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RESUMO

O estudo aborda testes microbiologicos realizados para identificacdo da bactéria
Escherichia coli em amostra de urina, um microrganismo que é frequentemente
encontrado em infec¢des urinarias. Apresentando a finalidade de cada método e como
se correlacionam para a adequada identificagdo, uma vez que as patologias causadas
por esta bactéria sdo de grande relevancia para saude publica e especificamente para
0os médicos e biomédicos no setor de microbiologia clinica. No diagndstico
microbioldgico os testes mais utilizados sdo a urocultura, coloracdo de Gram, meio de
Rugai Modificado e sistema Bactray. O objetivo deste estudo consiste em descrever
0s principais testes de identificacdo com énfase nas caracteristicas apresentadas pela
E. coli durante os procedimentos. Elaborado mediante pesquisa literaria de carater
descritivo, qualitativo e exploratoério, sendo utilizados, artigos e sites relevantes sobre
0 tema abordado. A pesquisa foi realizada durante os meses de fevereiro a outubro
de 2018, os artigos foram pesquisados por meio dos sites SCIELO e Google
académico, utilizando as seguintes palavras-chaves: Diagnéstico, meios de cultura,
Escherichia coli.

Palavras —chaves: Diagndstico. Escherichia coli. Identificacdo. Microbiologia.
ABSTRACT

The study addresses microbiological tests performed to identify the bacterium
Escherichia coli in a urine sample, a microorganism that is often found in urinary
infections. Presenting the purpose of each method and how they correlate to the proper
identification, since the pathologies caused by this bacterium are of great relevance for
public health and specifically for physicians and biomedical in the field of clinical
microbiology. In the microbiological diagnosis the most commonly used tests are
uroculture, Gram staining, Modified Rugai's medium and Bactray system. The
objective of this study is to describe the main identification tests with emphasis on the
characteristics presented by E. coli during the procedures.

Keywords: Diagnosis. Escherichia coli. Identification. Microbiology.

INTRODUCAO

A filtracdo sanguinea € realizada através do sistema urinario, o qual &
encarregado pela purificacdo de moléculas supérfluas ao organismo, tais como
toxinas. Apdés o processamento, o produto resultante é a urina que posteriormente
seréa eliminada por meio da miccao?.
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As infeccbes bacterianas tém como motivo cerca de 80% dos casos a
Escherichia coli, uma bactéria de origem intestinal que ascende pela uretra até a
bexiga, bem como pelo ureter até o rim se nado tratado pode ocasionar infeccao do
trato urinario baixo (cistite) - identifica-se frequentemente com disuria, polaciuria,
pidria, nicturia, dor suprapubica com urina avermelhada pelo aparecimento de sangue
causado pela presenca de litiase e/ou devido o processo inflamatério; infeccdo do
trato urinario alta (pielonefrite) - se inicia normalmente com quadro de cistite, sendo
constantemente acompanhada de febre alta, em geral superior a 38°C, relacionada a
calafrios, dor lombar uni ou bilateral e bexiga. A dor lombar pode se espalhar em
direcéo para o abdémen, deslocar-se para os flancos, até mesmo para a virilha? 3.

Diversos procedimentos podem ser empregados para realizacdo do
diagnostico, entre eles estao a identificacdo e separacao dos agentes bacterianos a
comecar pelo colhimento adequado dos materiais clinicos, para melhor isolamento e
identificacdo do patdgeno, dado que a maioria dos erros sdo cometidos durante a fase
da coleta. O diagndstico é constatado a partir de investigacdo microbiolégica em
amostra de urina, promovendo pesquisa e reconhecimento do microrganismo
possivelmente presente e consequente analise de sua suscetibilidade aos antibiéticos.
Fazer a avaliacao da incidéncia de infec¢des bacterianas causadas pela E. coli é de
extrema importancia, pois, auxilia na compreensao da epidemiologia do patégeno, e
assim possibilita a proposi¢cao de medidas que podem ajudar na prevencéo, reduzindo
0 numero dos casos de infec¢cdo e complicagdes*.

Mediante os numerosos casos de infeccdo bacteriana causada pela E. coli
surgem questfes como: Durante o processo diagnostico, quais as principais técnicas
utilizadas, bem como, as caracteristicas que indiciam a presenca da mesma durante
as etapas de identificacdo? Este microrganismo é bastante conhecido, suas
propriedades apresentam-se durante todos o0s processos empregados na
identificacdo. S&o utilizadas técnicas que funcionam juntas para o diagndéstico preciso
do patégeno.

Este estudo tem por objetivo descrever os meios e procedimentos
realizados no laboratério para identificacdo da bactéria Escherichia coli. Expondo de
maneira clara e eficiente as técnicas desenvolvidas para a analise da mesma.
Elaborado mediante pesquisa literaria de carater descritivo, qualitativo e exploratério,
sendo utilizados, artigos e sites relevantes sobre o tema abordado. A pesquisa foi
realizada durante os meses de fevereiro a outubro de 2018, os artigos foram
pesquisados por meio dos sites SCIELO e Google académico, utilizando as seguintes
palavras-chaves: Diagndéstico. Escherichia coli. Identificacdo. Microbiologia.

REVISAO BIBLIOGRAFICA

Escherichia coli

Trata-se de um microrganismo de maior quantidade que habita a biota do trato
gastrointestinal de humanos e animais de sangue quente. Foi descrita primeiramente
por Theodor von Escherich em 1885, sendo denominada de Bacterium coli commune.
Inicialmente foi determinada como componente da microbiota entérica da maior parte
dos animais e durante muito tempo foi considerada um microrganismo nao
patogénico. Posteriormente alguns sorotipos de E. coli foram associados a doencas



em animais e seres humanos, fazendo com que esta caracterizacdo fosse
modificada®.

Trata-se de um bacilo Gram negativo, anaerdbio facultativo, catalase-
positivo, oxidase-negativa, que fermenta glicose e outros carboidratos, nao
esporogénica, reduz nitrato a nitrito como fonte de energia, € natural do trato intestinal
humano que apds se fixar no tecido invade as células e se prolifera. E um meséfilo
tipico apto de se desenvolver entre 7° C e 46 °C, sendo 37 °C a temperatura 6tima®.

Caracteriza-se como um patégeno situacionista, podendo invadir o trato
gastrointestinal e urinario, associadas as fezes outras espécies/cepas de E. coli
podem causar sindromes diarréicas diferentes devido a seus fatores de viruléncia.
Sobre os fatores e manifestacdes clinicas das subespécies de E. coli destacam-se: E.
coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enterroinvasora
(EIEC), E. coli difusivamente aderente (DAEC), E.coli enterohemorragica (EHEC) e E.
coli enterro-agregativa (EAEC)" 8.

Desta forma a bactéria E. coli uropatogénica (UPEC) € responsavel pela
maior parte das infecc6es do trato urinario, resultado de uma base genética que
possibilita a colonizacdo e a permanéncia em nichos especificos do hospedeiro, assim
como uma grande quantidade de fatores de viruléncia. TEém origem intestinal, onde
podem deslocar-se e invadir as regifes periuretrais e oportunamente, adentram na
uretra, ascendem para a bexiga onde se proliferam e aderem ao epitélio através de
filamentos denominados fimbrias® 1°.

A figura 1 mostra a bactéria Escherichia coli por coloragdo de Gram.

Figura 1: Bactéria Escherichia Coli.
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Fonte: Patricia P. 20113

Coleta da Urina

Para garantir resultados satisfatorios, deve-se ter bastante atengcédo na fase
pré-analitica da urina, onde a coleta e o transporte da amostra, sdo fundamentais para

3 Patricia P. COLORACAO DE GRAM. [publicagdo online] 15 de junho de 2011. [Acesso em 23/10/2018]. Disponi-
vel em: < http://magicnumbers-parussolo.blogspot.com/2011/06/coloracao-de-gram.html>



o bom andamento da fase analitica, onde de fato é realizado o exame. Cerca de 70%
dos erros sdo cometidos na etapa pré-analitica. O laboratério tem a responsabilidade
de instruir corretamente seu cliente sobre algumas informacdes, tais como, horario
adequado para coleta, frasco coletor, higiene correta de acordo com 0 sexo,
conservacdo da amostra até ser entregue ao laboratério, uma vez que algumas
propriedades da urina se alteram no decorrer do dia, como, por exemplo, a
multiplicacdo bacteriana®?.

A urina deve ser colhida preferencialmente apos permanecer no minimo 2
horas posteriormente a mic¢cdo mais recente. O modo empregado para se obter a
mostra urindria € a coleta do jato médio, no entanto em situagcbes onde haja
contaminacao cruzada, propagacao para as vias urinarias ou em situacdes em que o
cliente ndo esteja habilitado para coleta se faz necessario outros meios de obtencao
da amostra, tais como cateterismo vesical ou inclusive puncdo supra pubica. Tais
procedimentos s6 devem ser realizados por profissional habilitado e com ordem
meédica. Portanto, para se adquirir uma coleta de sucesso é necessario realizar uma
boa higienizagao?!.

No sexo feminino € necessario realizar a higiene pessoal com gaze embebida
com agua e sabao neutro, de frente para tras, enxaguar com agua em abundéancia e
enxugar o excesso com gaze ou toalha seca, evitando movimentos de tras para frente.
Descartar a porc¢do inicial da urina e colher a fragdo média sem suspender o fluxo em
frasco limpo e estéril de boca larga®?.

No sexo masculino é importante realizar a higiene da regido genital afastando
0 prepucio, descartar a primeira porcéo e colher o jato médio da urina sem suspender
o fluxo em frasco limpo e estéril de boca larga. E necessario ter cuidado para n&o
encostar a pele no fundo do frasco para que néo haja contaminacédo®.

Um fator importante € a higienizacdo antecedente a coleta, com o intuito de
reduzir significativamente os casos de contamina¢do da amostra, sendo indispensavel
para garantir resultados confidveis. Outra condicéo relevante que deve ser realizada
corretamente é referente ao armazenamento e transporte. A urina necessita de
refrigeracdo adequada (2 e 8°C) onde pode permanecer em condicfes satisfatérias
ao exame por um intervalo de tempo de até 12 horas dependendo do laboratério e
levando em conta as particularidades locais. A amostra em nenhuma hipotese deve
ser congelada. Amostras que ultrapassam mais de duas horas para chegar ao
laboratério sdo necessarias utilizar conservantes quimicos especificos!?!.

Urocultura

Trata-se de uma técnica quantitativa que indica se a multiplicagcao bacteriana,
além de permitir o isolamento dessa bactéria. O meio de cultura de escolha para
semeadura de amostras de urina é o agar-Cled, este meio permite o crescimento dos
principais patdgenos urinarios, propicia boa diferenciacdo das colbnias e evidencia
lactose positiva; Agar-MacConkey também pode ser utilizado por ser um meio
especifico para microrganismos gram-negativos, além de verificar a fermentacéo ou
nao da lactose e Cromogénicos, meio fundamentado no agar CLED proporciona
crescimento dos microrganismos que causam infec¢do no trato urinario, através de
agentes cromogénicos* 12 13,

Como mostram a figura 2, placa de cultura com Agar MacConkey com
Escherichia coli fermentadora de lactose (esq.) e ndo fermentadora de lactose (dir.)
figura 3, placa de cultura Agar CLED com E. coli evidenciando lactose positiva na cor



amarela e afigura 4, E. coli em Agar cromogénico evidenciada devido as coldnias cor
de rosa.

Figura 2: Escherichia coli em agar MacConkey

Fonte: Wikipédia. 20164.

Figura 3: Escherichia coli em agar CLED.

Fonte: Flickr, 20115.

4 Agar MacConkey. [publicacdo online] 06 de junho de 2016. [Acesso em: 24/10/2018]. Disponivel em:
<https://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81gar_MacConkey>

5> Nathan R. E.coli 2 on C.L.E.D. agar. [publica¢do online] 12 de setembro de 2011. [acessado em: 22/10/2018].
Disponivel em: <https://www.flickr.com/photos/nathanreading/6141285541> .



Figura 4: Escherichia coli em Meio Cromogénico de Biomerieux.

Fonte: Pinterest, 20146

Coloracao de Gram

Em 1884 o médico dinamarqués Hans Cristian Joaquim Gram notou que as
bactérias obtinham colorac¢des distintas, quando submetidas a corantes diferentes.
Assim pode classifica-las em dois grupos diferentes: as que adquiriram coloracdo roxa
constituiram o grupo das Gram-positivas e as adquiriu coloracdo avermelhada,
chamadas de Gram-negativas. A coloracdo de Gram € o que diferencia os principais
grupos das bactérias na microscopia 6ptica. Esta técnica é realizada com os seguintes
reagentes:

Corantes primario — violeta cristal: Independentemente do tipo, colore o citoplasma
bacteriano de roxo.

Mordente — soluto de lugol: Faz com que o corante violeta cristal penetre na célula
compativel, se tornando insoltvel.

Agente descorante — alcool ou acetona: Retira 0 excesso de corante e descora as
células que nao tem afinidade pelo violeta cristal.

Contrastante — safranina: Colore o citoplasma do outro grupo de bactérias®*.

Existem distintos graus de permeabilidade na parede celular dos
microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos. Alguns aspectos como a
espessura da parede celular e as medidas dos espacos intersticiais podem definir o
resultado da coloragdo. Ou seja, quando as estruturas sdo cobertas pela violeta-de-
metila, todos 0s microrganismos se coram em roxo, apés 0 acrescentamento do
mordente, ocorre a formacdo do complexo iodo-pararosanilina, este tem a
caracteristica de prender o violeta cristal no interior da célula, estes podem reter a cor
por mais tempo ou definitavamente. Depois de aplicado o agente descorante, o grupo
de microrganismos que ndo absorveu a coloracdo primaria ird perder o pigmento
rapidamente, e serdo coradas pela safranina. Bactérias que possuem mureina em sua
parede celular, durante o processo de descoloracdo, conservam o corante. As

6 Adridn A. Colonias de Escherichia coli en Medio cromogenico CPS de Biomerieux, [publicacdo online]. [aces-
sado em: 17/09/2018]. Disponivel em: <https://br.pinterest.com/pin/381046818448644966/?|p=true>.



bactérias em que sua parede celular em grande parte € constituida por acidos graxos
(lipopolissacarideos e lipoproteinas) ndo sdo capazes de utilizar o complexo iodo-
pararosanilina ganhando assim a coloragdo do corante de fundo“.

A figura 5 mostra as etapas e colora¢gbes adquiridas durante a coloracao de
Gram.

Figura 5: Coloracdo de Gram.
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Meio de Rugai Modificado

O meio de cultura de Rugai € empregado para contribuir na identificacdo de
vibrios, enterobactérias e aeromonas. Utilizando um Unico tubo, essa técnica permite
observar as seguintes reacdes: Motilidade, acido sulfidrico, Lisina descarboxilase,
Indol, Fermentacdo de glicose e sacarose, producdo de gas-glicose, Urease e L-
triptofano desaminase. Na maioria das culturas geralmente crescem alguns géneros
de bactérias que ndo possuem significado clinico®®.

O objetivo do meio de Rugai é triar as coldnias suspeitas. E realizado a
semeadura utilizando uma colonia isolada e pura. E executada por picadas de tal
modo que apoés penetrar em direcéo a lisina encoste delicadamente o fundo do tubo.
Retira-se a algca com cuidado e na porc¢ao inclinada do meio realizam-se estrias. Com
o algodao especifico do teste, tampe leve para incubadora por um periodo de 18 — 24
horas por 35 a 37°C. Posteriormente ao periodo de incubacéo, observar as reacdes

7 Marina C. Coloragdo de Gram. [publicacdo online] 2018. [acessado em: 17/09/2018]. Disponivel em:
<https://ibapcursos.com.br/coloracao-de-gram> .



relacionar os resultados obtidos a tabela de interpretacédo®®. A figura 6, mostra a tabela
de interpretacdo do meio de Rugai modificado.

Figura 6: Tabela de leitura do Meio de Rugai.
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Sistema Bactray

E um sistema designado & identificacdo bioquimica de bacilos Gram-
negativos oxidase positiva, ndo fermentadora de glicose e bacilos Gram-negativos
oxidase negativa, fermentadoras ou ndo da glicose. Esse sistema é constituido por
trés conjuntos de provas bioquimicas, que juntos sdo 30 substratos que asseguram
6tima preciséo ao sistema?é.

Bactray | e II: Destinado para identificagédo de bacilos Gram-negativos oxidase
negativas fermentadoras ou ndo de glicose. Cada conjunto é composto por uma placa
plastica com 10 compartimentos para efetuacdo das provas bioquimicas. Bactray |
(Meio ONPG, Meio LDC, Meio Uréia, Meio ODC, Meio ADH, Meio H2S, Meio VP, Meio
PD, Meio INDOL, Meio Citrato) e Bactray Il, este € um complemento do primeiro teste
(Meio Malonato, Meio Inositol, Meio Rhamnose, Meio Rafinose, Meio Salicina, Meio
Arabinose, Meio Adonitol, Meio Sorbitol, Meio Sacarose, Meio Manitol)?®.

Como mostram a figura 7, placa de inoculagao Bactray | e a figura 8, placa de
inoculacao Bactray II.

8 Mbiolog. Pessoa & Silva — Rugai Mod. [publicacdo online] 2018. [acessado em: 17/09/2018]. Disponivel em:<
http://www.mbiolog.com.br/?page_id=252> .



Figura 7: Sistema Bactray |

Fonte: Anderson P, Sergio E, Ana Paula LD, 2014°,

Figura 8: Sistema Bactray Il

Fonte: Anderson P, Sergio E, Ana Paula LD, 201410,

O sistema Bactray apresenta uma inoculacdo homogénea, rapida e simples,
assegurando que o inoculo seja destribuido de maneira uniforme em uma placa
descartavel que minimiza o uso de espac¢o na estufa. Apresenta um sistema online,
da suporte para a diminuigdo dos erros de calculos e atualiza a base de dados com
frequéncia. ApGs a obtencdo dos resultados é necessario lancar os resultados no
programa de leitura online do Bactray para célculo dos codigos e identificacdo das
bactérias?®.

A figura 9, mostra a interface do Bactray Web, como os dados sé&o lancados
e a forma como os resultados sédo obtidos através do sistema online.

910 Anderson T, Sergio E, Ana Paula LD. Identificagdo de Bactérias Isoladas em Abatedouro Suino,
[publicacéo online]. [acessado em: 24/10/2018]. Disponivel em: http://www.jovenspesquisado-
res.com.br/2014/restrito/uploads/posters/2014/Anderson_Togni_1407287305.
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Figura 9: Bactray web.
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Resultados
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Excelente >= que 99 9%
ORGANISMO PERCENTUAL PROPORCAO Muito Boa >= que 99%
Escherichia coli ser. 1 82.19% 1900 187 Aceasvel Boa >= que 90%

Acetavel >= gue 80%

Fonte: Print Screen Bactray Web, 20181%

CONSIDERACOES FINAIS

Pelo contexto apresentado nesse artigo foi possivel observar que os principais
testes utilizados tem a necessidade de se inter-relacionar, pois, um depende do outro
para que se tenha um diagndstico preciso do microrganismo. No qual, quando se faz
a urocultura escolhendo os meios de cultura especificos para urina, possibilita o
reconhecimento das caracteristicas do microrganismo. Apdés 0 crescimento da
bactéria, logo é realizado a coloracdo de gram para observar a morfologia da mesma.
Em sequéncia é necessario realizar as provas bioquimicas para confirmar o patégeno,
que no caso é a bactéria Escherichia coli. Logo apés as provas bioquimicas para a
confirmacédo. Conclui-se que 0os meios de cultura em amostra de urina mais usados
sdo agar CLED, Agar MacConkey e meio cromogénico. Portanto o teste presuntivo se
da pela coloracdo de gram e os confirmatoérios através das provas bioquimicas que se
destacou Meios de Rugai Modificado e Sistema Bactray que sao os principais usados
na rotina do laboratério de analises clinicas, devido sua praticidade.

11 | aborclin. Bactray web.
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