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BACTERIOLOGIA GERAL



IDENTIFICAÇÃO DE COCOS GRAM POSITIVO
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1 – SINÔNIMO

Identificação manual dos CGP

2 – OBJETIVO

Este POP estabelece critérios e procedimentos cujo objetivo seja aplicar as técnicas de identificação de Cocos Gram Positivo 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 Coco Gram Positivo;

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 identificação incorreta;

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

6 – SIGLAS

BACTE – Bacteriologia Geral

POP – Procedimento Operacional Padrão

CGP – Cocos Gram Positivos
NA – Não Aplicável 

AS – Ágar Sangue 

BHI – Brain Heart Infusion Broth 

CLED – Cistina-Lactose-Eletrólitos-Deficiente 

TSA – Teste de Sensibilidade aos Antimicrobianos (Antibiograma)

DNASE – Desoxirribonuclease 

NaCl – Cloreto de sódio 

HCl – Ácido clorídrico 

H2O2 – Peróxido de Hidrogênio (Água oxigenada) 

1N – Uma normalidade ( 1 Normal)
UFC – Unidade Formadora de Colônia

UFC/ml – Unidade Formadora de Colônia por mililitro 

mm – milímetro

ml - mililitro

α – alfa
β – beta 

( – gama
μg / mcg – micrograma
UI – Unidades Internacionais
OP –Optoquina

PB – Polimixina B

SXt /SUT – Sulfametoxazol-Trimetoprim
B – Bacitracina 

NV – Novobiocina 

7 – PROCEDIMENTOS

7.1 – PRINCÍPIO DO MÉTODO

A identificação das amostras identificadas pela coloração de GRAM como CGP 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: Ácido Clorídrico a 1N (para DNAse), H2O2 a 3% (para catalase)

· Coagulo-plasma

· Látex para Identificação de estreptococos dos grupos A,B,C,D,F e G de Lancefield

· Meios de triagem e bioquímico: Uréia de Christensen, Manita, Bile Esculina, BHI com NaCl a 6,5%, DNAse

· Discos antimocrobianos de Polimixina B de 300 UI, Novobiocina de 05 μg, Bacitracina de 0,04 UI, Sulfametoxazol-Trimetoprim de 25 μg, Optoquina de 05 μg

· Salina

· Mueller Hinton com e sem 5% de sangue de carneiro

· Jarra de CO2 (microaerofilia)

· Tubos de vidro

· Placa de vidro

· Palito de plástico

· 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 – Observar o tipo de Hemólise

Na placa de ágar sangue observar o tipo de hemólise:

Alfa hemolítico (()- halo de hemólise parcial, com coloração esverdeada ao redor da colônia.

Beta hemolítico (() – halo de hemólise total ao redor da colônia.

Não hemolíticos ou gama hemolítico(() – ausência de halo de hemólise ao redor da colônia.

3.2 – Prova de Catalase

i) Este teste é empregado para diferenciar os dois grandes grupos: Micrococcus spp / Staphylococcus spp de Streptococcus spp / Enterococcus spp
ii)  Colocar na placa de vidro, 1 gota de H2O2  a 3%

iii) Com auxílio da agulha de níquel-cromo flambada e fria, retirar uma colônia da amostra e encostar sobre o reativo e verificar resultado;

iv) Resultado:

a. Positivo ( formação de bolhas – suspeita de Micrococcus spp ou Staphylococcus spp (itens 3.3, 3.4, 3.5 e 3.6)

b. Negativo ( ausência de bolhas – suspeita de Streptococcus spp ou Enterococcus spp (itens 3.7,3.8,3.9,3.10 e 3.11)

OBS: Para este teste não se recomenda a retirada da colônia do meio de ágar sangue, pois pode haver resultado falso positivo.

3.3 – Teste da Coagulase livre (teste em tubo):

i) Seguir as instruções do fabricante para reconstituir o coaguloplasma

ii) Em um tubo de vidro colocar 0,5 ml (ou conforme instruções do fabricante) de coaguloplasma. Com auxílio da agulha de níquel-cromo flambada e fria, retirar colônias da amostra suspeita e descarregar (esgotar) todo o material no tubo com coaguloplasma (fig 1)

iii) Incubar por 3 horas em estufa bacteriológica aferida com a temperatura 35-37ºC. Após este período de incubação, realizar a primeira leitura.

v)  Resultado:

a. Positivo ( formação de coágulo
b. Negativo ( ausência de coágulo

iv) Se negativo, re-incubar por mais 3 horas e realizar nova leitura. Repetir este processo até completar 24 horas de incubação. Somente após 24 horas de incubação o resultado pode ser liberado como negativo

OBS: a leitura não pode ser apenas após 24 horas de incubação, pois pode haver resultado falso negativo.

3.4 – Teste de Urease e Manitol


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: Uréia de Christensen ( profundidade e bisel (fig 2)

ii) Meios em caldo: Manita ( apenas esgotar a agulha ou alça com a amostra (fig 1)

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

iv) Resultados: após período de incubação:

a. Uréia de Chistensen

i. Positivo ( mudança da coloração do meio para rosa

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

b. Manita 

i. Fermentação da manita 

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

2. Negativo ( coloração do meio inalterado

3.5 – 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

3.6 – Teste com o disco impregnado com Bacitracina de 0,04 UI, Polimixina B de 300 UI e Novobiocina de 05 μg

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 Mueller Hinton (fig 3 a 5)


c. Esperar 10 a 15 minutos e com o auxílio de uma pinça flambada e fria, colocar os discos de Bacitracina, Polimixina B e Novobiocina 

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 6)


i. Bacitracina

a. Sensível → halo ≥ 10 mm

b. Resistente → halo ≤ 10 mm 

ii. Novobiocina

a. Sensível → halo ≥ 16 mm

b. Resistente → halo ≤ 16 mm

iii. Polimixina B

a. Sensível → halo ≥ 12 mm

b. Resistente → halo ≤ 11 mm

OBS: Este teste poderá ser realizado no Antibiograma

i. 3.7 – Teste do BHI com NaCl a 6,5%

ii. Este teste é empregado para diferenciar as espécies de enterococos dos estreptococos do grupo D não enterococo 

iii. Com auxílio de agulha ou alça de níquel-cromo flambada e fria, apenas esgotar a agulha ou alça com a amostra (fig 1)

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

v. Resultados, após período de incubação:

a. Positivo ( crescimento bacteriano com turvação do meio

b. Negativo ( sem crescimento bacteriano

3.8 – Teste do Látex

Para as amostras com beta hemólise, poderá realizar o teste de látex com o Kit para a identificação dos grupos A,B,C,D, F e G de Lancefield.

Realizar o teste conforme as instruções do Kit existente no setor.

3.9 – Teste do CAMP

i. Este teste é empregado para identificação presuntiva dos estreptococos do grupo B

ii. Em meio de ágar sangue, fazer, com auxílio de uma agulha de níquel-cromo flambada e fria, uma estria central com uma cepa de S.aureus produtor de beta hemólise no meio do ágar (fig 7).

iii. Com auxílio de uma agulha de níquel-cromo flambada e fria, semear transversalmente as amostra teste, sem encostar na estria de Staphylococcus. (fig 8)
iv. Incubar por 18 – 24 horas, em estufa bacteriológica aferida com a temperatura 35-37ºC e em atmosfera de 3 a 5% CO2 .


v. Após o período de incubação observar o resultado:

a. Positivo → Formação de halo de hemolise em forma de seta, na intersecção da semeadura (fig 9)

b. Negativo → Sem halo de hemólise, sem Formação de halo de hemolise em forma de seta, na intersecção da semeadura


3.9 – Teste da Bile-Esculina 

i. Este teste é empregado para identificação presuntiva de espécies de enterococcus e de estreptococos do grupo D
ii. Com auxílio de agulha ou alça de níquel-cromo flambada e fria, retirar uma colônia (ou parte) e semear no meio de Bile esculina( bisel (fig 10)

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

iv. Resultados, após período de incubação:

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

b. Negativo ( coloração do meio inalterado

3.11 – Teste com o disco impregnado com Sulfametoxazol-Trimetoprim de 25 μg (para diferenciar os estreptococos dos grupoa A e B dos demais grupos), Bacitracina 0,04 UI (para identificação presuntiva do estreptococo do grupo A) e Optoquina de 05 μg (para diferenciar S.pneumoniae de outros estreptococos viridans) 

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

ii. Semear, com auxílio de um swab estéril, em 3 direções em meio de Mueller Hinton com 5% de sangue de carneiro (fig 3 a 5)

iii. Esperar 10 a 15 minutos e com o auxílio de uma pinça flambada e fria, colocar os discos de Sulfametoxazol-Trimetoprim, Bacitracina e Optoquina

iv. Incubar por 18 – 24 horas, em estufa bacteriológica aferida com a temperatura 35-37ºC e em atmosfera de 3 a 5% CO2 .
v. Após o período de incubação, realizar a leitura do halo, com auxílio da régua milimetrada (leitura do diâmetro) (fig 6)

i. Sulfametoxazol-Trimetoprim e Bacitracina

a. Sensível → qualquer halo ao redor do disco

b. Resistente → sem formação de halo ao redor do disco

iv. Optoquina

a. Sensível → halo ≥ 14 mm

b. Resistente → halo ≤ 14 mm

OBS: Este teste poderá ser realizado no Antibiograma

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

Com os resultados das provas, identificar o gênero e, se possível, a espécie da bactéria com auxílio das Tabelas disponíveis no livro “Diagnósticos Clínicos e Conduta Terapêutica por Exames Laboratoriais” – JB Henry

3.12 – 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)
· Cepas de  estreptococos devem ser armazenadas em meios com 5% de sangue.
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 catalase

	
	

	Positivo
	
	Negativo

	
	

	Procedimentos de identificação 3.3 a 3.6
	
	Procedimentos de identificação 3.7 a 3.11

	
	
	

	Antibiograma
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11 – ANEXOS
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