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Urocultura

e Utilizada para diagnodstico das infeccoes no trato urinario.

— Por convencao, define-se como ITU tanto as infeccoes do
trato urinario baixo (cistites) como as infeccdes do trato
urinario alto (pielonefrites).

* As infeccoes podem ser causadas por higiene inadequada,
retencao urinaria, obstrucao urinaria, uso de catéteres, ato
sexual...

* Ainvestigacao microbioldgica de suspeita da infeccao urinaria
é realizada através da urocultura identificada com presenca
de >100.000 bactérias por ml de urina.



* O pacientes portadores de infecoes
urinarias podem ser sintomaticos
ou assintomaticos

Sintomaticos: Necessidade de
tratamento imediato
Assintomatico: grupo
normalmente constituido de
meninas em idade escolar (1 a
2%) e de mulheres jovens com
vida sexual ativa (5%) com risco
maior de desenvolver ITU no
futuro.

Cerca de 25% delas passam
espontaneamente a ter
uroculturas negativas no prazo
de um ano.
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Urocultura

e Sitio de infeccao feminina: uretra e bexiga.

— Bexiga feminina é mais distensivel, armazenando maior
guantidade de urina por mais tempo

— As mulheres tém maior dificuldade de esvaziar
completamente a bexiga comparado com os homens

— Uretra mais curta e auséncia de substancias
antimicrobianas, presentes por exemplo, no liquido
prostatico do aparelho reprodutor masculino

— Proximidade anatomica entre anus e vagina com alto grau
de umidade local



Existem trés possibilidades de um microrganismo
alcancar o trato urinario e causar infecgao:

Via ascendente: o microrganismo podera atingir
através da uretra, a bexiga, ureter e o rim.

Via hematogénica: ocorre devido a intensa
vascularizacao do rim podendo o mesmo ser
comprometido em qualquer infeccao sistémica;
Ex: Staphylococcus aureus, Mycobacterium
tuberculosis, Histoplasma spp.

Via linfatica: é rara embora haja a possibilidade
de microrganismos alcancarem o rim pelas
conexdes linfaticas entre o intestino e o rim e/ou
entre o trato urinario inferior e superior.




Urocultura

* Aurina é considerada estéril e pode
sofrer contaminacao de bactérias da
pele, da roupa ou da genitalia.

 Deve ser coletada, armazenada e
transportada adequadamente -
resultados falso positivo em exames
bacterioldgicos.

* Origem das amostras: coletadas por
pacientes ou coletadas por meio de
aspiracao suprapubica e utilizacao de
catéter



AGENTES ETIOLOGICOS DAS INFECCOES DO
TRATO URINARIO

A flora normal da regiao periuretral é definida de acordo com
a faixa etaria e condicoes do paciente.

Raramente causam ITUs apresentando em geral contagem de
colonias menor que 1000 UFC/ml

E constituida de Streptococcus viridans, Corynebacterium spp.
(difterdides), Staphylococcus spp. (exceto Staphylococcus
aureus e S. saprophyticus) e Lactobacillus spp.
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Manifestacao
clinica

Aguda: febre,
nausea, calafrios,
wimito, dor no flanco

Cronica:
gssintomatica

Dizdria & frequéncia

Di=dria, frequéncia,
corrimento uretral

Aguda: febre,
calafrios, dor lombar

Cronica:
assintomatica ou
semelhants zo0s
sintomas da aguda

Dizdria & frequéncia
LUrnaria nNa presenca
de VD pode ser
gssintomatico

Microrganismo isolado

Enterobactérias: E. coli e
outros grams negativos,
Enferococcus e
Staphylococcus aureus

Escherizchiz coli e outros
grams negativos, 5.
=aprophyticus, Enferococcus

Chiamydia Trachomati= (a)
Mycoplasma hominis (b)
Ureaplasma wurealyticum (c)
Neisseria gonorrhoeae (d)
Trichomonas vaginalis (g)
Candids albicans e spp. (f)

N. gonorrhoeae, E. colf,
FProteus spp. e outras
entercbacténas

Menos frequente:
Emterococcus spp. P
Feruginagss e Chiamydis
trachomatis™

Questionavel: micoplasmas

E=cherizchia coli & outras
entercbactérias

F. geruginoss
Acinetobacter spp.,
Enterococos

Candida albicans, C.
glabrata e Candida spp.
Staphylococcus coag. Meg

Diagnostico e contagem de
coldnias (UFC/ml)

= 105

= 108

Urocultura negativa

g) Diagnastico por IFD

b) e c) secrecdo uretral
semeada em meios de cultura
especificos. Alguns kits
permitem contagem de colénias
-z 10%*uchml

d) cresce em ACH & TM

g) exame direto de jato inicial
de urina centrifugada

f) podem crescer em agar
sangue ou CLED

Urocultura ou cultura da
secrecac prostatica

2 10° ucf/mi
*diagnostico por IFD

= 108



Diagnostico

 Formas de diagnostico:
— Analise de dados clinicos
— Bacterioscopia: Piuria e ou bacteridria
— Urocultura.



Métodos Principios Limites de Deteccao
Microscopico:
- Gram Reconhecimento das bactérias |2 1 bactéria em campo de

por caracteristicas morfo-
tintoriais. Gram de uma gota de
urina nao centrifugada

imersao

> 10° UFC/ml

Pesquisa de Leucdcitos (urina
nao centrifugada):

— lamina e laminula

— camara de contagem

— sedimento urinario

Aumento 10x
Aumento 40x
Aumento 100x

Contagem na camera de
hemocitdometro

Determinacao no sedimento

30 leucdcitos/campo
5 leucdcitos/campo
1-2 leucdcitos/campo

> 10 leucécitos/ml (valor clinico)

> 10 leucocitos/ml (valor clinico)

Testes Quimicos:
— fitas nitrato redutase

— esterase leucocitaria

Bactérias gram negativas
reduzem Nitrato a Nitrito

Detecta a presenca dessa enzima
nos leucdcitos

> 10* UFC/ml
falso neg em cocos gram + e
Pseudomonas

Equivale a 5 leucdcitos/campo
40x




Diagnostico

* Bacterioscopia de urina:

— Com a urina nao centrifugada e apenas homogeneizada,
pegar uma alca com 10 ul de urina e depositar sobre uma
lamina de vidro

— Deixar secar, fixar na chama e corar pelo gram
— Com objetiva de imersao (1000x) fazer contagem.

— Se encontrar 1 ou mais bactérias por campo, sugere > 10°
UFC.

— A presenca de células epiteliais e varios tipos morfologicos
de bactérias sugere contaminacao.



Urocultura

A coleta correta € muito importante para o sucesso do
procedimento

Realizada em frasco estéril com tampa de rosca e boca larga
Retencao ideal de, no minimo, 4 horas.

Higienizacao local com agua e sabao ou clorexidina aquosa
0,2%
Coleta de Jato médio

— Urina de primeiro jato normalmente é coletada como substituto de

secrecao uretral

Amostras deverao ser processadas até duas horas depois da
coleta ou armazenadas em refrigeracao, nao excedendo o
prazo de 24 horas



Urocultura

* Consequéncias da nao refrigeracao da amostra

— Aumento do pH pela degradacao da uréia em amonia por
bactérias produtoras de urease.

— Diminuicao da glicose pela glicolise e pela utilizacao desta
por bactérias.

— Diminuicao de corpos cetonicos pela volatilizacao.

— Diminuicao de urobilinogénio por sua oxidacao em
urobilina.



Urocultura

— Diminuicao da bilirrubina decorrente da exposicao a
luz.

— Aumento do nitrito pela reducao do nitrato pelas
bactérias.

— Aumento do numero de bactérias.
— Aumento da turbidez pela proliferacao de bactérias.

— Desintegracao de hemacias e cilindros,
particularmente em urinas alcalinas.

— Alteracao na coloracao pela oxidacao ou reducao de
metabolitos



Técnica de semeadura quantitativa em
placas

* Homogeneizar a urina sem centrifugar.

e Imergir a alca calibrada de 0,01 mL (10 pL) ou 0.001 mL(1pL)
na urina de forma vertical

— Analisar a presenca de material na alca
 Semear a placa em agar Cled e MacConkey
* |ncubar em estufa de 352C de 18 a 24 horas

e Se o resultado da cultura for negativo apos as 24 horas e na
sedimentoscopia foi observado a presenca de bactérias ou
numero elevado de leucdcitos, incubar por mais 24 horas.

* Realizar a leitura de gram.



Padrao de estriamento para realizacdao de contagem semiquantitativa das bactérias



Técnica de semeadura quantitativa em
placas

* Na presenca de cocos gram +

— E recomendado a semeadura em agar sangue para analise
de S.agalactiae

— Verificacao de hemolise



Pesquisa de microorganismos
associados a infeccao urinaria

Enterobacteérias: E.coli, Proteus, Klebsiella, Enterobacter, etc..
Staphylococcus sapropyticus

Enterococcus faecalis

Staphylococcus aureus

Pseudomonas aeruginosa
» Candida albicans



Cultura em Agar MacConkey

O cristal violeta presente no meio inibe o crescimento das
bactérias gram positivas, especialmente Enterococcus e
Staphylococcus.

Diferenciador para fermentadores de lactose que produzem
colbnias rosa. Bactérias nao fermentadoras de lactose nao
produzem alteracao de cor pela manutencao do pH do meio.



Cultura em Agar Cled

(CYSTINE LACTOSE ELECTROLYTE DEFICIENT)

Crescimento de bactérias gram positiva, gram negativa e
leveduras.

Cor do meio: azul.
Colonias lactose positiva: cor amarela

Lactose negativa: cor azul.



Caracteristicas das colonias

* Escherichia coli: colonias opacas, amarelas com
ligeira cor amarelo escuro no centro, com cerca de

1,25 mm de diametro. As nao fermentadoras de
lactose formam coldnias azuis




Caracteristicas das colonias

* Espécies de Klebsiella: colonias muito mucosas, cor
variavel de amarelo a branco azulado




Caracteristicas das colonias

Espécies de Proteus: colOnias azul translucidas, geralmente
menor que E.coli

Espécies de Salmonella: colonias planas, cor azul

Enterococcus faecalis: colbnias amarelas, com cerca de 0,5
mm de diametro

Staphylococcus aureus : colonias amarelas, com cerca de 0,75
mm de diametro

Pseudomonas aeruginosa: colonias verdes, com superficie
prateada e periferia rugosa



Pseudomonas aeruginosa
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Micro-organismo |[Tamanho/ |Borda ou Elevacao Densidade Cor Consisténcia/ [Hemdlise
Odor forma Aparéncia em AS

Staphylococcus Grande Circular Convexa Opaca Amarela ou Cremosa Em geral

aureus /Queijo branca beta

Staphylococcus Médio Circular Elevada Opaca Branco- Cremosa Em geral

coagulase- /Queijo acizentada sem

negativa

Streptococcus do |Pequeno Irregular, Achatada Opaca Branco- Embacada Alfa

grupo viridans /Caramelo  [puntiforme acizentada

S.pneumoniae Pequeno Circular Umbilicada |Transparente [Cinza Brilhante Alfa

Achatada Mucdide

Streptococcus Pequeno Puntiforme |Convexa Translucida Cinza Brilhante Beta

pyogenes

Streptococcus Médio Circular Convexa Translucida Cinza Cremosa Beta

agalactiae

Enterococcus Médio Circular Elevada Opaca Cinza Brilhante Em geral

faecalis /Caramelo sem

Escherichia coli Médio Circular Achatada Opaca Cinza (AS) Seca Em geral
/Vinagre Rosa(MC) beta

Klebsiella spp. Grande Circular Convexa Opaca Cinza(AS) Mucdide Sem
/Fermento Rosa(MC) hemolise
de pao

Salmonella spp. |Pequeno Circular Convexa Translucida Centro Brilhante Sem
/Fétido preto(SS) hemolise

Incolor(MC)

Proteus spp. Médio Ondulada Achatada Translucida Incolor (MC) |Brilhante Sem
/Fétido hemolise

Pseudomonas Médio Irregular Achatada Transparente |Incolor (MC). [Brilhante Comou

aeruginosa /Uva Pigmento sem.

esverdeado.




Interpretacao

Crescimento com alca de 0,001mL -1 plL (1:1000) — 1 colbnia x
1000= 1000 UFC/ mL

Com alca de 0,01 mL (1:100) =10 pL — 1 colbnia x 100 = 100
UFC/ mL

Resultado

Negativo para culturas inferiores a 100.000 UFC/ml.
Positivo para culturas acima de 100.000 UFC/ml.



Laminocultivo




ldentificacao

 Observar o crescimento nas culturas Cled e
MacConkey/EMB

* Crescimento em MacConkey e Cled: repicar a
colonia para o Rugai ou série bioquimica para
identificacao da enterobactéria. Encubar por
24 horas a 352 C

* Crescimento no Cled: realizar prova de Gram e
diferenciar Staphylococcus de Streptococcus



e+e+ MEIO CROMOGENICO UROCULTURA =«

Qualidade e precisao para um diagnéstico de confianca.

Klebsiella Pneumoniae Pseudomonas Aeruginosa Streptococcus Agalactiae

comercial@renylab.ind.br RenyLw e
Transformando tecrologia em sadde

Telefone: (3203331-4489 | www.renylab.ind.br

Rodovia BR-040 Km 697 | Barbacena-MG




ESQUEMA DE IDENTIFICACAQ PRESUNTIVA AGAR CROMOGENICO UROCULTURA

Colénias parpuras Coldnias Azul-esverdeadas

v v v

Escherichia coli Coloragio de Gram Grupo PPM
Gram positivo Gram negativo
MTS Grupo KES
Klebsiella sp
Enterobacter sp
Serratia sp
POSITIVO NEGATIVO
v v
Enteroccocus sp Camp Test
POSITIVO NEGATIVO

\ v

Streptoccocus agalactiae Streptoccocous sp

Coldnias Marrons

Coldnias Verde-musgo Coldnias brancas

v v

Pseudomonas aeruginosa Coloragio de Gram

Y\

Gram positivo Gram negativo

v v

Staphiloccocus sp Indol
Streptoccocus sp
Candida sp / \
POSITIVO NEGATIVO
A v

Eschenichia coli outros BGN



COPROCULTURA



Coprocultura

* Utilizado para pesquisa de bactérias
causadoras de alteracoes no trato intestinal.



Principais causas de infec¢Oes gastrointestinais

Evacua¢ao acompanhada de
tenesmo, sangue e muco

Disenteria bacilar: Shigella spp., E. coli (EIEC)

Campylobacter jejuni

Disenteria amebiana: Entamoeba histolytica

Outros protozoarios: Balantidium coli, Giardia lamblia

Parasitas: Schistosoma mansoni, Strongyloides stercoralis, Trichinella spiralis,
Cyclospora spp., Microsporidium spp.

Vibrio cholerae e Vibrio parahaemolyticus

Febre tifoide: Salmonella typhi e outras Salmoneloses

Yersiniose - Yersinia enterocolitica

Proctite gonorreica, sifilitica, por Chlamydia e herpética

Diarreia

Intoxicagdo alimentar por Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Clostridium
perfringens, Clostridium botulinum

E. coli enterotoxigenica (ETEC)

E. coli enterohemorragica (EHEC)

E. coli enteropatogénica (EPEC)

E. coli entero-agregativa (EaggEC)

E. coli difusamente aderente (DAEC)

Enterocolite necrotizante do recém-nascido, enterocolite
pseudomembranosa (Clostridium difficile), diverticulite, tiflite ou enterocolite
do neutropénico/ imunossuprimido

Helicobacter pylori

Rotavirus

Norwalk virus




Os patogenos de maior importancia
clinica

* Enterobactérias: Salmonella, Shigella, E. coli,
Yersinia enterocolitica

* Vibrides: Campylobacter jejuni e Vibrio
cholerae



Dose infectante de patogenos intestinais

Shigella
Campyilobacter jeiuni
Salmonella

E. coli

Vibrio cholerae
Gigrdis lamblia
Entamosba histolvtica

Crypltosporidium parvum

10 - 102 UFC/ml
102 — 10% UFRC/mil
10% UFC/mil

108 UFC/mi

108 UFC/mi

10 - 107 cistos
10 - 107 cistos

1 - 10° oocistos




Mecanismos de patogenicidade dos principais agentes de diarréia

Producdo de Toxina

Aeromonas, Bacilus cereus
Clostridium difficile, C. perfringens
E. cofi enterotoxinogenica ETEC

E cofi enterchemorragica EHEC
Staphylococcus aureus

Vibrio cholerae, V. parahaemaolyticus

Invasdo Adesdo

Campyiobacter spp. E. cofi enteropatogénica
E. coli enteroinvasora E. coli enteroaderente
Plesiomonas shigeloides E. cofi enterchemorragica

Salmonella spp.
Shigella spp.

Yersinia enterocolitica



Campylobacter jejuni

Bactérias gram -, curvos e espiraladas, moveis, nao
fermentadoras, catalase + e nitrato +

Causam enterite com dor abdominal, diarreia sanguinolenta,
calafrios e febre.

2 L ASM MicrobeLibrary.org @ LaGier, Pratt and Threadgill



Vibrio cholerae

Bactérias Gram -, movel, oxidase +, indol +, fermentadores de
glicose e sacarose

Causam célera: doenca caracterizada por diarreia subita,
intensa e vomitos




Amostras

As amostras deverao ser coletadas em frasco apropriado,
podendo ser refrigeradas de 2 a 8 2C até 24 horas.

— Amostra diarreica coletada preferencialmente de 5 a 7 dias do inicio
dos episddios

Fezes sem conservantes devem ser processadas no prazo
maximo de 1 hora apos a coleta.

Fezes com conservantes podem ser refrigeradas de 2 a 8°C
por 24 a 48 horas

Entre as amostras nao aceitaveis estao as fezes enviadas em
fraldas, colhidas com urina ou coletadas a mais de trés dias.

Quando possivel selecionar por¢oes de fezes contendo
muco, sangue ou pus.



Diagnostico

* Para pedidos que ndo apresentam informacoes especificas
recomenda-se a pesquisa dos seguintes agentes:

— Salmonella, Shigella, Aeromonas, Plesiomonas, Yersinia: podem
ser isolados em Mac Conkey e Salmonella-Shigella. Recomenda-
se também incluir a cultura para Campylobacter, que exige meio
especifico. No caso de fezes com sangue, pesquisar EHEC.

— Em coprocultura de criancas até 1 ano, além das bactérias
acima, inclui-se a pesquisa de EPEC, EIEC e EHEC



Meios de Cultura

* A rotina para coprocultura compreende:

— Meios de transporte
* Salina glicerinada e tamponada: Salmonella e Shigella.

e Cary Blair: todos os patogenos bacterianos intestinais,
exceto Shigella

— Caldos de enriquecimento

— Meios diferenciais

— Meios seletivos

— Meio para isolamento de Campylobacter spp.



Caldo de enriquecimento

» Utilizado para diminuicao/inibicao de
microrganismo habitual da flora intestinal
para favorecimento de patdégenos entéricos

— Selenito
— Tetrationato
— Campy-tioglicolato
* apenas para pesquisa de portadores de C. jejuni

— Caldo GN (gram negativo)

* Importantes para isolamento e enriquecimento de
Shigella spp e Salmonella spp.



Meios de Cultura

Meios diferenciais mas nao seletivos entre as enterobactérias
— MacConkey
— EMB
Meios seletivos
— SS: Salmonella e Shigella
— HE: Salmonella e Shigella

— XLD: recomendado para Salmonella e Shigella, mesmo as mais
exigentes.

Altamente seletivos

— VB: Salmonella sp, mas nao é indicado para Salmonella typhi e S.
paratyphi.

Isolamento de Campylobacter spp

— AS Campy
— Meio de Karmali



Téchnica de semeadura

— Fezes liguidas ou material colhido em swab:
* Semear diretamente nas placas

— Fezes solidas:

* Preparar solucao 10% salina tamponada
glicerinada ( transporte)



Téchnica de semeadura

* Pesquisa de Salmonella spp. Shigella spp. E.coli
(EPEC, EIEC).

— Semear uma alcada de fezes no Mac Conkey e S.S
— Semear 3 ou 4 alcadas no caldo selenito

— Incubar as placas a 352C +/- 1 grau por 18 a 24 horas e o
selenito por 12 a 18 horas.

— ApOs as 18 horas de incubacao e nao havendo crescimento
no Agar S.S, semear uma amostra da superficie do caldo
selenito em outra placa de S.S e incubar de 18 a 24 horas.



Agar SS

Cor original do meio: vermelho alaranjado.

Colb6nias com centro negro (H2S) ou colonias
incolores: suspeita de Salmonella spp.

Colbnias incolores: suspeita de Shigella spp.

Colbnias cor de rosa ou vermelho: suspeita de
Escherichia coli ou Klebsiella spp.



Agar SS

 As bactérias nao fermentadoras de lactose sao
incolores (Salmonella spp. e Shigella spp.)

* As bactérias fermentadoras de lactose
aparecem na cor rosa (E.coli e Klebsiesla spp.)



Agar SS



http://bacteriologia/agar_ss.htm

ldentificacao

e Repicar as colonias desenvolvidas nas placas
em meio Rugai ou E.P.M/MILi e incubar a 352C
+/- 1 grau de 18 a 24 horas.

* |dentificacao conforme tabela

* Realizar a soroaglutinacao em diagnostico
positivo para Salmonella spp. e Shigella spp.



Aglutinacao

* Em uma lamina colocar uma colonia isolada e
pingar uma gota de anti-soro correspondente
a cada sorotipo.

* Homogeneizar e fazer a leitura

e Positivo para a aglutinacao com o respectivo
antisoro.



Campylobater spp.

* O meio para isolamento de Campylobacter
spp. deve ser semeado em jarra para
microaerofiliaa 42 °Cde 48 a 72 hrs.

— Meio Skirrow, AS Campy e Kamarli

* ApOs cultura, realizar esfregaco corado com
gram para analise de bacilos curvos

e Realizar provas de identificacao: hidrélise de
hipurato e resisténcia a cefalotina



AS Campy
ou Karmal;

24h 35 = 2°C |

Rugai** ou EPM-MILi 48 2 72h 42°C
das colonias suspeitas
» == :i ?:——-. : =
S‘_ Gram
s Hipurato
ID




Coprocultura

* Pesquisa de Yersinia spp.
— Meio de cultura CIN
— Colbnias vermelho escura com bordas transparentes
— Realizacao de provas bioguimicas

* Pesquisa de Vibrio spp.

— Meio de cultura TCBS ( tiossulfato citrato bile
sacarose) e agar TSA (Triptona de Soja)

— Colonias amareladas
— Provas bioquimicas



Microrganismo

Campylobacter, C.
Jejuni

E=scherichia c'cu'{'
Enteropatogénica,
E. cofi Invasora

E. cofi _
enterchemorrdgica
0157:H7 e outras

Salmonelia spp.

Vibrio cholerae, V.
parahaemolyticus

Yersinia
enterocolitica

Mecanismo de
Patogenicidade

Inwvasdo

Enterctoxinas ..
(LT e 5T) -
Inwvasdo

Verotoxinas
(toxina Shiga-
lilke)

Inwvasao

Toxina colérica
Toxinas

Inwvasdo

Téecnica

Culturas
incubadas em
ambiente de
microaerofilia
g 429C,

24-48 h
sercbiose, 35-
375C.

24-48h
zercbiose, 35-
375C.

24-48h
gerchiose, 35-
375C.

24-48h
aerchiose, 35-
37°C.

Enriguecimento

Mao

Selenito F *,
Caldo
tetrationato *,
Caldo GN *.

fgus peptonada
glcalina por 6-12
h.

Salina
glicerinada
tamponada & 4-
59C por trés
zemanas, nio
recomendadao.

Meios de cultura

Agar p/ Campylobacter com
suplementos de antibidticos
como o meie de Skimmow, Campy-
BAP(Blaser), etc.

Agar Mac Conkey ou Agar eosina
zzul de metileno.

Agar diferencial: Agar Mac _
Conkey sorbitol (SMAC) ou Agar
Mac Conkey

Agar Salmonella-Shigella, Mac
Conkey ou Agar xilose-lisina-
descxicolato (XLD) ou Agar
Hektoen enterico (HE)

ﬁ.gar TCBS, cresce em Mac
Conkey.

Agar Salmonella-Shigella, Agar
Mac Conkey & meio seletivo:
Agar cefsulodina- irgasan-
novobiocina



