TREINO DE PRATICAS E HABILIDADES
Identificacdo das bactérias gram negativas NAO fermentadoras
PROFA Alessandra Barone

Ao entrar no laboratério, certifique-se de estar de cabelo preso, jaleco
fechado, sapato fechado e EPT (luvas).

Guarde todo material no armdrio e limpe a bancada antes do inicio do
trabalho

Provas Bioquimicas e Identificagdo de bactérias gram negativas ndo
fermentadoras

As provas bioquimicas sdo complementares na etapa de identificagdo
e diferenciagdo de bactérias Gram negativas (Enterobactérias e Ndo
fermentadores).

Apds o isolamento primdrio e identificagdo de bactérias Gram
negativas, é essencial a realizagdo das provas bioquimicas para a
identificagdo do género e/ou espécie, e para isso, sdo realizadas provas em
meios especificos para a identificagdo de caracteristicas do metabolismo
bacteriano, pela degradagdo de substratos incorporados ao meio. Para a
correta interpretagdo desses testes, é importante conhecer o
funcionamento bioquimico de cada prova empregada.

OBJETIVO: Identificagdo de bactérias gram negativas a partir da
semeadura em meios de cultura especificos utilizados para provas de andlise
de perfil bioquimico bacteriano

PROCEDIMENTO:

Os alunos deverdo realizar as seguintes provas:
Andlise de meio de cultura em estudo
Bacterioscopia

Prova da oxidase

Prova bioquimica me meio TSI

Prova bioquimica em meio SIM

Prova bioquimica em meio citrato

Prova bioquimica em meio uréia

Material de trabalho: Placas de cultura isolada em meio dgar sangue e
MacConkey semeadas com Pseudomonas aeruginosa



Apés assepsia da bancada e uma vez em posse do material de trabalho, os
alunos deverdo ligar o bico de Bunsen para realizagdo do trabalho a seguir:

1 - ANALISE DO MEIO DE CULTURA

Meio MacConkey: Coldnias lactose negativas .Pode haver odor tipico de
frutas. Notar pigmentagdo azulada no inéculo original. (Piocianina)

Agar sangue: Analisar a presencga de coldnias beta hemoliticas

2 - BACTERIOSCOPIA

Cultura em placa

* Preparar a mesa para a realizagdo da técnica mantendo ha
proximidade a placa de cultura bacteriana a ser analisada

+  Flambar rapidamente uma lamina de microscopia limpa, nos dois lados,
“cortando” lentamente a chama do bico de Bunsen;

* Pingar uma gota de solugdo salina estéril na lamina no cone de
esterilizagdo.

« Com a mdo direita flambar a alga de platina até o rubor. Com a mdo
esquerda abrir a placa no cone de isolamento e esfriar a alga na placa
de cultura em local sem coldnias.

* Pegar uma amostra de col6nia com alga e fechar a placa de cultura

+ Espalhar a amostra em lamina de forma de fique uniforme

« Deixar secar ao lado do bico de Bunsen naturalmente

Técnica

e Cobrir com cristal violeta e deixar agir por 1 minuto;

+ Lavar com dgua fomando cuidado pra que o jato ndo incida
diretamente no material a ser analisado.

+ Cobrir com solugdo de lugol por 1 minuto;

* Lavar

« Descorar com dlcool acetona - 5 segundos;

+ Lavar com dgua;

+ Corar com fucsina fenicada por 45 segundos;

+ Lavar com dgua, secar e observar em objetiva de 100 x com éleo de
imersdo.

Resultado
+ Bactéria Gram positiva - roxo escuro
+ Bactéria Gram negativa - avermelhadas (rosada)



3- PROVA DA OXIDASE

e Em chama de bico de bunsen, pegar uma amostra da bactéria em
estudo e aplicar as coldnias em um papel de filtro e adicionar o
reativo dimetil-p-fenilenodiamina.

e P-fenilenodiamina é oxidado pela enzima adquirindo cor roxa

Resultado :
Pseudomonas (+)
Enterobactérias (-)

4 - CULTURA EM MEIO TSI

e Com o auxilio da agulha, inocular uma coldnia ho meio ha posigdo
vertical, lentamente até a base, ao retirar a agulha fazer a estria na
regido inclinada;

e Incubar a 35°C por 18-24 horas;

e Realizar a leitura visual da fermentagdo dos aglcares, formacdo de
gds e sulfeto.

Resultado:

Vermelho = Auséncia de fermentagdo dos aglcares (cor original do meio)
Amarelo/amarelo = fermentagdo da glicose + lactose e/ou sacarose (2 ou 3
aglcares).

Presenga de gds (CO;) = bolhas ou meio fragmentado.

Apice Vermelho e base amarelo = fermentaco apenas da glicose (lactose e
sacarose negativos).

H2S positivo = presenga de precipitado negro.



5- CULTURA EM MEIO SIM - Motilidade Indol Sulfeto

e Com o auxilio da agulha, inocular uma colonia no meio na posigdo
vertical, lentamente até a base;

e Afastar a agulha sequindo a linha inicial do inoculo;

e Incubar a 35°C por 18-24 horas.

e Redlizar a leitura da motilidade e do H»S apds 24 horas.

e Em seguida adicionar 5 gotas do reagente de Kovacs pela parede do
tubo, no meio contendo o crescimento bacteriano. Agitar o tubo
suavemente e proceder a leitura do indol.

Resultado:

Motilidade positiva = microrganismos méveis migram pela linha do inoculo e
difundem-se no meio causando turbidez.

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

H>S positivo = ao longo da linha de inoculagdo aparecerd a cor negra.
H2S negativo = linha ao longo da inoculagdo inalterada.

Indol for negativo (Figura 11) = aparecerd um anel amarelo.
Indol positivo (Figura 12) = aparecerd um anel vermelho.

6 - CITRATO:

e Com o auxilio da agulha, inocular uma colonia no meio na posigdo
vertical, fazendo uma estria na regido inclinada (ndo furar a base);

e Incubar a 35°C por 18-24 horas;

e Realizar a leitura visual da mudanga ou ndo de coloragdo do meio.

Resultado:
Cor original do meio: Verde

Positivo = Mudanga de coloragdo do meio de verde para azul;
Negativo = Auséncia na mudanga de coloragdo do meio.



7- UREIA

e Com o auxilio da agulha, inocular uma colonia no meio na posigdo
vertical, lentamente até a base;

e Afastar a agulha seguindo a linha inicial do inoculo;

e Incubar a 35°C por 18-24 horas.

Resultado:

Cor original do meio : amarelo

Positivo: mudanga de cor para rosa
Negativo: auséncia de coloragdo do meio

FINALIZACAO:
Os meios deverdo ser identificados apds incubagdo de 24 horas e o
resultados das provas bioquimicas comparados ao perfil bacteriano.

Pseudomonas aeruginosa

e Meio TSI: auséncia de fermentacdo dos aglcares: meio vermelho
e Utilizagdo do citrato como fonte de carbono

e Mobilidade positiva

e Reduzem nitrato a nitrito

¢ Indol negativo

e H2S negativo

e Oxidam glicose (citocromo oxidase positivo)

e Urease +/-



