líquido ascítico, infusão de coração e cérebro, etc.

Exemplos:

Agar Sangue: é composto por 5 a 10% de sangue desfibrinado, animal ou humano, o que vai enriquecer o meio em nutrientes. O sangue só é adicionado ao meio liquefeito quando a temperatura se encontra entre 45-48º C, para que os glóbulos vermelhos fiquem intactos.

Agar Chocolate: é também composto por sangue, mas este é adicionado ao meio quando a sua temperatura é de 80º C. É utilizado para o crescimento de microrganismos exigentes como os do género Neisseria.

Brain-Heart infusion: é um meio muito rico que contém infusão de cérebro e coração de vitela. É utilizado para microrganismos exigentes como os do género Streptococcus e Neisseria. 


Selectivos (sólidos) ou de enriquecimento (líquidos)

Além dos nutrientes necessários para o crescimento de todos os microrganismos, estes meios específicos contêm um ou mais compostos químicos que são essenciais devido à sua especificidade funcional.


Estes meios são usados para isolar grupos específicos de microrganismos, pois seleccionam um determinado microrganismo de um produto polimicrobiano (expectoração, fezes, saliva, etc.). No entanto, é preciso ter em conta que não há meios de cultura 100% selectivos, podendo crescer eventualmente outros microrganismos. 


São meios que permitem o crescimento de um tipo de microrganismos em detrimento de outro ou de outros, pois são formulados para suprimir o crescimento dos microrganismos que não interessam ao fim em vista, permitindo o crescimento dos microrganismos que se desejam isolar. Assim, o favorecimento de um tipo de microrganismo pode dever-se a uma acção inibidora sobre os restantes (condiciona o crescimento de uns) ou à acção estimuladora do microrganismo pretendido (mais raro) ou ambas, ou seja, inibe o crescimento de um tipo de microrganismos enquanto aumenta o crescimento de outro.


Os meios líquidos com inibidores do crescimento microbiano não permitem uma selecção tão precisa como nos meios sólidos, há é um enriquecimento do conteúdo microbiano do meio. Estes caldos estimulam o crescimento de um microrganismo específico, que se torna assim a espécie dominante porque se sobrepõe aos seus competidores. Permitem aumentar a concentração de microrganismos que estão em minoria no ambiente.


Os agentes de selecção podem ser produtos químicos, corantes (eosina, verde de malaquita, azul de metileno, violeta cristal, verde brilhante, etc.), antimicrobianos, sais minerais (tetrationato de sódio, nitrato de potássio, telurito de potássio, cloreto de sódio, etc.), sais biliares, asparagina (promove o crescimento), etc.

Exemplos:

Agar Sabouraud: favorece o crescimento dos fungos, pois tem um pH baixo (5,6) e uma alta concentração de glicose, além disso o crescimento bacteriano está inibido devido à presença de um antibacteriano no meio.

Meio de Löwenstein-Jensen e Meio de Middlebrook: são meios com glicerol e verde de malaquita (corante) que inibem outras bactérias permitindo isolar o Mycobacterium tuberculosis. O primeiro meio contém asparagina que é um favorecedor do crescimento desta espécie bacteriana.

Caldo Verde Brilhante: condiciona o crescimento de cocos Gram positivo e favorece o crescimento de bacilos Gram negativo, principalmente da família Enterobacteriaceae devido à presença de sais biliares e do corante verde brilhante.

Caldo de Tetrationato e Caldo de Selenito: o tetrationato e o selenito de sódio são substâncias inibidoras de bactérias intestinais e de muitos cocos Gram positivo. Estes meios são utilizados no isolamento de Salmonella e de Shigella a partir de produtos (água, alimentos, fezes, urina, etc.) onde a concentração destes patogénicos é baixa em relação ao resto da população normal. 
Diferenciais


Estes meios permitem separar grupos de microrganismos através da sua aparência no meio (características morfológicas ou bioquímicas). 


Têm incorporado substâncias químicas (indicadores) que, após a inoculação e a incubação, assinalam alterações características na aparência do crescimento microbiano (colónias) e/ou no meio que rodeia as colónias (geralmente por mudança de cor do meio onde existe a colónia) o que permite a sua diferenciação e identificação. Dão informação acerca do comportamento e do metabolismo dos microrganismos, permitindo a visualização de actividades metabólicas.


Um meio com um hidrato de carbono e um indicador de pH permite detectar se o açúcar foi ou não metabolizado, pois este quando fermentado origina como produtos terminais ácidos orgânicos que fazem diminuir o pH e por isso mudam a cor do meio assinalando as características fermentativas do microrganismo em estudo.

Exemplos:

Meio de Simmons: o citrato é neste meio a única fonte de carbono, assim se houver crescimento microbiano significa que o citrato está a ser metabolizado. Isto origina uma variação de pH (aumento de pH) que é detectada pelo azul de bromotimol que passa de verde a azul.

Agar Sangue: este meio com glóbulos vermelhos intactos fornece informação acerca da capacidade hemolítica dos microrganismos. Distingue as bactérias não hemolíticas (gama-hemólise) das bactérias alfa-hemolíticas (hemólise parcial) e das bactérias beta-hemolíticas (hemólise total).

Agar Cled (Cystine Lactose Electrolyte Deficient Media): é um meio diferencial, pois como contém lactose e um indicador de pH (azul de bromotimol) permite detectar se o açúcar foi ou não metabolizado. É usado para cocos Gram positivo e para bacilos Gram negativo, e permite travar o crescimento em toalha dos Proteus.

Simultaneamente selectivos e diferenciais

Exemplos:

Agar MacConkey: é um meio selectivo, pois contém sais biliares e o corante violeta de cristal para inibir o crescimento de bactérias Gram positivo permitindo que as Gram negativo cresçam. Por outro lado, é um meio diferencial, pois como contém lactose e um indicador de pH (vermelho neutro) permite distinguir entre as bactérias Gram negativo que fermentam (ex. E.coli) e as que não fermentam (ex. Salmonella e Shigella) esse hidrato de carbono. As colónias das bactérias fermentadoras de lactose aparecem rosadas enquanto as outras ficam incolores e até transparentes.

Agar Manitol Sal: é um meio selectivo pois, como tem uma grande concentração salina (7,5% NaCl) inibe a maior parte dos microrganismos permitindo o crescimento das bactérias da família Micrococcaceae (cocos Gram positivo). É um meio diferencial, pois tem presente o álcool manitol e um indicador de pH (vermelho de fenol) que passa de vermelho a amarelo se o microrganismo fermentar o manitol.

Agar SS: a presença de sais biliares e do corante verde brilhante tornam-o um meio selectivo, pois inibem muitas bactérias Gram positivo. É bom para o isolamento de Salmonella e Shigella. É um meio diferencial devido à presença de lactose e de um indicador de pH (vermelho neutro) que permite distinguir os microrganismos fermentadores da lactose (colónias rosa) dos não fermentadores (colónias da cor do meio).

Agar EMB (Eosine Methylene Blue) ou Meio de Levine: é um meio selectivo, pois é parcialmente inibidor para microrganismos Gram positivo devido ao azul de metileno, e por conseguinte o crescimento dos Gram negativo é mais abundante. É um meio diferencial, pois a presença de lactose e do corante eosina permite diferenciar as bactérias fermentadoras das não fermentadoras da lactose. Os microrganismos fermentadores da lactose levam à baixa de pH, de modo que as colónias aparecem com aspecto verde metalizado. Os que não fermentam a lactose produzem colónias incolores, mas devido à sua transparência aparecem com a cor do meio, ou seja, púrpura. Este meio permite identificar os Gram negativo patogénicos através da caracterização visual, porque eles raramente fermentam a lactose.

Meios de transporte


São meios estáveis que não permitem que os microrganismos se desenvolvam, mas mantendo a viabilidade de todos os microrganismos da amostra sem alterarem as suas concentrações. 


São usados para armazenamento temporário de amostras para serem transportadas para o laboratório, nas mesmas condições em que se encontravam no momento da colheita.

Meios de manutenção


Permitem manter as culturas durante algum tempo, pois os microrganismos vão crescendo, mas lentamente.

PREPARAÇÃO GERAL DE MEIOS DE CULTURA DESIDRATADOS


Os meios de cultura desidratados são produzidos por Laboratórios comerciais, de tal modo que o nome e a composição de cada meio é praticamente semelhante para todas as marcas. São fornecidos em pó ou em grânulos e a sua preparação faz-se pela simples adição de água destilada, bidestilada ou desionizada (obtido pela acção de resinas troca-iões) em determinada proporção que se encontra expressa no rótulo da embalagem.

Rehidratação


Num recipiente de vidro pesa-se cuidadosamente o pó relativo ao volume que pretendemos obter, segundo as indicações do fabricante. Esses componentes do meio vão ser agora dissolvidos em água destilada, bidestilada ou desionizada, e depois com a ajuda do calor aquece-se até dissolução completa.

Ajuste do pH


Nesta fase pode ser ajustado o pH do meio para valores compatíveis com as bactérias, ou seja, pH ( 7, que se encontra definido pelo fabricante para cada meio de cultura. Podem-se adicionar soluções tampão (ex. fosfato de sódio ou de potássio) para manter o valor do pH constante.


Em provas fermentativas adicionam-se também os indicadores de pH (ex. vermelho de fenol), caso não façam já parte da composição do meio. 

Distribuição


Distribui-se o meio de cultura em quantidades apropriadas por recipientes apropriados (tubos de ensaio, frascos ou balões).

Esterilização 


Embora os meios sejam vendidos esterilizados, na fase de rehidratação deixam de o ser e então é necessário esterilizá-los de novo para evitar a presença de microrganismos contaminantes e de outras formas de vida. O método de esterilização utilizado é condicionado pela composição do meio de cultura.


A esterilização dos meios de cultura pode ser feita de vários modos:

* Em autoclave (aplicação do calor húmido sob pressão):


O calor húmido é o método mais efectivo para matar os microrganismos pois causa desnaturação e coagulação das proteínas vitais como as enzimas, enquanto o calor seco (estufa) causa oxidação dos constituintes orgânicos da célula (isto é os microrganismos vão-se “queimando” lentamente). A desnaturação ocorre com temperaturas inferiores e menor tempo de exposição do que a oxidação (ex. os endósporos de Bacillus anthraccis são destruídos em 2-15 min. pelo calor húmido enquanto com o calor seco demora mais de 180 min. a 140º C para obter o mesmo resultado).


A maneira mais prática de aplicar o calor húmido é através do autoclave, que consiste num sistema fechado de volume constante em que um aumento de pressão permite um aumento de temperatura. O autoclave permite temperaturas altas, um aquecimento mais rápido e uma grande penetração de calor.


É neste aparelho que se esterilizam por rotina os meios de cultura, soluções e materiais contaminados. Normalmente a esterilização dos meios de cultura faz-se por exposição ao vapor a 121º C e 15 lbs de pressão durante 15 minutos ou mais, dependendo do tipo de material a esterilizar.

* Por filtração:


Quando na composição de um meio de cultura entram substâncias que não podem sofrer temperaturas elevadas (ex. gelatina) recorre-se à filtração desses elementos termolábeis. 


Utilizam-se filtros de membrana (de celulose), encontrando-se disponíveis uma grande variedade de poros de diferentes dimensões. Geralmente usam-se membranas com poros de 0,2 (m de diâmetro que não permitem a passagem dos microrganismos, ficando assim o meio esterilizado. 


A filtração é uma excelente maneira de reduzir a população microbiana sem ocorrer destruição directa dos microrganismos, pois o filtro simplesmente os remove.

Acondicionamento


Quando não se pretende usar o meio de cultura de imediato, este deve ser conservado ao abrigo da luz, a uma temperatura entre 0 e 5º C no período determinado pelo fabricante, evitando a sua desidratação. Para o utilizar faz-se a redistribuição para recipientes já esterilizados onde se irão posteriormente semear os microrganismos.


Os meios sólidos para poderem ser redistribuídos tem de ser aquecidos até ficarem liquefeitos, transferidos para um banho de água a 48-50º C para arrefecerem, e finalmente distribuídos por recipientes. Já no recipiente é preciso deixar o meio arrefecer mais para solidificar (Figura 6).


Os meios sólidos no estado liquefeito podem ser colocados em tubos de ensaio (com tampa para evitar a contaminação e a desidratação do meio de cultura) ou em placas de Petri. Para se obter um tubo em rampa deixa-se arrefecer e solidificar o meio de cultura numa posição inclinada, criando assim uma rampa mais ou menos pronunciada. São usados para manter culturas puras. Por outro lado, deixando arrefecer o meio num tubo na posição vertical temos um tubo em cilindro. Estes tubos são usados, por exemplo, para estudar as necessidades em oxigénio dos microrganismos.


Os meios em placa de Petri proporcionam grandes áreas de superfície para o isolamento e o estudo dos microrganismos. As placas de Petri são formadas por duas metades, uma base (que contém o meio de cultura) e uma tampa. Há placas de Petri de vários tamanhos sendo as usadas por rotina de aproximadamente 9 cm de diâmetro.


Os meios líquidos são distribuídos em tubos de ensaio, balões ou frascos também devidamente rolhados.
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CULTURA DE MICRORGANISMOS - SEMENTEIRAS

Observação e crítica dos resultados das sementeiras

CARACTERÍSTICAS CULTURAIS DOS MICRORGANISMOS

· Conhecer procedimentos para a cultura de microrganismos.

· Compreender a importância das técnicas assépticas na cultura de microrganismos.

· Conhecer princípios e procedimentos das diversas técnicas de sementeira em placa.

· Executar sementeiras em diferentes meios de cultura em placa para isolamento de colónias a partir de produtos polimicrobianos.

Texto de Apoio:


Semear é a designação microbiológica para a introdução, num meio de cultura adequado, de um inóculo de origem biológica ou cultural.


 Os instrumentos usados para a execução das sementeira são: 





- ansas simples ou calibradas.




- fio recto.




- pipeta Pasteur.




- vareta de Drigalsky.




- zaragatoa.




- outros


Os meios de cultura sólidos podem ser distribuídos de forma variada de acordo com o que se pretende: em balões tipo Erlermeyer ou outros, tubos em rampa, em cilindro e em placas de Petri.


Os meios de cultura líquidos (caldos) são habitualmente distribuídos em balões ou tubos.


A passagem de bactérias de um meio de cultura para outro é chamada repicagem.

Técnicas de sementeira.



 Meios sólidos:




Em picada.




Em estria.




Esgotamento. 




Em toalha.




“Shake.”



Meios líquidos:




Dispersão.

O isolamento bacteriano pode ser obtido através de processos:



mecânicos - técnica de sementeira por esgotamento.



biológicos - utilização de meios de cultura selectivos.

Incubação em estufa a 36 - 37º C

Observação do crescimento bacteriano.



Em meios sólidos:

O crescimento traduz-se pelo aparecimento de colónias, isto é, aglomerados de células resultantes da multiplicação bacteriana a partir de um único ancestral.

Nessas colónias devem ser averiguadas as seguintes características, principalmente quando observadas em placas de Petri:



- tamanho – ponta de alfinete, pequeno, médio e grande.



- cor/pigmentação – diversificadas.



- forma - circular, irregular, rizóide e em toalha.



- textura – lisa, rugosa e mucóide.



- brilho – opacas e brilhantes.

- elevação - sem relevo (achatadas), com ligeiro relevo, relevo marcado, convexo e mamilonadas.

- margens – inteiras, lobadas, onduladas, serradas e filamentosas.

Em meios líquidos

O crescimento nos caldos pode ser apreciado por:



            - turvação - fina, uniforme, floculenta.


      
- sedimento.

- película ou anel (crescimento à superfície)
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CULTURA DE MICRORGANISMOS - PROVAS BIOQUÍMICAS

· Conhecer princípios e procedimentos de diversas provas bioquímicas usadas na identificação de microrganismos.

· Analisar as provas bioquímicas realizadas (leituras directas e indirectas).

TEXTO DE APOIO:

· Provas fermentativas

· Prova ONPG

· Prova de Kligler (agar Kligler) ou agar Triple Sugar Iron (TSI)

· Hidrólise do amido

· Prova do sulfureto de hidrogénio (H2S)

· Hidrólise da gelatina

· Hidrólise da caseína

· Prova IMViC

· Prova do indol

· Prova do vermelho de metilo

· Prova de Voges-Proskauer

· Prova da utilização do citrato

· Descarboxilação da lisina
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ACTIVIDADES BIOQUÍMICAS DOS MICRORGANISMOS


Os microrganismos efectuam as suas variadas actividades bioquímicas utilizando nutrientes obtidos a partir do ambiente que os rodeia. Essas reacções bioquímicas que ocorrem dentro ou fora dos microrganismos são catalisadas por enzimas.


No laboratório, é possível demonstrar algumas das actividades bioquímicas através da observação da capacidade dos microrganismos usarem enzimas para degradar hidratos de carbono, lipidos, proteínas e aminoácidos. Geralmente, a metabolização destas moléculas orgânicas origina produtos finais cuja detecção pode ajudar na caracterização e identificação dos microrganismos.

Hidratos de carbono
Provas fermentativas


As fermentações são reacções bioquímicas produtoras de energia em que moléculas orgânicas servem como aceitadores e dadores de electrões. A capacidade dos microrganismos fermentarem hidratos de carbono e os tipos de produtos formados são úteis na sua identificação. Um determinado hidrato de carbono pode ser fermentado originando diferentes produtos finais consoante o tipo de microrganismo envolvido. Estes produtos finais (álcoois, ácidos, gases ou outras moléculas orgânicas) são característicos dos microrganismos e podem ser usados para os identificar. 


Na fermentação, substratos como hidratos de carbono e álcoois sofrem uma desassimilação anaeróbia, podendo ocorrer produção de compostos orgânicos ácidos que podem ser acompanhados por gases, como hidrogénio ou CO2. Os microrganismos anaeróbios facultativos são geralmente os chamados fermentadores de hidratos de carbono.


A degradação fermentativa faz-se habitualmente num meio líquido que contém nutrientes para suporte do crescimento do microrganismo, o hidrato de carbono específico que serve de substrato para determinar a sua capacidade fermentativa e um indicador de pH (ex. vermelho de fenol ou púrpura de bromocresol). Nesse caldo de fermentação existe também um tubo de Durham (pequeno tubo colocado em posição invertida dentro do meio de cultura líquido) que permite detectar a produção de gás.


Após incubação, a libertação de compostos ácidos, resultantes da fermentação do hidrato de carbono, faz descer o pH o que conduz à mudança da cor original do meio, pois está presente um indicador de pH (reacção positiva). Em alguns casos, a produção de ácido é acompanhada pela produção de gás (CO2) que é visível, pois o meio líquido que estava dentro do tubo de Durham é substituído por gás em forma de bolhas. Na fermentação alcoólica ocorre produção de gás no tubo de Durham, mas o meio de cultura mantém a cor inicial.


As culturas que não são capazes de fermentar o hidrato de carbono não conduzem à mudança de cor do meio nem apresentam produção de gás (reacção negativa). O facto de não ter havido fermentação do hidrato de carbono não significa ausência de crescimento, pois o microrganismo pode usar outros nutrientes do meio (ex. peptonas) como fonte de energia.


Todas as culturas devem ser observadas às 24 a 48 h, uma vez que uma incubação prolongada pode mascarar a produção de ácido, pois ocorre produção de substâncias alcalinas resultantes da acção enzimática sobre outros substratos.


São exemplos de provas para identificação de microrganismos as fermentações da glicose, lactose, sacarose, manose, inositol, sorbitol, arabinose, etc.

Actividade da (-galactosidase (Prova ONPG)


Alguns microrganismos, como a Escherichia coli, podem usar a lactose como a sua única fonte de carbono. As enzimas essenciais ao metabolismo deste hidrato de carbono são a (-galactosidase que hidrolisa a lactose, a galactose e glicose e uma permease que transporta a lactose através da membrana celular, tornando-a disponível para a 
(-galactosidase intracelular. Os verdadeiros não fermentadores da lactose não possuem a (-galactosidase.


Nesta prova, em vez de lactose, o substrato natural desta enzima, utiliza-se o substrato artificial ONPG (o-nitrofenil-(-D-galactopiranosídeo). A (-galactosidase catalisa a hidrólise do ONPG formando-se galactose e o-nitrofenol. O ONPG é incolor, mas após hidrólise origina o-nitrofenol, que é amarelo numa solução alcalina. Num tubo de ensaio contendo água destilada inocula-se a bactéria, após esta ter sido semeada num meio com lactose, e um disco de ONPG e incuba-se a 37º C. Após 20 minutos a 1 hora verifica-se se ocorreu mudança de cor de incolor para amarelo, caso contrário a incubação deve continuar até às 24 horas. Assim, se o tubo ficar amarelo é uma prova positiva para a actividade da (-galactosidase.

Prova de Kligler Iron Agar ou de Triple Sugar Iron Agar


Esta prova é, geralmente, usada para diferenciar os diferentes géneros das Enterobacteriaceae e para distinguir esta família de outros bacilos Gram negativo de origem intestinal. Esta diferenciação é feita atendendo às diferenças na fermentação dos hidratos de carbono presentes no meio e à produção de sulfureto de hidrogénio (H2S).


Tanto o meio agar TSI (triple sugar iron) como o agar Kligler Iron contêm glicose em pequena concentração (0,1%), lactose em concentração superior (1%), o indicador de pH, vermelho de fenol, para detectar a produção de ácidos resultantes da fermentação dos hidratos de carbono, tiossulfato de sódio, substrato para a produção de H2S, e sulfato de ferro para a detecção desse produto final. A diferença entre estes dois meios diferenciais é que o TSI possui mais um açúcar, a sacarose, em concentração igual à da lactose (1%).


Ambos os meios são inoculados por picada, no cilindro e por estria, na rampa. É essencial que as culturas sejam observadas após 18 a 24 h de incubação para evitar que os hidratos de carbono sejam completamente utilizados e que ocorra degradação das peptonas, formando produtos finais alcalinos. É na rampa que se faz a leitura da lactose e da sacarose, no fundo do cilindro a da glicose e no meio do cilindro a de H2S.


Após incubação podem ser determinadas as actividades fermentativas, a produção de gás e a produção de H2S, podendo ocorrer vários resultados:

Cilindro ácido (amarelo) e rampa alcalina (vermelha):

 Só a glicose foi fermentada. Os microrganismos degradam, preferencialmente, a glicose em primeiro lugar, mas como este substrato está presente em concentração mínima, a quantidade de ácido produzida é limitada e é rapidamente oxidada na superfície da rampa. Por outro lado, as peptonas do meio são também usadas na produção de substâncias alcalinas. No cilindro, a reacção ácida é mantida devido à tensão reduzida do oxigénio e ao crescimento mais lento dos microrganismos. O indicador, vermelho de fenol, muda para amarelo devido à persistência da formação de ácido no cilindro.

Cilindro ácido (amarelo) e rampa ácida (amarela):

Ocorreu a fermentação da lactose e/ou da sacarose, para além da glicose. Como as duas primeiras substâncias estão presentes em altas concentrações são substratos para a actividade fermentativa contínua com manutenção da reacção ácida (cor amarela) em todo o meio (rampa e cilindro).

Produção de gás: 

Nota-se pela ocorrência de fracturas no meio de cultura.

Produção de H2S: 

Ocorre enegrecimento, principalmente na zona intermédia do cilindro. Isto deve-se ao facto do microrganismo em estudo ser capaz de produzir sulfureto de hidrogénio (H2S), que se conjuga com um composto de ferro existente no meio, dando origem a sulfureto de ferro que, sendo insolúvel, precipita.

Cilindro alcalino (vermelho) e rampa alcalina (vermelha) ou inalterado (tijolo): 

Não ocorreu fermentação dos hidratos de carbono presentes no meio, nem produção de gás ou de H2S. As peptonas do meio podem ser catabolizadas sob condições anaeróbias e/ou aeróbias, resultando num pH alcalino devido à produção de amónia. Se só ocorrer degradação aeróbia das peptonas, a reacção alcalina só é evidenciada na superfície da rampa. Se houver degradação aeróbia e anaeróbia das peptonas, a reacção alcalina é visível em todo o meio.

Hidrólise do amido


As moléculas de amido são constituídas por amilose e amilopectina que são rapidamente hidrolisadas por algumas bactérias, usando as suas (-amilases, originando dextrinas, glicose e maltose. Utiliza-se uma solução de iodo para indicar a presença de amido. Quando o iodo contacta com o amido, forma um complexo azul acastanhado. O amido hidrolisado não produz alteração de cor. Se aparecer uma zona clara após adição de iodo a um meio que contenha amido e crescimento bacteriano é porque a (-amilase foi produzida pela bactéria. Se não ocorrer uma zona clara, o amido não foi hidrolisado.

Proteínas, aminoácidos e enzimas

Prova do sulfureto de hidrogénio (H2S)


Permite determinar a capacidade dos microrganismos para produzirem sulfureto de hidrogénio (H2S) a partir de substratos como aminoácidos sulfurados ou compostos sulfurados inorgânicos.


Muitas proteínas são ricas em aminoácidos sulfurados, como a cisteína. Quando estas proteínas estão presentes no meio de cultura podem ser degradadas pelas enzimas microbianas a aminoácidos que são utilizados como nutrientes. O aminoácido cisteína, na presença da enzima cisteína desulfurase, perde o seu átomo de enxofre que por sua vez é reduzido pela adição de hidrogénio da água para formar H2S. O H2S é então produzido pela hidrogenação (redução) do enxofre orgânico presente no aminoácido cisteína. 


Por outro lado, o H2S pode ser produzido pela redução de compostos sulfurados inorgânicos, como os tiossulfatos (S2O32-), os sulfatos (SO42-) e os sulfitos (SO32-). Quando o meio contém tiossulfato de sódio alguns microrganismos têm capacidade para o reduzir a sulfitos usando a enzima tiossulfato redutase, com libertação de H2S. Os átomos de enxofre actuam como aceitadores de hidrogénio durante a oxidação dos compostos inorgânicos.


O meio de cultura agar SIM contém peptonas (a cisteína é um dos componentes) e tiossulfato de sódio como substratos sulfurados, e sulfato ferroso amoniacal (Fe (NH4)2 SO4) que actua como indicador da presença de H2S. Como o H2S é incolor, e por conseguinte não é visível, o sulfato ferroso amoniacal serve como indicador, pois o ferro combina-se com o H2S formando sulfureto de ferro que é um precipitado negro insolúvel. A presença deste composto ocorre ao longo da linha de inoculação e indica que houve produção de sulfureto de hidrogénio (reacção positiva). A ausência do precipitado negro evidencia uma reacção negativa.


O meio de SIM é um meio semi-sólido que também pode ser usado para detectar a presença ou ausência de mobilidade nas bactérias e a produção de indol.

Hidrólise da gelatina


O objectivo desta prova é determinar a capacidade do microrganismo excretar uma enzima hidrolítica extracelular capaz de degradar a gelatina (gelatinase).


A gelatina é uma proteína produzida pela hidrólise do colagénio que abaixo dos 25º C mantém as suas propriedades de gel e é sólida, enquanto acima dos 25º C é líquida.


Determinados microrganismos têm capacidade para produzir a gelatinase, que actua hidrolisando a gelatina em aminoácidos. Se a degradação ocorre não se consegue restaurar as características de gel da gelatina, mesmo a baixas temperaturas (fica líquido).


A hidrólise da gelatina é uma característica importante na diferenciação dos microrganismos e pode também ser usada para determinar a sua patogenicidade. 


A liquefacção da gelatina pode ser determinada inoculando-se por picada um meio de cultura nutritivo, em tubo, suplementado com 12% de gelatina. Após incubação a 37º C durante 24 a 48 h, as culturas são colocadas no frigorífico a 4º C durante 30 minutos ou num banho de gelo durante 3 a 5 minutos. Se a gelatina foi hidrolisada pela gelatinase, o meio mantém-se líquido após refrigeração (reacção positiva). Se o microrganismo não possui gelatinase, o meio resolidifica durante o período em que está no frigorífico (reacção negativa).

Hidrólise da caseína


O objectivo desta prova é determinar a capacidade do microrganismo excretar uma enzima hidrolítica extracelular capaz de degradar a caseína.


A caseína é a mais importante proteína do leite, sendo uma macromolécula, composta por aminoácidos ligados entre si por ligações peptídicas, incapaz de penetrar na membrana celular dos microrganismos. Para que a caseína seja utilizada pelos microrganismos, tem de ser degradada em peptonas, polipeptídeos, dipeptídeos e finalmente em aminoácidos. Este processo é possível porque os microrganismos produzem enzimas proteolíticas (proteases) que catalisam a hidrólise da caseína em aminoácidos, os quais são depois assimilados e catabolizados pelas células.


Nesta prova utiliza-se o agar Milk para demonstrar a actividade hidrolítica das proteases. O meio é composto por agar nutritivo suplementado com leite que contém a proteína caseína. Esta proteína do leite é uma suspensão coloidal que dá ao meio a sua cor e opacidade. Após incubação deste meio, os microrganismos que secretam proteases exibem uma zona de proteólise, que aparece como uma área clara rodeando a zona de crescimento bacteriano. Esta perda da opacidade é resultante de uma reacção hidrolítica com formação de aminoácidos solúveis e não coloidais e representa uma reacção positiva. Na ausência de proteases, o meio que envolve o crescimento do microrganismo mantém-se opaco (reacção negativa).

Provas IMViC (Indole, Methyl-red, Voges-proskauer, Citrate)


Esta série de provas permite diferenciar os principais grupos de Enterobacteriaceae, pois baseia-se nas suas propriedades bioquímicas e nas reacções enzimáticas na presença de substratos específicos. 

Prova do indol


O objectivo é determinar a capacidade do microrganismo degradar o aminoácido triptofano (presente em quase todas as proteínas) até indol.


O triptofano é um aminoácido essencial que pode sofrer oxidação pelas actividades enzimáticas de algumas bactérias. A conversão do triptofano em produtos metabólicos é mediada pela enzima triptofanase.


Como a capacidade de hidrolisar o triptofano com produção de indol (não é utilizado e acumula-se no meio) não é uma característica de todos os microrganismos serve como marcador bioquímico. Há microrganismos que não metabolizam o triptofano ou então fazem metabolização completa desse aminoácido sem produzir indol.


Utiliza-se um meio de cultura que contenha o aminoácido triptofano por ex.: água peptonada, para fazer a sementeira. Após o crescimento pesquisa-se a presença de indol adicionando o reagente de Kovac’s (amarelo) ao longo das paredes do tubo, de modo que não se misture com o meio de cultura. Este reagente reage com o indol produzindo um composto rosado.


As culturas que produzem um anel avermelhado na superfície do meio após adição do reagente são indol positivo. A persistência da coloração amarela do reagente demonstra que o substrato triptofano não foi hidrolisado a indol e indica uma reacção negativa.

Prova do vermelho de metilo


Tem como objectivo determinar a capacidade dos microrganismos para oxidar a glicose com produção e manutenção de concentrações altas de produtos finais ácidos. Efectua-se no meio MR - VP (Methyl Red, Voges - Proskauer).


A glicose é o mais importante substrato oxidado por todos os microrganismos intestinais para a produção de energia. No entanto, os produtos finais deste processo variam, dependendo do equipamento enzimático presente na bactéria.


Apesar de todos os microrganismos intestinais fermentarem a glicose com produção inicial de ácidos orgânicos, há uns (ex. Escherichia coli) que mantêm um pH de 4 até ao fim da incubação, enquanto outros (ex. Enterobacter aerogenes) durante o último período de incubação convertem esses ácidos a produtos finais não ácidos como o etanol e a acetoína, resultando assim num pH mais elevado (pH 6) no final da incubação.


Nesta prova o indicador de pH, vermelho de metilo, detecta a presença de grandes concentrações de produtos finais ácidos, pois tem um ponto de viragem baixo. A pH 4, o vermelho de metilo vira para vermelho, o que indica uma reacção positiva. Quando o pH é 6, apesar de ainda ser ácido, como há menos iões hidrogénio, o indicador muda para amarelo e é uma prova negativa.

Prova de Voges-Proskauer


O objectivo é determinar a capacidade dos microrganismos produzirem produtos finais não ácidos ou neutros, como o acetilmetilcarbinol, a partir dos ácidos orgânicos que resultam da metabolização da glicose. Efectua-se também no meio MR - VP (Methyl Red, Voges - Proskauer). 


A adição do reagente de Barritt’s (solução 40% KOH e solução de (-naftol em etanol absoluto) permite detectar a presença de acetilmetilcarbinol (acetoína) que é percursor da síntese de 2,3 butanediol, pois ocorre a formação de um complexo rosa/vermelho que dá essa cor ao meio de cultura. O desenvolvimento de uma cor rosa/vermelha na cultura, 15 minutos após a adição do reagente de Barritt’s representa uma prova positiva. A ausência dessa cor é uma prova negativa.


Este tipo de fermentação da glicose é característico do E.aerogenes.
Prova da utilização do citrato


Permite diferenciar microrganismos atendendo à sua capacidade para usar o citrato como única fonte de carbono. Efectua-se no meio de citrato ou meio de Simmons.


Na ausência de glicose ou lactose fermentáveis, alguns microrganismos são capazes de usar o citrato como única fonte de carbono para produzir energia. Esta capacidade depende da presença de citrato permease que facilita o transporte do citrato para o microrganismo. Uma vez dentro da célula o citrato é degradado pela enzima citrase, produzindo ácido oxalacético e acetato. Estes produtos são depois convertidos enzimaticamente em ácido pirúvico e CO2. 


O meio de Simmons contém citrato de sódio como única fonte de carbono, NH4+ como fonte de azoto e o indicador de pH, azul de bromotimol. Esta prova é feita em tubos em rampa, uma vez que o O2 é necessário para a utilização do citrato. Quando o microrganismo remove o citrato do meio e o oxida, ocorre libertação de CO2. Durante esta reacção o meio torna-se alcalino, pois o CO2 gerado combina-se com sódio (fornecido pelo citrato de sódio) e água para formar carbonato de sódio, que é um produto alcalino. A presença de carbonato de sódio faz aumentar o pH e virar o indicador de pH do meio de verde para azul forte.


Após incubação, as culturas citrato positivo são identificadas pela presença de crescimento, na superfície da rampa, acompanhado de coloração azul no meio de cultura. Nas culturas citrato negativas a cor do meio mantém-se verde e não apresentam crescimento no meio de cultura.

Descarboxilação da lisina

A descarboxilação é a remoção de um grupo carboxilo de uma molécula orgânica. As bactérias que crescem num meio líquido descarboxilam aminoácidos mais activamente quando as condições são anaeróbias e ligeiramente ácidas. A descarboxilação de aminoácidos, como a lisina, resulta na produção de uma amina e de dióxido de carbono.

As bactérias que produzem a enzima descarboxilase da lisina podem descarboxilar a lisina e usar as aminas como percursoras para a síntese de outras moléculas. Adicionalmente, quando certas bactérias fazem fermentação são produzidos produtos ácidos que tornam o meio ácido e portanto hostil. Assim, muitas descarboxilases são activadas por um pH baixo, pois ao remover os grupos ácidos dos aminoácidos produzem aminas que aumentam o pH do meio que fica mais adequado.

A descarboxilação da lisina pode ser detectada semeando a bactéria num meio de cultura contendo esse aminoácido, glicose e um indicador de pH (púrpura de bromocresol). Antes da incubação deve ser colocado óleo mineral no caldo para impedir o oxigénio de atingir as bactérias e inibir a reacção. Os ácidos produzidos pelas bactérias a partir da fermentação da glicose vão inicialmente baixar o pH do meio e causar a mudança de cor do indicador de pH de púrpura para amarelo. O pH ácido activa então a enzima que causa descarboxilação da lisina a aminas e a subsequente neutralização do meio que muda de amarelo para púrpura outra vez.

Desaminação da fenilalanina


A desaminase da fenilalanina cataliza a remoção do grupo amina da fenilalanina. Os produtos resultantes incluem ácidos orgânicos, água e amónia. Algumas bactérias podem usar os ácidos orgânicos em reações de biosíntese, além de eliminarem as aminas formadas. 


Esta prova pode ser usada para distinguir bactérias, pois as que produzem a enzima desaminase da fenilalanina desaminam este aminoácido produzindo ácido fenilpirúvico. Quando o reagente cloreto de ferro é adicionado ao meio de cultura reage com o ácido fenilpirúvico, formando um composto verde. Nas culturas em que não ocorrer a desaminação da fenilalanina não há mudança de cor após a adição do reagente.

Prova da redução dos nitratos


A redução dos nitratos por alguns microrganismos aeróbios ou anaeróbios facultativos ocorre na ausência de oxigénio. Nestes microrganismos a respiração anaeróbia é um processo oxidativo pelo que as células usam substâncias inorgânicas como os nitratos (NO3-) ou os sulfatos (SO42-) para fornecer oxigénio que são subsequentemente utilizados como aceitadores finais de electrões durante a formação de energia. Nesse processo, os nitratos são reduzidos a nitritos (NO2-).


Por outro lado, alguns desses microrganismos possuem capacidade enzimática para actuarem sobre os nitritos reduzindo-os a amónia (NH3+) ou a azoto molecular (N2). A capacidade de alguns microrganismos reduzirem os nitratos pode ser usada na sua identificação.


A redução dos nitratos pode ser determinada semeando-se o microrganismo num caldo de nitratos. Este meio é um caldo nutritivo suplementado com 0,5% de nitrato de potássio (KNO3) como fonte de nitratos. Por outro lado, este meio pode ter 0,1% de agar o que lhe permite ser semi-sólido de modo a impedir a difusão do oxigénio para o meio e assim favorecer um ambiente anaeróbio necessário para a redução dos nitratos.


Após incubação (24 a 48 h a 37º C), a cultura é examinada para a presença de iões nitrito no meio. A capacidade do microrganismo para reduzir os nitratos a nitritos é determinada pela adição de dois reagentes: solução A - ác. sulfanílico e solução B - (-naftilamina. Os nitritos presentes no meio vão reagir com esses reagentes produzindo uma mudança de cor imediata para vermelho.


No entanto, se a cultura não mudar de cor existem duas possibilidades: o microrganismo possui enzimas que reduziram os nitratos a nitritos e estes a amónia ou a azoto molecular ou os nitratos não foram reduzidos pelo microrganismo. Para determinar se os nitratos foram ou não reduzidos a nitritos, adiciona-se uma pequena quantidade de zinco em pó à cultura incolor que já contém os reagentes. Uma vez que o zinco reduz os nitratos a nitritos, o aparecimento de uma cor vermelha após a sua adição revela que os nitratos não foram reduzidos a nitritos pelo microrganismo (reacção negativa). Por outro lado, se a adição de zinco não produzir uma mudança de cor indica que os nitratos já tinham sido reduzidos a nitritos e este a amónia ou a azoto (reacção positiva).

Prova da urease


O objectivo desta prova é determinar a capacidade do microrganismo para desdobrar a ureia através da enzima urease.


A urease é uma enzima produzida por alguns microrganismos, mas é especialmente importante para identificar espécies de Proteus relativamente a bactérias entéricas lactose negativas.


A urease é uma enzima hidrolítica que ataca a ligação entre o azoto e o carbono em compostos como a ureia, formando o produto final alcalino, amónia, além de CO2 e H2O.

A presença de urease detecta-se quando o microrganismo cresce num meio com ureia (meio de ureia de Christensen) que contém também o indicador de pH, vermelho de fenol. Quando a ureia é desdobrada pela urease, a amónia acumula-se no meio tornando-o alcalino. Este aumento de pH faz com que o indicador de pH passe de amarelo a rosa, sendo uma reacção positiva para a presença de urease. A ausência da coloração rosa indica uma reacção negativa.


No entanto, basta que ocorra o aparecimento de uma zona do meio rosa para se considerar a reacção positiva; apenas os microrganismos que produzem precocemente urease têm capacidade para modificar a cor de todo o meio para rosa forte.

Prova das oxídases


Esta prova permite distinguir grupos de microrganismos tendo como base a actividade da enzima citocromo oxídase.


As oxídases têm um papel importante no sistema de transporte de electrões durante a respiração aeróbia. A citocromo oxídase catalisa a oxidação de um citocromo reduzido pelo oxigénio molecular, resultando na formação de H2O e de um citocromo oxidado. As bactérias aeróbias e algumas anaeróbias facultativas e microaerófilas exibem actividade da oxídase.


Esta prova é importante para distinguir grupos de bacilos Gram negativo patogénicos. 


A capacidade das bactérias produzirem esta enzima pode ser determinada pela adição do reagente das oxídases (dihidrocloreto de tetrametil 
p-fenilenodiamina). Este reagente de cor rosa age como um substrato artificial, fornecendo electrões e consequentemente ficando oxidado, tornando-se um composto escuro (castanho-negro) na presença de oxídase e de oxigénio livre.


Após a adição do reagente o desenvolvimento da coloração rosa depois castanha e finalmente negra na superfície das colónias é indicativo da produção de citocromo oxídase e representa uma prova positiva. Se não houver mudança de cor ou se as colónias apresentarem uma coloração rosa ligeira é indicativo da ausência de actividade da oxídase e é uma prova negativa.

Prova da catálase


O objectivo desta prova é determinar a capacidade dos microrganismos de produzir a enzima catalase para degradar o peróxido de hidrogénio. 


Durante a respiração aeróbia, os microrganismos produzem peróxido de hidrogénio (H2O2) e, em alguns casos, o ião superóxido (O2-). A acumulação destas substâncias leva à morte das células, a não ser que aquelas possam ser enzimaticamente degradadas. Essas substâncias são produzidas quando aeróbios, anaeróbios facultativos e microaerófilos usam o oxigénio como receptor final de electrões. Os microrganismos com capacidade para produzir catálase ou peroxidase degradam o peróxido de hidrogénio a água e oxigénio.


A superóxido dismutase é a enzima responsável pela degradação dos iões superóxido nos microrganismos catálase negativo. A incapacidade dos microrganismos anaeróbios para sintetizar catálase, peroxidase ou superóxido dismutase é que os torna intolerantes ao oxigénio.


A produção de catálase pode ser determinada adicionando o substrato H2O2 a uma cultura, em meio em rampa, incubada previamente. Se a catálase foi produzida pelo microrganismo ocorre libertação de bolhas de gás (oxigénio livre) e a prova é positiva. A ausência de formação de bolhas de gás é uma prova negativa.


Um procedimento alternativo consiste em determinar a produção de catálase adicionando uma porção de bactérias, previamente colocadas numa lâmina, umas gotas de peróxido de hidrogénio. Se a bactéria produzir esta enzima (catálase positiva) ocorre o desdobramento do peróxido de hidrogénio com libertação imediata de bolhas de gás (oxigénio); a ausência deste borbulhar é uma prova negativa.

Prova da coagulase


As coagulases são enzimas com capacidade para coagular o plasma sanguíneo através de um mecanismo similar ao da coagulação normal.


A actividade da coagulase é utilizada para distinguir espécies patogénicas de Staphylococcus de espécies não patogénicas, sendo um bom indicador da patogenicidade do S.aureus. 


A prova da coagulase em tubo consiste em juntar num tubo de ensaio contendo plasma (obtido de sangue a que se juntou um anticoagulante, por exemplo oxalato, citrato, heparina) uma suspensão de microrganismos (caldo de cultura) ou colónias provenientes de um meio sólido e incubar a 37º C. A formação de coágulos às 2 h, às 6 h ou às 24 h de incubação é interpretada como uma prova positiva. A ausência de coagulação após 24 horas de incubação é uma prova negativa.


Esta prova pode ser realizada de um modo mais rápido (prova em lâmina) colocando-se duas porções de bactérias da espécie em estudo nos extremos de uma lâmina, fazendo-se de seguida uma pequena suspensão, sendo depois adicionado a uma delas uma gota de água destilada (controlo) e à outra uma gota de plasma. Homogeneiza-se bem e observa-se, ao fim de uns minutos. Se o aspecto é idêntico a prova é negativa ou se ocorreu formação de pequenos agregados resultantes do facto das bactérias ficarem aprisionadas na rede de fibrina então formada a prova é positiva.

Provas Bioquímicas em Sistemas Miniaturizados


Para se proceder à realização de provas laboratoriais baseadas em diferenças nas actividades bioquímicas dos microrganismos podem ser usados sistemas miniaturizados de multitestes (“kits comerciais de provas bioquímicas) que permitem identificar a espécie. São usadas microtécnicas que incorporam um conjunto de meios numa única unidade. Dois destes sistemas disponíveis comercialmente são:

1. Sistema API (Analytical Profile Index) 20 E

O sistema API 20 E é uma versão miniaturizada das provas bioquímicas convencionais usado para identificação das Enterobacteriae e outros bacilos Gram negativo. É um sistema de mictotubos pronto a usar que permite realizar 22 provas e culturas puras isoladas apropriadamente num meio de cultura.

Consiste numa tira de plástico composta por 20 microtubos individuais, cada um dos quais contendo um meio desidratado. Os meios ficam hidratados aquando da inoculação da suspensão do microrganismo a ser ensaiado, sendo depois a tira de plástico incubada num tabuleiro também de plástico com cobertura para evitar a evaporação. Após incubação (18-24h a 35-37º C), a identificação do microrganismo é feita pelo método tradicional de verificar a mudança de cor nos microtubos, após o sistema indicador ter sido alterado pelos metabolitos ou pelos reagentes. A identificação da bactéria desconhecida consiste na determinação de um código de 7 dígitos (profile index number) e na consulta do API 20 E Profile Index Booklet ou de um sistema de computador designado API 20 E PRS (profile recognition system).

2. Sistema de multitestes Enterotube II

Consiste num tubo contendo 12 compartimentos com meios de cultura sólidos e um fio recto de inoculação. Este fio recto toca numa colónia isolada e depois de uma só vez os microrganismos são arrastados através dos 12 compartimentos, de modo que todos os meios fiquem inoculados. Desta maneira são realizadas 15 provas bioquímicas com uma só sementeira. Após incubação, a mudança de cor de cada compartimento é interpretada de acordo com as instruções do fabricante para identificar o microrganismo. A partir dos resultados e consultando um manual obtém-se um código de 5 dígitos que permite identificar a bactéria. Este método tornou-se mais eficiente permitindo a identificação das Enterobacteriaceae por meio de um sistema de computador designado ENCISE (Enterobacteriaceae numerical coding and identification system for enterotube).

Sumário das aulas nºs B12 e B13 

TESTE DE SENSIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS (TSA)

· Conhecer os princípios dos vários métodos de executar TSA.

· Conhecer os procedimentos práticos das técnicas.
· Executar e analisar TSA (método de difusão em agar).
· Saber interpretar TSA.
· Saber como determinar a concentração mínima inibitória (CMI).
· Compreender a importância dos TSA em microbiologia.

Texto de apoio

1. Introdução


Antibacterianos: grupo de substâncias de origem bacteriana, fúngica, semi-sintética ou sintética, que têm em comum a propriedade de provocar a morte bacteriana (bactericidas) ou inibir a multiplicação bacteriana (bacteriostáticos).


As bactérias que sofrem uma destas acções dos antimicrobianos dizem-se sensíveis; aquelas que não são afectadas pela acção do antimicrobianao dizem-se resistentes.

A resistência bacteriana pode ser natural (a bactéria é sempre resistente a esse antimicrobiano) ou adquirida (a bacteria inicialmente sensível torna-se mais tarde resistente a esse antibacteriano; este fenómeno deve-se a vários mecanismos – selecção. mutação, acção de plasmídeos).

Cada estirpe bacteriana é sensível, num dado momento, a um conjunto de antibacterianos, sendo resistente a um outro conjunto de antibacterianos, cujo número tenderá a aumentar.

O antibacteriano ideal deveria ter as seguintes características:

· eficaz apenas no agente causador da infecção

· sem efeitos laterais ou toxicidade

· administração cómoda (geralmente a via oral)

· baixo preço

· etc

Em situações urgentes (ou na impossibilidade de obter exames laboratoriais), pode-se escolher um antibacteriano (ab) sem que o diagnóstico etiológico esteja definido laboratorialmente, baseados em dados de epidemiologia clínica (bactérias mais frequentemente envolvidas nessa situação); mas logo que possível é reavaliada a escolha pelos dados entretanto enviados do laboratório.

No entanto se tal acontecer, o início da terapêutica deve ser sempre posterior à recolha das amostras a enviar ao laboratório, para não alterar o conhecimento exacto da etiologia da infecção.

Muitas vezes a identificação correcta do agente não é suficiente para orientar a terapêutica, ex: bactérias de sensibilidade aos ab muito variável; entre estas encontram-se o Staphylococcus aureus, os membros da família Enterobacteriaceae, os géneros Pseudomonas, Enterococcus, algumas espécies de Streptococcus, etc. Em bactérias como estas está indicada a execução obrigatória de T.S.A.

Em bactérias como a Neisseria gonorrhoeae e Haemophilus influenzae entre outras, têm sido isoladas algumas estirpes já não sensíveis à terapêutica clássica (com penicilina); nestes casos, é actualmente necessário avaliar a situação clínica, pois pode ser necessário realizar também um T.S.A. Outro exemplo idêntico é o do Streptococcus pneumoniae.

A escolha do ab correcto depende da sensibilidade esperada, mas tb de factores como:

-
local da infecção.

-
origem do agente infectante.

· penetração no local de infecção (ex: S.N.C., aparelho urinário, abcessos) 

· absorção 

· distribuição, etc.

A informação do laboratório é sempre relativa, porque é sempre o clínico que vai avaliar todo o quadro clínico e decidir em última instância a terapia mais adequada ao doente. Não há concordância estrita entre a sensibilidade "in vitro" e a sensibilidade "in vivo" - geralmente a sensibilidade "in vitro " ao ab é maior do que "in vivo".

2. T.S.A.


Permite avaliar "in vitro" a sensibilidade das bactérias a um determinado ab.


Há vários métodos:


2.1. Métodos automáticos, usados em grandes hospitais. São mais rápidos e permitem realizar grande número de provas em simultâneo.


2.2. Método de diluição: em meios sólidos ou líquidos. É uma técnica muito sensível -quantitativa- mas exige muitas e demoradas manipulações. Pode ser aplicada nos seguintes estudos:


-  Estudo do espectro de actividade de um novo ab.


-  Estudo da sensibilidade de uma espécie bacteriana a um ou mais ab.


- Estudo dos ab com má difusão (ex: neomicina) estudo da sensibilidade das bactérias com crescimento lento (ex: Mycobacterium) ou exigindo .meios de cultura especiais, que perturbem ou inibam a difusão do ab (ex: sensibilidade das Neisseria gonorrhoea ou Haemophilus influenzae ao trimetroprim em meios adicionados de sangue).

· Permite definir a concentração inibitória mínima (mais pequena concentração em que já não há crescimento bacteriano) e a concentração bactericida mínima.

Vantagens:
- O mais correcto do ponto de vista quantitativo.





- Não depende da taxa de crescimento bacteriano.





- Evita os problemas de má difusão dos aminoglicosídeos.





- Utilizado nas bactérias anaeróbias.





- Detecta sinergismos e antagonismos dos ab.

Desvantagens:
- pouco flexível.

- o meio não podem ser inoculado com o produto.

Em meio sólidos: para bactérias aeróbias rápidas e anaeróbias facultativas.

Utiliza-se um meio de Mueller-Hinton com pH de 7.2 a 7.4. O meio é preparado e autoclavado sendo de seguida colocado em vários (9 a 13) tubos ou placas (10 ml) num "banho-maria" a 50° C. De seguida adiciona-se o ab em concentrações crescentes nos diferentes tubos reservando-se um para controlo (sem ab). No caso de bactérias de crescimento difícil -Neisseria gonorrhoeae- adiciona-se sangue desfibrinado a 5% ou equivalente sintético, ou factor V e X a 1% no caso do Haemophilus influenzae . O sangue desfibrinado pode alterar a susceptibilidade à novobiocina, sulfonamidas, trimetropime e nafcilina. Depois disto deixa-se "solidificar" retirando do "banho-maria".

No meio de cultura (cuja quantidade é padronizada) é depois inoculada (ansa calibrada de 0.001 ml) uma suspensão constituída por n° bactérias constante. O controlo é o último a ser semeado para assegurar que as bactérias estavam viáveis. Inoculam-se primeiro os tubos com menor concentração de ab. Deixa-se absorver o inóculo, incubando-se de seguida a 35° C durante 16 a 18 horas. Não se deve incubar com atmosfera rica em dióxido de carbono para não alterar o pH superficial do meio.

Em meios líquidos: usa-se a mesma-técnica. Ao fim de 24 horas de incubação observa-se o crescimento bacteriano dado pela turvação do meio. É um método muito demorado para ser utilizado em bacteriologia clínica pois é necessário avaliar cada espécie bacteriana com vários ab (5 a 12), utilizando cada um dos ab em vários tubos de ensaio com concentrações diferentes.

2.3. Método por difusão em agar.

2.3.1. Introdução.

Este método é muito utilizado, é de prática muito simples e rápida, mas só dá resultados qualitativos. Baseia-se na propriedade de difusão, segundo um gradiente de concentração, do ab que está impregnado num papel de filtro, num agar nutritivo - agar Mueller-Hinton. A bactéria semeada não crescerá numa área concêntrica à volta de um disco com ab, se aí existirem concentrações do ab iguais ou superiores à concentração inibitória mínima. Haverá um halo de inibição à volta do disco, maior ou menor conforme a sensibilidade da estirpe bacteriana. É de notar que outros factores podem intervir nas dimensões dos halos de inibição bacteriana:

- Propriedades físico-químicas do ab: velocidade e taxa de difusão; quantidade de ab.

- Natureza do meio de cultura: composição do meio, pH; espessura do meio; 

- Inóculo: densidade do inóculo (deve permitir crescimento denso mas não confluente); tempo de latência.

Cada laboratório deve realizar sempre o mesmo método. É uma prova que dá apenas informação qualitativa – leitura de sensível, intermédio ou resistente.

As bactérias de crescimento mais lento vão parecer mais susceptíveis porque o ab tem mais tempo para difundir.

Os discos têm dimensões e quantidade de ab padronizadas. O halo de inibição não é proporcional à concentração de ab; ex: o aumento em duas vezes a concentração só aumenta 2 ou 3 cm o halo de inibição.

Usam-se na mesma placa vários ab de classes diferentes:

- Ampicilina 

- (2x) amoxicilina + (1x) ác. clavulâmico 

- Cefalosporinas de primeira, segunda e terceira geração.

- Cloranfenicol 

- Aminoglicosídeos 

- Trimetropime 

- Vancomicina 

- Tetraciclina 

- Quinolonas, etc.

O produto pode ser imediatamente semeado no meio de T.S.A. em casos muito urgentes (absolutamente excepcionais). Mas esta situação tem desvantagens (interpretação não quantitativa; não serve para anaeróbios e bactérias de crescimento lento; não prediz susceptibilidade com rigor absoluto e não pode ser utilizada com ab com má difusão - ex: polimixina).

2.3.1. Método de Kirby-Bauer (modificado por Barry).

Placa de petri com agar Mueller-Hinton a pH de 7.2/7.4, com 4 mm de espessura. Pode ser armazenado no frigorifico a 2° C a 8° C de preferência menos de sete dias. Se refrigerado, antes de usar, deixar secar na estufa a sua superfície (10 min. a 35° C). Se refrigerados, os discos devem ser retirados do frigorifico duas horas antes para atingir a temperatura ambiente.

Preparação do inóculo: retirar uma porção de 4 ou 5 colónias bem isoladas e de aspecto morfológico idêntico (várias estirpes da mesma espécie bacteriana). Repicar para 0.5 ml de meio de cultura líquido - ex: caldo brain-heart. Incubar em banho-maria 4 a 8 horas a 35° C. Ao fim destas 4-8 horas já ocorreu crescimento máximo o que significa que independentemente do tamanho do inóculo inicial, nesse momento, em 0.5 ml de caldo, o n° de bactérias é idêntico e portanto a sua concentração bacteriana é igual (é uma forma de padronizar o inóculo com que se vai semear o meio de Mueller-Hinton).

Retira-se então o inóculo (sempre constante) com uma ansa calibrada (de 0.001 ml), para 9.0 ml de água peptonada, com 1.5% de agar, entretanto mantida liquefeita a 45°-50° C. Após a inoculação este meio é agitado e colocado numa placa de Petri com o meio de Mueller-Hinton. Aguarda-se 15 minutos para "solidificar" em repouso e colocam-se os vários discos com a pinça (flamejada na chama do bico de Bunsen). Pressionam-se ligeiramente os discos colocados à superfície do meio para assegurar bom contacto.

Os discos devem ser colocados pelo menos a 1.5 cm de distância uns dos outros e da parede (de vidro) da placa de petri. Após alguns minutos colocar na estufa a 35° C (evitar níveis elevados de dióxido de carbono para evitar alteração do pH superficial do meio). Medir os halos de inibição completa após 16 a 18 h. Se houve adição de sangue, medir à superfície do agar.

Colónias grandes dentro do halo de inibição têm dois significados: representam estirpes resistentes ou um inóculo polimicrobiano que é sempre de evitar.

Numa situação urgente deve ler-se ás 5-6 h. e dar o relatório final ás 16-18 h. .

No caso de se usar discos com sulfonamida ou trimetroprim+sulfametoxazol, as bactérias podem originar várias gerações até que a inibição se inicie: lê-se até ao bordo de crescimento denso ignorando-se o bordo de crescimento menos denso (de menor distância ao disco). De referir que a timidina ou timina perturbam (diminuem) a susceptibilidade a estes ab.

Nos bacilos Gram-negativo pertencentes ao género Proteus com crescimento invasor (em "swarming"), mede-se também até ao bordo de crescimento mais denso, ignorando-se o de menor densidade.

As bactérias Haemophilus influenzae, Neisseria gonorrhoae ou Streptococcus pneumoniae exigem, respectivamente, um agar adicionado com 5% sangue de cavalo ou análogo sintético, adição de 5% sangue de cavalo + atmosfera rica em dióxido de carbono e adição de 5% de sangue de carneiro.

Pode-se fazer inoculação directa com os seguintes produtos:

- LCR 

- Emergências (outras) 

- Pús, que no Gram mostra muitas bactérias da mesma espécie.

O T.S.A. para o Mycobacterium é feito pelo método de diluição em tubo com agar Lowenstein-Jensen, e incubação mínima de 3-4 semanas.

2.3.3. Leitura e interpretação dos resultados.

Faz-se medindo os diâmetros dos halos e comparando os resultados obtidos com tabelas-padrão. Os resultados são expressos em SENSÍVEL (Bactéria inibida por dose passível de ser usada "in vivo") ou RESISTENTE (a bactéria suporta doses de ab muito superiores às passíveis de obter "in vivo"). Eventualmente poderão ser dados resultados de sensibilidades intermédias (que exigem por parte do clínico, aumento das doses usualmente utilizadas).

O teste de difusão não serve para bactérias:

- Capnofílicas.

- Crescimento lento.

- Anaeróbios.

TSA - particularidades em bactérias específicas.
Teste de sensibilidade em bactérias anaeróbias, de crescimento lento ou que exigem factores de crescimento específicos.

Estas bactérias constituem um grupo separado pelas particularidades do seu metabolismo e crescimento. A realização do TSA nestas bactérias exige cuidados especiais que se descrevem de seguida:

Bactérias anaeróbias: preparar o inóculo num caldo de tioglicolato; repicar para placas com agar Wilkins-Chalgren ou agar Brucella-sangue já adicionadas de ab em concentrações crescentes. Incubação em anaerobiose a 35° C, durante 48 horas.

O TSA também pode ser realizado por diluição em meios líquidos ou pelo E-teste.

Mycobacterium: preparar o inóculo com uma suspensão salina do bacilo, repicando para placas divididas em quadrantes com agar Middlebrook, Cohn ou Löwenstein-Jensen.

Pode-se utilizar o E-teste modificado ou provas radiométricas.

Sumário da aula nº B14

PROCESSOS IMUNOLÓGICOS e Biologia Molecular 

· Compreender os conceitos diagnóstico directo e indirecto

· Compreender os conceitos de antigénio e anticorpo

· Compreender o conceito de anti-soro e descrever modos de produção

· Descrever o conceito e procedimento geral para a identificação de antigénios/anticorpos

· Compreender técnicas e procedimentos para detecção de microrganismos por biologia molecular.

Serologia

Texto de apoio:

Introdução

Considera-se diagnóstico directo aquele em que é pesquisado o organismo ou os seus determinantes antigénicos ou componentes estruturais (exs: exotoxinas, cápsula polissacarídica, ácidos nucleicos, etc), constituindo diagnóstico indirecto a verificação da resposta imunológica do hospedeiro.

No sentido estrito serologia refere-se à determinação de anticorpos no soro do doente, mas num sentido mais lato envolve a determinação quer de antigénios quer de anticorpos, tanto no soro como em outros produtos biológicos, quer até directamente nas culturas. As provas serológicas baseiam-se, na detecção de reacções antigénio-anticorpo. 

Em relação à quantificação de anticorpos séricos para uma determinada substância (ou microrganismo) é dada sob a forma de título, que corresponde ao inverso da maior diluição para a qual a reacção ainda é positiva. O título determina-se efectuando diluições seriadas do soro em diferentes tubos (por exemplo a 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32 e assim sucessivamente), e fazendo-os a todos reagir com uma solução contendo o antigénio conhecido. Se, por exemplo, na diluição de 1/16 houve reacção (e em todas as anteriores) e já não houve na de 1/32, diz-se que o título é 16.

O significado clínico dum determinado título é controverso, dependendo do anticorpo em questão (e da sua relação ou não com doença), do estado imunológico do hospedeiro, do tipo de reacção efectuada e do método utilizado para a sua detecção.

Os vários laboratórios têm valores de referência ditos "normais" (conceito estatístico), a partir dos quais se considera a prova positiva. Pensa-se que, mais importante do que a constatação isolada de um título elevado, é uma subida do título de, pelo menos, quatro vezes entre duas determinações consecutivas e intervaladas.

Provas Serológicas


São muito diversificados os métodos de que actualmente dispomos para detectar as reacções antigénio-anticorpo, havendo ainda métodos não imunológicos com grande interesse em Microbiologia.


Pela sua importância, salientam-se as seguintes provas:

- precipitação; precipitação em gel (imunodifusão radial simples, imunodifusão dupla, imunoelectroforese, contra-imunoelectroforese, electroforese rocket);

- aglutinação (aglutinação de partículas de látex, hemaglutinação); co-aglutinação; floculação;

- fixação do complemento (em desuso);

- IF - imunofluorescência;

- ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay);

- RIA (radioimmunoassay)

- LAL (teste lisado de Limulus) (em desuso);

- neutralização; efeitos na actividade microbiana;

- immunoblotting

Precipitação


Trata-se de uma reacção em que o antigénio e o anticorpo são solúveis. A reacção de precipitação é indicada pela formação de um precipitado visível, quando as duas soluções se encontram. No entanto, a formação do precipitado pode ser inibida pelo excesso do anticorpo ou do antigénio. Este tipo de reacção pode ser usada para a determinação da proteína C reactiva.


A proteína C reactiva é uma proteína de fase aguda, que se encontra aumentada no soro do doente em várias patologias inflamatórias, de natureza infecciosa ou não, e que tem a particularidade de reagir com um ácido teicóico da parede celular do Streptococcus pneumoniae (substância C). Assim sendo, a sua pesquisa pode fazer-se adicionando ao soro problema essa substância (a partir de uma cultura de Streptococcus pneumoniae) ou, em alternativa, um anticorpo já preparado anti-proteína C reactiva, e observando se há ou não precipitação.


As reacções de precipitação são mais sensíveis e podem ser melhor observadas se o antigénio e o anticorpo difundirem um em direcção ao outro num gel de agar, o que constitui a base de diferentes métodos.


Na imunodifusão radial simples, colocam-se concentrações definidas de antigénio (ou anticorpo) em pequenos poços abertos numa placa de agar embebido no anticorpo respectivo (ou antigénio)formando-se um anel de precipitação cuja área pode ser determinada.


Na imunodifusão dupla, o gel de agar não possui antigénio ou anticorpo dissolvidos, estes são colocados em poços abertos na placa. Ambas as substâncias, ao difundirem, acabam por se encontrarem e reagirem, observando-se bandas de precipitação.


Na imunoelectroforese, podem colocar-se os antigénios em poços e o anticorpo ao longo de um sulco central no gel de agar, fazendo actuar sobre o conjunto um campo eléctrico, o que também dá origem a bandas de precipitação que podem ser estudadas.


A contra-imunoelectroforese é efectuada em gel em que o pH é escolhido de forma a que o anticorpo está carregado positivamente e antigénio negativamente. Aplica-se um campo eléctrico ao longo da placa, e forma-se um arco de precipitação. O princípio é semelhante ao da imunodifusão dupla, embora a sensibilidade seja 10 a 20 vezes superior.


Na electroforese-rocket, aplica-se um campo eléctrico a um gel que contém um anticorpo, ao longo do qual se vão deslocar os antigénios, que devem ter carga eléctrica diferente. Formam-se, assim, colunas de precipitação, de dimensões diferentes de acordo com a concentração.

Aglutinação

As reacções de aglutinação têm por base a adsorção de antigénios conhecidos a partículas grandes em suspensão (partículas de látex, bactérias, glóbulos rubros, etc.). Colocando essa suspensão em contacto com o soro do doente, verifica-se se este possui o anticorpo em questão, o que se traduz pela aglutinação das partículas, facilmente visível a olho nu.


São exemplos de reacções de aglutinação as reacções de Widal (para Salmonellae), de Wright (para Brucellae) e de Weil-Felix (para Rickettsiae). Nesta última não se usam antigénios de Rickettsiae pela dificuldade na sua obtenção, mas as estirpes OX-2, OX-19, OX-K de Proteus vulgaris, uma vez que se verificou que estas dão reacção cruzada com os anticorpos anti-Ricketsiae.


Para além dos agentes referidos, podem usar-se reacções de aglutinação no diagnóstico de diversas outras doenças, bem como na identificação de anticorpos contra parasitas (Plasmodium, Leishmania, Toxoplasma gondii).


A aglutinação de partículas de látex é eficaz na detecção de antigénios de Streptococci, Cryptococcus neoformans e agentes de meningite bacteriana, sendo ainda usada na pesquisa de anticorpos contra o vírus citomegálico e o vírus da rubéola.


Na co-aglutinação, há duas reacções de aglutinação em simultâneo. Como exemplo, refira-se o uso de estirpes de Staphylococcus aureus como transportadores inespecíficos de imunoglobulinas (anticorpos) contra determinados antigénios. A maioria das bactérias desta espécie possui uma proteína de superfície (proteína A), que tem elevada afinidade para o segmento Fc das imunoglobulinas IgG1, IgG2, IgG4, anticorpos que, por sua vez, se ligam especificamente ao antigénio a pesquisar (co-aglutinação).


As reacções de floculação são um caso particular de aglutinação, em que as partículas são muito pequenas e, por vezes, apenas visíveis ao microscópio. São exemplos de utilização da floculação (com partículas visíveis macroscopicamente) algumas provas serológicas da sífilis, que se revestem de grande importância quando não é possível visualizar directamente o agente.

Fixação do Complemento


Nesta reacção, pesquisa-se a presença de anticorpos no soro do doente, colocando-o em contacto com uma solução conhecida de antigénios. Se o doente possuir anticorpos formam-se complexos antigénio-anticorpo. Adiciona-se depois o complemento, que pode ser fixado (se houver complexos antigénio-anticorpo) ou não. Um sistema indicador (por exemplo, eritrócitos sensibilizados ao complemento) diz-nos se houve ou não consumo de complemento. Se houve, não se observam alterações nos glóbulos (reacção positiva); se não houve fixação do complemento, ele vai fixar-se aos glóbulos rubros sensibilizados, lisando-os (reacção negativa).


Os testes de fixação do complemento, feitos sobretudo em laboratórios de referência, são úteis para o diagnóstico de infecções por alguns vírus respiratórios, Influenza A e B, Parainfluenza, Adenovírus e Arbovírus, bem como em algumas doenças fúngicas e na febre Q.

Imunofluorescência


A imunofluorescência pode usar-se para pesquisar a existência de antigénios em células (eucariotas e procariotas) ou tecidos (imuno-histologia). Pode ser directa ou indirecta.


Na directa, adiciona-se à amostra a estudar uma solução de anticorpo fluoresceinado (ligado a uma substância fluorescente). Depois de incubar e lavar, observa-se ao microscópio de fluorescência, cuja fonte luminosa é a luz ultravioleta. A observação de fluorescência revela a presença do antigénio.


Na imunofluorescência indirecta, adiciona-se primeiro um anticorpo específico para o antigénio a pesquisar, visualizando-se depois a reacção através da adição de uma anti imunoglobulina fluoresceinada, seguida de incubação, lavagem e observação ao microscópio de fluorescência.


Há testes de imunofluorescência disponíveis comercialmente para detectar anticorpos contra Legionellae, Borrellia burgdorferi, Toxoplasma gondii, vírus Varicella zoster, vírus citomegálico, diversos antigénios do vírus Epstein-Barr, vírus Herpes simplex I e II, vírus da rubéola, Mycoplasma pneumoniae, Treponema pallidum pallidum (FTA-ABS) e várias Rickettsiae.


ELISA


O ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) é um método semelhante à imunofluorescência, com boa sensibilidade, que usa uma enzima (por exemplo a peroxídase) em vez da substância fluorescente. Em seguida, é adicionado um substracto que muda de cor sob a acção da enzima, fazendo-se a leitura visualmente ou com o auxílio dum espectrofotómetro.


Hoje em dia, os sistemas ELISA são largamente usados nos laboratórios de Microbiologia, permitindo a detecção de antigénios ou anticorpos em relação a um vasto número de agentes infecciosos (bacterianos, fúngicos, parasitários e víricos).


RIA


O RIA (radioimmunoassay) é usado essencialmente para pesquisar antigénios em amostras séricas (nomeadamente hormonas ou proteínas), mas também pode ser usado para determinar anticorpos. No diagnóstico de doenças infecciosas, é usado essencialmente na detecção de antigénios ou anticorpos dos vírus de hepatite, enterovírus e Legionella.


Os anticorpos do doente (não marcados) competem com anticorpos marcados radioactivamente para os mesmos locais de ligação em quantidades definidas de antigénio. A quantificação de anticorpos do doente é feita através da redução da radioactividade do complexo antigénio-anticorpo, quando comparado com um controle em que só existia anticorpo marcado (sem o soro do doente), fazendo-se a leitura da radioactividade numa gama-câmara.


O desenvolvimento da imunofluorescência e dos testes imuno-enzimáticos (ELISA) vem relegar para segundo plano o RIA, uma vez que torna disponíveis testes tão sensíveis como este último sem os riscos inerentes à radioactividade.

Teste do lisado de Limulus


Em 1964 foi descoberto que a hemolinfa de uma espécie de caranguejo (do género Limulus) gelificava na presença de endotoxina, devido à existência de células especiais (amebócitos). A partir daí desenvolveu-se o teste LAL (Limulus amebocyte Iysate), que identifica endotoxina de bactérias Gram negativas presente nos fluídos corporais, sendo altamente sensível.

Efeitos na actividade microbiana


Há um conjunto de testes que se baseiam na capacidade dos anticorpos inibirem determinada propriedade biológica dos microrganismos em questão. São exemplos destas técnicas a neutralização de toxinas ou enzimas, através da anulação da actividade dessas substâncias pela reacção antigénio-anticorpo, o bloqueio da actividade metabólica de microrganismos em cultura, a imobilização de bactérias flageladas e outras situações análogas. No caso particular de vírus citopáticos, podem ser pesquisados anticorpos que reduzam a infecciosidade vírica através da diminuição da morte celular em culturas de células infectadas pelo vírus.


A pesquisa do título de anti-estreptolisina O no soro do doente é um exemplo de reacção de neutralização. A estreptolisina O é uma das hemolisinas produzidas pelos Streptococci, que induz, no indivíduo infectado, a produção de anticorpos (anti-estreptolisina O). A pesquisa faz-se colocando o soro do doente (em diluições seriadas, para determinar o título) em contacto com uma quantidade fixa de estreptolisina O e glóbulos rubros de carneiro (indicador). A observação de hemólise corresponde à primeira diluição em que a quantidade de anticorpos do soro do doente, presentes no tubo, não é capaz de neutralizar toda a estreptolisina O, logo, esta vai manifestar-se, daí em diante, hemolisando os glóbulos.

Immunoblotting


No immunoblotting, as proteínas das amostras (antigénios) são submetidas a electroforese num gel de poliacrilamida e após a sua separação são transferidas para uma membrana de nitrocelulose. Esta é tratada com o anticorpo marcada com sonda radioactiva. 

As bandas antigénicas que tenham fixado anticorpo são então visualizadas por auto-radiografia. A técnica pode ser modificada para que a detecção seja feita por métodos imuno-enzimáticos.

Biologia Molecular 

· A Biologia molecular veio revolucionar o diagnóstico em Microbiologia.

· São objectivos desta aula o domínio de uma linguagem própria da Biologia molecular anexando-se por isso um glossário; compreender as vantagens e os inconvenientes desta tecnologia comparativamente à metodologia clássica e ainda as suas aplicações à microbiologia.

· Pretende-se um conhecimento, ainda que superficial, de algumas estratégias utilizadas no diagnóstico por biologia molecular

Texto de apoio

Glossário

DNA – sequência repetitiva de quatro nucleotídeos (adenina, guanina, citosina e timina) dispostas em dupla hélix ligada por pontes de hidrogénio (dsDNA); “Single strand” de DNA (ssDNA)

RNA – sequência repetitiva de quatro nucleotídeos (adenina, guanina, citosina e uracilo) dispostas em cadeia simples

Desnaturação – separação de duplas cadeias por destruição das pontes de hidrogénio por calor, pH alcalino

Hibridização – processo de “reannealing” – ligação de cadeias de diferentes origens

ex: RNA-RNA, RNA-ssDNA, DsDNA-ds-DNA

“Probe” – Sonda ou Primer – Curta sequência de ácidos  nucleicos complementar de regiões específicas do alvo resultando numa hibridização estável

“Probe array” – “gene chip” – colecção de numerosos oligonucleotídos presos a uma superfície de silicone

Extracção – método químico de isolamento de ácidos nucleicos

Amplicon – produto amplificado

Genotipagem – análise sequencial dos nucleotídeos

Detecção – processo de visualização da reacção

Escolha do alvo – depende do objectivo. 


Pode detectar género, espécie ou até estirpe


Alvos de DNA são os mais específicos porque contêm regiões únicas


Alvos de RNA também são usados porque há mais cópias de RNA que de DNA o que aumenta a sensibilidade da detecção. RNAm pode também ser utilizado com a vantagem de distinguir células dormentes de células em crescimento activo. RNAr é o alvo mais usado em provas de “screening”. RNAr é muito mais “conservado” (menor variabilidade) que RNAm e há mais cópias que de DNA; excepto nos vírus que não têm RNAr. DNA plasmídico, DNA extracromossómico também pode ser usado como alvo; as limitações é que os plasmídeos podem estar presentes em células não alvo.

Seja DNA ou RNA, o melhor alvo é a sequência de nucleotídeos só presente em células alvo - especificidade.

Especificidade – o alvo deve ser único e a sonda deve hibridizar especificamente com ele e não consigo própria ou com locais fora do alvo. Não é preciso saber as funções da sequência.

Selecção da “Probe” ou sonda – a sua produção é muito fácil desde que se conheça o alvo.

“Probe” ideal – sequência de cadeia simples, DNA ou RNA que possa hibridizar com o alvo pretendido 

· isolamento da mesma 

· reprodução em grandes quantidades 

· ligação a compostos de modo a ser detectada

Tamanho da “probe” (sonda): de 10 bases a 10000, o mais frequente é de 14 a 40 pares de bases. É necessário o mínimo de 20 nucleotídeos.

Sequências curtas - hibridização mais rápida, risco de menor especificidade, mais difíceis de marcar

Sequências longas - hibridização mais estável a altas temperaturas e baixa concentração de sais

“Kits” comerciais preferem sondas pequenas de rápida hibridização, longa estabilidade, facilidade de preparação e capacidade de detecção de alterações menores no alvo

Marcação da sonda – é fundamental que a existência de hibridização seja revelada. Os marcadores podem ser incorporados ou ligados à sonda: 32P, 35S, 125I; fosfatase alcalina, peroxidase, biotina revelada por enzimas ligadas à avidina, ou ainda a fluorocromo .

A marcação radioactiva normalmente é mais sensível mas com mais falsos positivos e com os inconvenientes da radioactividade.

Vantagens em relação a outros métodos

· métodos culturais

necessitam manutenção da viabilidade dos microrganismos; dependem da velocidade de crescimento dos mesmos

· métodos de detecção antigénica
menor especificidade

· métodos serológicos
dependem da resposta imunológica do hospedeiro; RN /mãe

· métodos de Biologia molecular
mais rápidos, mais sensíveis, mais específicos

Aplicações em Bacteriologia, Micologia, Parasitologia e Virologia

· Aplicações nas diversas áreas

· Epidemiologia

· Diagnóstico

· “Follow-up”

· Resistências a fármacos

Em cada caso comparar com outras técnicas

Estratégias de Hibridização

calor/alto pH

dsDNA--------------------------ssDNA
  " reanneal"

RNA-------------------------------RNA

Líquida

Sólida: “dot” ou “blot”

mais usada
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Métodos de Amplificação - processo pelo qual múltiplas cópias de ácidos nucleicos são produzidos o que aumenta enormemente a sensibilidade da detecção

PCR 

Mullis, 1983; o método de amplificação de ácidos nucleicos mais frequentente usado, principalmente de DNA. Três fases fundamentais :

· desnaturação dsDNA em ssDNA

· “primers annealing" ao ssDNA
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extensão da síntese da cadeia complementar a ssDNA para formar cDNA

É necessário fornecer nucleotídeos e enzimas para a reacção
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LCR

Enquanto no PCR se sintetiza moléculas de DNA a partir de oligonucleotídeos individuais, aqui é usada uma enzima termoestável que liga 2 oligonucleotídeos imediatamente adjacentes.

Desnaturação, “annealing” e ligação. 20 a 30 ciclos amplifica 106 vezes o alvo original


variedade: G-PCR “gapped-LCR”


envolve o uso de Taq e Ligase; 2 oligonucleotídeos “primers” que são “anneled” ao alvo mas ficam com um espaço entre eles que é preenchido com a ajuda da Taq.
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Amplificação do sinal

bDNA


detecção por quemiluminescência da ligação do alvo ao DNA ramificado;


promissora quanto à possibilidade de quantificação



Sumário da aula prática nº B15 

Diagnóstico indirecto (Serologia)

Objectivos e o texto de apoio – consultar a aula nº 14 (pág. 45 e seguintes)

Execução prática

· Realizar provas de aglutinação para pesquisa e quantificação de anticorpos – reacção de Wright, Widal e Weil-Félix

· Realizar (se possível) ou apenas observar resultados obtidos com outras técnicas serológicas

Sumário das aulas práticas nºs B16 e B17

COCOS GRAM POSITIVO

· Conhecer características gerais dos géneros Staphylococcus, Streptococcus e Enterococcus.

· Conhecer provas laboratoriais para isolamento e identificação desses géneros de cocos Gram positivo e das respectivas espécies.

· Observar e analisar sementeiras de cocos Gram positivo em vários meios de cultura.

· Executar sementeiras e algumas provas conducentes à identificação de cocos Gram positivo: (Staphylococcus) sementeira em Agar Manitol Sal, sementeira em Agar Sangue, prova da catálase, prova da coagulase. prova da DNase, prova da gelatinase e provas de sensibilidade à novobiocina.

· Executar algumas provas conducentes à identificação de cocos Gram positivo: (Streptococcus) prova da catálase, sementeira em Agar Sangue, prova de sensibilidade à bacitracina, prova de CAMP, prova de sensibilidade à optoquina, prova de lise em presença de bile, prova da hidrólise da bile esculina, sementeira em caldo com 6,5% de NaCl e em meio de Slanetz & Bartley.

· Conhecer algumas características de outros géneros de cocos Gram positivo.

· Observar e analisar as provas laboratoriais realizadas na aula anterior com vista à identificação de cocos Gram positivo.

Texto de apoio:

Métodos laboratoriais para o estudo de cocos Gram-positivo
População microbiana autóctone de cocos Gram-positivo.

Cocos piogénicos Gram-positivo responsáveis por Patologia Humana.

Staphylococcus

Características gerais.


Breve referência às infecções provocadas por este género bacteriano.


Espécies mais frequentemente isoladas.

Streptococcus

Características gerais.


Infecções por Streptococcus e “doenças pós-estreptocócicas”.


Classificação (características das colónias, tipo de hemólise em Agar-


-sangue, composição antigénica da parede celular, reacções bioquímicas).

Enterococcus

Características. Patologias mais comuns.


Relação com o género Streptococcus.

Colheita da amostra e transporte ao laboratório
Isolamento e identificação

Exame directo. Exame cultural. Meios utilizados.


Prova da catálase.


Prova da coagúlase. Fermentação do manitol.


Provas da bacitracina, da optoquina e da lise em presença de sais biliares.


Outras provas.


Hemólise em Agar-sangue. Soros de Lancefield.


Identificação por sistemas miniaturizados.


Fagotipagem.

Teste de sensibilidade aos antimicrobianos

Sumário das aulas práticas nºs B18 e B19

BACILOS GRAM NEGATIVO

· Conhecer características gerais da família Enterobacteriaceae.
· Conhecer provas laboratoriais características da família Enterobacteriaceae.
· Executar sementeiras de bacilos Gram negativo em meios de cultura selectivos e diferenciais (CLED, MacConkey, Levine e SS agar).

· Executar provas bioquímicas: fermentação da glicose, redução dos nitratos e prova das oxídases.

· Conhecer características gerais dos géneros mais importantes da família Enterobacteriaceae.
· Conhecer provas laboratoriais para diferenciação de géneros e espécies desta família.
· Observar e analisar as sementeiras de bacilos Gram negativo em meios de cultura selectivos e diferenciais.

· Analisar as provas bioquímicas: fermentação da glicose, redução dos nitratos e prova das oxídases.

· Executar algumas provas bioquímicas: sementeira em meio de Kligler, meio de ureia, meio de água peptonada com triptofano, meio de Simmons, meios para executar a prova MR/VP, e meios para a descarboxilação da lisina e desaminação da fenilalanina.

· Analisar as provas bioquímicas executadas.

· Identificar a bactéria estudada através da utilização de tabelas de provas bioquímicas.

· Aprender a usar tabelas de provas bioquímicas para Enterobacteriaceae e outros bacilos Gram negativo.

Texto de apoio:

Consultar o Texto de Apoio das aulas práticas B11 (pág. 29 a 39)

Métodos laboratoriais para o estudo de bacilos Gram-negativo

A importância da família Enterobacteriaceae

Características para a inclusão de uma bactéria nesta família

Espectro das infecções

Géneros mais importantes 

Colheita da amostra e sua manipulação

Especificidades de acordo com o produto biológico colhido

Isolamento e identificação

Exame directo - exame a fresco e exame com coloração

Exame cultural - selecção de meios de cultura a utilizar (meios selectivos e outros)

- importância do produto biológico colhido e da suspeita clínica

Provas bioquímicas “clássicas” e sistemas miniaturizados comerciais (ver abaixo)

Métodos serológicos - estirpes patogénicas específicas (ex: Escherichia coli O157:H7, Escherichia coli K1, ...), objectivos epidemiológicos e suas limitações (reacções cruzadas com bactérias da mesma família e outros microrganismos)

Provas de sensibilidade aos antimicrobianos - sua importância 

BACILOS GRAM NEGATIVO – uso de sistemas miniaturizados
Sistemas miniaturizados para identificação de bactérias da família Enterobacteriaceae 


A identificação dos microrganismos existentes num produto biológico faz-se pela observação microscópica da sua morfologia, tipo de associação, comportamento a diversas técnicas de coloração, características de crescimento em vários meios de cultura e estudo de actividades enzimáticas e bioquímicas.


A observação das diversas características culturais exige um considerável número de meios de cultura, tubos, placas de petri, e muito trabalho do Técnico.


Com a finalidade de reduzir gastos e tempo, foram desenvolvidos vários sistemas miniaturizados produzidos por laboratórios comerciais que permitem a identificação rápida de microrganismos.


Alguns destes sistemas usam códigos, de modo a poderem ser computadorizados.


Dois daqueles sistemas:

Enterotubo II

API 20 E

foram já apresentados e qualquer deles é destinado à identificação de vários microrganismos, entre os quais os bacilos Gram negativo pertencentes à família das Enterobactereaceae 

Sumário da aula prática nº B 20

Cocos Gram negativo

· Conhecer as características gerais dos géneros Neisseria e Moraxella
· Conhecer provas laboratoriais para isolamento e identificação desses géneros de cocos Gram negativo e das respectivas espécies

· Compreender como se processa o diagnóstico laboratorial de cocos Gram negativo

TEXTO DE APOIO:

Métodos laboratoriais para o estudo de cocos Gram negativo 


Embora existam vários  géneros de cocos Gram negativo, salientam-se dois em patologia humana – Neisseria e Moraxella. Os membros do primeiro são diplococos, aeróbios, imóveis, não esporulados, oxidase positiva e catálase positiva, salientando-se dentre eles as espécies N. meningitidis e N. gonorrhoeae. 

São formadores de pus e daí a designação de cocos piogénicos.

A N. meningitidis provoca um amplo espectro de infecções. A N. gonorrhoeae é o agente da blenorragia ou gonococia (DST) e outras patologias.

A M. catarrhalis habita as vias aéreas superiores, mas pode ocasionar doença, de maior gravidade nos imunodeprimidos.

Colheita
N. meningitidis - exsudados rinofaríngeos, sangue ou LCR (assepsia rigorosa e transporte imediato para o laboratório). N. gonorrhoeae - colhe-se com zaragatoa adequada o exsudado uretral ou endocervical e semeia-se o mais rapidamente possível. Habitualmente recorre-se ao uso de meios de transporte (ex.s: meio de Stuart, meio de Amies, etc.).

Diagnóstico laboratorial 

Ao exame directo, a observação de diplococos Gram negativo no citoplasma de células inflamatórias é sugestiva de Neisseriae. Para o exame cultural pode recorrer-se ao agar-chocolate (LCR) ou a um caldo com factores de crescimento (sangue). Tratando-se dum produto polimicrobiano, usa-se um meio selectivo para Neisseriae, por exemplo, os meios de Thayer-Martin, Martin-Lewis e New York City. Faz-se incubação a 37º durante 24 - 48 h, com 5 a 10 % de CO2. Nas colónias suspeitas deverá ser feita a prova das oxidases. Em ambos os géneros, para identificação da espécie, efectuam-se provas bioquímicas.


É conveniente efectuar TSA sempre que se isolar um membro do género Neisseria, especialmente se se tratar da N. gonorrhoeae, uma vez que têm vindo progressivamente  a adquirir resistência a vários antibacterianos.

Sumário da aula prática nº B21 

BACILOS ÁLCOOL-ÁCIDO RESISTENTES. 

GÉNERO MYCOBACTERIUM
Colheita e preparação das amostras


Amostras contaminadas – métodos de digestão / descontaminação


Amostras não contaminadas

Exames directos


Microscopia –  Métodos de coloração: Ziehl-Neelsen. Fluorescência

Culturas –        Meio de Löwenstein-Jensen, Dubos, Middlebrook, 7 H9, métodos 
       automatizados

Identificação – Niacina, anilsulfatase, sondas de DNA

Prova de susceptibilidade aos tuberculostáticos

Métodos de detecção de ácidos nucleicos - PCR

Sumário das aulas práticas nº PB22 a PB29 

DIAGNÓSTICO MICROBIOLÓGICO de produtos biológicos

PB22 - Sangue, LCR e outros líquidos orgânicos

PB23 - Infecções do tracto respiratório superior

PB24 - Infecções do tracto respiratório inferior

PB25 e PB26 - Infecções do Tracto Urinário

PB27 e PB28 - Diagnóstico das Infecções Genitais

PB29 - Infecções intestinais

OBJECTIVOS

· Compreender o modo como se processa a colheita, o transporte e diagnóstico laboratorial das diferentes amostras.

· Elaborar um "algoritmo" explicativo das diferentes etapas a percorrer até à identificação do agente infeccioso.

· Executar experimentalmente o objectivo referido no número anterior em todos os produtos biológicos disponíveis.

Diagnóstico microbiológico

- Colheita

- Transporte

- Exame Laboratorial

-  Exames a fresco ou com coloração

-  Exames culturais

-  Identificação

-  Eventual TSA

-  Exames indirectos - Serologia

Sumário das aulas práticas  nº M30 e M31

DIAGNÓSTICO MICOLÓGICO

OBJECTIVOS

· Conhecer efeitos benéficos e prejudiciais dos fungos para o Homem.

· Conhecer características morfológicas dos fungos (bolores e leveduras).

· Conhecer os vários mecanismos de reprodução dos fungos (bolores e leveduras).

· Conhecer características culturais dos fungos.

· Conhecer os métodos laboratoriais usados para o estudo de bolores e leveduras.

· Observar à lupa colónias de bolores e leveduras.

· Executar a técnica de cultura em lâmina.

· Observar ao microscópio óptico preparações de cultura em lâmina.

· Conhecer características macroscópicas e microscópicas de alguns géneros de bolores e de leveduras. 

TEXTO DE APOIO:

· Diagnóstico micológico no laboratório: aspectos gerais.

· Colheitas de produtos biológicos. Meios de cultura.

· Exame directo e exame cultural. Observação macroscópica e microscópica.

Importância dos fungos como agentes da doença

Diagnóstico micológico

Colheita e transporte dos diversos produtos biológicos

– Micoses superficiais: pele, pelos e unhas.

– Micoses subcutâneas: lesões fechadas (aspiração), lesões abertas (zaragatoa), em abcessos, fístulas, etc.

– Micoses disseminadas: expectoração lavados brônquicos ou gástricos; sangue e medula óssea; líquidos cefalo-raquidiano, pleural e sinovial; urina e fezes; amostras de biópsia ou autópsia; amostras obtidas de úlceras da córnea, cavidade oral e do ouvido externo.

Exames microscópicos directos

- Uso de KOH ou NaCL e Lactofenol azul de algodão (LPCB)

- Uso de pancreatina ou N-acetil-cisteína (expectoração ou pus)

- Técnicas de coloração: Gram, Giemsa; LPCB, etc.

Exames culturais

- Todos os produtos biológicos devem ser semeados em meios de cultura independentemente de terem sido ou não sido observadas estruturas fúngicas nos exames directos.

- Entre outros usados: meio agar e caldo de Sabouraud, meio Mycobiótico, Mycosel ou outro (contém ciclohexamide e um antibacteriano), agar sangue, agar BH, meio para Dermatófitos, etc.

- Culturas a 36±1ºC e à temperatura ambiente (TA), períodos de incubação (24-48) horas até 4 semanas.

Critérios de identificação dos fungos

- Baseados fundamentalmente em aspectos morfológicos observados por macro e microscopia.

- Culturas em lâmina ou "slide-cultures" (fungos filamentosos).

- Fungos unicelulares (leveduras): formação de tubos germinativos (género Candida), provas de assimilação de carbohidratos (provas clássicas e provas miniaturizadas)

Sumário das aulas práticas nº M32 e M33

DERMATOFITOSES E CANDIDOSES

OBJECTIVOS

· Diagnóstico micológico nas Dermatofitoses

· Diagnóstico micológico nas Candidoses

Classificação das Dermatofitoses

Classificação dos Dermatófitos

Géneros Microsporum

Trichophyton

Epidermophyton

TEXTO DE APOIO:

Diagnóstico micológico

· Colheita e transporte dos produtos: pele e faneras. Uso da luz UV ( Lâmpada de Wood ).

· Exame microscópico directo após clarificação: acção de bases ( KOH ou NaOH ). Uso de LPCB.

· O tipo de invasão do cabelo, observado microscopicamente, é um auxiliar precioso para a identificação etiológica do agente, dado haver padrões consistentes na posição e arranjo das hifas e esporos.

· Parasitismo incaracterístico na pele e unhas.

· Exames culturais.

· Necessidade da cultura independentemente de serem ou não visualizadas estruturas fúngicas  nos exames directos. Escolha do meio de cultura, do tipo de sementeira, da temperatura e do período de incubação.

· Notar o ritmo de crescimento, fazer uma cuidadosa observação macroscópica do verso e do reverso das colónias, as suas características morfológicas, cor e pigmentação.

· Observação microscópica dos elementos constituintes da colónia  filamentosa ( hifas e esporos ).

· O somatório dos dados obtidos facultará a classificação do fungo no género e eventualmente na espécie em causa.

As Leveduras do género Candida

Candida albicans e outras espécies - perspectiva actual e "futura" 


"Espectro" da colonização / infecção por Candida spp 


As "condicionantes" das candidoses mais frequentes

Diagnóstico micológico


Colheita e transporte ao laboratório


Processamento da amostra


Exame directo: metodologia


Exame cultural: 
escolha dos meios de cultura





condições de incubação


Identificação:

presuntiva





definitiva





provas mais importantes / interesse relativo





perspectiva actual 


Testes de sensibilidade aos antifúngicos

Sumário da aula prática G34

ESTERILIZAÇÃO

OBJECTIVOS

· Conhecer as definições dos vários termos mais frequentemente usados

· Conhecer as condições que influenciam à actividade dos agentes antimicrobianos

· Conhecer os diversos métodos físicos: calor; filtração; radiação

· Conhecer os diversos métodos químicos: fenóis; alcóois; halogénios; metais pesados; compostos quaternáveis de amónio; aldeídos; gases esterilizantes

· Observar o funcionamento de alguns aparelhos destinados à esterilização, existentes no Serviço
Sumários das aulas práticas P35 a P41

P35 - Exame parasitológico: aspectos gerais.

P36 e P37 - Exame parasitológico para pesquisa de Protozoários  nas fezes, urina e 
        exsudato vaginal

P38 e P39 - Exame parasitológico para pesquisa de Metazoários nas fezes e urina

P40 e P41 - Exame parasitológico para pesquisa de Protozoários e Metazoários no 
 
      sangue e tecidos

OBJECTIVOS

Exame Parasitológico: aspectos gerais

· Conhecer as técnicas e metodologias a utilizar no exame parasitológico dos diferentes produtos biológicos.

· Avaliar as competências da utilização da microscopia óptica nos exames parasitológicos.

· Conhecer como se processa a colheita, o transporte e os exames efectuados no Laboratório de Microbiologia. 

· Compreender a importância dos exames macro (consistência, cor, elementos presentes) e microscópico na identificação dos agentes da parasitose, em amostras de fezes.

· Executar exames a fresco simples ou com lugol e exames após técnicas de concentração (flutuação), em amostras de fezes.

· Observar preparações definitivas na alternativa aos exames a fresco.

Exame parasitológico para pesquisa de Protozoários  nas fezes, urina e exsudato vaginal

· Identificar com o recurso à microscopia óptica e em exames de fezes a fresco e em preparações definitivas as características morfológicas das seguintes espécies de protozoários:

· Entamoeba histolytica 

· Entamoeba coli (saprófita)

· Giardia lamblia 

· Balantidium coli

· Reconhecer as características morfológicas e a mobilidade do Trichomonas vaginalis recorrendo à projecção de um vídeo e/ou diapositivos de um exsudato vaginal ou urina.

· Reconhecer as características morfológicas presentes nas espécies referidas no objectivo nº 1 recorrendo à projecção de diapositivos.

· Relacionar as características dos parasitas com os respectivos ciclos de vida.

Exame parasitológico para pesquisa de Metazoários nas fezes e urina
· Identificar com o recurso à microscopia óptica, em exames de fezes a fresco e em preparações definitivas as características morfológicas dos seguintes grupos de metazoários.

Platelmintas:

· Trematodos:

· Fasciola hepatica

· Schistosoma mansoni

· Cestodos:

· Taenia so!ium

· Taenia saginata

· Hymenolepis nana

· Hymenolepis diminuta
· Nematelmintas:

· Enterobius vermicularis

· Ancy!ostoma duodenale

· Necator americanus

· Ascaris lumbricoides

· Trichuris trichiura

· Strongyloides stercoralis
· Identificar com o recurso à microscopia óptica, em exames de urina (sedimento) a fresco e em preparações definitivas as características morfológicas da seguinte espécie:

· Schistosoma haematobium

· Relacionar as características dos parasitas com os respectivos ciclos de vida.
Exame parasitológico para pesquisa de Protozoários e Metazoários no sangue e tecidos

1 Identificar com o recurso à microscopia óptica, em exames de sangue e tecidos os seguintes parasitas: 

· Leishmania 

· Trypanosoma

· Plasmodium spp.
· Filárias

2 Reconhecer as características morfológicas dos géneros parasitas referidos no objectivo anterior recorrendo à projecção de diapositivos.

3 Relacionar as características dos parasitas com os respectivos ciclos de vida.

4 Conhecer e identificar alguns dos vectores indispensáveis ao ciclo de vida de determinados parasitas, designadamente Anopheles e G!ossina.
46E
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