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Streptococcus
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Staphylococcus aureus

Uma das espécies patogénicas mais comuns, sendo a mais
virulenta espécie do seu género.

Cresce bem em ambientes salinos.

Cerca de 15% dos individuos sao portadores de S.aureus, na
pele ou nasofaringe. A infeccao é frequentemente causada por
peguenos cortes na pele.

As toxinas sao proteinas produzidas e secretadas ou expostas a
superficie pela bactéria cuja atividade € destrutiva para as
céelulas humanas.



Doencas causadas pelo S.aureus

Sindrome de choque toxico

Gastroenterite estafilocécica

Sindrome de pele escaldada estafilococica

Impetigo

Foliculite e celulite

Endocardite

Osteomielite: infeccao da medula 0ssea apos bacteremia.

Pneumonia: pode ocorrer por aspiracao de comida semi-digerida
(vOmito, por exemplo).



Celulite
Infeccao bacteriana que envolvem as
camadas interiores da pele que afeta
especificamente a derme e tecido adiposo

Sindrome da pele escaldada
Doenca epidermolitica, mediada por exotoxinas que
se caracteriza por eritema, desprendimento
generalizado das camadas superficiais da epiderme,

envolvendo, principalmente, criangas até os 5 anos
de idade



http://www.medicinageriatrica.com.br/wp-content/uploads/2007/10/mordida.jpg

Impetigo

* Dermatose superficial, muito
comum em criangas pequenas

* Pode afetar qualquer
segmento da pele, sendo a
face e as maos os locais mais
comuns.

* Um ferimento mal higienizado
favorece o desenvolvimento
de infecdes bacterianas em
geral.




Chogue toxico

Intoxicacdo multissistémica
caracterizada por febre,
hipotensao e erupcgao
eritematosa e difusa

Apresenta alta mortalidade
guando nao tratada.



Cultura de S.aureus em agar sangue



Staphylococcus epidermidis

Pertence a flora normal da pele e mucosas.

N3o produz toxinas.

E considerado espécie de estafilococos coagulase negativo e
catalase positiva de maior prevaléncia e persisténcia na pele
humana.

E identificado como agente de bacteremia de origem hospitalar

e infeccdes associadas a implantagdes de proteses (valvulas)
cardiacas, articulares e de catéteres intravenosos e peritonias.



Staphylococcus epidermidis

e Possui uma capacidade de formar biofilmes,
dificultando a chegada de drogas antibacterianas e
celulas fagociticas no foco de infeccao.

* Mais comum a ocorréncia de infeccao no local da
sutura.

* |dentificacao da espécie pode ser feito apos prova de
Catalase e Coagulase com um antibiograma
evidenciando a sua sensibilidade a Novobiocina.



Cultura de S.epidermidis em agar sangue




Staphylococcus saprophyticus

* Causam infec¢des nas vias urinarias em mulheres
jovens sexualmente ativas.

* As mulheres infectadas apresentam disuria (dor ao
urinar), pidria (pus na urina) e numMerosos
microrganismos na urina.

 Respondem rapidamente a antibioticos e é rara a
ocorréncia de re-infeccao.



Staphylococcus saprophyticus

e Disposta em cachos, tétrades ou duplas. Apresenta-se
como coagulase negativa e catalase positiva.

e E resistente a novobiocina (3-lactdmicos) sendo fator
de pesquisa para identificacao da especie.



» Cultura de S.saprophyticus em agar sangue




Isolamento dos Staphylococcus spp.

Staphylococcus saprophyticus
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Staphylococcus epidermidis



ldentificacao de Staphylococcus spp.

1) Bacterioscopia

2) Prova da Catalase

3) Prova da Coagulase

4) Crescimento em agar Manitol
5) Prova da DNAse

6) Resisténcia a Novobiocina



Provas de identificacao:
Prova da catalase

e Utilizacao para diferenciacao de Staphylococcus spp. e
Streptococcus spp.

» Diferenciadora de familias e ndo de géneros:

* Algumas bactérias possuem a enzima catalase, capaz de
converter o peroxido de hidrogénio em oxigénio e agua.

catalase

2H,0, ) 2H,0+0,



Prova da catalase

e Em uma lamina, colocar duas amostras da bactéria isolada.

* Pingar sobre a amostra uma gota de peroxido de hidrogénio
3%

* Observar a produgao da liberacdo de O, com a formacao de
bolhas.

* O teste € positivo para Staphylococcus sp.

Staphylococcus spp Streptococcus spp




Prova da coagulase

As coagulases sao enzimas com acao semelhante a
protrombina.

Agem sobre o plasma sanguineo transformando
fibrinogénio em fibrina com a producao de coagulo.

Podem ser encontradas em duas formas: conjugada e
livre.

Coagulase positiva para Staphylococcus aureus



Verificacao da coagulase livre

e A coagulase livre € uma substancia similar a trombina
e esta presente em filtrados e cultivos.

* E secretada extracelularmente e reage com uma
substancia presente no plasma — CRF (fator de reacao
com a coagulase) para formar um complexo que
reage com o fibrinogénio, formando fibrina.



Coagulase livre

Com auxilio da agulha bacteriologica, suspender colonias em
estudo em caldo BHI e colocar em estufa a 379C até que turve;

Em um tubo de ensaio estéril, colocar 0,5 ml de plasma
reconstituido e 0,5 ml| do caldo BHI com crescimento
bacteriano recém turvado;

Incubar em estufa a 352C 4 horas;
Verificar se ha presenca de coagulo de fibrina;

Se ndo houver presenca de coagulo, incubar o tubo em
temperatura ambiente e repetir as leituras com 18 e 24 horas
de incubacao.



Coagulase conjugada

A maioria dos S. aureus possui uma coagulase
ligada na superficie da parede celular que

reage com o fibrinogénio plasmatico causando
a coagulacao



Coagulase conjugada

Tracar dois circulos com lapis de cera em uma lamina de vidro;

Colocar duas gotas de agua destilada ou solucao fisiologica
estéril dentro de cada circulo;

Com auxilio de um fio bacteriologico agregar a colonia em
estudo, homogeneizando delicadamente em cada circulo;

Colocar uma gota de plasma para a prova de coagulase em um
dos circulos;



Coagulase conjugada

No outro circulo, adicionar outra gota de agua
destilada ou solucao fisiologica estéril, como controle;

Homogeneizar com palito de madeira;

Inclinar a lamina delicadamente, para frente e para
tras;

Observar presenca de aglutinacao.



Prova da Coagulase

COAGULASE
TEST
‘ I

Clumping Factor Test
[correlates with coagulase]

Staphylococcus Staphylococcus
AUFeus epidermidis

POSITIVE NEGATIVE




Staphy test

O teste se baseia na capacidade do Staphylococcus aureus aglutinar
hemacias de carneiro
previamente sensibilizadas com hemolisina e fibrinogénio;



Fermentacao em agar manitol (7,5 de
NaCl)

O agar manitol € um meio de cultura seletivo.

Possui grande concentracao de NaCl (6,5 a 7,5%) e indicador
de pH vermelho de fenol - vermelho em pH alcalino e neutro;
amarelo em pH acido.

A fermentacao do manitol pelas bactérias, leva a producao de
acidos, o que determina a mudanca de cor do vermelho para o
amarelo.

Positivo para Staphyloccus aureus. Algumas amostras podem
positivar para S.saprophyticcus.



epidermidis
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Agar manitol



Prova da DNAse

e Semear uma colénia em agar DNAse e incubar a 35 graus por 24 horas.

e No momento da leitura adicionar HC| 1N sobre a placa, aguardar 30 segundos e
observar a formacao de um halo claro ao redor da col6nia.

Agar DNAse

S. epidermidis
S. saprophyticus




Prova da DNAse

Figura 3 - Teste de DNase com HCI 1IN



Teste de sensibilizacao a Novobiocina

 Agar Miller-Hinton com disco de novobiocina (5mg)

Formacao de halo de inibicao para Staphylococcus aureus
e S.epidermidis.

Resisténcia conferida ao Staphylococcus saprophyticus.

S. saprophyticus S. epidermidis



Tabela para identificacao de cocos
Gram + Catalase +

(Staphylococcus spp.)
Coagulase Manitol DNAse Novobiocina
S. aureus + + + Sensivel
S. epidermidis - - - Sensivel
S. saprophyticus - - - Resistente

l

Todos sao Catalase +




Streptococcus spp.



Importancia clinica dos principais
Streptococcus spp.

Cocos Gram +

Colonias lineares

Catalase —

Aerobicos e anaerobicos facultativos.
Imoveis

Nao formam esporos

Fazem parte da microbiota normal da boca, pele,
intestinos e trato respiratorio superior.



Classificacao quanto ao grau de hemolise

* Total ou beta hemoliticas : positiva para Streptococcus
pyogenes. Forma um halo branco ao redor da bactéria;

 Parcial ou alfa hemoliticas: positiva para Streptococcus

pneumoniae. Forma um halo esverdeado ao redor da
bactéria

* Nao hemoliticas ou gama hemoliticas: positiva para
Streptococcus viridans ou Enterococcus spp. Sem halo.



Classificacao de Lancefield

* Aclassificacao de Lancefield leva em conta o tipo de
polissacarideo presente na parede celular bacteriana,
chamado de carboidrato C, detectado por técnicas de tipagem

(aglutinacdo simples e reacdes colorimeétricas), ou reacdes de
precipitacdoes com antisoros especificos



Classificacao de Lancefield

Grupo A: ramnose n-acetilglicosamina
Grupo B: ramnose glicosamina
Grupo D : Acido teicoico glicerol com D-alanina e glicose

Grupo A: Streptococcus pyogenes
Grupo B : Streptococcus agalactiae
Grupo D : Streptococcus bovis e Enterococcus s.p



Streptococcus pyogenes

* Beta hemoliticos
* Encontrados no trato respiratorio superior e lesdes cutaneas.

 Doencas causadas:
— Faringite estreptococica
— Erisipela e impetigo
— Piodermite
— Fasciite necrosante
— Febre reumatica
— Glomerulonefrite



Erisipela

e
] s P

Diagnostico clinico: presenca de placa inflamatéria associada a febre, linfangite,
adenopatia e leucocitose;
Os exames bacterioldgicos tém baixa sensibilidade ou positividade tardia;
A penicilina continua a ser o antibiotico de referéncia.




Impetigo

E a mais comum das infecc8es da pele;
Dissemina-se por auto inoculagdo, transmissao direta e indireta, por toalhas ou roupas;



Faringite




Fasclite necrotizante

» Ainfeccdo pode iniciar por pequenas rupturas na pele - os sintomas precoces com
frequéncia sao ignorados, o que atrasa o diagnostico e o tratamento, gerando
Sérias consequéncias;
= A exotoxina A - age como um superantigeno, estimulando o sistema imune a
contribuir para a extensao do dano.



Streptococcus agalactiae

Presentes nas mucosas do trato genito-urinario e intestinal
Maioria das amostras sao beta hemoliticos.

Anaerobicos facultativos

Doencas causadas:

— Endometrite

— Sepse

— Febre puerperal

— Meningite neonatal



Streptococcus pneumoniae

Alfa hemoliticos em aerobiose e beta hemoliticos em
anaerobiose

Estdo presentes na nasofaringe
Doencas causadas:

— pneumonia

— meningite

— septicemia

— otite média

— sinusites

— infeccdes trato respiratorio



Streptococcus bovis

Nao hemoliticos, podendo apresentar atividades alfa ou beta
hemoliticos

Encontrados no trato gastrointestinal

Doencas ocasionadas:

— Endocardite

— Abcessos

— Infeccdes urinarias

— Doenca maligna do colon



Abcesso

Abscesso - Mandibula




Streptococcus viridans

e Alfa hemoliticos e nao hemoliticos
* Flora normal da boca, faringe e trato genito-urinario

 Doencas ocasionadas:
— Endocardites
— Abcessos
— Infeccdes no trato genito-urinario
— Infeccdes de feridas
— Caries



Enterococcus sp

Esta género inclui o E. faecalis, E. faccium
Habitualmente nao hemolitico

Oportunistas reconhecidos como causa importante de infeccoes
hospitalares, destacando-se as endocardites e as infeccdes do trato
urinario e de feridas cirurgicas

Resisténcia plasmidial a varios antibioticos

Doencas causadas :

— Infeccdes do trato biliar

— Peritonite

— Meningite

— Bacteremia do RN



Provas de identificacao para
diferenciacao de Streptococcus spp.

* Prova da bacitracina

— Utilizada para a identificacao de Streptococcus pyogenes.

— A partir do caldo de BHI ou TSB recem turvado, realizar a
semeadura em meio de agar sangue contendo disco de
bacitracina

— Incubar a 359C por 24 horas sem tensdo de CO.,.

— Positivo para S.pyogenes com formacgao do halo de inibicao
ao redor do disco indicando sensibilidade



Teste de Bacitracina

S. agalactiae S pyogenes



Provas de identificacao para diferenciacao
de Streptococcus spp.

* Camp Test

— Na metade da placa de agar sangue, semeia-se de ponta a
ponta, uma amostra de Staphylococcus aureus produtor de
beta-hemolisina.

— Semear perpendicularmente (90°) a bactéria a ser testada,
sem que haja o contato com a estria de Staphylococcus
aureus;



Provas de identificacao para diferenciacao
de Streptococcus spp.

e Teste de Camp — Camp test

— |Incubar em 37°2C durante 24 horas.

— A observacao de uma hemolise em ponta de seta, indica a
interacao entre o fator CAMP produzido pelos
Streptococcus com a beta hemolisina dos Staphylococcus
aureus.

— Teste positivo para Streptococcus agalactiae



Teste de Camp (Camp Test)

Meio Todd Hewitt

Staphylococcus aureus (fita)

Streptococcus a ser identificado Incubar a 37 °C por 24 horas e observar
hemolise na regiao entre 0
Staphylococcus e o Streptococcus a ser
identificado




Teste de Camp




Provas de identificacao para
diferenciacao de Streptococcus spp.

Teste de hidrolise de hipurato

— Positivo para Streptococcus agalactiae

— Apenas S. agalactiae produz a enzima que hidrolisa o hipurato,
produzindo coloracao purpura no meio de cultura apos adicao de

cloreto férrico.

S agalactiae




Provas de identificacao para
diferenciacao de Streptococcus spp.

e Teste de optoquina

— Utilizada para identificacao de Streptococcus pneumoniae.

— A partir do caldo de BHI ou TSB recém turvado, semear em
meio agar sangue com o disco de optoquina de 5 mg.

— Incubar a 35°C 24hrs

— Positivo com formacao de halo de inibicao de 14mm ou
mais para disco de 6 mm



Teste de optoquina

B Fonte IDIPA - Lab




Teste de bile esculina

O Agar bilie esculina é um meio seletivo para Streptococcus bovis e
Enterococcus sp.

Semear uma colonia da bactéria a ser identificada em meio bile-esculina e incubar
por 24 horas a 37 °C.

Coloragdo marrom-escuro ou negra: teste é +



Provas de identificacao para
diferenciacao de Streptococcus spp.

e Tolerancia ao NaCl

— A tolerancia ao NaCl a 6,5% é uma prova utilizada para
verificar a capacidade de alguns microrganismos crescerem
em presenca do sal.

— Meio base utilizado é o BHI caldo.

— Este meio normalmente contéem 0,5 % de NaCl e aumenta-
se a concentracao para 6,5 %, tornando um meio semi-
seletivo para o desenvolvimento de alguns microrganismos.

— Crescimento bacteriano com turvacao do meio.
— Positividade para Enterococcus spp.



Tabela para identificacao de cocos G + catalase —

S. S. S. S. Enterococos
pyogenes | ggalactiae | pneumoniae | bovis
Resisténcia a S R R R R
Bacitracina
Teste Camp - + - - -
Hidrdlise do - + - - -
hipurato
Resisténcia a R R S R R
Optoquina
Bile-esculina - - - + +
NaCl 6,5% - - . - +




Cocos gram negativos
Neisseria spp.



Introducao

Maioria das espécies humanas habitam o trato
respiratorio superior humano e nao sao patogénicas

Neisseria gonorrhoeae € considerada como patogeno,
independente do local onde é encontrado

Neisseria meningitidis, pode colonizar a nasofaringe
sem causar doenca, mas pode ser extremamente
patogénica em determinadas condicdes.

Sao consideradas aerobias, mas crescem em condicdes
anaerobias



Neisseria gonorrhoea

Diplococos Gram-negativos com requerimento de crescimento
fastidioso

Intracelulares

Nao flagelado, nao formador de esporos, encapsulado, anaerdbio
facultativo

Cresce melhor de 352 3 372C em atmosfera Umida suplementada
com CO,

Oxidase e catalase-positiva (oxidam glicose como fonte de energia)
Sensiveis a penicilina



Esfregaco de secrecao uretral de homem com
uretrite gonococica



Gonorreia

Figura 2 - Corrimento urelral abundanle em pacienie com

Figura 1 - Corrimento urelral abundanle em paciente com onorreia (Foto gentilmente cedida pelo Professor Sinésio
%;olr'r‘onj?ia (Foto genlilmente cedida pelo Profgssa Sinésio alhari). ( o .
alhari).

Disponiveis em http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0037-
86822000000500007



Gonorreia

Manifestacao da gonorreia do redor da boca Secrecao purulenta na regido ocular

Disponivel em https://compendiomicrobiologia.wordpress.com/tag/gonococo/



Y 4 °

Diagnostico

* Homens

— Esfregaco de secrecao uretral e coloracao de Gram. Analise
de diplococos gram negativos associados a leucocitos
polimorfonucleares

e Mulheres:

— Esfregaco de amostra endocervicais e coloracao por Gram



Diagnodstico

e Utilizacao de meios de transporte quando necessarios.
— Nao seletivos — Stuart ou Amies
— Seletivos — meios Gono-Pak

* |noculacao em meio de cultura

— Nao seletivos
* Agar chocolate

— Seletivos
* Thayer Martim modificado
* Martin Lewis
* Meio GC-Lect, etc
 Os meios contem agentes antimicrobianos para inibicao
de outros microrganismos



Diagnodstico

Incubagao em estufa de CO, com nivel de 3a 7%
Manter o ambiente umido
Analisar as placas em 24, 48 e 72 horas

Submeter as coldnias ao Teste de Gram, prova da catalase e
prova de oxidase.

Teste confirmatorios podem ser utilizados como teste de
utilizacao de carboidratos, testes imunologicos, testes de
aglutinacao em latex e amplificacdao de acidos nucleicos



Neisseria gonorrhoeae em agar Martin Lewis

Neisseria gonorrhoeae
(ATCC® 43069)

Disponivel em https://catalog.hardydiagnostics.com/cp_prod/product/e39-martin-lewis-with-lincomycin-for-ineisseria-gonorrhoeaei-
15x100mm-plate-order-by-the-package-of-10-by-hardy-diagnostics-media-prepared



O GonoGen Il usa uma solucao
para degradacao da parede
celular da bactéria, expondo as
proteinas da membrana
externa que contém antigenos
especificos da espécie.

Um conjunto de anticorpos
monoclonais ligados a um
carreador é usado para
detectar os antigenos
especificos para Neisseria
gonorrhoeae .

O teste utiliza a colonia
bacteriana



Neisseria meningitidis

Microrganismo de nivel 2

Coleta de amostra de liquido cefalorraquidiano, sangue e ocasionalmente
escarro e swab naso e orofaringeo

As amostras deverao ser inoculadas em meios nao seletivos e seletivos
Meios ndo seletivos (LCR e sangue)

— Agar chocolate

— Agar sangue de carneiro

Meios seletivos

— Thayer Martim modificado

— Martin Lewis

— NYC



Diagnodstico

Incubacao em estufa de CO2 com nivel de 3a 7%
Manter o ambiente umido
Analisar as placas em 24, 48 e 72 horas

Submeter as coldnias ao Teste de Gram, prova da catalase e
prova de oxidase.

Teste confirmatorios podem ser utilizados como teste de
utilizacao de carboidratos (oxidacao de glicose e maltose),
testes imunologicos, testes de aglutinacao em latex e
amplificacao de acidos nucleicos






