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INTRODUCAO

Um dos principais procedimentos em laboratérios de microbiologia é a utilizacdo de
meios de cultura para o crescimento de microrganismos com o propésito de
identificagdo e diagndstico. Um dos meios de cultura mais utilizados em laboratorios
de diagndstico € o 4gar sangue, sendo um meio ndo seletivo enriquecido com sangue,

podendo ser derivado de carneiro, cavalo ou coelho (Murray et al., 2020).

Alternativas cientificas que substituem o uso de animais em experimentos podem
fornecer resultados relevantes e cientificamente validos, tendo potencial de reduzir ou
até eliminar a necessidade de sangue animal, levando em consideracdo a

preservacao animal como fator importante (Guimaraes et al., 2016).

Ademais, também € valido ressaltar os altos custos e a dificuldade da acessibilidade
de um laboratério de analises e microbiologia clinica que fazem o uso do sangue de
animais para producdo de meios de cultura. Assim, a pesquisa da substituicdo do
sangue de carneiro por sangue humano prevé praticidade e economia para 0sS
laboratorios, buscando eficiéncia e resultados iguais ou semelhantes aos conseguidos

com o uso do sangue animal nos meios de cultura (Leal et al., 2006).

Dessa forma, o0 projeto teve como objetivo geral avaliar a substituicdo do sangue de
carneiro por sangue humano no preparo do agar sangue. Além disso, pretendeu-se
observar o crescimento do Streptococcus pyogenes e Enterococcus faecalis e suas
respectivas hemoélises, comparando-se com o padrédo ouro, 4gar sangue de carneiro

e testar nos sangues humanos do tipo O e A, fator Rh positivo.



METODOLOGIA

A pesquisa foi realizada nos laboratorios do Centro Universitario Salesiano — Unisales,
em Vitéria — ES. Para fins de autorizacéo de coleta de sangue em doadores voluntarios
humanos, o projeto foi submetido ao comité de ética em pesquisa (CEP) e aprovado.
Os doadores foram selecionados e entravam para o estudo somente apds assinarem

o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE).

Os sangues humanos testados foram os tipos A e O, com fator Rh positivo, por serem
0s mais comuns e frequentemente encontrados no Brasil, o que facilitaria seu uso na
rotina clinica (Santos et al., 2017). O sangue humano foi coletado em tubo com

anticoagulante citrato de sadio.

Para fins de comparacéo, utilizou-se como padrédo ouro o Agar Columbia sangue de
carneiro industrializado. A producdo do meio de cultura no laboratério com sangue
humano seguiu as recomendacdes do manual da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria - ANVISA (2004) e era realizado logo ap6s a punc¢ao venosa, enriquecendo

0 4gar Columbia Agar Base com 5% de sangue humano citrato.

As cepas bacterianas utilizadas para o semeio e verificagcdo de crescimento e
hemolise foram Streptococcus pyogenes e Enterococcus faecalis. Essas espécies
foram escolhidas visto que causam diferentes hemolises em meio de cultura agar
sangue. Apos a separacao das cepas para os testes, foram realizados indculos com
suspensdes bacterianas no meio caldo BHI (Brain Heart Infusion Broth), e entdo
incubados por 24 horas a 37°C. ApOs a realizacdo das semeaduras nos agar, as

placas foram incubadas em estufa a 37°C.

Foi analisado o crescimento de cada cepa, aspecto das colonias e os tipos de
hemdlises causadas nos meios de cultura com sangue de carneiro e sangue humano

apos o tempo de incubacgdo de cada uma, conforme o Manual da ANVISA (2004).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A espécie Streptococcus pyogenes atingiu bom crescimento nos trés diferentes

sangues, porém foi observado que o tempo de incubacdo no 4gar com sangue



humano necessario para visualizagcao de colbnias é maior, e os resultados melhores
foram obtidos em 48 horas. As colbnias analisadas nos testes em sangue humano e
no agar com sangue de carneiro possuiam as mesmas caracteristicas morfologicas,
sendo colénias com formatos circulares e de pequeno diametro, com superficie lisa e
brilhosa, com consisténcia cremosa. Como esperado e caracteristico desta espécie,

foram observadas beta-hemolises em todos os sangues (Figura 1, 2 e 3).

Figura 1: S. pyogenes em 4gar sangue humano tipo O+ (48 horas de incubacao).

Fonte: Propria, 2023.

Figura 2: S. pyogenes em agar sangue de carneiro (48 horas de incubacao).

Fonte: Propria, 2023.



Figura 3: S. pyogenes em agar sangue humano tipo A+ (48 horas de incubag&o).

Fonte: Propria, 2023.

A espécie Enterococcus faecalis conseguiu atingir um bom crescimento de numerosas
colonias nos trés diferentes sangues. Contudo, em relagéo ao tempo de incubagéao, o
sangue humano necessitou de 48 horas para apresentar uma hemolise consideravel
para um bom diagnéstico. As coldnias analisadas nos trés sangues foram brilhosas e
de pequeno diametro, bem arredondadas e cremosas. Um fato importante observado
é relativo as hemodlises que foram diferentes, sendo alfa-hemdlise no sangue de

carneiro e beta-hemolise no sangue humano (Figura 4, 5 e 6).

Figura 4: E. faecalis em 4gar sangue humano tipo O+ (48 horas de incubacao).

Fonte: Propria, 2023.



Figura 5: E. faecalis em agar sangue de carneiro (24 horas de incubacao).

Fonte: Propria, 2023.

Figura 6: E. faecalis em &gar sangue humano tipo A+ (48 horas de incubacao).

d

Fonte: Propria, 2023.

Para o Enterococcus faecalis a hemdlise diferenciada no sangue humano ja é citada
na literatura, apresentando-se com alfa-hemdélise ou sem hemdlise em sangue de
carneiro, e beta-hemdlise quando usado o sangue humano, sangue de cavalo ou de
coelho (Trabulsi & Alterthum, 2008). Desse modo, os resultados da pesquisa em
guestdo comprovam e confirmam os estudos passados sobre o crescimento dessa

espécie.

Analisando os resultados apresentados, é possivel sugerir que 0 uso do agar sangue
suplementado com sangue humano citrato pode ser uma alternativa utilizada no
diagndstico clinico das bactérias S. pyogenes e E. faecalis. Isso porque sédo bactérias



mais simples e de facil crescimento, sendo observada uma facil adequacéo aos meios

de cultura, com demonstracao de hemoélises nos agares sangues testados.

Na presente avaliacdo, foi utilizado o sangue humano venoso coletado em tubo
contendo o citrato como anticoagulante, porém, em outras publicacdes da literatura
com o0 mesmo intuito da validacdo do &gar sangue humano, observa-se que
normalmente sédo usadas bolsas de sangue para o teste (Russell et al., 2006). Ainda
assim, acredita-se que os resultados podem ser comparados, visto que para a
conservacgao do sangue, o citrato de soédio serve como anticoagulante em bolsas de

sangue, assim como nos tubos utilizados.

Analisando-se o tempo de crescimento, fator crucial em diagnésticos clinicos e
liberacdo de resultados, muitas bactérias necessitaram de um tempo maior de
incubacédo para a uma hemolise mais visivel no sangue humano testado e acredita-se
que esta possa ser uma desvantagem para laboratérios de diagndstico. Uma possivel
justificativa é devido as diferencas de constituicdo dos sangues dos ovinos (carneiro
e ovelha) e do sangue dos seres humanos.

Com o observado, sugere-se que novas pesquisas sdo necessarias e importantes,
testando-se outros tipos de sangue humano e outras bactérias que na rotina clinica

necessitam de agar sangue de carneiro para seu crescimento.

CONSIDERACOES FINAIS
Com isso, o presente estudo mostra que para algumas bactérias, é possivel o uso
futuro de agar produzido com sangue humano, para crescimento e observacao de

hemolise, sendo necessarios estudos complementares.
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