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1 – SINÔNIMO

Identificação manual dos bgn e bgnnf
2 – OBJETIVO

Este POP estabelece critérios e procedimentos cujo objetivo seja aplicar as técnicas de identificação de Bacilo ou Cocobacilo Gram Negativo das amostras clínicas. 

3 – CAMPO DE APLICAÇÃO

Este POP se aplica à identificação do patógeno isolado das amostras clínicas. 

4 – COLETA

NA
5 – DEFINIÇÕES 

Para efeito deste POP, aplicam-se as seguintes definições:

5.1 – DA AMOSTRA

Colônias com crescimento de 24 horas, isoladas de meios próprios e cujo resultado da coloração de Gram foi Bacilo ou Cocobacilo Gram Negativo;

5.2 – DAS AMOSTRAS INADEQUADAS

· Colônias aglomeradas, ou seja, sem isolamento adequado;

· Colônias “velhas”, ou seja, com crescimento superior a 24 horas.

5.3 – DOS LIMITES DE DETECÇÃO

· A semeadura de grandes quantidades de amostra, nos meios de identificação, pode causar a viragem do pH dos meios e não permitir a identificação correta;

· Meios de cultura e reativos sem controle interno de qualidade poderão apresentar resultados incompatíveis

6 – SIGLAS

BACTE – Bacteriologia Geral

POP – Procedimento Operacional Padrão

NA – Não Aplicável 

LIA – Lisina Iron Agar

TSI – Tri Sugar Iron / Triplice açúcar-ferro

SIM – meio para as provas de produção de gás Sulfídrico, Indol e Motilidade

VM – Vermelho de Metila

VP – Voges – Proskauer

KOH – Hidróxido de Potássio

TSA – Teste de Sensibilidade aos Antimicrobianos (Antibiograma)

CBGN – Cocos Bacilos Gram Negativo
BGN – Bastonete/Bacilo Gram Negativo

BGNNF – Bastonete/Bacilo Gram Negativo Não Fermentador

UFC – Unidade Formadora de Colônia

OF – Oxidação/Fermentação

7 – PROCEDIMENTOS

7.1 – PRINCÍPIO DO MÉTODO

A identificação das amostras identificadas pela coloração de GRAM como BGN ou CBGN é baseada, principalmente, na determinação da presença ou não das diferentes enzimas do material genético bacteriano. Estas enzimas regulam o metabolismo das bactérias ao longo das diversas vias metabólicas.

Através dos meios de triagem e bioquímicos, juntamente com um sistema indicador, identificar as amostras isoladas a nível de gênero e, se possível, espécie.
7.2 – REAGENTES E MATERIAL

· Alça e Agulha de níquel-cromo;

· Alça ou agulha de platina;

· Pilot para Retroprojetor;

· Bico de Bunsen;

· Reativos: de Oxidase, Kovac´s (para Indol), Vermelho de Metila (para VM), KOH a 4% e Alfa naftol a 5% (para VP), Cloreto férrico a 10% (para Fenilalanina), Ácido Clorídrico a 1N (para DNAse), Griess-Ilosvays (para Nitrato)

· Meios de triagem e bioquímico: TSI (ou Kliger), Uréia de Christensen, Fenilalanina, SIM, Citrato segundo Simmons, Malonato, Glicerol, Manita com Durhan, LIA, VM/VP, Gelatina, Esculina, Nitrato, DNAse, OF de Glicose, Lactose, Maltose e Sacarose, Ágar simples, Disco de Polimixina B de 300 UI;

· Papel de filtro para teste de oxidase

· Placa de vidro

· Hipoclorito de sódio à 2%;

· Álcool à 70%;

· Gaze em compressa;

· Papel toalha.

7.3 – EQUIPAMENTOS

· Câmara de segurança biológica;

· Estufa bacteriológica aferida com a temperatura 35-37ºC;

· Refrigerador.

7.4 – PREPARAÇÃO DOS REAGENTES E INSUMOS

As placas e os demais meios devem estar com o meio (ágar) em temperatura ambiente antes da semeadura. Se necessário, fazer um pré-aquecimento colocando as placas e os tubos na estufa bacteriológica por aproximadamente cinco minutos. No caso das placas, a parte inferior da placa (parte contendo o meio) deve ficar em contato com a placa de aquecimento da estufa e a tampa um pouco aberta.

Os meios não podem estar com água de condensação no ágar, com contaminação (fungos, colônias bacterianas), com o meio desidratado (ressecado).

Os reativos devem estar em temperatura ambiente.

7.5 – PROCEDIMENTO ANALÍTICO

1. Antes de iniciar, limpar a bancada de trabalho com hipoclorito e álcool 70 %;

2. Numerar as placas e tubos com o número do laboratório com o auxílio do pilot;

3. Sempre dentro da área de segurança do bico de Bunsen:

3.1 – Prova de Oxidase

i) Colocar na placa de vidro, o papel de filtro e pingar o reativo de oxidase;

ii) Com auxílio da agulha ou alça de platina flambada e fria, retirar uma colônia da amostra e passar sobre o papel de filtro embebido com o reativo. Aguardar até no máximo 1 minuto para verificar resultado;

iii) Resultado:

a. Positivo ( aparecimento da cor roxeada (itens 3.2 e 3.3)

b. Negativo ( coloração amarelada ou incolor (itens 3.4 e 3.5)

3.2 – Semeadura da amostra suspeita nos meios bioquímicos e de triagem

Com auxílio de agulha ou alça de níquel-cromo flambada e fria, retirar uma colônia (ou parte) e semear da seguinte maneira nos meios:

i) Meios sólidos com bisel: TSI (ou Kliger), Uréia de Christensen, Citrato segundo Simmons, LIA, Esculina, Nitrato ( profundidade e bisel (fig 1)


OBS: após semeadura, colocar 20 a 25 gotas de óleo mineral estéril no meio de LIA

ii) Fenilalanina e Ágar Simples ( somente no bisel (fig 2)

iii) Meio semi-sólido e sem bisel: 

a. SIM ( apenas na profundidade até 2/3 do meio (fig.3)

b. Gelatina, OF de Glicose, maltose, sacarose, lactose ( várias semeaduras até a profundidade do meio (fig.4)

iv) Meios em caldo: Malonato, Glicerol, Manita com Durhan, VM/VP ( apenas esgotar a agulha ou alça com a amostra (fig 5)


v) Incubar por 18 – 24 horas, todos os meios em estufa bacteriológica aferida com a temperatura 35-37ºC

vi) Ao final do trabalho: flambar as alças, deixar esfriar e guardar. Limpar a bancada com hipoclorito e álcool 70%

vii) Resultados:

a. TSI

i. Açúcares:

1. Base: Glicose
Ápice: Lactose e Sacarose

2. Fermentação (reação positiva) ( mudança da coloração do meio para amarelo

3. Ausência de fermentação (reação negativa) ( coloração do meio inalterado ou intensifica a cor avermelhada do meio

ii. Detecção de H2S

1. Positivo ( formação de precipitado preto

2. Negativo ( ausência de precipitado preto

iii. Detecção de Gás

1. Positivo ( há rompimento do meio

2. Negativo ( ausência de rompimento do meio

	Base
	Ápice
	H²S
	GÁS
	INTERPRETAÇÃO MAIS PROVÁVEL

	Vermelho
	Vermelho
	Neg
	Neg
	Sem crescimento = bactéria exigente

	Vermelho
	Vermelho
	Neg
	Neg
	Crescimento na superfície = Não  fermentador ou Gram Pos

	Vermelho
	Amarelo
	Neg
	Neg
	Crescimento na superfície = Gram Pos ou esquecimento de picar a base

	Amarelo
	Amarelo
	Neg
	Varia
	Enterobactérias ou Aeromonas Lactose (neg)

	Amarelo
	Amarelo
	Pos
	Varia
	Salmonella, Proteus / Morganella/ Providencia e Citrobacter


b. Uréia de Chistensen

i. Positivo ( mudança da coloração do meio para rosa

ii. Negativo ( coloração do meio inalterado ou o meio fica amarelo

c. Citrato segundo Simmons

i. Positivo ( mudança da coloração do meio para azul ou crescimento no local do inóculo
ii. Negativo ( não há crescimento e a cor permanece inalterada
OBS: Se resultado negativo ou houver dúvida: reincubar por mais 24/48 horas. A incubação poderá mudar a cor do meio para alcalino(azul).

d. LIA

i. Detecção do aminoácido

1. Positivo ( intensificação da cor do  meio

2. Negativo ( mudança na coloração do meio para amarelo

ii. Detecção de H2S

1. Positivo ( formação de precipitado preto

2. Negativo ( ausência de precipitado preto

e. Esculina

i. Positivo ( escurecimento do meio (castanho ( marrom)

ii. Negativo ( coloração do meio inalterado

f. Nitrato ( colocar 2 a 3 gotas do reativo Griess-Ilosvays

i. Positivo ( reativo fica vermelho

ii. Negativo ( coloração do reativo inalterado

g. Fenilalanina ( colocar 2 a 3 gotas do reativo de Cloreto férrico a 10%, escorrendo pelo bisel do meio (onde houve semeadura)

i. Positivo ( formação de cor esverdeada na superfície do meio

ii. Negativo ( coloração do reativo e meio inalterados

h. Agar Simples ( usado somente para realização de sorologia

i. SIM

i. Detecção de H2S

1. Positivo ( formação de precipitado preto na linha de inoculação

2. Negativo ( ausência de precipitado preto

ii. Motilidade

1. Positivo ( crescimento difundido no meio, além da linha de inoculação

2. Negativo ( crescimento apenas ao longo da linha de inoculação

iii. Indol 

1. Usando papel de filtro impregnado com reativo

a. Positivo ( aparecimento da cor vermelha no papel

b. Negativo ( coloração do papel inalterada

2. Sem papel de filtro ( colocar 2 a 3 gotas do reativo de Kovac´s

a. Positivo ( aparecimento da cor róseo/ vermelho

b. Negativo ( coloração do reativo inalterada

j. Malonato

i. Positivo ( mudança da coloração do meio de verde para azul

ii. Negativo ( coloração do meio inalterado (verde)

k. Glicerol

i. Positivo ( mudança da coloração do meio intensificando a cor rosa

ii. Negativo ( coloração do meio inalterado

l. Manita com Durhan

i. Fermentação da manita 

1. Positivo ( mudança da coloração do meio intensificando a cor rosa

2. Negativo ( coloração do meio inalterado

ii. Detecção de Gás

1. Positivo ( formação de gás dentro do tubo de Durhan

2. Negativo ( ausência de gás dentro do tubo de Durhan

m. VM/VP

i. Vermelho de metila ( colocar 2 a 3 gotas do reativo vermelho de metila

1. Positivo ( desenvolvimento da cor vermelha

2. Negativo ( coloração do meio inalterado

ii. Voges–Proskauer ( colocar 2 a 3 gotas do reativo KOH a 4%, esperar 5 minutos e colocar  2 a 3 gotas do reativo Alfa naftol a 5% e visualizar a reação após 10 minutos

1. Positivo ( desenvolvimento da cor vermelha

2. Negativo ( coloração do meio inalterado

n. Prova da Gelatina ( Após incubação de 24 horas à 35 – 37ºC, colocar, por 1 hora, na geladeira (4-8ºC). Fazer movimentos de inversão e observar

i. Positivo ( meio se desfaz ao realizar os movimentos de inversão

ii. Negativo ( o meio não se desfaz ao realizar os movimentos de inversão

3.3 – Prova de DNAse

i. Na placa de petri contendo o meio de DNAse, com auxílio de agulha ou alça de níquel-cromo flambada e fria, semear colônia da amostra suspeita de forma circular (“spot”) e densa. 

ii. Semear juntamente com amostra suspeita, o controle positivo (Staphylococcus aureus)

iii. Incubar, por 18 – 24 horas, a(s) placa(s) em estufa bacteriológica aferida com a temperatura 35-37ºC.

iv. Após período de incubação, colocar sobre o crescimento bacteriano HCl  1N  até banhar totalmente a superfície do meio.

v. Aguardar aproximadamente 3 minutos ou até que o meio fique opaco
vi. Resultado:

a. Positivo ( aparecimento de qualquer halo transparente ao redor do spot bacteriano

b. Negativo ( não há aparecimento de halo transparente ao redor do spot bacteriano



OBS: Comparar com controle positivo

3.4 – Realizar semeadura em meios de Carboidrato em OF: Glicose, maltose, lactose e sacarose (item 3.2 iii):

1. Semear em duplicata para cada amostra suspeita. Em um dos tubos, colocar 20 a 25 gotas de óleo mineral estéril.

2. Incubar, por 24 – 72 horas, em estufa bacteriológica aferida com a temperatura 35-37ºC.

3. Realizar a leitura diariamente. Se negativo, esperar completar as 72 horas.

Resultado:

1. Positivo ( mudança da cor do meio para amarelo

2. Negativo ( coloração do meio inalterado ou meio muda para cor azul

OBS: Realizar comparação do meio com óleo e meio sem óleo

Meio com óleo: Utilização da Via Oxidativa

Meio sem óleo: Utilização da Via Fermentativa

3.5 – Realizar teste com o disco impregnado com Polimixina B de 300 UI

a. Fazer uma suspensão da cepa com salina estéril até atingir a concentração 0,5 da escala de Mac Farland, 

b. Semear, com auxílio de um swab estéril, em 3 direções em meio de M.Hinton (fig 6 a 8)


c. Esperar 10 a 15 minutos e com o auxílio de uma pinça flambada e fria, colocar o disco de Polimixina

d. Incubar por 18 – 24 horas, em estufa bacteriológica aferida com a temperatura 35-37ºC

e. Após o período de incubação, realizar a leitura do halo, com auxílio da régua milimetrada (leitura do diâmetro) (fig 9)

i. Sensível → halo ≥ 12 mm

ii. Resistente → halo ≤ 11 mm


OBS: Este teste poderá ser realizado no Antibiograma

3.6 – Com os resultados das provas bioquímicas e de triagem, identificar o gênero e, se possível, a espécie da bactéria com auxílio das Tabelas de Diferenciação das Enterobactérias e Não Fermentadores. Tabelas disponíveis na bancada de trabalho e no livro “Diagnósticos Clínicos e Conduta Terapêutica por Exames Laboratoriais” – JB Henry. 

3.7 – Realizar o antibiograma segundo o POP de Antibiograma

7.6 – EXPRESSÃO DE RESULTADOS

· No laudo deve conter:

1. A quantidade, em UFC/ml ou em UFC (quando a amostra não for semeada com a alça calibrada: Raras, Algumas, Numerosas), de cada bactéria identificada

2. A identificação bacteriana

3. O antibiograma (TSA)

7.7 – INTERFERENTES

O uso de colônias não bem isoladas pode ocasionar a inoculação de mais de umtipo de bactéria na série de triagem e bioquímica, resultando em identificações errôneas ou ininterpretáveis.

7.8 – ESTABILIDADE E ARMAZENAMENTO

7.8.1 – DA AMOSTRA
· Estável por até 06 meses se mantida em meio de ágar simples e em refrigeradores (2 a 8ºC)
7.8.2 – DOS REATIVOS,CORANTES E ISUMOS

· Verificar data de validade descrita nos rótulos dos reativos, corantes e insumos (meios, ant-soros, etc).
· Armazenamento:

· Corantes – temperatura ambiente

· Reativos – conforme descrito norótulo

· Discos impregnados com antimicrobianos – freezer ou congelador (-10 a -20ºC).
· Meios e anti-soros – refrigeradores (2 a 8ºC)
7.9 – Controle de Qualidade
Ver POP adequado
8 – BIOSSEGURANÇA

· Manipular e transportar amostras biológicas utilizando jalecos de mangas longas e luvas;

· Receber as amostras devidamente identificadas em recipientes próprios, vedadas e acondicionadas em gelo;

· Em caso de acidente com amostras biológicas em superfícies, proceder de acordo com as técnicas de biossegurança com a finalidade de evitar a possível contaminação: forrar a área afetada com papel toalha, colocar quantidade suficiente de hipoclorito de sódio à 2%, realizar a limpeza normalmente e no final com álcool 70%; 

· Ao terminar o procedimento, guardar as placas semeadas com as amostras em processo de identificação, em refrigerador com temperatura de 2ºC à 8ºC. Após esse período descartá-los.

· Utilizar álcool hidratado à 70%, para desinfecção das mãos após manipulação.

9 – FLUXOGRAMA DO PROCEDIMENTO

	AMOSTRA

	

	Prova de oxidase

	
	

	Positivo
	
	Negativo

	
	

	Procedimentos de identificação 3.2 e 3.3
	
	Procedimentos de identificação 3.4 e 3.5

	
	
	

	Antibiograma
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11 – ANEXOS
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