MICROBIOLOGIA CLINICA PARA O
CONTROLE DE INFECCAO RELACIONADA A
ASSISTENCIA A SAUDE

Maodulo 6: Deteccao e Identificagao de Bacterias de
Importancia Médica

' .

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria | Anvisa






AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA — ANVISA

MICROBIOLOGIA CLINICA PARA
O CONTROLE DE INFECCAO
RELACIONADA A ASSISTENCIA A SAUDE

Modulo 6: Deteccao e Identificacao e
Bactérias de Importancia Médica



Copyright © 2013 Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria.

Todos os direitos reservados. E permitida a reproducéo parcial ou total dessa obra, desde que citada a fonte e que nao seja para venda

ou qualquer fim comercial.

A responsabilidade pelos direitos autorais de textos e imagens dessa obra é da drea técnica.

A Anvisa, igualmente, ndo se responsabiliza pelas idéias contidas nessa publicagdo.

12 edicdo - 2010

Elaboragdo, distribuicdo e informagoes:
AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA
SIA Trecho 5, Area Especial 57

CEP: 71205-050 Brasilia — DF

Tel.: (61) 3462-6000

Home page: www.anvisa.gov.br

Diretoria

Dirceu Bras Aparecido Barbano - Diretor-Presidente
Jaime Cesar de Moura Oliveira

José Agenor Alvares da Silva

Adjuntos de Diretor

Luiz Roberto Klassmann
Luciana Shimizu Takara

Neilton Araujo de Oliveira
Doriane Patricia Ferraz de Souza

Geréncia Geral de Tecnologia em Servicos de Saude - GGTES
Diana Carmem Almeida Nunes de Oliveira

Geréncia de Vigildncia e Monitoramento em Servicos de Satide - GVIMS
Magda Machado de Miranda Costa

Coordenagdo Técnica:

Ana Clara Ribeiro Bello dos Santos — Anvisa
Carlos Emilio Levy - Universidade de Campinas-SP

Ficha Catalografica

Redagdo:

Ana Carolina Ramos Moreno - Universidade de Sao Paulo(USP)-SP
Ana Luiza de Mattos Guaraldi — Universidade do Estado do Rio de
Janeiro(UERJ)-RJ

Angela Von Nowakonski — Universidade de Campinas (UNICAMP)-SP
Carla Taddei de Castro Neves — Universidade de Sdao Paulo(USP)-SP
Carlos Emilio Levy - Universidade de Campinas (UNICAMP)-SP
Doroti de Oliveira Garcia - Instituto Adolfo Lutz (IAL)-SP

Elsa Masae Mamizuka - Universidade de Sao Paulo(USP)-SP

John Anthony McCulloch - Universidade de Sao Paulo(USP)-SP
Lycia M. Jenne Mimica - Santa Casa de Sao Paulo-SP

Marina Baquerizo Martinez - Universidade de Sao Paulo(USP)-SP
Tania Mara lbelli Vaz - Instituto Adolfo Lutz (IAL)-SP

Revisdo técnica — Anvisa:
André Anderson Carvalho
Fabiana Cristina de Sousa
Heiko Thereza Santana
Magda Machado de Miranda
Suzie Marie Gomes

Cooperagdo técnica:

Termo de Cooperagao n° 64

Organizacdo Pan-Americana da Saude

Organizacdo Mundial da Saude

Representacao Brasil

Joaquin Molina - Representante

Enrique Vazquez — Coordenador da Unidade Técnica de Doencas
Transmissiveis e Ndo-Transmissiveis e Analise de Situacéo de Saude
Rogério da Silva Lima — Consultor Nacional da Unidade Técnica de
Doencas Transmissiveis e Ndo-Transmissiveis e Analise de Situacdo
de Saude

Projeto Grdfico e Diagramagéo:
All Type Assessoria Editorial Ltda

Capa:
Camila Contarato Burns — Anvisa

Brasil. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

Microbiologia Clinica para o Controle de Infeccdo Relacionada a Assisténcia a Saude. Médulo 6 : Deteccao

e identificagcdo de bactérias de importancia médica /Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria.— Brasilia: Anvi-

sa, 2013.
150p..: il.9 volumes
ISBN

1. Infeccdo Relacionada a Assisténcia a Saude - Controle. 2. Infeccdo em Servicos de Saude. 3. Microbiolo-

gia Clinica. 4. Vigilancia Sanitaria em Servicos de Saude. 5. Resisténcia microbiana. I. Titulo.




SUMARIO

Capitulo 1: Estafilococos, Estreptococos, Enterococos e outros. .......cccevveeecennes 7
1.1 T 4o Yo 11T T 2P 7
1.2 Identificacdo de estafilocoCos. ... .vvvr i e 13
1.3 Identificacdo dos StaphylocoCcus QUIEUS. ............ouveuieiin i, 14
Capitulo 2: Neisserias .......ccvvitiietteeereeeesesessscssscsssscssscssssssscannns 23
2.1 g o [ =T 2 23
2.2 IS0 aMENTO. o et e e 26
2.3 Transporte esemeaduradomaterial...........coiiiiiiiiiiiiii i 28
2.4  Bacterioscopia e identifiCagdn ........oiuiiiiiiii i e 29
Capitulo 3:Enterobactérias .......ccoviiiiiitieerecesescsscccscscssssssscannns 35
3.1 1 40T 11T T H 35
3.2 Tiposdetestes utilizados .........ccvuiiiiiiiiii i e 37
3.3  Etapas daidentificacao de enterobactérias............couiiiiiiiiiiiiiiiiiin... 41
34 Identificacdo das enterobactérias de importancia clinica ......................... 43
3.5  Identificag@o SOrolOgICa . ..ot ittt e 53
Capitulo 4: Bastonetes Gram-Negativos Nao Fermentadores ..........cccvveeeeens 59
4.1 10 oY 11 T T 2 59
42  Semeadura, leitura e interpretacao das provas de identificacao utilizadas na

triagem iniCial. . ..o e 61
43  Testes necessdrios para a identificacao bioquimica dos BNFs apds a triagem

1] e T P 62
44  Procedimentos para a identificacao bioquimicadosBNFs......................... 64

Capitulo 5: Bacilos Curvos ou Espiralados e outros Relacionados de Importancia

CliNICA ..t iiiiiiiitieeeeneeeoseeoseesseesssesoscessscsssassscssssssscsssssannns 75
5.1 T e T 11T o 2 75
5.2 Campylobacter. .. ..o e 77
5.3 Vibrios, aeromonas € plesiomoNas . . ......outitiitii i 78

Capitulo 6: Bacilos Gram Positivos .......ccciiieriiiieerssecsecsscccsassancsssss 83

6.1 ] 4o L1 T T 2 83
6.2  Orientacao geral para a identificacdo deBGPS...........ccoviiiiiiiiii ... 83
6.3 COrNEfOrMES ... e 86
6.4  Bacilos gram-positivosregulares. ..o e 95
6.6  Bacilos gram-positivos anaerébios que devem ser diferenciados.................. 97

6.7  Bacilos esporulados aerébios e anaerébios facultativos........................... 97




Capitulo 7: FastidioSOS ... ccovvetiietneeereeeeoeeesescsssesssssssscssccssccanns 109

7.1 T oY 11T T J 109
7.2 Bartonella . ... ... 113
7.3 BOrdetellasp.. ... ..o e e 115
TA  BruCellasp. .. ... e e 116
7.5  Francisella tularensis . ....... ... oo e 118
7.6 HAemMOPhilus SP.. ...t e e e e e 120
7.7 Legionellasp.. ... ..o e 123
7.8  PaSteurellasp. ... ... ... e 125
7.9 ACtinOBACIllUS SP. . . . oo et e 127
7.10  CapnoCytOPRAGA SP. . . ..ot et e e 128
280 I T 1T =7 | I o T 129
702 KiNGellasp.. ... e e e e 129
7.13  Cardiobacterium hominis ............ouuuuuiu ittt eieaennas 130
7.14  Chromobacteriumviolaceum................uuuiu ittt 131
7.15  Streptobacillus moniliformis ......... ... ..o e 131
Capitulo 8: Bactérias AnaerobiasEstritas........ccovvetiieereccreccrncccncccnns 135
8.1 T 4 oY 11T 2 135
8.2 Coletadematerial..... ..ottt e 138
84  Processamentodomaterial........ ... 140
8.5 Identificacdo bacteriana...........coiuiiiiiii i e 143
8.6  Provas de sensibilidade a antimicrobianos .............. ... i, 147



Médulo 6: Deteccéo e Identificacao e Bactérias de Importancia Médica

APRESENTACAO

A resisténcia microbiana é um grave problema mundial, estando associada ao aumento do
tempo de internagdo, dos custos do tratamento e das taxas de morbidade e mortalidade dos
pacientes. O uso indiscriminado e incorreto dos antimicrobianos na comunidade e no am-
biente hospitalar é reconhecidamente um importante fator de risco para o aparecimento e a
disseminacao da resisténcia microbiana.

Nesse contexto, insere-se o Laboratério de Microbiologia, que tem como objetivo nao ape-
nas apontar o responsavel por um determinado estado infeccioso, mas também indicar,
através do monitoramento de popula¢des microbianas, qual o perfil dos micro-organismos
que estao interagindo com o organismo humano, possibilitando a indicacao de tratamen-
tos mais adequados. Para o desempenho satisfatério dessa funcao, é fundamental que os
laboratérios de microbiologia possuam estrutura capaz de estabelecer informacdes sobre
a melhor amostra biolégica, reconhecer a microbiota e os contaminantes, identificar micro-
-organismos associados a infeccao ou com propdsitos epidemioldgicos, obter resultados
rapidos em casos de emergéncia, realizar o transporte rapido das amostras e manter uma
educacado continua em relacao aos aspectos da infeccao relacionada a assisténcia a saude.

Tendo em vista esses aspectos e considerando que a microbiologia € um campo muito dina-
mico, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - Anvisa, em cooperacao com a Organiza-
¢ao Pan-Americana da Saude — OPAS, propde a terceira revisao do Manual de Procedimentos
Basicos em Microbiologia Clinica para o Controle de Infeccao Relacionada a Assisténcia a
Saude, buscando atualizar informagdes nos temas considerados essenciais e contando com
um seleto e conceituado corpo editorial. O manual é composto por nove médulos, a saber:
Moédulo 1 - Biosseguranga e manutengao de equipamentos em laboratério de microbiolo-
gia clinica; Médulo 2 - Controle externo da qualidade; Médulo 3 - Principais Sindromes In-
fecciosas; Médulo 4 - Procedimentos laboratoriais: da requisicao do exame a andlise micro-
biolégica e laudo final; Médulo 5 - Tecnologias em Servicos de Saude: descricdao dos meios
de cultura empregados nos exames microbiologicos; Médulo 6 — Deteccao e identificacao
de bactérias de importancia médica; Médulo 7 — Deteccao e identificacdo de micobactérias
de importancia médica; Médulo 8 — Deteccdo e identificacao de fungos de importancia mé-
dica e Médulo 9 - Infecgdes virais.

A Anvisa e a OPAS esperam com essa publicacao contribuir para que os laboratérios de micro-
biologia possam assimilar e alcancar novos niveis de complexidade laboratorial, atendendo as
exigéncias e caracteristicas proprias de cada unidade hospitalar, além de subsidiar a adocao
de procedimentos basicos padronizados nesses servicos.







Capitulo 1:

Estafilococos, Estreptococos, Enterococos e outros

1.1

Angela Von Nowakonski
Elsa Masae Mamizuka

Introducao

1.1.1

Staphylococcus aureus

Os Estafilococos sao cocos Gram-positivos nao esporulados que mais resistem
no meio ambiente. Podem sobreviver por meses em amostras clinicas secas,
sao relativamente resistentes ao calor e podem tolerar uma concentragao au-
mentada de sal. No entanto, apesar dos antimicrobianos existentes, da me-
lhora das condi¢des sanitarias e das medidas de controle de infeccao relacio-
nada a assisténcia a saude, esse micro-organismo continua a ser um dos mais
importantes patdogenos para o homem. Individuos sadios sao colonizados
intermitentemente por Staphylococcus aureus desde a amamentacao, e po-
dem albergar o micro-organismo na nasofaringe, ocasionalmente na pele e
raramente na vagina. A partir desses sitios, 0 S. aureus pode contaminar a pele
e membranas mucosas do paciente, objetos inanimados ou outros pacientes
por contato direto ou por aerossol, ocasionando infeccdes letais por conta dos
fatores de viruléncia ou através de resisténcia aos antimicrobianos atualmente
utilizados. Ja foram descritos no Brasil casos de infec¢ées causadas por Sta-
phylococcus aureus com sensibilidade reduzida aos antibiéticos mais potentes
como a Vancomicina, e relatos da capacidade que os Staphylococcus coagula-
se negativa tém de desenvolver resisténcia. Recentemente tem sido relatada
a emergéncia de Staphylococcus aureus associado a infeccdes na comunidade
com resisténcia a oxacilina, (ORSA-AC), porém sensivel a maioria das classes de
antibidticos, exceto a beta-lactamicos, representados por penicilinas e cefalos-
porinas, contrapondo ao ORSA hospitalar que é multirresistente. Tal emergén-
cia vem preocupando, pois essas linhagens sao conhecidas por apresentarem
fatores de viruléncia como a citotoxina, denominada leucocidina de Panton
Valentine, associados principalmente a lesées de pele e mucosas e as pneumo-
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1.1.2

nias necrotizantes graves. Esse tipo de pneumonia caracteriza-se por quadros
clinicos graves com infiltrado alveolar multilobar, diferente de pneumonias
hospitalares que evoluem para empiema. A mortalidade é muito mais elevada
nos casos de pneumonia necrotizante e o achado de acometimento bilateral
do parénquima, associado a hemorragia necrotizante € comum nesses casos.
Alguns autores tém notado uma substituicao das linhagens hospitalares tradi-
cionais por essa linhagem ORSA-AC. A emergéncia de ORSA-AC foi observada
em varios paises por métodos moleculares que possibilitou a identificacdo do
ORSA-AC, por meio da caracterizacao do gene mecA, como cassete cromos-
somico tipo IV ou SCCmec tipo IV, devido ao seu baixo peso molecular com
taxa de replicacdo mais rapida, conferindo vantagens de disseminacao dessas
linhagens. Recente estudo realizado em nosso meio mostrou que os fatores
de risco relacionados com a aquisicao de ORSA-AC foram criancas menores
de um ano, menor numero de doencas de base e menor frequéncia de uso de
antibidticos e realizacao de procedimentos cirdrgicos (Marques 2007).

Estafilococos coagulase negativos

Os estafilococos coagulase-negativa (ECN) sdo habitantes normais da pele
e membranas mucosas de humanos e geralmente possuem um relaciona-
mento benigno ou simbidtico com seu hospedeiro. No entanto, adquirem
potencial patogénico se tiverem acesso ao tecido do hospedeiro através de
trauma da barreira cutanea, inoculacao por agulhas ou implante de mate-
riais médicos (proteses, cateteres, valvulas cardiacas, marcapassos, etc.) (HEI-
KENS, 2005). Um dos maiores problemas enfrentados pelo laboratério de mi-
crobiologia clinica e pelos médicos envolvendo os ECN esta na dificuldade
em distinguir isolados significantes (patogénicos) de isolados contaminan-
tes, ja que o principal contaminante dos frascos de hemocultura é também
o principal patégeno em infec¢des envolvendo cateter e outros materiais
médicos implantados (EIFF, 1998).

Varios critérios tém sido utilizados na tentativa de diferenciar bacteremia cli-
nicamente significativa causada por ECN e contaminacdao de hemoculturas.
Esses critérios incluem, entre outros, combina¢des de achados clinicos, fonte
da amostra de sangue (amostras de sangue periférico x amostras obtidas
de cateter), e, principalmente, o nimero de culturas positivas. No entanto,
investigacdes recentes utilizando técnicas de tipagem molecular revelaram
gue 33% de aparentes infeccdes da corrente circulatéria causadas por ECN
diagnosticadas tendo como base o numero de hemoculturas positivas re-
velaram isolados ndo relacionados (OUD, 1999). Outra alternativa utilizada
para avaliar a importancia clinica dos ECN é a identificacdo das espécies
desses isolados, a qual deve ser rapida e confidvel a fim de predizer o mais
precocemente possivel o potencial patogénico e a sensibilidade aos antimi-
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crobianos de cada isolado e esclarecer o significado clinico de cada espécie
(COUTO, 2001). No entanto, essa identificacao continua problematica para os
laboratorios de microbiologia clinica pela necessidade de uma grande varie-
dade de provas bioquimicas, as quais muitas vezes fornecem resultados nao
confidveis para os ECN (CARRETO, 2005).

Estreptococos e Enterococos

Os estreptococos foram os maiores causadores de infeccao relacionada a as-
sisténcia a salide na era pré-antibidtica, causando surtos de infeccdo e morte
de puérperas. Apesar de nao serem atualmente uma importante causa de
infeccao relacionada a assisténcia a saude, provocam, no entanto, doencas
muito graves e muitas vezes letais, mesmo em pacientes imunocompeten-
tes, sendo importante o rapido diagndstico desse agente. Ja os enterococos
apresentam importancia crescente como causadores de infeccédo relaciona-
da a assisténcia a saude, pelo aparecimento de resisténcia quase total aos
antibioticos tradicionalmente utilizados para tratamento dessas infecgoes.
Os Enterococos mais comumente isolados sdo: Enterococcus faecalis (90%
dos casos) e Enterococcus faecium, com grande capacidade de colonizacao
de pacientes e de contaminarem superficies ou equipamentos utilizados em
hospitais. Possuem sensibilidade ou resisténcia variavel aos antibioticos cha-
mados glicopeptidios como a vancomicina e teicoplanina. O emprego de
muitos antibidticos ou classes de antibidticos tem sido associado a infeccao
ou colonizagao por enterococos resistentes a vancomicina — ERV em estu-
dos clinicos, incluindo cefalosporinas de espectro ampliado e agentes com
potente atividade contra bactérias anaerdbias. Enterococcus resistentes a
vancomicina (ERV) sao um problema global e tém sido isolados com alta fre-
quéncia nos hospitais brasileiros. A maioria dos ERV sao E. faecium fenétipo
VanA (EVRFM), porém existe um clone especifico de E. faecalis fenotipo VanA
(EVRFS) que tem se disseminado rapidamente em varios hospitais do pais.
Fatores de viruléncia de E. faecalis e E. faecium que influenciam na relacao
parasita/hospedeiro tém sido descritos.

Existem, atualmente, cepas comensais naturalmente resistentes a vancomi-
cina e que podem ser isoladas de pacientes internados, porém excepcional-
mente capazes de causar surtos, mas que devem ser corretamente identifi-
cadas.

Identificacao preliminar

A identificacao dos estreptococos e estafilococos é baseada na morfologia
que apresentam em meios liquidos, sendo o estreptococo uma cadeia nor-
malmente longa e os estafilococos mostrando-se em forma de cocos aos pa-
res, em cachos de uva ou agrupados.
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A identificacdo presuntiva comeca com a inoculagdo primaria na placa de
agar sangue de carneiro que deve serincubada em 5% de tensdo de CO, (mé-
todo da vela ou estufa de CO,). As col6nias de estafilococos sao geralmente
maiores, convexas, de coloracdo variando do branco-porcelana a amarelo
podendo apresentar hemolise ou nao. Note-se que o desenvolvimento da
cor amarelada no S.aureus ocorre somente ap0s incubacao prolongada (72
horas), a temperatura ambiente. As colOnias de estreptococos tendem a ser
menores (puntiformes), e com halos de hemdlise total ou parcial (beta e alfa
hemdlise). A diferenciacdo entre os estreptococos e os estafilococos se da,
seguramente, pela prova da catalase.

A) Prova da catalase

m Com a alca bacteriolégica ou com um palito coleta-se o centro de uma
colbnia suspeita e esfrega-se em uma lamina de vidro. Colocar sobre esse
esfregaco uma gota de dgua oxigenada a 3% e observar a formacao de
bolhas. Para a familia Staphylococcaceae (estafilococos) a prova é geral-
mente positiva, enquanto que para a familia Streptococcaceae (estrepto-
COCos) é negativa.

10
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Esquema simplificado para identificacdo das espécies do género Staphylococcus

spp. (Adaptado de Terasawa 2006)

+ S.aureus
4Irealose
maltose
Coagulase - S.schleiferi subsp. coagulans
xylose e/ou
arabinose + S.caprae
+,+ - i
S. xylosus sacarose (> ureia
l - S.shleiferi subsp.
( W urealyticum
+ -
nitrato
trealose + S. simulans
+ - + S.cohnii subsp.
maltose maltose A+ S.capitis urealyticum
+ + > uréia
S. simulans manitol +manitol

v,
hem(')-lise

Y

uréia

& Crescimento

ornitina anaergbio em

(—W thioglicolato

uréia S.lugdunensis
. A + z
resisténcia &
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\/
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Y ]

+
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Y
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hominis

S.hominis subs.
novobiosepticus

+ S.saprophyticus

- S.warneri

1"
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1.1.5 Divisao dos cocos Gram-positivos pela prova da catalase

Catalase positivos Catalase negativos

Staphylococcus spp. Enterococcus spp.

Micrococcus spp. Streptococcus spp.
Planococcus spp. Aerococcus spp.
Stomatococcus spp. Gemella spp., Leuconostoc spp.
Lactococcus spp. Stomatococcus spp.

Ao coletar a colbnia, nao carregar meio de cultura (dgar sangue), que pode
acarretar resultados falso-positivos porque o sangue do meio contém cata-
lase. Algumas cepas de enterococos podem dar falsa reacdo positiva (fazer
Gram e ver disposicao em cadeias curtas ou aos pares).

Identificacao simplificada dos cocos Gram-positivos de importancia clinica

Staphylococcus variavel
Planococcus + + + neg + variavel
Micrococcus + neg + + variavel variavel
Enterococcus neg variavel + neg nao nao
Streptococcus neg neg variavel neg nao nao
Aerococcus neg neg + neg nao +
Stomatococcus variavel neg neg neg nao variavel
Kocuria + neg + + variavel +

* aderente ao meio

Cocos Gram-positivos, Catalase negativa, Motilidade Negativa'

12

Enterococcus variavel

Streptococcus neg sensivel neg? neg? nao
Aerococcus + sensivel variavel variavel variavel
Leuconostoc variavel resistente neg variavel nao
Pediococcus variavel resistente neg + variavel
Gemella neg sensivel + neg nao
Rothia mucilaginosa®*  neg sensivel + + variavel

1 E. casseliflavus e E. gallinarum sao positivos
2 S. pyogenes é positivo

3 alguns S. viridans podem ser positivos

4 catalase fracamente positiva
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Identificacao de estafilococos

Os Staphylococcus pertencem a familia Staphylococcaceae. O género Staphylococcus
apresenta 32 espécies, 14 subespécies, sendo que somente 15 espécies sao encontra-
das em amostras humanas, e, de uma maneira pratica, os estafilococos sao divididos
em duas categorias: coagulase positivos e coagulase negativos de acordo com a res-
posta ao teste da plasmo coagulase.

O teste mais importante na identificacao da familia Staphylococcaceae é a prova da
catalase, mas tambem compartilhada por géneros de cocos Gram-positivos relacio-
nados: Micrococcus, Planococcus, Alloiococcus (catalase variavel), Rothia mucilaginosa
(catalase variavel) e Kocuria cristinae, pouco isolados e de pouca importancia clinica,
mas que podem ser diferenciados dos Staphylococcus pelo teste da bacitracina com
disco de 0,04 Ul: Micrococcus=sensivel e Staphylococcus=resistente.

.2.1  Provas diferenciais dos Géneros Catalase positivos ou variaveis

Staphylococcus Negativo Positivo Negativo Positivo
Macrococcus Negativo Positivo Positivo Positivo
Planococcus Positivo Positivo Negativo Positivo
Alloiococcus Negativo Positivo Negativo Variavel
Rothia mucilaginosa Negativo Negativo Negativo Variavel
Micrococcus Negativo Positivo Positivo Positivo
Kocuria kristinae Negativo Positivo Positivo Positivo

* OBs. Apenas S. aureus subsp. anaerobius e S. saccharolyticus sdo catalase negativos, os demais sao positivos

Identificacao das espécies de Staphylococcus de maior importancia clinica

S. aureus sensivel variavel resistente pig.amarelo

S. epidermidis neg neg sensivel + resistente

S. lugdunensis neg 3 sensivel variavel variavel Ornitina +

S. haemolyticus neg + sensivel neg sensivel Ornitina neg

S.saprophyticus  neg neg resistente + sensivel isolado em
urina

S. schleiferi neg + sensivel neg sensivel Sacarose neg

S. intermedius + + sensivel + sensivel

S. hyicus + neg sensivel variavel resistente

S. hominis neg neg sensivel A variavel

S. capitis neg neg sensivel neg neg

S. cohnii neg neg sensivel neg neg

Obs. Veja esquema completo em lorio et al 2007

13
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Existem cerca de 31 espécies de Staphylococcus coagulase negativa conhe-
cidas, das quais as mais frequentes sao:

m Staphylococcus epidermidis — causador de infeccdes de cateteres e prote-
ses e 0 mais frequente micro-organismo encontrado em hemoculturas.

m Staphylococcus saprophyticus — causador de infeccdao urinaria em mulhe-
res jovens.

m Staphylococcus haemolyticus — importante devido a resisténcia aumenta-
da aos antimicrobianos, e por ser comumente confundido com o S. au-
reus, pois apresenta hemolise na placa de agar sangue de carneiro.

1.2.2 Teste daresisténcia a novobiocina
A cepa é semeada de maneira semelhante ao antibiograma em placa de
Muller Hinton acrescida de um disco teste de novobiocina contendo 5 ug. As
amostras resistentes mostram zonas de inibicao de 6 a 12 mm, enquanto as
susceptiveis apresentam halos de 16 mm ou mais. As cepas de Staphylococ-
cus saprophyticus sao resistentes.

Testes da Trealose, Urease e Novobiocina

S. epidermidis Negativo Positivo Sensivel
S. haemolyticus Positivo Negativo Sensivel
S. saprophyticus Positivo Positivo Resistente

1.3 Identificacao dos Staphylococcus aureus

A forma mais simples de identificar o Staphylococcus aureus é a prova da coagulase
gue pode ser efetuada em tubo ou em lamina.

1.3.1 Teste da coagulase em lamina
A maioria das cepas de Staphylococcus aureus possui a coagulase ligada (ou fa-
tor aglutinante) “clumping factor” na superficie da parede celular, que reage
com o fibrinogénio do plasma causando a coagulacao do mesmo.

m Colocar 2 gotas de salina em uma lamina.

m Emulsionar uma colbnia isolada a ser testada.

m Colocar uma gota de plasma e misturar com um palito de plastico ou de
madeira.

m Observar se ha aglutinacao em 10 segundos.
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Nao se pode executar esse teste a partir de um agar com grande con-
centragao de sal como agar manitol.

Teste da coagulase em tubo

Esse teste baseia-se na presenca da coagulase livre que reage com um fator
plasmatico formando um complexo que atua sobre o fibrinogénio formando
afibrina. O teste é melhor efetuado se:

m Adicionar 0,1 mL de caldo BHI, incubado por uma noite, com colénia sus-
peita a um tubo de ensaio com 0,5 mL de plasma.

m Incubar por 4 horas a 35°C em estufa ou banho maria.

= Aformagao do codgulo é observada pela inclinagéo suave do tubo de ensaio
a 90 graus da vertical.

Um método alternativo é a emulsificacao dessa mesma colonia suspeita em

um 0,5 plasma e incubado da mesma forma. Qualquer coagulo indica uma

prova positiva, porém nao confundir com precipitados ou floculagao. O me-

Ihor plasma a ser usado é o de coelho com EDTA, ndo devendo ser usado o

plasma humano vindo do banco de sangue.

Teste da DNAse
Esse teste consiste nainoculacao de col6nias em meio contendo DNA, (DNA-
se test Agar) obtido comercialmente.

m Adicionar ao meio original azul de ortotoluidina na concentracao de 0,1%.
0 meio adquire uma colorac¢ao azul intensa.

m Incubar a 35°C por 24 horas.

m Uma coloragdo rdsea caracteristica ao redor das col6nias produtoras de
DNAse indica a positividade da prova.

O meio adicionado com corante demonstra uma melhor facilidade na leitu-
ra, e permite o repique da amostra positiva para o teste de sensibilidade aos
antimicrobianos, evitando que se retorne a placa original onde nem sempre
as colonias estao bem isoladas.

Teste da endonuclease

m Teste da endonuclease termoestavel é efetuado no mesmo meio de DNA.

m Ferver o caldo de cultura com a bactéria suspeita por 15 minutos.

m Fazer pequenos orificios no meio (em placa) utilizando canudos de refri-
gerante.

m Colocar ao meio de DNA gotas de caldo de cultura turvo com a coldnia
suspeita.

m A leitura do teste é semelhante ao da DNAse.
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1.3.5

1.3.6

1.3.7

1.3.8

1.3.9

Note que esse método pode ser efetuado a partir de caldo de hemocultura
em que foi observado o crescimento de cocos Gram-positivos agrupados.

Outras provas que diferenciam o Staphylococcus aureus

Aglutinacao em latex ou em hemacias de carneiro (sorologia). Esses testes
geralmente detectam a coagulase livre e alguns apresentam também uma
imunoglobulina antiproteina A presente da parede do Staphylococcus au-
reus. Como sao disponiveis comercialmente, deve-se seguir as instrucdes do
fabricante.

Teste do crescimento em agar manitol

O Staphylococcus aureus tem a capacidade de fermentar o manitol em meio
contendo 7,5 % de cloreto de sédio, denominado dgar manitol salgado ou
Meio de Chapman. O indicador de pH é o vermelho de fenol, que indica uma
reacao positiva quando o meio ao redor das col6nias se torna amarelo, e ne-
gativa quando permanece avermelhado.

Identificacao de outros géneros

A diferenciagao entre Micrococcus sp. e os Staphylococcus sp. se da pela co-
loracdo de Gram, em que os Micrococcus aparecem em tétrades, ou pela
pigmentacao de suas col6nias (amarelas, réseas ou alaranjadas). Alguns nao
apresentam pigmentos e podem ser diferenciados pela sensibilidade a Baci-
tracina 0,004 Ul, a mesma utilizada na identificacao de Streptococcus pyoge-
nes, mas utilizando-se a inoculagao em agar Mueller Hinton.

Identificacao dos estreptococos

Os estreptococos podem ser diferenciados de acordo com sua aparéncia na
placa de agar sangue apo6s incubagao a 35°C em presenca de 5% de CO,,
podendo apresentar: hemdlise total (beta), parcial (alfa, de cor esverdeada)
ou nenhuma (gama).

A identificacdao de espécie de estreptococos beta hemoliticos é feita através
de aglutinacao com soros especificos contra os antigenos de Lancefield (A,
B, C, D, F e G), que constitui uma prova rapida, porém nao acessivel a todos
os laboratorios em virtude do elevado custo.

Teste da bacitracina

E importante notar que as identificacdes devem ser feitas em agar sangue

sem tensdo de CO, ou os resultados podem ser conflitantes.

m Semear meia placa de dgar sangue com o estreptococo a ser identificado,
como para um antibiograma.

m Colocar o disco de bacitracina 0,004 Ul como indicado.
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= Incubar por uma noite a 35°C sem CO,,.
m Observar qualquer zona de inibicao como resultado de sensibilidade.
O Streptococcus pyogenes (grupo A) é assim rapidamente identificado.

1.3.10 Teste do Sulfametoxazol Trimetoprim (SXT)

m Adicionar na mesma placa de agar sangue o disco de SXT.

= Incubar por uma noite a 35°C sem CO,,.

m A sensibilidade a essa droga significa, em conjunto com as outras leituras,
que o estreptococo ndo pertence ao grupo A, B ou D de Lancefield.

m Colocar um disco de Bacitracina 0,004 Ul a direita e um de Sulfame-
toxazol-trimetoprim a esquerda.

m Havendo necessidade, pode ser feito o teste de CAMP na mesma placa, con-
forme desenho abaixo.

A) Teste de CAMP (NA MESMA PLACA)

- Inocular uma estria Unica de uma amostra de Staphylococcus aureus
produtor de beta lisina (ATCC 25923) no centro de uma placa de agar
sangue preparada obrigatoriamente com sangue de carneiro. (Essa li-
nhagem de S. aureus deve ser mantida continuadamente em estoque).

- Inocular as amostras a serem testadas em estrias formando um angulo
reto com a linha de inoculacdo da amostra teste de estafilococo. As
estrias nao devem se tocar, ficando a 1 mm de distancia, e desse modo
varias amostras podem ser testadas em uma mesma placa de dgar san-
gue. A maneira de inocular é fundamental para a observacao do efeito
esperado.

- Incubar a placa a 35-37°C durante um periodo de 18-24 horas.

- A positividade da prova, Streptococcus agalactiae (grupo B), é eviden-
ciada pelo alargamento da zona de lise, que adquire a forma de ponta
de flecha caracteristica, na area de interseccao entre as duas estrias.

- Se o teste de CAMP ndo resultar em uma flecha, mas numa figura seme-
Ihante a uma cabeca de fésforo, refazer o teste de catalase e em caso posi-
tivo verificar as provas para identificacao de Listeria sp.

B) Teste do PYR
- Esse teste determina a atividade do PYR também chamado pyrroli-
donyl-aminopeptidase, uma enzima produzida pelo Streptococcus
pyogenes e também pelo Enterococcus sp. Utilizar somente coldnias
puras para o teste, pois podem surgir resultados erroneos. Seguir as
instrucdes do fabricante, uma vez que se encontra disponivel comer-

cialmente.
- Esse teste é tecnicamente equivalente a prova da hidrélise da bile es-
culina e crescimento em 6,5% de NaCl, usados na identificacao classica
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dos enterococos, e mais especifico que o teste da Bacitracina na carac-
terizacao presuntiva dos estreptococos beta hemoliticos do grupo “A’,
tendo a vantagem de ser mais rapido.

- Em qualquer dos dois casos, o PYR constitui uma alternativa importan-
te para esclarecer testes duvidosos. Na impossibilidade da realizacao
de testes soroldgicos de confirmacao, reforcar o valor dos testes pre-
suntivos classicos de identificacao do Streptococcus pyogenes.

C) Teste da bile esculina e do NACL 6,5%
- Semear as provas de Bile Esculina e do caldo de NaCl a 6,5%.
- Incubar da mesma forma.
- Teste da bile esculina positiva apresenta cor marrom escuro e o do cal-
do de NaCl a 6,5 % deve mostrar turvagdo para ser considerado posi-
tivo.

1- Disco de bacitracina
2- Disco de sulfametoxazol trimetoprim
3-Camp Test

Linhas verticais

cepas teste

Linha horizontal
estria com cepa beta hemoli
Staphylococcus aureus (ATCC 25923)

- Todos os estreptococos do grupo D de Lancefield apresentam a bile
esculina positiva, seja Enterococcus sp. ou Streptococcus do grupo D
nao enterococo (Streptococcus bovis). Quanto ao teste da tolerancia ao
NaCl a 6,5%, somente 0s enterococos sao positivos.

1.3.11 Teste da hidrdlise do hipurato
m Os Streptococcus agalactiae (grupo B) sao também capazes de hidrolisar o

hipurato em seus componentes: glicina e acido benzdico.

Identificacao de estreptococos beta hemoliticos dos grupos A, B e D

o . il lina.

Sensibilidade a CAMP teste. Bile Sl
Bacitracina Hidrélise do Hipurato SKT Tolerandia

P NaCl 6,5%

S. pyogenes sensivel negativo negativo (R) negativo

S. agalactiae resistente positivos negativo (R) negativo

Enterococcus sp. resistente negativo negativo (R) positivos

Estreptococo Néo resistente negativo positivos (S) negativo

A, BouD.
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1.3.12 Identificacdao dos estreptococos nao beta hemoliticos
m Somente os estreptococos do grupo B (Streptococcus agalactiae) e os do
grupo D Enterococcus spp. e Streptococcus bovis podem nao apresentar ne-
nhuma hemdlise, a denominada gama hemdlise.

1.3.13 Identificacao de estreptococos gama hemoliticos ou sem hemolise

A) Identificacdo CAMP/Hidroélise de hipurato Bile Esculina Tolerancia a
NaCl 6,5%
- Streptococcus agalactiae positivo negativo negativo
- Enterococo negativo positivo positivo
- S. bovis negativo positivo negativo

1.3.14 Identificacdao dos estreptococos alfa hemoliticos
m A identificacdo desse grupo nao deve ser feita por métodos sorolégicos,
pois a maioria nao possui os antigenos de Lancefield.

Identificacao dos estreptococos alfa hemoliticos
Identificacao Optoquina e Bile solubilidade Tolerancia 6,5% a Nadl

Pneumococo positivo negativo negativo
Enterococos negativo negativo positivo

Grupo viridans negativo negativo negativo
Streptococcus negativo positivo negativo

1.3.15 Teste da optoquina
m Semear um quarto de uma placa de agar sangue com a cepa alfa hemoli-
tica a ser testada.
m Aplicar um disco de optoquina.
= Incubara 350C em tensao aumentada de CO, - método da vela.
m Uma zona de inibicao de 14 mm ou mais a volta de um disco de 6 mm
significa sensibilidade e identifica o Streptococcus pneumoniae.

1.3.16 Teste da bile solubilidade

O teste da bile solubilidade também identifica o Streptococcus pneumoniae.
Pode ser executado em placa ou em caldo.

B) Caldo:
- Tomar um caldo turvo apés 3 horas de incubacao a 35°C.
- Inocular uma suspensao de desoxicolato a 10%.
- Clareamento da turbidez reflete a lise bacteriana e confere um resulta-
do positivo a prova.
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C) Placa:

- Inocular gotas de desoxicolato de sédio a 2% sobre as colénias suspei-
tas.

- Incubar a 35°C por 30 minutos.

- As colbnias positivas irao desaparecer por lise bacteriana.

Suspeitar da presenca de “variante nutricional de Streptococcus” desses

micro-organismos quando o Gram de amostras positivas de hemocultura

obtidas em meios comerciais mostram cocos em cadeias que nao cres-
cem no subcultivo em dgar sangue, entao deve-se proceder dessa forma:

- Semear o repique em agar sangue.

- Fazer estrias perpendiculares ao sentido da semeadura com Staphylo-
coccus aureus, como para a identificacao presuntiva de Haemophilus
influenzae.

- Incubar a 35°C em atmosfera com CO,.

Identificacao dos enterococos mais importantes clinicamente

. Crescimento - . ..

E. faecalis negativo positivo  positivo negativo negativo variavel
E. faecium positivo variavel negativo negativo negativo variavel
E. casseliflavus positivo variavel negativo positivo positivo resistente
E. gallinarum positivo negativo  negativo positivo negativo resistente
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Capitulo 2:

Neisserias

2.1

Ana Carolina Ramos Moreno

Carlos Emilio Levy
Marina Baquerizo Martinez

Introducao

O género Neisseria é formado por bactérias aerdbias, imdveis e nao esporuladas. As
neisserias sao diplococos Gram-negativos, cuja caracteristica peculiar é a uniao de
seus lados adjacentes. Na rotina do laboratério clinico, costuma-se comparar essa
morfologia a dois graos de feijao ou rins unidos (D . Apenas a espécie N. elongata
difere dessa morfologia, sendo diplobacilos ou diplococo-bacilo. A maioria das es-
pécies de Neisseria pode habitar as mucosas de animais e seres humanos de forma
comensal. O crescimento 6timo se da em ambientes Umidos com temperatura entre
35 a 37°C (temperatura do corpo humano).

Todas as Neisserias sao micro-organismos fastidiosos, oxidase positiva e a maioria sao
catalase positiva (com excecao de Neisseria elongata e Kingella denitrificans). Elas uti-
lizam os carboidratos por via oxidativa, com pouca producao de acido. O meio de
cultura mais utilizado para verificar a oxidacao dos carboidratos é o Cistyne Tripticase
Agar (CTA), com o indicador de pH vermelho de fenol. Para evitar reacdées duvidosas
na hora da identificacao de Neisseria, recomenda-se utilizar uma grande quantidade
de inéculo para que, assim, haja uma maior producao de acidos. As diferentes espé-
cies de Neisseria, incluindo N. meningitidis e N. gonorrhoeae, sao analisadas junto com
as espécies Moraxella catarrhalis, Moraxella spp. e Kingella spp. por suas caracteristi-
cas morfoldgicas, cocos ou cocdides Gram-negativos, e pela possibilidade de haver
confusao durante a identificacdo.

Embora as doencgas causadas por N. meningitidis e N. gonorrhoeae sejam as mais co-
nhecidas, as outras espécies de Neisseria podem causar doengas em pessoas com a
imunidade comprometida.
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Diagnéstico diferencial entre Neisserias e outros cocobacilos Gram-
negativos
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Neisseria
meningitidis
Neisseria
gonorrhoeae
Neisseria spp.

Moraxella
catarrhalis

Kingella spp.
Moraxella spp.

diplococo  + + nao cresce + neg + neg
diplococo  + + nao cresce + neg neg neg
diplococo/ + varidvel variavel varidvel neg 1 neg
bacilo (oxidativo)

diplococo  + + inerte neg + + neg
cocobacilo  + neg fermentador + neg + variavel
cocobacilo + + inerte neg neg + neg

OXI = oxidase CAT=catalase AS = crescimentoem  OFGIi=OF Glicose CTAGlIi= utilizacao da glicose em

Agar Sangue

base 4gar cistina tripticase MOT = motilidade

Caracteristicas de algumas espécies de importancia clinica

2.1.2

Neisseria gonorrhoeae

O ser humano é o hospedeiro natural de Neisseria gonorrhoeae e a doen-
¢a causada por esse micro-organismo denomina-se gonorréia. A gonorréia,
considerada uma doenca sexualmente transmissivel, é transmitida entre
os seres humanos através do contato intimo das mucosas. N. gonorrhoeae
pode infectar a uretra, a vagina e o anus e pode se propagar para as articu-
lagdes. As mulheres sao as principais portadoras assintomaticas; no homem
encontra-se apenas uma taxa de 1 a 5% de portadores. N. gonorrhoeae é
sempre considerada patogénica, o que indica a necessidade de tratamen-
to. A transmissao para o recém-nascido pode ocorrer durante o parto. No
homem, N. gonorrhoeae causa uretrite e esta relacionada a complicacdes
como epididimite, prostatite e estenose uretral. O periodo de incubacao da
bactéria pode ser de um a sete dias. Na mulher, esse micro-organismo causa
corrimento vaginal, endocervicite, uretrite, abscesso vestibular, salpingoo-
forite e doenca inflamatdria pélvica. A mudanca do microambiente vaginal
inibe o crescimento de bactérias produtoras de acido, como Lactobacillus,
que fazem parte da microbiota feminina. O pH vaginal torna-se menos acido
e uma variedade de organismos &, entao, capaz de proliferar, o que acarreta
infeccdes secundarias. N. gonorrhoeae pode ser isolada também na mucosa
oral e anal. Em recém-nascidos pode causar uma conjuntivite denominada
oftalmia neonatorum. A doenca sistémica disseminada pode ocorrerem 1 a
3% dos pacientes infectados, principalmente em assintomaticos, e é carac-
terizada por febre, tremores, lesdes cutaneas e artrite de extremidades. As
lesGes cutaneas sao do tipo maculo-pustulares ou hemorragicas, com centro
de necrose. Ocorre artrite séptica, com 50% de positividade de isolamento.
Pode ocorrer meningite e endocardite.
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Neisseria meningitidis

N. meningitidis é o agente etiolégico da enfermidade meningocdcica, mais
comumente chamada de bacteremia e meningite meningocodcica. Essas
duas sindromes clinicas podem aparecer simultaneamente, entretanto, a
presenca apenas da meningite é mais frequente. N. meningitidis também
pode causar infeccao sistémica grave, com coagulagao intravascular disse-
minada (CIVD) e elevada mortalidade, conjuntivite, artrite séptica, pericar-
dite purulenta, sinusite, otite e pneumonia. Esse micro-organismo pode ser
isolado das mucosas de 5 a 15% de individuos saos por periodos de semanas
a meses. A transmissao se faz por vias aéreas (aerossois) ou contato com se-
cregOes respiratérias de portadores assintomaticos.

A meningite é um processo infeccioso que acomete as meninges, sendo que
nessa entidade clinica estao comprometidas a piamater, aracndide e espaco
subaracndideo. Esse espaco é continuo e o liquor que nele circula envolve a
convexidade cerebral, preenche as cisternas, passa pela emergéncia dos ner-
vos cranianos e pela medula espinal. Logo, um agente infeccioso que atinge
esse compartimento, espalha-se rapidamente por todo o Sistema Nervoso
Central (SCN).

N. meningitidis é uma bactéria encapsulada, sendo esse um importante fa-
tor de viruléncia. Os meningococos sao tradicionalmente classificados pelo
sistema de tipagem soroldgica baseada na diferenca da estrutura da cap-
sula (sorogrupo), proteinas de membrana externa e lipooligossacarideo. De
acordo, com a classificacdao baseada nos antigenos capsulares, existem 12
sorogrupos conhecidos: A, B, C, 29-E, H, |, K, L, W-135, X, Y, Z. Sao conhecidos
20 sorotipos (antigenos Proteina de Membrana Externa (OMP) classe 2/3) e
10 subtipos (antigenos OMP classe 1).

Moraxella (Branhamella catarrhalis)

M. catarrhalis esta frequentemente associada a infec¢ées do trato respiraté-
rio e ocorre principalmente em criancas e adultos jovens. Esse micro-orga-
nismo pode causar otite média, sinusite, bronquite e pneumonia. Mais rara-
mente pode causar endocardite, meningite ou infecgdes sistémicas. Em ido-
sos, apds o Haemophylus influenzae e pneumococo, M. catarrhalis constitui a
terceira causa de pneumonia em pacientes com doenca pulmonar obstruti-
va cronica. M. catarrhalis raramente € isolada em individuos assintomaticos.
Cerca de 80% das cepas sao produtoras de beta-lactamase e sao detectadas
através do teste do Nitrocefin (cefalosporina cromogénica). Os agentes anti-
microbianos geralmente utilizados no tratamento de M. catarrhalis sao amo-
xicilina-acido clavulanico, trimetoprim-sulfametoxazol, cefalosporinas orais,
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macrolideos, tetraciclinas e fluoroquinolonas. Outras espécies de Neisseria
raramente sdo isoladas em casos de endocardite.

2.2 Isolamento

2.2.1 Neisseria gonorrhoeae

Para o diagnéstico de N. gonorrhoeae, o sitio apropriado para a coleta do
material clinico depende da idade, sexo e praticas sexuais do individuo, além
dos sintomas clinicos da infeccao. O instrumento que sera utilizado para fa-
zer a coleta pode ser lubrificado apenas com agua morna. Outros tipos de
lubrificantes podem ser téxicos para a bactéria. O material pode ser coletado
com swab ou alca bacteriolégica, o que depende do material. Sempre que
possivel coletar o material em swabs separados, um para cultura e outro para
bacterioscopia.

A) Tipos de materiais clinicos:
- Uretral
- Endocervical (sexualmente ativas/vaginal em meninas)
- Retal (colher secrecao mucosa e nao fezes, utilizando meio seletivo
tipo Thayer Martin)
- Orofaringe
- Conjuntiva
- Glandula de Bartholin
- Trompas
- Endométrio
- Liquido sinovial
- Lesdes de pele
- Sangue

B) Recomenda-se:

- Utilizar swab com algodao atéxico ou swab de Rayon ou Dacron.

- Semear o material clinico nos meios solidos o mais rapido possivel.
Sempre utilizar as placas previamente aquecidas em estufa.

- Urina pode ser utilizada apds centrifugacao rapida e semeadura do se-
dimento.

- Utilizar meio seletivo no caso de materiais clinicos ndo estéreis, para
aumentar a probabilidade de isolamento do patégeno.

- Usar frascos de hemocultura sem o anticoagulante SPS, que é inibi-
dor para as N. gonorrhoeae (Ex: Caldo BHI com 1% de gelatina) ou fazer
repiques cegos em 24 horas de incubagao no caso de hemoculturas
automatizadas.
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- Em lesdes de pele, preferir a biépsia ao swab.

- Incubar em camara umida em atmosfera de CO, a 5% ou em jarra de
vela.

- Sempre realizar bacterioscopia pelo Gram.

- Atemperatura de incubacao é critica, nao deve ultrapassar os 37°C.

Neisseria meningitidis

O meningococo é isolado mais prontamente quando o material clinico é ob-
tido antes do inicio da antibioticoterapia e quando é rapidamente transpor-
tado ao laboratério, protegido de ambientes secos e temperaturas extremas,
especialmente frias. O sitio apropriado para a coleta do material clinico de-
pende do individuo e dos sintomas clinicos da infec¢dao. Sempre que possivel
coletar material para cultura e bacterioscopia.

A) Materiais clinicos para isolamento, de acordo com aspectos clinicos:
- Sangue (usar frascos de hemocultura sem SPS como anticoagulante)
- LCR
- Aspirado de petéquias
- Sufusées hemorragicas ou biépsias
- Liquido sinovial
- Swab de conjuntiva
- Aspirado traqueal ou transtraqueal ou escarro
- Lesdes de pele
- Swab de nasofaringe (preferivel ao swab de orofaringe)

Moraxella (branhamella) catarrhalis

A escolha do material clinico em pacientes com otite aguda média e sinusite
maxilar é o fluido de timpanocentese e o aspirado sinusal, respectivamente.
Sempre que possivel coletar material para cultura e bacterioscopia.

Material clinico adequado para isolamento de acordo com o quadro

clinico:

m Otite média: Timpanocentese (miringotomia) quando indicado. Secre-
¢ao colhida com swab em geral revela flora contaminante, exceto se rom-
pimento espontaneo muito recente e sem uso prévio de antimicrobianos.

m Sinusite: Aspirado de seios da face comprometidos, quando indicado.

m Infecgoes do trato respiratorio inferior/pneumonia: Escarro, aspira-
do traqueal e transtraqueal podem ser Uteis ou BAL, quando indicado, e
comparados com bacterioscopia.
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2.3 Transporte e semeadura do material

O material clinico coletado deve ser representativo do processo infeccioso investi-
gado, evitando contaminacao com as areas adjacentes. A coleta e o transporte ina-
dequados podem ocasionar falhas no isolamento do agente etioldgico e favorecer o
crescimento da flora contaminante.

Ap6s a coleta do material clinico, o ideal é semea-lo imediatamente em meio sélido
e incuba-lo em estufa bacterioldgica a 35-37°C em jarra de vela com umidade. O uso
de meios de transporte como Stuart ou Amies deve ser considerado uma alternativa
de risco. Para M. catarrhalis, os meios de transporte habituais sao adequados.

IMPORTANTE: Todo resultado liberado pelo laboratério de microbiologia é conse-
guéncia da qualidade da amostra recebida.

2.3.1

Neisseria gonorrhoeae

O gonococo € muito sensivel a temperatura e atmosfera de CO, e, frequente-
mente, um pequeno nimero de organismos estd presente no material clini-
co. Quando a amostra é enviada ao laboratério, ela precisa ser transportada
de maneira a preservar a viabilidade do micro-organismo.

Recomendacoes:

N. gonorrhoreae é sensivel a variagdes de temperatura acima de 37°C ou
abaixo de 35°C, de modo que a amostra ndo pode ser refrigerada ou man-
tida acima dos 37°C.

Para cultura do micro-organismo, recomenda-se agar chocolate enrique-
cido com suplemento de I-cisteina, NAD e vitaminas (Isovitalex ou similar).
Incubar em jarra com umidade (bola de algodao e agua estéril) e CO, a 5%
(jarra com vela ou estufa de CO,).

Para secrecdo retal, swab de orofaringe ou outros materiais com microbio-
ta contaminante abundante ou menor expectativa de isolamento, seme-
ar, além do meio rico, em meio seletivo como Thayer Martin modificado
(TMM) ou meio New York City (NYC).

Meios seletivos como TMM inibem crescimento de enterobactérias, a
maioria das espécies saproéfitas de Neisserias (7,5 pg/mL de colistina),
Gram-positivos (Vancomicina 3 pg/mL) e fungos (13,5 pg/mL de nistatina)
e contém suplementos para suportar crescimento das Neisseria meningi-
tidis e N. gonorrhoeae.



24

Médulo 6: Deteccéo e Identificacao e Bactérias de Importancia Médica

2.3.2  Neisseria meningitidis
N. meningitidis nao é tao fastidiosa quanto a N. gonorrhoeae. O material clini-
co, apos coletado, deve ser transportado ao laboratério clinico rapidamente,
protegido de ambientes secos e variacbes de temperatura, especialmente
frias.

Recomendacdes:

m Transportar em ambientes umidos, com CO,, evitando variages de tem-
peratura.

m N. meningitidis cresce bem em agar sangue, mas por precaucao, deve-se
semear também em agar chocolate.

= Incubar em jarra com umidade (bola de algodao e agua estéril) e CO, (jar-
ra com vela ou gerador de CO,).

m Para materiais com microbiota contaminante ou menor expectativa de iso-
lamento, semear, além do meio rico, em meio seletivo como Thayer Martin
modificado (TMM) ou meio New York City (NYC).

2.3.3 Moraxella catarrhalis

A) Recomenda-se:

- M. catarrhalis tolera a temperatura ambiente, ou seja, ndo é tao sensi-
vel a variagdes de temperatura como as Neisserias.

- Possui um bom crescimento em agar sangue de carneiro 5% e agar
chocolate. Uma boa porcentagem de M. catarrhalis cresce em agar se-
letivo.

- Incubar as placas a 35°C em ambiente aerébio ou em atmosferade 5 a
7% CO,,.

- Material estéril ou com pouca microbiota (LCR, sinovial, sangue, bip-
sia, conjuntiva, nasofaringe) pode ser semeado em meio nao seletivo.

Bacterioscopia e identificacao

O exame bacterioscépico é muito importante na microbiologia clinica e consiste na
observacao direta, através de microscépio, do material obtido de qualquer tipo de
lesao (feridas, liquor, urina, entre outros). Isto é, o material é recolhido e entao ob-
servado por microscopia, apos coloracao. Em muitos casos, pode ser utilizado para

identificagcao presuntiva dos micro-organismos, como o género Neisseria.

Recomendacoes:
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No momento da coleta, recomenda-se colher dois swabs da amostra clinica, ou
material suficiente para a semeadura e bacterioscopia. O esfregaco na lamina deve
ser feito logo apos a coleta.

Quando o swab é Unico, no caso de Neisseria, da-se preferéncia a semeadura ime-
diata do material e posteriormente:

Ressuspender o swab em 1 mL de salina.

Agitar no Vortex.

Centrifugar.

- Fazer um esfregaco do sedimento.

O laudo da bacterioscopia deve relatar de forma quantitativa o material analisado,
salientando a presenca ou auséncia de diplococos Gram-negativos com caracte-
risticas de Neisseria em:

- raros (4)

- poucos (++)

- moderados (+++)

- muitos (++++)

Descrever se 0s micro-organismos sao extracelulares ou intracelulares e quantifi-
car os polimorfonucleares e as células epiteliais.

E importante correlacionar a bacterioscopia com achados de cultura e dados do
paciente, como quadro agudo, portador, etc. Em casos de abuso sexual, é funda-
mental o isolamento e identificacao completa do micro-organismo, considerando
que neisserias saproéfitas ou mesmo Acinetobacter spp. podem ser diagnosticados
erroneamente como N. gonorrhoeae.

2.4.1 Identificacao
A andlise macroscopica das colOnias bacterianas revela informagdes que sao
importantes no processo de identificacdo do micro-organismo. Cada espé-
cie possui caracteristicas que, muitas vezes, Ihe é peculiar, tais com tamanho,
forma, cor, aspecto, entre outros.

N. gonorrhoeae produz em agar chocolate varios tipos de col6nias. A colonia
tipica é pequena, brilhante e convexa. Sao menores do que as de neisserias
saprofitas cuja cor pode variar de cinza a amarelo. A colénia de M. catarrhalis
é de cor cinza réseo-acinzentado, comumente fridvel, saindo inteira quando
removida com a alca bacterioldgica. As colonias de N. meningitidis sao maio-
res que as colonias de gonococos, brilhantes e convexas. Os subtipos A e C
capsuladas podem apresentar-se mucaoides.

Para o diagndstico da gonorréia, existem no comércio recursos como ELISA,

sondas genéticas de acido nucléico, PCR e suas variantes, que possuem ele-
vado custo e sdo indicados em caso de levantamentos epidemioldgicos ou
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quando nao se dispde dos recursos tradicionais de identificagcao. Os testes
imunoldgicos nao substituem a cultura bacteriana e a bacterioscopia.

Para LCR, outros fluidos estéreis e até mesmo a urina, a caracterizacao de
Neisseria meningitidis pode ser feita pela técnica de aglutinacao com parti-
culas de latex. Esse método é rapido, possui boa sensibilidade, especificida-
de e permite a tipagem dos sorogrupos de N. meningitidis mais prevalentes
em meningites. Uma vantagem do método imunoldgico é sua positividade
nos casos de cultura negativa por uso prévio de antimicrobianos, sendo, no
entanto, de custo elevado. Para o tipo B, alguns produtos oferecem testes
para afastar reacdo cruzada com E. coli. A reacdo negativa nao exclui o diag-
nostico, que deve ser sempre avaliado juntamente com a bacterioscopia e a
cultura.

2.4.2 Bacteriologia
A identificacao de N. meningitidis e N. gonorrhoeae pode ser realizada de
duas formas: presuntiva e confirmatéria.

A identificacao presuntiva baseia-se na realizacdo das provas de oxidase,
bacterioscopia e coloracdao de Gram das colonias crescidas. Em servicos de
Saude Publica (relacionados a doencas sexualmente transmitidas — DST), a
prevaléncia da gonorréia é bem significativa. Desta forma, para fins prati-
cos de tratamento, pode-se fazer o diagndstico através de aspectos clinicos
associados a bacterioscopia positiva (Diplococos Gram-negativos intracelu-
lares) em pacientes de risco. Deve-se, no entanto, sempre colher material
para cultura, possibilitando a confirmagao e o monitoramento da resisténcia
dessas bactérias.

Na ocorréncia de surtos de meningite meningocdcica, o diagndstico presun-
tivo para fins de tratamento também pode ser baseado na clinica e na bacte-
rioscopia positiva do LCR ou de lesdes (petéquias e purpuras). Deve-se reali-
zar a cultura do material clinico para confirmacao, identificacao de sorotipo
e sensibilidade aos antimicrobianos através dos seguintes procedimentos:

m Fazer a coloragao de Gram das coldnias isoladas para confirmar a presen-
¢a de diplococos Gram-negativos.

m Fazer o teste de oxidase das coldnias sugestivas.

m Deve-se procurar afastar outros géneros de bactérias como Acinetobacter
spp., Kingella spp. e Moraxella spp. que sao morfologicamente parecidos.
Um recurso pratico para evitar erros de identificacdo de Acinetobacter
spp. e Kingella spp. com Neisseria é:

m Semear a col6nia suspeita em agar chocolate.
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m Colocar um disco de penicilina de 10 UL.

m ApOs 24 horas fazer um Gram das col6nias que crescerem proximas a
zona de inibicao.

m Se permanecerem cocdides, com aspecto de neisserias, confirma-se o iso-
lamento; caso tenham adquirido a forma de bacilos longos, o isolado nao
é de Neisseria.

m Outro passo importante é verificar a capacidade de crescimento em meios
pobres como o agar nutriente ou a necessidade de crescimento em meio
rico (dgar chocolate suplementado).

A diferenciacao entre as espécies de Neisseria baseia-se na sua capacidade
de oxidagdo de carboidratos especificos (glicose, maltose, lactose, sacarose
e frutose) e nas exigéncias nutricionais e de meio ambiente para seu cresci-
mento. As neisserias utilizam os carboidratos por via oxidativa e o meio uti-
lizado para verificar a bioquimica bacteriana é a base Agar Cistina Tripticase
(CTA), adicionada de 1% de cada um dos agucares. Essa base possui como
indicador de pH o vermelho de fenol, que a partir do pH 6,8 adquire a cor
amarela. No entanto, rea¢des duvidosas podem ocorrer devido a falhas na
deteccao da acidez produzida pela bactéria, o que pode dificultar a identifi-
cacao. Recomenda-se enviar a cepa isolada rapidamente ao Laboratério de
Referéncia para confirmacao.

Provas de rotina para diferenciar Neisserias patogénicas
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N. gonorrhoeae
N. meningitidis
N. lactamica

N. siccca

N. mucosa

N. flavescens
M. catarrhalis

Kingella spp.

neg % neg + + neg neg neg
Vv + neg 3 + + neg nen
+ + neg + + neg + +
3 1 neg 1 3 neg 1 4
+ + neg neg neg neg neg neg
+ + + neg neg neg neg neg
Vv i neg I neg neg neg neg

AC - crescimento em 4gar chocolate a 22°C; NA - crescimento em agar nutriente a 35°C; GLI - glicose; MAL — maltose;

LAC - lactose; SAC - sacarose; FRU - frutose; NEG - negativo; V — variavel.
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Capitulo 3:

Enterobactérias

3.1

Carlos Emilio Levy
Tania Mara Ibelli Vaz

Introducao:

A familia Enterobacteriaceae é constituida por um grande grupo de bacilos Gram-
-negativos, classificados atualmente em 44 géneros, 176 espécies e quatro grupos
entéricos ainda nao nomeados. As enterobactérias estdo amplamente distribuidas
na natureza e sao encontradas no solo, dgua, frutas, vegetais e produtos de origem
animal, como a carne e ovos. Sua ecologia é variavel, bem como seu potencial pato-
génico para o homem, animais e vegetais.

A) Caracterizacao da familia Enterobacteriaceae:

- Sao bacilos Gram-negativos, nao esporulados, com motilidade variavel. Cres-
cem na presenca ou auséncia de oxigénio. Crescem bem nos meios comuns de
cultura e nos meios seletivos para enterobactérias como o agar Mac Conkey.
Fermentam a glicose com ou sem a formacao de gds. A maioria é catalase po-
sitiva, exceto a Shigella dysenteriae. A maioria é oxidase negativa, exceto Ple-
siomonas, género recentemente incorporado na classificacdao da familia Ente-
robacteriaceae e Aeromonas sp. (muito semelhante a E. coli). A maioria reduz o
nitrato a nitrito.

B) Importancia clinica:

- As enterobactérias representam 80% ou mais de todos os Gram-negativos de
importancia clinica isolados na rotina microbioldgica. Muitas espécies de ente-
robactérias sdao patogénicas para o homem causando varios tipos de doencas.
Essas incluem doencas diarreicas, infecgdes em feridas e queimaduras, infeccao
no trato urinario e respiratodrio, septicemia e meningite, sendo responsaveis por
cerca de 70% das infecgdes urindrias e 50% das septicemias.
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- Algumas espécies sao consideradas enteropatogénicas, por causarem prefe-
rencialmente infec¢ées gastrointestinais, normalmente transmitidas por agua
ou alimentos contaminados. Sao considerados enteropatdgenos classicos os
diferentes sorotipos de Salmonella, Shigella spp., categorias diarreiogénicas de
E. coli e Yersinia enterocolitica. Alguns desses podem, ainda, estar associados a
infecgOes extraintestinais.

C) Infec¢bes Relacionadas a Assisténcia a Saude e na comunidade:

- InfecgOes relacionadas a assisténcia a saude: Nas infec¢oes relacionadas a as-
sisténcia a saude, os géneros e espécies predominantemente isolados, repre-
sentando 99% das enterobactérias de importancia clinica, sao: Escherichia coli,
Salmonella spp., Klebsiella spp., Enterobacter spp., Serratia marcescens, Proteus
spp., Morganella morgannii, Citrobacter spp., e Providencia spp.

- Infeccbes na comunidade: As infeccdes na comunidade sao frequentemente
causadas pelos enteropatogenos classicos, associados as doencas transmitidas
por alimentos. Também sao comuns as infec¢des urindrias causadas por E. coli,
Proteus spp. e Klebsiella spp.

Baseado em dados de prevaléncia e importancia clinica, considera-se necessario que
os laboratoérios de microbiologia utilizem metodologia que permita discriminar com
>80% de acerto os géneros e espécies considerados a seguir:

Escherichia coli Citrobacter koseri Enterobacter aerogenes
Shigella spp. Klebsiella pneumoniae Enterobacter cloacae
Salmonella typhi Klebsiella oxytoca Enterobacter sakazaki
Salmonella spp. Providencia spp. Pantoea agglomerans
Citrobacter freundii Serratia spp. Yersinia enterocolitica
Proteus mirabilis Proteus vulgaris Morganella morganii

Tabela 1 Principais provas para a identificacdo das enterobactérias de importancia clinica

fermentacao da glicose produgdo de gas (CO,)

fermentacdo da lactose utilizacao de citrato

motilidade producdo de indol

oxidase producao de urease

descarboxilacdo da lisina producao de fenilalanina desaminase ou opcao triptofanase

produgcdo de sulfeto de hidrogénio (H_S) producao de gelatinase e/ou DNAse
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Tabela 2 Provas complementares de Identificacao

Teste da ornitina descarboxilase e arginina dehidrolase
Reacao de vermelho de metila (VM) e Voges-Proskauer (VP)
Fermentacao de outros carboidratos: glicerol, sacarose, maltose, arabinose, salicina, dulcitol, manitol, etc.

ONPG - teste da Beta galactosidase
Utilizacdo do malonato de sodio

Hidroélise da Esculina, etc.

Os esquemas de identificacao baseiam-se na determinacao dos géneros e espécies
mais isolados na clinica, e nas provas mais caracteristicas de cada género e espécie,
segundo alguns critérios como: facilidade de execucao, facilidade de interpretacao,
custo, rapidez para leitura, etc.

3.2 Tipos de testes utilizados

Na maioria dos laboratérios de microbiologia clinica, a identificacao de enterobac-
térias se baseia em caracteristicas fenotipicas. Para a identificacao das espécies sao
utilizados testes convencionais, kits comerciais, métodos automatizados ou métodos
rapidos utilizando substratos cromogénicos.

Testes convencionais preparados no laboratério devem ser submetidos a um rigoro-
so controle de qualidade. Aqueles adquiridos no comércio em testes isolados ou em
kits devem ser acompanhados dos respectivos esquemas de identificacao, previa-
mente validados com cepas padrao e desempenho documentado.

Métodos automatizados, em geral, utilizam essas mesmas provas e ampliam o nime-
ro de testes podendo caracterizar com maior seguranca e melhor poder de discrimi-
Nnagao géneros e espécies nao comuns.

Métodos rapidos em geral utilizam substratos cromogénicos para deteccao de enzi-
mas produzidas pelas bactérias e que se revelam ap6s 4 a 6 horas de incubacao.

Na rotina bacterioldgica, existem varias alternativas e, com base em conjuntos ou
sistemas simplificados de provas bioquimicas, é possivel realizar a triagem e identi-
ficacdo presuntiva dos principais géneros de interesse clinico. Desse modo, das en-
terobactérias isoladas de amostras clinicas, cerca de 90% podem ser perfeitamente
identificadas através desses esquemas, podendo o resultado ser entregue dentro de
um espaco de tempo relativamente curto, geralmente, entre 48 a 72 horas a partir do
isolamento.
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3.2.1

Principais Meios Bioquimicos Utilizados na Rotina

A identificacdo presuntiva das enterobactérias pode ser facilitada pela uti-
lizacao de meios que reinem em um sé tubo varias reacdes bioquimicas.
Assim, é possivel realizar a identificacdo presuntiva dos principais géneros
de interesse clinico, minimizando o tempo de saida do resultado.

No Brasil, os meios presuntivos de identificacao mais utilizados sao: Meio de
Rugai, modificado por Pessoa e Silva (Meio de IAL), EPM MILI e TSI.

As facilidades, dificuldades ou limitacdes na utilizacao de cada um desses
meios dependem do treinamento e conhecimento do analista que esta exe-
cutando o exame.

Meio IAL (Instituto Adolfo Lutz) - O meio de IAL é extremamente pratico por
se tratar de um Unico tubo reunindo nove reacdes: Na fase superior do tubo
pode ser verificada a fermentacao da glicose, producao de gas, fermentacao
da sacarose, producao de urease, H.S e triptofano desaminase. Na fase infe-
rior, separada da superior por uma camada de cera de carnauba, verifica-se
a descarboxilacdo da lisina e motilidade. No tampao observa-se a producao
de indol. O meio deve ser inoculado com uma picada profunda, até o final do
tubo, e posteriormente, apds a picada, estria-se a superficie, na fase superior.

Baseado nestas provas é possivel identificar as seguintes bactérias: E. coli,
Shigella (indol positiva), Shigella (indol negativa), Enterobacter aerogenes,
Klebsiella pneumoniae, Klebsiella spp. (sacarose negativa), Enterobacter clo-
acae, Providencia spp. (ureia positiva) ou Morganella morganii, Providencia
spp. (ureia negativa), Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Salmonella spp., Sal-
monella typhi, Citrobacter freundii, Serratia marcescens (necessita provas com-
plementares), Vibrio cholerae, Vibrio spp. (oxidase positiva) e alguns bacilos
nao fermentadores.

Por se tratar de um meio presuntivo, provas complementares devem ser re-
alizadas sempre que necessario, especialmente a utilizacao do citrato em
meio Citrato de Simmons, a DNAse, oxidase e a fermentac¢do da lactose.

A) Variantes do meio IAL:
- Tubo 1 - meio de Rugai sem sacarose provas: fenilalanina, fermentacao da
glicose, gas, H , S, ureia
- Tubo 2 - MIO (Motilidade Indol Ornitina)
- Tubo 3 -lisina
- Tubo 4 - citrato
- Tubo 5 -rhamnose
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Conjunto EPM/MiLi/Citrato — Trata-se praticamente da mesma combinacao
de reagbes do meio IAL ou Rugai & Araujo (modificado por Pessoa & Silva),
separados em 2 tubos, passando a verificacao do indol da tampa do IAL, para
o meio MILi apés adicao do reativo de Kovacs.

B) Tubo EPM:
- Fermentacao da glicose, producdo de gas, H.S, ureia, fenilalanina; ino-
cular picando até o fundo e semear na superficie, incubar com a tampa
frouxa 24 horas/35°C.

Tabela 3 Interpretacao do Meio EPM

Producao de gas Formacao de bolhas ou rachaduras no meio
Base Producdo de H,S Presenca de pigmento negro de qualquer intensidade
Hidrélise da Ureia Colc‘)r'agao azul esverdeada (fraca) na base indica prova
positiva
N . Reacdo positiva — verde escuro ou acastanhado
Desaminacao do Triptofano ~ . o hn
Reacdo negativa - superficie inalterada

C) Tubo MILi:

- Fazer picada central apenas — incubar 24hs/35°C.

- Motilidade - bactérias moveis crescem além da picada turvando o
meio, enquanto as imoéveis crescem apenas na linha de picada.

- descarboxilagao da lisina - lisina positivo o meio torna-se roxo, na pro-
va negativa o meio permanece amarelado nos 2/3 inferiores.

- Apbds a leitura da lisina adicionar 3 gotas de reativo de Kovacs para o
teste de indol - a formacao de um anel rosa na superficie do meio indi-
ca positividade para o indol.

D) Citrato:
- Inocular a superficie e incubar 24hs/35°C.
- A prova positiva é evidenciada pelo aparecimento de coloracao azul
na superficie.

= Meio Triplice Agucar Ferro (TSI) — Considerado o mais classico dos siste-
mas de identificacao, necessita de provas adicionais, mas tem a vantagem
de ser de mais facil interpretacdo. Abaixo sera descrito em detalhes e sera
a base da identificacao de enterobactérias.

m Acuracia daidentificacao - Qualquer sistema de testes existentes no co-
mércio, com leitura manual ou automatizada tem limitacdes no nimero
de provas e de discriminacdao dos diferentes géneros e espécies de en-
terobactérias, de modo que a maioria dos esquemas trabalha com um
maximo de 80% de acerto.
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Os esquemas de identificacdo de enterobactérias podem utilizar uma ampla
gama de recursos, variando desde nove reacbes como meio IAL ou Rugai &
Araujo modificado por Pessoa & Silva, até dez testes propostos nesse manu-
al, ou sistemas como API 32E que pode identificar enterobactérias e alguns
nao fermentadores, utilizando 32 testes. Eimportante destacar que nenhum
sistema oferece 100% de acerto para a caracterizacao das espécies de ente-
robactérias, mas analisam o principal comportamento descrito na literatura.

A fonte de informacgdo mais utilizada baseia-se na tabela organizada por Far-
mer (1999) contando com 47 provas, e 0s respectivos percentuais de positi-
vidade para os diferentes géneros e espécies de enterobactérias. Alguns dos
principais géneros e espécies de importancia clinica podem ser caracteriza-
dos com >95% de acerto com poucas provas. Entretanto para as espécies
dos géneros Citrobacter, Enterobacter, Klebsiella e Serratia os testes mais utili-
zados apresentam baixo poder de discriminacdo, sendo a identificacao feita
pelo maior percentual de probabilidade.

E necessario destacar que padrées ndo usuais podem ocorrer e que o micro-
biologista deve estar atento para analisar cepas que possam ter importancia
clinica e epidemioldgica ou encaminha-las a Laboratérios de Referéncia. An-
tes, no entanto, deve certificar-se da pureza da cultura e que o padrdao nao
usual nao se deve a cultura mista de bactérias.

O meio de TSI é inclinado em bico de flauta, de cor vermelho cereja e deve ser
inoculado por picada central até o fundo, seguido de espalhamento na super-
ficie e incubacédo durante 18-24h a 35°C.

Tabela 4 Provas do Meio de TSI

Purpura/amarelo (dpice purpura e base amarela) =fermentacao apenas da glicose (lactose e sacarose

negativos)

Amarelo/amarelo (apice e base amarelas) = fermentacdo da glicose + lactose e/ou sacarose (2 ou 3

acucares)

Presenca de gas (CO,) = bolhas ou meio fragmentado

H_S positivo= presenca de precipitado negro
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Tabela 5 Interpretacdo do resultado das reacdes encontradas no TSI

m Base mm Interpretacao mais provavel

Vermelho  Vermelho Sem crescimento = bactéria exigente ou nao semeado
Vermelho  Vermelho Neg Neg Crescimento na superficie = Nao Fermentador ou Gram (+)
Amarelo Vermelho Neg Neg Crescimento na superficie = Gram (+)

Vermelho  Amarelo Neg Vv Enterobactéria ou Aeromonas lactose e sacarose negativas
Amarelo Amarelo Neg V Enterobactéria

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

Neg.=negativo  v.=Vvariavel

Obs.: A presenca de H,S em bactérias lactose e sacarose negativas pode ser
menos evidente pois a precipitacao de sais de ferro pelo sulfeto de hidrogé-
nio depende de meio acido (Ex: Salmonella typhi)

3.3 Etapas da identificacao de enterobactérias

3.3.1 Analise do crescimento nos meios ricos e seletivos
A identificacao de uma enterobactéria comeca com a anadlise da morfologia
da colbnia obtida a partir do material semeado. Em geral temos os seguintes
meios para interpretar:
» Secrecdes: Agar sangue e Mac Conkey

Liquidos nobres e bidpsias: Agar chocolate e Mac Conkey

Fezes: Mac Conkey e SS.

Urina: CLED ou Agar sangue e Mac Conkey, etc.

Devemos considerar que:

= Aenterobactéria sempre cresce nos meios ricos (Agar sangue, chocolate e
CLED), bem como nos meios seletivos: Agar Mac Conkey e SS.

» Os Gram-positivos como regra nao crescem em Agar Mac Conkey e SS, ex-
ceto 0s enterococos que podem crescer, porém as colénias sao menores.

= No Agar Mac Conkey e SS, além das enterobactérias e dos enterococos,
podem crescer bactérias nao fermentadoras e Candida.

m Portanto caracteriza-se uma enterobactéria quando ela esta presente em
todos os meios semeados, mas ainda é necessario diferenciar de outros
micro-organismos nao muito exigentes como nao fermentadores, ente-
rococos e Candida spp.

m Recomenda-se a seguir realizar:
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A) Gram da colonia isolada
- Recomenda-se sempre fazer o Gram para evitar enganos de interpre-
tacao (diferenciar cocos de bacilos, Gram-positivos de Gram-negativos
e leveduras).

B) Prova da oxidase
- Indicada para detectar e/ou diferenciar o grupo Aeromonas, Plesiomo-
nas, Vibrio que também sao fermentadores. A prova de oxidase nao deve
ser realizada a partir de meios que contém corantes ou indicadores.

C) Prova do metabolismo fermentador
- Triagem utilizando os meios de OF-glicose (quando suspeitar de nao
fermentador) ou meio presuntivo (IAL, EPM-MILI, TSI)

D) Série bioquimica complementar
- Sempre necessaria para caracterizar género e espécie. O numero de

provas permitird maior ou menor discriminagao (vide a seguir nivel de
complexidade de provas).

As Enterobactérias caracterizam-se por se apresentarem como: bacilos

Gram-negativos, fermentadores da glicose, com ou sem producao de gas,

oxidase negativas, reduzem nitrato a nitrito e que crescem bem no meio de

Agar Mc Conkey ou Agar EMB (Eosin Metilene Blue Agar).

Como modelo de triagem na identificacao bacteriana tem sido utilizado o
meio de TSI (Triplice agucar ferro), que permite avaliar a fermentacao da glico-
se, producao de gas, fermentacao de lactose e/ou sacarose e producao de H.S.

O TSI constitui o meio de identificacao preliminar mais utilizado no mundo,
sendo necessario, no entanto, adicionar algumas provas para completar a
identificacao, que podem ser utilizadas em dois niveis de complexidade, de-
pendendo da disponibilidade de testes, interesse ou necessidade de uma
melhor qualidade de identificacao:

= Nivel de complexidade 1 - TSI mais:
- Motilidade, indol, lisina, ureia, citrato, lactose observada no Agar Mc
Conkey, fenilalanina, DNAse e oxidase.
= Nivel de complexidade 2 - realizar as provas do nivel 1 mais:
- Ornitina, arginina, sacarose, arabinose, malonato, esculina e PYR.
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3.3.2 Descricao das Principais Provas Bioquimicas

A) Motilidade/H,S/Indol
- Semear por picada até o fundo, e incubar 24hs/35°C.
Motilidade - Para testar motilidade pode-se utilizar os meios de Motilidade/
indol (pode-se adicionar resazurina para melhor observacao do crescimen-
to); SIM (motilidade, indol e H_S) e Mili (Motilidade, Indol e Lisina):
m Crescimento apenas na linha de picada = motilidade negativa
m Crescimento difuso em todo o meio = motilidade positiva
H,S - Producao de gas sulfidrico, verificado no TSI ou SIM
H.,S positivo = meio enegrecido
H,S negativo = cor inalterada do meio
Indol — Apés 24h de incubacao, pingar 3-4 gotas de Kovacs na superficie do
meio:
m presenca de cor purpura = indol positivo
m cor do reagente = indol negativo

B) Ureia de Christensen
- Inoculado apenas na superficie e incubar 24h/35°C
- Urease positivo = cor vermelha (Proteus apresenta reagao mais intensa)
- Urease negativo = mantém cor amarelada do meio

C) Citrato de Simmons
- Inocular na superficie (indculo fraco) e incubar 24h/35°C
- Citrato positivo = azul e/ou crescimento no meio
- Citrato negativo = cor verde (inalterado)

D) Fenilalanina
- Inocular a superficie do meio (inclinado) e incubar 24h/35°C, apds cres-
cimento pingar na superficie 5 gotas do reagente cloreto férrico a 10%
- FA positivo = cor verde escuro na superficie
- FA negativo = mantém a cor do meio inalterada
- Maiores detalhes e outras provas consultar o fasciculo de meio de cultura.

3.4 Identificacao das enterobactérias de importancia clinica
3.4.1 Considerac¢oes
a) Valores positivos ou negativos referem-se a 80% ou mais de definicao;

para saber o real percentual de provas positivas ou negativas consultar a
tabela geral.
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b) PB (padrao bioquimico) = probabilidade tedrica da bactéria em questao
apresentar o padrao bioquimico analisado (os testes considerados sdo in-
dicados pelo sinal). Exemplo: PB para Proteus vulgaris em relacao as pro-
vas, HS +(98%) FA +(95%) Indol + (98%) (multiplicar os percentuais de
ocorréncia) = 92%.

¢) Quando o PB é baixo significa ter outro padrao mais frequente.

d) Os padrdes bioquimicos pouco frequentes terdo menor probabilidade de
isolamento.

e) Nao é aplicado quando se considera género pois envolve varias espécies
com diferentes padrdes de testes (ex: Salmonella spp.).

f) Valores seguidos do sinal positivo (+) ou negativo (-) significa o percentu-
al de cepas com resultado do teste positivo ou negativo. Ex: Lisina 75%+
= 75% das cepas sao lisina positivas.

g) V =valores >20% e <80% de rea¢des positivas ou negativas; essas provas
podem ser Uteis para diferenciar duas espécies ou dois géneros quando
a reacao so ocorre para uma delas. Ex.: ureia em relagao a E. coli e Citro-
bacter. E. coli é negativa e Citrobacter varidvel. Se a reagcao encontrada for
positiva, exclui-se E. coli. Pela importancia clinica e epidemiolégica, pa-
drées nao comuns de Yersinia e Salmonella spp. foram considerados, pois
na pratica a motilidade pode ser duvidosa e o H,S pode ser falso negativo.

h) As provas destacadas com fundo cinza tém a finalidade de facilitar a bus-
ca de provas-chave na diferenciacao bacteriana.

i) Recomenda-se de rotina utilizar as provas do nivel 1 que, para a maioria
das bactérias da rotina, permite uma caracterizacao adequada. Quando
houver necessidade (provas nao conclusivas, fins epidemioldgicos, etc)
usar as provas de nivel 2.

Lac MC= lactose em Mc Conkey

Tabela 6 Identificacdo Bioquimica Simplificada das Principais Enterobactérias

Nivel de Complexidade 1

H,S fenilalanina indol motilidade  Citrato DNAse Tabela

+ I 6.1
= i 6.2
+ = + 6.3a
+ - - 6.3b
+ = 6.4
- - + + 6.5
- - - - 6.6
= 6.7
6.8a
+ 6.8b

1
+ + +
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Tabela 6.1 H_S (gas sulfidrico) positivo, Fenilalanina positivo
Indol + Proteus vulgaris PB 92%
Indol neg Proteus mirabilis PB 94%
Tabela 6.2 H_S negativo, Fenilalanina positivo
Indol + Citrato + Ureia v Providencia spp. PB 88%
Citrato neg Ureia + Morganella morganii PB72%
Indol neg Citrato neg Ureia + P. penneri PB 69%
Citrato v Ureia neg Enterobacter spp. PB <16%
Tabela 6.3 H_S positivo, Fenilalanina negativo

a) Indol positivo

Citrobacter freundii 78% 89% 25%

Edwarsiella tarda neg + neg + neg 99%

b) Indol negativo

L L e Lo | L L e | o

Salmonella spp.

S. typhi neg neg + + neg + 97%
S. gallinarum/s. pullorum neg neg + neg \% + 90%
C. freundii v + neg + + neg 52%

Tabela 6.4 H_S negativo, FA negativo, Indol positivo, motilidade negativa

Y. enterocolitica' neg 75%+ ne +Yersinia 50%
Shigella spp. neg neg neg neg neg +Shigella 50%
Klebsiella oxytoca + + + + + Nao 99%
E. coliinativa (rara) neg neg \% 75%neg neg Invasora? 80%

1 - motilidade positiva a temperatura ambiente e negativa a 37°C
2 — em coprocultura testar p/E. coli invasora

Tabela 6.5 H,S negativo, FA negativo, Indol positivo, Motilidade positiva

Bactéria/Provas mmmmm“

E. coli 97%
Citrobacter spp. + v neg v +
Aeromonas spp. ' v neg + neg’ v

1 - oxidase positiva (verificar Aeromonas, Plesiomonas e Vibrio)
2 — Aeromonas Dnase positiva e Plesiomonas Dnase negativa
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Tabela 6.6 H_S negativo, FA negativo, Indol negativo, Motilidade negativa

Shigella spp. neg sorotipagem 50%
(colénia pequena)

Klebsiella pneumoniae’ pos pos pos pos pos colonia mucéide  100%
Yersinia enterocolitica ? 75%+ neg neg neg neg sorotipagem 50%
P. agglomerans 3 neg \% neg neg \% 15% mot neg 9,6%

1 - cepas isoladas do trato respiratério superior, especialmente nariz podem ser ureia negativas e bioquimicamente pou-
co ativas (citrato V, lisina V), denominadas K.ozaenae e K.rhinoscleromatis

2 - motilidade(+) a temperatura ambiente

3 - pode ocorrer falsa motilidade negativa em meio semi-sélido e positiva em caldo

Tabela 6.7 H_S negativo, FA negativo, Indol negativo, Motilidade positiva, Citrato negativo

Hafnia alvei negativa 7%6
Salmonella choleraesuis + neg + 37%
Salmonella paratyphi A neg neg A 90%
P. agglomerans neg \Y negativa 25%
Salmonella typhi pos neg pos 12%

Tabela 6.8 H_S negativo, FA negativo, Indol negativo, Motilidade positiva, Citrato positivo

DNAse/gelatinase negativos

Bactéria/Provas lisina urease lactose a Sorotipo
Enterobacter aerogenes pos neg pos 4F neg 95%
Enterobacter cloacae neg % pos ++ neg 95%

DNAse/gelatinase positivos

Bactéria/Provas mmmmmm

Serratia marcescens pos 85% neg neg 55% pos 95%
Serratia liquefaciens pos neg 90% neg  75% pos neg 76%
Serratia rubidae’ 55% pos neg pos 70% neg % 85%

1 - raramente isolada

46




Médulo 6: Deteccéo e Identificacao e Bactérias de Importancia Médica

Tabela 7 ldentificacdo Bioquimica Simplificada das Principais enterobactérias

Nivel de Complexidade 2

s | o | oo | e | oo | ot | b
+ + +

7.0a

+ - 7.1b

= aF = 7.2a
+ 7.2b

<
1
+ + o+
1
~N
O

Tabela 7.1 H_S positivo, Fenilalanina positivo

a) Indol positivos

Bactéria/Provas m sacarose

Proteus vulgaris neg 4 92%

Morganella morganii + neg 20%

b) Indol negativos

Proteus mirabilis + V (65%-+) 94%

Proteus penneri neg neg 30%

Tabela 7.2 H,S negativo, Fenilalanina positivo

a) Indol negativo

neg + neg

Proteus penneri +

Morganella morganii + neg neg +
P. agglomerans neg + 75%+ neg
Enterobacter sakazaki neg + + +

b) Indol positivo

Bactéria/Provas

Morganella morganii neg

Providencia spp. +
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Tabela 7.3 H_S positivo, Fenilalanina negativo e indol positivo

Citrobacter freundii 78% + 44% + neg 78 %+ 89%+

Edwarsiella tarda neg neg + + neg neg

Tabela7.4 H_S positivo, Fenilalanina negativo e indol negativo

S. paratyphi A

C. freundii neg 78%+ 44+ neg 89%+ + 89%+ neg
Salmonella spp. + + neg + + + + +
S. typhi + neg neg neg + neg neg +
S. choleraesuis + 25%+ neg + + neg + +
S. gallinarum + neg neg neg neg + neg +
S. pullorum + neg neg + neg + + +
Outras Salmonellas + + neg + + + + +

Triagem rapida para principais bactérias H,S+

I ™ ™

Salmonella spp.
Citrobacter spp. + + neg
Proteus spp. neg Vv +

Tabela 7.5 H_S negativo, Fenilalanina negativo, Indol positivo, Motilidade negativa

Bactéria/Provas MWMW@EME

Y. enterocolitica’ neg 75% 50%
+

Shigella spp. neg neg neg neg neg neg + 50%

Klebsiella oxytoca + + + neg + ++ NI 99%

E. coliinativa (rara) neg neg 40%+ 20%+ 25%+ neg Invasora? 80%

1 - motilidade positiva a temperatura ambiente e negativa a 35-37°C
2 — em coprocultura testar p/E. coli invasora
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Tabela7.6  H_S negativo, Fenilalanina negativo, Indol positivo, motilidade positiva

E. coli neg  90%+ + 97%
C. diversus (koseri)' + 75%+ neg + 50%-+ + 97%
Citrobacter amalonaticus’ A 85%+  neg A 35%+ e 97%
Yersinia enterocolitica? neg 75%+ neg + neg neg vide 2
Pantoea agglomerans 50%-+ 20%+ neg neg 40%+ 20%+ 16%
Aeromonas spp’ v neg +4 + neg \Y

1 - C. koseri = malonato+, C. amalonaticus= malonato negativo
2 — motilidade negativa a 35-37°C e positiva a temperatura ambiente
3 - oxidase positiva: Aeromonas é Dnase positiva e Plesiomonas shigelloides é Dnase negativa

4 - Aeromonas caviae é lisina negativa e lactose positiva

Tabela 7.7 H,S negativo, Fenilalanina negativo, Indol negativo, Motilidade negativa

Shigella spp. nega Sorotipagem 50%

(colénia pequena) positiva

Klebsiella pneumoniae + + + + + Colonia 100%
Mucéide

Klebsiella spp.’ neg v \Y v v Mucoide

Citrobacter freundii V 78%-+ neg + 78%+  11% motilidade 16%
negativa

Yersinia enterocolitica ? 75%+ neg neg neg neg Sorotipagem 50%
positiva

Pantoea agglomerans? neg Vv neg neg Vv 15% motilidade  9,6%
negativa

1 - cepas isoladas do trato respiratério superior, especialmente nariz podem ser ureia negativas e bioquimicamente pou-
co ativas (citrato V, lisina V), denominadas K.ozaenae e K.rhinoscleromatis

2 - motilidade(+) a temperatura ambiente

3 - pode ocorrer falsa motilidade (negativa em meio semi-solido e positiva em caldo)

Tabela 7.8 H_S negativo, Fenilalanina neg, Indol negativo, Motilidade +, Citrato neg

Hafnia alvei neg 76%
Salmonella typhi’ + neg neg neg neg +

S. choleraesuis + + neg neg neg +

Y. enterocolitica? neg & neg 75%+ 1 1 vide 2
S. paratyphi A neg + neg neg + +

Pantoea agglomerans neg neg 40%+ 20%+ 4 neg 25%

1 -H,S pode ser positivo no TSI com 48h
2 - motilidade negativa a 35°C e positiva a 25°C
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Tabela7.9 Tabela fracionada - H,S negativo, FA variavel, Indol negativo, Motilidade

Positiva, Citrato positivo

Dnase e Gelatina negativos

a) Lisina negativa, Ornitina negativa e fenil negativo

sacériarows ““m

Citrobacter freundii 67%+

E. agglomerans neg neg 60%+

b) Lisina negativa e Ornitina positiva

Enterobacter 65%-+ 75%+ 30%+ comum
cloacae

Enterobacter neg 50%-+ 18%+ + raro
sakazaki

c) Lisina positiva, ornitina positiva e fenil negativo

E. aerogenes neg 1k

Enterobacter gergoviae + 55%+

Tabela 7.10 Tabela completa - H_S negativo, FA variavel, Indol neg., Motilidade positiva,
Citrato positivo, Dnase e Gelatina negativos

E

O

kY]

5]

[
C. freundii 44%+ 0 0 67%+ 0 11%+ 89%+ 78%+ 0
E. aerogenes 2%+ 0 98%-+ 0 98%-+ 95%+  100%+  95%+ 98%-+
E. cloacae 65%-+ 0 0 97%-+ 96%-+ 75%+  100%+  93%-+ 30%+
E. agglomerans 20%+ 20%+ 0 0 0 65%-+ 20%+ 40%+ 60%-+
E. gergoviae 93%+ 0 90%+ 0 100%+  96%+ 98%+ 55%+ 97%+
E. sakazakii 1%+ 50%-+ 0 99%-+ 91%-+ 18%+ 98%-+ 99%+  100%+

Tabela 7.11 H_S neg,, Fenilalanina neg., Indol neg., Motilidade positivo, Citrato positivo,
Dnase e Gelatina (positivas)

Serratia marcescens 99% + 99% + Neg

S. marcescens biog ' 55% + 65% + Neg Neg Neg Neg
Serratia liquefaciens 95% + 95% + Pos Neg Pos Neg
Serratia rubidae 55% + neg Pos Pos Pos Pos
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Tabela 7.12 Caracterizacao geral das principais enterobactérias de importancia

clinica (%)
| SaciraProvaLindo st 5 LU e s Argining Oriina Lt

Citrobacter freundii 0

Citrobacter diversus (koseri) 99 99 0 75 0 0 80 99 95
Citrobacter amalonaticus 100 95 5 85 0 0 85 95 95
Edwarsiella tarda 99 1 100 0 100 0 100 98
Enterobacter aerogenes 0 95 0 0 98 0 98 97
Enterobacter cloacae 0 100 0 65 0 0 97 96 95
Enterobacter gergoviae 0 99 0 93 0 90 0 100 90
Enterobacter sakazakii 11 99 0 1 50 0 99 91 926
Escherichia coli 98 1 1 1 0 920 17 65 95
Escherichia coli inativa 80 1 1 1 0 40 3 20 5
Shigella dysenteriae 45 0 0 0 0 0 2 0
Shigella flexneri 50 0 0 0 0 0 5 0
Shigella boydii 25 0 0 0 0 0 10 0
Shigella sonnei 0 0 0 0 0 2 98 0
Hafnia alvei 0 10 0 4 0 100 6 98 85
Klebsiella pneumoniae 0 98 0 95 0 98 0 0
Klebsiella oxytoca 99 95 0 920 1 99 0 0
Klebsiella ozaenae 0 30 0 10 0 40 6 0
Klebsiella rhinoscleromatis 0 0 0 0 0 0 0 0
Morganella morganii grupo 95 20 95 95 Vv 0 95 V
Pantoea agglomerans 20 50 0 20 20 0 0 0 85
Proteus mirabilis 2 65 98 98 98 0 0 99 95
Proteus vulgaris 98 15 95 95 99 0 0 0 95
Proteus penneri 0 0 30 100 929 0 0 0 85
Providencia rettgeri 99 95 90 98 0 0 0 94
Providencia stuartii 98 93 30 95 0 0 0 85
Providencia alcalifaciens 99 920 0 920 0 0 0 96
Salmonella spp. 1 95 95 1 0 98 70 97 95
Salmonell typhi 0 0o 97 0 0 98 3 0 97
Salmonella cholerasuis 0 25 50 0 0 95 55 100 95
Salmonella paratyphi A 0 10 0 0 0 15 95 95
Salmonella gallinarum 0 0 100 0 0 20 10 95
Salmonella pullorum 0 920 0 0 100 10 95
Salmonella outras 1 90 100 0 0 99 70 99 99
Serratia marcescens 1 98 0 15 0 99 0 99 97
Serratia marcescens bio 1 0 30 0 0 0 55 4 65 14
Serratia liquefaciens 1 20 0 3 0 95 0 95 95
Serratia rubidae 0 95 0 2 0 55 0 0 85
Yersinia enterocolitica 50 0 0 75 0 0 0 95 2
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| pacrrons L Lo o | i |_avic

Citrobacter freundii 0 0
Citrobacter diversus (koseri) 0 95 98 50 40 1 0
Citrobacter amalonaticus 0 97 35 9 0
Edwarsiella tarda 0 0 100 0 0 0
Enterobacter aerogenes 0 95 100 95 100 98 0
Enterobacter cloacae 0 75 100 93 97 30 0
Enterobacter gergoviae 0 96 98 55 98 97 0
Enterobacter sakazakii 0 18 98 99 100 100 0
Escherichia coli 0 0 95 95 50 35 0
Escherichia coli inativa 0 0 5 25 15 5 0
Shigella dysenteriae 0 0 0 0 0 0 0
Shigella flexneri 0 0 3 1 1 0 0
Shigella boydii 0 0 0 1 0 0 0
Shigella sonnei 0 0 0 2 1 0 0
Hafnia alvei 0 50 98 5 10 7 0
Klebsiella pneumoniae 0 93 97 98 99 929 0
Klebsiella oxytoca 0 95 97 100 100 100 0
Klebsiella ozaenae 0 3 50 30 20 80 0
Klebsiella rhinoscleromatis 0 95 0 0 75 60 0
Morganella morganii grupo 0 1 99 1 0 0 0
Pantoea agglomerans 2 65 20 40 75 60 0
Proteus mirabilis 920 2 920 2 15 0 50
Proteus vulgaris 91 0 85 2 97 50 80
Proteus penneri 50 0 45 1 100 0 40
Providencia rettgeri 0 0 10 5 15 35 0
Providencia stuartii 0 0 0 2 50 0 10
Providencia alcalifaciens 0 0 85 0 15 0 0
Salmonella spp. 0 0 20 1 1 5 2
Salmonell typhi 0 0 0 1 0 0 0
Salmonella cholerasuis 0 0 95 0 0 0 0
Salmonella paratyphi A 0 0 99 0 0 0 0
Salmonella gallinarum 0 0 0 0 0 0 10
Salmonella pullorum 0 0 90 0 0 0 0
Salmonella outras 1 vV 100 vV 1 Oou 15 1
Serratia marcescens 90 3 55 2 99 95 98
Serratia marcescens bio 1 30 0 0 4 100 90 82
Serratia liquefaciens 920 2 75 10 98 97 85
Serratia rubidae 90 94 30 100 99 94 99
Yersinia enterocolitica 0 6 5 5 95 25 5
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Identificacao sorolégica

Dentro da familia Enterobacteriaceae, encontram-se conjuntos de amostras bacteria-
nas bioquimicamente homogéneas e sorologicamente relacionadas, que constituem
0s géneros e, segundo alguns critérios, podem dividir-se em espécies.

As amostras relacionadas bioquimicamente sao divididas em subgrupos ou tipos, por
critério sorolégico, de acordo com a presenca dos antigenos somatico (0), flagelar (H)
e de envoltério ou capsula (K). Desse modo, os sorotipos sao divisdes baseadas no
relacionamento antigénico, enquanto os biotipos sao amostras do mesmo sorotipo
que diferem em caracteristicas bioquimicas.

Em atividades de rotina de Bacteriologia Clinica, a identificacdo ou confirmacgao soro-
|6gica é feita apenas com germes comprovadamente patogénicos e de importancia
epidemiologica como Salmonella spp., Shigella spp., Escherichia coli, Yersinia enteroco-
litica e mesmo assim utilizando-se esquemas simplificados, através do seguinte pro-
cedimento técnico:

a) Preparar uma suspensao bastante densa (aspecto leitoso) da bactéria a ser testa-
da, utilizando-se solucéo salina a 0,85%. A massa bacteriana é proveniente do Agar
TSI usado na identificacdo bioquimica ou, de preferéncia, em Agar nutriente incli-
nado apds repique para obtencdao de massa de germes. Coloca-se a salina sobre
o crescimento bacteriano ocorrido na superficie inclinada do meio e, apés alguns
minutos, agitar o tubo de modo a obter a suspensao bacteriana. Bactérias em fase
rugosa tendem a se autoaglutinar, e nao devem ser utilizadas na classificacao so-
rologica.

b) Sobre uma lamina limpa misturar uma gota do anti-soro conhecido e da suspensao
bacteriana a ser testada, e, com movimentos circulares, tornar a mistura bastante
homogénea continuando o movimento durante um ou no maximo dois minutos.
O aparecimento de aglutinagdo, nesse intervalo de tempo, indica positividade da
reacao.

¢) Algumas vezes, é necessario o aquecimento da suspensao bacteriana em banho-
maria fervente, durante 15 minutos, com finalidade de eliminar estruturas mais
externas da célula que tém acao interferente na reacao. Apos resfriamento da sus-
pensao repete-se o teste. Caso ocorra a aglutinagao, confirma-se a prova.

3.5.1 Identificacao de Salmonella:
No género Salmonella existe uma grande quantidade de sorotipos, que nao
sao mais considerados como espécies, e sua identificacao soroldgica com-
pleta e detalhada é uma tarefa restrita aos denominados Laboratérios de
Referéncia. Para identificacdo rotineira no laboratério clinico, utiliza-se basi-
camente trés antisoros:
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a) Anti-Salmonella polivalente somatico (Grupos A,B,C,D,E)
b) Anti-Salmonella somatico, Grupo D (S. typhi)
c) Anti-Salmonella, anti Vi

Quando o denominado antigeno de viruléncia (Vi) esta presente, podera
bloquear a aglutinacao do antigeno somatico do grupo D (Salmonella typhi).
Desse modo, a suspensao devera ser aquecida em banho-maria fervente e
testada novamente com os trés anti-soros citados, dando o resultado abaixo
no caso de Salmonella typhi.

A partir de uma reacao positiva feita apenas com o antigeno somatico poli-
valente, existe condicdo de confirmar a amostra como sendo do género Sal-
monella, sem especificar o sorotipo ou sorovar.

Anti-soro poli somatico + +
Grupo D somatico - +
Anti Vi + -

Ap6s a identificacao bioquimica e aglutinacao com soro polivalente, as
amostras poderao ser testadas com os soros A, B, C, D, E monovalentes. A
bactéria pertencera ao sorogrupo em cujo soro houver aglutinacao. Se a re-
acao for negativa deve-se aquecer a metade da suspensao em banho-maria
fervente e repetir o teste. A metade nao aquecida devera ser utilizada para
determinacao de antigenos flagelares.

A identificacao até sorotipos podera ser feita com auxilio dos soros flagelares
(@, b,cd,i 1,2, 5), eatravés de sua utilizacao é possivel identificar as seguin-
tes amostras:

Grupo O, (A) Salmonella Paratyphi A

Grupo O, (B) Salmonella Paratyphi B e S. Typhimurium
Grupo O, (C1) Salmonella Paratyphi Ce S. Cholerae suis
Grupo O, (D) Salmonella Typhi

3.5.2 Identificacdo de Shigella:
O género Shigella esta constituido de apenas quatro sorogrupos, que sao iden-
tificados sorologicamente, de maneira simplificada, com a utilizacdo de anti-
-soros polivalentes. Excepcionalmente, utiliza-se apenas o antisoro monova-
lente de Shigella dysenteriae tipo 1 (bacilo de Shiga), por ser o mais patogénico.
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Grupo Sorolégico Espécie Bacteriana

-Grupo A
-Grupo B
-Grupo C
-Grupo D

3.53

Shigella dysenteriae 15 sorotipos
Shigella flexneri 8 sorotipos
Shigella boydii 19 sorotipos
Shigella sonnei 1 sorotipo

As culturas suspeitas deverao ser testadas, primeiro com os soros contra Shi-
gella flexneri e Shigella sonnei, que representam mais de 95% das amostras
de Shigella isoladas em nosso meio. Caso nao haja aglutinacao, prosseguir
COm 0S Outros soros.

Nao ocorrendo aglutinagao, é possivel que a cultura seja rica em antigenos
de superficie que geralmente impedem o contato do soro com o antigeno
somatico O. Esses antigenos devem ser destruidos pelo aquecimento da sus-
pensdo bacteriana por 15 minutos em banho-maria fervente, procedimento
que pode ser adotado como de rotina na sorologia desse género.

Identificacao de Escherichia coli

As amostras de Escherichia coli que causam diarreia pertencem a cinco gru-
pos principais: E. coliEnteropatogénica (EPEC), E. coli Enterotoxigénica (ETEC),
E. coli Enteroinvasora (EIEC), E. coli produtora da toxina Shiga (STEC), a qual
inclui o subgrupo referido como E. coli enterohemorragica (EHEC) e E. coli
enteroagregativa (EAEC). Nao existe nenhuma prova bioquimica que possa,
seguramente, distingui-las entre si ou de outros tipos de E. coli pertencentes
a flora normal do intestino. As cepas diarreiogénicas de E. coli sao identifica-
das através de métodos moleculares, tais como PCR utilizando iniciadores
especificos, ou métodos para verificacdo da producao de toxinas, realizadas
somente em laboratérios de referéncia ou de pesquisa. As cepas de EPEC e
EIEC podem ser identificadas presuntivamente por provas de sorotipificacdo
rotineira. Considerando que um mesmo sorogrupo pode pertencer a uma
ou mais categorias diarriogénica, as amostras devem ser encaminhadas a
laboratérios de referéncia para confirmacao.

Soro Anti E. coli Enteropatogénica Classica (EPEC):
m Polivalente A: anti 026, 055,0111,0119

m Polivalente B:anti 0114, 0125,0142,0158

m Polivalente C: anti 086, 0126,0127,0128

Para os laboratérios que ainda utilizam a sorotipificacao, recomenda-se que
essa técnica seja feita utilizando-se a mesma técnica descrita para outras
enterobactérias. Um melhor resultado é obtido, repicando-se cerca de cin-
co coldnias caracteristicas a partir do Agar EMB (Eosin Metilen Blue) ou Mc
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Conkey, para um tubo contendo Agar Nutriente Inclinado, com finalidade de
obter massa de germes. E feita entdo uma suspensao bacteriana em solucao
salina, a qual sera testada utilizando-se anti-soros polivalentes, abrangendo
0s sorotipos mais prevalentes na populacao.

Soro Anti E. coli Enteroinvasora (EIEC):
m Polivalente A: anti 028ac, 029, 0136,0144, 0152
m Polivalente B: anti 0112ac, 0124, 0143,0164, 0167

Soro Anti E. coli O 157 (EHEC):
m utilizar o soro para O157:H7.

A) Observacoes importantes:

Bactérias isoladas com o mesmo padrao de provas de materiais nobres
em surtos de infeccao relacionada a assisténcia a saude ou isoladas de
infeccdes da comunidade que possam suspeitar de um surto, ou pela
gravidade da doenca, ou por um padrao nao esperado de resisténcia,
devem ser remetidas ao Laboratério de Referéncia para melhor carac-
terizagao.

No caso de bactérias que nao se enquadram nos padroes definidos aci-
ma, recorrer a testes suplementares como os descritos abaixo ou usar
kits com maior nimero de provas ou em caso de importancia clinica
(descritos acima) enviar a Laboratdrio de Referéncia.
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Capitulo 4:

Bastonetes Gram-Negativos Nédo Fermentadores

4.1

Carlos Emilio Levy
Doroti de Oliveira Garcia

Introducao

Os bacilos Gram-negativos classificados como nao fermentadores (BNFs) sao micro-
-organismos aerdbios, nao esporulados, que se caracterizam por serem incapazes de
utilizar carboidratos como fonte de energia através de fermentacao, degradando-os
pela via oxidativa.

A identificacdo dos BNFs sempre foi um desafio para os laboratérios de rotina em mi-
crobiologia, considerando que a maioria deles nao realiza esse tipo de identificacao,
ou o faz de maneira elementar em virtude da pouca incidéncia em amostras ambula-
toriais, assim como pela complexidade e elevado custo dos esquemas completos de
identificacao.

A caracterizacao desse grupo de bactérias é de grande importancia nos casos de in-
feccdo relacionada a assisténcia a saude. Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter
baumannii na atualidade estao entre as bactérias mais isoladas em hemoculturas e
amostras do trato respiratério de grandes hospitais. No entanto, os demais BNFs re-
presentam um percentual pequeno de isolamentos, quando comparados com ou-
tros agentes etioldgicos, mas alguns deles apresentam resisténcia elevada a varios
antibioticos (complexo B. cepacia e S. maltophilia) e sao capazes de causar infeccoes
graves. Essas bactérias colonizam e causam infec¢des oportunistas, em especial em
pacientes graves oriundos de CTl e submetidos a procedimentos invasivos. Muito ha
por se conhecer sobre a importancia clinica, caracterizacao laboratorial, taxonomia,
sensibilidade a drogas e patogenicidade desse grupo de micro-organismos, sendo
importante classifica-los em nivel de género e espécie.
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O numero de bactérias ndo fermentadoras conhecidas é muito grande. Foram sele-
cionadas aquelas atualmente consideradas de maior importancia clinica (*) e as de-
mais para diagnéstico diferencial entre si.

4.1.1 BNFs de importancia clinica consideradas nesse capitulo*:
Acinetobacter spp.* Alcaligenes spp.*
Achromobacter spp. Bordetella bronchyseptica
Complexo Burkholderia cepacia* Elizabethkingia e Chryseobacterium spp.*
Methylobacterium spp. Moraxella spp.*
Pseudomonas aeruginosa* Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas luteola Pseudomonas oryzihabitans
Pseudomanas putida Pseudomonas stutzeri
Burkholderia pseudomallei* Roseomonas spp.
Stenotrophomonas spp.* Shewanella spp.
Sphingobacterium spp. Sphingomonas paucimobilis
4.1.2 Triagem inicial para identificacdao de rotina dos BNFs
A partir de colbnias isoladas em cultura pura com 24-72 horas de crescimen-
to, nos meios de cultura e isolamento primario, deve-se proceder a realiza-
¢ao das técnicas de identificacao e diferenciacao dos BNFs.
Observar se ha pigmento da col6nia isolada (amarelo, réseo, cor metalica)
4.1.3  Testes necessarios para triagem inicial para identificacao de rotina dos BNFs

m Tubo com TSl (triplice agucar ferro)

m Tubo de TSA (tripticase soja agar)*' inclinado

m Disco de oxidase ou reativo de oxidase

m Caldo TSB (tripticase soja caldo) para motilidade em lamina

m Coloragao de Gram

= Semeadura em placa de Agar MacConkey
*1 — ou outro meio similar, sem adicdo de corantes para verificar pigmento e manter
oindculo.

Semear uma unica colénia nos meios TSI, TSA e TSB e incubar a 30°C por 16-
24 horas. Realizar coloracao de Gram, oxidase, motilidade em lamina a fres-
co, semear em placa de Agar MacConkey*? e observar o crescimento a 30°C
por 24-72 horas, pois alguns BNFs crescem lentamente.

*2 — ou considerar o crescimento no primo isolamento, quando utilizado o
Agar MacConkey.
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Semeadura, leitura e interpretacao das provas de identificacao
utilizadas na triagem inicial

TSI
Semear com agulha picando até o fundo do tubo e na superficie do agar inclinado.

Leitura TSI
Nao fermentador: o meio permanece inalterado, vermelho (alcalino) no apice e na
base.
Verificar a producdo de H_S.

Disco de oxidase

Retirar uma alcada da massa bacteriana (a partir do TSA), utilizando alca de platina
ou descartavel.

Esfregar sobre a fita ou disco teste; pode umedecer o papel com 1 gota de salina estéril.
A leitura é feita em 15 a 30 segundos.

A cor violeta forte aparece rapidamente. Complexo Burkholderia cepacia e Stenotropho-
monas maltophilia podem dar reacado fraca ou lenta, em alguns casos apés 30 segundos.

Reativo de Oxidase

Umedecer um papel de filtro, colocado no interior de uma placa de Petri, com solu-
¢ao de oxalato de p-aminodimetilanilina a 1%*.

Esfregar uma alcada da massa bacteriana (a partir do TSA) no papel de filtro umede-
cido, utilizando alca de platina ou descartavel.

A leitura é feita em 15 a 30 segundos.

A cor purpura forte aparece rapidamente nas amostras oxidase positiva. Complexo
Burkholderia cepacia e Stenotrophomonas maltophilia podem dar reacao fraca ou len-
ta, em alguns casos apds 30 segundos.

*Preparar a solucao e aliquotar em pequenas fracdes. Conservar a -20°C. Descongelar
apenas no momento do uso.

Caldo TSB - Motilidade

Colocar uma gota do caldo com crescimento bacteriano (16-24 horas a 30°C) sobre
uma lamina nova.

Cobrir a gota com uma laminula e levar ao microscépio. Observar com aumento de 400 x.
Motilidade Positiva: presenca de bactérias cruzando o campo em diferentes direcoes
ou girando em torno dela mesma.

Motilidade Negativa: movimentos vibratérios fracos.

Movimento Browniano: Quando o movimento de todas as bactérias € numa mesma
direcao, provavelmente é o movimento do liquido entre a lamina e a laminula.

Obs: Verificar a motilidade em temperaturas de 37°C e 20°C (ambiente).
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Gram
Observar a coloracao, morfologia e a disposicao das células bacterianas.

Grupamento inicial para a identificacao dos bacilos gram-negativos nao fermentadores mais
frequentemente isolados e de importancia clinica

MORFOLOGIA CELULAR MOTILIDADE/TIPO Cresc. em Agar
MacConkey

Pseudomonas Bacilar +/polar
Alcaligenes/ Bacilar + +/peritriqueo + O/lou A
Achromobacter
Burkholderia Bacilar +lento  +/polar A (0]
Stenotrophomonas Bacilar +lento  +/polar + o/l
Acinetobacter Coco bacilarCocéide  neg neg A o/l
aos pares

Moraxella Cocobacilar + neg Vv 0]
Elizabethkingia/ Bacilar (pleomérfico)  + neg vV (0}
Chryseobacterium

2exceto P. luteola e P. oryzihabitans que sdo oxidase negativa

O = oxidativo | | = inerte | A = alcalino | V = variavel | neg = negativo

Observacoes:

Produgdo de H,S em TSI - se positivo: suspeita de Shevanella spp.

Colonias bem rugosas, amarelas, oxidase negativa, moveis — suspeita de Pseudo-
monas oryzihabitans e P. luteola

Para visualizacao de flagelos vide coloracao especifica no final desse capitulo.

No caso de identificacdes duvidosas, rever:
. Motilidade: é comum falso negativo; repetir com caldo incubando 6 horas.
. Oxidase: reacOes duvidosas repetir com repique novo.

4.3 Testes necessarios para a identificacao bioquimica dos BNFs apods a
triagem inicial

Tubo de OF* glicose (com vaselina) Tubo de OF* glicose (sem vaselina)
Tubo com lisina Tubo com arginina

Tubo com ornitina (complementar em alguns casos) Tubo controle de aminoacidos
Disco de PYR Caldo TSB crescimento 42°C

Tubo agar citrato Tubo agar ureia

Tubo de caldo indol Disco de Polimixina

Tubo com agar esculina Disco de Imipenem

Tubo com gelatina Placa de DNAse

Tubo com caldo NaCl 6%

* pode ser utilizado o MEVAG (Milieau pour l'etude de la voie d'attaque des glucides) como base para a oxidacdo-fermen-
tagcao é um meio mais sensivel para a deteccao da oxidagao de agucares, mesmo em quantidades minimas. Pode ser utili-
zado com maior eficacia que o OF (vide fasciculo de meios de cultura).
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Semeadaura, leitura e interpretacao das provas de identificacao bioquimica

A partir do crescimento no tubo de TSA (ou similar) utilizado para a realizacao da
prova de oxidase, deve-se proceder a realizacao de provas de identificacao e di-
ferenciacdao dos BNFs. Se necessario, semear em mais de um tubo de TSA (ou si-
milar) para a obtencao de maior quantidade de massa bacteriana. Preparar uma
suspensdo bacteriana em solucao salina a 0,85%, correspondente a escala 0,5-1,0
de McFarland.

PROVAS SEMEADURAS LEITURA E INTERPRETAGCAO

Tubo de OF
glicose (com e sem
vaselina)

Tubo com pedaco
de filme com
gelatina

Placa de DNAse

Tubo com lisina,
arginina, ornitina,
controle de
aminoacidos

Ureia

Citrato de Simmons

Caldo TSB -
crescimento a 42°C
e 44°C

Tubo com caldo
NaCl 6,5%

- Picar com agulha até o fundo
do tubo

- Utilizar um volume da
suspensao bacteriana
suficiente para deixar o
fragmento imerso.

- Semear com alca em “spot”
(circulo de 1 cm de diametro)

- Usar inéculo denso ou 3 gotas
da suspensao bacteriana;
pode adicionar 2 mL de
vaselina liquida no tubo com
lisina

- Semear com agulha inéculo
denso na superficie do meio

- Semear com agulha na
superficie do meio ou uma
gota da suspensao bacteriana

- Semear 1-2 gotas da
suspensao bacteriana no
caldo

- Semear 1-2 gotas da
suspensao bacteriana no
caldo

- Fermentador: os dois tubos ficam amarelos (acido)

Oxidativo:
tubo sem vaselina amarelo
tubo com vaselina verde

- Inerte ou alcalino: dois tubos ndao mudam de

cor (inerte) ou o tubo sem vaselina fica azulado
(alcalino). Aguardar, no minimo, 72h para definir
como inerte, pois pode ocorre a oxidagao tardia ou
lenta.

- Incubar a 30°C. Se negativo, aguardar no minimo

72h. Se positivo, ocorre precipitado cinza no fundo
do tubo

- Adicionar HCl 1N e aguardar 5 minutos
- Observar a presenca de halo transparente em volta

do inéculo positivo enquanto o restante do meio
fica leitoso

- Se negativo, repetir o teste com leitura em 72h

- "Comparar os tubos testes dos aminoacidos com o

controle negativo

- Tubo controle negativo deve ficar azul esverdeado

palido e as provas positivas ficam de cor purpura

- Se negativo, aguardar até 05 dias

- A cor rosa forte aparece em todo o meio apds 24

a 72 h deincubacgdo. Uma ligeira mudanca de cor,
résea no apice, que nao progride apdés um tempo
de incubacao mais longo, é considerada negativa

- Bordetella bronchiseptica: reagao positivaem 4 h

- A cor azul forte aparece no pico, e apds um tempo

de incubacao mais longo estende-se a todo o meio

- Ocorre turbidez no meio ou é nitido o aumento da

densidade bacteriana

- Ideal comparar com controle com mesmo inéculo

mantido a temperatura ambiente

- A presenca de turbidez e mudanca de cor indicam

crescimento
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Tubo com &gar
esculina

- Semear com agulha, em estria
na superficie do meio

Tubo de caldo indol
bacteriana no caldo

Discos de - Semear com swab (como
polimixina e para antibiograma) em Agar
imipenem Mueller Hinton
- Colocar os discos
- Incubar a 35 + 2°C por 16-24
hs
Disco de PYR - Colocar o disco sobre colonias

de crescimento recentes ou
fazer suspensdo densa

- Depositar 3 a 4 gotas sobre o
disco de PYR

- Incubar durante 4 horas numa
placa vazia com umidade

4.4.1

- Inocular 3 gotas da suspensao -
- Adicionar 5 gotas do reagente de Erlich ou Kovacs.
- Observar a presenca de anel purpura-palido ou

PROVAS SEMEADURAS LEITURA E INTERPRETAGCAO

- Ocorre um precipitado negro intenso nas provas

positivas a partir de 6 horas de incubacao até 48h

- Cor castanho-escuro é considerada prova negativa;

a cor deve-se a producao de pigmentos por alguns
BNFs

Colocar 5 gotas de xilol e agitar bem o tubo.

intenso que revelam prova positiva

- Polimixina: Qualquer halo em torno do disco

significa sensibilidade. Género Burkholderia é
intrinsecamente R

- Imipenem: S. maltophilia é intrinsecamente R

- Colocar o disco teste em contato com o

crescimento bacteriano

- Coloca-lo sobre uma lamina
- Depositar uma gota do reagente que acompanha

o teste

- A presenca de cor alaranjada é prova positiva;

mantendo a cor amarela a prova é considerada
negativa

- Recomenda-se testar controles positivo e negativo

4.4 Procedimentos para a identificacao bioquimica dos BNFs

Resultado do OF-Glicose (OF-G)

Bacilo (cocobacilo) Gram-negativo oxidase negativa: OF-G oxidativo/inerte:

motilidade negativa:

motilidade positiva: Bacilos Gram-negativos

Cocos Gram-negativo, oxidase positiva, motilidade negativa, OF-G inerte

Bacilo Gram-negativo oxidase positiva lenta OF-G oxidativo/inerte, Méveis

Se pigmento rosa:

Cocobacilos ou cocos Gram-negativos aos pares

Tabela 1
Tabela 3 ou 4

Tabela 2

Tabela 4
Tabela 8

Bacilo Gram-negativo oxidase positiva; OF-G oxidativo/inerte/alcalino:
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motilidade negativa e pigmento amarelo:

motilidade positiva:

se OF-G Oxidativo seguir
se TSI com H_S seguir
se OF-G Inerte/alcalino, seguir

se pigmento rosa, seguir

Tabela 5

Tabela 6
Tabela 7
Tabela8
Tabela 9
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Observacoes:

Lisina e ornitina podem ser negativas em 24h e positivar com 48-72h. Rever quando
houver duas reagdes positivas, pois raramente ocorrem.

Caldo NaCl 6,5% pode turvar mas nao virar o indicador no caso de Alcaligenes (OF glicose
alcalino).

44.2 Tabelas de identificacao dos BNFs

Tabela 1 Coco-bacilos ou cocos Gram-negativo aos pares, NF, Oxidase negativa e Motilida-

de negativa
a Cresc. 5

Micro-organismos 44°C Citrato Hemdélise
Complexo A.  baumannii/A. O
A.baumannii - A. genoespécie 13TU
calcoaceticus

e A. calcoaceticus/A. O neg i neg neg

genoespécie 3

A. haemolyticus 1/0 neg + + +
A. lwoffii | neg neg neg neg

2coldnias lisas, ndo pigmentadas, semelhantes as de enterobactérias
bem Agar sangue (prova opcional)
neg= negativo | O= oxidativo | I= inerte

Tabela 2 Cocos Gram-negativo (NF), Oxidase positivo, Motilidade negativa, OF-G inerte

Cresc em Agar Mac
Micro-organismos
Conkey

Moraxella catarrhalis

Moraxella canis neg neg + +
Psychrobacter phenylpyruvicus/  positivo neg neg +
Oligella ureolytica

Moraxella lacunata neg pos neg neg
Moraxella spp.* neg neg neg Vv

* Moraxella spp.: nonliquefaciens, lincolnii, osloensis, atlantae e Oligella urethralis
neg= negativo V = variavel

Tabela 3 Bacilos Gram-negativo (BNF), Oxidase negativa, Motilidade positiva, OF-G oxidati-
vo, Lisina negativa

Pseudomonas luteola  Neg Bem rugosa, pigmento
amarelo, aderente

Pseudomonas Neg neg Neg S S Bem rugosa, pigmento
oryzihabitans amarelo, aderente
neg - negativo Pol - polimixina  IPM -imipenem S - sensivel R - resistente
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Tabela 4 Bacilos Gram-negativo (BNF), Oxidase negativa ou positiva lenta, Motilidade posi-
tiva®, OF-G oxidativo ou inerte, Lisina positiva

Caracteristicas da
Micro-organismos | Oxidase | Lisina
coldnia

Complexo + lenta maioria Cremosa, lisa,
Burkholderia + algumas com
cepacia pigmento bem

amarelo em TSI

Stenotrophomonas neg/ 93% + neg + S R Lisas, amarelo palido
maltophilia + lenta em meio claro

neg= negativo | S= sensivel | Pol= polimixina | R= resistente | V= variavel

- Complexo B. cepacia pode apresentar fraca motilidade, confundindo com cepas iméveis
b _ em Agar MacConkey tornam-se frequentemente rosa escuro a vermelho devido a oxidacio da lactose ap6s incubacéo
mais longa (4 a 7 dias)

Provas opcionais para as tabelas 3 e 4

Pseudomonas luteola + neg
Pseudomonas oryzihabitans neg neg
Complexo B. cepacia Vv +
S. maltophilia Vv +

neg= negativo V = variavel

Tabela 5 Oxidase positiva, motilidade negativa e OF-G oxidativo, bacilos (BNF) com pig-
mento amarelo e crescimento em Agar MacConkey variavel

Elizabethkingia meningoseptica R

Chryseobacterium indologenes + neg R neg
Sphingomonas spp® neg neg S neg
Sphingobacterium spp® neg Vv R +

®motilidade ocorre a 18-22°C, mas nédo a 37°C; a reacdo de oxidase é geralmente lenta, raramente negativa
bS. multivorum, S. spiritivorum e S. thalpophilum
neg - negativo V —varidvel S - sensivel R - resistente
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Tabela 6 Bacilos Gram-negativo (BNF), Oxidase positiva, Motilidade positiva, OF-Glicose
oxidativo - vide fluxograma para facilitar a interpretacao

Micro-organismos Lisina NacCl Cresc. Caracteristicas
? 6% a42°C da colénia

A. xylosoxidans 13% + 69% + ne 84% + Nao pigmentadas,
lisas, semelhantes
ao Acinetobacter

P. aeruginosa S neg 4 Vv 82% + i Pigmentos

P. fluorescens S neg + Vv + neg Pigmentos

P. putida S neg + + neg neg  Pigmentos

P. stutzeri S neg neg + neg vV Seca

Burkholderia R neg * Vv 1

pseudomallei

Complexo B. cepacia R 80% + neg vV 83% + pigmento amarelo
(V)

Sphingomonas spp°® R neg neg neg neg neg pigmento amarelo

2 — moéveis em temperatura ambiente ° - crescimento leve
neg= negativo | S= sensivel | Pol= polimixina | R= resistente | V= variavel

Provas complementares para a Tabela 6

Micro-organismos p|oc|amna el Coloracao flagelos*
fluoresceina(F)

A. xilosoxidans Peritriqueo
subsp. xylosoxidans

P. aeruginosa neg Vv V 65% + Polar (1)

P. fluorescens neg Vv neg 96% + Polar (>1)
P. putida neg neg neg 93% + Polar (>1)
P. stutzeri neg neg neg neg Polar (1)

B. pseudomallei Vv neg neg neg Polar (= 2)
Complexo B. cepacia Vv neg neg neg Polar (= 2)
Sphingomonas spp°® + 25% + neg neg Polar (1-2)

neg= negativo V = variavel
* vide consideragdes no final do capitulo

Tabela 7 BNF, Oxidase, Motilidade e DNAse positivas, com H,S no TSI, OF-G variavel

Shewanella putrefaciens 43% +

Shewanella algae neg + neg
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Fluxograma Auxiliar para as Tabelas 4,5 e 6

S. maltophilia

Polimixina R

Imipenem R
Lisina =3 positiva
J Complexo B. cepacia

Negativa

arginina
negativa
polimixina

R S

/N

Complexo esculina

B. cepacia \

positiva negativa

PYR

PN

negativa positiva

4

DNAse

P

positiva

S. paucimobilis

A. xyl subsp xylosoxidans

negativa

P. stutzeri
(coldnia seca)

S.putrefaciens
TSI=H,S +

' \ positiva

v

polimixina

P

R S

/N

B. pseudomallei crescimento 42°C

P

positiva negativa
Produgéo de Gelatma
pigmentos
negatlva
positiva
P. putlda \
P. fluorescens
posmva negatlva

P. aerugmosa Coloragao de flagelos

Peritriqueo Polar

A. xyl subsp xylosoxidans P. aeruginosa
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Tabela 8 BNF Oxidase positiva, Motilidade positivo, OF-G inerte/alcalino

Micro-organismos NaCl Coloragéo de
° 6,5% flagelos®

Achromobacter denitrificans 75% neg Peritriqueo
Alcaligenes faecalis neg + neg 78%neg neg Peritriqueo
Bordetella bronchiseptica ++ +0 neg neg neg Peritriqueo
S. maltophilia © neg 78% neg + 93% + neg Polar (>2)

2 — provas complementares | ® - turva o meio, mas ndo muda a cor do indicador | < - raramente pode ser oxidase positiva

Tabela 9 Bacilos e coco-bacilos Gram-negativos nao fermentadores (NF), Oxidase positiva
ou positiva fraca, OF-G varidvel, com pigmento réseo

Crescem

Mlc.ro- Motilidade | Morfologia Agar Mac Cresc. Caracter:st'| cas
organismos a42°C das colonias
Conkey
Methylobacterium  + Bacilos 23% + neg neg Coldnia seca coral
spp.
Roseomonas spp.* V Cocobacilos + + + Colonias

mucodides rosadas

* — oxidase positiva fraca (geralmente apds 30s) ou oxidase negativa

4.5 Tabelas complementares de consulta para identificacao de BNFs
contendo mais provas e Géneros e espécies menos frequentes

Cocobacilos Gram-negativos, Oxidase e motilidade negativos

Micro-organismos ey Malonato Hemélise em
: 44 Agar sangue

Complexo A. A. baumannii/A.
baumannii - genoespécie 13TU
A. calcoaceticus

e A. calcoaceticus/A. O neg i i neg neg

genoespécie 3

A. haemolyticus 1/0 neg A neg +F A
A. lwoffii I neg neg neg neg neg
Acinetobacter spp. 1/0 neg 4 vV Vv Vv

O= oxidativo | I=inerte | neg= negativo | V= variavel
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Bacilos Gram-negativos (BNFs), Oxidase negativa ou positiva lenta,
Motilidade positiva, crescimento em Agar MacConkey positivo

Micro-organismos Oxidase mmmmmmmm

P. luteola 94% +
P.oryzihabitans neg 0 S S neg neg neg 14%+ 33%+
S. maltophilia neg/+lenta  85% o0 R S 39% + 4 93% + neg 48% +
Complexo B. cepacia neg/+ lenta 0 S S 63%+ neg 80% + neg 83% +

IPM = imipenem | POL = polimixina | neg = negativo | O = oxidativo | S = sensivel | R = resistente | V = variavel

Bacilos Gram-negativos (BNF), Oxidase positiva, Motilidade negativa,
OF-G oxidativo, crescimento em Agar MacConkey variavel

Elizabethkingia. meningoseptica neg O lento

C. indologenes neg O lento neg + neg
Sphingomonas spp. neg* O neg neg neg
Sphingobacterium spp. neg (0] Vv neg Vv R

* — pode ser positiva a 20°C
POL - polimixina | neg - negativo | O - oxidativo | S - sensivel | R - resistente | V - variavel

Oxidase positiva, Motilidade negativa, OF-G inerte e cocoide

Micro-organismos Crescem Agar
: MacConkey

M. catarrhalis O lento

M. canis neg O lento + +
Psychrobacter phenylpyruvica/ A neg neg A
Oligella ureolytica

M. lacunata neg 3 neg neg
Moraxella spp. * raras neg neg neg Vv

neg = negativo |V = variavel

Bacilos Gram-negativos (BNFs), Oxidase positiva, Motilidade positiva e
OF-G inerte ou alcalino, crescimento em Agar MacConkey positivo

Micro-oraanismos Morfologia Reducao Nltrato/ Cresca | Coloracaode
9 9 Nitrato 42°C flagelos

Achromobacter denitrificans® Bacilo Peritriqueo
Achromobacter piechaudii® Bacilo neg + + neg Vv Peritriqueo
Alcaligenes faecalis® Bacilo neg + neg neg Vv Peritriqueo
B. bronchiseptica® cocobacilo  ++ + + neg Vv Peritriqueo
Comamonas spp® Bacilo neg + + neg vV Polar (> 2)
P. pseudoalcaligenes® Bacilo neg Vv neg neg + Polar (1)
P. alcaligenes® Bacilo neg Vv 54% + neg neg Polar (1)
- OF-G alcalino

- OF-Ginerte
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Bacilos Gram-negativos (BNFs), Oxidase positiva, Motilidade positiva e OF-G oxidativo

Micro-organismos Cresca Coloragao de
: 42°C flagelos

A. xilosoxidans subsp 84% + neg Peritriqueo

xylosoxidans

P. aeruginosa 1 1 82% + neg S neg 1 Polar (1)

P. fluorescens + neg + neg S neg + Polar (>1)

P. mendocina (rara) + + neg neg S neg + Polar (1)

P. putida + neg neg neg S neg + Polar (>1)

P. stutzeri 1 69 % neg neg S neg neg Polar (1)
+

Sphingomonas spp. neg neg neg R NT NT Polar (1-2)

Complexo B. cepacia + Vv vV Vv R Vv neg Polar

B. pseudomallei + + Vv Vv R neg + Polar (=2)

S. putrefaciens +* Vv \ neg S neg neg Polar (1-2)

NT=n&o testado (nao citado na literatura) | V=varidvel | neg= negativo | MC= Agar MacConkey | POL= polimixina

Bacilos Gram-negativos (BNFs), oxidase positiva, OF-G variavel, ureia positiva, com pigmento rosa

Crescem Agar Cresca

Methylobacterium Bacilo Colobnia seca, coral,
spp. bacilos com vacuolos
Roseomonas spp. Vv Cocobacilo + + Coldnias mucoides,

rosadas, cocobacilos

neg= negativo | V= variavel

4.6 Coloracao de flagelos (Clark, 1976)

A coloracao de flagelos pelo método de Leifson pode ser uma prova complementar
muito util em casos de identificacdo de P. aeruginosa nao produtora de pigmentos,
gue pode ser confundida com A. xylosoxidans subsp. xylosoxidans e também nos ca-
sos de bactérias OF-inerte ou alcalino.

Componentes do corante:

NacCl 0549
Acido tanico 1,09
Acetato p-rosanilina ou acetato de sédio 03g

P-rosanilinaHCl 0,19
Alcool etilico 95° 33 mL
H,O destilada 67 mL
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Os corantes sao colocados em um becker e dissolvidos aos poucos no alcool com a
ajuda de um bastao. Em outro becker, dissolver o NaCl e o acido tanico na dgua. Mis-
turar as duas solucdes e deixar na geladeira em frasco bem fechado. Agitar durante
4-5 dias para dissolver bem o corante. Apds esse periodo estd pronto para uso. Ali-
quotar em pequenas fracdes e armazenar a 5° C (semanas) ou a -10° C/-20° C (meses).
Agitar antes de usar.

Técnica:

As laminas devem estar bem limpas, livres de gordura. Lavar as laminas com sabao
neutro, enxaguar muito bem, sem toca-las com as maos, e deixa-las imersas em alco-
ol por pelo menos 3 dias, trocando o alcool diariamente.

Preparo do inéculo:

Semear a cepa a ser testada em um tubo grande de TSA inclinado, de preferéncia
com agua de condensacao (pode ser adicionado em torno de 1 mL de solugao salina
fisiolégica a 0,85% no fundo do tubo). Incubar a 30°C por 16-24 hs.

Com o auxilio de uma pipeta Pasteur, cuidadosamente, retirar a suspensao bacteria-
na que se formou no fundo do tubo através de capilaridade (ndo aspirar, pois pode
haver quebra dos flagelos). Introduzir cuidadosamente essa suspensao em um tubo
grande inclinado, com 10 mL de agua destilada estéril. Deixar descansando por 10
minutos, mantendo o tubo inclinado, sem movimenta-lo.

Segurar a lamina inclinada e colocar uma gota da suspensao na parte superior da
lamina. Deixar que a gota escorra lentamente até o fim da lamina para que nao arre-
bente os flagelos.

Deixar a lamina secar naturalmente e corar.

Cobrir alamina com o corante por 10-15 minutos. Cobrir com dgua destilada até reti-
rar o excesso do corante.

Deixar a lamina secar naturalmente e observar ao microscopio 6tico no aumento de
1.000 x.

Obs: os flagelos geralmente encontram-se no final da [amina.
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Capitulo 5:

Bacilos Curvos ou Espiralados e outros Relacionados de

Importancia Clinica

5.1

Introducao

Carla Taddei de Castro Neves

Carlos Emilio Levy

Marina Baquerizo Martinez

Esse capitulo apresenta os principais bacilos curvos ou espiralados de importancia
clinica, relacionados as principais patologias, fontes de infeccao e recursos diagnésti-
Cos para sua caracterizacao. Por se tratar de agentes raros, com excecao dos Campylo-
bacter spp., nao serao abordados em profundidade, devendo o microbiologista enca-
minhar a cepa isolada para Laboratério de Referéncia ou consulta-lo sobre recursos
disponiveis para tentativa de isolamento.

5.1.1

Agente
Arcobacter spp.

Borrelia burgdorferi
Borrelia recurrentis

Campylobacter coli/
jejuni
Campylobacter fetus

Helicobacter pylori
Helicobacter spp.
Leptospira spp.
Treponema

pallidum
Vibrio spp.

Doenca
Bacteremia, gastroenterite,
endocardite e peritonite
Doenca de Lime
Febre recorrente
epidémica
Gastroenterite

Bacteremia, infeccao
extraintestinal

Gastrite, Ulcera péptica,
cancer gastrico
Gastroenterite,
bacteremia, etc.
Leptospirose

Sifilis

Coélera, gastroenterite

1 - Ingestdo de alimentos e 4gua contaminados

2 - Ingestédo ou exposicdo a alimentos ou dgua contaminados com urina de animal infectado

Principais bactérias curvas ou espiraladas

Reservatorio
Gado, humanos, animais
domésticos
Roedores
Humanos

Carnes contaminadas
(frango), leite e agua
Humanos

Humanos, macacos, gatos
Animais domésticos,
humanos.

Caes, gatos, porcos, ratos

Humanos

Alimentos, 4gua

Transmissao
Alimentos 1, fecal-oral.

Carrapatos
Sarna (P.humanus)

Alimentos 1, fecal-oral
Fecal-oral

Alimentos 1, Fecal-oral
Fecal-oral, alimentos
Alimentos-agua 2
Sexual,

transplacentaria
Alimentos 1, fecal-oral
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5.1.2 Recursos diagndsticos

Arcobacter spp. - Microscopia: bacilos Gram-negativos curvos ou helicoidais.
- Cultura: cresce entre 15 a 30°C, em ambiente de microaerofilia, em meio seletivo,
como CAMPY-CVA.
- Sorologia: Nao disponivel.
- Ensaio Molecular: PCR utilizando iniciadores especificos.

B. burgdorferi - Microscopia: espiroquetas visualizadas por coloracdo de prata de Warthinneg Starry ou
(doenca de complexadas com anticorpos marcados por fluoresceina, em bidpsia de lesdes de pele
Lyme) ou tecidos.

- Cultura: meio BSK Il em ambiente de microaerofilia, entre 30-37°C por 6 semanas.
- Sorologia, Imunofluorescéncia e ELISA.
- Ensaio Molecular: uso de sondas especificas ou PCR.

Borrelia spp. - Microscopia: espiroquetas coradas por Giemsa ou Wright, em amostras de sangue
colhidas em picos febris.

- Cultura: igual de B. burgdorferi.

Campylobacter - Microscopia: bacilos finos e curvos, fracamente corados por Gram (Gram-negativo).

colie C. jejuni - Cultura: cresce a 37 e 42°C em ambiente de microaerofilia, em meio

- seletivo como Campy-CVA.
- Ensaio Molecular: PCR utilizando iniciadores especificos.
C. fetus - Microscopia: bacilos finos e curvos, fracamente corados por Gram (Gram
- negativo).
- Cultura: cresce a 37 e 42°C em ambiente de microaerofilia, em meio
- seletivo como Campy-CVA.
- Ensaio Molecular: PCR utilizando iniciadores especificos.
Helicobacter - Microscopia: bacilos curvos ou espiralados, detectados em bidpsia gdstrica corada por
pylori H&E, Giemsa, coloracdo pela prata de Warthin-Starry ou Gram (Gram-negativo).
- Recurso rapido: teste da urease em bidpsia gdstrica (sensibilidade>90%).
- Cultura: cresce em meios seletivos ou nao em microaerofilia a 37°C por 5-7dias.
- Sorologia: Util para determinar doenca ativa por Enzima-Imunoensaio.
- Ensaio Molecular: PCR utilizando iniciadores especificos.

Leptospiraspp. - Microscopia: Bactérias estreitas, flexiveis, enroladas em espiral, com as extremidades
em forma de gancho, detectadas no sangue, LCR e urina, por microscopia em campo
escuro (baixa sensibilidade), por imunofluorescéncia direta ou coloracao pela técnica
de impregnacao pela prata (Fontana).

- Cultura: primeiros 10 dias de doenca LCR e sangue colhido com heparina em meio de
Fletcher incubado a temperatura ambiente por 2 a 16 semanas. Cultura do sedimento
urinario alcalinizado ap6s a 12 semana da doenca.

- Sorologia: aglutinacao ou ELISA sdo sensiveis e especificos.

- Ensaio Molecular: PCR.

Treponema - Microscopia: espiroquetas longas e finas, com espiras rigidas e regulares, observadas

pallidum em microscopia de campo escuro ou coloragao pela prata (Fontana) de esfregacos de
linfa de les6es. Testes de imunofluorescéncia direta sdo mais sensiveis.

- Sorologia: testes nao treponémicos (VDRL) ou testes treponémicos (FTA-abs) sao
muito Uteis para diagnostico.

Vibrio spp. - Microscopia: Bacilos Curvos Gram Negativos, em forma de “virgula”

- Cultura: enriquecimento em Agua Peptonada. Crescimento em Agar TCBS - diferencia
as espécies V. cholerae e V. fluvialis (colonias amarelas) de V. parahaemolyticus e V.
mimicus (col6nias verdes).

- Sorologia: aglutinagao

- Ensaio Molecular: PCR utilizando iniciadores especificos

* Recursos ndo citados: ndo Uteis ou ndo disponiveis

BSK Il = meio de Barbour Stoenner-Kelly

Campy-CVA= Meio seletivo para Campylobacter com cefoperazona, vancomicina e anfotericina.
PCR: Reacédo da Polimerase em Cadeia
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Campylobacter

Em caso de gastroenterite, as fezes sao preferencialmente coletadas para isolamento
de espécies de Campylobacter, porém, swabs retais também sdo aceitaveis para cultura.
As amostras devem ser enviadas rapidamente ao laboratério ou em meio de transporte
de Cary-Blair semi-sélido. Em amostras de sangue colhidas em meios convencionais,
essas podem suportar o crescimento do C. fetus que é a espécie que causa com maior
frequéncia infeccoes extraintestinais.

A coloracao de Gram deve usar no lugar da safranina a carbol-fucsina ou fucsina basi-
ca a 0,1% durante 2 minutos. Exame de fezes costuma revelar presenca de leucdcitos,
mas a auséncia ndo contraindica a cultura ou a suspeita diagnéstica. O Gram das fe-
zes tem sensibilidade entre 70 a 90% e elevada especificidade.

A maioria das espécies de Campylobacter exige microaerofilia contendo cerca de 5%
de O,, 10% de CO, e 85% de N2, obtidos com geradores especificos e ndo apenas com
vela. Para aumentar a chance de isolamento em fezes recomenda-se a filtracao das
fezes em filtro de acetato de celulose >0,45 my. Varios sdo os meios de cultura espe-
cificos para coprocultura por serem seletivos, sendo na atualidade os mais recomen-
dados o Agar Carvéo Desoxicolato Cefoperazona, o meio Campy CVA (Cefoperazona,
Vancomicina e Anfotericina) e o meio de Karmali (base de Columbia 4gar, carvao ati-
vado e suplemento de antibiéticos).

Amostras de hemocultura devem ser repicadas em meios nao seletivos com ge-
radores para microaerofilia. Fazer o teste de crescimento a 25, 37 e 42°C (todos
crescem a 37°C). No exame direto em gota direto no microscopio entre lamina e
laminula pode-se observar a motilidade tipo hélice em movimento.

As provas de crescimento devem ser feitas em Agar Mueller Hinton com 5% de san-
gue de carneiro em microaerofilia. O teste de sensibilidade ao acido nalidixico e ce-
falotina pode ser feito em qualquer meio nao seletivo e serd considerado sensivel a
presenca de qualquer tamanho de halo.
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Principais espécies de Campylobacter e Arcobacter

C. jejuni

C. coli

C. fetus

Campylobacter
spp.

Arcobacter

* C. lari = resistente

+ neg neg
+ neg neg
varidvel + neg
+ neg +

neg

neg

neg

variavel

5.3 Vibrios, aeromonas e plesiomonas

sensivel
ou
resistente

neg sensivel

neg sensivel
ou
resistente

neg sensivel
ou
resistente

variavel sensivel

Cresc. Acldo

resistente

resistente

sensivel

sensivel

variavel

A suspeita da presenca de Vibrio, Aeromonas e Plesiomonas é evidenciada pelo:

Isolamento de bactéria Gram negativa fermentadora da glicose (TSI fermentador) e oxida-
se positiva.
Materiais clinicos que podem, eventualmente, ser associados com maior frequén-
cia de isolamentos de Vibrios, Aeromonas e Plesiomonas.

Principais bactérias fermentadoras da glicose, oxidase positiva e sua associacao com diferentes
quadros clinicos:

Bactéria Diarreia Infec¢oes partes Moles mm

V. cholerae

frequente

V. parahaemolyticus

P. shigeloides
A. hydrophila
A. caviae

A. veronii

5.3.1
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frequente
frequente
frequente

frequente

Vibrio

pouco comum

Raro
frequente
Raro

Raro

Raro

frequente
frequente
frequente

frequente

Raro

Raro
frequente
frequente

frequente

As espécies do Género Vibrio sao bacilos curvos ou as vezes retos, longos,
anaerobios facultativos, moveis, fermentadores da glicose, em geral sem
produzir gas, e oxidase positivas. Além do Vibrio cholerae, existem mais de 10
espécies patogénicas para o ser humano. Algumas espécies podem causar
gastroenterite, outras infecgdes cutaneas e bacteremias.
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A colera é causada pelo V. cholerae produtor da toxina CT (toxina colérica),
responsavel por diarreia secretdria intensa. O bacilo é disseminado por via
fecal-oral (dgua e alimentos contaminados) em surtos e epidemias associa-
das a falta de condicbes sanitarias adequadas. O quadro clinico pode variar
de assintomatico a diarreia aguda com morte em 5 horas por desidratacao
e disturbio eletrolitico. Casos esporadicos podem ocorrer por ingestao de
ostras e outros pescados crus ou mal cozidos.

O material utilizado para identificacdo do agente deve ser preferencialmen-
te, fezes, porém, amostras de swab retal ou de vémitos podem ser utilizadas.
A coleta do material quando for fecal devera ser feita utilizando o meio de
transporte de Cary Blair, e as cepas suspeitas ou confirmadas de Vibrio deve-
rao ser encaminhadas a Laboratério de Referéncia, para registro epidemio-
l6gico.

Algumas outras espécies de Vibrios além do V. cholerae necessitam de NaCl
para crescimento. Agar sangue e Mac Conkey permitem o crescimento da
maioria das espécies, e nesse ultimo meio as coldnias sao semelhantes as de
bastonetes nao fermentadores. A diferenca é que no TSI, EPM ou IAL ha fer-
mentagao da glicose, como ocorre também com Aeromonas e Plesiomonas.
Sao oxidase positivas, a maioria € esculina negativa, DNAse positivo e quase
todos crescem em caldo com NaCl 6%.

Em casos de surtos ou em regides onde a célera é endémica, a triagem das
amostras e confirmacao do género pode ser realizada utilizando um meio
seletivo para Vibrio, como o Agar TCBS (tiossulfato-citrato-sais biliares-saca-
rose). Cepas de V. cholerae fermentam a sacarose e aparecem como colénias
amarelas e cepas de V. parahemolyticus nao fermentam a sacarose e apare-
cem como colbnias verdes.

Aeromonas e plesiomonas

Vivem em ambientes aquaticos em todas as partes do mundo. Podem ser en-
contradas em agua de fonte, dgua de lagos, aguas poluidas, etc. Plesiomonas
preferem dguas tropicais e nao marinhas, sendo a Aeromonas mais tolerante
as diferentes condi¢des ambientais. Aeromonas tém sido isoladas em carnes,
meio ambiente aquatico e produtos do mar, e suas diferentes espécies cau-
sam doencgas nao sé no homem como em animais, peixes, répteis, cobras e
passaros.

Em nossa experiéncia é comum o isolamento de Aeromonas em abscesso
pos-picada de cobra, liquido biliar em pacientes com colicistite, diarreia, sep-
se (em pacientes com doenca hepatica cronica) e abscessos cutaneos pds-
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-acidentes (corto-contusos) em lagos, tanques, etc. A chance de detectar Ae-
romonas e Plesiomonas depende da adoc¢ao do procedimento em se fazer o
teste da oxidase em bactérias com caracteristicas de Escherichia coli lactose
negativa.

As principais caracteristicas das Aeromonas sao: lactose negativa, H_S ne-
gativo, fenilalanina negativa, indol positivo, motilidade positiva, e crescem
bem em meios ricos e seletivos, como Agar Mac Conkey e Agar Salmonella-
-Shigella.

Principais provas diferenciais entre Aeromonas spp., E. coli e Citrobacter spp.

E. coli Variavel
Citrobacter spp. + Variavel Neg Variavel Variavel +
Aeromonas spp. Varidvel Neg + Neg Neg Variavel

1 - Aeromonas caviae: lisina negativa e lactose positiva

Provas diferenciais para bactérias fermentadoras da glicose,
oxidase positiva: Aeromonas, Plesiomonas e Vibrio

80

Cresce sem NaCl1

Cresce com 6% NaCl1 + + Neg Neg
Oxidase + + + +
DNAse + + + Neg

1 - crescimento em caldo nutriente

2 — exceto V. mimicus

Provas para diferenciar as principais espécies de Aeromonas e Plesiomonas

| Bacers | ol US| ARG ]ORN | AR | UC | S| BC e

A. hydrophila Positivo Positivo Positivo ~ Neg  Positivo Varidvel Positivo Positivo Positivo
A. caviae Varidvel Neg  Positivo  Neg  Positivo Varidvel Positivo Positivo  Neg

A. sobria Positivo Positivo Positivo  Neg Neg Neg Positivo  Neg  Positivo
A. veronii Positivo  Positivo Neg Positivo Neg Neg Positivo Positivo Positivo
A. jandaei Positivo Positivo Positivo ~ Neg Neg Neg Neg Neg Positivo
A. schubertii Neg  Positivo Positivo  Neg Neg Neg Neg Neg  Variavel
P. shigelloides Positivo Positivo Positivo Positivo ~ Neg Neg Neg Neg Neg

LIS = lisina ARG = arginina ORN = orninina ARA = arabinose LAC = lactose SAC = sacarose
ESC = esculina HEM * = hemdlise/sangue carneiro
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Capitulo 6:

Bacilos Gram Positivos

Ana Luiza de Mattos Guaraldi
Carlos Emilio Levy

6.1 Introducao

Esse capitulo aborda diversos aspectos praticos para identificagdao dos seguintes gé-
neros de Bacilos Gram-positivos (BGPs) de importancia clinica:

. Arcanobacterium, Corynebacterium, Cellulosimicrobium, Gardnerella,
Irregulares (Corineformes) . .

Oerskovia, Rothia
Regulares Erysipelothrix, Listeria
Esporulados Bacillus

Ramificados (Actinomicetos) Nocardia, Rhodococcus, Streptomyces

Alguns BGPs que sao citados no texto para fins de diagndstico diferencial e foram
abordados detalhadamente em outros capitulos incluem as micobactérias e os ana-
erobios estritos e/ou facultativos pertencentes aos géneros Actinomyces, Bifidobacte-
rium, Clostridium, Eubacterium, Lactobacillus, Mobilluncus, Propionibacterium.

o
N

Orientacao geral para a identificacao de BGPs

O significado clinico do isolamento de BGPs é altamente dependente do contexto do
isolamento da amostra. Assim como para os demais patégenos humanos, mais do que
um retrato do crescimento nas placas de Petri de BGPs, o laudo microbiolégico deve ser
o resultado de uma leitura interpretativa e critica. O microbiologista na sua rotina didria
para decidir a importancia dos BGPs isolados deve considerar o potencial patogénico
do agente e os dados clinicos do paciente. A comunicacgao e interagao entre o laborato-
rio de microbiologia e o médico é bastante util.
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Materiais clinicos oriundos de sitios estéreis (sangue, LCR, liquido pericardico,
urina) assim como de regides anatdbmicas contaminadas, bidpsias, escarro, LBA,
abscessos ou feridas devem ser valorizados, desde que os quadros clinicos sejam
compativeis.

Valorizar o achado em pacientes imunocomprometidos, incluindo idosos, porta-
dores de neoplasias ou do virus HIV. Valorizar também os achados em pacientes
imunocompetentes uma vez que diversas espécies de BGPs também podem cau-
sar infecgOes graves, e por vezes fatais, em individuos previamente sadios.

O material deve ser colhido a partir do sitio da infeccdo e com anti-sepsia
rigorosa para evitar contaminacao.

Mesmo em liquidos estéreis ha risco de contaminagao, por isso solicita-se a coleta
de no minimo duas hemoculturas.

Realizar exame microscopico pela coloragcao de Gram diretamente do material cli-
nico descrevendo aspectos qualitativos e quantitativos possibilitara verificar se ha
predominio do agente em questao e presenca de células inflamatérias e de micro-
-organismos no interior de macréfagos/neutrofilos.

No LCR o resultado do Gram do sedimento e a presenca de neutrofilia reforcam a
hipotese de ser agente infeccioso.

Fazer coloracao de Ziehl-Neelsen ou de Kinyoun, uma vez que o laboratério deve
ficar atento para o isolamento de BGPs como Rhodococcus e Nocardia que exibem
graus variados de alcool-acido resisténcia.

Utilizar meios de cultura ricos além de meios seletivos que permitam o crescimen-
to e isolamento do BGP em questdo. As condicdes de incubacao devem ser ob-
servadas atentamente, uma vez que a maioria dos BGPs requer um minimo de 48
horas de incubacédo para o crescimento em meios ricos tais como o Agar sangue
de carneiro.

Observar caracteristicas da colonia: pigmento, tamanho, cheiro, consisténcia, he-
molise. Para observar esporos e hifas aéreas algumas vezes é necessdrio deixar a
colénia envelhecer ou crescer em meios pobres.

Lembrar que esse grupo de micro-organismos pode variar muito quanto as ca-
racteristicas morfoldgicas, de acordo com o material clinico, culturas jovens ou
velhas, meios solidos ou liquidos, meios ricos ou pobres, sem que represente con-
taminacao ou cultura mista.

E sempre interessante fazer repiques em meios solidos e liquidos para observar
variacdes na morfologia celular, particularmente quando frente a amostras de co-
cobacilos e BGPs ramificados.

Considerar o niUmero de espécimes clinicos de que foram isolados BGPs.

Alguns desses BGPs sao habitantes de pele e mucosas e podem causar infeccao
mista associada ou nao com anaerobios estritos.

Nos casos de isolamento de mais de um tipo de micro-organismo, considerar se
ocorre predominancia ou co-predominancia de BGPs além do tipo, nimero relati-
vo e patogenicidade dos outros micro-organismos associados.
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Em casos de abscessos é interessante fazer semeadura quantitativa (com alca cali-
brada), sendo sugestivo o isolamento em cultura pura ou >10* UFC/mL.

Em urina, é sugestivo quando isolado como uUnico agente, bacterioscopia con-
cordante, leucocituria, sintomas de infeccdo urindria e contagem > 10** UFC/mL,
dependendo da idade e das condi¢des imunolégicas do paciente. Em casos de
infeccbes mistas é sugestivo quando isolado como agente predominante e/ou
contagem > 10° CFU/mL.

Quadros clinicos relevantes associados aos bacilos gram-positivos

Bactéria Quadros clinicos

Faringite, pneumonia, infeccao de partes moles, pielonefrite, artrite séptica,

Arcanobacterium . . . .
septicemia, endocardite e meningite

Bacillus Antraz, intoxicdo alimentar, septicemia e pneumonia

Cellulosimicrobium Septicemia neonatal, artrite séptica, tenossinovite e endoftalmite pos-trauma

. Difteria, pneumonia, infeccao urinaria, infeccao por cateter e de ferida cirtrgica,

Corynebacterium . . . o kel L
septicemia, endocardite, peritonite, osteomielite e meningite

Erysipelothrix Celulite, septicemia e endocardite

Gardnerella Vaginose, endometrite pds-parto e infeccao urinaria

Lactobacillus Septicemia, endocardite, peritonite, meningite e abscessos

Leifsonia Septicemia, peritonite, infeccao urinaria e meningite

Listeria Meningite, septicemia e aborto

. Infeccdo invasiva pulmonar, septicemia, abscesso cerebral, infeccdo

Nocardia . A o - . . .
linfocutanea e cutanea superficial (micetoma, abscesso, celulite) e endocardite

Oerskovia Endocardite, bacteriemia, meningite, peritonite, nefrose e endoftalmite
Infeccdo pulmonar (pneumonia piogranulomatosa e cavitagao, abscesso

Rhodococcus e malacoplaquia), septicemia, abscesso cerebral e hepdtico, osteomielite e
pericardite

Rothia Endocardite, septicemia, pneumonia, aneurisma micético, peritonite e
osteomielite

Turicella Otite média, mastoidite e bacteriemia

Streptomyces Micetoma, pneumonia, bacteremia, pericardite e endocardite
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6.2.1 Triagem inicial para bacilos gram-positivos

mmmm

Actinomyces Alguns aerotolerantes

Arcanobacterium - - - beta - Pleomorfico

Bacillus + - % % + Mobilidade V

Cellulosimicrobium = = \% = + Penetracdo no Agar

Corynebacterium - - - v + Pleomoérfico; imovel

Erysipelothrix - - - alfa - Clresdlisiigs ele 5zl ATZ.OC;
pH6,7a9,2; HZS positivo

Gardnerella - - - beta** - Gram-labil

Listeria - - - beta + Mobilidade a 25-28 oC

Nocardia ) + N i . Ijiifas:; crescimento em
lisozima

Oerskovia = = \% = 1 Penetracao no Agar

Propionibacterium - - + - v Alguns aerotolerantes

Rhodococcus - + v - + Fgrmas cocoides;
pigmento coral

Rothia - - + - v Pleomoérfico

Streptomyces - - + - + Hifas

V, varidvel; AAR, dlcool-acido resisténcia fraca ou parcial; Ramif., células ramificadas; ¥, sangue carneiro; **,
sangue de coelho ou humano a 3%

6.3 Corineformes

Os bastonetes gram-positivos irregulares (BGPIs) ou corineformes formam um grupo
bastante heterogéneo morfologicamente e com poucas caracteristicas bioquimicas

em comum.
Arcanobacterium Microbacterium Exiguobacterium
Corynebacterium Brevibacterium Rothia
Leifsonia Dermabacter Cellulosmicrobium
Arthrobacter Oerskovia Gardnerella
Curtobacterium Cellulomonas Turicella

A) Dentre os corineformes estao os seguintes géneros:

A reclassificacdo taxondmica desse grupo de micro-organismos é frequente confor-
me aumenta o grau de conhecimento relativo a suas caracteristicas fenotipicas e ge-
notipicas, portanto, dificultando a valorizacao microbiolégica e clinica do isolamento,
a escolha do esquema de identificacdo para o diagnéstico laboratorial, a identifica-
cao de género e espécies além da antibioticoterapia.
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Em virtude da relevancia clinica, é recomendavel caracterizacao e provas diferenciais
para os seguintes géneros:

g\g (]
9| 2S% | ® b
ElSEL |2 e
© 8 T C = ©
-’ T ) v
[°} C = E o
v ‘G-J' ] - =) v
s Og |=
L~
Arcanobacterium - F - - - + VvV Vv Vv vV
Arthrobacter + O VvV V V vV V Vv - -
Brevibacterium + O -V - - Vv Vv v - - (Odordecorpoouqueijo
Cellulomonas + F vV + - + + 4+ + v +
Cellulosmicrobium + F - + - 4+ + + + - + Penetracdoem Agar;
xantina positiva
Corynebacterium  + F/O - V.V V V V V V
Dermabacter + - - - + + + - Bacilos curtos
Gardnerella + F - - - - 4+ 4+ v - - Gram-labil
Leifsonia + O + v - Vv 4+ v v + + Pigmentoamarelo;
DNAse-positiva;
Crescimento em 6,5% NaCl V
Microbacterium v F/O V V V V + + V V Vv
Oerskovia + F V + - + + + + - + Penetracioem Agar;
xantina negativa
Rothia v F - 4+ - 4+ + + 4+ - - AderénciaaoAgarV

F, fermentacao; O, oxidacao; +, positivo; -, negativo; v, variavel

6.3.1  Corynebacterium
Atualmente, o género Corynebacterium é composto de 110 espécies, sendo
aproximadamente 40 dessas consideradas de relevancia médica. Além das
corinebactérias produtoras de toxina, que sao patdgenos obrigatdrios para
humanos e/ou animais (C. diphtheriae, C. ulcerans e C. pseudotuberculosis), di-
versas outras espécies podem fazer parte da microbiota anfibiéntica normal
humana e/ou atuar como patégenos oportunistas.

As infeccdes humanas causadas pelas corinebactérias vém adquirindo cres-
cente importancia tanto em paises industrializados quanto em desenvolvi-
mento, e podem levar ao ébito tanto pacientes imunocomprometidos quan-
to imunocompetentes.

O aparecimento de amostras multirresistentes aos antimicrobianos utiliza-
dos no tratamento e o aumento do nimero de casos de infec¢des de origens
diversas, por vezes culminando em 6bito, tém contribuido para aumentar o
interesse pelas corinebactérias.

Dentre os fatores predisponentes as infeccdes pelas corinebactérias oportu-
nistas destacam-se os estados de malignidade, idade avancada, transplantes,
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Aids, diabetes, neutropenia, hospitalizacdao e/ou antibioticoterapia por peri-
odo prolongado além de procedimentos invasivos (cateterismo, implantes e
valvulas). Em alguns casos, é dificil a distincdo entre colonizacao e infeccao.

Embora a maioria das infeccbes graves por corinebactérias multiresistentes
seja atribuida ao C. jeikeium, tém sido descritos quadros de infeccdes por
amostras multiresistentes de outras espécies, incluindo C. urealyticum, C.
striatum, C. amycolatum, C afermentans e C. pseudodiphtheriticum, particular-
mente em hospitais.

Além dos métodos bioquimicos convencionais encontram-se comercial-
mente disponiveis sistemas semiautomatizados de identificacdo. Métodos
moleculares geralmente sao utilizados em Laboratérios de Referéncia.

As principais espécies de corinebactérias estabelecidas como patégenos hu-
manos estao apresentadas no quadro a seguir.

Micro-organismos Quadros clinicos principais

C. diphtheriae* Difteria, Glceras cutaneas, endocardite, septicemia, pneumonia e osteomielite
C. ulcerans Difteria, faringite, pneumonia, nédulos pulmonares
granulomatosos e Ulceras cutaneas
C. jeikeium™® Infeccao de ferida cirurgica e protese, septicemia, pneumonia,
endocardite, peritonite e meningite
C. urealyticum™k* Infeccao urinaria (cistite encrustada), ferida cirdrgica, septicemia, pneumonia,
endocardite, peritonite, osteomielite
C. striatum™#* Pneumonia, septicemia, endocardite, osteomielite, peritonite e meningite
C. amycolatum"® Septicemia, peritonite, endocardite e mastite
C. afermentans Septicemia, endocardite, empiema, abscesso pulmonar,

hepatico e cerebral, otite
C. minutissimum®* Eritrasma, abscesso mamario, septicemia e endocardite
C. pseudodiphtheriticum®*  Pneumonia, endocardite, farigite e conjuntivite

C. xerosis* Infeccao de ferida cirurgica, endoftalmite, septicemia,
endocardite e osteomielite

* Espécies que podem ser encontradas colonizando superficies cutaneo-mucosas de portadores
assintomaticos; MR, maioria das amostras sdo multiresistentes aos agentes antimicrobianos
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Esquema simplificado de caracterizacao bioquimica das
principais espécies de corinebactérias de importancia clinica

25
2| 2 £
— ° =

(-]
2| RS

&
o 2 S

=

fermentativo
Lipofilia
Hidrolise
Hidrolise Esculina
Sacarose

C. afermentans + ) % - - - + - - - v DNAse-

C. amycolatum + F - \% % - + + Vv v - DNAse-
Hemolise*;

C. diphtheriae + F % \% - - - 4+ + v - DNAse+;
Glicogénio V
DNAse —

C. jeikeium + (0] + - - - + + v - - GFrutose—;
alactose +

L Frutose +;

C. minutissimum 4 F = = = = S I TS VA .
Tirosina +

C. propinquum + O - + - - v - - - - Tirosina +

C. pseudodiphtheriticum  + (0] - + + - + - - - - DNAse-
DNAse —

C. pseudotuberculosis + F - % + - - 4+ + v Rev Bhemdlise*
Glicogénio -

Cstriatum + F - + - - + + - v v Tirosina+
Hemolise*;

C. ulcerans + F - - + - - 4+ + - Rev DNASGA+;.
Glicogénio +;
Gelatina +;

C. urealyticum + (0] + - + - + - - - - DNAse-

C. xerosis + F = % = = + 4+ + + - DNAse-

PYZ, Atividade pirazinamidasica; +, positivo; -, negativo; V, varidvel; Rev, reacdo reversa; *, hemdcias carneiro
6.3.1.1 Corynebacterium diphtheriae
Apesar da vacinacao compulséria, a espécie tipo do género, o C. diphtheriae,
permanece constante motivo de preocupacao da Saude Publica dos paises
nos diferentes continentes. No Brasil, a difteria incide de forma endémica,
com o aparecimento de surtos epidémicos nas diversas regides. A prevalén-
cia do bacilo diftérico fermentador de sacarose difere da maioria dos paises
onde sdo isoladas apenas amostras sacarose-negativas.

A difteria é um processo infeccioso agudo, muitas vezes fatal, caracterizado
por uma inflamacao local, com formacao de pseudomembrana na orofarin-
ge e linfadenopatia cervical. A producao da toxina diftérica e sua liberacao
na corrente sanguinea levam a morte celular, principalmente nos orgaos de
alta perfusao, como figado, rins, glandulas adrenais, coracao e nervos. A imu-
nidade contra a difteria é medida da por anticorpos primariamente contra a
toxina, portanto, pessoas imunizadas podem ser portadoras do micro-orga-
nismo.
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Na era da vacinacao, o ressurgimento da difteria na populacao adulta pode ser
parcialmente justificado pela maior prevaléncia de baixos niveis de IgG antito-
xina diftérica entre esses individuos. Quadros clinicos atipicos, com auséncia
de formacao de pseudomembrana, podem ocorrer em individuos parcialmen-
te imunizados e infectados por amostras toxinogénicas. C. diphtheriae, inde-
pendentemente de sua capacidade de producao de toxina, também tem sido
observado como agente etiolégico de endocardites, além de outras infec¢oes
invasivas em individuos previamente submetidos a vacinacgao.

Quadro clinico de
difteria classica

Outros quadros clinicos

Coleta de material

Isolamento

Bacterioscopia

Identificacao

- A faringite produz sintomas como dor de garganta, febre baixa, tosse, fadiga,

dificuldade em deglutir e nduseas. As criancas podem ter febre alta. Os ganglios
linfaticos regionais (no pescoco) ficam muito inchados. Sintomas da intoxicacdo
sistémica podem incluir miocardite, hipotensao, paralisia de musculos e de
nervos sensitivos.

- Difteria cutanea, endocardite, pneumonia, septicemia, osteomielite e infeccoes

relacionadas ao uso de cateter.

- O material de orofaringe, nasofaringe e/ou de lesdo cutanea deve ser colhido

das bordas da pseudomembrana. Durante a coleta, ndo deve ser removida
a pseudomembrana dos sitios de infeccdo de modo a evitar um aumento da
liberacao de toxina diftérica na corrente sanguinea.

- No diagnéstico bacterioldgico da difteria, a cultura bacteriana deve ser feita

através de semeadura da secrecido em meio de Agar sangue utilizado na
pesquisa de Streptococcus pyogenes e outros patdgenos eventuais. Dentre os
meios especificos para a pesquisa de C. diphtheriae, podem ser utilizados meios
de enriquecimento como o meio de Loeffler, além de meios seletivos contendo
telurito de potéssio (Agar chocolate-telurito ou Agar sangue-cistina-telurito).
Nos meios contendo telurito, o bacilo diftérico apresenta maior resisténcia
quando comparado a outras bactérias e forma colénias de coloracao cinza ao
negro, cujo tamanho e outras caracteristicas dependem da subespécie. O meio
de Loeffler é bastante rico em soro que propicia um crescimento bacteriano
mais rapido (4 a 16 horas) além de permitir o desenvolvimento de morfologia
celular caracteristica das corinebactérias, o que favorece o exame microscopico
a partir do cultivo primario.

- A bacterioscopia direta do material clinico apés coloracao pelo método de Gram

pode ser sugestiva quando vizualizados bastonetes ou coco-bacilos dispostos
em formato de letras chinesas ou palicadas. Granulagdes metacromaticas,
quando presentes, podem também ser visualizadas pela coloracdo de Albert
Laybourn.

- As peculiaridades de superficie celular bacteriana e as propriedades bioquimicas

permitiram a distribuicdo das amostras de C. diphtheriae em quatro subespécies
denominadas gravis, intermedius, mitis e belfanti. O C. diphtheriae subsp. gravis
apresenta colonias grandes, achatadas e rugosas, raramente apresentando
granulagdbes metacromaticas. Sdo capazes de fermentar glicogénio e amido.
O C. diphtheriae subsp. intermedius apresenta colénias diminutas, achatadas e
umbilicadas, ndo hemoliticas. O C. diphtheriae subsp. mitis apresenta colonias
lisas, convexas, negras e brilhosas; hemoliticas e frequentemente com
granulagdées metacromaticas. O C. diphtheriae subsp. belfanti se diferencia da
subespécie mitis pela incapacidade de reducao do nitrato.
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- Os bacteriologistas devem tomar cuidado ao descartar os micro-organismos

classificados como “difteroides’, ja que ha relatos de amostras de bacilo diftérico
isoladas de locais inusitados como sangue e/ou que exibem comportamentos
atipicos, como as amostras fermentadoras de sacarose.

- Apesquisa de producédo de toxina pelo teste de Elek ainda é realizada pela maioria

dos laboratérios em todo o mundo apesar de ja ter sido descrita uma técnica
de PCR multiplex usando iniciadores para os genes dtxR e tox que permitem
simultaneamente a identificacao da espécie C. diphtheriae e a capacidade de
producao de toxina diftérica.

- Em casos de dificuldades na identificacao bioquimica e na pesquisa de producao

de toxina de amostras clinicas potencialmente toxinogénicas, recomenda-se
encaminhar o material ou contactar Laboratorios de Referéncia em Difteria para
orientagao.

6.3.1.2 Corynebacterium ulcerans

Importancia dlinica

Isolamento e Identificacao

- Recentemente passou a ser considerada como uma espécie distinta do C.

diphtheriae. O micro-organismo é capaz de causar processos infecciosos em
humanos e animais (mastite bovina), por vezes fatais. Em humanos, tem sido
crescente o nimero de casos de quadros infecciosos diversos que ndo tiveram
contatos prévios com animais de fazendas ou derivados alimentares, inclusive
no Brasil. Além dos quadros de difteria, o micro-organismo pode causar faringite,
pneumonia, nédulos pulmonares granulomatosos e Ulceras cutaneas.

- Além de produzir toxina antigenicamente homdloga a toxina diftérica, o C.

ulcerans também produz fosfolipase D.

- Os micro-organismos produzem coldnias fracamente hemoliticas e sao diferen-

ciados do C. diphtheriae através dos resultados positivos nos testes de hidrélise
da ureia e de CAMP reverso (inibe a beta-hemolise do Staphylococcus aureus em
Agar-sangue de carneiro), a semelhanca de C. pseudotuberculosis. Produzem re-
sultados positivos nos testes de glicogénio de hidrdlise da gelatina e negativo
no teste PYZ.

6.3.1.3 Corynebacterium pseudotuberculosis

Importancia dinica

Isolamento e Identificacao

- Deve ser lembrado nos casos infeccoes em veterinarios ou trabalhadores de

zona rural com quadros de linfadenite ulcerativa ou abscessos relacionados a
procedimentos de aborto de gado.

- Além de fosfolipase D, essa espécie também pode ser produtora de toxina

diftérica.

- As colbnias sdo pequenas, branco-amareladas; PYZ-negativas; urease e CAM-

reverso positivas.

6.3.1.4 Corynebacterium jeikeium

Importancia clinica

Isolamento e Identificacao

- Os micro-organismos podem ser encontrados colonizando a superficies cuta-

neo-mucosas dos individuos hospitalizados e de integrantes do corpo clinico.
O isolamento de amostras pode ocorrer a partir de diversos materiais clinicos,
principalmente de feridas cirurgicas, sangue e fluido cerebrospinal.

- Frequentemente ocorre transmissdo nosocomial inclusive de amostras multirre-

sistentes que apresentam sensibilidade apenas a vancomicina.

- As colonias sao puntiformes, branco-acinzentadas e lipofilicas (crescem em

caldo BHI apenas na presenca de 1% de Tween 80); metabolismo oxidativo
glicose em base CTA (cystine trypticase Agar) semi-sélido; urease e esculina
negativas e PYZ-positivas.
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6.3.1.5 Corynebacterium pseudodiphtheriticum

Importancia clinica

Isolamento e Identificacao

- Micro-organismo frequentemente encontrado na microbiota de naso e orofa-

ringe de humanos, tem sido relacionado principalmente com quadros de infec-
¢oes do trato respiratorio inferior em pacientes imunocomprometidos incluindo
portadores do virus HIV, diabetes, transplantados ou portadores de tumores
malignos, além de doencas coronarianas, inclusive em ambiente hospitalar. O
micro-organismo também foi relacionado com processos infecciosos do trato
respiratorio inferior em individuos imunocompetentes.

- O estabelecimento do potencial patogénico do C. pseudodiphtheriticum é baseado

em critérios adotados para outros patégenos do trato respiratorio inferior.

- Exibem col6nias esbranquicadas e ligeiramente secas; hidrolisam a ureia e

reduzem o nitrato, mas sao incapazes de produzir 4cidos a partir de carboidratos
comumente testados.

6.3.1.6 Corynebacterium urealyticum

Importancia clinica

Isolamento e Identificacao

- C. urealyticum é comumente encontrado em animais e na pele e mucosas de

humanos predominantemente em areas perigenitais femininas. Esta entre as es-
pécies de corinebactérias de significado clinico mais frequentemente isoladas.

- E fundamentalmente um patdgeno oportunista do trato urinario e pode estar

relacionado com quadros de cistite (cistite incrustante), pielouretrite e pielone-
frite. Adicionalmente, a espécie tem sido relacionada com quadros de infeccdo
de ferida cirurgica, septicemia, pneumonia, endocardite, peritonite e osteomie-
lite.

- Na maioria das oportunidades, os isolados clinicos de C. urealyticum sao multir-

resistentes, inclusive para a penicilina.

- Como as demais espécies lipofilicas, exibem col6nias puntiformes, convexas,

lisas, esbranquicadas; aerébio estrito e nao fermentador com elevada atividade
uredsica.

6.3.1.7 Corynebacterium amycolatum

Importancia clinica

Isolamento e Identificacao

- Micro-organismos nao lipofilicos, que apresentam parede celular desprovida de

acidos micoélicos.

- Em humanos, casos de endocardite foram associados ao uso de dispositivos in-

travasculares. A multirresisténcia aos agentes antimicrobianos é frequentemen-
te observada entre as amostras clinicas.

- Ea espécie de corinebactéria ndo lipofilica mais encontrada em quadros de mas-

tite bovina.

- As coldnias sdao acinzentadas, secas e cerosas com bordos irregulares ap6s 24 h

de incubagao. Exibem comportamento bioquimico semelhante ao das espécies
pertencentes ao complexo C. minutissimum/C. xerosis/C. striatum apresentado
abaixo.
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6.3.1.8 Complexo C. minutissimum/C. xerosis/C. striatum

Importancia dinica

Isolamento e Identificacao

- O C. minutissimumtem sido relacionado com quadros de eritrasma, abscessos, infeccao

oftalmoldgica, pielonefrite e infeccdes endovenosas associados ao uso de dispositivos
intravasculares em pacientes portadores de neoplasias. Quadros de bacteremia
também foram observados em pacientes imunocompetentes.

- O C. xerosis é uma corinebactéria nao lipofilica cujas colénias podem apresentar

aspecto ressecado, dai o nome (xeros = seco), e tem sido isolado em casos de
endocardite e feridas cirurgicas.

- A semelhancga de C. minutissimum e C. xerosis, o C. striatum também esta incluido

entre 0s micro-organismos da microbiota de pele que podem ser transmitidos
para outros individuos no ambiente hospitalar. Além de outros processos
infecciosos, o C. striatum também foi relacionado com quadros de endocardite.

- As espécies C. amycolatum/C. minutissimum/C. xerosis/C. striatum podem ser

diferenciadas através das seguintes reacoes: C. amycolatum e C. minutissimum
nao crescem a 20°C ao contrario de C. xerosis e C. striatum; C. xerosis ndo fermenta
glicose a 42°C; a maioria das amostras de C. amycolatum é resistente ao composto
vibriocida 0/129; amostras de C. striatum podem expressar discreta reatividade
ao teste de CAMP.

- Uma vez que apresentam caracteristicas bioquimicas similares, muitas vezes, as

espécies sé podem ser diferenciadas através de analise genotipica.

6.3.1.9 C. Afermentans

Importancia clinica

Isolamento e Identificacao

- C. afermentans subsp. afermentans, nao lipofilico, ¢ componente da microbiota

humana de pele e tem sido isolado principalmente de hemoculturas.

- Amostras C. afermentans subsp. afermentans sdo frequentemente susceptiveis

aos antibidticos B-lactamicos. Entretanto, ja foram observadas amostras multir-
resistentes.

- Amostras de C. afermentans subsp. lipophilum isoladas de sangue e de feridas

cutaneas superficiais foram susceptiveis aos antibidticos -lactamicos a seme-
Ihanca de C. afermentans subsp. afermentans.

- Aproximadamente 60% das amostras C. afermentans subsp. afermentans sao

CAMP-positivas.

- C. afermentans subsp. lipophilum é a Unica espécie lipofilica que pode apresentar

reacao positiva no teste de CAMP.

6.3.2  Arcanobacterium haemolyticum

Importancia clinica

Isolamento e Identificacao

- Juntamente com S. pyogenes tem sido considerado como agente etiolégico

de faringites, identificados e relatados com a finalidade de tratamento. Esta
associado também com quadros de infeccbes de partes moles, septicemia,
endocardite e osteomielite.

- Sao bacilos delicados e curvos e alguns apresentam dilatacao terminal e

ramificacoes ru dimentares. Crescem em 24-48h como colonias pequenas e
beta-hemoliticas. A hemélise é melhor visualizada em sangue de coelho, e cresce
melhor em ambiente de CO,. Pode se apresentar como dois tipos de colénias no
mesmo cultivo: lisas, mucdides e brancas ou secas e cinza. Produz a prova de
CAMP reverso (inibicao da hemolise). Colénias mais velhas tendem a adquirir a
forma de coco-bacilo, que pode ser confundido com estreptococos. Em caldo
tendem a formar ramificagées e em anaerobiose filamentos.
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6.3.3  Gardnerella vaginalis

Caracteristicas gerais

Importancia dlinica

Isolamento e Identificacao

- G. vaginalis apresenta classificacdo taxonémica incerta e portanto, para fins

didaticos, é estudada no grupo dos corineformes. Coram-se irregularmente pelo
cristal violeta em virtude da parede celular ser muito mais delgada do que os
demais micro-organismos gram-positivos.

- Faz parte da microbiota vaginal de cerca de 70% das mulheres em idade

reprodutiva, mas estd associada a vaginose bacteriana, quando predomina na
flora vaginal em substituicao ao Lactobacillus (bacilos de Doderlein). A vaginose
bacteriana e a presenca de G. vaginalis estdao associadas também ao parto
prematuro, ruptura prematura de membranas e corioamnionite. Essa bactéria é
comumente isolada em hemoculturas de pacientes com febre puerperal e pds-
aborto. Pode causar sepse em recém-nascidos e raramente infeccdo urinaria em
adultos ou em outros sitios anatémicos.

- Crescem no 4gar sangue humano e de coelho produzindo hemdlise beta. Sdo

incapazes de produzir hemolise quando cultivadas em dgar sangue de carneiro.
Séo visualizadas e caracterizadas no exame citolégico e/ou na coloracao de Gram
pela presenca das “clue cells’, que sao células epiteliais abarrotadas de pequenos
bacilos Gram labeis, de modo a perder sua definicao morfoldgica. Pequenos
bacilos ou coco-bacilos irregulares, Gram-labeis (por vezes Gram-negativa e por
outras vezes parcialmente e fracamente Gram-positiva), imoveis, sem capsula;
anaerobio facultativo, fermentador lento, catalase e esculina negativos

6.3.4 Rothia dentocariosa

Importancia dinica

Isolamento e Identificacao

- Pertence a microbiota da cavidade oral, e pode estar associada a quadros

de endocardite, septicemia, pneumonia, aneurisma micotico, peritonite e
osteomielite.

- Bacilos ou coco-bacilos, retos ou ramificados. As col6nias sdo brancas salientes

e as vezes rugosas (em forma de rodas de carroga); catalase-varidvel, imével,
fermentador de glicose, maltose e sacarose; esculina positiva.

6.3.5 Oerskovia turbata

Importancia dlinica

Isolamento e Identificacao

- Oerskovia turbata sao bactérias do meio ambiente ou solo, relacionadas com

raros casos de bacteremia e infec¢coes em implantes de préteses.

- S4o0 micro-organismos cocdides ou na forma de bacilos resultantes da

quebra de micélios; ramificados e com hifas vegetativas com capacidade
de penetracao no agar.

- Crescimento em agar sangue de carneiro e &gar chocolate; colénias com

pigmento amarelo ap6s 24-48h em anaerobiose ou em atmosfera de 5% CO,;
catalase positiva e mobilidade variavel; fermentacao rapida da glicose, maltose
e sacarose, hidrélise da esculina, gelatina e amido; xantina e hipoxantina-
negativas.
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6.3.6  Cellulosimicrobium cellulans

Importancia dinica

Isolamento e Identificacao

- Anteriormente caracterizados como Oerskovia xanthineolytica, sao bactérias

encontradas no meio ambiente ou solo e raramente relacionados com quadros
clinicos humanos como bacteremia, meningite, endocardite, peritonite, nefrose,
implante de proteses, e endoftalmite. A maioria das infeccoes foi observada em
pacientes hospitalizados e associada a quebra de cadeia asséptica.

- Micro-organismos morfologicamente e bioquimicamente similares a O. turbata.

Apresentam colonias amareladas, com penetracdo no agar apos 24-48h; ao
contrario de O. turbata, sdo imdveis, xantina e hipoxantina-positivas.

6.4 Bacilos gram-positivos regulares

6.4.1 Listeria monocytogenes

Caracteristicas gerais

Importancia dlinica

Isolamento e Identificacao

- Dentre as sete espécies do género Listeria, a Unica importante para o homem é a

L. monocytogenes, encontrada no solo, em matéria organica em decomposicao,
agua, leite e derivados, carne além de ser componente da microbiota de diversos
mamiferos, aves, peixes e insetos.

- Importancia clinica particularmente para idosos e individuos imunocomprome-

tidos causando meningite, encefalite ou septicemia. Em pacientes gravidas, a
infeccdo pode causar amnionite, infeccao do feto com aborto, parto prematuro,
meningite neonatal e sepse neonatal. Surtos epidémicos podem ocorrer e estao
geralmente relacionados com a contaminacao de alimentos.

- Bacilos anaerobios facultativos, uniformes, nao ramificados, apresentando-se

isolados ou dispostos em cadeias pequenas. Crescem em agar sangue, agar
chocolate, CLED, &dgar nutriente, TSA e dgar Mueller Hinton, mas nao em Mac
Conkey. As col6nias sao pequenas, crescendo melhor entre 30°C e 37°C, e crescem
também a temperatura ambiente e a 4°C em 3 a 4 dias.

- A partir de hemoculturas, LCR, placenta, alimentos e agua, semear em dgar san-

gue de carneiro, coelho ou cavalo, com base TSA, embora cresca também com
outras bases (Mueller Hinton, Columbia, Brucella, BHIA, etc). Existem meios sele-
tivos indicados em investigagdes epidemioldgicas.

- Os micro-organismos produzem reagao positiva no teste da catalase e negativa

nos testes da oxidase, ureia, gelatina, indol e H,S; acido a partir de glicose; he-
molise beta em agar sangue de carneiro e CAMP-positivo. A mobilidade é ob-
servada em temperaturas de 25°C a 28°C, porém é negativa a 37°C. Além dos
resultados positivos nos testes de hidrélise da esculina e crescimento em 6,5%
NaCl é observada reacgao rapida na prova da esculina.

- Sistemas semi-automatizados de identificacdo desses micro-organismos sao

encontrados disponiveis comercialmente.
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6.4.2  Erysipelothrix rhusiopathiae

- Presentes na natureza, em matéria organica, urina, fezes e carcaca de animais.
Além disso podem ser encontrados em animais, peixes, passaros e causar
erisipela em suinos.

- No homem, estao relacionados com quadros de doenca ocupacional de veterinarios
e manuseadores de carne e animais caracterizada por celulite que aparece no
local da inoculagao apds 2 a 7 dias. A lesdo costuma ser violacea e com muita dor,
acompanhada de edema endurado, sem supuracao e bem delineado nas bordas.
Ocorre linfangite regional e artrite adjacente. Disseminagao da doenca e endocardite
podem ocorrer, particularmente em imunossuprimidos, cujo prognéstico é grave.
Cicatrizagdo pode ocorrer em 2 a4 semanas ou meses, com possibilidade de recaida.

Importancia dinica

- Material ideal para isolamento é a biépsia colhida de maneira asséptica. Swabs
de lesao em geral fornecem resultado negativo, pois o agente encontra-se na
profundidade da borda endurecida.

- Bacilos curtos de extremidades arredondadas, anaerébios facultativos, nao
esporulado, ndo alcool-acido resistente, ocorrem s6 em cadeias curtas ou longas,
sem ramificar. Crescem em agar sangue, dgar chocolate, caldo tripticase soja, a
35°C aerobiose ou 5% CO,. Crescem entre 5°C a 42°C e em caldo 6,5% NaCl.

EOETE AL TEIEN - No dgar sangue crescem em 24 a 72h, como col6nias minusculas, lisas e
transparentes, mas o outro tipo de colénia, maior, rugosa e chata pode aparecer,
bem como uma hemdlise esverdeada em baixo da colénia no agar sangue. As
coldnias lisas sao bacilos ou coco-bacilos Gram-positivos; as vezes corando-se
mal pelo Gram.

- Os micro-organismos fermentam lentamente a glicose sem produzir gas, sdo
catalase negativa, iméveis, esculina, ureia e indol negativos; lactose positiva e
sacarose negativa. Caracterizam-se por crescerem em meio TSI produzindo H,S.

6.5 Principais diferencas entre BGPS e cocos — gram-positivos

L. Mobilidade - NaCl 6,5%/
Bactéria (Catalase Hemolise 270
25°C Esculina
Corynebacterium bacilos e coco-bacilos 3 = \% \% v/v
pleomorficos
Enterococcus COCOS OU coco-bacilosem - - v - +/+
cadeias
Erysipelothrix coco-bacilos ou = = alfa = =
rhusiopathiae’ filamentos longos
Kurthia? bacilos grandes, cadeias,  + 1 = = /=
cocoide em cultura velha
Lactobacillus coco-bacilos e cadeias - - - - -/-
longas
Listeria bacilos curtos ou coco- + + beta + +/+
monocytogenes bacilos regulares e largos
Streptococcus cocos em cadeias = = beta -1+ /-
beta hemoliticos

1, HZS positivo; 2, glicose negativo; 3, S. agalactiae; -, negativo; +, positivo; V, varidvel; Rev, reacdo reversa; *,
sangue de coelho ou humano a 3%
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6.6 Bacilos gram-positivos anaerobios que devem ser diferenciados

6.7

6.6.1

6.6.2

6.6.3

Lactobacillus

Os lactobacilos fazem parte da microbiota da boca, intestino e flora vaginal
(bacilo de Doderlein) humana. Sao catalase negativos, imoveis e apresen-
tam capacidade de crescer em agar sangue e agar chocolate como col6nias
puntiformes. Esses micro-organismos tém sido associados frequentemente
a quadros de endocardite e bacteremia, levando a ébito aproximadamen-
te 30% dos pacientes. Casos de peritonite, abscessos e meningites também
tém sido relatados.

Mobilluncus

Anaerébios estritos, curvos, moéveis encontrados no trato genital e reto de
humanos. Os micro-organismos podem ser encontrados juntamente com G.
vaginalis em pacientes com quadros de vaginose.

Propionibacterium, Eubacterium e Bifidobacterium
Anaerobios estritos que sao analisados juntamente com os demais anae-
rébios.

Bacilos esporulados aerdbios e anaerdbios facultativos

6.7.1

Bacillus

O género Bacillus compreende cerca de 259 espécies de bacilos aerébios ou
anaerobios facultativos, formadores de endosporos, gram-labeis; a maioria é
catalase positiva. Todos exibem mobilidade, exceto as espécies B. anthracis
e B. mycoides.

B. anthracis, B. subtilis, B. licheniformis e B. megaterium expressam cédpsula po-
lipeptidica na presenca de ion bicarbonato (HCO, ) e em anaerobiose ou em
atmosfera de CO,.

As formas vegetativas sao retas largas, podendo ser alongadas, dispostas
isoladamente ou em cadeias. A morfologia e a disposicao intracitoplasmati-
ca dos esporos sao Uteis para sua classificacao:

m cilindricos, ovais, redondos, e riniformes

m central, subterminal, terminal

m dilatando ou nao a célula vegetativa de origem

A maioria dos micro-organismos aerébios formadores de esporos sao sapré-
fitas amplamente distribuidos na natureza. Entretanto, algumas espécies sao
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oportunistas e outras sao patégenos obrigatérios para animais, incluindo os
humanos. Os micro-organismos do género Bacillus sao encontrados princi-
palmentemente no solo, 4gua, matéria organica animal e vegetal, em condi-
¢Oes ambientais bastante variadas, temperatura, umidade, salinidade e pH.

As duas espécies de maior relevancia cllinica e que devem ser reconhecidas
pelo laboratério de microbiologia sao o B. anthracis e B. cereus.

6.7.2  Principais espécies de Bacillus relacionadas com quadros de infeccoes
humanas

Quadros clinicos

B. anthracis Anthrax cutaneo, anthrax intestinal, antrax pulmonar, antrax meningite

Intoxicacdo alimentar, necrose ou gangrena de partes moles, bacteremia e
B. cereus septicemia, infecgdes pulmonares, endocardite, meningite, osteomielite e
endoftalmite pés-trauma

B. circulans Infeccoes de partes moles, abscessos, bacteremia, septicemia e meningite
B. coagulans Infecgoes de corneas e bacteremia
B. licheniformis Intoxicacdo alimentar, bacteremia e septicemia

Intoxicacdo alimentar, bacteremia, septicemia, endocardite e infeccbes

B. subtilis .
respiratorias

B. thuringiensis Intoxicagdo alimentar e gastroenterite

A) Diferencas entre Bacillus e Clostridium

Endosporos em aerobiose Endosporos em aerobiose

Catalase positivos Catalase negativos

B) Diferencas entre B. anthracis, B. cereus e espécies relacionadas

Espécies Morfologia colonial * | Mobilidade | Hemélise | Penicilina | Citrato | Lecitinase
B. anthracis branco acinzentado - - sensivel \% (+)
B. cereus esverdeado claro 4 4 resistente i 4
B. mycoides rizéides/ - (+) resistente + +
espalhando
B. thuringiensis  esverdeado claro A +F resistente \% e

*Agar sangue; positivo; negativo; variavel; (), reacéo fraca

A producao de material capsular por amostras virulentas de B. anthracis
pode ser demontrada em agar nutriente acrescido de 0,7% de bicarbonato
de sédio, incubado por uma noite em condi¢des de microaerofilia (método
da vela). Colonias capsuladas de B. anthracis exibem aspecto mucoide e a
capsula pode ser evidenciada através do metodo de coloracao com tinta da
India (nhanquim).
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6.7.2.1 Bacillus cereus
Em seres humanos, B. cereus pode causar duas enfermidades transmitidas
por alimentos, a sindrome diarreica e a sindrome emética:

m Sindrome diarreica - de aparicao tardia; caracterizada pelo aparecimento
de dor abdominal e diarreia 8 a 16 h em decorréncia da ingestao de alimen-
tos contaminados com 0s esporos, sendo mais comuns os vegetais (crus
ou cozidos), produtos carneos, leite e derivados, massas e outros alimentos
a base de amido e farinhas. Os esporos sdao ingeridos juntamente com os
alimentos e, uma vez no intestino, esses esporos germinam e causam a do-
enca em funcao das toxinas que o micro-organismo é capaz de produzir.

m Sindrome emética - caracteriza-se por um periodo de incubacao bastante
curto (uma a cinco horas); causada por alimentos que ja possuem a toxina
produzida pela bactéria; vOmitos, nduseas e mal-estar geral apos a ingestao
de alimentos contaminados, principalmente pratos orientais preparados
com arroz, além de alimentos derivados de leite, doces e massas.

6.7.2.2 Bacillus anthracis

- Carbunculo, carbunculo hematico, antraz ou ainda antrax foi no passado causa im-
portante de mortalidade em herbivoros domésticos como vacas, cabras, ovelhas.
Atualmente as infeccdes de carbunculo sdo raras nos paises desenvolvidos, mas
ndo excepcionais nos subdesenvolvidos. O numero de casos foi reduzido signifi-
cativamente em decorréncia de imunizacao e melhoria das condi¢ées de higiene.

(EEREHTEHHETE - Os casos humanos de carbunculo devem-se normalmente a exposicao a animais
infectados ou a carne ou pele infectada. As vitimas tém profissdes relacionadas com
a manipulagao de animais ou de produtos derivados (trabalhadores da area rural
e veterindrios; manuseio industrial de ossos, |4, crina, e outros produtos animais).

- Na comunidade, o risco de infeccao é preocupante nas regides do globo potencial-
mente ameacadas por ataques bioldgicos.

- O anthrax cutaneo, quando nao tratado, pode ser fatal em aproximadamente 20%
dos casos, principalmente quando a lesdao encontra-se préxima a cabeca ou pesco-
¢o. No local de inoculagao, aparece apés 2 a 3 dias uma pequena mancha ou papula.
Em seguida, ocorre o aparecimento de anel de vesiculas em torno da papula, que
ulcera, seca, escurece formando uma escara caracteristica que cresce, fica mais es-
pessa e aderente aos planos profundos. O edema pode ser importante, mas tem a
caracteristica de ser indolor e sem pus.

- As formas pulmonares e intestinais sdo raras e mais graves, e na maioria das vezes

Importancia clinica fatais em decorréncia da dificuldade em diagnosticar o quadro clinico.

- No antrax pulmonar o esporo inalado é transportado pelos macréfagos do pulmao
para o sistema linfatico onde os esporos germinam e causam septicemia que é fatal.

- O anthrax intestinal é semelhante ao cutaneo, atingindo a mucosa com lesbes e
eventualmente gastroenterite devido a ingestao de carne contaminada.

- Atencao ao fato de que evolugao nos casos fatais é inicialmente caracterizada por
sintomas leves como fadiga, mal-estar e febre baixa, ou as vezes até sem sintomas,
quando repentinamente se instala dispnéia, cianose, febre elevada, desorientagao,
faléncia circulatéria, choque, coma e morte em poucas horas.
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6.8 Actinomicetos

BGPs que apresentam como caracteristica em comum a producao de filamentos ou
hifas vegetativas, sendo que alguns também apresentam hifas aéreas, semelhancas
na composicao e padrao de acidos graxos de parede celular.

O género Oerskovia, embora apresente hifas vegetativas, foi analisado juntamente
com o grupo de micro-organismos corineformes.

Nesta oportunidade serdo abordados os géneros Nocardia, Rhodococcus e Strep-
tomyces. Dentre os demais actinomicetos raros ou de menor importancia clinica es-
tao incluidos os géneros Gordonia, Tsukamurella, Actinomadura e Nocardiopsis.

Informacdes importantes sobre os actinomicetos

Para a adequada caracterizagcao dos actinomicetos que apresentam semelhanca mor-
folégica com os fungos, é importante considerar os seguintes aspectos:

Origem do material clinico, valorizando os abscessos.

Numero de micro-organismos isolados e correlacao com a bacterioscopia direta do ma-
terial clinico.

Possibilidade de contaminac¢dao com bactérias da mucosa oral.

Pigmento da colbnia.

Andlise morfolégica da bactéria pelo microcultivo em [amina, idéntico ao utilizado
no setor de Micologia, empregando agar fuba sem dextrose a 25°C.

Identificacao presuntiva de actinomicetos

Micélio AAR Metabolismo | Crescimento em
aéreo fraca ou parcial glicose lisozima
Gordonia - + oxidativo Y
Nocardia + + oxidativo +
Rhodococcus - + oxidativo v
Oerskovia - - fermentativo -
Rhotia - - fermentativo -
Streptomyces + - oxidativo %
Tsukamurella - + oxidativo +
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6.8.1 Nocardia

Caracteristicas gerais

Importancia dlinica

Importancia dinica

- O género Nocardia compreende atualmente 22 espécies. As nocardias sao

micro-organismos saprofitas de solo, aerébios estritos, imoveis e catalase
positivas; levemente alcool-acido resistentes quando visualizados pelo método
de Kinyoun-modificado. Usualmente formam hifas aéreas, algumas vezes
observadas apenas ao microscépio. As hifas ramificadas quando fragmentadas
podem exibir formas cocoides e bacilares.

- O numero de casos de nocardioses humanas vem aumentando significativa-

mente, especialmente entre individuos imunocomprometidos apresentando
doenca pulmonar, neoplasias, infeccdes pelo virus HIV, histéria prévia de alco-
olismo, cirurgia, trauma, transplantes ou uso de corticosterdides. O maior nu-
mero de casos clinicos tem sido observado em pacientes adultos, predominan-
temente do sexo masculino (razdo Masc:Fem = 3:1), a partir da terceira década
de vida. As manifestagoes clinicas, severidade e/ou prognoéstico da doenca sdo
extremamente variaveis e relacionados com via de infeccao e eficiéncia do siste-
ma imunolégico do individuo. Na maioria dos casos de nocardioses ocorre ma-
nifestacdo clinica disseminada.

- Individuos imunocomprometidos podem desenvolver doenca de evolucédo pro-

gressiva e doenca disseminada ou pulmonar crénica, por vezes apresentando
pneumonia necrotizante e cavitacdo pulmonar.

- As nocardioses cutaneas sao usualmente apresentadas em quatro formas cli-

nicas: micetoma, infeccdo linfocutanea, infeccdo cutanea superficial (abscesso
ou celulite) e infeccdo cutanea secundaria com doenca disseminada freqliente-
mente de carater crénico e de dificil diagndstico.

- Em individuos imunocompetentes, foram observados quadros de endocardite,

abscesso pulmonar e cerebral em adultos, além de quadros de linfadenite
necrotizante em crian¢as e pneumonia em neonato.

- O maior nimero de 6bitos ocorre em pacientes apresentando quadros de

abscesso cerebral, infeccdes sistémicas e pneumonias.

- As nocardias sao transmitidas principalmente por inalacdo e mais raramente

através de inoculacao direta na pele. A doenca cutanea primaria pode ocorrer
a partir de feridas contaminadas com residuos do solo. Embora a doenca esteja
mais relacionada a distribuicdo comunitaria, surtos nosocomiais de nocardioses
em pacientes imunocomprometidos também tem sido observados. No
ambiente hospitalar, parece ocorrer a disseminacdo bacteriana por vias aéreas e
transmissdo pessoa a pessoa, inclusive pos-cirurgica.

- Diversas espécies tem sido relacionadas com quadros de nocardioses humanas.

Dentre as espécies predominantemente isoladas podemos destacar Nocardia
asteroides, Nocardia farcinica, Nocardia brasiliensis e Nocardia otitidiscaviarium.

- N. asteroides sao responsaveis pela maioria dos casos de infec¢oes invasivas em

humanos, sendo predominantemente relacionadas com quadros pulmonares e
raramente com infeccdes cutaneas. A maioria dos casos de artrite séptica foi re-
lacionada com N. asteroides e N. farcinica.

- N. farcinica tem sido relacionado com quadros de infecces nosocomiais pos-ci-

rurgicas em pacientes submetidos a cirurgias cardiacas e vasculares. A diferen-
ciacdo de N. farcinica dos demais membros do complexo asteroides torna-se ain-
da mais relevante em virtude da multiresisténcia aos agentes antimicrobianos.
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- Quando colhido o material por puncao, biépsia ou mesmo swab da lesdo pro-
funda, deve ser processado rapidamente; existe uma caracteristica do material
descrita como granulos de enxofre, especialmente nos micetomas.

- A bacterioscopia pode revelar bacilos irregulares com ramificacdes e parcial-
mente ou fracamente alcool-acido resistentes pelo Ziehl ou Kinyoun. Cortes
histolégicos corados pela hematoxilina-eosina caracterizam os granulos, mas
nao os filamentos da bactéria. O Gram ou a coloracao de metenamina prata de
Gomori sao uteis.

- A presenca de hifas aéreas diferencia as nocardias dos outros géneros relacio-
nados — Corynebacterium, Gordonia, Mycobacterium, Rhodococcus e Tsukamu-
rella. As micobactérias de crescimento rapido podem apresentar hifas de subs-
trato curtas ramificadas em angulo agudo, porém sem ramificacdes secundarias,
enquanto as nocardias exibem hifas complexas com ramificagdes em angulo
reto e com ramificacdes secundarias.

- No isolamento de nocardias podem ser utilizados meios de cultivo usualmente
empregados na rotina laboratorial (dgar sangue, 4gar chocolate, agar Sabouraud
dextrose, dgar seletivo para Legionella e Lowenstein Jensen), sendo necessario
tempo de incubacao prolongado (4 a 14 dias).

- Com excecao da N. asteroides, a maioria das nocardias apresenta beta-hemolise
em agar sangue de carneiro. Crescem em meio de parafina (como fonte Unica
de carbono), juntamente com Rhodococcus e algumas micobactérias. Uma ca-
racteristica importante é a variedade na cor das coldnias lisas ou rugosas, indo
do branco giz ao amarelo, salmao, alaranjado e violeta, dependendo da espécie,
tempo de incubacao e do meio de cultivo utilizado.

- O envio da amostra clinica a um Laboratério de Referéncia pode ser requerido
para a identificacao da espécie.

Isolamento e Identificacao

Caracteristicas diferenciais das principais espécies de nocardia de interesse clinico

Nocardia Pigmento*

<
g 4 @ e
g =] @ =
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N. nova + - + - + - - - - - - branco giz; laranja
N. farcinica + + + + + 4+ - - - - - branco giz; laranja
N. asteroides + v + + v - v o - - - salmao; laranja

N. brasiliensis + - + + + + + + + - +  amarelo; laranja
N. otitidiscaviarium + - + + 4+ - + + - + +  marrom claro

*, Leitura do teste apds 72h de incubacao; +, reagao positiva; -, reacdo negativa;
v, reacdo variavel
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6.8.2  Streptomyces

Importancia dinica

Isolamento e Identificacao

- Alguns milhares de espécies de Streptomyces ja foram caracterizados, sendo

na quase totalidade saprofitas. O Streptomyces somaliensis é responsavel pelo
micetoma de cabeca e pescoco. Outras espécies foram identificadas em casos
de pericardite cronica e infecces de partes moles pds-traumaticas (S. griseus).

- O abscesso pode revelar a presenca de granulos duros. O método de Gram revela

uma massa de BGPs finos. Ndo é fastidioso, cresce melhor em meio Sabouraud
dextrose incubado a temperatura ambiente entre 4 a 10 dias de incubacdo. Pode-
-se visualizar no microcultivo hifas finas e longas com ramificacoes, hifas aéreas e
conidios (via assexuada de propagacdo com forma arredondada). Nao é alcool-
acido resistente, e apenas os conidios podem apresentar essa propriedade;
metaboliza a glicose por oxidagao e cresce a 500C. As col6nias sdo mais secas
com diferentes pigmentos (creme, marron, preto, etc), com a presenga ou nao
de hifas aéreas. Uma caracteristica importante das colonias é o cheiro de terra
molhada.

6.8.3 Rhodococcus

Importancia dlinica

Isolamento e Identificacao

- R. equi estad relacionado com infeccdes em humanos, principalmente em indivi-

duos imunocomprometidos, especialmente entre pacientes que apresentavam
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA), neoplasias ou terapias imunos-
supressoras.

- Quadros de pneumonias causados pelo R. equi podem surgir como o primeiro

sintoma de infeccdo pelo HIV. As manifestacdes clinicas pulmonares incluem abs-
cessos pulmonares, pneumonia piogranulomatosa e cavitacdo de aspecto seme-
Ihante a tuberculose pulmonar, sendo comum a presenca de febre, tosse e dores
no peito. Alguns autores sugerem que a deteccao de infeccdo por R. equi deveria
ser rotineiramente utilizada como um critério para o diagnéstico de SIDA.

- Outras patologias humanas, tais como malacoplaquia pulmonar, abscessos ce-

rebrais e na tiredide, mediastinite, pericardite, linfadenite, osteomielite, endof-
talmite e infeccdo de feridas, além de adenite retroperitoneal, com diarreia san-
guinolenta e/ou abscesso no psoas, também podem estar associadas a infeccao
por R. equi.

- Infeccbes pulmonares, associadas ou ndo aacometimentos extrapulmonares, sao

observadasnamaioriadoscasosdeinfeccdoemindividuosimunocomprometidos
e imunocompetentes. Entretanto, lesdes exclusivamente extrapulmonares
ocorreram principalmente entre individuos imunocompetentes.

- Em individuos imunologicamente competentes o R. equi foi relacionado com

quadros de meningite, osteomielite, artrite séptica, endoftalmite e retinite em
individuos imunocompetentes, além de processos infecciosos em criancgas (9
meses e 13 anos de idade).

- Em algumas oportunidades, o desenvolvimento de infeccdo por R. equi foi rela-

cionado com o contato prévio dos pacientes com animais.

- O R. equi é agente etiolégico de broncopneumonias supurativas, linfoadenites

e enterites em equinos, responsavel por aproximadamente 10% dos casos de
pneumonia e 3% de morte em potro. Infeccdo pelo R. equi também pode ocor-
rer em bovinos, caprinos, ovinos, suinos além de cées e gatos. O R. equi pode ser
isolado de animais sadios e assintomaticos, principalmente em regides rurais en-
démicas. Em raras oportunidades outras espécies do género Rhodococcus e dos
géneros Gordonia e Tsukamurella foram associados a infeccdes em humanos.
Rhodococcus sp. foram isolados de casos de septicemia endoftalmites. Gordo-
nia spp. de infecgdes cutaneas, pulmonares e sistémicas enquanto Tsukamurella
spp. foram isoladas de casos de meningite, pneumonia e peritonite.
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Isolamento e Identificacao

- O diagnéstico clinico diferencial deve ser feito com micobactérias, fungos,

nocardia e actinomices. Hemoculturas com elevada frequéncia podem ser
positivas.

- O R equi é aerdbio, nao formador de esporos, imével, catalase-positivo, DNAse

e gelatinase negativos, CAMP positivo (utilizando cepa de Staphylococcus
aureus produtora de beta-lisina), incapaz de hidrolizar a esculina, apresenta
variabilidade na reducao do nitrato e producao de urease e nao fermenta
acgucares. Alguns autores descreveram amostras de R. equi esculina-positivas e/
ou capazes de metabolizar a glicose.

- A colheita e o transporte dos espécimes seguem os procedimentos comumente

utilizados na rotina laboratorial. As amostras de R. equi podem ser isoladas
principalmente a partir de sangue, secre¢cées do trato respiratério, extremidades
de cateteres e de outros sitios de infeccdes de acordo com o quadro clinico do
paciente. Procedimentos invasivos, como a broncoscopia, podem favorecer o
isolamento do micro-organismo nas secrecoes do trato respiratério inferior.

- Na bacterioscopia direta dos espécimes clinicos, o R. equi pode ser observado

sob aforma de bastonetes ou cocobacilos localizados extra ou intracelularmente.
Em algumas oportunidades o micro-organismo apresenta-se dlcool-acido
resistente pelos métodos de coloragcao de Ziehl ou de Kinyoun. Entretanto os
procedimentos de descontaminacdo dos espécimes clinicos utilizados para
micobactérias podem ser prejudiciais ao isolamento do micro-organismo.

- A maioria dos meios de cultivo empregados na rotina microbiolégica permite

o crescimento dos micro-organismos do género Rhodococcus, Gordonia e
Tsukamurella. Meios seletivos especificos também podem ser utilizados na
rotina microbiolégica (NANAT). As culturas devem ser incubadas em aerobiose
ou em atmosfera de 5% de CO, em temperaturas entre 35 e 370C. Devem ser
examinadas a cada dois dias durante a primeira semana de incubacéo e 3 a 4
dias durante a segunda e terceira semanas. Nos cultivos realizados em meios
sélidos, inicialmente o R. equi pode originar colénias esbranquicadas, ndo
hemoliticas, comumente mucoides, que frequentemente podem adquirir
coloracdo rosada ou salméo dentro de 4 a 7 dias. No entanto, outras coloragoes,
tais como vermelho, coral, laranja, amarelo, creme até o branco podem ser
observadas mais raramente, sendo também infrequente a formagao de colénias
ndo mucdides.

- A diferenciacdo entre as espécies dos géneros Rhodococcus, Gordonia, Tsuka-

murella e Nocardia pode ser dificil. As cepas de R. equi sdo sensiveis aos antimi-
crobianos vancomicina, eritromicina e gentamicina permitindo uma diferencia-
¢ao preliminar das cepas de nocardias.

- As dificuldades no diagnéstico microbiolégico parecem decorrer do isolamento

de amostras bacterianas que assemelham-se morfologica e bioquimicamente
ao R equi (Rhodococcus equi-like). Segundo alguns autores, também tem sido
frequente a caracterizacdo errénea do R. equi como Mycobacterium ou o seu
descarte como mero contaminante.

- Além dos métodos bioquimicos convencionais encontram-se comercialmente

disponiveis sistemas semiautomatizados de identificacao, além de métodos mo-
leculares.
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Introducao

7.1.1

7.1.2

Caracteristicas gerais dos fastidiosos

Esse grupo heterogéneo de bactérias apresenta como caracteristica comum
exigéncias especiais de condicdes de cultivo, em relacao as enterobactérias
e a maioria dos bacilos Gram-negativos nao fermentadores. As condi¢oes de
cultivo variam para cada micro-organismo, tal como uma concentracao de
CO, maior do que a da atmosfera, um maior tempo de incubacdo (30 dias
no caso de espécies do género Brucella), ou a suplementacao de meios de
cultivo com fatores especiais de crescimento, etc.

Pontos-chave para classificacao
Os fastidiosos sao bactérias Gram negativas ou Gram labeis (coram-se de for-
ma ténue pela safranina).

Muitos, mas nao todos, sao coco-bacilos e oxidase positivos; nao crescem
em agar MacConkey. Para teste de fermentagao de carboidratos exigem uma
base mais rica do que a base O/F, usualmente empregada. Uma opgdo para
testar a fermentacgao de carboidratos é usar CTA como base (vide fasciculo
de Meios de Cultura). Para cultivo in vitro, o indculo deve ser denso, sendo
que muitas vezes é necessdria a adicao de 2 ou 3 gotas de soro de coelho ou
cavalo para permitir o crescimento nos meios utilizados para provas bioqui-
micas.

Com excecao das espécies do género Capnocytophaga spp., que crescem
formando col6nias grandes e com aparéncia de véu em torno da col6nia, os
demais fastidiosos crescem lentamente e necessitam 48 a 72 horas para que
as colonias fiquem plenamente visiveis, ainda que diminutas.
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Alguns desses patdégenos em potencial estao associados a sindromes clini-
cas bem definidas, embora nao frequentes, tal como a brucelose e tulare-
mia. E importante nesses casos obter informacées adicionais com o médico
assistente ou o paciente/familiares para facilitar o processo de identificacao
microbioldgica. Sempre se deve valorizar isolados de hemocultura, princi-
palmente se ocorrerem em mais de uma amostra, ou em materiais com bom
valor preditivo de infeccao, tais como LCR, liquidos pleural, pericardico e si-
novial e lavado broncoalveolar.

Cabe destacar que alguns fastidiosos podem positivar sistemas automatiza-
dos de hemocultura ao mesmo tempo em que a bacterioscopia pode apre-
sentar-se aparentemente negativa tanto pelo pequeno tamanho da bactéria
como pela ma coloracao pela safranina.

A topografia do local de isolamento é uma pista importante, pois diferentes
espécies pertencentes aos géneros Neisseria, Haemophilus, Bordetella, Cap-
nocytophaga, Actinobacillus, Eikenella, Kingella e Cardiobacterium podem ser
encontrados em pele e mucosas enquanto que bactérias do género Gardne-
rella o sao em locais especificos, tal como no trato genital.

Como o tratamento de infec¢des causadas por bactérias fastidiosas pode re-
querer a utilizacao de esquemas terapéuticos pouco usuais, é extremamen-
te importante chegar a definicdo do género ao qual um isolado fastidioso
pertence ou encaminha-lo a um Laboratério de Referéncia se o género nao
puder ser definido no laboratério de rotina. A correta identificacdo de um
fastidioso também é importante por motivos de epidemiologia, uma vez
gue um aumento na incidéncia de infec¢cdes por essas bactérias caracteriza-
ria um surto, e logo, um problema de saude publica.

O diagnéstico correto de casos isolados de brucelose, legionelose e coquelu-
che (causada por Bordetella pertussis) tem importancia individual e coletiva,
sendo por isso de suma importancia que o microbiologista tenha em mente
esses patégenos e saiba caracteriza-los ou tenha a iniciativa de encaminhar
0 espécime clinico ou a cepa isolada para Laboratorio de Referéncia.

A Pasteurella spp., embora considerada uma bactéria fastidiosa, cresce com
facilidade em Agar Sangue, Agar Chocolate, e comporta-se no TSI como fer-
mentador, todavia ndo cresce em meio MacConkey. E oxidase positiva.

A transmissao de algumas bacterias fastidiosas ocorre através de contato
com fluidos biolégicos contaminados (saliva, sangue e fezes), através de aci-

dente com materiais pérfuro-cortantes ou mordedura de animais domésti-
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cos ou silvestres, que podem transmitir infeccdes por bactérias dos géneros
Pasteurella, Bartonella, Francisella e Brucella.

Destaca-se ainda a necessidade de precauc¢des especiais no manuseio de al-
guns desses agentes pelo seu potencial patogénico (géneros Brucella e Fran-

cisella).

Com base na importancia clinica e epidemioldgica, esse grupo de bactérias
sera dividido em dois grupos:

= Grupo A: maior interesse clinico e epidemiolégico
= Grupo B: casos clinicos esporadicos/microbiota oral humana

A) Grupo A - Maior interesse clinico e epidemioldgico

Bordetella pertussis/parapertussis Homem Secrecdes de vias aéreas
Bartonella spp. Gatos, humanos Mordida ou arranhao de gato;
infectados,outros picada de piolho infectado

Brucella spp.

Francisella spp.

Haemophilus spp.

Legionella spp.

Pasteurella spp.

desconhecidos.

Mamiferos domésticos Leite e derivados, carne, sangue,
secrecoes de animais doentes

Animais silvestres Picada de carrapato ou mosquito
infectado em zona endémica

Homem Secrecdes de vias aéreas

Meio ambiente/agua Inalagao de 4gua contaminada

Animais domésticos/silvestres Mordida e secre¢des de animais
domeésticos e silvestres

B) Grupo B - Casos clinicos esporadicos

Bactéria Fonte

Actinobacillus actinomycetemcomitans Cavidade oral humana
Cardiobacterium hominis Cavidade oral humana
Capnocytophaga spp. Cavidade oral humana
Chromobacterium violaceum Agua e solo

Eikenella corrodens Cavidade oral humana
Kingella spp. Cavidade oral humana
Streptobacillus spp. Cavidade oral de roedores
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As caracteristicas desse grupo heterogéneo sdo:

Dificuldade ou auséncia de crescimento em meios ricos como Agar San-
gue e Agar Chocolate.

Exigéncia de incubagdo em diferentes concentragées de CO.,.

Dificuldade em caracteriza-los, pois exigem meios enriquecidos.
Crescimento lento e pouca importancia clinica, talvez pela dificuldade do
seu isolamento e caracterizacao.

Os géneros Actinobacillus, Capnocytophaga e Eikenella tém em comum o
fato de pertencerem a microbiota da cavidade oral humana e estarem re-
lacionados a doencas gengivais e, a partir desse foco, doencas sistémicas
especialmente em individuos imunocomprometidos.

As espécies dos géneros Kingella e Cardiobacterium sao residentes do trato res-
piratério humano.

Em contraste, as bactérias desse grupo que ndo sao encontradas em seres
humanos sao: Chromobacterium violaceum que é encontrada na natureza,
em agua e solo; e o género Streptobacillus, na orofaringe e nasofaringe de
camundongos selvagens e de laboratério.

7.1.3  Principais fastidiosos e diagnéstico

Bordetella pertussis

Bartonella spp.

Brucella spp.

Francisella spp.

Haemophilus spp.

Legionella spp.

Pasteurella spp.

Bactéria Material clinico Meio especifico Incubacao

Swab de nasofaringe Meio de Bordet & 7 dias
Gengou
Sangue, ganglios, bidpsias Agar chocolate, Agar 5a15dias

sangue de carneiro

Sangue, aspirado de medula Rotina de Até 30 dias
Hemocultura ou meio
de Castafieda

Ganglios, biépsias Agar chocolate 7 dias
enriquecido

Sangue, LCR Agar chocolate de 48-72 h até 7 dias
cavalo

Secrecdes ou aspirados de Meio especifico BCYE* 7 a 14 dias

trato respiratorio inferior

Sangue, LCR, lesdes Agar sangue, Agar 24a72h
chocolate

* agar extrato de levedura, carvao, com pirofosfato férrico e alfa-cetoglutarato.
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7.1.4 Principais provas diferenciais para os fastidiosos

Actinobacillus neg/+ fraco
actinomycetemcomitans

Bartonella spp. neg neg variavel + +

Bordetella pertussis + variavel neg neg neg

Brucella spp. + + neg + +
Capnocytophaga spp. neg neg neg + +
Cardiobacterium hominis + neg neg + +
Chromobacterium spp. Vv + + + +

Eikenella corrodens + neg neg + +

Francisella tularensis neg neg + fraco neg neg +

7.2 Bartonella

A classificacao taxonémica dos membros do género Bartonella ainda nao é definitiva
e agrupa as espécies B. bacilliformis, B. quintana, B. henselea, B. elizabethae e Afipia felis.

B. bacilliformis - é o agente etiolégico da verruga peruana (febre de Oroya), doen-
¢a geograficamente restrita a regiao dos Andes, caracterizada por profunda anemia,
trombocitopenia, adenopatia, mialgia, delirio, coma e alta mortalidade.

B. quintana - é causa de doenca febril que afetou soldados na | Guerra Mundial, co-
nhecida como febre das trincheiras, e é relacionada a picada por piolhos infectados e
ma higiene. Caracterizada por febre e bacteremia com duracgado variavel. Casos asso-
ciados a infeccao por HIV foram relatados.

B. henselae - pode causar bacteremia, principalmente em imunossuprimidos, bem
como uma sindrome conhecida como doenca da arranhadura do gato. O quadro de
bacteremia caracteriza-se de forma insidiosa por fadiga, dores no corpo, perda de
peso e febre progressiva. A doenca da arranhadura do gato manifesta-se inicialmente
com uma papula ou pustula localizada cerca de uma semana apds a lesao causada
pelo animal (gato ou cao que arranha ou morde). Apds 1 a 7 semanas ocorre adeno-
patia regional. Um terco dos pacientes apresenta febre e um em seis apresenta su-
puracao do linfonodo afetado. A maioria dos pacientes evolui sem outros sintomas.
A cura espontanea ocorre entre 2 a 4 meses do inicio da infeccdo. B. quintanae e B.
henselae podem causar um quadro de angiomatose bacilar caracterizado por prolife-
racdo neovascular envolvendo pele, ganglios e figado. A infeccdo por B. elizabethae
ainda é pouco conhecida.
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Afipia felis - foi considerada por varios anos como sendo o agente etioldgico da do-
enca da arranhadura do gato, que é hoje atribuida a B. henselae. Seu papel na pato-
génese dessa doenca ainda nao esta bem esclarecido.

Isolamento - As espécies do género Bartonella podem ser isoladas de hemoculturas,
lesbes cutaneas, biopsias e ganglios.

O SPS (polianetol sulfonato) que é o anticoagulante comumente usado em hemocul-
turas é inibidor de espécies do género Bartonella, por isso deve-se usar outro antico-
agulante.

Quando ha suspeita clinica, deve-se incubar por pelo menos sete dias, até 40 dias.
Varios meios enriquecidos podem permitir o crescimento das espécies do género
Bartonella. O caldo infusao coracao de preparo recente, com 5-10% de sangue desfi-
brinado de coelho ou cavalo é adequado, bem como o dgar chocolate.

Essas espécies podem crescer no meio de cultura do sistema Bactec, todavia o alarme
de CO, que indica o crescimento bacteriano pode nao ser acionado. Bartonella spp.
exige atmosfera Umida e temperatura de 35-37°C por 3 a 4 semanas. B. bacilliformis e
Afipia fellis crescem melhor entre 25 a 30°C.

Identificacao - Colénias podem crescer rugosas ou lisas, de um mesmo material.
Sao bacilos Gram-negativos pequenos, as vezes curvos. As espécies B. quintana e B.
henselae, que sao as mais frequentemente isoladas, sao caracterizados pelas seguin-
tes provas: catalase e oxidase negativas, motilidade em lamina presente (que nao é
devida a flagelos, uma vez que essas espécies nao o possuem, mas sim a fimbrias). O
periodo de incubacao é longo (maior do que sete dias). A espécie B. henselae é bas-
tante aderente ao meio.

Provas para diferenciacao de espécies de Bartonella e de A. felis

+ neg neg + +

B. baciliformis

B. quitanae neg neg neg + *
B. henselae neg neg neg + *
B. elizabetae neg neg neg neg neg
A. felis 4 + 4 + i

* Motilidade por fimbrias
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7.3 Bordetella sp.

7.3.1

7.3.2

7.3.3

Caracteristicas gerais

O género Bordetella compreende as espécies B. pertussis, responsavel pela
coqueluche ou tosse comprida, e B. parapertussis, com quadro clinico se-
melhante ao da coqueluche, mas em geral menos severo. Ambas as espé-
cies sao exclusivamente patogénicas para humanos. A B. bronchiseptica e B.
avium sao bactérias comensais de mamiferos e aves, causando infeccdes em
caes (tosse dos canis) e a B. avium causa rinotraqueite em perus. Sao patoge-
nos oportunistas para humanos que entram em contato com esses animais.
Foram classificadas mais recentemente como pertencentes ao género Bor-
detella as espécies B. holmesii e B. hinZii.

Importancia clinica

A Bordetella pertussis causa a coqueluche em criancas nao vacinadas, com
quadro clinico bastante caracteristico: Periodo prodrémico que inicia 5 a 10
dias apds a aquisicao do agente, com sintomas semelhantes a um resfriado
ou gripe. Essa fase é altamente contagiosa e os sintomas sao inespecificos.
Segue-se o periodo paroxistico, com quadro de tosse convulsiva, persistente
e caracteristica, sequida de inspiracao ruidosa. Podem ser acompanhadas de
cianose e vomito e vdrias complicacdes, tal como convulsdes, insuficiéncia
respiratéria, encefalopatia e infeccdes secundarias. A convalescenca ocorre
cerca de quatro semanas apos inicio dos primeiros sintomas.

Material clinico e Semeadura

Para cultivo, podem ser coletadas secrecdao de nasofaringe por aspiracao ou
swab seguido de semeadura imediata em meio de Bordet & Gengou suple-
mentado com 40 g/mL de cefalexina (para inibir os contaminantes da micro-
biota) recém-preparado. Um meio alternativo mais especifico e sensivel é o
MCS (Ohtuska et al., 2009). Os meios devem ser incubados a 35°C por 5 dias
até a obtencao de colbnias. Pode-se realizar uma prova de imunofluores-
céncia utilizando material colhido da nasofaringe, em concomitancia com o
cultivo, que por sua vez é mais especifico, e nao pode ser omitido. O cultivo,
todavia nao é sensivel ja na fase de convalescenca, quando entdo a melhor
opcao para diagnostico é a sorologia do paciente. Devido as dificuldades
inerentes a cultura, outro métodos tém sido utilizados com algumas vanta-
gens. Estdo entre esses a imunoflorescéncia direta (FA) e o PCR realizados a
partir do material clinico. Diferentes iniciadores ou primers tém sido usados
para PCR. Uma combinacao de métodos incluindo testes sorolégicos talvez
seja a melhor abordagem.
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7.3.4

Varios meios de transporte sao indicados, incluindo caseina hidrdlise acida
a 1% (Casamino Acido) e meio de Amies acrescido de carvao. Varios meios
de isolamento foram descritos, O meio tradicional consiste em base de ba-
tata (Bordet-Gengou) ou de carvao suplementado com glicerol, peptona e
sangue de cavalo ou carneiro. Antimicrobianos com cefalexina devem ser
adicionados para diminuir o crescimento da microbiota.

Isolamento e Identificacao

As espécies do género Bordetella sao cocobacilos Gram-negativos pequenos
e aerdbios estritos. Na coloracdo de Gram, a safranina deve ser deixada por
2 minutos. Para B. pertussis e B. parapertussis os Laboratérios de Referéncia
devem dispor de identificacao soroldgica para acelerar a identificagao.

Provas diferenciais para espécies de Bordetella
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Agar Sangue e B&Gou SaImoneIIa

B. pertussis

B. parapertussis
B. bronchiseptica
B. avium

B. holmesii

B. hinzii

+ 3-6 dias
neg neg +em24h + + 2-3 dias neg
+ + +em 4h + + 1-2 dias +
-+ +2 neg + + 1-2 dias -+
neg neg neg + + 1-2 dias +
-+ -+ variavel + + 1-2 dias -+

1 - necessita de meio especifico: Bordet & Gengou (infusdo de batata + glicerol + sangue de carneiro)
ou Regan Lowe. 2 — mais evidente a 25°C

7.4 Brucellasp.

A brucelose é uma doenca de sintomas vagos, de curso insidioso com febre baixa,
calafrios, sudorese noturna, cefaleia, mialgia e artralgia. Pode ser acompanhada, na
forma cronica, de alteragées hematoldgicas importantes como leucopenia, pancito-
penia, trombocitopenia e anemia hemolitica.

7.4.1

Importancia clinica

A brucelose pode ser contraida através da ingestao de leite e seus derivados
ou de carne de mamiferos infectados. Profissionais como veterindrios, acou-
gueiros ou trabalhadores rurais que manipulam carne e sangue desses ani-
mais estao sujeitos a infeccao. Ha relatos de contracao de brucelose devido
a acidentes em laboratérios que trabalham com Brucella sp. A hemocultura
exige um tempo maior do que 5 a 7 dias de incubacéo. E importante a infor-
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macao de suspeita clinica para orientar o laboratério na pesquisa e caracte-
rizacao do agente.

Material clinico e Semeadura

Sangue, aspirado de medula, aspirado e biopsia de ganglios, figado, baco,

LCR e outros materiais. A partir do segundo dia de febre, as hemoculturas

podem apresentar-se positivas, ocorrendo também hemoculturas positivas

em pacientes afebris. Outro recurso utilizado para facilitar o isolamento é o

método de lise-centrifugacao:

m  Colher 5 a 10mL de sangue em tubo de 50mL com 1,5mL de citrato de
sédio a 4%.

m Adicionar cerca de 40mL de dgua destilada estéril.

= Centrifugar 2.000g por 30 minutos.

m  Transferir 0,5mL do sedimento para uma placa de agar sangue e semear.
Pode-se fazer o mesmo com LCR e aspirado de medula.

= Incubar 35°C em estufa com atmosfera de 5% a 10% de CO, (com gerador
de CO, ou estufa apropriada).

Isolamento e Identificacao

As espécies do género Brucella sao aerébios OF oxidativos, crescem nos fras-
cos de hemocultura, meio de Thayer Martin, agar sangue, agar chocolate
tendo como agar base Tripticase Soy agar ou Brucella Agar, mas nao cres-
ce em Mc Conkey. O crescimento é visivel em 48 a 72 horas apds inéculo.
As colbnias sao pequenas, brancas a creme, e através da coloracao de Gram
visualizam-se coco-bacilos bem finos e pequenos.

Espécies mais importantes sao:

m melitensis, abortus, suis e canis.

m Ureia positivos: B. suis (1 a 30 minutos), B. canis (1 a 30 minutos) e B. abor-
tus(Ta2h).

= no meio ureia de Christensen.

= H,S com tira de acetato positivo: B.abortus e de B.suis (biotipo 1).

m CO, para crescimento: biotipos de B. abortus e B. ovis.
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+ neg + + neg

Provas para a diferenciacao de coco-bacilos Gram-negativos

Brucella spp.

Bordetella bronchiseptic + + + + neg
Acinetobacter spp. neg neg variavel + +
Moraxella phenylpyruvica + neg + + +
Pasteurella spp. * neg variavel + neg
Haemophilus influenzae + neg variavel neg neg

* cresce no TSI como fermentador acidificando apice e base sem gas.

7.5

Considerando que as espécies do género Brucella sao de dificil identificacao
em laboratério nao especializado, um isolado que for identificado no labora-
torio de rotina como pertencente a esse género deve ser encaminhado a um
laboratério de referéncia para confirmacdo. Suspeitar quando houver qua-
dro clinico sugestivo, quando o isolado for encontrado em amostra de san-
gue ou medula, cuja cultura resulta em crescimento de coco-bacilos finos
que se coram fracamente, sdo oxidase e catalase positivas, e que crescem
lentamente em agar sangue ou chocolate. A prova de soroaglutinacdao com
anticorpos especificos é util como elemento da caracterizacao.

Francisella tularensis

E um coco-bacilo pequeno, Gram-negativo, nao-mdével e pleomérfico, aerdbio estrito e
capsulado.

Apresenta grande resisténcia a perda da viabilidade no meio ambiente, sobrevivendo
semanas em meios Umidos, carcacas de animais, agua e lama. E o agente etioldgico
da tularemia, uma doenca de animais selvagens transmitida por vetores artropodes
hematéfagos. E transmitida principalmente por carrapatos, mas também por mos-
quitos.

Nos Estados Unidos prevalece o biovar A, mais grave, enquanto que no hemisfério
sul prevalece o biovar B que causa tularemia em uma forma clinica mais branda, sen-
do raramente diagnosticada, principalmente devido ao pouco conhecimento sobre a
bactéria e a doenca pelos profissionais de saude.

7.5.1 Fontes de transmissao
Centenas de espécies de animais silvestres, bem como algumas espécies do-
mésticas (incluindo caes, gatos e passaros), podem ser portadores desse agen-
te. Cerca de uma dezena de espécies diferentes de inseto servem de vetores. A
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transmissao pode ocorrer também por contato direto com animais infectados
através de sua mordida, exposicao ao sangue, carne contaminada e eventu-
almente agua contaminada por esses animais, e até mesmo pela inalacao de
aerossois deixados pelos animais infectados.

Quadro clinico

A bactéria é extremamente infectante, sendo que o material clinico suspeito
deve ser manipulado de acordo com as praticas de biosseguranca nivel 2,
mas culturas puras dessa espécie devem ser manipuladas de acordo com as
praticas de biosseguranca nivel 3. A dose infecciosa é de apenas 10 células
injetadas por via subcutanea ou 25 células inaladas. Logo ap6s a penetragao
do agente, o que ocorre em geral pela pele, aparecem sintomas semelhantes
aos da gripe: febre, tremores, cefaleia e mialgia. Apés um periodo de incu-
bacao de 2 a 10 dias, forma-se uma ulcera no local de penetracao, que pode
persistir por meses. Os linfonodos que drenam a regiao inicialmente afetada
ficam entumecidos e entao pode ocorrer necrose do tecido. Se a bactéria
conseguir atingir a circulagao sanguinea, o quadro de endotoxemia tipico se
manifesta. Esses casos sdo pouco frequentes e ocorrem quando o indculo for
grande ou o paciente é imunocomprometido. A mortalidade alcanga 60%,
ocorrendo toxemia, cefaleia intensa, febre elevada e continua, com delirios,
prostracao e choque.

A forma Ulcero-ganglionar ocorre em cerca de 80% dos casos relatados. A
Ulcera é endurada, eritematosa, e de dificil cicatrizacdo. Outras formas rela-
tadas sao a 6culo-ganglionar, a ganglionar sem Uulcera, a pleuropulmonar e
a gastrointestinal.

Material clinico e Semeadura

Os materiais que oferecem maior valor preditivo positivo sao aqueles obti-
dos a partir de raspados de Ulceras, bidpsias e escarro. A Francisella tularensis
cresce em agar chocolate suplementado com o suplemento comercialmen-
te disponivel Isovitalex ®. Um laboratério de referéncia deve ser consultado
sobre as técnicas e procedimentos mais recentes para a correta identificacao
dessa espécie e, se necessario, pode realizar a confirmacado da identificacao
da amostra.

Isolamento e Identificacao

A bacterioscopia de material clinico de lesbes ou bidpsias raramente ajuda,
pois 0 micro-organismo é muito pequeno e cora mal pelo método de Gram,
tornando dificil a sua observacdo por microscopia éptica. Esse agente deve
ser considerado sempre que houver doenca associada a picada de carrapato
e formacao de Ulcera com comprometimento ganglionar. Entretanto, o diag-
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7.6

néstico microbioldgico é dificil, sendo na maioria das vezes feito com base
em testes de aglutinacao em amostras pareadas colhidas com intervalo de 2
a 3 semanas e armazenadas a - 20°C.

Haemophilus sp.

Diferentes espécies pertencentes ao género Haemophilus podem ser encontradas
como parte da microflora da nasofaringe e orofaringe em até 50% da populacdo. As
espécies sao geralmente nao capsuladas. H. influenzae pode causar varios tipos de in-
feccao, sendo H. influenzae do tipo b a sub-espécie mais virulenta. A partir do inicio do
século XXI, com o aumento da vacinacao contra Haemophilus influenzae, houve uma
drastica reducao na incidéncia dessa bactéria nas populagdes vacinadas.

Doencas causadas pelo H. influenzae tipo b ocorrem principalmente na infancia, sendo
meningite, epiglotite, pericardite, pneumonia, artrite séptica, osteomielite, celulite
facial. Mais raramente, H. influenzae pode causar peritonite e infeccdo urindria em
criangas menores que cinco anos. As doencas causadas por cepas nao b e nao tipa-
veis (em maiores de 9 anos e adultos associados a doenca de base predisponente,
como neoplasia, AIDS, alcoolismo, DPOC) incluem tragueobronquite e pneumonia,
bacteremia, conjuntivite, otite (sendo a segunda espécie mais prevalente, depois do
pneumococo) e sinusite.

7.6.5 Haemophilus aphrophilus

Essa espécie faz parte da microbiota do trato respiratério superior, especial-
mente em placas dentarias e no sulco gengival; pode causar endocardite e
abscesso cerebral e mais raramente meningite, pneumonia e bacteremia em
pacientes com comprometimento imunolégico. A endocardite nao esta ne-
cessariamente relacionada a uma lesao valvular prévia, mas a associagao com
embolia arterial é frequente. Existem relatos também de isolamento em otites,
sinusites e epiglotites. Essa espécie cresce bem em 4gar chocolate no isola-
mento primario e em agar sangue de carneiro nos subcultivos sem exigéncia
de fatores X e V, mas as col6nias sdo muito pequenas de cor amarelada, tém
cheiro de cola e necessitam de 48 a 72h para boa visualizacao. Em caldo, essa
espécie tem a caracteristica de aderir-se as paredes do tubo, assim como Ac-
tinobacillus actinomycetemcomitans o faz. Nao crescem em meio MacConkey.

7.6.6  Haemophilus ducreyi
E o0 agente etiolégico do cancro mole, que é uma afeccdo de transmissao
exclusivamente sexual, mais frequente nas regides tropicais. Caracteriza-se
por lesées multiplas (podendo ser Unica) e habitualmente dolorosas. Deno-
mina-se também de cancroide, cancro venéreo, cancro de Ducrey. O periodo
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de incubacao é geralmente de 3 a 5 dias, podendo-se estender por até 2
semanas. O cancro mole é muito mais frequente no sexo masculino. Devido
ao declinio da incidéncia da infeccao, a contaminacao das lesées com flora
genital, que inibe e/ou dificulta o isolamento da espécie e ao frequente uso
prévio de antibidticos o isolamento dessa bactéria é dificil.

O material para o isolamento deve ser colhido de Ulceras genitais, removen-
do-se previamente a secrecao superficial ou lavando-a com salina estéril e
utilizando um swab. Recomenda-se semear imediatamente e fazer em pa-
ralelo um esfregaco a ser observado por microscopia. Em geral é de dificil
cultivo. Emprega-se agar chocolate de cavalo com base GC ou meio Mueller
Hinton. O acréscimo de vancomicina pode ajudar a inibir bactérias Gram-
-positivas. A coloracao de Gram em esfregacos do material da base da ul-
cera, ou do material obtido por aspiracao do bubao permite a observacao
de bacilos Gram-negativos intracelulares dispostos em cadeias, geralmente
paralelas, acompanhados de cocos Gram-positivos. A colocacao de um disco
de vancomicina pode ajudar a inibir bactérias Gram positivas. Na bacterios-
copia, aparecem coco-bacilos Gram labeis agrupados e em cadeias como
cardumes.

Identificacdao de espécies do género Haemophilus

Caracteristicas:

= Anaerdbio facultativo.

m Nao crescem no TSl e no OF-glicose.

Melhor meio de cultura para Haemophilus influenzae é o 4gar chocolate com
sangue de cavalo. A base GC usada para Neisseria sp. é indicada, embora os
hemdfilos crescam em meios com outras bases, tal como Columbia e Mueller
Hinton. Esse género exige uma atmosfera com alta umidade e uma concen-
tracdo CO, entre 3 a 5%, especialmente para as espécies H. influenzae e H.
aphrophilus. O agar chocolate suporta muito bem o crescimento dos Haemo-
philus, mas para outros fastidiosos recomenda-se adicionar suplemento de
crescimento (vitox®, isovitalex ©).

m As diferentes espécies de hemofilos podem apresentar reacao de oxidase
fracamente positiva e demorada (cerca de 25 a 20 segundos).

m Em amostras de LCR, pode ser Util a utilizacao de técnicas de soroagluti-
nagao com particulas de latex, mas a confirmacao bioquimica e sorolégi-
ca em laboratério de referéncia é necessaria.

m O antibiograma deve ser realizado em meio padronizado HTM (vide
capitulo sobre meios de cultura).
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Verificar hemolise em dgar sangue de cavalo GLI = glicose SAC = sacarose
LAC = lactose

Obs.: Fermentacao de agucares com base CTA e 1% de acucar adicionado de
fator X e V (vide cap. meios de cultura); vide leitura de fatores X e V

7.6.8 Técnica para testar fatores X eV

Principais provas para diferenciar algumas espécies de Haemophilus
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H. influenzae

H. haemolyticus
H. parainfluenzae
H. ducreyi

H. ducreyi

7.6.9

variavel ne

+ + + + neg varidvel neg neg +

neg aF neg 3 A varidvel varidvel neg varidvel
+ neg fraca neg neg neg neg neg neg
neg neg neg neg neg + 4 4+ neg

Usar meio agar tripticase soja ou BHI agar.

Discos comerciais impregnados com os fatores X=hemina/hematina e
V=NAD ou coenzima l.

Semear a bactéria como se fosse fazer um antibiograma e colocar os dis-
cos com pin¢a a uma distancia de 1,5 cm um disco do outro. Flambar a
pinca antes e apos a retirada de cada disco.

Ap6s 24h de incubacao em jarra com vela e umidade a 35°C, verificar cres-
cimento préximo aos discos:

- Haemophilus influenzae: Crescimento entre os discos (exige X e V).

Prova do satelitismo

Semear com swab uma suspensao em salina cerca de 1 a 2 da escala Ma-
cFarland no centro de uma placa de agar sangue de carneiro.

Semear em uma Unica estria um repique de S. aureus hemolitico (ATCC
25923).

Incubar 18 a 24h em jarra com vela e umidade ou CO, a 5%.

Verificar crescimento de colOnias pequenas préximas a zona de hemolise
do estafilococo.
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m Encaminhar cepas isoladas de liquidos nobres (sangue, LCR, pleural, pe-
ricardico) a Laboratérios de Referéncia para confirmacao e sorotipagem.

7.7 Legionella sp.

7.7.1

7.7.2

7.7.3

Importancia clinica

Pneumonia com ou sem sepsis € a manifestacao clinica mais importante,
podendo ocorrer também infeccdes de partes moles e sinusite. Esta em ge-
ral associada a surtos cuja fonte é a dgua contaminada com esse agente.
Largamente distribuida na natureza em ambiente Umido e agua potavel e
ocasionalmente em chuveiros. Esta associada a presenca de outras bactérias
e amebas de vida livre na dgua. A presenca de bactérias do género Legionella
em material clinico humano esta invariavelmente associada a doenca clinica.

Espécies e manifestagdes clinicas

Existem algumas dezenas de espécies de Legionella, sendo a espécie mais
importante a L. pneumophila, sorogrupos 1 e 6. A doenca pode apresentar-se
nas formas subclinica, nao pulmonar, pneumonia e doenca extrapulmonar.
A forma nao pulmonar tem periodo de incubacao curto (horas a dias), sendo
autolimitada e sem evidéncias radiologicas de comprometimento pulmonar.
Os sintomas sao febre, mal-estar, mialgia e tosse. A pneumonia é a forma
mais frequente de manifestacao da doenca, acompanhada dos mesmos sin-
tomas acima descritos para a forma nao pulmonar e em geral com tosse nao
produtiva. A doenca apresenta rapida progressao e, nos casos graves, a for-
macao de abscessos sao sugestivos da legionelose. Bacteremia é comume o
comprometimento dos mais variados orgaos e tecidos ja foi descrito.

Materiais recomendados

m Escarro.

m Aspirado traqueal e outros que nesse caso especifico estao indicados
como uteis.

m Lavado/escovado bronco-alveolar.

m Bidpsia pulmonar ou outros tecidos e aqueles obtidos em autépsia.

m LCR e outros liquidos de derrame.

m Urina (pesquisa de antigenos) — conservar a 20°C.

m Para transporte: usar frasco estéril com agua destilada estéril, mas nao
salina, que pode inibir o cultivo. Sempre que possivel concentrar os mate-
riais por centrifugacao, evitando formar aerossois.
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7.7.4 Recursos diagndsticos mais utilizados

Sensibilidade e especificidade de recursos diagnésticos para legionelose

Cultura 70% 100% Método de escolha
Aglutinacao pelo latex 55-90% 85-99% =
Imunofluorescéncia ndireta 70-80% >95% Util com cultura ou fins

epidemioldgicos

7.7.5 Cultura em meio enriquecido
Cresce em meio suplementado com extrato de levedura, I-cisteina, sais de
ferro e alfacetoglutarato em meio denominado BCYEa ou BCYE, e seu cres-
cimento é favorecido pela incubagdo em 5% de CO,. Para materiais com
microbiota, como para secrecao traqueal e escarro, acidificar o meio por 15
minutos a pH 2,0 com tampao acido (0,2M HCl e 0,2M KCl) e em seguida neu-
tralizacdo a pH 7,0 com KOH 0,1N.

7.7.6  Cultura em meio seletivo
Recomenda-se uso de meio seletivo, adicionando ao meio BCYE os antibioti-
cos: polimixina B, cefamandol e anisomicina ou vancomicina, polimixina B e
anfotericina B. As col6nias sao azuladas ou esverdeadas.

7.7.7  Cultura em meio diferencial BCYE
Adicionado de glicina, vancomicina, purpura de bromocresol e azul de bro-
motimol, a cor das col6nias é indicativa da espécie, sendo: L. pneumophila
(branco esverdeado), L. micdadei (colbnias azul claro ou acinzentadas), ou-
tras legionelas (coldnias verde bem claro). Crescem bem no frasco utilizado
pelo BACTEC®.

7.7.8 Identificacao
Sao bacilos Gram-negativos finos que se coram fracamente pela fucsina ou
safranina da coloracdo de Gram. Apds repiques, tornam-se filamentosos.

7.7.9 Caracteristicas e procedimentos

m Aerdbio estrito.

m No primeiro isolamento a presenca de I-cisteina é imprescindivel.

m No meio BCYEa o crescimento pode ser observado a partir do 3°ao 5° dia
a 35°C.

m Semear o material também em agar sangue como controle, pois a Legionella
nao devera crescer.

m Aguardar 14 dias de incubacgdo para descartar as culturas como negativas.
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7.7.10 Caracteristicas da L. Pneumophila
m oxidase positiva fraca
m catalase positiva
® ndo sacarolitica
m motilidade positiva
m gelatinase positiva
m hidrélise do hipurato positiva
m sensivel a macrolideos, rifampicina, sulfametoxazol-trimetoprim e a qui-
nolonas.
A identificacdo com base apenas em testes laboratoriais é dificil. A suspeita
deve ser baseada na clinica, no aspecto da coldnia, crescimento em meio
BCYEa, dependéncia da I-cisteina, auséncia de crescimento em agar sangue
e agar chocolate nao suplementados.

A imunofluorescéncia direta de amostras clinicas utilizadas para cultura é um mé-
todo complementar para diagnéstico da legionelose. Encaminhar cepas suspeitas
a Laboratério de referéncia para confirmacao.

Pasteurella sp.

A infeccao pelo género Pasteurella constitui uma zoonose, pois se trata de bactéria
que faz parte da microbiota oral e do trato respiratorio superior de alguns mamiferos
nao humanos e aves. As diferentes espécies estdo associadas a infeccdes em huma-
nos relacionadas a mordida dos animais descritos abaixo ou com o contato com o
sangue, carne, carcaga, ou outros materiais de animais infectados/colonizados.

A P. multocida é a espécie mais comumente isolada em material clinico humano, em
geral associada a mordida ou arranhadura de caes e gatos. Caracteriza-se pela forma-
cao de abscessos ou celulite e, eventualmente, osteomielite. Infeccdes respiratérias
podem ocorrer, incluindo pneumonia lobar, com ou sem derrame e empiema. Em pa-
cientes imunocomprometidos, com cirrose ou neoplasias essa espécie pode causar
bacteremia e septicemia.
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Principais espécies de Pasteurella e doencas relacionadas

Bactéria Doencas Relacionadas

P. multocida Microbiota do trato respiratério de mamiferos e aves (domésticos e silvestres,
encontrado na boca de cerca de 50% dos caes e gatos). Pode causar infeccoes em
mamiferos e diarreia em aves.

P. pneumotropica Trato respiratério de roedores, caes, gatos, entre outros.
P. haemolytica Infecgoes pulmonares em bovinos, mastite em ovelhas, sepse em ovinos e caprinos.
P. aerogenes Infeccdes pulmonares em bovinos, mastite em ovelhas, sepse em ovinos e caprinos.

P. dagmatis (n.sp1)  Trato respiratério de caes e gatos

7.8.1 Diagnéstico de zoonoses
Para facilitar o isolamento e identificacao de espécies do género Pasteurella,
€ muito importante a informacao clinica, pois deve-se também considerar
outras zoonoses tal como brucelose, micobacterioses, tularemia, leptospiro-
se e yersiniose.

A) Caracterizacao microbiologica

m Coco-bacilo ou bacilo Gram-negativo - podem ser capsulados.

m Anaerébio facultativo (fermentador) — TSI 4cido/acido.

m Oxidase positiva em coldnias isoladas em agar sangue ou agar chocolate.
m (Catalase positiva.

m Motilidade negativa.

= Indol positivo.

m Sacarose positiva.

m Muitas espécies sao ornitina positivas.

m Todas sao oxidase positiva, catalase positiva e fermentadoras da glicose.

Provas diferenciais das espécies de Pasteurella sp. de importancia clinica

P. multocida positivo positivo F sem gas
P. pneumotropica neg Vv positivo  positivo  positivo F gasV

P. haemolytica positivo V 72% neg neg Vv F sem gas
P. aerogenes neg positivo neg positivo V F sem gas
P. dagmatis (n. sp1) neg neg positivo  positivo  positivo F sem gas

Obs.: a P. multocida cresce bem em agar sangue de carneiro e agar chocolate,
formando pequenas coldnias acinzentadas. Nao cresce em dgar Mac Conkey.
Tem odor forte caracteristico e podem ser diferenciadas entre si por poucas
provas (vide tabela acima), mas dependendo do animal-fonte, outras espé-
cies menos frequentes podem estar envolvidas.
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7.9 Actinobacillus sp.

Sao habitantes das mucosas do trato respiratério e urinario de humanos e outros
animais. As trés espécies mais importantes sao: A. actinomycetemcomitans, A. urea e
A. hominis.

A. actinomycetemcomitans esta relacionada a doenca periodontal e particularmente
a periodontite juvenil localizada, bem como a endocardite e abscesso cerebral como
complicagdo de infeccdo na cavidade oral. A doenca periodontal estd associada a en-
docardite pelos seguintes agentes:

A. actinomycetemcomitans
Cardiobacterium hominis
E. corrodens

Kingella spp.

As outras espécies de Actinobacillus sao patdbgenos oportunistas e causam raramente
infec¢des do trato respiratério e bacteremia.

7.9.1  Principais caracteristicas para diagndstico

Sao coco-bacilos Gram-negativos ou pequenos bacilos que crescem em ae-
robiose, em uma atmosfera com umidade de 5% a 10% de CO, ou anaerobio-
se em agar sangue e agar chocolate. Recomenda-se adicionar suplementos
com vitaminas e sangue lisado de carneiro ou cavalo ao agar chocolate. As
coldnias ficam bem visiveis com 48 a 72 h de incubacdo, sao brancas acin-
zentadas, com um pregueamento no centro, fortemente aderentes ao meio
e pegajosas no primeiro isolamento.

Provas diferenciais entre os principais fastidiosos

e N Y Y R

Actinobacilus’ neg ou + variavel ne ac/ac
fraco

Cardiobacterium + neg + neg neg + + ac/ac neg

Eikenella + neg + neg neg neg neg alcalino  neg

Kingella + neg + neg neg neg + alcalino  neg

Kingella neg? neg + neg neg neg + Nao neg
cresc?

Streptobacillus neg neg + neg neg neg + Nao neg
cresce

Chromobacterium  variavel 3 neg + neg neg A ac/ac 3
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Principais caracteristicas das bactérias fastidiosas analisadas

Actinobacilus sp. Cocobacilos a bacilos longos, anaerdbios facultativos, colonias cinza,
aderentes ao meio, com centro da col6nia enrugado

Cardiobacterium sp. Bacilos que podem apresentar formas semelhantes a gota d’dgua

Eikenella sp. Cocobacilos com extremidades arredondadas, cheiro de dgua clorada,
coldénias podem corroer o meio

Kingella sp. Pequenos cocobacilos
Capnocytophagasp.  Fusiforme e curvo, colénias crescem espalhadas
Streptobacillus sp. Filamentos longos

Chromobacterium sp.  Pode ter forte pigmento violeta, cresce em agar MacConkey

7.10 Capnocytophaga sp.

As espécies Capnocytophaga gingivalis, C. granulosa, C. haemolitica, C. ochracea e C. spu-
tigena fazem parte da microbiota da cavidade oral humana, enquanto outras espécies
podem ser encontradas na boca de animais domésticos. O isolamento de Capnocyto-
phaga sp. ocorre com maior frequéncia em hemoculturas, em pacientes neutropéni-
COS com mucosite, mas estao também implicadas na doenca periodontal juvenil (C.
gingivalis e C. ochracea), periodontite em adultos (C. sputigena) e isoladas em placas
dentais supragengivais em adultos (C. granulosa e C. haemolytica). As doencas localiza-
das (ceratites, abscessos e endoftalmites), bem como doencas sistémicas (septicemia,
endocardite, osteomielite), ocorrem em pacientes imunocomprometidos ou nao.

7.10.1 Morfologia e cultivo
A morfologia de espécies do género Capnocytophaga é bem caracteristica,
facilitando a sua identificacao, pois lembra um Fusobacterium sp. aerotole-
rante. Tem as extremidades afiladas e o centro mais largo, podendo ser en-
curvada e eventualmente cocoide.

Para cultivo, crescem melhor com 5 a 10% de CO, e em anaerobiose, o que
pode levar a confusdo com o anaerdbio estrito, se ndo for feita a prova de
crescimento em aerobiose com CO,. Chama a atenc¢ao o fato de crescer me-
Ihor em dgar sangue de carneiro que em agar chocolate sem suplemento de
vitaminas. Nao crescem em agar MacConkey. O crescimento pode ocorrer
em 24 a 72 h. A colonia é chata e sua borda é irregular; com incubacao mais
longa, nota-se o espalhamento em torno da col6nia, semelhante ao que
ocorre com Proteus sp., mas em escala muito reduzida, cerca de 2 a4 mm de
diametro. A espécie C. haemolytica apresenta um poder hemolitico discreto,
e a espécie C. ochracea tem cheiro de améndoas.
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7.10.2 Identificacao
As Capnocytophaga sp. de origem humana sao oxidase e catalase negativas,
produzem acido a partir da glicose em caldo enriquecido com soro de coelho
com indculo denso. Sao motilidade negativa; indol negativo; lisina, ornitina
e arginina negativas. A maioria é esculina positiva (C. gingivalis é variavel).
A diferenciagao entre as espécies é dificil. As amostras de origem animal (C.
canimorsus e C.cynodegmi) sao oxidase, catalase e arginina positivas.

7.11 Eikenella sp.

Também é uma espécie que faz parte da microbiota da cavidade oral humana e pode
causar infeccoes periodontais, sendo encontrada na placa bacteriana subgengival
em adultos com periodontite. Isolada de material obtido do trato respiratorio infe-
rior, abscessos de partes moles, sangue e fluidos estéreis infectados em casos de in-
feccoes pleuropulmonares, infeccdes pds-cirdrgicas, artrite, meningite, endocardite
e septicemia.

7.11.1 Cultivo, bacterioscopia e identificacao
E anaerdbio facultativo, mas cresce melhor em atmosfera com 5% de co,,
em agar sangue e chocolate, mas nao em agar MacConkey. O crescimento
é lento, necessitando de 2 a 4 dias para boa visualizacdo das colonias. Em
cerca da metade das cepas, pode-se observar a corrosao do agar, que é sua
caracteristica marcante. Produz um pigmento amarelo claro e tem odor de
hipoclorito no dgar sangue e agar chocolate.

Na bacterioscopia sao observados bacilos delgados ou coco-bacilos Gram-
-negativos com extremidades arredondadas. Bioquimicamente, caracteriza-
-se por ser oxidase positiva, catalase negativa, motilidade negativa e orniti-
na positiva; provas negativas para a utilizacao de carboidratos, ureia, indol e
esculina.

7.12 Kingella sp.

Espécies do género Kingella fazem parte do trato respiratério e genito-urinario huma-
nos. K. kingae é a espécie mais importante e é um patégeno oportunista responsavel
por casos graves de endocardite, osteomielite, septicemia, com provavel porta de
entrada em lesées da mucosa da orofaringe. A doenca valvular pode estar ou ndo
associada a doenca cardiaca prévia. A osteomielite ocorre com maior frequéncia em
criangas menores de 5 anos. Os quadros sépticos podem ser semelhantes a doenca
meningococica.
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7.12.1

Cultivo, bacterioscopia e identificacao

A K. kingae cresce em agar sangue e agar chocolate com 5% de CO,, apés
pelo menos 48 h de incubacao, mas nao em agar MacConkey. Tem como
caracteristica ser beta-hemolitica no 4gar sangue de carneiro, ndo produz
hemolise intensa. Pode crescer numa mesma placa de isolamento como co-
|6nias lisas e convexas ou fazendo corrosao, ou colénias espalhadas como se
fossem moveis.

Sao coco-bacilos que ocorrem aos pares ou cadeias curtas, podendo ser con-
fundida com Neisseria spp. Sao oxidase positiva, motilidade e catalase nega-
tivas, e acidificam a glicose lentamente.

7.13 Cardiobacterium hominis

C. hominis

E. corrodens

K. kingae

Fastidiosos oxidase positivas e catalase, ureia e esculina negativas

+ neg +

neg
neg neg + neg
+ neg neg +

Cardiobacterium sp. faz parte da microflora do trato respiratério humano e ocasional-
mente do trato urogenital. Esta associada quase exclusivamente a quadros de endo-
cardite, precedidos de manipulacdo dentaria.

7.13.1

Cultivo, bacterioscopia e identificacao

Cresce em 3 a 5 dias em hemoculturas, mas nao causa alteracbes no meio
(turvacao, hemolise, pelicula ou grumos). Cresce em 3 a 5 diasem 5 a 7%
de CO,, em agar sangue e agar chocolate, mas nao em agar MacConkey. As
colbénias sao branco-amareladas e podem manifestar um pequeno espraia-
mento, simulando motilidade no dgar como o Proteus spp., e eventualmente
pode apresentar corrosao do agar.

Sao bacilos Gram-negativos, podendo apresentar pleomorfismo com extre-
midades dilatadas como bulbos que podem reter corante cristal violeta da
coloracao de Gram e apresentam arranjos caracteristicos em agrupamentos
de rosetas e formas isoladas como gota d’agua ou halteres. Deve-se observar
essas caracteristicas para nao confundi-los com bacilos Gram-positivos.

Uma prova fundamental é a pesquisa de producao de indol, que deve ser fei-
ta em caldo triptona, com inéculo denso, com incubacao de 48 h, e extracao
com xilol e uso do reagente de Ehrlich.
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7.14 Chromobacterium violaceum

7.15

Encontrada na natureza no solo e na dgua, a infeccdo em geral estd relacionada a
lesGes cutaneas apds contato com esses elementos. As lesdes localizadas ou formas
septicémicas graves com multiplos abscessos tém sido esporadicamente relatadas.
Mais raramente, diarreia e infeccao urindria tém sido descritos.

7.14.1 Cultivo e bacterioscopia
E um bacilo Gram-negativo anaerobio facultativo, reto ou ligeiramente cur-
vo, com extremidades arredondadas, isolados ou em arranjos aos pares ou
em cadeias curtas.

Diferente da maioria dos fastidiosos, cresce, além de no dgar sangue e cho-
colate, também em agar MacConkey. Apresenta coldnias convexas, lisas e de
cor violeta forte, embora algumas variantes sem cor possam ocorrer. Algu-
mas cepas podem ser fracamente hemoliticas no agar sangue.

Streptobacillus moniliformis

Encontrado na nasofaringe e orofaringe de ratos, camundongos e outros roedores
domésticos, tal como a cobaia. As infeccdes estao relacionadas a mordida desses ro-
edores ou ingestao de leite ou alimentos contaminados. A febre por mordedura do
rato apresenta quadro clinico bem definido com periodo de incubacao de cerca de
10 dias, inicio abrupto com febre alta, tremores, cefaleia intensa, vomitos e artralgia
migratoria.

Ocorre um rash semelhante ao do sarampo, com erupc¢des maculopapulares poden-
do ser pustulosa, com petéquias ou purpuras nas extremidades, incluindo regiao pal-
mar e plantar. Complicacbes graves podem ocorrer, como endocardite, pericardite,
septicemia e abscesso cerebral. Sem tratamento, pode evoluir favoravelmente em 2
semanas ou pode se tornar cronica; a mortalidade chega a 10%.

7.15.1 Cultivo, bacterioscopia e identificacao

E um bacilo Gram-negativo muito pleomérfico, podendo ter em culturas
mais velhas de 1 a 150 um de comprimento (habitualmente bactérias tém
de 1 a 3 um), com eventuais dilatagdes como um colar de pérolas, sem apre-
sentar ramificacdes, quebrando em formas coco-bacilares. Em culturas jo-
vens pode apresentar uma morfologia mais uniforme. O isolamento é feito a
partir de hemocultura, aspirado de derrames (devem ser centrifugados para
concentra-los) e abscessos.

131




Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — Anvisa

A) Meios de cultivo
Colher sangue para hemocultura com citrato. Nao devem ser usadas hemo-
culturas com SPS, pois esse €é inibidor do S. moniliformis.

Cultivar em meio bifasico TSA/TSB ou 4gar infusao coragao ou caldo infusao
coragao, suplementados com 10% de soro de cavalo ou 15% de soro de coe-
lho, e 0,5% de extrato de levedura.

Incubar em jarra de anaerobiose ou 10% CO, a 35-36°C e umidade.

Ap0ds cerca de trés dias crescem coldnias cinzas de 1-2 mm de diametro, com
consisténcia butirosa, podendo surgir colénias variantes com aparéncia de
ovo frito como a de colénias de micoplasmas. Em caldo de cultura, crescem
em 2 a 3 dias com aparéncia de bolas de pélo.

As provas bioquimicas exigem a adicao de soro de cavalo ou coelho para
suportar o crescimento. Sao oxidase, catalase, indol e ureia negativos; e posi-
tivos para esculina, H,S com a prova da tira de acetato de chumbo e hidrolise
da arginina. Acidificam lentamente a glicose em base CTA com 0,5% de soro
de cavalo.
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Capitulo 8:

Bactérias Anaerdbias Estritas

8.1

Lycia M. Jenne Mimica
Marina Baquerizo Martinez

Introducao

Bactérias anaerdbias estritas saéo dominantes na microbiota anfibidntica humana
e sdo isoladas de diversas infec¢des. Algumas dessas infeccdes sao graves e apre-
sentam altas taxas de morbidade e mortalidade. Nao é com facilidade que se define
o termo “anaerdbio”. Com finalidades praticas, podemos definir bactéria anaerdbia
estrita com base na quantidade de oxigénio que ela pode tolerar, na exigéncia de
uma tensao de oxigénio reduzida e o ndo crescimento em superficie de um meio de
cultura sélido sob uma atmosfera de 10% de CO, (18% de O,). O oxigénio € letal ao
anaerdbio estrito porque na sua reducdo sao formadas substancias intermedidrias
toxicas (radical hidroxila/anion superéxido/peréxido de hidrogénio) que sao removi-
das, eventualmente, por enzimas da familia das superéxido desmutase e peroxidase,
presentes em quantidades varidaveis em algumas espécies, que assim garantem certa
tolerancia ao O,. Os anaerdbios exigem, além da exclusdo do O,, um ambiente com
potencial de 6xido-reducao (Eh) baixo que pode também variar em funcao do pH
estabelecido. E importante salientar que esse grupo de bactérias é formado por espé-
cies que variam de aerotolerantes a muito exigentes quanto a auséncia de oxigénio.
As mais estritas crescem em atmosferas com 0,5% de oxigénio, muitas crescem em
atmosferas ao redor de 3% e algumas podem crescer ainda em concentracdes de até
6% de oxigénio (Tabela 1).
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Tabela 1 Diferengas quanto a sensibilidade ao O, entre espécies de bactérias

% de O, no ar atmosférico

Espécies 0,1 0,5 1,0 3,0 6,0 10,0
C. haemolyticum ++ ++ 0 0 0 0
C. novyi St St St St +,v 0
P. oralis 4F 4F 4F 4F +,v 0
P. melaninogenica ++ ++ ++ ++(v) +,v 0
B. fragilis ++ ++ ++ ++ +v 0
F. nucleatum ++ ++ ++ ++ ++ 0

++ crescimento; + pouco crescimento; 0 sem crescimento; v cepa dependente

Essa labilidade dos anaerdbios estritos ao oxigénio explica as dificuldades existentes
nos laboratérios para seu isolamento e estudo. A introducdo dos aminoglicosideos
como agentes antimicrobianos de largo espectro veio a determinar a importancia
das bactérias anaerdbias em diversas infeccdes, uma vez que tais bactérias sdo intrin-
secamente resistentes a essa classe de antibidticos. A partir dessa época, as bactérias
anaerobias nao esporuladas (cocos e bacilos Gram-positivos; bacilos Gram-negati-
vos) tiveram seu papel reconhecido na etiologia das infec¢es, particularmente nas
intra-abdominais, nas do trato genital feminino e nas pleuropulmonares. A partir da
década de 1970 foram desenvolvidos procedimentos praticos de laboratérios para
criar atmosferas de anaerobiose. Até esse momento, somente as infec¢des provoca-
das pelos micro-organismos mais resistentes, dentro desse grupo, os esporulados do
género Clostridium, eram diagnosticadas com maior frequéncia. Hoje se sabe que as
infeccoes por Clostridium sao menos frequentes que as infeccdes provocadas por ou-
tros géneros de bactérias anaerdbias.

Um fato que também merece ser destacado, para explicar a frequéncia com que es-
sas bactérias provocam infeccao, é que os anaerdbios estritos sao habitantes normais
do organismo humano, ultrapassando em nimero os aerébios e anaerdbios faculta-
tivos. Assim, 0s anaerobios estritos estao em proporcdes 5 a 1000 vezes maiores que
0s aerdbios estritos e facultativos na microbiota normal do tubo digestivo, pele, trato
respiratorio superior e genital feminino.

Quando existem fatores predisponentes, essas bactérias provocam processos pato-
l6gicos em diferentes 6rgaos e sistemas. Por esse motivo, a maior parte das infec¢coes
provocadas pelas bactérias anaerdbias estritas sao infeccdes chamadas enddgenas.
E a prépria microbiota do individuo que em determinado momento provoca o pro-
cesso infeccioso, sendo esse tipo de infeccao pouco ou nada contagioso. As infeccoes
provocadas pelo género Clostridium sao fundamentalmente adquiridas a partir do
meio ambiente externo e por esse motivo sao chamadas de infeccdes exdgenas. Nas
mucosas, onde os anaerdbios estritos sao prevalentes como microbiota, a atmosfera
anaerdbia é conseguida devido ao metabolismo de micro-organismos facultativos e
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aerobios estritos frente a compostos organicos, enzimas, restos celulares, entre ou-
tros. A acao desses micro-organismos baixa o potencial redox nesses locais.

Como as bactérias anaerdbias facultativas e aerdbias estritas favorecem a mutiplicacao
dos anaerdbios, por consumirem o oxigénio existente no local e por produzirem alguns
fatores de crescimento como substancias secundarias do seu metabolismo (por exem-
plo, Staphylococcus sp. produz vitamina k), a maior parte das infeccdes por bactérias
anaerdbias estritas sao infecgdes mistas. Assim, sao frequentes as infeccdes conjuntas
com Enterobactérias, Streptococcus sp. e Staphylococcus aureus.

Alguns aspectos clinicos fazem suspeitar de uma infeccao com envolvimento de bac-
térias anaerobias, sendo os principais esses abaixo relacionados:

Secrecao Fétida

Infeccao nas proximidades de superficie mucosa
Tecido necrético

Presenca de gas em tecidos ou secrecao
Tromboflebite séptica

Coloragao negra em secrecao com sangue

Infeccdao decorrente de mordida humana ou de animal
Presenca de granulos de enxofre nas secrecoes
Terapéutica prévia com aminoglicosideo

Gangrena gasosa

A presenca de lesdao com aspecto de micetoma e a observacao de granulos de enxofre
no pus é caracteristica de uma infeccao por Actinomyces. A infeccao por anaerdbios
secunddria a uma mordida de animal ou do ser humano é explicada pela existéncia
de um grande numero dessas bactérias na cavidade oral desses hospedeiros. Asso-
ciados a esses elementos clinicos, existem alguns outros, laboratoriais, que sedimen-
tam ainda mais a suspeita de uma infeccao por anaerébios estritos:

Ocorréncia de formas pleomoérficas na coloracao de Gram (como regra geral, os
anaerobios sdo mais pleomorficos que os aerébios e anaerdbios facultativos).
Observacao no material clinico de bacilos Gram-positivos esporulados que lembram
Clostridium.

Observacao de bactérias no material clinico corado pela coloracao de Gram, que
nao crescem nos meios mantidos em atmosferas de aerobiose.

Crescimento de bactérias somente na parte inferior de tubos com meios de caldo
Tioglicolato.
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8.2

8.1.1  Fatores predisponentes
Uma variedade de condicdes predispoe um individuo a desenvolver infec-
¢ao por anaerodbios. Baixo potencial de oxi-reducao facilita o crescimento de
bactérias anaerdbias. A causa clinica mais comum de diminui¢cdao do poten-
cial redox é a andxia dos tecidos resultante normalmente de lesGes vascula-
res, compressao, hipotermia, choque, edema e outras condi¢des que levam
a ma perfusao.

Quanto as doencas sistémicas ou condi¢des gerais como corticoterapia, te-
rapéutica de tumores, leucopenia, hipergamaglobulinemia, colagenoses,
diabetes, esplenectomias, embora relacionadas como predisponentes, nao
ha evidéncia concreta de que realmente estejam associadas a maior incidén-
cia de infeccao por anaeroébios.

Coleta de material

Devido a presenca marcante de bactérias anaerébias como microbiota das mucosas
e pele e as caracteristicas enddgena e polimicrobiana das infec¢des por anaerébios, a
coleta de materiais clinicos para a pesquisa de bactérias anaerdbias representa uma
das etapas cruciais para a realizacao de um diagnostico de qualidade. As amostras
devem ser colhidas de forma que ndao entrem em contato com oxigénio e nao se
contaminem com bactérias anaerdbias da microbiota. Por esse motivo sempre que
possivel devem ser aspiradas com seringa e agulha, da qual é eliminado o ar imedia-
tamente apos a obtencao da amostra. Amostras de tecido e bidpsia também sdo ade-
quadas para pesquisa de anaerébios. A coleta com swab deve ser rejeitada, quando
for inevitavel, incluir em meio semi sélido. Nao sdo aceitaveis para o processamento
laboratorial espécimes como urina obtida por miccao espontanea, escarro expecto-
rado, secrecdes vaginais e de feridas localizadas préximas a sitios contaminados e
fezes, pelo fato de que a presenca de micro-organismos componentes da microbiota
impossibilitam definicdes quanto a etiologia dos processos infecciosos. Em resumo,
apenas espécimes clinicas que nao estejam contaminadas com as bactérias anaero-
bias da microbiota sao aceitaveis (Tabela 2).
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Tabela 2 Amostras clinicas aceitaveis para isolamento de bactérias anaerdbias

Local Amostras clinicas aceitaveis Amostras clinicas nao aceitaveis

Cabeca e pescoco

Pulmao

SNC

Abdomem

Trato urindrio

Trato genital
feminino

Ossos e articulacoes

Tecidos moles

Intestino

8.3

Aspirados de abscessos
Biopsias de materiais cirdrgicos
Swabs obtidos durante o ato cirdrgico

Aspirado transtraqueal

Puncdo percutanea

Bidpsias de mat. cirurgicos

Amostras de broncoscopia (protegida)
Swabs obtidos durante o ato cirdrgico

Aspirados de abscessos
Biopsias de materiais cirdrgicos
Swabs obtidos durante o ato cirdrgico

Fluido peritoneal por puncgao
Aspirados de abscessos

Bidpsias de materiais cirdrgicos
Swabs obtidos durante o ato cirdrgico

Aspirado supra-pubico

Amostras por culdoscopia

Aspirado endometrial (protegido)
Aspirados de abscessos

Bidpsias de materiais cirdrgicos
Swabs obtidos durante o ato cirdrgico
DIU

Aspirados com agulha e seringa
Biopsias de mat. cirdrgicos
Swabs obtidos durante o ato cirdrgico

Aspirados com agulha e seringa
Bidpsias de materiais cirdrgicos
Aspirados de sinus

Aspirados com agulha e seringa de
material profundo

Somente para pesquisa de toxinas

Transporte do material

Swabs da oro e nasofaringe

Escarro expectorado

Escarro induzido

Aspirado endotraqueal
Amostras de broncoscopia nhao
protegida

Swabs mantidos em aerobiose

Swabs mantidos em aerobiose

Urina por miccao espontanea
Urina por cateter

Swabs vaginais ou cervicais

Material superficial obtidos com Swabs

Swabs superficiais

A etapa de transporte do material coletado também requer cuidados especiais cen-
trados na manutencao de condi¢des anaerdbias, visando minimizar os efeitos dele-
térios da exposicao ao oxigénio atmosférico. O tempo depende do material e do vo-
lume da amostra. Grandes quantidades de material purulento (> 3 mL), mantidasem
tubos vedados, tém viabilidade por 2-3 horas. Tubos gaseificados (mistura de N, H,
e CO, ou CO, apenas), meios de transporte semi-sélidos contendo agentes redutores
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como a cisteina, dispostos em camada alta (Cary-Blair pre-reduzido, tioglicolato) ou
envelopes geradores de gas podem ser utilizados.

O transporte ndo deve ser feito na seringa em que o material foi colhido, pelo risco
ocupacional que representa; o material deve ser inoculado em meio de transporte
semi solido pré reduzido, como tioglicolato (fig. 1). A amostra deve ser mantida entre
18 e 22°C durante o transporte.

Processamento do material

Sempre é feita uma coloracao de Gram da amostra recebida e, quando necessario,
de esporos. O bacterioscépico pode orientar o clinico quanto ao diagndstico e a tera-
péutica precoce. Por exemplo, a observacao de bacilos Gram-positivos esporulados
em um processo com aspecto de gangrena gasosa € indicativo de Clostridium e de
gangrena gasosa.

Figura 1 Material colhido por aspiracao inoculado em tioglicolato

A andlise macroscépica da amostra clinica pode fornecer informagdes importantes
sobre a natureza e qualidade da amostra. Deve-se observar a presenca de pus, necro-
se, odor fétido e presenca de granulos sulfurosos.

A observacao da quantidade de bactérias na amostra permite orientar o bacteriolo-
gista se ele deve enriquecer previamente a amostra em um caldo ou semear o mate-
rial diretamente nos meios de isolamento.
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Producao de anaerobiose

Existem varios procedimentos para conseguir no laboratério uma atmosfera
de anaerobiose adequada a multiplicacdao das bactérias anaerdbias patogé-
nicas ao ser humano. Por exemplo: o uso de tubos com meios sélidos pré-
-reduzidos — a anaerobiose é mantida dentro do tubo e os meios utilizados
sao reduzidos e possuem indicadores de oxi-reducao.

O sistema mais empregado em laboratdrios clinicos é o sistema das jarras de
anaerobiose com geradores quimicos que permitem obter uma atmosfera
adequada para a multiplicacao dessas bactérias. Existem diversos tipos de
geradores. Os mais utilizados sao 0s que provocam o consumo do oxigénio
através da reagao desse com o H,, gerado pela presenca de um haleto, for-
mando dgua. A atmosfera da jarra é substituida por CO,, gerado pela presen-
¢a de bicarbonato. Dentro da jarra é colocada, além dos geradores quimicos,
uma fita de papel de filtro impregnada de azul de metileno, que é um indica-
dor de anaerobiose. Quando a atmosfera do interior da jarra tem condigdes
adequadas de anaerobiose, a fita, inicialmente azul, é alterada para branca.
Numa jarra de tamanho médio de 2,5 litros, coloca-se aproximadamente 10
placas e varios tubos. Nesse sistema o contetido de 0, da jarra cai a 0.4%,
em aproximadamente 1 hora e meia, de forma que as condi¢gdes anaerdbias
estdo presentes bem antes da transformagao do azul de metileno, que acon-
tece por volta de 4-6 horas.

Figura 2 Jarra de anaerobiose

8.4.2

Isolamento

As amostras sao semeadas em duas placas de dgar preparadas com sangue
desfibrinado de carneiro em uma concentragao de 5%. As bases utilizadas
podem ser Agar Brucella, Agar Columbia ou Agar BHI. Aos meios se adicio-
nam também vitamina K e hemina bovina. Uma das placas é incubada a
35-37°C em atmosfera aerébia acrescida de 5% de CO,, e uma segunda é
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incubada a 35-37°C em uma atmosfera de anaerobiose. A essa se acrescenta
hemina bovina (100 ug/mL), vitamina K (10 ug/mL) e extrato de levedura (2
mg/mL). Como meio seletivo para anaerébios Gram-negativos (ASL), pode-
-se utilizar uma terceira placa, cujo meio foi acrescido de canamicina e van-
comicina, além da vitamina K e hemina bovina.

Para se obter um meio mais eficaz quanto a producao de pigmentos, o san-
gue de carneiro deve ser lisado pelo frio. Outro meio seletivo bastante utili-
zado é o Agar feniletialcool, suplementado com sangue de carneiro, hemina
e vitamina K, nas mesmas concentragdes utilizadas no meio nao seletivo.
Esse meio é seletivo para bactérias anaerdbias, pois inibe o crescimento de
bactérias facultativas tanto Gram-positivas como Gram-negativas.

Figura 3 Esquema de trabalho recomendado
Observacao macroscépica

Transporte Amostra Coloragdo de Gram
resultado preliminar

:[’ Tioglicolato
| 1 VitK
Hemina
AS? ASL Glicose sem indicador
+VitK K-V PEA
Cultura @ @ ‘J Aerobiose
24 horas
Anaerobiose por 48 horas ﬁ

GRAM para cada coldnia diferente e semeadura em caldo e ASH

ASS= agar sangue suplementado | ASL= agar sangue suplementado lisado | PEA= agar feniletilacool | AS= dgar sangue |
Ach= agar chocolate

A adicdo dos antibidticos cria um meio seletivo para bacilos Gram-negativos
anaerobios ja que essa categoria de bactérias é resistente aos aminoglicosi-
deos e bactérias Gram-positivas sao sensiveis a vancomicina. Como a maior
parte das infeccdes provocadas pelos anaerdbios estritos sao infeccbes mis-
tas, o uso de meios seletivos auxilia no isolamento bacteriano. Nao se justi-
fica o uso de mais uma placa sem antibiético porque aumentam os custos
sem aumentar o isolamento de anaerdbios.

Essas placas sao incubadas dentro da jarra de anaerobiose a 35-37°C de tem-

peratura durante 48 horas. Quando se suspeita, pelo quadro clinico ou pela
coloracao de Gram da amostra, que estamos em presenca de uma infeccao
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por Clostridium, que sao de crescimento mais rapido, as jarras podem ser
abertas apos 18 a 24 horas de incubacao.

Por outro lado, bactérias de crescimento mais lento, como Actinomyces, po-
dem demorar sete dias ou mais para formar colénias visiveis.

8.5 Identificacao bacteriana

8.5.1 Comprovacao de anaerobiose estrita
Ap6s a incubacao, as placas sao examinadas e, agora o passo mais impor-
tante, € a comprovacao de que as bactérias isoladas nos meios de cultura
incubados em anaerobiose sdao anaerdbias estritas.

Para esse fim, as caracteristicas macroscopicas e microscépicas (coloracdo de
Gram) dos diferentes tipos de coldnias, obtidos apds a incubagao dos meios de
cultura em anaerobiose, devem ser observados. Além disso, cada tipo deve se
semeado em 4gar sangue (AS) e em &gar sangue suplementado (ASS) a fim de
se separar os micro-organismos facultativos dos anaerébios estritos. A primei-
ra placa deve ser incubada a 35-37 °C em atmosfera de 5% de CO, e a segunda
em anaerobiose. Somente os facultativos crescerao na primeira condicao.

S6 é feito o diagndstico de anaerdbio estrito quando, apds 24 a 48 horas da
nova incubacao, a bactéria apenas crescer na placa de anaerobiose. A mor-
fologia microscopica observada pela coloracao de Gram das col6nias orienta
para uma identificacao preliminar do grupo de anaerébio isolado.

Bactérias anaerdbias estritas, de importancia em patologia humana de acor-
do com sua morfologia na coloragao de Gram.

Cocos Gram-positivos

m Peptostreptococcus

m Peptococcus niger

Cocos Gram-negativos
m Veillonella

m Acidaminococcus

m Megasphaera

Bacilos Gram-positivos ndo esporulados
m Propionibacterium

m Bifidobacterium

m  Actinomyces
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m Eubacterium
m Lactobacillus

Bacilos Gram-positivos esporulados
m Clostridium

Bacilos Gram-negativos
m Bacteroides

m Fusobacterium

m Prevotella

m Porphyromonas

m Campylobacter

m Sutterella

m Bilophila

Identificacdao bacteriana presuntiva

A morfologia microscépica obtida pela coloracdao de Gram, acrescido do tes-
te de anaerobiose, é um resultado presuntivo importante, que deve serime-
diatamente passado ao clinico. Ja nessa etapa o laboratério informa que o
paciente tem uma infeccao por uma bactéria anaerdbia estrita que pertence
a um determinado grupo morfolégico.

Métodos convencionais para a identificacdo de bactérias anaerdbias usam,
frequentemente, procedimentos que utilizam as bactérias isoladas em cul-
tura pura para o estudo da fermentacdo de diversos carboidratos e outras
atividades bioquimicas. Esses procedimentos envolvem trabalho intensivo e
consomem muito tempo. Muitos laboratérios nao estao aptos a manterem
a vasta selecao de meios e substancias exigidas para a identificacao bioqui-
mica. Devido a esses fatores, cada vez mais a pesquisa de métodos alterna-
tivos rapidos e simples é estimulada. Os micrométodos, tais como APl 20A e
Minitek, foram os primeiros a serem propostos como alternativas ao método
convencional. Os dois métodos possuem um melhor desempenho com bac-
térias anaerdbias de crescimento rapido (grupo B. fragilis ou C. perfringens).
Outros sistemas como RaplID ANA II" estdao baseados principalmente na de-
teccao rapida de glicosidases e aminopeptidases. O inéculo pesado e o curto
tempo de incubacao (quatro horas) evitam a contaminacao e fornecem rapi-
damente resultados, cuja especificidade na identificacao das espécies varia
entre 60 a 90%.

A pesquisa de acidos graxos produzidos pelo metabolismo da fermentacao
da glicose utilizando-se cromatografia a gas € um método rapido, especifi-
co e sensivel para diversas espécies. O equipamento e 0s programas com-
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putadorizados necessarios representam um custo inicial elevado, porém,
subsequentemente, ele € menor. Devido a caracteristica polimicrobiana das
infeccdes por anaerdbios, a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) nao é pre-
conizada para o diagndstico, com excecdo para tecidos ou fluidos estéreis.
Sondas de acidos nucléicos para pesquisa de bactérias anaerébias nao estao
ainda padronizadas e nao sao encontradas comercialmente. Contudo, labo-
ratérios de microbiologia oral e empresas que trabalham com esse segmen-
to desenvolveram um conjunto de sondas para a identificacdo de bactérias
envolvidas na doenca periodontal. Essas sondas sao bastante eficientes na
identificacao de col6nias provenientes da placa de cultura do primeiro isola-
mento ou de micro-organismos isolados em cultura pura.

A interpretacao de resultados de uma cultura mista, contendo multiplos iso-
lados, é dificil. Culturas semiquantitativas em conjunto com a bacterioscopia
sdao Uteis para a definicdo do que é importante ou nao entre os isolados. A
natureza das bactérias isoladas pode também dar indicios da importancia
delas no processo infeccioso. Na maioria das vezes, a manutencao de um
didlogo entre o médico e o microbiologista é essencial para uma apropriada
interpretacao dos resultados bacteriolégicos obtidos.

A) A identificacao de género e espécie é feito a partir de:

m Provas bioquimicas: fermentacao de agucares, producao de indol, redu-
¢ao de nitrato, pesquisa de urease, crescimento em presenca de bile, li-
quefacao da gelatina, hidrélise de esculina etc.

m Producao de pigmentos

m Hemolise

m Aprofundamento no agar

m Susceptibilidade a antimicrobianos

m Formacado de acidos detectados por cromatografia gasosa

m Sorologia

As seguintes consideracdes praticas sao Uteis para a orientacao do micro-
biologista para uma conduta adequada, sem a necessidade de aparelhos ou
metodologias dispendiosas por parte do laboratério:

m Na presenca de cocos Gram-positivos, quando necessario o laboratério
deve fazer o diagndstico diferencial de Peptostreptococcus ou Peptococ-
cus que sao os mais frequentemente isolados nesse grupo morfolégico.
Para a diferenciacdo entre espécies e géneros sao utilizados os seguintes
testes: disco de SPS, indol, urease, fosfatase alcalina e alfa galactosidase.

m Na presenca de cocos Gram-negativos, o laboratério deve fazer o diag-
noéstico presuntivo de Veillonella, género mais frequente nesse grupo.
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Para o diagnéstico diferencial com os outros cocos Gram-negativos a pro-
va utilizada é a reducao do nitrato e, para diagnéstico de outras espécies,
a cromatografia gasosa.

m Na presenca de bacilos Gram-positivos esporulados, o laboratério deve
fazer o diagnostico de Clostridium. Na duvida no diagnéstico de bacilo
esporulado, recomenda-se o tratamento com alcool etilico a 95%, duran-
te 1 hora a temperatura ambiente e ressemeadura posterior. Além disso,
a suspensao bacteriana pode ser aquecida a 80°C durante 10 minutos,
esfriada e feita ressemeadura. Apdés um ou outro procedimento, sé so-
brevivem bactérias esporuladas. E importante salientar que C. perfringens
dificilmente se apresenta na forma esporulada no material clinico. Ele s6
esporula em condi¢des bastante adversas. Para o diagnéstico diferencial
das outras espécies de Clostridium devem ser feitas provas bioquimicas
como hidrdlise da gelatina, fermentacdo da glicose, lecitinase, lipase, pro-
ducao de indol, ureia, nitratos, e motilidade.

m Na presenca de bacilos Gram-positivos nao esporulados recomendamos
fazer a prova de catalase, reducao de nitratos, hidrélise de esculina, urease,
e producdo de pigmento. Para o diagnéstico definitivo, deve ser feita a pes-
quisa do perfil da producao de acidos graxos pela cromatografia gasosa.

m A presenca de bacilos Gram-negativos em forma de fuso é indicativo de
Fusobacterium. Na presenca de bacilos pleomérficos ou cocobacilos, re-
comenda-se seguir o esquema acima descrito. Essas provas junto com a
producao de pigmento permitem fazer o diagnéstico presuntivo de Bac-
teroides, Prevotella, Porphyromonas e Fusobacterium. Frente aos discos de
antibioticos, a bactéria é considerada sensivel se o halo de inibicdao é de
12mm ou maior; como indculo para a semeadura utiliza-se uma suspen-
sao com turvacao semelhante ao numero 3 de escala de MC Farland ou
uma turvagao semelhante apds incubacao em meio de tioglicolato.

m A prova da bile é considerada positiva, se existir crescimento bacteriano
no quadrante respectivo. Ainda deve ser observado se o crescimento na
presenca de bile foi estimulado. Para a producao de pigmento, recomen-
damos a observacao direta das colénias no meio de ASL ou ASS, e, em
caso de nao existir pigmento evidente, iluminar a placa com luz ultravio-
leta (A de 360 nm). Coldnias de Prevotella melaninogenicus aparecem de
cor tijolo avermelhado.

m Para a prova de indol, recomendamos passar uma col6nia, a partir do
meio com triptofano, com ajuda de uma alca de platina num papel filtro
impregnado em 1% de paradimetilaminocinamaldeido (em acido clori-
drico 10%). Uma reacgao positiva produz imediatamente uma cor azul.
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O diagnéstico presuntivo é feito de acordo com a seguinte tabela:

Bacilos Gram-negativos anaerdbios estritos

Bacteroides grupo sensivel resistente +/neg

gragilis

Prevotella sp. sensivel resistente neg +/neg +
Porphyromonas sp. sensivel resistente neg + +
Bacterdides sp. sensivel sensivel resistente neg neg neg
F. mortiferum resistente sensivel + neg neg
F. variium resistente sensivel aF 4 neg
Fusobacterium spp. sensivel sensivel neg + neg

Para Rifampicin a Kanamicina: Sensivel = halo de inibicdo com 12mm ou mais de didametro Resistente =
ausénsia de halo ou menor que 12 mm de diametro

A diferenciacao dos géneros Prevotella e Porphyromonas é realizada pela ca-
pacidade de fermentar glicose que é positiva para o primeiro género e nega-
tiva para o segundo.

Alguns sistemas comerciais manuais ou automatizados permitem fazer o
diagnéstico das diferentes espécies de anaerdbios utilizando numerosas
provas bioquimicas. Alguns utilizam a acao de enzimas bacterianas pré-for-
madas podendo fazer esse diagndstico apos 4 horas de incubagao. Destes
os mais frequentemente utilizados sao: API°, Vitek® e Microscan®. Esses siste-
mas mais caros nao sao fundamentais para o diagnéstico dos grupos bacte-
rianos e para uma orientagao terapéutica adequada.

Em algumas infeccbes é importante, para o diagndstico, determinar a pre-
senca de toxinas como acontece nas infeccdes intestinais por Clostridium di-
fficille. Essa determinacao é feita com provas imunoldgicas para a pesquisa
da toxina nas fezes, disponiveis comercialmente.

8.6 Provas de sensibilidade a antimicrobianos

O estudo da sensibilidade dessas bactérias é importante pelo aumento crescente
de sua resisténcia frente aos diversos antimicrobianos disponiveis. Essa resisténcia é
mais comum nos géneros Bacteroides e Prevotella, mas pode estar presente também
nos géneros Clostridium, Porphyromonas e Fusobacterium.
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8.6.1

8.6.2

Método da difusao em disco

O método do disco difusdao nao é adequado para estudar a sensibilidade das bacté-
rias anaerdbias estritas. O CLSI (Clinical and Laboratory Standarts Institute) reco-
menda um método de diluicao em 4gar, onde as concentracdes de antimicrobianos
sao incorporadas ao meio Wilkins-Chalgren. Cada placa tem uma concentracao de
um antimicrobiano. As bactérias sao semeadas utilizando o inoculador multiplo de
“Steers” e as placas colocadas em jarras com gerador de anaerobiose. A leitura é
feita apds 48 horas de incubacdo na estufa, determinando-se a CIM (concentracao
inibitéria minima).

Método da Fita com gradiente de difusao

Um método alternativo mais pratico é a determinacao da sensibilidade utili-
zando fitas de plastico impregnadas com gradiente de concentracao de an-
timicrobianos como no método do E test®. As bactérias sao semeadas em
forma similar a empregada no método do disco para aerébios. Sao coloca-
das duas fitas cada uma com um antibiético diferente em cada placa de 9
cm de diametro. Em geral é necessario testar 6 antibioticos (3 placas). Os
antimicrobianos com maior atividade in vitro e in vivo frente aos anaerébios
estritos sao: cloranfenicol, clindamicina, cefoxitina, metronidazol, penicilina
e amoxicilina com acido clavulanico. As placas sao incubadas dentro de jarra
de anaerobiose a 35-37°C de temperatura. A leitura é feita apds 48 horas de
incubacado, e a sensibilidade é interpretada em ambos métodos seguindo as
ultimas tabelas publicadas pelo CLSI. Salientamos que existe uma boa corre-
lagao nos resultados obtidos com as duas metodologias descritas. Contudo
ha relatos de falsa resisténcia ao metronidazol quando o Etest é utilizado.
Esse fendbmeno pode ser resultado das condi¢des do teste e da qualidade do
meio de cultura empregado. Geralmente, o problema é eliminado quando se
utiliza meios recém-preparados ou mantidos em anaerobiose antes do uso.
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