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Normas de Sequranca

1. Sobre Biosseguranga: acoes voltadas para a prevencgao e eliminagao de riscos
inerentes as atividades desenvolvidas no laboratério, que possam comprometer
a saude humana, de animais; contaminar o meio ambiente, ou a qualidade dos
trabalhos desenvolvidos.

2. E INDISPENSAVEL o uso de avental no laboratdrio. O avental deve ser, de
preferéncia, comprido, com mangas compridas e estar abotoado.

3. E PROIBIDO ingerir alimentos, beber ou fumar no laboratério.

4. Utilizar na bancada somente o material necessario ao trabalho pratico, como:
roteiro de aula, papel ou caderno para anotagido e caneta. Material extra deixar
nas prateleiras abaixo das bancadas.

5. Em caso de qualquer acidente (derramamento de culturas, quebra de placas,
ferimentos, respingo de cultura, etc.) comunicar IMEDIATAMENTE o professor
ou o pessoal técnico responsavel pela aula pratica.

6. Descarte do material:

» materiais contaminados devem ser colocados nos recipientes proprios
existentes nos laboratdérios.

= placas de Petri utilizadas deverao ser deixadas TAMPADAS sobre a bancada.

= laminas fornecidas pelos professores para visualizagdo deverao ser deixadas
sobre a bancada, tubos com culturas deverao ser deixados nas estantes.

7. Prestar atengdo as atividades dos colegas ao lado, para evitar que materiais
incompativeis sejam manipulados ao mesmo tempo. Exemplo: alcool e fogo.

8. Terminados os trabalhos praticos:

= flambar algas e fios de platina;

= verificar se as torneiras de agua e gas estao fechadas;

= desligar lampadas e microscopios;

= limpar os microscopios e cobri-los com a capa,;

= tirar 0 avental e guardar;

= lavar cuidadosamente as maos com agua e desinfetante.

9. Risco Biolégico: significa a probabilidade de perigo, geralmente com ameaca
fisica para o homem ou para o meio ambiente. Os microrganismos s&o
classificados em quatro categorias de acordo com o grau de risco:



Categoria 1: Baixo risco individual e para a coletividade. Microrganismos
raramente patogénicos em humanos

Categoria 2: Moderado risco individual e limitado risco para a comunidade.
Pode apresentar risco para os laboratoristas, mas é de dificil disseminacao
para a comunidade.

Categoria 3: Alto risco individual e moderado risco para a comunidade

Categoria 4: Alto risco individual e para a comunidade.

Equipamentos de protecdo individual (EPIs) e equipamentos de protecao
coletiva (EPCs) devem ser utilizados no tratamento de microrganismos.
Incluem EPIs: Luvas, avental, 6culos de protecdo, protetor facil, mascara,
sapatilha, dosimetros para radiagcao ionizante...

EPCs - cabines de seguranga bioldgica, capela quimica, chuveiro de
emergéncia, lava olhos, bico de bunsen...
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PRATICA: TRANSMISSAO DE MICRORGANISMOS POR CONTATO.

A palavra contagio se origina da palavra latina contagium, que significa toque ou
contato, portanto podemos dizer que doengas contagiosas sdo aquelas que podem ser
transmitidas por contato direto: pessoa-pessoa, por agua, ar ou alimentos. Apertos de
maos e beijos s&do exemplos de contatos diretos que podem transmitir microrganismos
patogénicos (poliomielite, varicela e infecgdes estreptocdcicas).

O contato direto com lesGes infectadas (feridas abertas, e abscessos), obviamente é
um caminho em potencial para adquirir e transmitir os agentes infecciosos. Certamente, o
ato de lavar as maos apds assoar o nariz, defecar, urinar ou manipular pessoas infectadas,
ou objetos contaminados com material biolégico, contribui para impedir a disseminagéo de
agentes infecciosos. Em ambiente hospitalar, a lavagem das maos antes e apds a
manipulagado de pacientes € uma atitude extremamente necessaria para evitar infecgbes
hospitalares.

Material aula pratica:

1. 10 g de fermento biolégico.

2. Erlenmeyer contendo 100 ml agua destilada estéril.
3. Zaragatoas estéreis.

4. Placa contendo agar Sabouraud dextrose.

Método:

1. Dividir (visualmente, com uma caneta) o fundo das placas de agar Sabouraud em 4
partes iguais. Cada parte sera usada para semear material colhido de um aluno.

2. Acrescentar 5g de fermento bioldgico (Saccharomyces cerevisiae) em 45 ml de agua
destilada estéril.

3. Derramar a suspensao de fermento nas maos do aluno n® 1 e ele devera espalhar a
suspensao entre as palmas das maos.

4. 0 aluno n’1 devera apertar a mao de outro colega (vizinho imediato). O aluno n°® 2, por
sua vez, aperta a mao do seu vizinho e transmite o microrganismo. O experimento
segue assim, com apertos de m&os sucessivos até completar uma cadeia
epidemiolégica composta por até 8 componentes.

5. Logo apds o aperto de m&os, um componente do grupo, com as maos limpas, colhe
material das maos contaminadas; para tal deve umedecer uma zaragatoa em solugao
fisiolégica estéril, esfregar na palma da méo contaminada e semear os microrganismos
nos respectivos quadrantes da placa de Agar Sabouraud.

6. Alguns grupos podem quebrar a cadeia de transmissdo por lavagem das m&os com
agua e sabonete (4° ou 5° aluno).

7. Outro grupo pode introduzir um objeto da cadeia de transmiss&o, exemplo uma caneta,
e passar esta ao colega seguinte.

8. Incubar as placas identificadas na estufa a 25°C até a aula seguinte.



Resultado:
Contar o numero de Unidades Formadoras de Colénia (UFC) observadas em cada
quadrante das placas e anotar no quadro abaixo.

1 0 22 39 42 59 69 79 82

Quadrantes

UFC

| QUESTOES PARA ESTUDO

1). Como deve ser a contagem de coldénias de S. cerevisiae em uma cadeia de
contaminacgao continua?

2). Se o individuo de numero 4 lavar a mao antes de contaminar o individuo seguinte como
deve se apresentar a cadeia?






BACTERIOLOGIA

PRATICA: COLORAGAO DE GRAM

Morfologia e Estrutura da célula bacteriana. Visualizagdo de bactérias ao Microscopio
Optico (Microscopia de imersdo, 1000X).

A maioria dos microrganismos s&o “incolores” ao microscépio 6ptico. Para ficarem
evidentes quanto a sua forma e eventual agrupamento devem estar corados. Existem
inumeros métodos para coloragéo. Antes de ser corado, o microrganismo deve ser fixado a
ldamina. Para tanto, realiza-se a secagem por simples exposicdo ao ar e, em seguida,
rapida passagem da lamina pela chama de fogo (bico de Bunsen).

Os corantes sdo cromoéforos e podem ser acidos ou basicos, de acordo com sua carga
(basicos tém a cor do seu ion positivo; acidos tém a cor do seu ion negativo). A célula
bacteriana é negativamente carregada, portanto atrai corantes basicos. Os corantes
basicos mais comuns sao: cristal violeta, azul de metileno, fucsina e safranina. Quanto aos
tipos de coloragao temos:

1) Coloragdes simples: Resulta na coloragdo indistinta das bactérias, facilitando a
visualizacdo da forma das células bacterianas. Ex. Coloracdo com Azul de metileno.

2) Coloragdes diferenciais: Alguns corantes expostos as células bacterianas, em
determinada sequencia, interagem diferentemente com as estruturas presentes nas
diferentes bactérias, permitindo a diferenciagéo de grupos bacterianos.

Ex.: Coloragado de Gram; Coloragao de Ziehl-Neelsen (BAAR).

No processo de coloragdo podem ser usadas substancias que intensificam a cor por serem
capazes de aumentar a afinidade do corante com a molécula alvo. Essas substancias sédo
chamadas mordentes, e é o caso do iodo (presente no lugol), na coloragéo de Gram.

3) Coloragdes especiais: S&o aquelas utilizadas para corar e identificar partes ou estruturas
especificas das bactérias, como: esporo, capsula, flagelo, granulos, e outras estruturas.
Ex.: Na Coloragdo de Fontana-Tribondeau emprega-se o espessamento de bactérias
espiraladas com prata.

A COLORAGAO DE GRAM

A coloragdo de Gram foi desenvolvida em 1884, pelo bacteriologista dinamarqués Hans
Christian Gram. Esta colorag&o continua entre as mais importantes na rotina do laboratério
de Microbiologia. Ela permite dividir as bactérias em dois grupos: Gram-positivas e Gram-
negativas. Possibilita, ainda, a visualizagdo da morfologia da célula bacteriana (cocos ou 3
bacilos) e dos arranjos entre as células (isoladas, em cachos, em cadeias). As bactérias
Gram-positivas possuem, na parede celular, uma camada de peptideoglicano mais
espessa do que as bactérias Gram-negativas (Fig. 1).
Quando aplicado em células Gram-positivas e Gram-negativas, o corante cristal violeta
(violeta de genciana) e o iodo (Lugol) penetram facilmente; porém, dentro das células eles
se combinam para formar o complexo violeta-lugol (iodo-pararosanilina). Nas bactérias
Gram positivas, por causa da maior quantidade de peptidioglicano, o complexo iodo-
pararosanilina ndo é removido facilmente pelo tratamento com alcool e, assim, estas
células mantém a cor roxa. Nas células Gram-negativas, o alcool penetra a membrana
externa e o complexo violeta-lugol € removido da camada fina de peptideoglicano. Estas
células sdo, em seguida, coradas pelo segundo corante (corante de contraste ou de fundo),
a Fucsina ou Safranina, adquirindo a coloracgéao rosa.



Parede celular constituida de uma camada
grossa de peptideoglicano

Gram positiva

Complexo de membrana externa, com inclusdes de
lipopoliproteinas e lipossacarideos (LPS).

Parede celular constituida de uma camada fina
de peptideoglicano

—=——  Membrana plasmatica
Gram negativa

Fig. 1 — Estruturas tipicas das paredes de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

Assim, a Coloragdo de Gram € uma coloracgao diferencial. Esta coloragdo é o ponto de
partida na identificacdo da maioria das bactérias de interesse médico. Para identificagao
final da bactéria, deverdo ser realizadas provas bioquimicas e outras provas.

Procedimento:

A. Preparacao e fixagcdo do ESFREGAGCO (a partir de cultivos em meio liquido):
1). Flambar a alga ao rubro;

2). Esfria-la nas paredes do tubo;

3) Introduzi-la na cultura para formar um “filme” na alga pela tensao superficial;

4). Depositar este material sobre uma lamina limpa e seca;

5). Distribuir suavemente o material sobre a I[dmina e obter um esfregaco fino;

6). Secar bem a temperatura ambiente.

7). Fixar o esfregago: passar a lamina 3 vezes sobre a chama do bico de Bunsen.
(Para evitar que as bactérias sejam removidas da lamina durante a coloragao).

B. Técnica de Coloragao de Gram:

1). Cobrir o esfregago com solugao CRISTAL VIOLETA, incubar por 1 minuto;

2). Lavar rapidamente em agua corrente;

3). Cobrir o esfregago com solugdo LUGOL, e incubar por 1 minuto;

4). Lavar rapidamente em agua corrente;

5). Lavar alcool por 15 segundos. Interromper logo o efeito do alcool lavando com agua;
6). Cobrir o esfregago com solugao de FUCSINA basica, incubar por 30 segundos;

7). Lavar novamente em agua corrente;

8). Secar a lamina, pressionando-a levemente entre duas folhas de papel de filtro, com o
cuidado para n&o remover o esfregago corado;

9). Observar ao microscopio com objetiva de imerséo (objetiva 100X).

Obs.: - Apds a coloragao, cuidado para nao inverter face da lamina com as bactérias.

- O condensador do microscopio deve estar elevado.

A focalizagao deve ser realizada com cuidado e paciéncia, iniciando-se com aumento 10X.



C. Observacao e Anotagao dos Resultados:

OO

E. coli Bacillus sp Staphylococcus sp Streptococcus sp

| QUESTOES PARA ESTUDO

1. Descreva a estrutura e composi¢ao das paredes das bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas.

2. Desenhe cada tipo de bactéria visualizada na aula pratica.

3. Comente cada uma das etapas da coloragao de Gram.



PRATICA - CONTROLE DAS POPULAGOES MICROBIANAS:

Introdugao:

O bem-estar do homem e suas conveniéncias dependem em grande parte, do controle
que ele exerce sobre os microrganismos. Isto € demonstrado em muitas de nossas
atividades diarias, tais como purificagdo das aguas, pasteurizacéo de leite e refrigeragéo de
alimentos. As principais razdes para o emprego de métodos de controle dos
microrganismos sao: prevenir a transmissdo de doengas infecciosas; prevenir a
deterioragdo de alimentos; e prevenir contaminagao.

A inibigdo ou destruicdo dos microrganismos pode ser feita por meio de agentes
quimicos ou fisicos. Entre os agentes fisicos mais frequentemente utilizados estdo: as
diferentes formas de calor, as baixas temperaturas e as radiagdes. Ainda poderiamos
acrescentar a filtragdo de solugdes, que embora nao iniba ou mate os microrganismos,
permite a remogao destes com consequente esterilizagdo. Quanto aos agentes quimicos,
inumeros sdo empregados, tais como: formol, fenol, 6xido de etileno, entre outros.

No controle das populagbes microbianas, os antibiticos sdo considerados a parte e
serdo estudados nos exercicios praticos sobre antibiograma. Nos préximos exercicios
serao estudados os agentes fisicos e quimicos. Quanto ao emprego, a diferenga
fundamental entre os antibidticos e os agentes quimicos, reside no fato de que os primeiros
podem ser introduzidos no organismo, desde que, em doses habituais, ndo causem danos
a célula animal; enquanto que os agentes quimicos s&do agressivos as células e s6 podem
ser utilizados na desinfecgao de instrumentos de superficies ou na antissepsia da pele.

3.1- CONTROLE MICROBIOLOGICO PELO CALOR
Material:

1. Cultura de Escherichia coli (bactéria nao esporulada).
2. Cultura de Bacillus subtillis (bactéria esporulada).

3. Tubos contendo 1ml de solugao salina estéril.

4. Placas de Petri contendo agar nutriente.

5. Banho-maria a 60°C.

6. Alga de platina.

Metodologia 2 - Atividade de inibigao do calor a 60°C:
1. Divida o fundo externo das placas de Petri em 4 partes iguais. Anote 0 no primeiro
quadrante, 10 no segundo, 20 no terceiro e 30 no quarto quadrante.

. Identifique o microrganismo nas duas placas.

. Suspenda um pouco de crescimento de cada cultura em 1 ml de solugao salina.

5. Introduza a alga de platina na suspensdo de E. coli. Esgote-a na parede do tubo e
semeie o primeiro quadrante da placa (0). O mesmo deve ser feito para B. subtillis.

6. A seguir, coloque ambos os tubos em banho-maria a 60°C. Aguarde 10 minutos, retire
uma amostra de ambos os tubos e inocule no 2° quadrante.

7. Volte os tubos novamente ao banho-maria. Aguarde 10 minutos e inocule no 3°
quadrante.

AW

oo

. Volte os tubos ao banho-maria e aguarde 10 minutos. Inocule no 4° quadrante.
9. Incube as placas em estufa a 37°C por 24 horas.
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10. Depois faga a leitura das placas, registrando a quantidade de crescimento em cada um
dos quadrantes (de zero a quatro cruzes).

Resultados:

Contagem do numero de col6nias

Metodologia de Tratamento 0 min 10 min 20 min 30 min

E. coli Banho-Maria

60°C
B. subtillis

3.2 - ANTISSEPSIA DA PELE - AGAO DA TINTURA DE 10DO, MERTHIOLATE OU
SABAO NA DESINFECGAO DA PELE

Metodologia:

1. Dividir o fundo externo da placa de Petri em duas partes iguais (antes — depois).

2. Umedecer um zaragatoa em solugao salina e esfregar vigorosamente na pele das costas
de uma das maos, em uma area circular com aproximadamente 4 cm de didmetro.
Semear o material colhido com a zaragatoa na superficie de uma das metades da placa
de Petri.

3. Umedecer uma gaze com tintura de iodo, merthiolate ou sabdo e esfregar a pele da
outra m&o numa area circular com mesmo didmetro que a primeira.

4. Esperar 4 min para que haja a agado do antisséptico e também para que esta area
tratada seque por completo; passar entdo, nessa area, uma segunda zaragatoa
umedecida com solugédo salina, tomando o cuidado para ndo atingir a area circundante a
area desinfetada. Semear entdo a segunda metade da placa com esta zaragatoa.

5. Marcar na placa o tipo de antisséptico e o numero do seu grupo de alunos.

6. Incubar a placa em estufa a 37°C por 24 horas.
7. Anotar os resultados na forma de cruzes.

Resultados:

Tratamento Crescimento de coldnias

Salina

Tintura de iodo ou merthiolate

3.3 - EFEITO DE DESINFETANTE SOBRE CULTURA BACTERIANA

Material:

1. Tubo com 1,0 ml de cultura liquida de Escherichia coli.

2. Pipeta estéril de 5 ml.

3. Placa de Petri contendo meio solido (NA ou TSA) (1 unidade).
4. Alca de Platina.
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Metodologia:

1. Divida o fundo da placa de Petri em 3 partes. Anote em cada uma delas:
Antes, 1 minuto, e 5§ minutos;

anote também o nome do microrganismo e o numero do grupo.

2. Inocule uma al¢ada da suspensao bacteriana no espaco Antes.

3. Adicione 1,0 ml de desinfetante. Misture bem a cultura com o desinfetante e incube por 1
minuto, a temperatura ambiente. Inocule uma algada da mistura no espago 1 minuto.

4. Incube a mistura bactéria-desinfetante por mais 4 minutos, a temperatura ambiente.
Inocule uma algada da mistura no espacgo 5 minutos.

5. Incube as placas em estufa a 37°C, por 16 a 24 horas.

Resultados - Analise / Interpretagio: Antes
Contar e anotar o niumero de coldnias de bactérias crescidas.

Caso seja impossivel a contagem, anotar os resultados na forma

de cruzes;

| QUESTOES PARA ESTUDO
1) Qual relagéo entre tempo e temperatura no processo de eliminagao de microrganismos.

2) O que sao agentes desinfetantes?
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PRATICA: ISOLAMENTO DE FUNGOS E BACTERIAS DO CORPO HUMANO

1) Introdugao:

Estima-se que o corpo humano adulto seja o hospedeiro de pelo menos 100 triihdes de
microrganismos. Grande parte da microbiota normal do corpo humano é composta de
bactérias e fungos. As espécies e as quantidades de microrganismos que compdem a
microbiota normal variam de acordo com o local analisado (pele, boca, nasofaringe, ouvido,
trato intestinal e trato urogenital inferior), a idade e as condigdes fisicas do hospedeiro. A
microbiota normal pode ser dividida em dois grupos: microbiota residente, inofensiva e
benéfica ao hospedeiro e microbiota transitoria, composta por microrganismos
inofensivos ou potencialmente patogénicos. Muitos locais do corpo humano se encontram
completamente livres de microrganismos (fluido cerebrospinal, sangue, bexiga, utero,
trompas de falépio, ouvido médio, seios paranasais € rins) e a presenga de microrganismos

nestes locais € sinbnimo de infecgéo.

PELE:

Staphylococcus epidermidis (90%)
Staphylococcus aureus (10-40%)
Neisserias

Propionibacterium acnes
Corynebacterium xerosis,
Pityrosporum spp (fungo)

Candida spp. (levedura)

OLHOS - CONJUNTIVA:
Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus aureus
Corynebacterium sp

NARIZ:

Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus aureus
Corynebacterium sp
Neisserias

BOCA:

Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus aureus
Streptococcus
Corynebacterium sp
Lactobacillus

Actinomyces

Treponema sp

Candida sp

NASOFARINGE:

Semelhante a boca, mas pode ter
ainda:

Haemophylus sp

Neisserias

Streptococcus pneumoniae

BOCA — DENTES:

Streptococcus mutans
Streptococcus salivarius
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INTESTINO:

Duodeno-jejuno (10° bact/ml):
Staphylococcus sp
Lactobacillus sp

Jejuno inferior e ileo (10° - 10°bact/ml):
Célon e ceco (10° a 10"'bact/g fezes):
Streptococcus

Peptostreptococcus

Peptococcus

Staphylococcus

Lactobacillus

Bifidobacterium

Proteus

Pseudomonas

Candida

Bacterioides

coliformes

UROGENITAL:
Corynebactyerium
Staphylococcus epidermidis
Enterococcus

Lactobacillus

Bacterioides

Neisserias ndo patogénicas
Ureaplasma urealyticum
Gardnerella vaginalis
Candida albicans



2) Exercicio:
2.1). Material:

1. Placa de agar sangue.

2. Placa de agar Sabouraud dextrose.

3. Alga de platina.

4. Zaragatoa estéril para o grupo que vai isolar material da orofaringe.
5. Dois tubos com solugao fisioldgica estéril.

2.2) Técnica de coleta e semeadura: explicagdo na aula pratica com demonstragéo.

2.3) Sugestoes para areas de coleta: fossas nasais, boca, orofaringe, pele seca e pele
umida.

1. Origem do material: garganta.
a) Introduzir o zaragatoa pela boca do paciente e colher o material, com a lingua
abaixada, fazendo simples e delicada raspagem.
b) Semear na placa de agar sangue esfregando o zaragatoa em um dos lados da placa. A
seguir, com uma alga de platina estéril, espalhar o material, com a finalidade de se obter
colénias isoladas.
c¢) Rotular a placa.

2. Origem do material: fossas nasais.
a) Molhar o zaragatoa na solugao fisioldgica e proceder com a coleta na regido das fossas
nasais.
b) Semear na placa de agar sangue esfregando o zaragatoa em um dos lados da placa. A
seguir, com uma alga de platina estéril, espalhar o material, com a finalidade de se obter
coldnias isoladas.
c¢) Rotular a placa.

3. Origem do material: pele seca e umida.
a) Molhar o zaragatoa na agua e proceder com a coleta nas regides indicadas.
b) Semear na placa de agar Sabouraud.
c) Rotular as placas.

| QUESTOES PARA ESTUDO

1). Como se deu o crescimento de colbnias bacterianas nas placas de agar sangue?

2). Os microrganismos isolados da microbiota humana também devem ser encontrados no
ambiente? Justifique.

ANTIBIOGRAMA

Introducgao

O antibiograma € um teste que permite a verificagéo in vitro da sensibilidade de uma bactéria
aos antibidticos. Este método foi desenvolvido por Kirby-Bauer. A sensibilidade é
demonstrada pela zona ou halo de inibicdo de crescimento que se forma ao redor do disco de
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antibiético. De acordo com o tamanho do halo, diz-se que a bactéria é sensivel, pouco
sensivel ou resistente. O antibiograma é uma técnica fundamental, pois permite a escolha do
antimicrobiano apropriado para o controle de infecgdes bactérias.

Objetivo:
Determinar a sensibilidade de algumas bactérias a diferentes agentes antimicrobianos.

Material:

1 - Tubo com cultura liquida de Staphylococcus aureus;

2 - Tubo com cultura liquida de Escherichia coli;

3 - Placas contendo meio sélido Mueller- Hinton (2 unidades);

4 - Discos com Antibioticos;

5 - Zaragatoas (2 unidades), Pinga (1 unidade), régua (1 unidade)

Procedimento:
1. Utilizando uma zaragatoa e a técnicas de assepsia, coletar bactérias de uma cultura fresca
bacteriana;

2. Espalhar uniformemente as células sobre a superficie de meio sdlido Mueller-Hinton
contido numa placa de Petri;

3. Deixar secar a superficie;

4. Dispensar os discos de antibioticos na tampa da placa de Petri. Utilizando uma pinga,
depositar os discos na superficie da cultura em meio sélido, tendo o cuidado de deixa-los
uniformemente e bem espacados. Nao arrastar os discos sobre o meio de cultura porque a
difuséo inicia-se imediatamente;

5. Incubar em estufa, a 37°C, durante 16 horas.

Anadlise / Interpretacao:

1. Utilizando uma régua, mega os didmetros (mm) dos halos de inibigdo de crescimento em
torno de cada um dos discos de antibidticos e registre os dados obtidos

Diametro do halo de
/ inibicdo de crescimento

Fig. 2: Medic&o de halos de inibigdo de crescimento de coldnias bacterianas

2. Utilizando a Tabela padrao (Tabela 1), analise a sensibilidade das bactérias aos diversos
antibiéticos pesquisados.
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Tabela 1: Limites para a interpretagdo da Sensibilidade das bactérias aos discos de antibidticos
(em mm) - ANTIBIOGRAMA.

Antibiético Sigla | Concentracio | Resistente | Intermediario | Sensivel | E. coli | 8. aureus
Penicilina

(Staphylococcus) | PEN | 10 UT 28 ou - 28a 20 20 ou 4+
Amoxicilina

(BGN) AMO | 30 pg 13 ou- l4al6 17 ou+
{Staphvlococcus) 28 ou - 28a29 29 ou +
Ampicilina

(BGN) AMP | 10 pg 13 ou- l4al6 17 ou+
{Staphvlecoccus) 28 ou - 28a 20 20 ou +
Cefalotina CFL [ 30 pg 14 ou - 15a 17 18 ou+
Cefepima CPM | 30 pg 14 ou - 15al17 18 ou+
Cefoxitina

(BGN) CFO | 30 pg 14 ou - 15a 17 18 ou +
{Stapfvlecoccus) 24 ou - 24 a 25 25 ou 4+
Vancomicina

(Staphvlecoccus) | VAN | 30 pg 14 ou - 14al5 15 ou+
Cloranfenicol | CLO | 30 pg 12 ou - 13al17 18 ou+
Eritromicina

{Staphvlococcus) | ERI 15 ug 13 ou- I14a22 23ou+
Tetraciclina

(BGN) TET |30 pg 1 ou- 12a 14 15 ou +
{Stapfvlecoccus) 14 ou - 15al8 19 ou +
Estreptomicina

Kanamicina

Gentamicina | GEN | [0 ug 12 ou - 13al4 15 ou+
Ciprofloxacina | CIP 5pg 15 ou- 15a20 2l ou+
Rifampicina

(Staphylococcus) | RIF | 5 pg 16 ou - 17al19 20000+
Sulfonamidas | SUL | 300 pg 12 ou - 13al6 17 ou+

Obs.: BGN= Bacilos Gram-negativos como E. coli.

| QUESTOES PARA ESTUDO

1. O que é e qual a utilidade de um Antibiograma?

2. Quais foram os resultados experimentais obtidos pelo seu grupo? Defina o perfil de
sensibilidade de cada uma das bactérias para os antibioticos testados.

3. Que explicacdes vocé pode dar para justificar a resisténcia encontrada frente a alguns dos
antibidticos testados?

4. Por que devem ser utilizados discos de antibidticos diferentes para pesquisa de
sensibilidade de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas?

5. Qual a diferenga de um antibiotico bacteriostatico e um bactericida?
6. O que é CIM (ou MIC)?

17



PRATICA: ANTIMICROBIANOS NATURAIS

Introdugao

Muitos vegetais contém compostos que s&o inibidores de crescimento de microrganismos e
exercem papel importante na resisténcia destes vegetais a patégenos. Um importante
exemplo deste processo é o alho.

A presenga de substancias antimicrobianas pode ser verificada através de extratos ou partes
homogeneizadas de vegetais colocados frente a culturas de microrganismos.

Objetivo:
Estudar a presencga de compostos antimicrobianos em temperos vegetais.

Material

1. Placas de TSA.

2. Alho e cebola.

3. Cotonetes.

4. Graal e pistilo.

5. Discos de papel de filtro.

6. Culturas: Staphylococcus sp e E. coli.

Procedimento

1. Mergulhar o cotonete na suspensao do microrganismo;

2. Espalhar sobre a superficie do meio com o proprio cotonete embebido na cultura;
3. Macerar o alho e a cebola, separadamente, em graal,
4

. Embeber os discos de papel de filtro no macerado e coloca-los sobre a superficie do meio
semeado;

5. Incubar a 25°C por 2 ou 3 dias e observar os halos de inibigao.

Analise / Interpretacgao:

| QUESTOES PARA ESTUDO

1. Como explicar os resultados obtidos?

2. Comente a vantagem da pratica de emprego de condimentos como o alho no tempero de
alimentos.
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PRATICA: IDENTIFICAGAO DE COCOS GRAM-POSITIVOS

Introdugao

Os principais géneros de interesse meédico deste grupo morfotintorial s&o:
Staphylococcus e Streptococcus. Estas bactérias tém entre 0,8 a 1,0 um de didmetro e tém o
potencial de causar doengas supurativas.

As bactérias do género Staphylococcus, usualmente se apresentam agrupadas em
forma de cachos de uva (estafilococos). As espécies de maior importancia médica sao:
Staphylococcus aureus, Staphylococcus saprophyticus e Staphylococcus epidermidis. Sao
bactérias piogénicas e causam, por exemplo: osteomielite, furunculose, hordéolo (tergol),
impetigo, infecgbes urinarias, toxi-infecgdes alimentares.

As bactérias do género Streptococcus, formam cadeias (estreptococos). As espécies
de maior importadncia médica s&o: S. pyogenes, S. pneumoniae, S. agalactiae, S. mutans.
Dependendo da espécie podem causar doengas como: faringite, otite média, pneumonia,
meningite, septicemia puerperal, endocardite, erisipela. Podem causar, também, doengas n&o
supurativas como glomerulonefrite e febre reumatica, que sdo consideradas sequelas de
algumas infecgdes anteriores. Para a diferenciacdo basica e confirmatdria entre os géneros
Staphylococcus e Streptococcus, utiliza-se a prova da catalase. A catalase € uma enzima
produzida pelos Staphylococcus e nédo produzida pelos Streptococcus. Esta enzima desdobra
o peréxido de hidrogénio (agua oxigenada) em agua e oxigénio livre (2 H,O, — 2 H,O + O,) e
sua prova positiva pode ser facilmente verificada pela simples visualizagdo de bolhas que séo
formadas quando se adiciona agua oxigenada a cultura.

Uma vez diante de bactérias do género Staphylococcus, utiliza-se a prova da
coagulase para caracterizar Staphylococcus aureus, espécie de grande importancia médica.
Esta espécie coagula o plasma pela agao da coagulase.

Uma vez diante de bactérias do género Streptococcus, a capacidade de colbnias
isoladas de hemolizar hemacias de carneiro presentes em meio solido Agar sangue é
considerada para iniciar a identificacdo das espécies, independentemente da atividade
biolégica destas hemolisinas. As hemolisinas sdo enzimas ou toxinas que destroem os
glébulos vermelhos e outras células. Existem hemolisinas, com diferentes propriedades, que
sdo produzidas ndo somente pelas bactérias patogénicas como também pelas néo
patogénicas. Estas bactérias podem produzir halos claros em volta da colénia (halo de
hemdlise). No que diz respeito as bactérias do género Streptococcus, quando o halo é
totalmente claro, diz-se que a hemolise é do tipo beta (destruigao total das hemacias); quando
esverdeado, diz-se hemodlise é do tipo alfa (destruicdo parcial das hemacias); e, quando n&o
ha hemolise, esta é chamada do tipo gama (auséncia de hemdlise).

Em se tratando de uma bactéria beta-hemolitica, utiliza-se a prova da bacitracina que
caracteriza Streptococcus pyogenes, (Streptococcus beta-hemoliticos do grupo A (sorogrupo
A). Um disco de papel filtro contendo 0,05 unidades de bacitracina é depositado na superficie
de uma placa com Agar sangue semeado previamente com a bactéria em estudo. Os
estreptococos beta-hemoliticos do grupo A sado sensiveis a bacitracina e, portanto,
apresentam zona de inibicdo de 12 a 17 mm; enquanto que, os demais grupos de
estreptococos geralmente ndo séo inibidos (Fig. 3). Em se tratando de estreptococos alfa-
hemoliticos, utiliza-se de maneira semelhante a prova da optoquina (cloreto de etil-
hidrocupreina). Se o estreptococo em estudo for o StreptocoCcus pneumoniae (pneumococo)
havera, uma zona de inibigdo de crescimento de 15 a 30 mm (Fig. 3).
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Cocos Gram-Positivos

- Prova da catalase

- Prova OF (Oxidacio/Fermentacio de Glicose)

Fermentacio - Fermentacio +
Micrococcus Stapivilococcus Sireplococeus

Prova coagulase/DNase/ - Tipo de hemalise

Fermentacio de manitol

: : B
|

Y

8. faecalis
S aureus
novobiocina bacitracina optoquina
: L. 8 E 5 . 5
8. epidermidis S pwogenes S prewmoniae
s R . A
& saprophviicus 8. agalactice

Fig. 3: Esquema simplificado para identifica¢iio de Cocos Gram-positivos.

Material:

1. Cada grupo recebera duplicatas de 4 a 7 culturas bacterianas crescidas em meio liquido
(caldo) TSB identificadas por numeros. Cada uma destas culturas podera ser de uma das
seguintes bactérias: S. aureus, S. epidermidis, S. saprophyticus, S. pyogenes, S. agalactiae,
S. pneumoniae, S. faecalis;

. Laminas (4-7 unidades); Bateria de corantes para a Coloragdo de Gram,;

3. Conta gotas com H,O, Volumes (1 unidade);

4. Placa com Agar-DNA (1 unidade); placa com Agar-sangue (1 unidade);

5. Tubo com 5 ml de HCI 1M (1 unidade);
6
7
8

N

. Culturas de Staphylococcus em TSA com disco de Novobiocina (Demonstragao);
. Culturas de Streptococcus-B Agar-sangue com disco de Bacitracina (Demonstragao);
. Culturas de Streptococcus-a Agar-sangue com disco de Optoquina (Demonstragao).

Procedimento:
1. Separar as duas Colecdes de cultivos bacterianos. Cada Colecdo devera conter um
exemplar de cada uma das bactérias a ser estudada/identificada.

2. Com as culturas da Colecéo 1:
A. Realizar a coloragcao de Gram de todas as culturas. Anotar os resultados
B. Realizar a Prova da catalase de todas as culturas:
Adicionar 2-3 gotas de H,O, 10 Volumes. Agitar levemente e observar se ocorre o
aparecimento de bolhas efervescentes. Identificar as culturas:
- Presencga de bolhas = catalase positivas > Staphylococcus
- Auséncia de bolhas = catalase negativas > Streptococcus
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3. Com as culturas da Colecéo 2:
A. Staphylococcus:

- Realizar a prova da DNAse com todas as culturas de
Staphylococcus. Para tanto, fazer uma estria de todas as
culturas catalase-positivas em meio sélido Agar-DNA.
Incubar as placas a 37° C, em estufa, por 16-24 horas.

Estrias grossas

- Semear (normalmente) todas as culturas de Staphylococcus em meio sélido Agar-manitol.
Incubar as placas a 37° C, em estufa, por 16-24 horas.

- Dia da Leitura:
- Sobre as culturas bacterianas crescidas em meio solido crescidas em Agar-DNA, verter 5 ml
de HCI 1M. Incubar por 3 minutos, a temperatura ambiente. Observar se pode ser observado
halo transparente ao redor de alguma colbnia, evidenciando a secrecdo de DNase pela
bactéria.
a) Presenca de halo: DNase+ > Staphylococcus aureus;
b) Auséncia de halo: Dnase- -> Staphylococcus epidermidis ou S. saprophyticus;
- Observar o crescimento das culturas crescidas em meio sélido Agar-manitol:
a) Colbnias de cor amarela = fermentagao positiva de manitol > Staphylococcus aureus.
- Observar a sensibilidade Novobiocina:
Sensivel > Staphylococcus epidermidis;
Resistente > Staphylococcus saprophyticus

B. Streptococcus:

- Realizar a prova da analise do tipo de hemolise com todas as culturas de Streptococcus.
Fazer uma estria de todas as culturas catalase-negativas em meio sélido Agar-sangue.
Incubar as placas a 37° C, em estufa, por 16-24 horas.

- Dia da Leitura:

- Observar os tipos de hemdlise de cada uma das culturas:

a) B hemolise (hemdlise total)

b) a hemoélise (hemdlise parcial)

c) y hemdélise (auséncia de hemdlise)

- Observar a sensibilidade as drogas Bacitracina e Optoquina:
a) Cocos Gram+, catalase-, B hemolitico, bacitracina® = sorogrupo A > S. pyogenes
b) Cocos Gram + catalase -, B hemolitico, bacitracina® > S. agalactiae e outros
c) Cocos Gram+, catalase -, a hemolitico, optoquina®= S. pneumoniae

Analise / Interpretacao:
Com base nos procedimentos realizados, identificar as bactérias presentes nas varias
culturas.

| QUESTOES PARA ESTUDO

1. Os cocos Gram-negativos frequentemente estdo presentes em infecgbes purulentas.
A coloragdo de Gram ¢é suficiente para diferenciar as bactérias dos géneros
Staphylococcus das bactérias do género Streptococcus?

2. Qual é a morfologia tipica das bactérias da espécie Streptococcus pneumoniae?

3. Quais sdo as principais espécies do género Staphylococcus causadoras de doengas no
homem? Como sao identificados no laboratério? Quais s&o as principais caracteristicas
patogénicas? Quais séo as principais doengas que causam no homem?

4. Comente sobre duas principais espécies do género Streptococcus causadoras de doengas
no homem? Como sao identificados no laboratério? Quais sao as principais caracteristicas
patogénicas? Quais sao as principais doengas que causam no homem?
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PRATICA: BACILOS GRAM-POSITIVOS
(Resumo somente para estudo)

Introdugao

Género Clostridium

No género Clostridium, representado por bactérias Gram-positivas, anaerébias estritas,
esporuladas, encontramos pelo menos 4 espécies de importancia médica: Cl. tetani, ClI.
botulinum, CI. perfringens e CI. difficile. Todas elas fazem parte da microbiota normal das
fezes, sendo encontradas no meio ambiente contaminado por estas (solo, vegetais, agua) na
sua forma esporulada, podendo, em condigbes especiais, produzir doengas bastante graves
no homem e nos animais.

O CI. tetani é responsavel pelo desenvolvimento do tétano que, nos individuos
susceptiveis, (ndo vacinados), vitimas de contusdes traumaticas que favoregam um ambiente
de anaerobiose, se caracteriza por contragdes espastica da musculatura, ocasionada por uma
toxina denominada tetanoespasmina. Esta toxina inibe a liberacdo da glicina que é
responsavel pela inibigdo da neurotransmissao, fazendo com que exista uma constante agao
da acetilcolina, causando uma contragdo espastica dos musculos extensores e flexores
simultaneamente.

A espécie CI. botulinum é compreendida por varios subtipos, sendo que, somente os dos
grupos A, B, E e F ocorrem no homem. As vias de transmissdo destas bactérias sao
alimentos enlatados, embutidos, ou conservas caseiras feitas, mormente com carne e
vegetais. Os esporos do Cl. botulinum sao bastante resistentes a fervura e, quando tais
alimentos séo preparados e estocados, os mesmos germinam e produzem uma toxina que
tem acéo inibidora da liberacdo de acetilcolina, que é a mediadora da contragdo muscular,
causando uma paralisia flacida. Em ambos os casos, a morte se da por paralisia respiratoria.

O CI. perfringes tem varios tipos, sendo os dos tipos A e C, os patogénicos para o homem.
Estdo envolvidos em casos de gangrena gasosa no homem, sempre como consequéncia de
ferimentos profundos, que comprometam a circulagéo local, contribuindo para uma anodxia
tecidual que favorece a germinagdo dos esporos. A bactéria produzira varias toxinas, entre
elas, a toxina a, que é uma lecitinase. Em mulheres que provocam o aborto em condicbes
precarias de higiene, pode ocorrer o chamado aborto séptico, que se trata de uma
mionecrose do Utero, sempre rapida e fatal. Os tipos A e C produzem uma enterotoxina
responsavel por intoxicacdes alimentares.

O CI. difficile ocorre somente em casos de individuos submetidos a uma antibioticoterapia
intensa e demorada, em especial quando se usa a clindamicina, embora possa ocorrer com
qualquer antibiético de largo espectro. Todos os clostridios sdo Gram-positivos, porém as
células bacterianas sdo Gram-negativas na fase de esporulagao.

Género Corynebacterium

Dentre as Corinebactérias que merecem destaque, encontramos o C. diphterae, causador
do chamado “crupe”, ou difteria. Esta enfermidade se deve a produgdo por amostras da
bactéria que estao lisogenizadas por um fago (B), sendo este o responsavel pela produgéo da
toxina diftérica que inativa o fator de elongamento EF2. As Corinebactérias se caracterizam
por serem bactérias Gram-positivas, com granulos de metafosfato em seu interior,
denominados de granulagdes metacromaticas. Estas granulagdes sao visiveis por coloragbes
especiais, ou até mesmo com azul de metileno, e se coram em vermelho, dai o nome
derivado de metacromasia. A bactéria ndo € invasora, e a lesdo que € caracterizada por uma
pseudomembrana fica, geralmente, restrita ao trato aéreo superior, a partir de onde a toxina
invade a corrente circulatoria causando lesdes graves em varios 6rgéaos, em especial coragéo
(miocardite), rins e nervos (neurite).
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Género Bacillus

No género Bacillus, encontramos varias bactérias que tém como habitat o solo, o ar e a
agua. Entre os patogénicos para os animais e para o homem se destaca o B. anthracis
causador no gado do carbunculo hematico e, no homem do antrax, ou antraz (antraz ndo é a
denominagao correta). A importancia deste agente aumentou consideravelmente nos dias
atuais, devido as ameacgas do bioterrorismo. Outra bactéria do género que pode causar
intoxicagdes alimentares no homem é o B. cereus. A maioria dos bacilos cresce rapidamente
em meios simples formando col6nias grandes em meio solido. Geralmente, quando se
observam as bactérias coradas pelo método de Gram, é possivel visualizar-se estruturas
intracelulares arredondadas que ndo se coram correspondentes aos esporos.

Material

Em cada laboratério serdo colocados dois grupos de materiais constituidos por:

1. Uma jarra do tipo Gaspak para demonstracdo de como se proceder para cultivos de
bactérias anaerdbias. Acompanham dois envelopes de ANAEROGEN.

2. Placas de TSA (Tryptic Soy Agar) semeadas com Bacillus subtilis.

3. Dois grupos de 3 tubos contendo meio de tioglicolato.

4. Culturas de Escherichia coli (anaerobio facultativo), Pseudomonas aeruginosa (aerobio
estrito) e Clostridium perfringens.

Procedimento

1. Demonstragédo de como se incuba para anerobiose com jarra Gaspak;

2. Fazer esfregagos das culturas de B. subtilis semeada no meio TSA e realizar a coloragéo
de Gram, procurando verificar se existem esporos (zonas ndo coradas dentro do corpo
bacteriano);

3. Semear como indicado pelo professor os meios de tioglicolato, com cada uma das 3
bactérias (Cl. perfringens, P. aeruginosa e E. coli).

| QUESTOES PARA: ESTUDO

1. Qual a finalidade de se ter semeado as 3 bactérias em meio de tioglicolato e por que o CI.
perfringens foi capaz de crescer neste meio, ja que € um anaerobio estrito. A
Pseudomonas aeruginosa cresceu so na superficie do meio? Por qué?

2. Supondo-se que o B. subtilis fosse o B. anthracis. Que risco vocé antecipa, se € que existe

algum, em se lidar com uma cultura deste tipo sem utilizar protegdo e demais cuidado
laboratorial?

3. Um técnico de laboratério acidentalmente se inoculou com uma cultura de C. diphterae. O
que vocé acha que pode acontecer, supondo que ele tenha se submetido a vacinagao com
DTP, conforme recomendado pelas autoridades sanitarias?
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PRATICA: IDENTIFICAGAO DE ENTEROBACTERIAS

Introducgao

As bactérias da familia Enterobacteriaceae sao bastonetes Gram-negativos, fermentadores
de glicose, anaerdbios facultativos, méveis ou imdveis (Qquando moéveis sdo portadores de
flagelos peritriquios), oxidase positivos, e reduzem nitratos a nitritos.

A diferenciacdo das bactérias desta familia € realizada com provas bioquimicas
(biotipagem). Para a identificagdo das espécies ou dos tipos bacterianos, podem ser utilizadas
provas complementares, que consistem em: testes soroldgicos (sorotipagem: antigenos
somaticos-O, antigenos capsulares-K, antigenos flagelares-H); e/ou, analise da reagao frente
a bacteridfagos especificos (fagotipagem). Este conjunto de testes € muito utilizado na
pratica, principalmente no que diz respeito a identificagdo das categorias de E. coli
enteropatogénicas para o homem: EPEC, EIEC, ETEC, EHEC, EAEC, etc.

Para a realizacdo das provas bioquimicas, ha varias conjuntos de testes e as vezes séo
disponibilizados também na forma de “Kits”.

Objetivo
Realizar a identificacdo de uma bactéria da familia Enterobacteriaceae.

Material

1. Cada grupo recebera 1 a 2 culturas bacterianas crescidas em meio solido TSA. Cada uma
destas culturas podera ser de uma das seguintes bactérias: E. coli, Salmonella spp,
Shigella spp, Proteus spp, Klebsiella spp;

2. Laminas (1-2 unidades); Bateria de corantes para a Coloragédo de Gram;
3. Placa contendo meio solido MacConkey (1-2 unidades);

4. Série Bioquimica (EPM, MILi, CITRATO) (1 - 2 conjuntos por grupo);

5. Alga de platina e Agulha.

Procedimento:
1. Realizar a coloracao de Gram das culturas;

2. Semear a cultura, utilizando alga de platina, no meio sélido MacConkey;

3. Semear a cultura, utilizando a Agulha, nos tubos contendo os meios EPM, MILI, CITRATO.
Para tanto, em cada uma das semeaduras:
- coletar bactérias;
- inserir a agulha verticalmente até a base (fundo) do meio soélido e remover perturbando
0 agar o menos possivel. Nos tubos com Agar inclinado (EPM, CITRATO) espalhar as
bactérias também na superficie;

4. Incubar todos os cultivos (2 e 3 acima) a 37°C, em estufa, por 16-24 horas

Resultados/Interpretagao:
1. Realizar a Leitura da série Bioquimica: Seguir a sequéncia indicada abaixo: A, B, C e D.

2. Procurar identificar o microrganismo, utilizando as informagdes abaixo (Figs. 4 a 7 e
Quadro abaixo);

3. Observar o quadro no laboratério com a as bactérias controle
4. |dentificar as bactérias entregues para o seu grupo. Anotar e relatar os Resultados.
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Provas Bioquimicas para Identificacido de Enterobactérias:

A) Meio sélido - Agar MacConkey

Prova 1: FERMENTAGAO DE LACTOSE (Fig. 4):

- Colbnias de coloragao vermelha: Lactose positiva
- Colbnias de coloragéo branca:  Lactose negativa

lac”: ; %em, lac :

Coldnias Colénias
Fermentadoras de .. : = NAO
lactose 7 Fermentadoras

de lactose.

A fermentacédo da lactose,
0 Unico agucar presente no As bactérias
meio, promove crescem pelo
acidificagao. mecanismo de
O indicador de PH - respiragao das
(vermelho neutro) provoca o proteinas
0 surgimento de cor hidrolisadas
vermelha. presentes no meio

Fig. 4: Provas bioquimica da fermentacao de lactose em meio MacConkey.

B) Meio Agar CITRATO DE SIMMONS (Fig. 5)

Prova 2: CITRATO DE SIMMONS

Prova positiva: coloragao azul

Prova negativa: coloragédo inalterada do meio (verde), auséncia total de crescimento.

Enterobactérias - Provas Bioquimicas - Citrato
de Simmons

Inoculagdo na

Citrato de
Simmons

Superficie

Frova (+) Provaqd-)

0 medo Citrato de Simmons comam Citrato de sodio como
dnica forie de Carbono:

Bactéria que s8o capares de oxidar Citate produzem
COy gue sa combina com sodio e Sgua formando carbonato de sddio
= 0 meiose torna alcalino=% indicador azul de bromotimol vira para

CorfAzul = Prova (+)
Bactérias gque ndo 580 capazes de uliizar o Citrato como Oréca fonie da

carbono, ndo cescam neste meio e o meio pemaneca INALTERADO.
Cor Verde e Ausénciade Crescimento = Prova (-}

Fig. 5: Prova bioquimica do meio Citrato de Simmons.
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C) Meio de MILi (Motilidade, Indol e Lisina-descarboxilase) (Fig. 5):
Os testes de Motilidade e L-Lisina descarboxilase sio verificados na base.

Prova 8: MOTILIDADE
Prova positiva: meio turvo.
Prova negativa: meio limpido ou crescimento s6 no local do inoculo.

Prova 9: INDOL. E realizada adicionando-se algumas gotas do reativo de Kovacs
(dietilaminobenzaldeido) na superficie do cultivo.

Prova positiva: coloragéo vermelha.

Prova negativa: coloragdo amarela.

Prova 10: L-LISINA DESCARBOXILASE
Prova positiva: coloragéo roxa.
Prova negativa: coloragdo amarela.

Enterobactérias - Provas Bioquimicas - Mili

Modilida de

Prova {+) Prova {-)

Motilidade
BackErnias moveis se
difundem a partir do
e indcula inicial
turvando o meio.
Prova (+)

Bactrias imoweis
SO0Mente crescem no
lecal aonde foram
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Prova [-)
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Descarboxilases
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Lisina descarboxilase que

pramova a remogao de
CO, dos a.a., produzindo
amina que alcaliniza o
meio = cor pUrpum.
Prowa [+)

Sa bacténa nao produz
asta enzima, a
fermentagao da glicose

provoca acidificagiodo
meia 3

Fig. 6: Provas bioquimicas do meio MILi.
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D) Meio EPM (Escola Paulista de Medicina) (Fig. 6):

Prova 3: Fermentacdo de GLICOSE:

Prova Positiva: base amarela.

Prova Negativa: base inalterada (verde)

Obs.: Todas as Enterobactérias sdo fermentadoras de glicose

Prova 4: Fermentagdo de GLICOSE com PRODUCAO DE GAS.
Prova Positiva: base amarela, com presencga de bolhas de ar.
Prova Negativa: base amarelada, sem bolhas de ar.

Prova 5: Producao de H,S:

Prova Positiva: base enegrecida — mascara (atrapalha) a leitura das provas: fermentagéo de
GLICOSE, fermentagao de GLICOSE com produgédo de gas, UREASE;

Prova Negativa: base n&o enegrecida.

Prova 6: Producao de UREASE:
Prova positiva: base inclinada azul.
Prova negativa: base inclinada amarela ou inalterada.

Prova 7: Producao de TRIPTOFANO DESAMINASE:

Prova Positiva: topo da inclinagédo verde escuro.
Prova Negativa: topo da inclinagao azulado, amarelo ou inalterado.

Enterobacteérias - Provas Bioquimicas EPM

L-t ripstafama-

Fermentacio P
de Gl

Bacléna qua Bacléria que Bacténia produz Bacléna produz Backna produz
Famenta Fermenta tiossulfato Enzima urease LTD qua
glicose glicose com redutase qua qus calalisa a provocanda sua
produzr acido producio de calalisa a magia raagia: de saminag o
= & indicador Kilide Reraing da camarsdn da umgia = CO,+ canarando-os
vira para PR tiossulfato a NH3 __am g-cein-
p; 3 HyS. HS reage [:] acidos. Forma-sa
" AEaa cam jans Fa™ NH; + HyO 3 acido indol
} d-altsduhfa ac. prasantes no MHOH pirlvico gua
fomico am Citrate de fero alcalinizanda o raage com sais da
GO, -bolhas amoniacal = maia. Fa, arginanda um
sulfeto de ferm Coar azul compasta cidico
() [precipitado (+ de cor verde
reqro) BECUFE Na
superficie,

i+

Fig. 7: Provas bioquimicas do meio EPM.
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Quadro: Identificagdo bioquimica parcial de Enterobactérias.

EPM MILI CITRATO
Lactose | Glicose | H.S | Urease | LTD | Motilidade | Indol | Lisina Citrato
Bactérias com Descarbo- | de
produgio xilase Simmons
de gis

Escherichia + + = 1 ] i+ + + |
coli

Klebsiella spp t+ + - + | 2 L +

Enterobacier + + = -+ B [ B i+

cloacae

Citrobacter -4+ + -4+ -+ - + e B L
freundii

Arizong T + + 5 E 5 | + T
Shigella sp - - £ 2 | | -+ | |
Edwardsiella - T -+ 8 = + 5 I [
favda

Salmonefla 2 + + = | | e | + +/-
spp

Serratia - T - -+ - T - + L.
MArcescens

Proteus - + -+ + + + -+ g -+
miirabilis

Providencia - +/- - - + + + 8 n
reftgert

Yersinia +/- - - # - -+ -f+ 8 -~
enterocolitica

Obs.: LTD: L-triptofano desaminase
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ReagbGes sorologicas para identificagio de sorogrupos de Escherichia coli
(Demonstragao)

Procedimento:

1. Com auxilio de 3 ml de salina, obteve-se uma suspensao bacteriana densa da cultura de E.
coli em Agar nutriente. A suspensao final foi fervida, para destruicdo do antigeno K (que
impede a aglutinagdo somatica - antigeno O).

2. Com o auxilio de uma alga, depositar um pouco da suspensao bacteriana sobre o lado
esquerdo de uma ladmina limpa e desengordurada. Adicionar uma gota de um dos
antissoros especificos e, com o auxilio de um palito estéril, homogeneizar. Do lado direito
da lamina, depositar da mesma forma outra amostra da suspenséo bacteriana e adicionar
uma gota de solugdo fisioldgica estéril (controle). Repetir o procedimento com o outro
antissoro.

3. Ap6és um minuto observar se houve aglutinagdo com algum dos antissoros. Em né&o
ocorrendo aglutinagdo com solugéo fisiolégica (cultura rugosa), identificar o sorogrupo da
suspensdao da cultura recebida.

| QUESTOES PARA ESTUDO

1. Quais foram as bactérias identificadas pelo seu grupo?
2. Compare os resultados do seu grupo com outros grupos de seu laboratério.

3. Pesquise:
Quais sdo os meios seletivos empregados para o estudo das Enterobactérias. Como eles
funcionam

4. Quando e porque as vezes € importante se realizar provas soroldgicas, principalmente
quando se trata de identificagdo de Enterobactérias?

5. Quais sao as doengas causadas pelas bactérias estudadas na aula pratica?
6. Qual a diferenga de Diarreia e Disenteria?

7. Pesquise:
a). Quais sao os sorotipos de E. coli que causam Diarreia?
b). Quais sao os sorotipos de E. coli que causam Disenteria bacilar?

8. Pesquise:
Quais sao demais Enterobactérias que causam Disenteria bacilar?

9. Pesquise:
Quais as outras doengas frequentemente provocadas por E. coli além de Disenteria
Diarreia? Sao as mesmas bactérias ou bactérias de outros sorotipos.

10. Pesquise:
Quais as outras doengas frequentemente provocadas pelas demais Enterobactérias além
de Disenteria e Diarreia?
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PRATICA: VISUALIZAGAO DE LAMINAS COM ESPIROQUETIDEOS
(Treponema e Leptospira)

Introducgao

Os espiroquetideos de importancia médica pertencem a:

- Familia Spirochaetaceae: bactérias do género Treponema e do género Borrelia
- Familia Leptospiraceae: bactérias do género Leptospira

Estas sao bactérias muito finas (de espessura muito reduzida) e por isto apesar de possuem
envoltérios semelhantes aos de bactérias Gram-negativas, mesmo apds coloracdo de Gram,
nao sao visiveis ao M.O. comum. Para sua visualizagcado ao M.O. é necessario:

- Coloragdo pela impregnacdo com prata (coloracdo Fontana-Tribondeau, para
espessamento;

- Emprego de técnicas especiais de microscopia (campo escuro, coloragdo negativa,
imunofluorescéncia.

Sao bactérias longas e flexiveis (0,1 mm didmetro x 10-20 mm comprimento) e possuem
filamento axial (endoflagelo) constituido por feixes de fibrilas nas extremidades da célula e se
dirigem a regido central. Possuem movimentagao: rotagdo em torno do préprio eixo, flexdo e
estiramento, e de difusao.

Outras bactérias espiraladas de importancia medica sao:
- Helicobacter pilori,
- Campylobacter jejuni

Material

1. L&minas com bactérias espiraladas coradas pela Coloragdo Fontana-Tribondeau (prata):
- Treponema pallidum isolado de Cancro duro
- Leptospira spp;

2. Microscépio de Campo escuro.

Procedimento

1. Visualizar as laminas com bactérias espiraladas, empregando-se:
- Coloragéo Fontana-Tribondeau (espessamento com prata);
- Microscopia de Campo escuro (vivas).

Resultados
Desenhar os campos e comentar sobre as visualizagdes.

| QUESTOES PARA ESTUDO

1. Quais sao as técnicas empregadas para visualizagdo ao M.O. de bactérias espiraladas?

2. Por que a coloragdo de Gram nao é empregada para visualizagdo de bactérias
espiraladas?

3. No que se baseia a Coloracdo de Fontana-Tribondeau, por que ela possibilita a
visualizagao de bactérias espiraladas?

4. O que é microscopia de campo escuro e porque ela é importante?
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PRATICA: VISUALIZAGAO DE LAMINAS CORADAS PELA COLORAGAO DE
ZIEHL-NEELSEN

Introdugao: As micobactérias sdo bacilos alcool-acido-resistentes (BAAR), ou seja, s&o bactérias
na forma de bacilos que, apds terem sido coradas pela fucsina, ndo se deixam descorar por uma
mistura de alcool e acido cloridrico. Esta propriedade parece decorrer da firme fixagdo da fucsina
a certos lipideos presentes na parede das micobactérias. Esta coloragdo foi desenvolvida por
Ziehl-Neelsen.

Os BAAR s&o agentes etiologicos de enfermidades que ocorrem em homens e animais. Neste
ultimo caso também podem ser consideradas zoonoses. As espécies de maior importancia sao:
Mycobacterium tuberculosis (agente causal da tuberculose humana); Mycobacterium bovis,
(tuberculose bovina, que pode ser transmitida ao homem pelo leite in natura) e Mycobacterium
leprae (agente causal da Hanseniase ou Lepra).

Dentro deste género, existem outras espécies que sdo consideradas oportunistas, ou atipicas,
ou ainda MOTT (Mycobacterium Other than Turbecle Bacilli). Geralmente, s6 causam doencgas
quando existe uma imunodepressao ou outras moléstias intercorrentes afetando os pulmdoes, tais
como: silicose, asbetose, ou qualquer outra patologia pulmonar. Atualmente, por causa da AIDS
tem ocorrido um aumento significante de casos de tuberculose em pacientes HIV+, causados pelo
M. tuberculosis e as Micobactérias oportunistas, em especial as do complexo MAIS (ou M. avium,
M. scrofulaceum e M. intracellulare). O diagnéstico, em qualquer dos casos de origem pulmonar,
se faz pelo exame do escarro, corando-se pela técnica de Ziehl-Neelsen, seguido de cultivo em
meios especificos como Loéwenstein-Jensen, ou Middlebrook7H10 e identificagdo por métodos
bioquimicos especiais. Recentemente, também esta sendo empregado o PCR.

Material

1. L&minas sabidamente positivas para BAAR (M. tuberculosis) para serem coradas pelo método de
Ziehl-Neelsen (vide método abaixo).

2. Varias culturas de BAAR, em especial M. tuberculosis, e algumas micobactérias oportunistas.
Bactérias com pigmentagdo como: M. kansasii, M. gordonae e outras nao cromogénicas como: M.
avium e/ou M. intracellulare;

3. Bateria de corante para coloracao de Ziehl-Neelsen.

Procedimento
1. Esfregaco, ja fixado, de secre¢éo pulmonar (escarro);
2. Realizar a coloragéo pela técnica de Ziehl-Neelsen para observar os BAAR;

3. Coloragao de Ziehl Neelsen:

a) Cobrir os esfregagos com fucsina de Ziehl. Aquecer até a emissao de vapores (N&o deixar o corante
secar). Esperar 5 minutos;

b) Lavar com agua corrente;

c) Descorar com alcool (97%), acido cloridrico (1%);

d) Lavar em agua corrente;

e) Corar com azul de metileno por 1 minuto;

f) Lavar e secar;

g) Observar ao microscopio as laminas coradas;

Resultados

| QUESTOES PARA: ESTUDO

1. O que sdo BAAR? Estas bactérias sdo de crescimento lento ou rapido? Quais s&o as
principais caracteristicas especificas destas bactérias?

2. Por que, quando se suspeita de tuberculose, a coloragdo de Gram nao € empregada para a
analise bacterioscopica do escarro na tentativa de identificagdo de micobactérias?

3. A tuberculose voltou a ser uma doenga que preocupa os 6rgéos de defesa sanitaria de
varios paises, inclusive do Brasil. E somente a bactéria M. tuberculosis que esta sempre
envolvida nestes quadros clinicos?

3. Quais as principais caracteristicas de semelhangas e diferengas entre Mycobacterium

tuberculois e Mycobacterium leprae?
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VIROLOGIA

PRATICA - EFEITO CITOPATICO DE ViRUS

Demonstragao de efeito citopatico induzido por alguns virus em células cultivadas "in vitro" e
de corpusculos de inclusdo em tecido infectado.

Introdugao:

As alteragdes morfolégicas que ocorrem quando células em cultura sdo infectadas por
virus sdo, até certo ponto, caracteristicas para cada grupo de virus e recebem o nome de
efeito citopatico. O efeito citopatico ndo permite a identificagdo do virus, mas fornece uma
base para um agrupamento preliminar deste virus. As alteragbes patolégicas mais detalhadas
podem ser estudadas através da infecgcdo de células em monocamada, cultivadas sobre
laminulas. Ap6s o aparecimento do efeito citdpatico, causado pela infecgdo com virus, as
laminulas sao fixadas, coradas através de métodos citolégicos de coloragdao, como por
exemplo, o método da hematoxilina-eosina, e montadas em laminas de microscopio.

Os virus multiplicam-se no nucleo ou no citoplasma das células, onde se agrupam
formando massas chamadas de "corpusculos de inclusao”. Assim, nas lesdes produzidas nos
tecidos infectados pelos virus, do homem ou de outros animais, poderemos encontrar células
com corpusculos de inclusdo que, pelas suas caracteristicas permitem a identificagdo do virus
que os produz e, portanto, chegar ao diagndstico da doenca.

Exercicio Efeito Citopatico
Observar ao microscépio as laminas apresentadas e fazer um esquema dos efeitos
citopaticos observados.

a) Células do tipo epitelial, de cultura normal, néac
inoculada, formando camada monocelular continua.
Apresentam o citoplasma corado em rosa e o nucleo em
azul, com um, dois ou trés nucléolos bem evidentes.

b) Efeito citopatico produzido por poliovirus e outros
picornavirus: As células apresentam-se pequenas, com
formas irregulares, isoladas ou em grupos, com o
citoplasma eosindfilo e nucleo picnoético e reduzido em
volume.

c) Efeito citopatico produzido por adenovirus: As
células infectadas apresentam-se grandes, arredondadas,
e, as vezes, reunidas em "cachos", com alteragbes
nucleaes evidentes e caracteristicas. Corpusculos de
inclusdo: eosindfilos nucleares ou massas cristalinas
basofilicas, segundo o tipo de adenovirus.
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d) Efeito citopatico produzido pelo virus do sarampo:
As células infectadas mostram-se multinucleadas,
hiperplasicas, mas seus nucleos apresentam estruturas
ainda conservadas. Ha "pontes citoplasmaticas"
intercelulares, que conferem a algumas células, forma
estrelada. Corpusculos de inclusdo: eosindfilos,
nucleares ou citoplasmaticos.

e) Efeito citopatico produzido pelo virus do Herpes
simplex: as células infectadas apresentam-se mono ou
multinucleadas (sincicios), com nucleos em graus
variaveis de degeneragdo. Corpusculos de inclusao:
nucleares e eosindfilos, circundados por halo claro
(corpusculo de incluséo Lipschutz).

f) Efeito citopatico produzido pelo virus da vaccinia:
As células infectadas apresentam-se multinucleadas,
formando sincicios. Corpusculos de inclusao: eosindfilos
e citoplasmaticos (corpusculos de inclusdo de Guarnieri).

g) Corpusculo de inclusao da citomegalia: O virus da
citomegalia € um virus DNA pertencente ao grupo dos
Herpesvirus. O material da lamina é corte histologico de
glandula salivar, corado pelo meétodo da
hematoxilina/eosina. S&o vistas células aumentadas de
tamanho (cerca de oito vezes o das células normais
circundantes), fazendo saliéncia na luz dos ductos
salivares. Os nucleos se tornam volumosos e forma-se um
corpusculo de inclusdo no seu interior, que estd corado
em azul escuro e circundado por um halo claro.

33

O OO0



| QUESTOES PARA ESTUDO

1). Consultando no seu livro de Microbiologia os capitulos especificos sobre cada familia de
virus preencha o Quadro abaixo.

2). Por que os corpusculos de inclusdo do Adenovirus e do virus Herpes s&o nucleares,

enquanto os do virus Vaccinia sao citoplasmaticos?

3). Que estrutura viral esta relacionada a formagao de sincicio? Por qué?

Quadro: Descrigao de alguns virus de importancia clinica.

Estrutura | Presenga | Acido |Formagdo | Localde
VIRUS FAMILIA |do capsideo| de |nucléico| de  |multiplicagdo
(simetria) |envoltério | (classe) | sincicio na célula
Picornaviridae
Poliovirus
Adenovirus |Adenoviridae
Virus do Paramyxo-
sarampo viridae
Herpex Hemesviridae
simplex
Virus da Poxviridae
vaccinia
Virus da Hemesviridae
Citomegalia
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PRATICA: REACAO DE HEMAGLUTINACAO

INTRODUCAO

Alguns virus ou antigenos derivados de virus, adsorvem-se as hemadcias através de
receptores existentes na membrana destas. Como resultado, as hemacias se aglutinam, sendo
este fenomeno denominado de hemaglutinagao.

A reacdo de hemaglutinagdo ¢ uma técnica simples. Basicamente, hemacias em
suspensdao sdo colocadas em contato com uma suspensdo de virus ou do antigeno
hemaglutinante. Por a¢do da gravidade, na auséncia de virus, as hemacias sedimentam na forma
de um botdo compacto, no fundo do tubo ou da placa e as hemacias aglutinadas sedimentam de
forma difusa.

Dependendo do virus, hd uma grande variacao na espécie animal cujas hemécias vao ser
aglutinadas. Assim, alguns virus aglutinam hemacias de uma grande variedade de espécies. O
virus de influenza, por exemplo, aglutina hemacias de galinha, cobaia, carneiro e humanas do
grupo O. Outros virus, aglutinam hemacias apenas de uma espécie, como ¢ o caso do virus do
sarampo, que sO aglutina hemacias de macaco.

A reacdo de hemaglutinacdo pode ser usada para deteccdo ou identificagdo preliminar
de virus isolados de pacientes, pesquisando-se quais as hemacias que estes virus aglutinam.
Pode, também, ser usada para titular os virus hemaglutinantes, determinando-se a mais alta
dilui¢do de virus que ainda ¢ capaz de aglutinar hemacias.

As hemaglutininas virais sdo proteinas antigénicas e, quando um virus infecta o
organismo humano ou animal, hd a producdo de anticorpos especificos contra as
hemaglutininas virais. Estes anticorpos, presentes no soro, sdo capazes de se combinar com o
virus in vitro, inibindo assim a hemaglutinacdo. Na infec¢do, in vivo, esses anticorpos inibem o
reconhecimento de receptores celulares, inibindo a infecgdo. Este é o principio da reacdo de
inibicdo da hemaglutinag¢@o, que tem grande utilidade no diagnéstico das viroses. Esta reagao
pode ser usada para identificar virus isolados de pacientes, usando antisoros-padrdo especificos
ou, ainda, para dosar anticorpos no soro de pacientes, usando-se virus-padrdo mantidos no
laboratorio. Neste Gltimo caso, para diagnostico, devem-se colher duas amostras de soro do
paciente: uma na fase aguda, logo que se manifesta a doenga e outra na fase convalescente,
duas semanas apds a primeira. Se houver um aumento do titulo de anticorpos inibidores da
hemaglutinacdo de pelo menos 4 vezes para um determinado virus pode-se fazer um
diagnostico seguro de infeccdo recente por este virus. Este aumento de titulo de anticorpos
inibidores da hemaglutinacao, de pelo menos 4 vezes, ¢ chamado de soroconversao.

Exercicio pratico 1: Reacio de hemaglutinaciao

Objetivo: demonstracao da presenca de um agente viral através da deteccdo da hemaglutinina
produzida pelo mesmo e dosagem desse virus.

Material:

1) 80 uL de suspensdo de virus Influenza (liquido alantéico de ovo embrionado de galinha),
2) 1,5 mL de solugdo fisioldgica,

3) 1,5 mL de suspensdo de hemadcias de galinha a 1%,

4) 1 micropipeta de 100 puL e ponteiras

5) placa escavada para microtitulacdo (fundo em “U”),

6) potes de descarte
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Metodologia:

1. Com a micropipeta, distribuir 50 pL de solugdo fisioldgica em todos os orificios da linha A
da placa de HA.

2. Com uma nova ponteira, adicionar 50 pL da suspensdo viral somente no primeiro orificio da
linha A da placa de HA.

3. Homogeneizar bem a suspensao do virus Influenza (dilui¢ao 1/2) e transferir 50 pL para o 2°
orificio da série. Homogeneizar novamente e transferir 50 pul. para o 3° orificio. Repetir esse
passo sucessivamente até o orificio A10 (diluigdo 1/1024). Descartar a ponteira no pote de
descarte. Atenc¢ao: nos orificios A1l e Al2, ndo adicionar diluigdes de virus, pois serdo os
controles de hemacias da reacdo.

4. A seguir, com uma nova ponteira, adicionar 100 pL da suspensdo de heméacias de galinha
(levemente homogeneizada), em todos orificios correspondentes as diluigdes seriadas (Al até
A10) e nos controles (All e Al2).

5. Agitar suavemente a placa e incubar a temperatura ambiente, por 40 minutos, sobre uma
folha de papel branca. Fazer a leitura e anotar no protocolo.

Exercicio pratico 2: Reacio de inibicdo da hemaglutinacao

Objetivo: demonstracdo da dosagem de anticorpos inibidores da hemaglutinagdo, em 2
amostras de soro de um mesmo paciente, colhidas na fase aguda e na fase de convalescenca.

Para a reacdo de inibicdo da hemaglutinagdo, os soros colhidos dos pacientes sdo
diluidos na placa (1/2 a 1/1024) e cada dilui¢do ¢ colocada em contato com um volume fixo de
uma suspensao viral, contendo 4 unidades hemaglutinantes. Esta mistura ¢ incubada por 1 hora
a 37°C, para permitir a reacdo do anticorpo com antigeno. A seguir, 1 gota de suspensdo de
hemacias ¢ adicionada a cada orificio da placa. Apos incubac¢do de 30 minutos, faz-se a leitura
da reacdo. Nos orificios onde existem anticorpos em quantidade suficiente para se combinar
com a hemaglutinina viral, observa-se a inibicdo da hemaglutinacdo, evidenciada pela
sedimentacdo das hemacias, formando um botido fechado; nos orificios onde ndo existem
anticorpos, as hemacias serdo aglutinadas pelos virus livres, sedimentando em forma de um
aglomerado irregular. O titulo do soro é determinado como sendo igual a reciproca da maior
dilui¢do capaz de inibir completamente a hemaglutinagao.

Material:

As placas, preparadas para a aula, ja estdo com os soros da fase aguda e da fase convalescente
diluidos na base 2 ( de 2 a 1/1024), e cada diluicdo foi adicionada de 4 unidades
hemaglutinantes de virus.

Técnica:
- Adicionar 100 pL de solug@o de hemacias 1% a cada orificio da placa;
- Agitar suavemente;
- Incubar por 30 minutos;
- Fazer a leitura e anotar no protocolo;

Leitura:
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- Nos orificios "controle", isto ¢, aqueles nos quais se dispensou apenas a solucdo
fisiologica e as hemacias, estas devem sedimentar, por acdo da gravidade, formando ao
fundo da cavidade um botdo fechado, central;

- Nos orificios que contém aglutinina viral, as hemacias formam uma malha, ou seja, um
aglomerado irregular;

- Nos orificios que receberam soro do paciente, virus e hemacias se o soro tiver
anticorpos estes vao recobrir os virus e impedir que estes se liguem as hemacias.
Portanto, na presenga de anticorpos as hemacias sedimentam; na auséncia de anticorpos

os virus estdo livres e se adsorvem as hemacias, causando a aglutinacao.

Convenciona-se como:
- uma unidade hemaglutinante (UHA), a maior dilui¢ao do virus que ¢ capaz produzir
hemaglutinacdo, no volume considerado (50pul);

- titulo do antigeno viral, a reciproca desta maior diluicdo. Por exemplo: se tivermos uma
unidade na diluicao 1/128, em 50pl, o titulo do antigeno viral sera de 128 UHA/50pl. Para se
obter uma suspensao contendo 4 unidades hemaglutinantes (no volume em questdo), devemos
diluir a suspensao viral 4 vezes menos. Esta diluicdo corresponde aquela do 3° orificio,
contado de tras para diante, a partir do orificio que contém uma unidade.

- Na reacdo de inibigdo da hemaglutinagao o titulo do soro corresponde a reciproca da maior
dilui¢do deste que é capaz de inibir a hemaglutinag@o e é expresso em unidades inibidoras da
hemaglutinacdo (UIHA).

Anote, nos protocolos a seguir, os resultados obtidos pelo seu grupo. Marque nas respectivas
casas: + para aglutinacdo e - para sedimentacao.

Reacdo de Hemaglutinacio

Data: _ / /  Hemdcias: galinha 1%

Diluente: solucdo fisiologica
Virus: Influenza

Diluicdo | 1/2 | 1/4 | 1/8 | 1/16 | 1/32 | 1/64 | 1/128 | 1/256 | 1/512 | 1/1024 | C C

Questao 1: Qual o titulo, definido em UHA, da amostra de virus Influenza que vocé recebeu?
Resposta:

Questao 2: Qual a diluicdo que contera 4 UHA/50ul ?
R.:

Reacdo de Inibicio da Hemaglutinacio
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Data: / / Hemacias: galinha 1%

Diluente: solucéo fisiologica Soros: A - fase aguda
Virus: Influenza C - fase convalescente

Diluicio 1/2 1 1/4 | 1/8 | 1/16 | 1/32 | 1/64 | 1/128 | 1/256 | 1/512 | 1/1024 | C | C

Aguda

Convalescente

Questao 3: Qual o titulo, definido em UIHA, da amostra de soro da fase aguda?
R.:

E da amostra de soro da fase de convalescenca?

R:

Questao 4: Houve soroconversao?
R.:

Questao 5: Qual o significado da soroconversao?
R.:

Questdo 6: Pesquisar nos livros textos: Quais os virus ou as familias de virus que possuem
hemaglutininas, para as quais estes testes podem ser utilizadas como diagnostico?
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PRATICA: REAGAO DE NEUTRALIZAGAO

Introdugdo: Uma particula viral, apés combinagdo com o anticorpo especifico, fica
"neutralizada", isto é, torna-se nao infecciosa. Isso ocorre pelo bloqueio das estruturas
externas necessarias no processo de adsorcdo a membrana celular da célula hospedeira ou
pelo blogueio da desmontagem do capsideo viral. Nesta técnica, soro e virus sdo misturados,
incubados em condi¢des apropriadas para que haja reagéo, sendo a mistura posteriormente
inoculada em culturas celulares ou animais de laboratoério. Se os anticorpos presentes no soro
forem especificos para o virus, este sera neutralizado e nao ocorrera infecgdo das células. No
entanto, se os anticorpos nado forem especificos, o virus continuara infectivo e sera observado
efeito citopatico nas culturas celulares e doenga, ou morte nos animais de laboratério.

A reacao de neutralizagdo em culturas celulares tem grande utilidade no diagnostico
de laboratério das infecgdes virais. Pode ser usada para identificar uma amostra de virus
isolado ou para a dosagem de anticorpos neutralizantes no soro de um paciente. Na reacéo
de neutralizagao para identificagdo de um dado virus, utilizam-se soros-padrao hiperimunes
preparados em coelhos ou outros animais. O soro especifico, que é capaz de neutralizar o
virus isolado, é considerado homodlogo ao virus, e o identifica. Alguns virus sé&o
biologicamente semelhantes, mas tém composi¢des antigénicas diferentes, constituindo-se
em tipos antigénicos de um mesmo virus, ou sorotipos. Assim, por exemplo, existem 7 tipos
antigénicos do adenovirus, que causam infecgdes respiratorias agudas. Se a amostra de
virus isolado de um paciente, pelas caracteristicas do efeito citopatico for considerado como
adenovirus, podemos, através da neutralizagado, utilizando soros padroes tipo especificos,
saber a que tipo pertence essa amostra, isto é, determinar qual o sorotipo do virus.

A reacdo de neutralizagdo também pode ser feita para a dosagem de anticorpos no
soro de pacientes, utilizando para isto virus padrbes conhecidos, mantidos em laboratério. Por
meio da neutralizacdo pode-se verificar para quais virus o paciente tem imunidade, ou se esta
respondendo satisfatoriamente a uma infecgao. Se fizermos uma série de diluicdes do soro do
paciente e executarmos a reacao de neutralizacdo com cada diluicdo, podemos dosar a
quantidade de anticorpos. Esta reagdo tem grande utilidade no diagndstico das doencgas
virais.

Exercicio pratico:

Uma crianga de 18 meses de idade foi hospitalizada com febre alta, conjuntivite, secregao
nasal e tosse. Em alguns dias o quadro clinico evolui para bronquiolite e a paciente
necessitou assisténcia respiratoria.

No dia seguinte a internagéo foi colhida uma amostra de lavado de nasofaringe. A amostra foi
diluida em solugao salina e foi inoculada em cultura de células HEp2 (carcinoma humano de
laringe). Apos 48 h, foi observado um efeito citopatico (ECP) caracterizado por
arredondamento das células, formagao de cachos e formagdo de corpusculo de inclusdo
nuclear, sugestivo de adenovirus. Foi colhido o sobrenadante da cultura com efeito citopatico
positivo e congelado para posterior caracterizagao do virus.

Titulacéo do virus isolado (sobrenadante da cultura celular com ECP positivo):
1. O virus isolado foi diluido, em solugéo salina tamponada, na base 10, de 10" até 10°°.

2. Culturas de células HEp2 foram preparadas em tubos, cultivadas em Meio Minimo de Eagle
com 10% de soro fetal bovino (MEM -10%SFB). Assim que apresentaram confluéncia, isto &,
um tapete de células uniforme, o meio de cultura foi trocado para meio de manutengao MEM
2 SFB. Cada uma das diluigbes do virus foi inoculada em dois tubos de cultura e estes
incubados a 37°C por 4 dias.

3. Duas culturas de células HEp2 foram mantidas sem inocular, para controle de células
4. Apos 48 e 96 horas de incubagao a 37°C, as culturas foram observadas ao microscopio e
anotados quais tubos apresentaram efeito citopatico.
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A) Leitura da titulagao

Diluigao do | 107 107 10° 10° 107 10° Cont.
Vis
Titulacéo da bt | bRt | Bt + neg neg negq
amostra clinica ++++ | H+t ++ ++ neg neg neq
B) Definicao:

= Titulo: E o inverso da maior diluicdo do material capaz de causar o efeito em estudo.

Como no caso observamos o efeito citopatico (ECP) do virus nas culturas celular, o titulo é
definido Doses infectantes em cultura de tecido (DICT). A diluigdo na qual ainda foi observado
o efeito citopatico, correspondente aquela que contém 1 DICT por volume inoculado. No
exemplo 1 DICT em 100uL. O titulo corresponde ao inverso da maior diluicdo onde ainda se
observou o efeito citopatico. Portanto, se na diluigdo 10™ foi observado ECP, esta contém 1
DICT por100uL. O titulo da amostra original é de 10* DICT por 100pL.

E importante titular o virus isolado, antes de proceder a neutralizagéo, para que nao
haja a chance de usar excesso de virus o que dificultaria a observagéo da neutralizagdo pelos
anticorpos.

Na reagao de neutralizagdo de adenovirus, utilizamos 10 DICT de virus em cada tubo.
Portanto, de modo a ter 10 DICT a amostra original foi diluida 10 vezes.

2.3) REAGAO DE NEUTRALIZAGAO PARA TIPAGEM DO VIiRUS ISOLADO:

A) Material:

1. Um tubo contendo a amostra de virus isolado, titulado e diluido 10 vezes de forma a
conter 10 doses infectantes (10 DICT/100pl).

2. Tubos contendo soros-padrao anti-adenovirus, isto &, soros de coelhos que tém anticorpos
contra os adenovirus do tipo 3, 5 e 7, diluidos de modo a conter 100 unidades neutralizantes.
Um tubo com soro normal de coelho. Um tubo com salina tamponada.

3. Dois tubos de cultura de células HEP. Estas culturas foram preparadas em MEM -10 %
SFB. Ap6s 72 horas, isto é, apés a confluéncia das células, o meio de cultivo foi trocado para
MEM com 2 % de SFB.

Trés pipetas tipo pasteur estéreis.

B) Procedimento:
1. Ligar o gas. Trabalhar o tempo todo com assepsia.

2. Com uma pipeta pasteur, transferir o soro padrao (todo o contetido = 300 uL) para o tubo
que contem o virus (300 uL).

3. Fechar o tubo e misturar, delicadamente, o virus com o soro.
4. Incubar a reagao antigeno-anticorpo a 37°C centigrados por 15 minutos.

5. Com o auxilio de outra pipeta tipo pasteur, inocular 200uL (4 gotas) em um dos tubos de
cultivo.

6. Deixar o outro tubo de cultivo para controle de células.

C) Divisdo do material por grupos:

= Grupos 1, 6, 11 e 16 — virus isolado e soro anti-adenovirus 3.
= Grupos 2, 7, 12 e 17 — virus isolado e soro anti-adenovirus 5.
= Grupos 3, 8, 13 e 18 — virus isolado e soro anti-adenovirus 7.
= Grupos 4, 9, 14 e 19 — virus isolado e soro normal de coelho.
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= Grupos 5,10,15 e 20 — virus isolado e salina tamponada.
D) Protocolo para leitura:

tubos inoculado

controle

| QUESTOES PARA ESTUDO

1. Quais os resultados obtidos pelo seu grupo e pelos demais grupos da classe?

Marque no Quadro acima estes resultados.
2. Qual o soro padrao que neutralizou o efeito citopatico do virus?
3. Qual o tipo sorolégico do virus isolado?
4. Qual a finalidade da utilizagdo de soro normal de coelho?
5. Qual a importancia de se determinar o sorotipo de um virus?
6. O que é um anticorpo neutralizante?
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PRATICA: Diagnéstico rapido das viroses - Ensaio Imunoenzimatico e Western-
blot:

Introdugao

Os métodos de diagndstico laboratorial para identificagdo de virus podem ser classificados
em “classicos” e “rapidos”. Os métodos classicos sdo baseados no isolamento de virus em
sistemas celulares, seguido de tipagem dos virus por antissoros especificos. A identificagdo
de um virus pelos métodos classicos leva no minimo duas semanas, quando ndo meses.
Estes métodos sdo muitos importantes para a pesquisa, ou para estudos epidemioldgicos,
mas tém pouca utilidade no diagndstico clinico.

Os métodos de diagnostico rapido sdo importantes em situagdes nas quais a etiologia
de uma doencga viral deve ser determinada com rapidez e precisdo, para a intervengao
imediata do clinico, ou na prevencéo de doengas, como na triagem de sangue para reposi¢ao.
Apresentam grande utilidade na identificagcdo de infecgbes por virus que ndo podem ser
facilmente cultivados, como por exemplo os virus da hepatite. A hepatite B, HIV, rotavirus,
entre outros. No diagnoéstico rapido, virus, antigenos virais, anticorpos do tipo IgM ou IgG séo
detectados diretamente em amostras provenientes dos pacientes.

A microscopia eletrénica foi a primeira técnica a ser aplicada no diagndstico rapido dos
virus. E importante para o estabelecimento da etiologia de varias doencas, entre elas a
variola que, apesar de erradicada, ainda deve ser tratada como uma emergéncia virologica
em casos suspeitos, devido a sua alta taxa de contagio. E uma técnica utilizada na
identificacao de uma série de virus causadores de gastrenterites infantis, como os rotavirus e
adenovirus, que sao de dificil cultivo. As principais limitagdes da microscopia eletrénica séo: a
disponibilidade do microscopio, aparelho caro e sé existente em centros mais especializados
e a dificuldade em se examinar um grande numero de amostras.

Existem diversas técnicas laboratoriais que podem ser utilizadas no diagnéstico rapido
das viroses. Entre elas podemos citar: a reagéo de fixagdo do complemento, a aglutinagéo de
particulas de latex, a hemaglutinagéo, a reagdo de imunofluorescéncia, o radioimunoensaio,
0s ensaios imunoenzimaticos e mais recentemente, a reagédo de PCR.

As técnicas mais utilizadas sao:
= a reagao de hemaglutinagdo: aplicada no diagndstico de virus do sarampo, da rubéola, da
influenza, etc., ou para a detecgéo de anticorpos contra estes virus;

* 0 ensaio imunoenzimatico: utilizado para detecgdo de antigenos virais ou anticorpos contra
hepatites, rotavirus, adenovirus, citomegalovirus, HIV, etc.

= a PCR: importante na determinag&o da carga viral do HIV, mas tem sido padronizada para a
deteccdo de inumeros virus.
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1.1) Diagnéstico laboratorial para HIV:

O HIV é um virus da familia Retroviridae, género
Lentivirus. A particula viral é esférica, envelopada, medindo de arsn
80 a 100 nm de didmetro. O core interno tem morfologia
icosaédrica, sendo constituido pelo capside, em forma de cone, e
pela matriz, de morfologia esférica. O capside é formado pela
proteina p24 e abriga o genoma viral. A matriz € formada pela
proteina p17. O genoma viral é constituido por duas copias de
RNA de fita simples, de polaridade positiva. A cada fita de RNA
encontra-se associada a transcriptase reversa (RT 66 kDa) e a
integrase (IN — 32kDa). O genoma viral encontra-se recoberto
pela proteina de nucleocapside (p7). O capsideo abriga, ainda, a
protease (p11). O envoltério lipoprotéico apresenta duas
proteinas glicosiladas, sendo a mais externa a gp120, utilizada
no reconhecimento do receptor e a mais interna a gp41, uma
proteina transmembrana que atua como proteina de fusdo. A
antigenicidade destas proteinas permite o diagnédstico da
infecgdo baseado na procura dos anticorpos especificos contra o
virus, seja por ensaio imunoenzimatico ou através da reacao de
western-blot. A resposta imune varia de acordo com a carga viral
ou a imunocompeténcia do hospedeiro.

O diagnéstico da infecgdo por HIV é mais frequentemente realizado pela detecgao do
anticorpo especifico presente no soro do paciente. O ensaio imunoenzimatico (ELISA-
“Enzyme-Linked Immunosorbent Assay”) é utilizado para a triagem de rotina. Detecta
anticorpos contra uma ou mais proteinas virais, mas pode fornecer resultados falso-positivos.
Todo resultado positivo pelo ELISA precisa ser confirmado por um ensaio mais especifico,
como a reagdo de Western-blot, que determina os anticorpos especificos contra cada uma
das proteinas virais. As chamadas ELISAS de 42 geracdo detectam anticorpos anti-HIV e
proteinas do HIV e proporcionam uma detecgdo mais precoce da soro-conversao, reduzindo o
periodo da janela imunolégica, e diminuindo a ocorréncia de resultados falso positivos.

Exercicios:

2.1) Determinagao de anticorpos anti-HIV através do ensaio imunoenzimatico:

Observacado importante: Esta aula € uma simulagcdo dos testes utilizados em rotina e
NENHUM material infeccioso sera manipulado. Entretanto deve-se tomar CUIDADO ao
manipular alguns dos reagentes (OPD-ortofenildiamina e o acido sulfurico 2M) usados
durante o experimento.

1. Uma microplaca foi sensibilizada com uma mistura de antigenos de HIV: proteinas p24 e
gp160 (precursora da gp120 e da pg41) purificadas, obtidas a partir de virus cultivados em
células. Esta mistura de antigenos virais foi distrubuida nas fileiras A, C, E e G da placa.

2. Como controle de especificidade foram colocados antigenos celulares, obtidos de células
nao infectadas, nas fileiras B, D, F e H.

3. As amostras de soro dos pacientes (301 a 306), bem como as amostras de soro controle
positivo e soro negativo foram adicionadas, em duplicata, as cavidades contendo antigenos
virais, assim como, as cavidades controle celular (100 pL por cavidade), utilizando para cada
amostra 4 cavidades, conforme o esquema da placa abaixo.

4. A microplaca foi incubada por 90 min. a 37°C.

5. A seguir, a placa foi lavada, por 3 vezes, com tampéao fosfato (PBS-Tween 20).

6. Para detectar a presencga dos anticorpos, foram adicionados a cada cavidade 100 pl de
soro de cabra anti-lgG humana, conjugado a peroxidase.

7. A microplaca foi incubada por 60 min. a 37°C.

8. A segquir, a placa foi lavada, por 3 vezes, com tampéao fosfato.

Etapas a serem executadas durante a aula:

9. Adicionar a mistura substrato + cromoégeno, agua oxigenada + OPD

(ortofenilenodiamina) no volume de 100 ul (2 gotas) por cavidade utilizada.
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10. Incubar a temperatura ambiente até o desenvolvimento de coloragdo amarela nos
controles positivos.

11. Para parar a reagao, adicionar 50 ul (1 gota) de acido sulfurico 2M a cada cavidade.

12. Sao consideradas positivas as amostras que apresentarem coloragdo amarelo-marrom.
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2.2) Determinagéao de anticorpos anti-HIV através da reagao de Western-blot
(Demonstragao):

A técnica de Western blot tem sido utilizada na caracterizagédo do perfil antigénico do
HIV e na descricdo da resposta imune para este virus em pessoas expostas ou infectadas.
Devido a seu alto custo, mas grande sensibilidade é comumente utilizada apenas como teste
confirmatorio, sendo o ensaio imunoenzimatico (ELISA) utilizado rotineiramente como teste de
triagem. O principio da reagdo € o mesmo do ensaio imunoenzimatico, mas na reagao
Western-blot as proteinas virais s&o separadas pelo sua massa (kDa) em tiras de
nitrocelulose. O preparo destas fitas, contendo as proteinas virais, € feito pelas industrias
produtoras de kits de diagndstico. No laboratério clinico a reagéo é feita a partir da adigdo do
soro do paciente.
1. O HIV é cultivado da linhagem celular H9 de linfocitos T. O virus parcialmente purificado é
inativado por tratamento com psoralen e luz utravioleta e rompido pela agdo de detergente.
2. Os extratos proteicos sao aplicados num gel de SDS-poliacrilamida.
3. As proteinas virais sdo separadas de acordo com o peso molecular, através de
eletroforese.
4. As proteinas s&o transferidas do gel para uma membrana de nitrocelulose ou nylon, em
cuba de transferéncia, por aplicagdo de uma corrente elétrica.
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5. A membrana ¢é entdo lavada, bloqueada (com proteinas, ex: leite, para minimizar a ligagéo
inespecifica de imunoglobulinas), cortada em fitas e acondicionada.

No momento do teste:

6. Para cada amostra de soro é utilizada uma fita em separado. As fitas de nitrocelulose sédo
incubadas na presenga do soro ou plasma dos pacientes, assim como, com 0S SOros
controles, por 2 h a 37°C.

7. A seguir, as fitas s&o lavadas, por 3 vezes, com tampao fosfato (PBS-Tween 20).

8. Para detectar a presenca dos anticorpos, é adicionado soro detector: soro de cabra anti
IgG humana, conjugado a peroxidase e as fitas sdo incubadas por 30 min. a 37°C, e lavadas.
9. A reagao é revelada com solugao de substrato: tampao citrato contendo H,O, e 4-cloro-1-
naftol (cromdgeno), por 10 a 15 minutos a temperatura ambiente, e lavadas com agua.

10. Para leitura da reagédo ¢ feita analise das bandas proteicas reveladas, e a presenga ou
auséncia de anticorpos para HIV é determinada pela comparacéo de cada fita de nitrocelulose
teste com os padrées de bandas dos controles positivos. Cada banda visualizada na fita teste
deve ser relacionada com um peso molecular das proteinas virais, baseando-se em sua
posigdo e por comparagédo com a fita contendo o controle positivo altamente reativo (forte).
Resultados do Western-blot:

Exemplos: Fortemente Fracamente positivos Negativo
positivos
gp160 =
gp120 ——
pes
p55
p51
gp41
p39
p24
p18 ——
Controle de soro —— | | i e
Banda especificade HIV-2 —— | | B g

Padrao observado Resultado
Nenhuma banda presente Negativo.
Uma bandas presente em gp41 ou gp120/160, & a banda p24 Positivo para HIV-1.

presente. Normalmente gp 120/160 e gp 41 apresentam-se difusas.

Bandas presentes com padrao diferente do esperado. Indeterminado.
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Representacdoesquematicadareagdo de Western-blot

L]

Aplicagdo da amostra Eletroforese

Tampio Nitrocelulose

itrocelulose

Gel

. e .,
“Proteinas transferidas
Transferéncia

Proteinas del;é;?adas
{1
i

|

Incubacdo com o soro teste Revelacdo

| QUESTOES PARA ESTUDO

Parte 1:
1. No ELISA quais os resultados obtidos para os controles positivos e negativos?

2. Qual o resultado obtido para as 6 amostras testadas?

3. Considerando estes resultados quais as amostras que deverdao ser submetidas a testes
confirmatérios (Western-blot)?

Parte 2.
1. Quais os diagnoésticos finais das amostras analisadas?
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MICOLOGIA

PRATICA: ISOLAMENTO DE FUNGOS DO MEIO AMBIENTE

INTRODUGCAO

Os fungos tem como habitat, os mais diferentes substratos. A grande maioria
dos fungos vive no solo fazendo parte da reciclagem dos materiais na natureza. Sao
encontrados também nos vegetais, agua, nos animais , etc. Os fungos formam
diversas estruturas de dispersdo, sendo a principal, os esporos, e através de
dispositivos especiais, essas estruturas entram em contato com varias vias de
dispersao.

A principal via de dispersao é o ar atmosférico, através dos ventos. Os fungos
que se dispersam pelo ar atmosférico sdo denominados de fungos anemdfilos e tem
importancia em alergias no homem e como agentes deteriorantes de diversos
materiais. Os fungos podem se dispersar também pela agua, sementes, insetos,
homem, animais, etc.

Pelas vias de dispersao, os fungos sao espalhados na natureza. Quando
encontram um substrato com nutrientes adequados, crescem e colonizam. Dessa
maneira, podem deteriorar varios materiais e ocasionar em varios hospedeiros, as
micoses.

Através de métodos especificos, os fungos podem ser isolados de seu habitat,
das vias de dispersédo, dos varios materiais contaminados e de diversos hospedeiros
com micoses.

MATERIAL

Placas de Petri com agar Sabouraud para isolamento de fungos anemofilos

Placas de Petri com agar Sabouraud para isolamento de fungos da agua.

Placas de Petri com agar batata para isolamento de fungos de substratos alimentares.
Placas de Petri com terra para isolamento de dermatofitos

Pelos estéreis

Tubos com suspenséao de alimentos (ragéo).

Tubos de 20 ml estéreis

Tubos com agua destilada estéril

Pipetas de 1 ml estéreis.

ISOLAMENTO DE FUNGOS ANEMOFILOS

Expor placas de Petri, contendo agar Sabouraud dextrose durante 15 minutos
em diferentes locais. Cultivar a temperatura ambiente. Apos 4 dias realizar a
contagem de colbnias crescidas e iniciar a identificacdo das mesmas.

ISOLAMENTO DE FUNGOS DE LIQUIDOS.

Para o isolamento de fungos que utilizam a agua como via de disperséo,
utiliza-se técnicas de diluicdo comuns e semeadura em agar Sabouraud. Para o
isolamento de fungos aquaticos, as técnicas sao especificas.

Coletar agua do bebedouro, da torneira ou de outro local. Semear 1 ml
do liquido em agar Sabouraud. Espalhar com alga de platina e cultivar a
temperatura ambiente. Apos 4 dias realizar a contagem de colbnias crescidas e
iniciar a identificacdo das mesmas. Em alguns casos € necessario proceder a
diluicdo da agua e semear pela técnica de “pour plate”.
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ISOLAMENTO DE DERMATOFITOS DO SOLO (Método de Vanbreuseghen).

Esta técnica permite-nos conhecer a biologia dos dermatdfitos, seus ciclos
evolutivos e sua ocorréncia em determinada regido. Os dermatofitos tém a
capacidade de crescer em queratina e, devido a este fato, utilizamos pélos e outro
material que a contenha, como isca para "pescar " o dermatofito.

Colocar uma quantidade de terra em placa de Petri estéril. Espalhar os pélos
sobre a superficie da terra. Umedecer com agua estéril.Fechar e identificar a placa.
Deixar a temperatura ambiente, observando-a periodicamente.Apos crescimento de
micélio branco penugento ao redor dos pélos, examina-los entre lamina e laminula
com uma gota de lactofenol azul algodao. Desenhar as estruturas caracteristicas.

ISOLAMENTO DE FUNGOS DE SUBSTRATOS ALIMENTARES.

Fazer uma suspensédo do substrato em agua destilada estéril (g/ml). Fazer uma
diluicdo seriada e semear pela técnica “pour plate” em agar batata acidificado. O
material sera entregue numa diluicdo adequada e a semeadura sera realizada em
superficie do agar.

1-

PRATICA: MORFOLOGIA MACRO E MICROSCOPICA DOS FUNGOS

Morfologia de fungos
49



Introdugao

Os fungos podem ser identificados pela sua morfologia macroscopica e microscopica.
Macroscopicamente os fungos podem apresentar varios tipos morfolégicos com colbnias
filamentosas, cotonosas, pulverulentas e outras (bolores) e cremosas (leveduras) e com os
mais diversos tipos de pigmentos.

Microscopicamente podem se apresentar como organismos unicelulares, as
leveduras, ou na forma de hifas, a unidade estrutural basica dos bolores. O conjunto de hifas
define o micélio. O micélio pode ser diferenciado em vegetativo, quando exerce as fungdes de
assimilagao de alimentos, e micélio de frutificacdo que serve a reprodugao.

Podem ter como habitat os mais diferentes substratos. A maioria dos fungos vive no
solo fazendo parte da reciclagem dos materiais na natureza formando diversas estruturas de
dispersao.

A principal via de dispersao € o ar atmosférico, através dos ventos. Os fungos que se
dispersam pelo ar atmosférico sdo denominados de fungos anemdfilos e tem importancia em
alergias no homem e como agentes deteriorantes de diversos materiais.

Pelas vias de dispersao, os fungos sao espalhados na natureza. Quando encontram
um substrato com nutrientes adequados, crescem e colonizam. Dessa maneira, podem
deteriorar varios materiais e ocasionar em varios hospedeiros, as micoses.

Micélio vegetativo
De acordo com a morfologia, apresenta 3 tipos:

Unicelular: Células arredondadas, ovoides ou alongadas, e se reproduzem principalmente por
brotamento. Caracteriza as leveduras.

Filamentoso: Pode se apresentar com ou sem septos. As hifas podem se diferenciar em
estruturas variadas, recebendo denominagbes diversas: rizdides, artrosporadas,
anastomoses, etc. Caracteriza os bolores.

Pseudofilamentoso: Algumas leveduras em determinadas condi¢gdes formam, por brotamentos
sucessivos, uma estrutura filamentosa conhecida com o nome de pseudomicélio. Caracteriza
as leveduras do género Candida.

Micélio reprodutivo:

O micélio vegetativo se diferencia em estruturas de reprodugédo caracterizadas pela
formacao de conidios que cumprem as fungbes de disseminacdo da espécie. Os conidios
podem ser hialinos, pigmentados, simples, septados, apresentando varias formas que muitas
vezes definem géneros ou espécies de fungos. Sdo muio importantes na identificacdo dos
fungos. Os conidios, de acordo com sua origem, podem ser assexuados ou sexuados e tanto
um com outro, podem estar ou ndo dentro de determinadas estruturas.

Esporos assexuados:

Ectésporos: formam-se na extremidade de hifas especiais denominadas conidioforos.
Ex: Aspergillus, Penicillium.

Endodsporos: esporos produzidos no interior de esporangios. Os esporos, nesse caso
sdo chamados de esporangidsporos e caracterizam os zigomicetos. Ex. Rhizopus, Mucor.

Esporos sexuados:
Ectosporos: esporos formados na extremidade de basidios e sdo denominados
basidiésporos. Caracterizam a subdivisdo Basidiomycotina. Ex. cogumelos.
Enddsporos:esporos formados no interior de células denominadas ascos. Os esporos
sdo chamados de ascosporos e caracterizam a subdivisdo Ascomycotina. Ex. Piedraia hortai.

Material

Culturas de Aspergillus, Penicillium, Rhizopus e Candida
Laminas prontas de Aspergillus, Penicillium, Rhizopus e Candida.
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Placas de agar Sabouraud

Placas para cultivo em Iamina e Placas para cultivo em [&mina-leveduras
Laminas, laminulas, corante lactofenol azul-algodao, algas em L

Tubos com solucao fisiologica.

Morfologia macroscépica

Descreva os principais aspectos macroscopicos caracteristicos: tipo de coldnia, verso,
reverso, pigmentagao, etc. Observe a diferenga entre levedura e bolor.

Obtengao de colonia gigante.

Com alga de platina em L, retire um pequeno fragmento da colénia do tubo e coloque no
centro de uma placa de Petri com agar Sabouraud. Descreva os aspectos morfologicos
macroscopicos caracteristicos da col6nia apés ~ 7 dias de cultivo.

Morfologia microscopica

Descreva, através de laminas prontas, os principais aspectos microscépicos dos fungos em
questao.

Aspergillus Penicillium

Rhizopus Candida

Microcultivo de bolores.

Utilizar placas de Petri contendo laminas dispostas sobre papel de filtro e um pequeno
cubo (1 cm®) de meio de cultura, sobre uma das laminas. Com alga de platina, retire um
pequeno fragmento de um bolor e semeie os lados do agar. Coloque uma laminula estéril
sobre o agar e agua destilada estéril na placa para evitar dessecamento do meio. Feche a
placa e deixe a temperatura ambiente. Quando houver desenvolvimento satisfatério, retire a
laminula e o fragmento do meio de cultura. Coloque numa lamina, uma gota de lactofenol azul
algodao e a laminula em cima. Examinar ao microscopico e tentar identificar. Faga desenho
das estruturas microscopicas observadas.

| QUESTOES PARA ESTUDO

2- Como foram realizados os experimentos de aula?
3- Que materiais foram utilizados?
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| QUESTOES PARA ESTUDO

1 Como foram realizados os experimentos de aula?
2 Que materiais foram utilizados?

3 Quais eram os objetivos dos experimentos?Descreva e esquematize as
diferengas macro e microscopicas entre bolores e leveduras
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PRATICA: ISOLAMENTO E IDENTIFICAGAO DE FUNGOS PRODUTORES DE
MICOSES SUPERFICIAIS E CUTANEAS

Micoses superificiais e dermatofitoses

1) Pitiriase versicolor:
- Agente etiolégico: Malassezia furfur (Baillon, 1889).

- Caracteristicas clinicas: Lesbes superficiais, atingindo principalmente o
tronco e abdémen. As lesbes se apresentam sob a forma de manchas hipocrémicas
descamativas irregulares, de cor variavel. Apresenta fluorescéncia a luz de Wood.

- Diagndéstico micoldgico: as escamas devem ser clarificadas em KOH a 20%
ou 30%.

Ao exame microscopico observam-se células arrendondadas, isoladas ou
agrupadas como um cacho de uvas ao lado de hifas curtas, septadas e ramificadas.

2) Dermatofitoses:

Infecgbes cutaneas, com uma variedade de aspectos clinicos, cujos agentes
etioldgicos utilizam a queratina da pele, pelos e unhas como substrato. A infeccéao é
geralmente restrita as camadas nao vivas da superficie corporea. A maioria destas
infeccdes é causada por um grupo homogéneo de fungos queratinofilicos chamados
dermatdfitos.

Os dermatdfitos sao divididos em géneros, segundo a forma de reproducgao:
Assexuada:

- Microsporum sp

- Trichophyton sp

- Epidermophyton sp

Sexuada:

- Arthroderma sp

Quanto ao habitat os dermatofitos podem ser:

- Geofilicos - quando tém seu habitat no solo.

- Antropofilicos - quando tém seu habitat no homem.
- Zoofilicos - quando tém seu habitat nos animais.

- Modo de infecgao:

A infecgdo é feita pela forma miceliana. Na pele, os filamentos micelianos
crescem excentricamente na camada cornea da pele e se ramificam. Apds espaco de
uma semana ha uma reacao cutanea e formacao de vesiculas ao redor da lesao. O
pélo é penetrado secundariamente; o dermatofito vai utilizando a queratina do pélo e
penetrando em direcdo ao bulbo. Os cabelos parasitados tornam-se descoloridos,
frageis, e caem aparecendo uma zona de tonsura (tinhas tonsurantes).

O aspecto dos elementos fungicos dentro e no redor dos pélos e a presencga de
hifas septadas, ramificadas, com artroconideos nas escamas de pele e unhas,
indicam seguramente uma infec¢ao por dermatéfitos.

- Aspectos clinicos das dermatofitoses:

Dependendo do local onde o dermatdfito se instale, podemos denominar a
dermatofitose, por exemplo, na regido inguino-crural=tinea cruris; no corpo= tinea
corporis; na barba= tinea barbae; na maos= tinea manum; nos pés= tinea pedis, na
unha= tinea unguium; no couro cabeludo= tinea capitis.

- Estudo bioldégico dos dermatdfitos:

Podemos utilizar a lampada de Wood, n&o so para o auxilio diagnostico, como
para controle de cura. As lesdes de tinhas submetidas as radia¢des ultravioletas,
filtradas, apresentam fluorescéncia verde, principalmente nas lesdes de tinha do
couro cabeludo provocadas pelo M. canis.
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| QUESTOES PARA ESTUDO

Diferencie:

a) Tricosporia de Microsporia;

b) Microsporum canis de Microsporum gypseum

c) Malassezia furfur em vida parasitaria e saprofitica

d) Dermatdfitos em vida parasitaria na pele e em cultura.
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PRATICA: IDENTIFICAGAO DE LEVEDUROSES

Leveduroses

Candidiase: Candidose ou Candidiase € uma infecg&o primaria ou secundaria envolvendo as
espécies do género Candida. Pode-se considerar cerca de 7 espécies patogénicas para o
homem: C. albicans, C. tropicalis, C. pseudotropicalis, C. krusei, C. guilliermondii, C.
parapsilosis e C. glabrata. As manifestagdes clinicas das doengas sdo as mais variadas,
podendo ser subaguda, aguda ou crénica. O envolvimento pode ser localizado na boca,
garganta, couro cabeludo, vagina, dedos, unhas, bronquios, pulmdes, trato gastrointestinal ou
generalizado, como na septicemia, endocardite e meningite.

Os processos patolégicos também sao variados indo desde irritagéo e inflamagao até uma
resposta granulomatosa e supurativa. C. albicans € uma levedura presente na microbiota
residente, assim para que seja considerada patogénica € necessario que a mesma seja
isolada de modo constante, em grande quantidade das lesées e, de modo geral, visualizada
ao exame direto na forma filamentosa.

Frequentemente, o paciente apresenta debilitacdo em seus mecanismos de defesa ou tem
uma doenca de base. Pacientes idosos debilitados e recém-nascidos prematuros a ocorréncia
de candidiase é alta, em suas variadas formas clinicas. Durante a gravidez, principalmente
nos 3 ultimos meses, com o aumento de glicogénio nas células da mucosa vaginal, ocorre
aumento de candidiase vaginal. Tratamentos prolongados com antibiéticos, principalmente os
chamados de largo espectro de agao, corticoides, drogas antiblasticas e os anticoncepcionais
favorecem a instalacéo de candidiase.

Um dos principais fatores locais para a instalacdo de candidiase € umidade. Assim,
lavadeiras, cozinheiras, faxineiras, estando muito em contato com agua e sab&o, s&o
acometidas pela colonizagdo do fungo, principalmente nos sulcos ou dobras cutaneas. A
maceragao da pele por fatores mecéanicos ou quimicos favorece o crescimento do fungo.

Criptococose: E uma infeccdo subaguda ou crénica de comprometimento pulmonar,
sistémico e, principalmente, do sistema nervoso central, causada por Cryptococcus
neoformans e Cryptococcus gatti . A infecgdo primaria no homem é quase sempre pulmonar,
devido a inalagdo do fungo da natureza. A infecgdo pulmonar € quase sempre subclinica e
transitéria, podendo imergir ao lado de outras doengas que debilitam o individuo, tornando-se
rapidamente sistémica e fatal. Portanto, € conhecida como infecgao oportunista. Este fungo
tem tropismo pelo SNC,ocasionando meningite criptocécica. A presenca de uma capsula
mucopolissacaridica diferencia claramente as espécies de Cryptococcus virulentas de outras
leveduras. Essa capsula é facilmente percebida apds coloragdo do material clinico
(comumente liquor) com tinta nanquim que é incapaz de ultrapassar a capsula e assim tingir a
célula de levedura.

C. neoformans é de distribuicdo cosmopolita e esta associado com habitat de aves,
principalmente pombos. O fungo vive nas fezes das aves e pode permanecer viavel por 2
anos se houver umidade suficiente. A porta de entrada € através da via respiratéria levando a
uma infecgdo pulmonar primaria que pode ser inaparente. Entdo o fungo pode permanecer
viavel por anos até haver alguma alteragdo na resisténcia do hospedeiro, quando entédo se
manifesta a doenca no pulméao, no SNC ou disseminada.

C. gatti € mais frequentemente encontrado nas cascas de arvores, como eucalipto,
atingindo principalmente silvicultores. O desenvolvimento no hospedeiro € similar a C.
neoformans.

1- Montagem de Laminas —

a) Diferenciar material colhido da mucosa oral de amostra de liquor corada com tinta nanquim
— identificar possiveis agentes patogénicos.
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2- Microcultivo de leveduras

Utilizar placas de Petri contendo |aminas dispostas sobre um bastdo de vidro. Com
todo cuidado de assepsia, coloque um ml de cornmeal agar + Tween 80 (fundido), sobre a
ldmina. Com alga de platina, retire um pequeno fragmento da colénia de levedura e semeie
em estria. Coloque uma laminula estéril sobre o agar e agua destilada estéril na placa para
evitar dessecamento do meio. Feche a placa e deixe a temperatura ambiente. Quando houver
desenvolvimento satisfatério, submeta a agédo do formol (0,5 ml durante 1 hora). Examine ao
microscoépico. Faga desenho:

3 — Auxanograma

O auxanograma baseia-se nas diferentes capacidades de assimilagdo para fontes de
carbono e nitrogénio entre as espécies de leveduras. Para o teste de assimilagdo de carbono
sera realizada a diferenciagdo entre glicose e lactose. Para nitrogénio: nitrato de potassio e
peptona (nitrogénio organico) . Meios de cultura sem fonte de carbono (Meio C) ou sem fonte
de nitrogénio (Meio N) serdo mantidos a 60°C até o inicio do experimento, para entdo serem
esfriados até temperatura confortavel para as maos e derramados sobre uma placa de petri
contendo uma suspensdo de Candida. Meio de cultura e suspensdo deverdo ser
homogenizados cuidadosamente e apdés a sua solidificacdo sera adiciona uma pequena
quantidade (uma pitada) de cada nutriente a ser testado.

4- Demonstragoes e laminas focalizadas:
Roteiro:
1- Finalidade dos testes: urease, tubo germinativo e zimograma.
2- Diferencie aspectos macroscépios e microscopios entre Candida albicans e
Cryptococcus neoformans.

| QUESTOES PARA ESTUDO

1- Diferencie: Auxanograma, Zimograma, Prova Urease, Tubo germinativo.
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PRATICA: IDENTIFICACAO DE Sporothrix schenckii, Paracoccidioides
brasiliensis e Histoplasma capsulatum

Fungos dimoérficos

Importantes fungos patogénicos apresentam dimorfismo térmico. Esses fungos a
temperatura ambiente apresentam-se sob a forma de bolores (fase M “mould”) enquanto que
no hospedeiro encontram-se sob a forma de leveduras (fase Y “yeast”). Portanto pode-se
dizer que em vida saprofitica os fungos com dimorfismo térmico sdo bolores, e na vida
parasitaria sao leveduras, e o contagio se da através da inalagdo/inoculagdo da forma
micelial.

Estao apresentados na aula trés exemplos de fungos com dimorfismo térmico:

a) Paracoccidioides brasiliensis
b) Histoplasma capsulatum
¢) Sporotrix shenckii

Através da observacao das laminas, pranchas demonstrativas e colénias em cultura
represente cada um desses fungos em sua vida saprofitica e parasitaria

P. brasiliensis — vida saprofitica P. brasiliensis — vida parasitaria
H. capsulatum — vida saprofitica H. capsulatum — vida parasitaria
Sporotrix shenckii — vida saprofitica S. shenckii — vida parasitaria

Identifique o modo de vida saprofitico de cada um deles, forma de contagio, e
desenvolvimento.
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Suporte Tedrico ao material demonstrado nas laminas, pranchas e culturas.
1) Paracoccidioidomicose:

P.brasiliensis ¢ um fungo dimdrfico, agente da Paracoccidioidomicose, doenca de
localizagdo sistémica, grave e que se manifesta por diversas formas clinicas.

O exame direto a fresco € de grande valor no diagnostico dessa micose, pois o fungo
apresenta-se sob a forma de levedura com dupla membrana, sendo a interna enrugada e a
externa lisa. Dependendo do material, apresenta-se com brotamentos multiplos Em material
de bidpsia, com coloragdo de Gomory, pode-se observar facilmente o aspecto caracteristico
de “roda de leme”.

O cultivo pode ser feito em agar Sabouraud a 25°C. A 25°C, a cultura esta em fase M
(mould-bolor) e observa-se o desenvolvimento de uma colénia cotonosa, branca, elevada e
de crescimento lento, cujo exame microscopico revelara apenas micélio septado e alguns
clamidosporos. A 37°C, a cultura estda em fase Y (yeast=levedura) e observa-se o
desenvolvimento da col6nia leveduriforme. Ao exame microscopico, observam-se células
isoladas com gemulagéo simples e multipla.

De grande valor no diagnostico e prognostico dessa micose sdo as reagdes
imunoldgicas, como por exemplo, a reagdo de fixagdo do complemento, de precipitagdo e
intradermoreacao.

2) Histoplasmose:

E uma doenga fungica granulomatosa, cujo agente etiolégico é o Histoplasma
capsulatum. Este fungo apresenta especial afinidade pelo sistema reticuloendotelial (SER),
produzindo diversas manifestagdes clinicas, sendo a forma pulmonar a mais frequente.

H. capsulatum cresce em solos com alto teor de nitrogénio, geralmente associado com
excretas de aves e morcegos. Solos de galinheiros, viveiros de aves, cavernas de morcegos
sdo altamente propicios. As aves fornecem o substrato ideal para o crescimento do fungo no
solo, podendo transporta-lo para outros locais em suas penas. Os morcegos séo infectados,
excretando o fungo em suas fezes, podendo disseminar a doenga em suas migragbes. O
principal agente vetor € o vento, que pode disseminar os conidios a longas distancias.

A inalagdo de uma quantidade suficiente de particulas infectantes do fungo gera a
infeccdo primaria no pulmdo. Se a exposicdo for leve, a infeccdo sera provavelmente
assintomatica, e se for maciga, o resultado sera infecgédo sintomatica aguda.

Diagnéstico laboratorial:

= Exame direto: O exame a fresco nao representa muito valor no diagnostico dessa micose,
pela dificuldade de visualizagdo das leveduras no interior das células do SER. Em material de
bidpsia corado pelo método da hematoxilina-eosina (HE) ou pelo Giemsa, observam-se
células leveduriformes pequenas, redondas, intra-citoplasmaticas e que apresentam halo
claro ao redor, imitando capsula.

= Cultura: o cultivo deve ser feito em agar Sabouraud dextrose a 25°C e em agar BHI com
sangue ou em meio Fava Netto a 37°C. A 25°C, a cultura estd em fase M (mould-bolor) e
observa-se o desenvolvimento de colbnia esbranquigcada, cotonosa, que revela ao exame
microscoépico, micélio septado com conidios ornamentados denominados estalagmodsporos. A
37°C a cultura estd na fase y (yeast=levedura), observa-se colénia cremosa e
microscopicamente, apenas células leveduriformes ovaladas e pequenas.

= Testes sorologicos: provas sorolégicas como reagdo de fixagdo do complemento,
imunodifusao e imunofluorescéncia podem ser Uteis no diagndstico dessa doenca.

3) Esporotricose:

O Sporotrix schenckii € um fungo dimoérfico e agente da esporotricose, micose
subcutdnea gomosa, cuja principal forma clinica é a linfangite nodular ascendente dos
membros.

O exame direto a fresco ndo apresenta muito valor no diagndstico desta micose, pois
as estruturas fungicas n&o revelam caracteristicas diferenciais em vida parasitaria. Em
material de biopsia observam-se leveduras em forma de “naveta”.
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O cultivo deve ser realizado a 25°C e a 37°C. A 25°C a cultura encontra-se em fase M
e observa-se o desenvolvimento de col6nia cotonosa, a principio branca, tornando-se, com o
tempo, enegrecida e umida. Ao exame microscopico observam-se hifas delgadas, septadas e
conidios piriformes dispostos em forma de “margarida”, na extremidade e pedunculos
(conidioforos) ou inseridos diretamente nas hifas. Culturas envelhecidas revelardo conidios
arredondados e dispostos paralelamente as hifas. A 37°C, a cultura estd em fase Y e
observa-se o desenvolvimento de uma colénia branca e cremosa. Ao exame microscopico
observam-se leveduras elipticas ou em forma de naveta.

Diagndstico laboratorial:

= Exame direto: a fresco n&o revela nenhuma forma conclusiva de S. schenckii. Esfregagos de
pus corados pelo Gram, PAS ou Gomori, raramente permitem visualizagdo do fungo. Pela
técnica de imunofluorescéncia direta, a visualizagdo do agente em pequeno numero é mais
facil. As células fungicas observadas nas lesdes s&o raras e quando presentes, sdo vistas
como leveduras com ou sem brotamento (formas de naveta), Gram +, PAS +, tamanho de 2-
3p x 3u, sob forma de corpo asterdide, células esféricas de parede espessa. Cortes
histopatoldgicos corados pelo Gram, PAS ou Gomori & Grocott mostram o fungo sob a forma
de naveta ou charuto ou ainda formas asterdides, resultantes de uma relagao hospedeiro-
parasita.

= Cultura: excelente crescimento em agar Sabouraud dextrose ou Mycosel. Cultura cresce em
3 a 5 dias, € um processo seguro e de rapido diagnostico. O exame cultural pode ser
complementado pelo poder patogénico experimental do fungo isolado, através de inoculagéo
testicular em ratos, hamster ou camundongos, que desenvolverao orquite com pus rico em
elementos fungicos.

Caracteristicas macroscopicas da cultura: em meio de agar Sabouraud dextrose, a
temperatura ambiente, as colénias de S. schenckii sdo de formas e cores variadas, de
esbranquicadas a negras, superficie plissada, levemente aveludada e de consisténcia
elastica. A temperatura de 37°C a cultura é leveduriforme, de consisténcia cremosa e de cor
amarelo creme.

Caracteristicas microscépicas da cultura: a forma miceliana é obtida em microcultivo
em lamina, verifica-se a presenca de finos filamentos septados, com conidios redondos ou
piriformes, dispostos ao longo das hifas ou na forma caracteristica em “margarida”. A 37°C
apresenta-se sob a forma de levedura com brotamento.

| QUESTOES PARA ESTUDO

1- Quais as formas de contagio das micoses causadas por fungos com
dimorfismo térmico?

2- Quais as caracteristicas microscopicas e macroscépicas marcantes dos fungos
que apresentam dimorfismo térmico?
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