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Resumo

Este trabalho apresenta as técnicas que foram realizadas para isolar,
identificar uma cultura bacteriana liofilizada (ATCC). Vdrios testes foram
realizados para melhor entendimento e compreensdo e tentar definir o
género e a espécie da bactéria. Inicialmente, a ativacdo dessa bactéria

precisou ser realizada em um caldo nutritivo, apds a ativacdo, testes bdsicos

como coloracdo de Gram e Catalase para identificar entre os grupos
sugeridos pela supervisora do trabalho.

O objetivo principal foi a identificacdo correta do microrganismo p
determinar um uso adequado na categoria de alimentos sempre realiz
testes em duplicata para que ndo houvessem erros de contaminacdo
interpretacdo, pois deve-se seguir um padrdo de confrole na pesquisa
cientifica, tecnoldgica.

Os primeiros testes ddo vias especificas a serem seguidas. Assim, fo
utilizados meios de cultura e condicdes de incubacdo adequadas, ¢

objetivo de favorecer o crescimento dos microrganismos de inter:
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}‘\.riormen’re, foram realizados testes como producdo de gds em tubo,
do de Gram, catalase, hedlise em agar sangue e, perfil de sensibildiade
a0 antimicrobianos, ndo para identificar, mas para avaliar o grau de
resisténcia e possibilidade fecnolégica de uso do microorganismo. Esta
pesquisa foi realizada visando ao aprimoramento e desenvolvimentos de
nicas laboratoriais em microbiologia durante atividades de ensino em
oratério, sendo importante para o crescimento pessoal, académico e
profissional.

Uma cultura foi enfregue para esta pesquisa apenas com a informacdo de
que se fratava de uma cultura do género Streptococcus ou do género
Staphylococcus. O objetfivo foi aplicar técnicas bdsicas em microbiologia

para se chegar a uma conclusdo com base nos resultados obtidos sobre

qual dos microorganismos se tratava a cultura liofilizada recebida.

Esse estudo, desenvolvido no Laboratério de Microbiologia da do Nucleo
Biofecnoldgico da Unoesc, Videira, foi parte integrante do componente
curricular Microbiologia Il, do Curso de Biotecnologia industrial.

Foi ufilizado o caldo e o dgar infuso de cérebro e coracdo estéreis-BHI para
crescimento de linhagem liofilizada (ATCC) e pertecente ao laboratério de
microbiologia. Assim, os caldos e os dgares com a cultura foram incubados a
temperatura de 37, 25, 28 e 44°C/24h. Com as culturas que fiveram

crescimento abundante foram realizados repiques em dgar sangue pela
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técnica de esgotamento para obtencdo de coldnias isoladas. Apds isso,
foram feitos repiques em agar Nutriente para conservar a bactéria vidvel e
utiliza-la nos teste seguintes.

Aposs, também fez-se a semeadura da bactéria em meio Agar Baird-Par
qual permaneceu por 24 horas na temperatura de 37°C, no dia seguinte
verificada a morfologia das colonias por andlise microscopica.

A determinacdo do arranjo morfoldégico dos isolados foi realizada com base
na sua caracteristica morfoldgica por microscopia oOptica de luz e
coloracdo de Gram.

4,

A prova bioguimica Catalase consiste de passar com uma alca de ﬁQﬁT@
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uma colénia da bactéria a ser analisada sobre uma lamina de vidro pingar
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r a mesma uma gota de perdxido de hidrogénio a 3%, observando-se
do a formacdo de bolhas (oxigénio).

’ara as bactérias do género Staphylococcus, geralmente a prova € positiva,
ocorrendo a formacdo de bolhas. Enquanto para os Streptococcus, a prova
é negativa.

eiramente foram preparados dois fubos, um contendo o caldo nutriente
NaCl a 6,5 % e outro com duas ou frés coldnias de bactéria, em seguida
omogeneizadas em agitador tipor vortex automdtico, e colocado para
crescimento 24 horas/37 °C. No dia seguinte observou-se a turvacdo ou ndo
do meio, indicador de crescimento, portanto, a prova €& positiva; ndo
havendo furvacdo do meio a prova bioquimica é negativa. Beta-Hemolysis:

primeiramente foi realizada uma semeadura em Agar sangue pela técnica

de esgotamento para verificar qual fipo de hemdlise a bactéria poderia
produzir. Logo apds foi deixado a  37°C/24h. Para a cultura ter sido
reativada, foi semeada também em meio Agar Baird-Parker e a 37 C°/24h.
Quanto ao teste de sensibiliade da linhagem a antimicrobianos, fambém
conhecido por Teste de Sensibiidade a Antimicrobianos (TSA), a
metodologia de Kirby e Bauer (1966) para antibiograma é a mais utilizada
até hoje na rotina de andlises clinicas, devido a sua praticidade, baixo custo
e fidedignidade de seus resultados (EUCAST, 2016).

No Brasil, a ANVISA padroniza a utilizacdo do CLSI para os laboratérios. Para
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a readlizacdo dessa técnica prepararam-se placas de Petri (15 x150
mmcontendo meio de cultivo Agar Muller Hinton-MH. Em seguida, preparou-

se uma suspensdo bacteriana do isolado selecionado em

U
concentracdo 0,5 de MacFarland (1x10E8 UFC/mL). E, apds semeadura
swab na placa de Agar MH, fez-se, com auxilio de duas pincas flambadas
resfriada, a deposicdo dos anfibidticos (Laborclin, SGo Paulo).

No fotal foram 12 discos depositados, sobre a superficie do Agar MH:
tetraciclina (30ug) eritromicina (15 ug) cloranfenicol (30 ug), penicilina
hg). ciprofloxacina (5 ug), gentamicina (10 ug) rifampicina (5 pg). oxacl
(Tug). vancomicina (10 ug) clindamicina (2 ug), cefepime (30 pg)*@
sulfazotrim (25ug). A incubacdo foirealizada a 37 °C/24h. 4
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s resultados foram avaliados de acordo com o padrdo da CLSI (2016). As
nios apresentaram de coloracdo negra sem halo em Agar Baird-Parker.
A morfologia foi cocos com arrranjo em cadeia e Gram positiva. As coldnias
foram catalase negativa. Ndo houve crescimento em caldo com 6,5 % de
NaCl . O microorganismos ndo cresceu & temperatura de 10°C, teve pouco
cscimento a 25°C e a 28°C, mas multiplicou-se bem a 37°C e a 44°C. Foi
ivel a todos os antibidticos utilizados neste estudo e foi negativo para B-
emolysis. Pelo conjunto de resultados, a linhagem foi considerada
Streptococcus Thermophilus. Isto foi confirmado durante a apresentacdo
final da pesquisa pela supervisora da atividade do componente curricular
Microbiologia Il

As técnicas de isolamento e identificacdo bacteriana sdo Uteis para

identificacdo, mas nem sempre sdo definitivas. Portanto, as andlises
realizadas permitiram chegar a uma provavel identificacdo, mas se o grupo
de alunos aqui envolvido ndo fivesse recebido uma indicacdo para o
encaminhamento das andlises a partir de dois géneros bacterianos, ndo
teria sido possivel chegar a definicGo de espécie, mas sé do Género. Seriam,
portanto, necessdrias outras andlises biogquimicas e moleculares para uma
identificacdo segura.
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