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Caracteristicas gerais

A a- _— MONOTRIQUIO

Familia: Enterobacteriaceae 5 @msEl | oromiano

— Anaerdbios facultativos;

_ C - ANFITRIQUIO
Gram negativos;

Movimentacao flagelo (peritriqueo); . % PERITREQUIO

e Maioria moveis. Excecdes: Klebsiella, Shigella, Yersinia

Reduzem nitrato a nitrito (excecdo Yersinia).

Fermentam glicose;

Catalase positivos e Oxidase negativos;

Classificacao soroldgica: O (somaticos), K ( capsulares) e H (flagelares)
Podem causar infeccdes intestinais e extraintestinais



Family Enterobacteriaceae
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Escherichia coll

e Bacilo gram-negativo que habita normalmente no
trato gastrointestinal inferior de humanos e diversos
animais.

e A maioria das espécies nao sao patogénicas, mas
alguns sorotipos podem causar graves intoxicacoes
alimentares, gastroenterite com intensa diarreia com

muco e infeccao urinaria.



Escherichia coli

EPEC — enteropatogénica;

EHEC ou STEC — enterohemorragica;
EAEC — enteroagregativa;

ETEC — enterotoxigénica;

EIEC — enteroinvasiva.

DAEC - difusamente aderente
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Citrobacter spp.

O género Citrobacter possui 11 espécies

Encontradas nas fezes de humanos e animais além de
amostras ambientais como solo, agua, alimentos e esgoto.

Complexo C. freundii é a espécie mais identificada em infecdes
gastrointestinais com quadros de diarreia, febre e distensao
abdominal

Podem ocasionar infecdes urinarias.

Espécie C. koseri € a mais frequente em casos de meningite
esporadica e abcessos cerebrais em RN e lactentes.



Proteus spp.

Género encontrado em solo, agua e alimentos contaminados
P. mirabilis: espécie mais isolada em seres humanos
Agentes causadores de infecdes no trato urinario e feridas

Promovem alcalinidade da urina propiciando a formacao de
cristais

P. vulgaris: hospedeiros imunossuprimidos



Klebsiella spp.

Amplamente distribuidas na natureza e trato gastrointestinal
de humanos e de animais

Klebsiella pneumoniae € uma das espécies mais isoladas em
amostras clinicas

Raramente encontrada na orofaringe
Causam infecdes pulmonares em pacientes hospitalizados

Podem causar uma forma de pneumonia que tende a ser
destrutiva com intensa necrose e hemorragia

KPC : multirresisténcia



Serratia spp.

Género apresenta 10 espécies reconhecidas

Serratia marcescens € a espéecie mais importante e esta
associada a varias infecgOes , inclusive pneumonia e
septicemia em pacientes com neoplasias reticuendoteliais

Oportunista hospitalar e causador de infecdes urinarias

Dotado de propriedades invasores e com tendéncia a
resisténcia a varios antibioticos

Em condicbes quentes e umidas formam colonias vermelhas
distintivas



Shigella spp.

Bacilo gram-negativo;
A dose infecciosa é baixa (a ingestdo de poucas dezenas de
celulas e suficiente para causar a infeccao) — 200
microorganimos.
4 espeécies:

» S. dysenteriae (A)

» S flexneri(B)

e S. boydii (C)

* S.sonnei (D)

Diarréia



Salmonella spp.

e Bacilo gram-negativo
e N3o fermenta lactose

» Salmonella typhi— febre tifoide (Unico reservatério — humanos);

» Salmonella paratyphi — febre paratifoide e gastroenterite

» Salmonella typhimurium — gastroenterite e meningite infantil



Yersinia spp.

= Yersinia enterocolitica (alimentos) — gastroenterite

* Mais comum, febre, dores abdominais semelhante a apendicite e
diarreia.

* Leite ndo pasteurizado, agua ndo tratada, carne de porco contaminada,
crua ou mal cozida.

* Dose infectante: baixa (10 a 200 células)
* Criancas através de contato com pessoas infetadas;



Meios de cultura

e Agar sangue ou chocolate: n3o seletivo
o Agar MacConkey : meio seletivo

— Inibidores: sais biliares e cristal violeta, inibem o crescimento
de gram positivas

— Lactose como unico carboidrato

— Lac positiva: colonias vermelhas ou “pink”
— Lac negativas: colbnias incolores, transparentes



Colonias de E. coli em agar MacConkey

¢

) lactose
" < positive

E. coli Proteus

» As bactérias fermentadoras de lactose desenvolvem uma coloracdo vermelha no
meio Mac Conkey.



E. coli em agar MacConkey
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Hidrolisado pancreatico de gelatina | 1709

Hidrolisado pancreatico de caseina | 1,5

Hidrolisado péptico de tecido animal| 1,5

Lactose 10,0
Sais biliares 1,5
Cloreto de sodio 5,0
Vermelho neutro 0.03
Cristal violeta 0,001

Agar 135




Meilos de cultura

e Agar Eosina azul de metileno (EMB)

— Presuntivo para Escherichia coli

— Inibidores e indicadores de fermentacao: eosina e azul de
metileno, inibem o crescimento de Gram positivas

— Fermentadores de lactose / sacarose formam colOnias
verdes metalica — E.coli

— Fermentadores fracos produzem coldnias de cor purpura.
Ex. Klebsiella

— Nao fermentadoras formam colonias transparentes. Ex
Proteus, Salmonella e Shigella.



Agar EMB

Lactose positiva

ASM MicrobeLibrary.o
C Cheeptham




Meilos de cultura
e AgarSS:

* Especificos para Salmonella, Shigella e Yersinia
enterocolitica

 Enriguecimento em caldo selenito antes da cultura em SS

 Possui componentes (sais de bile, verde brilhante e citrato
de sédio) que inibem o crescimento de Gram positivos e
coliformes.



Melos de cultura

» AgarSS:

 Aincorporacao de lactose ao meio permite diferenciar se o
microrganismo é lactose positiva (resultando na formacao
de colOnias de cor rosa) e lactose negativa.

* Indicador de pH: vemelho neutro

e Tissulfato de sodio e o citrato férrico permitem a deteccao
de H.S evidenciado por formacao de coldnias de cor negra
no centro especifica de Salmonella spp.



Agar SS

Lactose positiva



Melos de cultura

o Agar Hektoen

— Isolamento de Salmonella e Shigella

— Possui elevada concentracao de sais biliares que inibem o
crescimento de bactérias gram + e retarda crescimento de
outros coliformes

— Alteracdo de cor pela mudanca de pH pela fermentacao de
carboidratos

— Tiossulfato de sodio e citrato de amonio férrico para
deteccao de producao de H2S



Agar Hektoen

Salmonella spp.

Shigella spp.



Provas bioquimicas

e ApOs a realizacao da cultura, o exame macroscopico e a
confirmacao da pureza da cultura, uma col6nia pode ser
identificada com a ajuda de meios presuntivos de
identificacao, tais como:

— Meio de Triple Sugar Iron (TSI),
— EPM
— MILi
— Rugai ou Rugai modificado por Pessoa e Silva (Meio de IAL).
— Prova de Citrato de Simmons



TSI

Para diferenciar os bastonetes gram negativos, utilizando para isso a
fermentacdo de carboidratos e producdo de sulfeto de hidrogénio

.w v

uninoculated domc Salmonella Escherichia Sroteus
control aeruginosa  Shigelia sonnei typhi coli mirabilis



Meio de cultura

e Triplice acucar e ferro (TSI)

— Fermentacao de glicose(0,1%), lactose e sacarose(1%)
— Tiossulfato de sodio (substrato para a produgdo de H,S)

e Sulfato de ferro para a verificacao do produto final.
— Producao de gas
— Indicador de pH: vermelho de fenol

e Ph neutro —vermelho

e Ph acido - amarelo



Meio de cultura

Tubo amarelo e superficie vermelha: sé a glicose foi fermentada

Tubo amarelo e superficie amarela: Ocorreu a fermentacdo da
lactose e/ou da sacarose, superior a da glicose.

Producado de gas: Nota-se pela ocorréncia de rachaduras no meio de
cultura.

Producao de H,S: Ocorre enegrecimento, principalmente na zona
intermédia do cilindro.

Tubo vermelho e superficie vermelha ou inalterada: Ndo ocorreu
fermentacao dos hidratos de carbono presentes no meio, nem
produgdo de gas ou de H,S.



TSI




Provas bioguimicas

e Meio MILi (motilidade, Indol e Lisina)
e Motilidade

— crescimento apenas na linha de picada = motilidade negativa
e Descarboxilacao da lisina:
e Producao do indol

e Meio EPM (Escola Paulista de Medicina)

e Glicose

e Producdo de gas

e Produgao de H,S

e Hidrolise da uréia
e Fenilalanina






RUGAI MODIFICADO ( IAL)

~_ Algodio

\_#+—— Indol

Sacarose
Fenilalanina (LTD)

Fermentagdo da glicose
«—HS

Urcia

Gas de glicose

Vascar —» (B8
(cera de carnauba
+ vaselina)

Lisina
Motilidade




Motilidade

Motilidade + Motilidade -
Se a bactéria possuir flagelos, ocorrera turvacao do
meio



Descarboxilases

Enzimas capazes de reagir com a porcao carboxilica (COOH)
dos aminoacidos
Cada enzima decarbolixase € especifica para um aminoacido.

Aminoacidos testados rotineiramente na identificacao de

Enterobacteriaceaqe:
— Lisina = cadaverina

— Ornitina - putrescina
— Arginina = citrulina . A citrulina é em seguida convertida

em ornitina, que, a seguir, sofre decarboxilacdao formando putrescina.



Teste de descarboxilacao da lisina

o Verifica a capacidade de um microorganismo em
descarboxilar o aminoacido lisina com consequente
alcalinizacao do meio de cultivo.

o Positividade para coloracao do meio purpura e
turvo



Lisina

LDC

>

Cadaverina + CO2

Parpurade
bromocresol

v

Roxo



Ornitina © gas carbdnico e putrecina * ROXO
Indicador de pH




Producao de Indol

» Producdo de Indol

Descarboxilagao do triptofano

o Determina a habilidade de um determinado microorganismo
em produzir o indol a partir da molécula de triptofano.

Triptofanase
H20

Triptofano Indol + AC. Pirurvico + amonia

P-dimetil-amino benzaldeido
(reativo de Kovacs)



Desaminacao da Fenilalanina

Desaminacado da fenilalanina pela enzima fenilalanina-desaminase,
com formacao de acido fenil-pirdvico, cuja presenca € revelada pela
adicdo de cloreto férrico a cultura.



Producao de Indol




Teste de producao do sulfeto de hidrogénio (H,S)

— As bactérias podem metabolizar aminoacidos que tem
enxofre ou degradar o tiossulfato de sodio (substrato) em
um ambiente acido com produgao de gas H,S, que €
incolor.

— O H,S reage com componentes do meio produzem
coloracdao negra



tiossulfato de sddio " Hag & Sulfato
tiossulfato ferroso

precipitado preto de
sulfetoferroso




Urease

e Urease

— Determina a habilidade de um determinado
microorganismo em degradar enzimaticamente a uréia pela
urease, com formacao de duas moléculas de amonia.

— A amonia alcaliniza o meio e virando o indicador de pH
(azul de bromotimol) de verde para azul



COMPOSICAO DO
MEIO IAL/RUGAI

INDOL

L-TRIPTOFANO .
SACAROSE APICE
GAS SULFIDRICO (H,5)

GAS BASE
GLICOSE

UREIA

LISINA
MOTILIDADE

FASE SUPERIOR

VASCAR
FASE INFERIOR
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Tampao de Algodao

Reacao Interpretacao

Rosa Producao de indol

Inalterado Ausencia de indol

Parte Inclinada

Reacao Interpretacao

Amarelo sacarose fermentada

Azul Sacarose nao fermentada

Bisel castanho Producdo de LTD e
sacarose fermentada
Base

Reacao Interpretacao

Amarelo sacarose fermentada

Amarelo com Glicose fermentada cf

bolhas producdo de gas

Meagra Producao de acido
sulfidrico

Azul Froducao de urease

Parte Inferior

Reacao Interpretacao

Violeta Producao de lisina

Amarela Auséncia de lisina

Meio Turvo Presenca de Motilidade

Sem tu wagéu

Auséncia de motilidade




Prova do Citrato de Simmons

Serve para saber se a bactéria é capaz de utilizar o Citrato de
sddio como Unica fonte de carbono;

Deve ser semeado em primeiro lugar

Cor verde : citrato negativo
Cor purpura: citrato positivo

Citrato de sodio =2 hidroxido de amonia
(aumenta o pH)

(muda a cor do meio)



Prova do Citrato de Simmons

Klebsiella pneumoniae

Prova positiva

Quando as bactérias metabolizam o citrato, alcalinizam
E coli - o meio. O pH basico faz o meio, que antes apresentava-
se verde, ficar azul, devido ao indicador azul de
bromotimol.

Prova negativa o
Inocular na superficie



Diagnadstico

e Principais formas de diagnostico para E.coli

— Crescimento em agar MacConkey
— Produzem gas a partir da glicose
— Lactose e sacarose positivas

— Indol positivas

— Motilidade positiva

— Lisina positiva

— H2S negativas

— Citrato negativas

— Urease negativas

— Moveis (exceto EIEC)



Diagnadstico

e Principais formas de diagnostico para Citrobacter
freundii.

— Produzem gas a partir da glicose

— Lactose, sacarose e manitol positivas

— Podem apresentar prova de Indol positiva ou negativa
— Motilidade positiva

— Lisina negativas

— H2S positivas

— Citrato positivas

— Hidrdlise de uréia positivas/negativas



Citrobacter freundii em agar sangue



Diagnostico
e Principais formas de diagnostico para Proteus mirabilis

— Produzem gas a partir da glicose

— Nao fermentadoras de lactose e sacarose

— Indol negativo. Proteus vulgaris: Indol positivo
— Motilidade positivo

— Lisina negativa

— H2S positivo

— Citrato positivo

— Urease positivo



Diagnadstico

e Principais formas de diagnostico para Serratia marcescens
— Podem produzir pouco gas a partir da glicose (50%)
— Lactose negativa e sacarose positiva
— Indol negativas
— Motilidade positiva
— Lisina positiva
— H2S negativo
— Citrato positivo
— Urease negativa

— A DNase é um teste fundamental para a identificacdo de Serratia, e
recomenda-se a utilizacao rotineiramente.



Serratia marcescens

Figura 1. Aislado clinico de S. marcescens en agar MH luego de 48 horas de incu-
bacion a 35 °C. En general las cepas clinicas no presentan pigmento a diferencia de
las cepas ambientales que en su mayoria lo poseen.

https://scielo.conicyt.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=50716-10182010000300005



Diagnadstico

e Principais formas de diagnostico para Klebsiella pneumoniae.
— Cepas de Klebsiella possuem um metabolismo muito ativo.
— Produzem col6nias mucoides,
— Produzem gas a partir da glicose
— Fermentam a maioria dos carboidratos

e |actose e sacarose positivas
— Indol negativas
— Mobilidade negativa
— Lisina positiva
— H2S negativo
— Citrato positivo
— Urease positivo



Klebsiella pneumoniae

www.microbiologyinpictures.com

Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae em agar sangue e Mac Conkey

Disponivel em https://www.microbiologyinpictures.com/bacteria%20photos/klebsiella%20pneumoniae%20photos/KLPN9.html



Diagnadstico

e Principais formas de diagnostico para Shigella spp.

Crescimento em agar SS e Hektoen

Nao produzem gas a partir da fermentacdo de glicose

N3o fermentadoras de lactose e sacarose. Fermentam manose
Podem apresentar prova de Indol positiva ou negativa
Motilidade negativa

Lisina negativas

H2S negativo

Citrato negativas

Urease negativas



Diagnadstico

e Principais formas de diagnostico para Salmonella spp.

— Crescimento em meio SS e Hektoen (coracao preta)

— Produzem pouco gas a partir da fermentacao da glicose
— S3do em geral lactose e sacarose negativas,

— Indol negativas,

— Motilidade positiva

— Lisina positiva.

— H2S positiva

— Citrato positivas

— Urease negativas



Agar SS

= O tiosulfato de sddio e o citrato
férrico permitem a deteccdo
da producdo de sulfureto de
hidrogénio como se pode
verificar pelas coldnias com
centros pretos;

= Este meio é utilizado para o
isolamento primario de
Salmonella proveniente de

MB-S1394 Salmonella Shigella (SS) Agar amostras de fezes humanas.

Cultivated Shigella flexneri (L)
/ Salmonella typhimurium (R)




Diagnadstico

e Principais formas de diagnostico para Yersinia enterocolitica
— Nao produz gas a partir da glicose
— Sacarose positiva
— Indol +/-
— Modvel a 22°C; imodvel a 35eC
— Lisina negativa
— Nao produz H2S
— Citrato negativa
— Urease +/-



www. microbiclogyinpicturas. com

Yersinta enterocolitica

Yersinia enterocolitica em Agar Mac Conkey
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Provas bioguimicas

11
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Salmonella spp Shigella Escherichia. coli




Provas bioguimicas

Klebsiella spp. Proteus spp. Serratia spp. Citrobacter spp.



Diagnadstico diferencial

Para o diagnostico das diferentes cepas de

- .coli, pode-se utilizar soros monovalentes ou
nolivalentes especificos contra determinados
antigenos expressos pela bactéria.

— Ex: Soro anti E.coli enteroinvasiva,
enteropatogéoncia classica, etc.



SOROS ANTI E. COLI ENTEROINVASORA

Indicacdes:

Soros polivalentes e monovalentes preparados em coelhos para identificagdo dos sorogrupos de E. coli
enteroinvasora (EIEC). Todos os soros contém anticorpos contra antigenos O e antigenos superficiais do tipo
K, aglutinando bem culturas homélogas vivas e aquecidas, resultando em reagdes rapidas e, de modo geral,
completas.

. Polivalente A: contém anticorpos contra as E. coli 028ac, 029, 0136, O144 e 0152.
. Polivalente B: contém anticorpos contra as E. coli 0112ac, 0124, 0143 e 0164 e O167.
. Monovalentes: contém anticorpos contra cada um dos sorotipos anteriores, separadamente.

Composigao:

Soro de coelho hiperimunizado...........cciiniieiiinnns 0,3 mL
SOIUGAOD SAIINA ....oovvivviiriiiiri et e 2,7 mL
CONBBMVANTE. . .oiiiuimmssrisissmswvigmwsimmis e riinyod 0,015 mL

Procedimento:
Deve ser utilizada a técnica de aglutinagao em lamina (vide verso).

Leitura:
S&o positivas as reagdes de aglutinagéo que ocorrem dentro de 2 minutos e que s&o completas.
Reagbes mais demoradas e parciais devem ser consideradas negativas.

TECNICA DE AGLUTINAGAO EM LAMINA
Atécnica é simples e funciona bem quando as seguintes recomendacgdes s&o observadas rigorosamente:

1. Placa ou lamina de aglutinagéo: deve ser bem limpa e desengordurada com élcool.

2. Suspensao bacteriana: deve ser bastante espessa. Por exemplo, obtém-se uma suspenséo suficientemente
espessa quando se suspende o crescimento da superficie do meio EPM em 0,2 - 0,3 mL de salina.

3. Proporgéo suspenséo/antisoro: para uma gota liberada pelo conta-gotas dos soros’PROBAC, deve-se usar
uma gota da suspenséo bacteriana (item 2) menor que a gota do soro (aproximadamente metade).

4. Mistura suspensao/antisoro: deve ser totalmente homogénea e deve ocupar uma area de 1,5 cm de
diametro.

5. Movimentagédo da placa: movimentar a placa de modo que a mistura suspenséo/soro se desloque facil e
continuamente. Manter a movimentacao pelo menos por 1 a 2 minutos.

6. Aquecimento da suspenséo: os soros anti-Shigella, anti-Salmonella e anti-Yersinia enterocolitica sao soros
anti-O e, portanto podem nao aglutinar culturas ricas em antigenos superficiais. Este fenémeno é mais frequente
com Shigella dysenteriae, Shigella boydii e Y. enterocolitica. Assim sendo, quando os testes bioquimicos
indicam tratar-se de uma das bactérias acima e a aglutinagéo for negativa ou fraca, aquecer a suspenséo
bacteriana em banho-maria fervente por 10 minutos, deixar esfriar e repetir a aglutinagéo.



