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1 TERMINOLOGIA E DEFINICAO

a) Repique por esgotamento

Tem por objetivo a obtenc&o de colbnias isoladas. E importante ndo cruzar as estrias (ndo tocar a alga

na estria anterior), para reduzir o in6culo a cada estria e obter as coldnias isoladas. Pode-se, alternativamente,

trocar a al¢ca (ou flambar, se estiver utilizando uma alca de platina) entre as estrias e tocar a ponta da estria

anterior, arrastando um pequeno indculo para a préxima estria.

Figura 1 - Semeadura pela técnica do esgotamento

b) Repique quantitativo

Tem por objetivo obter um maior crescimento bacteriano, apés prévio isolamento, para ser utilizada em

outros ensaios (congelar o isolado, testes de sensibilidade aos antimicrobianos, identificacéo).

In&culo

Estrias

Figura 2 - Semeadura pela técnica quantitativa.
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2 DESCRICAO

2.1 PREPARAGAO DOS REAGENTES E INSUMOS

a)

b)

c)

Sempre manusear os isolados na bancada préximo ao bico de Bunsen ou dentro da capela de
seguranca bioldgica, evitando assim, possiveis contaminacdes.

Antes de iniciar o procedimento, higienizar a bancada de trabalho com éalcool 70% (quando for
manusear proximo ao bico de Bunsen). Se for trabalhar na capela de seguranca bioldgica, seguir
as instrucdes de trabalho do equipamento.

Retirar os meios agar chocolate e Thayer-Martin da geladeira e deixar atingir a temperatura ambiente
Importante: As placas ndo podem estar com agua de condensacdo no agar, com contaminagéo

(fungos, colbnias bacterianas) ou com o meio desidratado (ressecado).

2.2 CULTURA A PARTIR DE SWAB AMIES

a)
b)
c)
d)

e)

Retirar o Thayer-Martin da geladeira e deixar atingir a temperatura ambiente;

Identificar as placas conforme codificacdo do servico;

Preencher o Formulario do Projeto SenGono referente ao seu servico

Utilizar o préprio swab do meio Amies para fazer a semeadura, pela técnica do esgotamento,
semeando em agar Thayer-Matrtin.

Incubar a amostra de acordo com o item 2.3.

2.3 INCUBACAO DE ISOLADOS BACTERIANOS

a)

b)

Incubar as placas a temperatura de 35°C+1°C em ambiente Umido enriquecido com 5% de CO:
(incubadora/estufa) por até 24h.

Caso nao tenha crescimento em 24h, incubar novamente por 48h e 72h.

Em locais que nao tém disponibilidade de incubadora, os isolados podem ser incubados em jarra
de anaerobiose com vela ou geradores comerciais de CO2 e 0 ambiente Umido pode ser obtido

com adicdo de gaze Umida no fundo da jarra.

2.4 OBSERVACAO DAS COLONIAS

a)

ApOs o crescimento, devem ser observadas colbnias caracteristicas de N. gonorrhoeae, que

normalmente sdo pequenas, brilhantes e viscosas (Figura 3).
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Figura 3 - Colbnias caracteristicas de N. gonorrhoeae apés repique pela técnica de esgotamento.

b) Para confirmacdo do género Neisseria spp., realizar a bacterioscopia pela coloragdo de Gram

conforme a instrugdo rapida: Coloracdo de Gram. Os isolados caracteristicos de N. gonorrhoeae

sao diplococos gram negativos (DGN).

¢) Quando houver crescimento homogéneo, com apenas um tipo de colbnia (crescimento puro)

realizar o repique para obtengdo de cultura de 24h, para posterior armazenamento da bactéria.

d) Quando houver crescimento de mais um tipo de col6nia, deve-se realizar o isolamento para

posterior repique (realizar a coloracdo de Gram para ambas as coldnias).

2.5 ISOLAMENTO

2.5.1 Isolamento direto do meio de cultura

Realizado nos casos que € possivel a visualizagdo de colbnias isoladas carateristicas de N.

gonorrhoeae (Figura 4).




Laboratorio de Biologia Molecular, Microbiologia e Sorologia da
Universidade Federal de Santa Catarina

. . Pagina:
Cultura, isolamento e repique 4de5

a)

‘ Colénia no caracteristica
P g / l
Colénias caracteristicas /‘7 de N. gonorrhoeae

de N. gonorrhoeae /

Figura 4 — Placa de agar chocolate com contaminacao.

Deve-se selecionar e retirar a coldnia caracteristica de N. gonorrhoeae (apds confirmacao pela
coloracdo de gram) com auxilio de uma alca bacteriologica (agulha) ou alca de 1uL e repicar a
colénia por esgotamento (Figura 2) em meio Thayer-Martin.

Observacao: Sempre dar preferéncia para fazer o isolamento em meio agar Thayer-Martin.

Nos casos em que as colbnias carateristicas de N. gonorrhoeae ndo estdo puras, com um maior nivel

de contaminacéo, sugere-se o isolamento por diluicdo.

2.5.2
a)
b)
<)

d)

e)

f)

Isolamento por diluicdo

Com uma alca bacteriolégica descartével/estéril, retirar uma colbnia caracteristica de N.
gonorrhoeae da placa.

Adicionar a coldnia bacteriana em um tubo contendo 2 mL de salina estéril.

Homogeneizar com auxilio da al¢a bacteriolégica.

Descartar a alga e utilizar uma alga descartével/estéril para estriar por esgotamento o pool
bacteriano em meio Thayer-Martin.

Incubar a 35°C+1°C em ambiente umido enriquecido com 5% de CO2 por 24-48h.

Fazer coloracdo de Gram para confirmar o crescimento de colbnias caracteristicas de N.
gonorrhoeae.

Caso ainda tenha contaminagdo, repetir o procedimento até ter a obtencdo de colbnias
caracteristicas de N. gonorrhoeae. Caso ndo seja possivel o isolamento de N. gonorrhoeae,

desprezar a placa.
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2.6 REPIQUE

O repique é sempre realizado em agar chocolate.

a) Com auxilio de uma alca bacterioldgica estéril, selecionar uma col6nia pura de N. gonorrhoeae;

b) Semear por método quantitativo na placa de agar chocolate para obtencdo de crescimento
semelhante ao da figura 5.

c) Incubar a 35°C+1°C em ambiente Umido enriquecido com 5% de CO2 por no maximo 24h
(idealmente 20h) ou em jarra de anaerobiose para posterior congelamento e armazenamento dos

isolados.

Figura 5 - Col6nias caracteristicas de N. gonorrhoeae pelo repique quantitativo.

Observacgdo: Seguir para armazenamento das colénias conforme instrugéo rapida “Congelamento

e armazenamento de isolados de Neisseria gonorrhoeae_Sitios Sentinelas”




