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Recomendacées Retorno Seguro - COVID-19
1) Em todas as salas e laboratorios de aulas do ICB teremos: i) dispenser automatico de alcool em gel;
ii) placas com a informagdo da obrigatoriedade da vacinagdo completa (uma dose da vacina Janssen ou
duas doses de quaisquer outras vacinas contra o0 SARS-CoV-2); iii) uso continuo e adequado de
mascaras (cirtrgica ou PFF2); iv) ndo comer ou beber em sala de aula (Artigo 250 do Regimento
Geral da Universidade de S@o Paulo); v) cartazes fixos nos auditorios, anfiteatros e laboratérios de
aulas praticas alertando os alunos.
2) Nas listas de presenga serdo identificado(a)s com o sinal “@” os estudantes que comprovaram o
esquema vacinal completo, estando autorizados a freqiientar as atividades presenciais nos campi da
USP. Estudantes ndo autorizados que comparecam as aulas, devem estar cientes que ndo lhes sera
computada a frequéncia, nem tampouco atribuida a nota.
3) Quando possivel, manter distanciamento de 1 metro em postos fixos de trabalho, salas de aula ou
laboratorios.
4) As janelas e portas deverdo ficar abertas, mesmo com o ar-condicionado ligado.
5) Solicitamos a todos que ndo se aglomerem em espacos comuns, além da contaminacdo, para evitar
ruido.
6) Consultar Boletins informativos periddicos do retorno seguro.
7) Buscar realizar recreio escalonado (caso possivel)
8) A espera dos intervalos devem ser espagos abertos.
9) O afastamento simplificado das atividades de ensino serd o mesmo facultado a todos os membros da
comunidade, mediante autodeclarag¢do de sintomas compativeis com Covid-19, que devera ser inserida
nos sistemas corporativos computacionais (no caso dos alunos de graduacdo no sistema JupiterWeb),
segundo o protocolo disponivel no site Retorno Seguro. No caso da autodeclaracdo, o estudante se
afasta por 7 dias, persistindo os sintomas mais 3 dias, a partir desse ponto precisa de atestado médico.
Durante essa fase, o estudante ¢ afastado da sala de aula e tem as faltas abonadas.
10) A autodeclaracédo s6 podera ser utilizada pelo estudante uma tnica vez; caso ele se contamine uma
segunda vez € necessario atestado médico segundo as normas da USP.
11) Caso algum aluno se contamine, as aulas para aquela turma continuam presencial; pois como todos
estardio vacinados e de mascaras, a probabilidade de contaminagdo em sala de aula é muito baixa.
12) Caso algum professor se contamine, a principio outro colega assume as aulas, mas se ndo houver
tal competéncia, as aulas serdo repostas no final do semestre.
13) Higienizar as maos e microscopio antes e depois do uso entre diferentes usuarios.
Privilegiando uso individualizado.

14) Para maiores informagdes acesse o portal retorno seguro: https://retornoseguro.usp.br/



INTRODUCAO A BIOSSEGURANCA

I - NORMAS GERAIS DE SEGURANCA PARA O TRABALHO NO LABORATORIO

1.

2.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Utilizar avental limpo.
Manter as unhas curtas e os cabelos curtos ou presos.
Ingressar no laboratério com calgado fechado.

Portar somente material para anotagdes (caderno, caneta, lapis, marcador de
tubos/vidros).

Nao fumar no interior do laboratorio.
Nao comer, beber, mascar chicletes e ndo levar as maos a boca.
Trabalhar de maneira sistematica e organizada, sempre com muita atencao.

Identificar adequadamente todo o trabalho realizado (placas de petri identificadas com
nome e data na parte posterior - ndo na tampa).

Trabalhar com rigorosa assepsia.
Descartar o material utilizado nos recipientes apropriados e identificados.
Nao retirar nenhum material ou culturas do ambiente de trabalho.

Ao término dos trabalhos, ordenar e¢ desinfetar o local, bem como, ndo esquecer de
desligar o gas e apagar as luzes.

Antes de sair do laboratorio, lavar sempre as maos e, caso seja possivel, lavar as unhas
com escovinha e sabao desinfetante.

Comunicar todo e qualquer acidente ao responsavel pelo laboratorio.
Depois de usar o microscopio, desligar a luz e limpar a objetiva com lengo de papel.
Para facilitar a compreensao e o bom andamento das atividades ¢ indispensavel um

estudo prévio das normas correspondentes ao trabalho pratico a ser efetuado no
laboratorio.



II - TRABALHO NO LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA:
CONCEITOS GERALIS:

O primeiro dever de uma pessoa que trabalha em um laboratorio de Microbiologia é
adquirir a consciéncia do “invisivel” e recordar que, constantemente, em todas as partes,
existem numerosos organismos, a menos que se tenha tomado medidas para elimina-los.

Existem microrganismos indcuos e microrganismos patogénicos. Para que esses
microrganismos nao contaminem o material de trabalho e ndo venham a constituir risco para
as pessoas saudaveis ou enfermas, foram desenvolvidas diversas técnicas para sua destruigdo
(fisicas, quimicas ou bioldgicas), sendo indispensavel adotar certas normas a cada vez em que
se trabalhe no laboratoério.

A — AMBIENTE DE TRABALHO:

a) Iluminacdo: o local deve ser bem iluminado, sem proje¢ao de sombras, e essa luz pode
ser natural ou artificial. No caso de se adotar uma iluminacdo artificial, esta ndo deve
modificar a coloracdo dos meios de cultura, das col6nias etc.

b) Bancada: deve ser constituida de material liso, impermedavel, ndo combustivel e
resistente a substancias acidas e basicas.

c) Assentos: o ideal ¢ que a pessoa trabalhe sentada, devendo o assento ser codmodo e ter
a altura suficiente para apoiar os cotovelos sobre a bancada, tornando desta forma o
trabalho mais seguro.

B —- MATERIAIS BASICOS:
a) Placa de Petri: ¢ uma placa circular de vidro (ou plastico descartavel) que é composta de

uma base e de uma tampa de superficies planas. Nesta placa sdo adicionados os meios de
cultura so6lidos onde ocorrera o desenvolvimento dos microrganismos.

b) Pipetas Pasteur: sdo preparadas a partir de um tubo de vidro em diferentes diametros (2 até
8 mm). Num dos extremos deve haver algodao hidrofobo, sendo o outro extremo estirado e
fechado na chama. Também sdo comercializadas pipetas Pasteur de material plastico,

descartaveis.




c) Alca de platina: possui um cabo onde se acopla um fio de platina ou niquel-cromo. Quando
o fio de platina termina no formato de um anel, recebe o nome de “alga”. Se for achatado ¢é
chamado de “espatula” e no caso de ser reto, denomina-se “agulha”.

L
W

Além do material especificado anteriormente, no trabalho bacterioldgico se empregam
outros materiais de uso corrente em laboratorios.

MICROSCOPIA

Os avancos na area de Microbiologia estdo diretamente relacionados ao
desenvolvimento da microscopia. Ainda que existam diferentes tipos de microscopios, o mais
utilizado ¢ o de campo claro. Este utiliza a luz branca como fonte de iluminagdo, cujo feixe
passa diretamente através do objeto que se deseja observar.

O microscopio € constituido por uma parte mecanica e outra optica.

PARTE MECANICA:
Base: sustenta o microscopio e permite manter a sua estabilidade.
Coluna ou braco: corresponde a parte do microscopio na qual se encontram as lentes oculares

e objetivas, além do condensador e do sistema de foco com os parafusos macro e
micrométricos.

Mesa ou Platina: é uma pega horizontal, com um orificio em sua parte central, que permite a
passagem dos raios luminosos, onde se fixa a preparagdo a observar. Esta pega possui um
“carro” que permite deslocar a preparagdo para melhor observacdo. Abaixo da platina,
encontra-se o condensador.

Tubo ou canhdo: é um cilindro metalico com interior escuro para evitar a reflexdo de luz. O
tubo suporta a lente ocular na extremidade superior e, na por¢do inferior, possui uma peca
denominada “revélver”, que ¢ uma pega giratoria portadora de objetivas de diferentes
ampliagdes, podendo ser objetivas de 10x, 40x, 100x e, em alguns, 4x.




Sistema de foco: composto pelos parafusos macro e micrométricos, que permitem distanciar
ou aproximar o canhdo a platina, com o objetivo de procurar o ponto de foco. O parafuso
macrométrico permite um movimento rapido e o micrométrico permite um ajuste suave e
preciso.

Lente ocular (d) _ Tubo (5)
Brago ou coluna (5)
Revélver (B) —
Platina (5)

~. Lente objectiva ()
"~ Parafuso micrométrico (5)

Lente do condensador e - Parafhiso macromeétrico (B)

comando do diafragrra ()

Sistema de tluminagso ()

PARTE OPTICA:

Fonte luminosa: nos microscopios utilizados atualmente, a fonte luminosa ja esta incluida
como parte do mecanismo. O objetivo da fonte luminosa ¢ produzir um cone de luz
homogéneo e amplo.

A maioria dos microscopios utiliza luz gerada por filamentos de tungsténio que
produzem uma luz de comprimento de ondas do espectro visivel. Além disso, utilizando um
filtro azul, ¢ produzida uma luz de comprimento de onda menor, que permite aumentar o
poder de resolu¢do do microscopio.

Em optica, poder de resolucido refere-se a capacidade que as lentes t€m de
discriminar entre objetos proximos. Quanto maior o poder de resolugdo, maior sera a
capacidade do microscopio em mostrar detalhes do objeto observado.

O poder de resolugdo depende do comprimento de onda da luz e da abertura numérica.
O comprimento de onda da luz visivel ¢ fixada dentro de certos limites, e para aumentar o
poder de resolucao, precisa-se modificar a abertura numérica. A abertura numérica ¢ a medida
do angulo do maximo do cone de luz que entra nas lentes da objetiva e corresponde ao
nimero que aparece nas lentes objetivas apos o aumento (4/0.1 -10/0.25 40/0.65 -100/1.25). O
maximo poder de resolugdo do microscopio Optico utilizando a objetiva de imersdo é ao redor
de 0,2um. A seguinte formula ¢ utilzada:

L
R =
2AN
R = poder de resolucao.
AN = abertura numérica (cada objetiva traz gravado esse valor).
L = comprimento de onda.

Exemplo: o poder de resolu¢do do microscopio, utilizando uma objetiva de imersdo sera (A N
=1,25)

R=L/2AN

R=0,5/2 1,25 = 0,2 ym



Ou seja, esta objetiva possui a capacidade de formar imagens independentes que se
encontram separadas entre si, na preparacdo, por uma distdncia de 0,2 pm.

Diafragma: permite regular o feixe luminoso, aumentando ou diminuindo o mesmo.

Condensador: corresponde a um sistema de lentes que esta colocado abaixo do orificio central
da platina e cuja fung¢do ¢ condensar os raios luminosos na preparagdo. Modificagcdes no
condensador permitem transformar o microscopio de campo claro em microscopio de campo
escuro ou no de contraste de fase.

Ocular: ¢ constituida por duas lentes; a superior ou ocular propriamente dita, de tamanho
menor, ¢ a inferior, de tamanho maior, chamada de lente de campo. Sempre levam anotado o
aumento que produzem (8x, 10x, 12,5x).

Objetivas: estas lentes, no geral, correspondem aos aumentos 10 e 40 de microscopia seca, ou
seja, existe ar entre a preparagdo e a lente; e 100 de microscopia de imersdo, na qual se utiliza
6leo de imersdo, entre a preparacdo e a objetiva. A amplificacdo total do microscopio ¢ obtida
multiplicando-se a amplificacdo da ocular pela amplificacdo da objetiva que se estd
utilizando.

Em Microbiologia, a objetiva mais utilizada ¢ a de imersao, cujo aumento ¢ de 100
vezes, de modo que, se a ocular tem um aumento 10x, estaremos amplificando 1000 vezes o
diametro do observado. Neste tipo de microscopia, coloca-se uma gota de 6leo de imersdo
sobre a lamina onde estd a preparacdo, de modo que a objetiva fique em contato com esse
o6leo. O objetivo disso ¢ fazer o feixe de luz, depois que atravessa a preparacdo, passar através
do 6leo e ndo do ar, como ocorre no caso das objetivas secas de 10 e 40, evitando assim a
refragdo dos raios luminosos.

CUIDADOS COM O MICROSCOPIO:

A extraordinaria precisio, tanto do sistema 6ptico como do sistema mecinico do
microscopio, exige uma série de cuidados que se deve ter ap6s cada observacio.

A poeira é a maior inimiga do microscépio e ao acumular-se no sistema de foco,
faz com que o instrumento perca sua precisao. Nas pecas Opticas, a poeira prejudica a
qualidade da imagem.

O odleo de imersao, as impressoes digitais e outras impurezas acumuladas na lente
frontal da objetiva prejudicam a nitidez da imagem, que aparece borrada e com pouco
contraste.

Pelas razoes anteriormente descritas, cuidados como: evitar o acimulo de poeira,
6leo de imersdo, entre outros, sio fundamentais. Para eliminar a poeira e o 6leo do
sistema optico, este deve ser limpo utilizando-se um pano seco que niao desprenda pélos
ou ainda um pano umedecido em solvente (xilol, dlcool, éter, etc.).

A parte mecidnica deve ser limpa utilizando-se um pano que nfio desprenda
restos.

Uma vez terminada a jornada de trabalho e apés o procedimento de limpeza do
microscopio, este deve ser guardado coberto com plastico apropriado, sendo assim
protegido de sujidades.



Modulo I: Bacteriologia

AULA PRATICA N° 1

COLORACAO DE GRAM: OBSERVACAO DE BACTERIAS GRAM-POSITIVAS E
GRAM-NEGATIVAS. OBSERVACAO MICOSCOPICA DOS MICRORGANISMOS

A observagdo microscopica tem por objetivo determinar a morfologia e o agrupamento
dos microrganismos, as suas caracteristicas de tintura, além de outras caracteristicas tais
como: movimento, tipo de flagelo, presenga de capsula, esporo etc.

O exame microscopico pode ser realizado a partir de uma amostra (exame direto) ou a
partir de cultivo. De acordo com a sua preparacdo, classificam-se em:

[ - EXAME A FRESCO: microrganismos vivos.

a) Sem coloracao;
b) Com coloragao vital.

II — ESFREGACO FIXADO: microrganismos mortos.

a) Com coloracdo simples;
b) Com colorag@o composta.

EXAME MICROSCOPICO A FRESCO:

O exame microscopico a fresco ¢ utilizado, principalmente, para a observacdo de
motilidade em bactérias. No caso de microrganismos de maior tamanho, como fungos e
protozoarios, esta técnica permite determinar, além disso, as caracteristicas morfologicas.

No exame microscopico a fresco, realiza-se uma preparacdo tmida entre lamina e
laminula. Exemplificando, se o material a ser examinado ¢ s6lido, como colonias de bactérias,
suspender em gotas de soro fisioldgico. Entretanto, no caso do material ser imida como
amostra de caldo de cultivo, deposita-se diretamente, com pipeta Pasteur, sobre a lamina.
Deve-se tomar cuidado para que ndo ocorra formagao de bolhas entre a lamina e a laminula.
Se o exame a fresco for realizado com coloragdo vital, deve ser agregada a suspensdo inicial
uma pequena quantidade de algum corante vital como o azul de metileno, pois este permitira
aumentar o contraste dos microrganismos, facilitando assim sua observagao.

Também existe um tipo de exame a fresco que se realiza em “gota pendente”
utilizando uma lamina escavada.

Quando se deseja determinar, através desse tipo de observacdo, se uma bactéria é
movel, hd que se ter em mente que as bactérias, por possuirem cargas negativas em sua
superficie externa, estdo em constante repulsdo. Isto determina um movimento de tipo
vibratério, conhecido como movimento browniano. Também podemos observar os
movimentos de correntes de liquidos, principalmente, em preparagdes recentes, nas quais todo
o observado se move em um mesmo sentido. As bactérias mdveis apresentam, em um mesmo
campo microscOpico, movimentos em zig-zag, com mudancas de direcdo ou girando sobre si
mesmas, o que permite diferencid-los dos tipos de movimentos citados anteriormente.



EXAME MICROSCOPICO DE ESFREGACO FIXADO E CORADO:

Este método permite observar com maior precisdo detalhes morfologicos e de
agrupamento dos microrganismos.

Para o preparo do esfregaco, realiza-se uma suspensao do microrganismo em agua, se
o mesmo for proveniente de um meio sélido, mas em se tratando de um liquido, deposita-se
uma pequena quantidade sobre uma lamina, com o auxilio de uma al¢a de cultivo ou de uma
pipeta Pasteur. A suspensdo deve ser levemente opaca, ja que um esfregaco muito denso ndo
permitiria individualizar os microrganismos, o que dificultaria sua observagao.

A fixacdo ¢ realizada colocando-se a lamina com a preparagdo, ~15 cm acima da
chama de um bico de Bunsen, para que ocorra a desidratagdo e a conseqiiente aderéncia dos
microrganismos a lamina. Uma alternativa seria deixar a lamina secar a temperatura ambiente
e, em seguida, fixa-la, cobrindo-a com metanol, alcool-éter ou outro composto. Uma vez
realizada esta etapa, o esfregaco esta pronto para ser corado.

A coloracdo simples consiste na aplicacdo de um corante apenas, enquanto que as
coloragdes compostas sdo realizadas utilizando-se pelo menos dois corantes, um fixador e um
descorante, permitindo determinar diferentes comportamentos da bactéria frente a coloragdo.

Corantes: geralmente, os sdo sais de anilina. Os corantes basicos consistem em um cation
colorido unido a um anion incolor. Os corantes acidos consistem em um anion colorido unido
a um cation incolor.

Os corantes mais utilizados em microbiologia sdo basicos, devido as caracteristicas
das células bacterianas, que sdo ricas em acidos nucléicos com cargas negativas. Os cations
coloridos do corante se combinam com os acidos, corando a célula. Os corantes acidos nido
coram a bactéria, apenas coram o meio que a rodeia.

Fixador: ¢ toda substancia que forma compostos insoliveis com os corantes, o que permite a
fixagdo destes a célula (lugol-fenol).

Descorantes: sdo substancias quimicas que permitem o descoramento de algumas bactérias e o
de outras ndo, evidenciando assim, certas caracteristicas de sua estrutura (gram-positivo,
gram-negativo, alcool-acido resistente, etc.). Como exemplo de descorantes, temos a alcool-
éter, alcool-cloridrico...

COLORACOES COMPOSTAS UTILIZADAS EM MICROBIOLOGIA:

COLORACAO DE GRAM: esta coloracio permite diferenciar as bactérias em Gram
positivas e Gram negativas, segundo as caracteristicas da parede celular.

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 laboratorio
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
bacilos) ¢ 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.

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 cristal violeta-lugol.

Nas bactérias gram-positivas, por causa da maior quantidade de peptideoglicano, o
complexo iodo-cristal violeta ndo ¢ 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 coloracdo rosa.

‘ﬁﬁ . Techoic acid Lipotechoic acid
e GRAM POSITIVE Polysaccharides
GRAM NEGATIYE

Outer Mem bran e

Peplidoglycan 3

Periplasmic space-——_

2 :
eII membrane -—‘ﬂ i

s

m Protein / ! __
Hans Christian Joachim Gram c / S
(1853 — 1938) Phospholipid A

Atividade Pratica:

Cada aluno realizara uma coloragio de GRAM a partir de esfregacos fixados.
Adicionalmente, cada grupo podera coletar amostras de diferentes ambientes e sitios corporeos
com “swab estéril”, fazendo um esfregago em lamina de vidro, fixando e corando.

Técnica: fazer um esfregago com as bactérias crescidas em caldo ou placa de agar, ou com a
amostra coletada com “swab estéril”.

- Cobrir o esfregago com violeta de genciana ou cristal violeta por 1 minuto;
- Lavar;
- Cobrir com lugol (fixador) por 1 minuto;
- Lavar;
- Descorar com alcool-éter e lavar imediatamente;
- Cobrir a 1amina com safranina (ou fucsina) por 10 segundos;
- Lavar novamente em dgua corrente;
- Secar a lamina, pressionando-a levemente entre duas folhas de papel de filtro, com o cuidado
para ndo remover o esfregaco corado;
- Observar ao microscopio, com objetiva de imersao (objetiva 100X);
Obs.: apo6s a coloragdo, cuidado para ndo inverter a face da lamina com as bactérias;
- O condensador do microscopio deve estar elevado;
- A focalizagdo deve ser realizada com cuidado e paciéncia, iniciando-se com aumento 10X.

Esta coloragdo ¢ fundamentada no fato de que a mistura alcool-éter dissolve os lipidios da
membrana externa das bactérias Gram negativas, que se descoram, corando-se posteriormente
com a safranina (ou fucsina).

Interpretacio: as bactérias gram-positivas retém o cristal violeta, corando-se de violeta
escuro. As bactérias Gram negativas apresentam-se com coloragdo rosada.
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OBSERVACAO E ANOTACAO DOS RESULTADOS (DESENHAR):

00000

Bactéria (espécie)

Descri¢do microscopica

Staphylococcus aureus

Streptococcus spp.

Escherichia coli

Bacillus spp.

Amostra coleta com
estéril”

“swab
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QUESTOES PARA ESTUDO

1. Descreva a estrutura e composicao das paredes das bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas

2. Desenhe morfologia e agrupacio para as seguintes espécies:

E. coli Bacillus spp. Staphylococcus spp.  Streptococcus spp.
(bacilos gram-negativos) (bacilos gram-positivos)  (cocos gram-positivos (cocos gram-positivos
agrupados em cachos) agrupados em cadeias)

3. Comente a importincia da coloracio do Gram para um professional veterinario.

12




AULA PRATICA N° 2

CULTURA PURA E ISOLAMENTO BACTERIANO EM MEIOS LIQUIDOS E
SOLIDOS

NUTRICAO E CRESCIMENTO DOS MICRORGANISMOS

Os microrganismos, como outra qualquer célula, necessitam de substancias ou
nutrientes para viver e se multiplicar. Quando os requerimentos nutritivos sdo proporcionados
por um organismo vivo, este ¢ denominado HOSPEDEIRO. Se os nutrientes sdo obtidos por
um meio artificial, denomina-se MEIO DE CULTURA.

Os requerimentos nutricionais variam de um organismo para o outro € sdo
determinados, em parte, por sua constituicdo genética e também por fatores ambientais.

Os principais elementos da célula sdo: Hy, Oy, (85% na forma de H,0), C, N, S e P.
Além disso, necessitam de oligoelementos como: Na, K, Ca, Mg, Fé, Zn, Cu, Co, etc.

Deve ser considerada também uma série de reagdes quimicas (metabolismo), que
permitirdo a célula incorporar estes elementos, ja4 que na natureza encontram-se COMoO
“compostos”. Estas trocas quimicas podem ser de dois tipos:

- Catabolismo: degradacdo ou decomposicdo de um substrato com a finalidade de se obter
material para a célula e para a obteng@o de energia.
- Anabolismo: elaboragdo ou sintese de compostos.

CULTIVO DOS MICRORGANISMOS

Para poder estudar os microrganismos ¢ necessario que estes existam em quantidade
suficiente, quantidade esta que, geralmente, ndo ¢ encontrada em seu habitat natural. Para que
esse objetivo seja alcangado, utiliza-se o cultivo microbiologico.

Cultivar um microrganismo significa proporcionar-lhe, em um meio de cultura, todos
os nutrientes dos quais ele necessita para poder multiplicar-se, além de condi¢des ambientais
adequadas.

Um meio de cultura adequado necessita de:

. Fonte de energia (que ¢ obtida por fermentacao, respiracdo ou fotossintese);

. Fonte de carbono;

. Fonte de nitrogénio;

. Fonte de enxofre;

. Fonte de fosforo;

. Fonte de minerais (Mg. Fe, K, Mn, Mo, Co, Cu, Zn);

. Fatores de crescimento: sdo compostos organicos dos quais a célula necessita, mas que nio
¢ capaz de sintetizar (aa, vitaminas, purinas, pirimidinas, etc.);

8. Fatores ambientais:

~N NN kW~

a) pH: a grande maioria das bactérias desenvolve-se em pH neutro, todavia, existem
microrganismos acidofilos e outros que preferem um pH alcalino;

b) Temperatura: segundo a temperatura 6tima de desenvolvimento, temos microrganismos:

- psicrofilos: 15 a 20°C;

- mesofilos: 30 a 37°C;

- termofilos: 50 a 60°C.
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c) Atmosfera: segundo o requerimento de O, 0os microrganismos classificam-se em:
- aerobios estritos: requerem O, atmosférico;

- anaerdbios facultativos: requerem, ou ndo, O, atmosférico;

- anaerobios obrigatdrios: ndo requerem O, atmosférico;

- microaerodfilos: requerem concentragdes menores de O; (<21%);

- capnofilicas: requerem concentragcdes maiores de CO».

A microaerofilia pode ser estrita (5% de O), a qual é obtida com geradores de CO,,
ou parcial (12 — 17% de O,), obtida em uma jarra de vela.

Atmosfera normal: 21% O,; < 0,5% COy;

Atmosfera anaerdbica: 10% Hy; 85% N», 5% COy;

Atmosfera microaerdfila estrita: 5% O,; 85% N,, 10% CO»;

Atmosfera micraerofila parcial (vela) (MO capnofilicos): 12 — 17% O,; 5% CO..

Existem diferentes técnicas para o cultivo de microrganismos anaerdbios obrigatorios,
sendo a mais utilizada a jarra anaerobica que utiliza substancias quimicas que, ao agregar-lhes
agua, liberam CO2 e hidrogénio, este tltimo, em presen¢a de um catalizador (paladio), une-se
ao O2 contido na jarra e forma H20. Outro sistema ¢ baseado em 4cido ascorbico e carvao
ativado.

d) Pressao osmética e forcas idnicas: existem alguns organismos, como os marinhos, que
estdo adaptados a crescer em ambientes com altas concentracdes de sal (halofitas).

¢) Tempo de incubagio: o tempo de incubagdo varia segundo a espécie que se deseja isolar.
A grande maioria das espécies de interesse clinico humano necessita um periodo de incubagao
entre 18 a 48h. Todavia, ha exce¢des como no caso de Leptospiras, Mycobacterium,
Mycoplasma, etc.

f) Esterilidade: o cultivo dos microrganismos utiliza-se com os seguintes propositos:
- isolar microrganismos a partir de diferentes produtos (4gua, leite, alimentos, produtos
patoldgicos);
- multiplicagdo de uma determinada espécie;
- identifica¢@o de um microrganismo através da determinacdo dos produtos;

Para que os objetivos sejam alcancados € imprescindivel que todo o material
empregado esteja estéril , ou seja, livre de todo tipo de microrganismo.

CLASSIFICACAO DOS MEIOS DE CULTURA

Os meios de cultura sdo preparados estéreis que contém todos os nutrientes e
elementos necessarios para o desenvolvimento microbiano.

Classificam-se, segundo seu estado fisico, em:

- Liquidos;
- Semi-soélidos:
- Sélidos.

Para transformar um meio liquido em semi-s6lido ou so6lido, utiliza-se uma substancia
denominada agar-agar. Esta ¢ um polissacarideo acido obtido de algas marinhas, possui a
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propriedade de ndo ser toxico e sdo poucas as bactérias capazes de destrui-lo. Funde-se a
100°C, permanecendo em estado liquido a temperaturas de 45 a 50°C. a 37°C e, a temperatura
ambiente, mantém-se em estado solido. E utilizado na propor¢io de 1,5 a 2%, quando a
finalidade for a obten¢do de um meio so6lido.

Classificam-se, segundo os nutrientes, em:

- Meios sintéticos: meios compostos somente por substincias quimicas conhecidas;

- Meios complexos: meios que, além dos compostos quimicos conhecidos, contém substancias
como hidrolisados protéicos, extrato de carne ou levedura (meio complexo simples). Ex.:
caldo comum, agar peptona;

Se a um meio complexo simples € adicionado soro, plasma, liquido ascitico ou sangue,
obtém-se um meio complexo enriquecido ou melhorado. Ex.: dgar peptona + 10% de sangue
= 4gar sangue.

- Meios seletivos ou inibidores: sdo meios que permitem o desenvolvimento de um
determinado microrganismo e inibem o desenvolvimento de outros ao agregar substancias
inibidoras como: sais biliares, NaCl, antibioticos etc. Ex.: dgar Chapman (contém uma
elevada concentracdo de NaCl, permitindo o desenvolvimento de microrganismos hal6fitos —
Staphylococcus);

- Meios diferenciais ou indicadores: meios adicionados de determinadas substincias que
evidenciam alguma caracteristica do microrganismo. Ex.: caldo com lactose (permite
visualizar a olho nu se a bactéria utilizou ou n3o a lactose presente no meio, com a
conseqiiente producdo de acido, o que pode ser visualizado através da mudanga de cor do
indicador de pH.

- Meio seletivo e indicador: Ex.: dgar Mac Conkey: seletivo, pois inibe 0s microrganismos
Gram positivos (sais biliares e cristal violeta) e indicador, porque possui lactose ¢ um
indicador de pH.

Os meios de cultura para identificagdo presuntiva possuem indicadores de pH
sensiveis a produ¢do de acidos. Assim, na presenca de oxidacao ou fermentagdo de um agtlicar
estes meios mudam de cor devido a acidificacdo do meio.

INDICADORES DE pH E SUAS MUDANCAS DE COR

Indicador pH neutro pH acido pH alcalino
Azul de
bromotimol Verde Amarelo Azul

Vermelho de fenol

Alaranjado Amarelo Flucsia (ou magenta)
Purpura de
bromocresol Lilas Amarelo Purpura (violeta)
Vermelho neutro - Vermelho Amarelo
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TECNICAS MICROBIOLOGICAS DE SEMEADURA E OBTENCAO DE
CULTURAS PURAS

A semeadura microbioldgica ¢ um procedimento, mediante o qual se deposita (semeia-
se), assepticamente, um microrganismo em um meio de cultura. Neste meio de cultura, os
microrganismos multiplicar-se-d30 produzindo milhdes de descendentes que formardo
unidades macroscopicamente visiveis, denominadas coldnias.

O material que contém os microrganismos que serdo semeados recebe o nome de
inoculo ¢ este procedimento ¢é realizado utilizando-se uma al¢a de cultivo ou uma pipeta.

Para realizar a semeadura, deve-se considerar o estado fisico do meio de cultura. As
semeaduras podem ser realizadas de:

- meio so6lido para meio liquido;
- meio so6lido para meio s6lido;

- meio liquido para meio liquido;
- meio liquido para meio sélido.

e Cultivo puro: ¢ aquele que contém somente um tipo de microrganismo e que se
originou a partir de uma unica célula.

e Semeadura por estria ou disseminacio (esgotamento): consiste em passar a alca de
cultivo contendo o inoculo sobre a superficie de uma placa de Petri, a qual contém o
meio de cultura adequado para a bactéria que se deseja isolar. Ao passar a alga,
fazendo estrias separadas umas das outras, objetiva-se que o inoculo seja diluido
progressivamente de forma tal que, ao final das estrias, obtenha-se colonias isoladas.

v' Semeadura por esgotamento:

Comegar
aqui Comegar

. .qm

e Semeadura por diluicio: a uma mistura de microrganismos faz-se uma diluigdo
seriada e, de cada diluigdo, realiza-se uma semeadura em placa. Apresenta uma grande
desvantagem, que ¢ o isolamento do microrganismo predominante na amostra.

Outros métodos de obtencdo de culturas puras sdo:

- Semeadura por difusdo em agar fundido;

- Incubacdo em temperaturas elevadas (> 42°C);

- Adicao de substancias quimicas inibitorias (ex. antibidticos);
- Cultivos por enriquecimento.
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TIPOS DE CRESCIMENTO BACTERIANO

Os meios de cultura semeados sdo incubados a uma temperatura e requerimentos de
O, proprios para cada microrganismo.

A forma de evidenciar o desenvolvimento microbiano nos meios liquidos ¢ através da
presenca de:

a) Turbidez uniforme;

b) Sedimento;

¢) Floculagdo ou granulos;

d) Peliculas;

¢) Formagao de gas;

f) Viragem se solugdo indicadora de pH.

Em meios soélidos o crescimento bacteriano se evidencia pela formagdo de colonias,
que podem apresentar, entre outras, as seguintes caracteristicas:

1. Tamanho:
a) puntiforme (< 0,5 mm);
b) de maior tamanho (expresso em mm).

2. Forma:

a) Circular;

b) Irregular;

¢) Rizoide;

d) Filamentosa.

3. Superficie:
a) Plana;

b) Meseta;

c¢) Convexa;
d) Concava.

4. Consisténcia:

a) Seca ou opaca;

b) Umida ou brilhante;

c) Consistente (consisténcia similar a manteiga);

d) Mucosa (quando tocada com alga forma um filamento);

¢) Quebradiga (crescimento seco, porém quebradi¢o, como esperma);
f) Membranosa (dificil de suspender em agua).

5. Pigmento:

Além das caracteristicas mencionadas anteriormente, as colonias podem ou ndo
apresentar pigmento, o qual pode estar circunscrito na colonia (endopigmento) ou pode estar
difundido no meio (exopigmento).

6. Odor:

Algumas bactérias apresentam odor caracteristico: amoniacal, fecaloideo, adocicado
etc.
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7. Hemolise:
Quando se semeia em agar sangue, as bactérias podem destruir os glébulos vermelhos
produzindo hemolise. Segundo esta caracteristica, as bactérias podem ser:

a) Gama hemoliticas: ndo destroem globulos vermelhos;

b) Alfa hemoliticas: destrui¢do parcial dos globulos vermelhos com formagdo de meta-
hemolise que se evidencia por uma coloracdo esverdeada ao redor da coldnia;

c) Beta hemolise: destruicdo total dos globulos vermelhos que se evidencia pela transparéncia
do meio ao redor da coldnia.

Atividade Pratica: Cultura pura e isolamento bacteriano em meios liquidos
e solidos

Técnica:

1. A alca de “platina” deve ser flambada antes e depois de qualquer procedimento de

semeadura. Para tanto, o cabo deve ser exposto a chama de 2 a 3 vezes e a alca deve ser
aquecida ao rubro. A posicdo correta para a flambagem da alca é que a mesma faga um

angulo de 45° em relagdo a mesa de trabalho;

ey

2. Antes de retirar o material para a elaboragdo do esfregaco ou para semeadura, deve-se
esfriar a al¢a na parede interna do tubo ou na tampa da placa de Petri;

3. Para a semeadura em tubos de ensaio, deve-se flambar rapidamente a boca dos
mesmos logo apds a retirada do tampdo de algoddo ou tampa rosqueada. Este devera ser
segurado pelo dedo minimo da mdo que esta segurando a al¢a. Apds a retirada do material
com a alca, flambar novamente a boca do tubo e recolocar o tampéo de algoddo ou tampa.

Flambar a al¢a apds o uso;
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4. As placas de Petri contendo meio sélido e os tubos contendo meio liquido deverdo ser

abertos proximos (maximo de “um palmo” de distancia) ao bico de Bunsen, para evitar
contaminagdo, principalmente, das bactérias do ambiente. Depois de semeadas, as placas
deverdo ser incubadas em estufa com tampa voltada para baixo (emborcadas para evitar

contaminagdo e ressecamento do meio).

Objetivo da atividade:

1) Realizar o isolamento de bactérias a partir de uma amostra aleatéria (ambientes,
pioderma, fezes, mao, celular, dinheiro, etc) em um meio de cultura solido (placa petri
contendo agar nutriente estéril) de modo a obter colonias isoladas em cultura pura;

2) Realizar a coloragdo de Gram diretamente da amostra para fazer um diagndstico
presuntivo do provavel agente bacteriano;

3) Isolar bactérias presentes na microbiota da mao e obter colonias isoladas em meio
solido agar nutriente.

4) Semear e isolar bactérias cultivadas em meio liquido (caldo).

Material:

1 — Swab estéril;

2 — Caldo contendo cultivo bacteriano.

3 — Placa de Petri contendo meio de cultura solido (a4gar nutriente) estéril;
4 — Tubos contendo caldo de cultivo estéril;

4 — Alga bacterioldgica;

5 — Laminas de vidro;

6 — Corantes para Coloragdo de Gram

7 — Tubo com solugdo salina estéril
8 - Microscopio

Procedimento 1: Cultivo e isolamento de bactérias das amostras
a) Depositar a amostra coletada com swab estéril na superficie de uma placa de agar nutriente;
b) Flambar (esterilizar) a alca;
c) Semear por esgotamento: a partir de um ponto de inoculagdo, distribuir o material com a
alca bacteriologica previamente esterilizada e esfriada, na placa de agar estéril, fazendo
“estrias ou zig-zag” no restante da placa. Este procedimento “separa/espalha” bactérias e,

quando crescem, produzem coldnias isoladas.

primnary streak

secondary streak
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d) Incubar a placa de agar nutriente e o tubo com caldo nutriente a 37°C por 24 horas;
e) Fixar a amostra em uma limina de vidro e realizar a colora¢ao de Gram;
f) Desenhar a morfologia microscépica e coloracio de Gram das bactérias observadas

diretamente nas amostras;

Morfologia:

Gram:

Procedimento 2: Cultivo e isolamento de bactérias em meios so6lidos e liquidos
a) Flambar (esterilizar) a alca;
b) Coletar amostra de caldo de cultura contendo bacterias com a alga estéril, e previamente
esfriada, e depositar a amostra na superficie de uma placa de adgar nutriente;
c) Semear por esgotamento: a partir de um ponto de inoculagdo, distribuir o material com a
alca bacteriologica previamente esterilizada e esfriada, na placa de agar estéril, fazendo
“estrias ou zig-zag” no restante da placa. Este procedimento “separa/espalha” bactérias e,
quando crescem, produzem coldnias isoladas.
d) Flambar (esterilizar) a al¢a;
f) Coletar amostra de caldo de cultura contendo bacterias com a alga estéril, e previamente
esfriada, e depositar a amostra no tubo contendo caldo de cultura estéril;
g) Incubar a placa de agar nutriente e o tubo com caldo nutriente a 37°C por 24 horas;

Procedimento 3: Cultivo de bactérias da Microbiota Humana

Objetivo: constatar a presenca e a variedade de microrganismos da nossa microbiota
normal das maos. Verificar o crescimento e diferentes morfologicas microscopicas e
macroscopicas das colonias isoladas em placas de Petri contendo agar nutriente estéril.

Material:

- Placa de Petri contendo meio de cultura solido: 1 placa com agar nutriente.

Procedimento:

1. Umedecer um cotonete (swab estéril) em um tubo contendo solugdo fisiologica estéril;
2. Coletar amostra das maos (palmas e regido interdigital) com o cotonete e fazer uma

marca na superficie da placa contendo meio de cultura so6lido (agar nutriente);
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3. A partir de um ponto de inoculagdo, distribuir o material na placa, fazendo “estrias ou

zig-zag” no restante da placa. Incubar a placa a 37°C por 24 horas.

A LEITURA E INTERPRETACAO DAS CULTURAS SERAO REALIZADAS
NA PROXIMA AULA. DEPOIS DESTA INTERPRETACAO SERA POSSIiVEL
REALIZAR O RELATORIO DE ATIVIDADES.

Leitura da aula pratica anterior com Coloracio de Gram das colonias

Amostras semeada e meio sélido, incubada a 37°C por 24h:

Descreva caracteristicas das coldonias isoladas no meio de cultura solido e a morfologia
microscopica e resultado da coloragdo de Gram das coldnias crescidas em meio solido.
1) Leitura da placa de agar nutriente:

Caracteristicas da coldnia:

Morfologia microscépica:

Gram:

Cultura da amostra da mio semeada e meio sélido e incubada a 37°C por 24h:

a) Tipo e numero de colonias diferentes:

b) Morfologia microscopica e coloracdo de Gram da colonia predominante

Morfologia microscépica:

Gram:
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QUESTOES PARA ESTUDO

1. As amostras foram semeada em meio liquido (caldo) e meio solido (em placas de

Petri). Quais as vantagens que oferecem estes dois tipos de cultivos?

2. E normal a presenca de bactérias em partes do corpo humano como a mao?
3. No caso que um Médico Veterinario realize uma cirurgia ou um processo invasivo em
um animal, existe a probabilidade de que a bactéria da mao produza uma infeccio no

animal suscetivel? Como poderia evitar a infeccao?

4. Em que caso clinico (infec¢io associada) a cultura quantitativa é importante para o
diagnostico?
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AULA PRATICA N° 3: ANTIBIOTICOS E QUIMIOTERAPICOS

1. Introducao

Desde a sua descoberta. o uso de antibioticos mudou o conceito da pratica
medica. revolucionando o tratamento de infeccdes e fazendo com que doencas fatais
virassem problemas de saude controlaveis. Infelizmente. a resisténcia bacteriana de
importancia medica surgiu logo apds a introducdo dos primeiros antibioticos e desde
entdo tem aumentado gradualmente em todo o mundo afetando principalmente o
ambiente hospitalar. e estendendo-se para a comunidade e o agronegocio ligado a criacao
e producao de animais, o que € de interesse para a Medicina Veterinaria e Zootecnia.

Antibacterianos sdo definidos como compostos de baixo peso molecular.
produzidos por bactéria e fungos (antibioticos). ou compostos sintéticos ou quimicamente
modificados (quimioterapicos) que matam (bactericidas) ou inibem (bacteriostaticos) o
crescimento de bactérias. Estruturalmente. sdao classificados como p-lactamicos.
aminoglicosideos. quinolonas. macrolideos. lincosamidas. tefraciclinas. polimixinas.
sulfonamidas. glicilciclinas, oxazolidinonas. cetolideos, glicopeptideos. lipopeptideos e
estreptograminas. Segundo o espectro de atividade eles possuem um espectro restrito de
atividade contra Gram negativos ou Gram positivos. ou um amplo espectro de atividade
contra Gram positivos e Gram negativos. O mecanismo de agdo. o qual pode produzir um
efeito bacteriostatico ou bactericida. € direcionado a inibicao da sintese da parede
bacteriana. alteracdo da integridade da membrana. inibicdo da sintese protéica. ou

mibicdo da sintese de acidos nucléicos (Figura 1). Sintece e scidos
. nucleicos
Quinolonas

Sintese da parede Sulfonamidas

p-lactimicos: Trimetoprim

- penicilinas Rifampicina

- cefalosporinas

- carbapenems

Glicopeptideos

= va_ncomic_ma Sintese proteica

- teicoplanina Macrolideos

Integridade da membrana
celular

Ketolideos (telironucina)

Lincosamidas

Peptideos catidnicos:
- polimixina B
- pohmuana E (ou colistina)

Estreptograminas (svnercid)

Tetraciclinas

Aminoglicosideas

Oxazolidinonas (linezolida)

Com a finalidade de praticar uma antibioticoterapia racional. surgiram os testes de
suscetibilidade antibacteriana (ou Antibiograma). cujo objetivo € predizer in vitro o que
acontecera in vitro quando um antibidtico seja administrado. na instauracdo de um
esquema terapéutico. para o tratamento de doencas infecciosas. Atualmente, existem
metodos qualitativos (i.e.. método de difusdo do disco ou Kirtby-Bauer) que permitem
diferenciar se uma bactéria € resistente ou sensivel a um determinado antibidtico testado.
Adicionalmente existem metodos quantitativos que permitem conhecer se uma bactéria é
sensivel ou resistente, mediante a de terminacdo da Concentracdo Inibitéria Minima
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(CIM). Este valor infere quantitativamente sobre a concentracdo minima necessaria para
inibir, in vitro. o crescimento macroscopico de uma espécie bacteriana. O valor da CIM é
expressa em unidades de pg/ml (ou mg/L) e permite. além de instaurar uma terapia
baseada em dosagens apropriadas, monitorar a evolucdo da resisténcia de um agente
bacteriano. durante o processo infeccioso. Com relagéio a isto, a instauracdo de uma
antibioticoterapia se baseia em administrar uma concentragdo de antibidtico que permita
obter uma concentracao plasmatica SEMPRE superior a CIM.

2. Objetivos

Interpretar um teste de suscetibilidade antibacteriana qualitativo (Antibiograma
realizado pelo método de difusdo do disco) e discernir sobre a escolha de cada
antibiotico. tanto para a execucao do teste, como para a escolha terapéutica.

3. Experimental
Cada grupo recebera:

1. Caldo nutriente inoculado com Staplylococcus aurens

2. Caldo nutriente inoculado com Escherichia coli

3. Placas de agar Mueller-Hinton

4. Coletar amostra bacteriana com ajuda do “swab” estéril. Tirar o excesso de
liquido pressionando o “swab™ nas paredes do tubo.

5. Semear a superficie do agar Mueller-Hinton (cobrindo a totalidade da superficie)

com cada amostra bacteriana. utilizando o “swab” umedecido no inoculo
bacteriano respectivo. Uma placa para S. aureus e uma placa para E. coli.

6. Deixar secar as placas por 5 minutos e depositar discos de antibidticos de
diferentes classes estruturais (Penicilina. Eritromicina. Ac. Nalidixico. Ceftiofur.
Enrofloxacina).

7. Identificar as placas e incubar (37°C por 24 horas).

A LEITURA E INTERPRETACAO DOS ANTIBIOGRAMAS SERAO
REALIZADAS NA PROXIMA AULA. DEPOIS DESTA INTERPRETACAO
SERA POSSIVEL REALIZAR O RELATORIO DE ATIVIDADES.

Leitura da aula pratica anterior

Com o auxilio de uma régua (figura 2). cada grupo devera medir o halo de
inibicdo (em milimetros) para cada antibiotico. completando a tabela 1.
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Tabela 1. Interpretacdo dos halos de inibicdo para Escherichia coli e Staphyvilococcus

aureus
Critério de Interpretacio Diimetro Interpretacio
Antibioticos™ Disco (pug) Sensivel Intermediario Resistente do halo lido do isolado
E. coli S. aureus E. coli S. aureus E. coli S. aureus (mimn) estudado
Penicilina PEN (10) = =29 ’ - - <28
Eritromicina ERI(13) - >23 - 14-22 - <13
Ac. Nalidixico NAL (30) =19 - 14-18 - <13 -
Enrofloxacina ENO (35) =23 > 23 17-22 17-22 <16 <16
Ceftiofur CTE (30) =21 =21 18-20 18-20 <17 <17

* Penicilinas: penicilina: Cefalosporinas: ceftiofur; Macrdlideos: erifronucina; Quinolonas: Ac.

Nalidixico, enrofloxacina. (Penicilina e Cefalosporinas sdo beta-lactamicos)

QUESTOES PARA RELATORIO AULA PRATICA N°6

a) Cite critérios de selecio na escolha dos antibacterianos para realizar um teste de

suscetibilidade.

b) Segundo o antibiograma, mencione quais antibioticos sdo de amplo espectro e

quais sao de espectro restrito.

¢) Observando os resultado, em um caso de mastite bovina por S. aureus, que

antibidéticos poderiam ser utilizados no tratamento?

PRINCIPAIS ANTIBIOTICOS CLASSIFICACAO

PENICILINAS

¢  Naturais:
o Penicilina G (via oral ou mtramuscular).
5 Penicilina G Sodica o Potassica (endovenosa).
o Pemicilina V (via oral).
¢  Penicilinas resistentes as penicilinases.
o Meticilina (via parenteral).
Isoxazolilpenicilinas.
=  Cloxacilina (via oral).
=  Oxacilina (via parenteral ou oral).
¢  Aminopenicilinas.
o Ampicilina (via parenteral).
> Amoxicilina (via oral).
¢  Penicilinas antipsendomonas:
Carboxipenicilinas
=  Ticarcilina (via parenteral).
Ureidopenicilinas de espectro estendido.
=  Piperacilina (via parenteral).

25




L]

CEFALOSPORINAS

De Primeira Geracio:
o viaoral:
= (Cefalexina.
= (Cefadroxilo.
©  via parenteral;
= Cefalotina (EV).
= (Cefazolina (EV o IM).
De Segunda Geracio
o viaoral:
= (Cefaclor.
= Cefuroxima.
o via parenteral:
= Cefiroxima,
= (Cefamicinas.
= (Cefoxitina.
= (Cefotetan.
De Terceira Geracao
o viaoral:
= (Cefpodoxima.
o via parenteral:
= (Cefotaxima.
= Ceftiofur
= (Cefiriaxona
= (Ceftazidima*
= Cefoperazona™
De Quarta Geracao
o Cefepime.
o Cefpiroma.

* Activos Contra Psendomonas.

* & o @

MONOBACTAMICOS
Aztreonam.
CARBAPENEMS
Imipenem.
Meropenem
Ertapenem.
Doripenein.

INIBIDORES DAS BETA-LACTAMASAS

Acido clavulanico.
Sulbactam.
Tazobactam.

MACROLIDEOS
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ANTIGOS MACROLIDOS

Eritromicina.
NOVOS MACROLIDEOSDOS
Claritromicina.
Azitromicina.
CETOLIDEOS

Telitromicina.

AMINOGLICOSIDEOS

PRIMEIRA GERACAO
Estreptomicina.
Neomicina.
Kanamicina.

SEGUNDA GERACAO
Gentamicina.
Amikacina.
Netilmicina.
Tobramicina.

QUINOLONAS

ANTIGAS QUINOLONAS

Acido Nalidixico.
Acido Pipemidico.

NOVAS QUINOLONAS
Norfloxacina.
Enrofloxacina (Uso exclusivo Veterinario)
Ciprofloxacina.

Ofloxacina.
Levofloxacina.

SULFONAMIDAS

De eliminacio rapida: .
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< Sulfametazina
De eliminacion media.

Sulfametoxazol: de uso fieqiiente combinado com o frimetroprim ( BACTRIM).

o Sulfadiazina.

De acio intestinal.
o Sulfaguanidina.

o Succinilsulfatiazol.

o Sulfasalazina: utilizado no fratamiento da colite ulcerosa.

De uso Topico.

o Sulfacetamida: se utiliza em selugdo ofidInica para conjuntivires.
o Sulfadiazina argentica: se utiliza mn queimaduras.

Sintéticas

o Tetraciclina HCL.

Semisintéticas:
o Doxiciclina.
o Minociclina.

Glicilciclinas.

TRIMETROPRIMA

Inibe a enzima dihidrofolato redutase. provocando uma interferéncia no acido folico com posterior sintese
de pirimidina na célula bacteriana.

TETRACICLINAS

PRIMEIRA GERACAOQ

SEGUNDA GERACAO

TERCEIRA GERACAO

o Tigeciclina (9-t-butilglicilamido derivado da minociclina).

Cloranfenicol.

Metronidazol.

Lincomicina.
Clindamicina.

FENICOES

NITROIMIDAZOL

ACUCARES COMPLEXOS
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FARMACOS PARA O TRACTO URINARIO

Nitrofurantoina (nitrofurano).

POLIMIXINAS
Polimixina B .
Colistin ou Polimixina E.
OXAZOLIDINONAS
Linezolid.
GLICOPEPTIDEOS

Vancomicina.
Teicoplanina.

ESTREPTOGRAMINA Y LTIPOPEPTIDEOS

ESTREPTOGRANMINAS
Quinupristina - dalfopristina.
LIPOPEPTIDOS
Daptomicina.
RIFAMICINAS
Rifampicina.
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AULA PRATICA N° 4

Antibiograma quantitativo. Determinacdo da Concentracao Inhibitoria
Minima (CIM)
https://www.anvisa.gov.br/servicosaude/controle/rede_rm/cursos/atm_racional/modulo2
/metodos2.1.htm

Microdiluicdo em caldo

A microdilui¢do em caldo corresponde a miniatura da técnica de diluicdo. Ao contrario da
anterior, a microdiluicdo em caldo utiliza placas de Elisa estéreis, com 96 pogos, com o fundo
em formato de “U”, para permitir a melhor visualizagao do crescimento bacteriano.

A vantagem deste método, em relagdo ao da dilui¢do em tubo, ¢ que em uma placa podemos
testar uma bactéria utilizando um numero variavel de antimicrobianos, em torno de 12 drogas,
com distintas concentragdes (4 a 8 dilui¢des logaritmicas).

As placas de microdilui¢do podem conter o antimicrobiano liofilizado ou congelado e sdo
inoculadas com o auxilio de um dispositivo plastico, para obter uma concentracdo bacteriana
final de aproximadamente 5 x 10* a 10° UFC/mL em cada pogo da placa de microdiluigao.

Os painéis de microdiluicdo, apos a inoculagdo, sdo incubados a 35°C por 16 a 20 horas ou de
acordo com o microrganismo em teste:

Para Streptococcus spp., o periodo de incubacdo deve ser de 20 a 24 horas;

para cepas de Staphylococcus spp. e Enterococcus spp., a incubagao deve ser realizada por um
periodo de 24 horas completas para avaliagao da sensibilidade aos antimicrobianos oxacilina e
vancomicina.

Ap6s a incubagdo, a leitura da placa com a determinacdo da CIM sera realizada visualmente
(Figura). A interpretacdo ¢ feita da mesma forma que a da macrodiluicao.

Esta metodologia ¢ bastante utilizada pelos laboratorios de microbiologia clinica em paises
desenvolvidos, pois o processo de confeccdo das placas ¢ mecanizado e a comercializagdo de
placas de microdiluicdo congeladas ou liofilizadas ¢ realizada por varios fabricantes. O teste
quantitativo de microdilui¢do em caldo ¢ utilizado pelos sistemas automatizados, podendo ser
combinado com a identificagio da espécie bacteriana pela incorporacdo de provas
bioquimicas na mesma placa.

128 pgimL

64 poiml
32 pgimL
16 pagimlL
8 poiml
4 pgiml
2pgiml

1 pgimlL
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AULA PRATICA N° 5

METODOS FISICOS E QUIMICOS DE DESTRUICAO MICROBIANA (avaliagio de
antissépticos e desinfetantes em fun¢io da concentracio e tempo de interacio).

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, pasteurizagdo de leite e refrigeracdo de alimentos. As principais
razdes para o emprego de métodos de controle dos microrganismos s3o: prevenir a transmissio
de doencas infecciosas; prevenir a deterioracao de alimentos; e prevenir contaminacio.

A inibicdo 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, elevada osmolaridade (empregando-se
altas concentragdes de sal ou de aglcar), pH baixo e as radiagdes. Ainda poderiamos
acrescentar a filtracdo de solugdes, que embora ndo iniba ou mate os microrganismos, permite
a remocdo destes e consequente esterilizagdo do material. Quanto aos agentes quimicos,
inimeros sdo empregados, tais como: formol, fenol, 6xido de etileno, entre outros.

No controle das populagdes microbianas, os antibidticos sdo considerados a parte e sdo
estudados na pratica que aborda o antibiograma. Quanto ao emprego, a diferenca
fundamental entre os antibioticos e os demais agentes quimicos antibacterianos, reside no fato
de que os primeiros possuem toxicidade seletiva e, assim, podem ser introduzidos no
organismo em doses controladas que ndo causem danos a célula animal. Os demais agentes
quimicos sdo agressivos as células e s6 podem ser utilizados para a desinfeccdo de
instrumentos e de superficies inanimadas (desinfetantes) ou na antissepsia da pele ou das
mucosas (antissépticos).

ESTERILIZACAO:

Conjunto de procedimentos fisicos, quimicos ou bioldgicos que tém por objetivo a
destrui¢@o total de microrganismos saprofitos e patogenos, tanto em sua forma vegetativa
como esporulada.

A eliminagdo dos microrganismos pode ser realizada por:

a) Destruicdo: esterilizagdo por calor, radiagdes, agentes quimicos, produtos antimicrobianos.

b) Eliminacdo ou separacdo dos microrganismos indesejaveis: filtracdo, centrifugacdo e
ultracentrifugacao.

c) Inibicdo do desenvolvimento: baixas temperaturas (refrigeragcdo e congelamento),
dessecacdo, aplicagdo de antimicrobianos etc.
CLASSIFICACAO DOS METODOS DE ESTERILIZACAO:
I - METODOS FiSICOS:
a) Temperatura:
e Calor seco:
v' direto (incineragdo, flambar);
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v’ ar quente (forno Pasteur).
e Calor umido:

v com pressio (autoclave);
v’ sem pressdo (ebuligdo, pasteurizagdo, tidaliza¢do).

e Frio: refrigeragdo, congelamento, liofilizacao.
b) Filtracio;

¢) Centrifugacio e ultracentrifugacio;

d) Radiagoes: luz ultravioleta, raios X;

¢) Ondas supersonicas (ultrassom);

f) Pressao osmética.

II - METODOS QUIMICOS:
a) Desinfeccao;

b) Antissepsia.

111 - METODOS BIOLOGICOS:
a) Drogas antimicrobianas;
b) Bacteriocinas;

c) Bacteriofago.

METODOS FiSICOS
ESTERILIZACAO POR CALOR SECO
a) Calor direto:

Utilizado na esterilizagdo de material metalico ou de vidro (al¢a de platina, pipetas
Pasteur, boca dos tubos de ensaio, etc.). Deve-se passar o material a ser esterilizado pela zona
azul da chama do bico de Bunsen. Este método se denomina flambar.

Outra aplicacdo de calor direto ¢ a incineracdo ou cremagdo, método utilizado para a
eliminacdo de material descartavel (expectoragdo, fraldas, cadaveres, material contaminado
etc.).
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Chama oxidante
3 cor violeta
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Entrada de gas

b) Ar quente:

Forno Pasteur — funciona a 180°C por 30 min a 1 h (tempo efetivo). Neste forno sdo
destruidas tanto as formas vegetativas como as esporuladas das bactérias, além de outros
microrganismos, como todos os virus. Pode-se esterilizar materiais de vidro, porcelana,
agulhas etc. Estes devem estar bem secos. Liquidos, meios de cultura e material organico néo
podem ser esterilizados nesse forno.

ESTERILIZACAO POR CALOR UMIDO

Numa mesma temperatura o calor imido € mais efetivo que o calor seco. A parte ativa
do calor imido ¢ o vapor d’agua. O calor imido pode ser aplicado:
a) Sem pressao;
b) Com pressao.

a) Vapor de agua sem pressdo:

Ebulicdo da agua: consiste em aquecer a agua em um recipiente (panela, esterilizador) até a
ebuli¢do, mantendo por 10 — 15 min.

Este método, ainda que pratico e muito utilizado para esterilizar agulhas, seringas e
outros, como também para destruir as formas vegetativas das bactérias, ndo possui agdo sobre
esporos nem sobre alguns virus.

Pasteurizacio: ndo produz esterilizagdo apenas destroi microrganismos patogenos. Consiste
no aquecimento de um liquido por um tempo determinado, seguido de um rapido
resfriamento. Este método, utilizado em leite, destroi todas as bactérias patdogenas que podem
estar contaminando o mesmo, porém, mantém intactas suas propriedades nutritivas e sabor.
O processo pode ser aplicado em diferentes niveis:

- LT.LT (low temperature, long time) : 65°C por 30 min;

- HT.ST (hight temperature, short time) : 72°C por 15s e esfriamento a 10°C;

- VHT (ultra hight temperature) : 130-150°C por 5s.

Tindalizacio: ¢ um sistema de esterilizagdo fracionada no qual o produto ¢ levado a ebuli¢do
por 30 min em trés dias consecutivos. [sto leva a destruicdo de esporos que vao germinando
dia-a-dia.

E utilizado para esterilizar liquidos que contém substancias orgénicas.
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b) Vapor de 4gua com pressao:

Autoclave de Chamberland: é um recipiente metalico, cilindrico, no qual coloca-se certa
quantidade de agua que ¢ aquecida por meio de eletricidade ou gas. E fechada hermeticamente
com uma tampa metalica que se ajusta por meio de parafusos ou alavanca.

A autoclave possui um mandémetro indicador de pressdo, uma valvula de seguranca e
uma chave de saida de vapor de ar. Quando em funcionamento, deve-se deixar o vapor
escapar, até que saia de forma continua. Em seguida, deve-se fechar a chave de saida.

O aumento da temperatura da adgua no interior da autoclave acarreta o aumento da
pressdo. A temperatura de esterilizagdo habitual é de 115-120°C durante 20 min. (1 atm de
pressao).
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Este ¢ o método mais seguro e rapido de esteriliza¢do, podendo ser utilizado em uma
grande variedade de materiais como meios de cultura, material contaminado, vidros,
borrachas etc.

O controle da esterilizagdo pode ser realizado utilizando-se diversos procedimentos
como: substincias quimicas que se fundem a temperaturas conhecidas, indicadores que
mudam de cor em determinadas temperaturas, tiras de papel que contém esporos bacterianos e
que devem ser cultivados posteriormente, onde podera ser observado possivel
desenvolvimento etc.
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TEMPERATURAS BAIXAS

As temperaturas baixas inibem o desenvolvimento microbiano € 0s microrganismos
permanecem nestas condi¢des durante longos periodos, em vida latente. Quando ha aumento
de temperatura, a multiplicagdo microbiana é retomada. Trata-se, portanto, de um processo
reversivel. A técnica é empregada na conservagdo de alimentos (carnes, verduras, etc.), cepas
bacterianas etc.

v’ Refrigeragdo: temperatura de + 4°C;
v Congelamento: temperatura abaixo de 0°C.

LIOFILIZACAO

E um processo de desidratacdo realizado a baixas temperaturas (de congelamento) a
Vacuo.
Utilizada para conservacao de cepas microbianas, virus, vacinas, soros etc.

FILTRACAO

Separacdo ou eliminacdo de microrganismos dos materiais os quais se deseja
esterilizar; ndo ha destrui¢do nem inibi¢do de microrganismos.

A filtracdo ¢ utilizada para esterilizar liquidos ou gases que ndo resistem ao calor.

Sdo utilizados filtros e os procedimentos empregados podem ser por pressido ou
aspiracao.

ULTRAFILTROS

Sdo constituidos por membranas, proporcionando/formando poros muito pequenos.
Existem ultrafiltros de diferentes porosidades, de acordo com as caracteristicas dos
componentes da mistura. Sua utilidade foi estabelecida na medicao de virus filtraveis.
CENTRIFUGACAO E ULTRACENTRIFUGACAO

Sdo também meios utilizados para a separagdo de microrganismos de um produto, a
qual se obtém devido a diferenga de densidade entre os mesmos.
RADIACOES
Luz ultravioleta: a luz ultravioleta possui boa acdo germicida, porém pouco poder de
penetracao.

Na pratica, a fonte de luz ultravioleta ¢ obtida com lampadas especiais. Suas
aplicagdes sdo:

- Esterilizagc@o de ambientes: laboratorios, hospitais, centro cirurgico etc;
- Agua de piscinas e agua de bebidas;
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- Bancos de sangue;
- Esterilizacdo de vasilhas.

Raios X: sdo microbicidas e possuem alto poder de penetragdo, porém sua aplica¢do ¢é cara e
sdo, além disso, cancerigenos, por isso seu emprego para esterilizagdo ¢ contraindicado.

Radiag¢odes idnicas: possuem menor comprimento de onda que a luz ultravioleta e, por sua
vez, maior poder germicida, que aumenta em presenga de oxigénio, possivelmente devido a
formagdo de perdxido.

A fonte de radiacdo mais utilizada é obtida do Cobalto-60.

Sua maior aplicagdo ¢ na esterilizagdo e preservacdo de alimentos. Contudo, o alto
custo do procedimento faz com que seu uso seja restrito.

ONDAS SUPERSONICAS

Os sons nao audiveis para o ouvido humano (freqiiéncia 20000 a 100000/segundo)
também possuem acdo letal sobre as bactérias quando estas se encontram em suspensiao. A
acdo sobre os virus ¢ bem menor.

Tém pouca aplicagdo pratica devido a variabilidade de resposta dos diferentes
microrganismos as ondas supersonicas.

PRESSAO OSMOTICA

Uma alta pressdo osmotica (alta concentragdo de NaCl ou outras substancias) confere
acdo estatica e/ou microbicida ao meio. Entretanto, algumas bactérias suportam altas
concentracgoes de sais, sendo denominadas bactérias halofilicas.

A pressdo osmotica tem aplicag@o na preservacao de alimentos:

- Salmado, carne, picles etc (agregacdo de sal);
- Geléias, frutas, xaropes, etc (agregagdo de acucar).

METODOS QUIMICOS
Existem certas substincias quimicas que possuem a propriedade de destruir os
microrganismos. A destrui¢do, inibicdo ou morte dos microrganismos tem importancia na
medicina, na pesquisa e na industria.

Desinfec¢ao: processo através do qual eliminam-se microrganismos patogenos.

Antissepsia: ¢ todo processo que destroi ou inibe o desenvolvimento de microrganismos com
a finalidade de combater a infecgdo (sepsia). Geralmente, empregam-se substancias quimicas.

Contaminacio: ¢ a presenca de microrganismos vivos na superficie do corpo, solo, agua,
alimentos, etc.

Antisséptico e desinfetante: sdo substancias que tém por objetivo a eliminag@o efetiva dos

microrganismos. Ainda que, etimologicamente, possuam o mesmo significado, na pratica, ha
diferenca entre os conceitos:
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Antisséptico: € uma substincia que interfere no desenvolvimento da infeccdo devido a sua
propriedade em inibir o desenvolvimento microbiano (acdo bacteriostatica). Uma substancia
antisséptica ndo ¢ toxica para os tecidos vivos.

Desinfetantes: sdo substdncias com agdo antimicrobiana (ag¢do bactericida e/ou
bacteriostatica), mas que, geralmente, possuem efeitos toxicos sobre os tecidos vivos.

Bactericida: propriedade de uma substancia em produzir a morte microbiana.

Bacteriolitica: propriedade de uma substancia em produzir, além da morte, a destruicdo das
bactérias.

Bacteriostatica: propriedade de uma substdncia em inibir o desenvolvimento bacteriano
(fendmeno reversivel).

LOCAIS E MECANISMOS DE ACAO DOS AGENTES QUIMICOS

Os locais e mecanismos através dos quais a substancia quimica mata, destroi ou inibe
0s microrganismos sao 0s seguintes:

1) A¢ao sobre membrana e parede celular:

e Dificultando sua sintese. Ex. lisozimas, penicilina.

e Por combinagdo com os lipidios da membrana. Ex. 4lcool, fenol, detergentes.
e Inibicdo da cadeia transportadora de elétrons. Ex. hexaclorofeno.

2) Acdo sobre proteinas e enzimas:

e Coagulacdo e desnaturacdo de proteinas. Ex. alcool, fenol, metais pesados.
e Efeito toxicos sobre enzimas:

a) Oxidagdo de radicais livres. Ex. H,O,, iodo, cloro.

b) Efeito alquilante. Ex. formaldeido, glutaraldeido, 6xido de etileno.

e Formagdo de compostos com:

a) radicais livres. Ex. mercuriais.

b) grupos sulfidrilas. Ex. compostos contendo cloro.
c) grupos amino. Ex. formol, glutaraldeido.

3) Alteraciao do cromossomo:
e Interferéncia na replicagdo do DNA. Ex. formaldeido, radiacdes.

0S AGENTES QUIMICOS DE DESINFECCAO SAO AGRUPADOS EM:

1. Alcoois;

2. Fenois (hexaclorofeno, clorexidine);

3. fons de metais pesados (cloreto de mercurio, nitrato de prata, sulfato de cobre);

4. Agentes oxidantes (cloro, hipoclorito de calcio ou sodio, tintura de iodo, peroxido de
hidrogénio, permanganato de potassio);

5. Agentes alquilantes (formaldeido, glutaraldeido, 6xido de etileno);

6. Detergentes ou agentes tensoativos (derivados do amonio quaternario: cloreto de
benzalconio, cetritane);

7. Corantes (violeta de genciana, azul de metileno, verde brilhante, verde malaquita).
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A EFICACIA DESTAS SUBSTANCIAS QUIMICAS, COMO DESINFETANTES, E
AFETADA PELOS SEGUINTES FATORES:

1. Concentracao;

2. Tempo de exposi¢ao;

3. pH;

4. Temperatura;

5. Microrganismo;

6. Presenca de matéria orgénica.

PARA QUE UMA SUBSTANQIA QUIMICA SEJA UTILIZADA COMO
DESINFETANTE OU ANTISSEPTICO DEVE REUNIR OS SEGUINTES
REQUISITOS:

. Alto poder germicida;

. Estabilidade/ Ser estavel;

. Solubilidade/ Ser solavel;

. Nao ser toxico aos tecidos;

. Bom poder de penetragio;

. Néo ser irritante, ndo possuir odor desagradavel, ndo ser corrosivo;
. Nao manchar;

. Baixo custo.

0NN NPk W~

ATIVIDADE PRATICA
A) 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.

Procedimento:

1. Divida o fundo da placa de Petri em 3 partes. Anote: ANTES, 1 minuto, 5 minutos;
nome do microrganismo e o numero do Grupo;

2. Inocule uma algada da suspensdo bacteriana no espago ANTES;

3. Adicione 1,0 ml de Desinfetante. Misture bem 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 al¢ada da mistura no espago 5 minutos.

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

5]
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Analise / Interpretacio:

1. Contar e anotar o nimero de coldnias de bactérias crescidas.
Caso seja impossivel a contagem, anotar os resultados na forma de cruzes;

1. Comparar os resultados de seu grupo com os resultados dos demais grupos que
trabalharam com diferentes desinfetantes;

2. No item Conclusdo de seu relatorio, incluir observacdes relativas aos resultados
obtidos pelo seu grupo e os resultados obtidos por demais grupos do laboratorio.

QUESTOES PARA RELATORIO

1. Os desinfetantes sdo capazes de promover a esterilizacao das bactérias? O tempo
de incubacio é um fator que deve ser considerado?

3. Defina, especificando a diferenca:
- Antibidtico, desinfetante e antisséptico;
- Esterilizacao e desinfecgao.
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DESINFETANTES E ANTISSEPTICOS MAIS UTILIZADOS E SUAS CARACTERISTICAS

GRUPO EXEMPLO MODO DE ACAO USOS E INDICACOES
CONCENTRACAO
RECOMENDADA
Nao atua sobre esporos.
. Desnatura proteinas, Desinfetante e antisséptico Efeito: 10-15°.
‘ . Etilico ) L ; .
Alcoois Isopropilico dissolve lipidios da da pele. Atua sobre células vegetativas
membrana, tensoativo. 70%. Gram(+) e (-), virus, fungos, mas
nao esporos.
Muito toxico e corrosivo, de
Fenol, cresol, Dot e, Desinfetante para §quipos, odor degagradével, efeito
Fenol lisol Diminui tensdo superficial e MRS
‘ ’ 5%. Atua sobre Gram (+),(-) e
BAAR.

Hexaclorofeno

Clorexidina

Tensoativo, desnatura
proteinas.

Tensoativo, desnatura
proteinas.

Antisséptico incorporado a
sabonetes, desodorantes,
creme dental.

Assepsia pré-cirtrgica de
feridas.

Absorvido pela pele, menos
toxico.

Nao ¢ absorvido pela pele.
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DESINFETANTES E ANTISSEPTICOS MAIS UTILIZADOS E SUAS CARACTERISTICAS

agua.

n USOS E CONCENTRACAO .
GRUPO EXEMPLO MODO DE ACAO RECOMENDADA INDICACOES
Inativa enzima, une-se a — . , . Muito téxico, corrosivo, €
. . Desinfetante de laboratorio. L L
. SH livres de enzimas ou inativado em presenga de matéria
Cloreto de mercurio . 0,1%. N
coenzimas. organica.
gegﬁif;s Antisséptico da pele e Menos toxico, ndo sendo inativado
ore . Idem mucosas. em presenc¢a de matéria organica.
Mertiolate, mercurio ~
. 1-2,5%. Nao atua sobre esporos e BAAR.
Metais pesados cromo.
Antisséptico da pele e
Nitrato de prata. Idem mucosas.
1%.
Sulfato de cobre. Idem Desmfecgaq de depositos de
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DESINFETANTES E ANTISSEPTICOS MAIS UTILIZADOS E SUAS CARACTERISTICAS

organicos de iodo.

pele e feridas.

~ USOS E CONCENTRACAO N
GRUPO EXEMPLO MODO DE ACAO RECOMENDADA INDICACOES
) . Purificagdo de agua, Efeito imediato, irritante, toxico, pouco
Cloro, hipoclorito . . - . .
de sodio ou Oxidam grupos —SH e — desinfeccdo de grtefatqs ativo sobre esporos.Atl.Vo §0bre Gram
calcio NH;. empregados em industria (+),(-) e BAAR. Sao inativados em
’ lactea. presenca de matéria organica.
5%.
Utiliza-se na forma de tintura | Efeito imediato, ativo contra Gram (+),(-)
lodo Idem (solugdo em alcool). e BAAR. Néao age sobre esporos.
Agentes . ~ A . < )
- Desinfecgao cutanea. Nao irritante, ndo mancha, efeito
oxidantes o . .
2%. imediato.
Compostos Desinfetante, antisséptico da

Pouco poder de penetragado. E inativado
em presenc¢a de matéria organica.

H,0,

Diminui tesdo superficial.

Oxida grupos —SH.

Antisséptico da pele, limpeza
de feridas.
3 —20%.

42



DESINFETANTES E ANTISSEPTICOS MAIS UTILIZADOS E SUAS CARACTERISTICAS

USOS E
GRUPO EXEMPLO Miggg E CONCENTRACAO INDICACOES
RCOMENDADA
Substituem
atomos livres Desinfetante de
de hidrogénio laboratorios,
por radicais instrumentos
Formaldeido alquila, cirrgicos e Esporicida, utilizado na forma gasosa por tempo prolongado.
alterando a equipamentos
Aentes alquilantes estrutura de contaminados.
& d proteinas e Solugdo a 37%.
DNA.
Utilizado para
Oxido de esterilizar material Gas altamente toxico e explosivo. Utilizado misturado a COs.
. Idem A ~ . . -
etileno pléstico, papel, 13, Necessita uma autoclave especial, com 8 — 12h de exposicao.
couro.
Anidnicos Rompem a Desinfetam pele e
membrana mucosas. ~ ~
sellulle 10 — 30 min. Nao possuem agao sobre esporos ¢ BAAR.
Catibnicos aumentam
St Comp(zstf)s de permegbllldade
amonio e diminuem a
quaternario. tensao
Cloreto de superficial.
A Idem
benzalconio.
Cetritane. Idem Idem
L. Cristal violeta, Interfe’re'm com Antisséptico da pele
Corantes basicos . os acidos
verde-brilhante - € membranas.
nucléicos.
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AULA PRATICA N° 6

TRANSMISSAO E DISSEMINACAO DE MICROORGANISMOS

A infecgdo € uma condicdo na qual uma parte (infeccdo localizada), ou o corpo todo
(infeccdo disseminada) ¢ invadido por um agente infeccioso que, numa situagdo favoravel,
multiplica-se, causando dano as células do hospedeiro, com evidentes prejuizos para este. O
organismo infectante ou patoégeno interfere na fisiologia normal do hospedeiro e pode levar a
diversas consequéncias.

A resposta do hospedeiro € a inflamacdo [amidalite, sufixo -ite (do grego itis ou ite) é
inflamacdo, peritonite, otite, sinusite, uretrite, conjuntivite etc.].

Baseado no conceito de que todo lugar estd colonizado por microrganismos, ¢ que
todo individuo apresenta uma microbiota normal, podemos deduzir que existem fontes
endogenas e exdgenas de infeccdo e que as infecgdes podem ser transmitidas por contato
direto (mdos, portadores, aerossois, secrecdes) ¢ indireto [alimentos, fomites (ex. toalhas),
artropodes, vegetais, solo].

Material

Cada grupo recebera:

- Suspensio de leveduras do género Saccharomyces spp. (meio agar nutriente);
- Placas estéreis com agar nutriente;

- Solucéao salina;

- Swab estéril (cotonete).

Método
Transmissao direta:

- Todos os alunos devem lavar as maos com agua ¢ sabdo;

- O primeiro aluno de cada grupo ird espalhar nas maos uma pequena quantidade da
suspensao de Saccharomyces spp. Em seguida, ira tocar a mao de um segundo aluno que ira
tocar a mao de um terceiro aluno, até completar a cadeia de alunos de cada grupo.

- Cada aluno ira tocar com o dedo no quadrante de uma placa de agar nutriente, previamente
identificada de 1 a 4 e 5 a 8, correspondente a sua ordem no CICLO DE TRANSMISSAO.

Interrupc¢io da Transmissao direta:

- Todos os alunos devem lavar as mdos com agua e sabao;

- O primeiro aluno de cada grupo ira espalhar nas maos uma pequena quantidade da
suspensao de Saccharomyces spp. Em seguida, ira tocar a mao de um segundo aluno que ira
tocar a de um terceiro aluno;

- O terceiro aluno ira lavar as maos com agua e sabdo antes de tocar a mao do quarto aluno,
dando continuidade a cadeia até completar todo o grupo de alunos de cada grupo;

- Cada aluno ira tocar com o dedo no quadrante da placa de TSA, previamente identificada de
1 a4e5 a8, correspondente a sua ordem no ciclo de transmissao.

INCUBAR AS PLACAS A 37°C POR 24 HORAS.
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Transmissao Indireta:
Um aluno de cada grupo ira umedecer o “swab” em solu¢do salina estéril e encostara

este na maganeta da porta do laboratorio para posteriormente inocular uma placa estéril de
agar nutriente para obter cultura pura por esgotamento.

QUESTOES PARA RELATORIO

1. Qual é o efeito da lavagem das maos na cadeia de transmissio de bactérias?
2. Bactérias da microbiota humana poderiam produzir uma infeccio em um animal?
Cite um exemplo e comente se seria uma transmissio direta e indireta.

3. Que tipo de microorganismos podem ser transmitido por aerossois e que tipo de
infeccio poderiam produzir.

4. Que medidas poderiam ser utilizadas para eliminar a possibilidade de transmissio de
bactérias por superficies inanimadas (macas, estetoscopios etc)?
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AULA PRATICA N° 7
BACILOS GRAM NEGATIVOS DE IMPORTANCIA MEDICA VETERINARIA

(Enterobactérias)
Ordem: Enterobacterales
Géneros: Escherichia
Salmonella
Espécies: Escherichia coli
Salmonella typhi
Salmonella enteritidis

As bactérias da familia Enterobacteriaceae siao bastonetes (bacilos) Gram-negativos,
fermentadoras de glicose, anacrobios facultativos, méveis ou imoveis. Quando moveis, sdo
portadores de flagelos peritriqueos. Sdo oxidases positivas ¢ reduzem nitratos a nitritos. Alguns
géneros possuem capsula como, por exemplo, Klebsiella.

Estas bactérias podem crescer em qualquer meio de cultura e para o isolamento seletivo se
utiliza o meio de MacConkey, onde podem ser classificadas como lactose positiva ou lactose
negativa. Para o género Salmonella existe o meio seletivo indicador SS (Agar
Salmonella/Shigella).

Enterobactérias podem ser isoladas de solo, 4gua e alimentos contaminados. A maior parte
sdo comensais do intestino do homem e outros animais.

A importancia clinica deste grupo de bactérias ¢ sua capacidade de produzir doencas
entéricas (enteropatogenos). Espécies como Salmonella produzem febre entérica e gastrenterite,

podendo evoluir para um quadro septicémico (disseminagdo generalizada).

Género Escherichia

Compreende cinco espécies, das quais Escherichia coli é a mais importante. Esta
espécie pode ser movel ou imdvel. Fermentam a glicose com produgdo de gas, ndo utilizam o
citrato como fonte de carbono, sdo indol positivo e H,S negativo.

Existem diversas cepas de Escherichia coli. A maior parte constitui a microbiota
intestinal do homem e outros animais e, ainda, a sua presenca em agua e leite é um indice
de contaminacao fecal. Porém, existem umas poucas cepas que sdo patogénicas produzindo
diarréia (enteropatogénicas) ou infec¢@o urindria (uropatogénica ou UPEC).

As cepas enteropatogénicas sdo classificadas com base no mecanismo de
patogenicidade e/ou estrutura antigénica em:

1. E. coli enteropatogena classica (EPEC)
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2. E. coli enterotoxigénica (ETEC)

3. E. coli enteroinvasora (EIEC)

4. E. coli enterohemorragica (EHEC)
5. E. coli enteroagregativa (EAEC).

Por exemplo, a E. coli enterohemorragica (EHEC) produz uma verotoxina que
desencadeia a sindrome hemolitica urémica (SHU), que ¢ a causa mais comum de faléncia
renal em criancgas.

A diferenciagdo dessas bactérias enteropatogénicas ¢ realizada com provas bioquimicas
(biotipagem) e testes soroldgicos (sorotipagem), onde se detectam antigenos somaticos [O
de natureza lipopolissacaridea (LPS)], antigenos capsulares (K), e/ou antigenos
flagelares (H).

Por exemplo para que uma E. coli seja considerada enteropatogénica classica (EPEC),
esta deve ser identificada como lactose positiva, movel, indol positivo e sorotipo O111 ou
OS55. Para que uma cepa de E. coli seja considerada como enterohemorragica (EHEC), deve

ser classificada como sorotipo O157:H7.

Género Salmonella

As Salmonellas sdo bacilos Gram negativos. A maior parte das espécies ¢ movel. Sdo
todas lactoses negativas e produzem gas de glicose (com excecdo de S. typhi). Existem
sorovariedades H,S positivas e citrato positivas. Uma das principais caracteristicas e
¢ a tolerancia destas espécies a altas concentracdes de bile em comparagdo a outras
enterobactérias, sendo esta propriedade explorada para fazer o isolamento seletivo dessas
espécies nos meios seletivos SS, XLD e caldo selenito.

Assim como para E. coli, a diferenciacdo de cepas enteropatogénicas ¢ realizada pela
sorologia direcionada a classificar antigenos somaticos (O), antigenos flagelares (H), e antigenos
de superficie Vi (similar a uma microcapsula que pode mascarar os antigenos somaticos).

As Salmonellas estdo adaptadas ao trato gastrintestinal de um grande niimero de animais
e do homem, considerando-se parasitas intracelulares facultativos pela sua capacidade de
sobreviver e multiplicar-se intracelularmente:

e Sorotipos adaptados ao homem: S. typhy, S. paratyphi A
e Sorotipos adaptados a animais: S. gallinarum, S. abortus, S. choleraesuis
e Sorotipos sem hospedeiros especificos: S. typhimurium, S. enteritidis (principais

agentes de diarréia).
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Atividade pratica:
Objetivo: realizar a identificagdo presuntiva de espécies da ordem Enterobacterales

Material:

1. Cada grupo recebera 2 culturas bacterianas crescidas em agar nutriente.

2. Laminas (1-2 unidades); bateria de corantes para a Colora¢do de Gram;

3. Placa de Agar SS (Salmonella/Shigella) e placa contendo dgar McConckey
4. Alga de platina e Agulha.

Procedimento:
1. Realizar a colora¢do de Gram das culturas;

2. Semear a cultura, utilizando al¢a de platina, no meio sélido SS e MacConkey

(Préxima aula) Resultados/Interpretacio:
Diferencia colonias lactose positiva e lactose negativa.
Observe a produgao de H,S no meio SS.

A) Meio sélido - AgarMacConkey
Prova: FERMENTACAO DE LACTOSE:

- colonias Lactose positiva: coloragdo vermelha.
- colonias Lactose negativa: coloragdo transparente.

B) Meio solido - Agar SS
Prova: PRODUCAO DE H,S:

QUESTOES PARA RELATORIO

1. Quais foram as bactérias identificadas pelo seu grupo?

2. Que meios seletivos sao empregados para o estudo das Enterobactérias?

3. Quais sdo as doencas causadas pelas bactérias estudadas na aula pratica?

4. Que prova bioquimica diferencia Salmonella spp. de E. coli?

5. O fato de isolar E. coli das fezes de um animal com enterite seria suficiente
para fazer inferir que a cepa é enteropatogénica e responsavel pelo quadro

diarréico? Justifique.
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AULA PRATICA N° 8

COCOS GRAM-POSITIVOS DE IMPORTANCIA MEDICA VETERINARIA

Cocos gram-positivos constituem um grupo heterogéneo de bactérias amplamente
distribuidas na natureza. Estas bactérias tém entre 0,8 a 1,0 um de diametro e t€m o potencial
de causar doengas supurativas como mastite, infec¢des de pele e tecidos moles, infecgdes do
trato respiratorio superior, osteomielite, e infecgdes da ferida cirargica.

Taxonomicamente. podem ser divididos em:
1. Género Staphylococcus
2. Geénero Streptococcus

3. Geénero Enterococcus (previamente classificados como Streptococcus grupo D).

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 ¢ causam, por exemplo: osteomielite, furunculose, hordéolo (tergol),
impetigo, infecgdes urinarias, toxi-infecgdes alimentares.

As bactérias do género Streptococcus formam cadeias (estreptococos). As espécies de

maior importdncia médica sdo: 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 nao
supurativas como glomerulonefrite e febre reumatica, que sdo consideradas seqiielas de
algumas infecg¢des anteriores.

As principais espécies do género Enterococcus sao E. faecalis ¢ E. faecium. Estes
microrganismos sdo comensais do trato intestinal. As principais caracteristicas sdo sua
tolerancia para crescerem em altas concentracdes de sal (hal6fitos), em meios contendo bile e
hidrolisar a esculina. Morfologicamente, s3o cocos Gram positivos que se observam isolados,
aos pares ou formando cadeias curtas. A principal diferenca com espécies do género
Streptococcus € a que as bactérias do género Enferococcus ndo precisam de meios

enriquecidos (agar sangue) para crescer.

Diferenciacio bioquimica dos géneros Staphylococcus, Streptococcus e Enterococcus:
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Para a diferenciacdo basica e confirmatéria entre os géneros Staphylococcus,

Streptococcus ¢ Enterococcus utiliza-se a prova da catalase. A catalase ¢ uma enzima

produzida pelos Staphylococcus e nio produzida pelos Streptococcus. Esta enzima desdobra
o peroxido de hidrogénio (agua oxigenada) em agua e oxigénio livre:
2H,0,72H,0+0,
Uma prova de catalase positiva pode ser facilmente verificada pela simples visualizacao

de bolhas que sdo formadas quando se adiciona 4gua oxigenada a uma suspensao bacteriana

sobre uma lamina de vidro.

* EXCEPCIONALMENTE, espécies do
género Enterococcus podem produzir uma
Streptococcus Staphylococcus FALSA reacdo positiva de catalase, pois estas
espécies possuem uma DNA-peroxidase (ndo
citocromica) que, eventualmente, pode agir
sobre o H,0O, dando uma reagdo fraca, falsa
positiva

Género Staphylococcus

Uma vez definido o género bacteriano, para identificar espécies de Staphylococus,

utiliza-se a prova da coagulase para caracterizar Staphylococus aureus, espécie de grande

importancia médica. Esta espécie coagula o plasma de coelho pela agdo da enzima coagulase.

j Coagulase positive: Staphylococcus aureus
J Coagulase negative: Staphylococcus spp

e

Outras provas bioquimicas equivalentes a prova da coagulase, no sentido que
identificam S. aureus do resto das espécies de Staphylococcus, sdo a prova de DNAse ¢ a
utilizacdo do manitol (crescimento no meio seletivo agar manitol-sal ou agar Chapman).

O Staphylococcus aureus € DNAse positivo e cresce em agar manitol-sal, onde utiliza
o manitol, modificando o pH pela fermentacdo do agucar. Na prova da DNAse é avaliada a
hidrolise de DNA presente em um meio de cultura (Agar DNA). Se a bactéria depositada na
superficie do 4gar DNA hidrolisa o DNA do meio (pela produg@o da enzima DNAse) apds um
periodo de incubagdo de 24 h (37 graus), produzird um halo transparente ao redor da colonia

crescida. Para facilitar a leitura do halo de hidrolise de DNA, é necessario adicionar um
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volume de HCI 1 mM sobre a superficie do agar DNA contendo a amostra bacteriana

crescida.

g

\ﬂ DNase negativo (outras espécies de

- DNAse positivo (Staphylococcus
aureus)

Género Streptococcus

Cocos Gram positivos catalase negativos do género Streptococus, sio identificados
segundo a capacidade de coldnias isoladas de hemolisar hemacias de carneiro presentes em
meio solido Agar Sangue.

As hemolisinas sdo enzimas ou toxinas que destroem os gloébulos vermelhos e outras
células. Existem hemolisinas com diferentes propriedades que s@o produzidas ndo somente
pelas bactérias patogénicas, como também, pelas ndo patogénicas.

No que diz respeito as bactérias do género Streptococcus, estas bactérias podem
produzir halos claros em volta da colonia (halo de hemolise). Quando o halo ¢ totalmente
claro, diz-se que a hemodlise ¢ do tipo beta (B-destruiciao total das hemacias); quando
esverdeado, diz-se hemolise ¢ do tipo alfa (o - destrui¢do parcial das hemacias) e quando
ndo ha hemodlise, esta ¢ chamada do tipo gama (y - auséncia de hemdlise).

Em se tratando de uma bactéria beta-hemolitica, utiliza-se a prova da bacitracina que
caracteriza Streptocococus pyogenes, (Streptococcus beta-hemoliticos do grupo A
(sorogrupo A). Um disco de papel filtro contendo 0,05 unidades de bacitracina ¢ depositado na
superficie de uma placa com Agar sangue semeado previamente com a bactéria em estudo. Os
estreptococos beta-hemoliticos do grupo A siao sensiveis a bacitracina e, portanto,
apresentam zona de inibi¢do de 12 a 17 mm; enquanto que, os demais grupos de estreptococos

geralmente nao sdo inibidos.

Streptococcus  pyogenes  (Beta-
hemolitico) exibindo sensibilidade

a BACITRACINA >4




No caso de bactérias do género Streptococcus que apresentam alfa-hemélise, utiliza-se
de maneira semelhante a prova da optoquina (cloreto de etil-hidrocupreina). Se o
estreptococo em estudo for o Streptococus pneumoniae (pneumococo) formara uma zona de
inibigdo de crescimento de 15 a 30 mm que ndo aparece no caso de outras espécies de

Streptococcus.

Esquema simplificado para identificacio de Cocos Gram-positivos

Prova da catalase

| |
+ -

Staphylococcus Streptococcus/Enterococcus™

Prova da coagulase ou
|— Prova da DNAse —|

+ - a. p
S. pneumoniae Enterococcus spp.
Staphylococcus aureus Stap hylococcus epidermidis Enterococcus spp. |
Stap hylococcus saprophyticus .
Optoquina S. pyogenes
Novobiocina S R §. agalactiae
S. pneumoniae  Enterococcus spp. |
S R Bacitracina
Staphylococcus epidermidis  Staphylococcus saprop hyticus
S R
Streptococcus pyogenes Streptocaccus agalactiae

* Enterococcus pode apresentar um falso resultado
positive para a prova da catalase

Atividade experimental
Material:
1. Cada grupo recebera 2 placas de Agar Sangue contendo:

a) placa 1: 2 cepas de Staphylococcus spp
b) placa 2: 2 cepas de Streptococcus spp.

2. Laminas de vidro e bateria de corantes para a coloracdo de Gram;
3. Conta gotas com H,0O, (1 unidade);

5. 1 placa com meio seletivo Agar manitol-sal (Agar Chapman);
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Procedimento:

1. Realizar coloracdo de Gram de todos os isolados das placas 1 e 2. Anotar os
resultados;

2. Realizar a Prova da catalase de todas as culturas das placas 1 e 2:

Em cada laminas de vidro fazer uma suspensdo bacteriana de cada isolado por separado
(n = 4) com solugdo fisiologica estéril. Para cada suspensdo bacteriana, adicionar 2-3 gotas de
H,O, 10 Volumes. Agitar levemente e observar se ocorre o aparecimento de bolhas
efervescentes. Identificar as culturas:

- Presenca de bolhas = catalase positivas = Staphylococcus spp.
- Auséncia de bolhas = catalase negativas = Streptococcus spp.

2. Semear as culturas das placa 1 e 2 em meio solido Agar-manitol-sal. Incubar as placas
a 37° C, em estufa, por 16-24 horas.

Com as culturas da placa 2:

Streptococcus spp.:

A) Realizar a prova da anadlise do tipo de hemolise com todas as culturas de
Streptococcus. Anotar cada resultado.

1) B-hemolise (hemdlise total)
i1) a-hemolise (hemolise parcial)
iii) y-hemolise (auséncia de hemolise)

A LEITURA E INTERPRETACAO DO CRESCIMENTO EM AGAR
CHAPMAN (MANITOL-SAL) SER4 REALIZADAS NA PROXIMA AULA.

Continuacio da aula pratica (Leitura e Interpretacao dos resultados)

- Observar o crescimento das culturas crescidas em meio solido Agar-manitol: colonias
de cor amarela = fermentagao positiva de manitol = Staphylococcus aureus.

QUESTOES PARA RELATORIO

1. Os cocos Gram-negativos freqiientemente estio presentes em infeccdes
purulentas. A coloracdo de Gram ¢ suficiente para diferenciar as bactérias dos géneros
Staphylococcus das bactérias do género Streptococcus?

2. Quais sdo as principais espécies do género Staphylococcus causadoras de mastite
bovina? Como pode ser identificada no laboratério?

3. Qual é utilidade do meio manitol-sal (ou agar Chapman)
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Modulo I - Micologia

AULA PRATICA N° 9

A) MORFOLOGIA DE FUNGOS

INTRODUGAO

A identificagdo dos fungos é baseada quase que exclusivamente em sua
morfologia tanto macro como microscopicamente. Macroscopicamente os fungos
podem apresentar varios tipos morfolégicos com coldnias filamentosas, cotonosas,
pulverulentas e outras (bolores) e cremosas (leveduras) e com os mais diversos
tipos de pigmentos.

A unidade estrutural dos fungos é representada pela hifa e o conjunto desses
elementos € denominado micélio. O micélio pode ser diferenciado em vegetativo,
guando exerce as fungdes de assimilacdo de alimentos e fixagdo em substratos e de
frutificacdo que serve a reproducéo dos fungos. O micélio vegetativo também pode
se reproduzir.

Micélio vegetativo

De acordo com a morfologia, apresenta 3 tipos:

Unicelular: Células arredondadas, ovoides ou alongadas, podendo se reproduzir por
brotamento, cissiparidade ou por outro processo. Caracteriza as leveduras.
Filamentoso: Pode se apresentar com ou sem septos. As hifas podem se diferenciar
em estruturas variadas, recebendo denominacodes diversas: rizoides, artrosporadas,
anastomoses, etc. Caracteriza os bolores.

Pseudofilamentoso: Algumas leveduras em determinadas condigdes 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 reproducao caracterizadas pela
formacao de conidios que cumprem as fungdes 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 identificagdo dos fungos. Os conidios, de acordo com sua origem,
podem ser assexuados ou sexuados e tanto um com outro, podem estar ou nao
dentro de determinadas estruturas.

Esporos assexuados:

Ectésporos: formam-se na extremidade de hifas especiais denominadas
conidioforos. Esses esporos sao denominados conidios e caracterizam a Subdivisdo
Deuteromycotina.. Ex. Aspergillus, Penicillium.

Enddsporos: esporos produzidos no interior de esporangios. Os esporos, nesse caso
sdo chamados de esporangiésporos e caracterizam a subdivisdo Zygomycotina. Ex.
Rhizopus, Mucor, Absidia.

Esporos sexuados:

Ectésporos: esporos formados na extremidade de basidios e sdo denominados
basidiésporos. Caracterizam a subdivisdo Basidiomycotina. Ex. cogumelos.
Endosporos: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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MORFOLOGIA MACROSCOPICA

Descreva os principais aspectos macroscopicos caracteristicos: tipo de colénia,

verso, reverso, pigmentacao, etc. Observe a diferenga entre levedura e bolor.

MORFOLOGIA MICROSCOPICA

Descreva, através de laminas prontas, os principais aspectos microscopicos dos

fungos em questéo.

Aspergillus

Penicillium

Rhizopus

Candida
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B) COLONIA GIGANTE E MICROCULTIVO

COLONIA GIGANTE DE BOLORES E LEVEDURAS
Com o auxilio de alga de platina, retirar um pequeno fragmento da colbnia e
cultivar um unico ponto no centro da placa de Petri contendo agar Sabouraud.

MICROCULTIVO DE BOLORES.

Utilizar placas de Petri contendo laminas dispostas (lamina de suporte e
lamina de cultivo) contendo um pequeno quadrado (1 cm) de agar batata, sobre a
lamina. Com alg¢a de platina, retire um pequeno fragmento de uma colénia escolhida
e semeie todos os lados do agar. Coloque uma laminula estéril sobre o agar e, sobre
o papel de filtro, coloque agua destilada estéril para evitar dessecamento do meio.
Feche a placa e deixe a 25°C ambiente durante 7 dias. Coloque numa lamina, uma
gota de lactofenol azul algoddao e a laminula com o fungo impregnado em cima.
Examinar ao microscépico e tentar identificar. Faga desenho.

MICROCULTIVO DE LEVEDURAS

Utilizar placas de Petri contendo laminas dispostas (lamina de suporte e
lamina de cultivo). Com todo cuidado de assepsia, retire um pequeno fragmento da
colénia de levedura e semeie em estria (2 estriais) sobre meio de cornmeal agar +
Tween 80 sobre a lamina. Coloque uma laminula estéril sobre o agar e, sobre o
papel de filtro, coloque agua destilada estéril para evitar dessecamento do meio.
Feche a placa e deixe a 25°C ambiente durante 2 dias. Examine ao microscopico e
observe se ha formacéao de clamidoconidio. Faga desenho:

Fungos Grupos
Aspergillus sp. 1-5-9-11-15-19
Penicillium sp. 2-6-12-16
Rhizopus sp 3-7-10-13-17-20
Candida sp. 4-8-18-18
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C) ISOLAMENTO E IDENTIFICAGAO DE FUNGOS DO AMBIENTE

INTRODUGAO

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 € o ar atmosférico, através dos ventos. Os fungos
qgue se dispersam pelo ar atmosférico sdo denominados de fungos anemofilos 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 dispersdo, dos varios materiais contaminados e de diversos
hospedeiros com micoses.

MATERIAL

Placas de Petri com agar Sabouraud para isolamento de fungos 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 agar batata para isolamento de fungos de solo

Placas de Petri com agar batata para isolamento de fungos de materiais diversos

Placas de Petri com terra para isolamento de dermatdfitos - todos os grupos

ISOLAMENTO DE FUNGOS ANEMOFILOS
- Todos os grupos

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

ISOLAMENTO DE FUNGOS DE LiQUIDOS
- Grupos: 1-6-11-16: abastecimento publico
- Grupos: 3-8-13-18: agua do lago

Para o isolamento de fungos que utilizam a agua como via de disperséao,
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. No caso dos
grupos que trabalharam com agua do lago, estes receberam um tubo
contendo o material. Semear 0,1 ml do liquido em agar Sabouraud. Espalhar
com alga de Drygalsky e cultivar a temperatura ambiente. Apos 4 dias realizar
a contagem de colbnias crescidas e iniciar a identificagdo das mesmas.
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ISOLAMENTO DE FUNGOS DE SUBSTRATOS ALIMENTARES

- Grupos: 4-9-14-19
Fazer uma suspensédo do substrato em agua destilada estéril (g/ml): 1 grama

do alimento + 9 mL de agua destilada estéril. Semear em em agar batata acidificado.
Semear 0,1 ml e espalhar com al¢a de Drygalsky.

ISOLAMENTO DE FUNGOS DE SOLO

- Grupos: 2-7-12-17
Fazer uma suspensédo do substrato em agua destilada estéril (g/ml): 1 grama

do alimento + 9 mL de agua destilada estéril. Semear em em agar batata acidificado.
Semear 0,1 ml e espalhar com al¢a de Drygalsky.

ISOLAMENTO DE FUNGOS DE MATERIAIS DIVERSOS
- Grupos: 5-10-15-20

Escolher uma superficie (celular, dinheiro, caneta). Umedecer o swab no tudo
contendo agua destilada estéril, friccionar sobre a superficie. Espalhar com o swab
na superficie da placa de Petri contendo agar batata.

ISOLAMENTO DE DERMATOFITOS DO SOLO (Método de Vanbreuseghen)
- Todos os grupos

Esta técnica permite-nos conhecer a biologia dos dermatdfitos, seus ciclos
evolutivos e sua ocorréncia em determinada regido. Os dermatdéfitos 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.

Os grupos receberam 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.
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AULA PRATICA N° 10

ISOLAMENTO DE FUNGOS EM GRAOS POR SEMEADURA DIRETA.

Finalidade: Proceder o isolamento e a contagem de fungos em gréos, expressa pela
frequéncia de isolamento.

Material — Graos de milho e solugéo de hipoclorito de sédio 0,4%

Procedimento

Amostras de graos de milho serdo imersas em solugéo de hipoclorito de sédio 0,4 %
por 2 minutos. Um minimo de 30 graos deverao ser desinfectados por 3 minutos. Os
graos deverdo ser enxaguados, por trés vezes, com agua destilada esterilizada.
Com auxilio de uma pinga, plaquear 5 grads em cada placa de Petri contendo agar.
Os graos nao devem estar muito proximos uns dos outros, para nao dificultar a
posterior leitura das placas. As placas serdo incubadas, sem inverter, a 25 °C por 5
dias e os resultados serdo expressos como percentagem do total de graos
inoculados infectados por fungos.

Demonstragao:

Muitas micotoxinas sao fluorescentes ou produzem subprodutos fluorescentes
que podem ser detectados com luz ultravioleta. A técnica de cromotagrafia em
camada delgada (CCD), em folha, utilizando como fase moével uma solugdo de
cloroférmio/acetona (9:1) auxilia na identificacdo de AFB4, AFB,, AFG; e AFG..
Trata-se de um método acessivel e simples, mas limitado pois o limite de deteccéo é
mais baixo do que outras técnicas como cromatografia liquida de alta eficiéncia e
cromatografia gasosa.
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AULA PRATICA N° 11

IDEN:I'IFICA(;Z\O DOS FUNGOS PRODUTQRES DE MICOSES SUPERFICIAIS E
CUTANEAS: Malassezia furfur E DERMATOFITOS

INTRODUCAO

Pitiriasis versicolor

Definicao: dermatose superficial crénica, cosmopolita, muito freqiente em clima
tropical, caracterizada pelo aparecimento de pequenas manchas bem delimitadas,
de coloragao variavel, localizadas principalmente no tronco e no abdémen. Atinge
indistintamente todas as ragas e mais frequentemente adultos jovens.

Agente etiologico: Malassezia furfur (Baillon, 1889).

Caracteristicas clinicas: Lesbes superficiais, atingindo principalmente o tronco e
abddémen, mas podendo acometer pescocgo, face, bragos, e raramente mao e regiao
inguinocrural. As lesbes se apresentam sob a forma de manchas hipocrémicas
descamativas irregulares, de cor variavel, dependendo da cor do individuo, e
condicao do clima. Apresenta fluorescéncia a luz de Wood.

Diagnéstico micolégico: as escamas devem ser clarificadas pela potassa a 20%
ou 30%. Ao exame microscopico observam-se células birrefringentes
arrendondadas, isoladas ou agrupadas com um cacho de uvas ao lado de hifas
curtas, septadas, ramificadas.

Dermatofitoses
Definigao:

E uma infecgdo cutdnea, com uma variedade de aspectos clinicos, cujos
agentes etiolégicos atacam com predilecdo a queratina da pele, pelos e unhas. A
infeccdo € geralmente restrita as camadas nao vivas da superficie corpérea. A
maioria destas infecgdes sdo causadas por um grupo homogéneo de fungos
queratinofilicos chamados dermatofitos.

Os dermatéfitos sao divididos em géneros, segundo:

Forma assexuada de reproducéo:
- Microsporum spp.

- Trichophyton spp.

- Epidermophyton spp.

Forma sexuada da reproducéo:

- Arthroderma spp.

Quanto ao habitat os dermatoéfitos 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 infecgao é feita pela forma miceliana. Na pele, os filamentos
micelianos crescem excentricamente na camada cérnea da pele e se ramificam.
Apds espaco de uma semana ha uma reagao cutinea e formacao de vesiculas ao
redor da lesdo. O pélo é penetrado secundariamente; o dermatoéfito vai utilizando a
queratina do pélo e penetrando em direcdao 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 presenga
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de hifas septadas, ramificadas, com artroconideos nas escamas de pele e unhas,
indicam seguramente uma infec¢ao por dermatdfitos.

Aspectos clinicos das dermatofitoses:

Dependendo do local onde o dermatéfito 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 biolégico dos dermatoéfitos:

Podemos utilizar a lampada de Wood, ndo sé para o auxilio diagnéstico, como
para controle de cura. As lesbes de tinhas submetidas as radiagdes ultravioletas,
filtradas, apresentam fluorescéncia verde, principalmente nas lesbes de tinha do
couro cabeludo provocadas pelo M. canis.

Para a coleta do material biolégico devemos utilizar: Placa de Petri; tesoura;
bisturi; pinca e laminas de microscopia.

Das lesbes do couro cabeludo devemos coletar, com pinga os fios de cabelo
que ja estao tonsurados na periferia da lesao.

Nas lesbes circinadas devemos raspar, com bisturi ou com a propria lamina,
na bordas das lesdes, pois é o local onde o fungo estad em atividade.

Nas oniquias sub-ungueais deve-se raspar por debaixo da unha, em contato
com o tecido sdo. A unha pode ser cortada.

Todo material deve ser coletado em placa de Petri ou entre duas laminas.
Nao se deve misturar materiais de locais diferentes.

Exame direto: Submeter o material ao amolecimento e a clarificacdo com potassa
(KOH) diluicado a 10, 20 ou 30% a quente.

O que procurar nas preparagoes:

Exame direto de escamas de pele ou unha apresentam filamentos micelianos
longos, ramificados, septados, algumas vezes com artroconideos.

Exame direto de cabelo ou pélo: bainha de esporos redondos ao redor do pélo
(parasitismo ectothrix) ou filamentos com artroconideos no interior do pélo
(parasitismo endothrix). Pode ocorrer parasitismo endo e ectothrix ao mesmo tempo.
Cultura: todos os dermatofitos crescem facilmente no meio de agar Sabouraud
dextrose ou no meio “Mycosel” (meio de Sabouraud acrescido de cloranfenicol,
inibidor bacteriano, e de cicloheximida, que inibe fungos filamentosos
contaminantes).

2.1. Isolamento de dermatéfitos do solo - Método de Vanbreuseghen ou
Técnica da Isca - leitura

Esta técnica permite o estudo da ocorréncia de dermatdfitos em determinada
regidao. Os dermatofitos tém a capacidade de crescer em queratina e, devido a este
fato, utilizamos pélos ou outro material que a contenha, como isca para "pescar" o
dermatofito — essa técnica foi apresentada na primeira aula do médulo de Micologia
e devido ao crescimento lento o material sera analisado na ultima aula pratica do
modulo.

2.2. Observagao de material clinico: raspado de pele positiva para dermatéfito
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2.3. Observacao de laminas focalizadas, pranchas e culturas de:

Micoses Cutaneas

Otite externa

Malassezia sp.

Dermatofitoses

Achado em pélo

Agente etiolbégico

Microsporia Microsporum canis
Microsporum gypseum
Tricoficea Trichophyton mentagrophytes

Trichophyton rubrum

Pele positiva para dermatéfitos

2.4. Demonstracao de prova bioquimica — UREASE para dermatoéfitos

T. mentagrophytes — urease (+)

T. rubrum — urease (-)
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AULA PRATICA N° 12

Identificagdao de fungos com dimorfismo térmico: Sporothrix schenckii,

Paracoccidioides brasiliensis e Histoplasma capsulatum

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 sao bolores, e na vida
parasitaria sdo 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
c) Sporotrix shenckii

Através da observacdo 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 0 modo de vida saprofitico de cada um deles, forma de contagio, e

desenvolvimento.
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Suporte Teodrico ao material demonstrado nas laminas, pranchas e culturas.
1) Paracoccidioidomicose:

P.brasiliensis ¢ um fungo dimoérfico, agente da Paracoccidioidomicose, doenga 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 esta em fase Y (yeast=levedura) e observa-se o
desenvolvimento da colbnia leveduriforme. Ao exame microscopico, observam-se células
isoladas com gemulagéo simples e multipla.

De grande valor no diagnostico e prognostico dessa micose sao as reagdes
imunologicas, como por exemplo, a reagdo de fixagdo do complemento, de precipitacdo e
intradermoreacéo.

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 manifestacdes clinicas, sendo a forma pulmonar a mais freqliente.

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 séo 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
sdo infectados, excretando o fungo em suas fezes, podendo disseminar a doenga em suas
migragdes. 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 pulmado. Se a exposicao for leve, a infeccdo sera provavelmente
assintomatica, e se for macica, o resultado sera infecgao sintomatica aguda.

Diagnéstico laboratorial:

= Exame direto: O exame a fresco n&o 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 esta em fase M (mould-bolor) e
observa-se o desenvolvimento de colénia esbranquicada, cotonosa, que revela ao exame
microscopico, micélio septado com conidios ornamentados denominados estalagmésporos.
A 37°C a cultura estd na fase y (yeast=levedura), observa-se colénia cremosa e
microscopicamente, apenas células leveduriformes ovaladas e pequenas.

= Testes sorolégicos: provas sorolégicas como reagdo de fixagdo do complemento,
imunodifusao e imunofluorescéncia podem ser Uteis no diagnoéstico dessa doenga.

3) Esporotricose:
O Sporotrix schenckii ¢ um fungo dimorfico e agente da esporotricose, micose

subcutdnea gomosa, cuja principal forma clinica é a linfangite nodular ascendente dos
membros.
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O exame direto a fresco n&o apresenta muito valor no diagnéstico desta micose, pois
as estruturas fungicas nao revelam caracteristicas diferenciais em vida parasitaria. Em
material de bidpsia observam-se leveduras em forma de “naveta”.

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 colénia 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 (conidiéforos) ou inseridos diretamente nas hifas. Culturas envelhecidas
revelarao conidios arredondados e dispostos paralelamente as hifas. A 37°C, a cultura esta
em fase Y e observa-se o desenvolvimento de uma col6nia branca e cremosa. Ao exame
microscopico observam-se leveduras elipticas ou em forma de naveta.

Diagnéstico laboratorial:

= Exame direto: a fresco n&do 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 séo raras e quando presentes, sao
vistas como leveduras com ou sem brotamento (formas de naveta), Gram +, PAS +,
tamanho de 2-3u x 3u, sob forma de corpo asteroide, 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 asterodides, resultantes de uma relacao
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 desenvolverdo orquite com pus rico em
elementos fungicos.

Caracteristicas macroscoépicas da cultura: em meio de agar Sabouraud dextrose, a
temperatura ambiente, as coloénias de S. schenckii sao 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 microscopicas 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.
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AULA PRATICA N° 13

IDENTIFICAGAO DE LEVEDURAS DE INTERESSE MEDICO: Candida albicans e
Cryptococcus neoformans (Provas bioquimicas e Morfolégicas)
INTRODUCAO

Candidiase

Definigao

Candidose ou Candidiase € uma infec¢ao primaria ou secundaria envolvendo as espécies
do género Candida. Pode-se considerar cerca de 7 espécies patogénicas para o homem: C.
albicans, tropicalis, pseudotropicalis, krusei, guilliermondii, stellatoidea e parapsilosis. As
manifestagdes clinicas das doengas sao as mais variadas, podendo ser subaguda, aguda ou
cronica. 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 patologicos também sao variados indo desde irritagcdo e inflamagéao até uma
resposta granulomatosa e supurativa. Desde que a C. albicans é uma levedura endogena,
isto é, encontrada normalmente no homem, sua manifestagao representa um processo
oportunistico.

Para que C. albicans seja considerada patogénica é necessario que a mesma seja
isolada de modo constante, em grande quantidade das lesbes e, de modo geral, visualizada
ao exame direto na forma filamentosa.

Freqlientemente, o paciente apresenta debilitacdo em seus mecanismos de defesa ou
tem uma doenca de base.

Nos pacientes idosos debilitados, recém-nascidos prematuros e nos desnutridos, a
ocorréncia de candidose 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 candidose vaginal. Tratamentos prolongados com antibiéticos,
principalmente os chamados de largo espectro de acao, corticéides, drogas antiblasticas e
os anticoncepcionais favorecem a instalagao de candidose.

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

O mecanismo exato de penetracdo de C. albicans na pele e mucosa ainda nao esta
elucidado. Alguns pesquisadores defendem que ela ocorra através de blastoconidios,
enquanto que a maioria sugere que a penetracao se efetue através do pseudomicélio, que
teria maior viruléncia.

Diagnéstico micolégico

Material biologico: raspados das lesbes cutaneas e das mucosas, expectoragao, raspados
das unhas, urina, sangue e biopsias, entre outros.

Exame direto:

- a fresco com KOH a 20%

- esfregacos corados pelo Gram ou Giemsa (além de poder visualizar os elementos fungicos,
permite avaliar a quantidade de microrganismos)

- cortes histolégicos: PAS ou Gomori & Grocott (elementos leveduriformes com brotamentos
e filamentos abundantes).
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Cultura: em meio agar Sabouraud dextrose + cloranfenicol; apds 24-48 horas colOnias
cremosas, esbranquicadas, brilhantes. Ao exame microscéopico visualiza-se apenas o0s
elementos leveduriformes comuns a todas as espécies de Candida.

Identificagado da espécie de C. albicans

1. Produgdo de clamidoconidios: em meio de fuba (“‘corn meal agar’+ tween 80), a C.
albicans produz clamidioconidios terminais ou intercalares, redondos ou ovais, apés 24-48 h.
2. Produgao de tubo germinativo: a C. albicans produz o tubo germinativo em presencga de
soro (humano, fetal bovino) apés 1-3 horas a 37° C.

3. Assimilagao de fontes de carbono e nitrogénio — Auxanograma.

4. Fermentacgao de agucares — Zimograma.

Criptococose
Definigao

E uma infeccdo subaguda ou croénica de comprometimento pulmonar, sistémico e,
principalmente, do sistema nervoso central, causada pelo Cryptococcus neoformans. A
infeccdo primaria no homem €& quase sempre pulmonar, devido a inalagédo do fungo da
Natureza. A infecgdo pulmonar é quase sempre subclinica e transitéria, podendo imergir ao
lado de outras doencas que debilitam o individuo, tornando-se rapidamente sistémica e fatal.
Portanto, € conhecida como infecgdo oportunista. Este fungo tem tropismo pelo SNC,
ocasionado meningite criptocécica.

C. neoformans é essencialmente o unico agente etiolégico da criptococose, doenga do
homem e de animais, tais como: gatos, cdes e cavalos. A espécie C. neoformans
caracteriza-se também por provocar morte rapida (3 a 4 dias) de camundongos inoculados
através de via cerebral, formando extensas massas tumorais.

C. neoformans é de distribuicdo cosmopolita e estd associado com habitat de aves. O
pombo parece ser o principal vetor para a distribuicdo e manutencéo do fungo. Nao parece
que o pombo tenha a infeccdo, uma vez que ele tem uma temperatura corporal em torno de
42°C. O fungo vive nas fezes e pode permanecer viavel por 2 anos se houver umidade
suficiente.

A porta de entrada é através da via respiratoria levando a uma infeccdo pulmonar primaria
que pode ser inaparente. Entdo o fungo pode permanecer viavel por anos até haver alguma
alteragao na resisténcia do hospedeiro, quando entdo se manifesta a doenga no pulmao, no
SNC ou disseminada.

Diagnéstico micolégico

Materiais bioldgicos: liquor, escarro, pus ganglionar, exsudatos de lesbes cuténeas e
mucosas, urina e sangue.

Exame direto: a fresco com tinta nanquim (C. neoformans é visualizado como uma célula
redonda, circundada por uma capsula ndo corada)

Cultura: o material deve ser semeado em agar Sabouraud dextrose e dara crescimento a
uma colbnia viscosa, lisa, brilhante. Com o tempo, a colénia escorre para a base do tubo.
3.1. Auxanograma

Preparar uma suspensao de C. albicans. Assinalar no fundo da placa, os acucares a serem
empregados. Fundir em banho-maria, o meio de cultivo (meio C e meio N). Esfriar até 40-45
°C. Semear a suspensao da levedura pela técnica “pour plate”. Apds solidificacao, colocar os
aguUcares (pequenas aliquotas) com uma espatula estéril. Incubar a 25° C e realizar a leitura
apos 48 horas.
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3.2. Zimograma (demonstragao)

Semear um pequeno inéculo com a alga em “L” da cultura de Candida nos tubos contendo
solugdo de agucares a 2%. Agitar levemente os tubos, incubar a 25° C durante 5 a 14 dias.
Observar a presenca ou nao de formacao de CO, através de bolha retida nos tubos de
Durhan.

3.3. Microcultivo de leveduras:

Utilizar placas de Petri contendo laminas dispostas sobre um bastdo de vidro. Com todo
cuidado e assepsia, coloque 1 ml de corn meal agar + Tween 80 (fundido), sobre a lamina.
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 acdo do formol (0,5 ml durante 1 hora)

3.4. Urease

Para diferenciagcdo de Candida albicans e Cryptococcus neoformans. Semear as
leveduras no meio de uréia com indicador de pH (fenol vermelho). Incubar em estufa.
Verificar a mudanca do pH até 20 dias. Urease+ (vermelho) urease- (amarelo).

3.5. Material clinico - Liquor

- Suspensao de liquor

- Tinta nanquim

- Alga fechada

- Tubos com agua estéril para esfriar a al¢a
- Lamina

- Laminula

3.6. Material clinico — Mucosa oral

- Suspensao de mucosa oral

- Alga fechada

- Tubos com agua estéril para esfriar a alga
- Lamina

- Laminula

3.7. Observagao de laminas e pranchas
Tubo germinativo

Histopatologico de candidiase
Histopatologico de criptococose
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Roteiro para elaboragao do Relatério:
Pratica 3- Candidose e Criptococose

a) Descreva os principais aspectos micromorfolégicos de Candida albicans e
Cryptococcus neoformans em vida parasitaria (secregéao, liquor e tecido);

b) Descreva os principais aspectos morfoldgicos (macro e microscépicos) das culturas
de Candida albicans e Cryptococcus neoformans;

c) Provas bioquimicas utilizadas para caracterizagdo dos agentes etiologicos
(Auxanograma, Zimograma e Urease): Finalidade e Resultados obtidos pelo seu grupo.

Aula 14
Leitura das praticas anteriores

1- Observagao do micro e macro-cultivo de bolores e leveduras — visualizar
estruturas microscépicas

2- Analise da frequéncia e diversidade de fungos dos estudos ecoldgicos.

3- Verificar a presenca de dermatdfitos nas amostras de solo e visualizar suas
estruturas microscépicas.

4- Identificar concentragdo minima inibitéria para crescimento fungico do
antifungigrama, e efeito do alho e cravo como agentes inibidores de
crescimento.

5- Verficiar presenca de fungos das amostras de grao de milho (pratica aula 15)
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Modulo II1I: Virologia

AULA PRATICA N° 15

CULTIVO DE VIiRUS E EFEITOS CITOPATICOS

INTRODUCAO

Os virus sdo parasitas intracelulares obrigatorios, portanto, precisam infectar células
vivas para sua multiplicacdo.

Os sistemas celulares mais utilizados para o isolamento dos virus s@o: as culturas de
células in vitro, os ovos embrionados de galinha ¢ os animais de laboratério. A grande
variedade de sistemas e métodos utilizados para o isolamento dos virus, de fato, reflete que as
condi¢des 6timas de isolamento s@o peculiares para cada virus. Se um determinado virus for
inoculado em um hospedeiro ndo suscetivel, muito provavelmente, o isolamento tendera a
fracassar e havera possibilidade de se obter um resultado falso negativo.

As culturas celulares apresentam grande variagdo na sua suscetibilidade aos diferentes
virus. Por exemplo, para o isolamento de poliovirus, as culturas mais indicadas sdo as culturas
primarias ou as linhagens celulares de rim de macaco (GMK - rim de macaco verde ou LLC-
MK?2 - rim de Macaca mulata); os adenovirus sdo isolados apenas em linhagens celulares
humanas como a HEp-2 (carcinoma epitelial humano) e a HEK-293 (rim de embrido
humano); o virus do sarampo ¢ os herpesvirus sdo cultivados em células VERO (rim de
macaco verde).

Os virus, quando inoculados em culturas celulares, iniciam a sua multiplicacdo logo
apos a penetracdo na célula. Esta multiplicagdo viral ird provocar uma série de alteragdes
fisiologicas e morfoldgicas na célula infectada, que podem ser visualizadas por microscopia
optica. As alteragdes morfologicas que ocorrem nas células em cultura quando infectadas por

virus sdo denominadas de efeito citopatico.

A infectividade de um virus depende de varios fatores, entre eles, da propor¢do de
particulas virais completas ou infecciosas; da suscetibilidade da célula hospedeira (ex.
quantidade de receptor) e da chance desta particula encontrar o receptor ¢ penetrar na célula.

Quando células suscetiveis sdo misturadas com uma suspensdo de virus, estas podem
receber uma, duas, trés, dez particulas virais ou nenhuma. Isto tudo depende da proporcao
entre a quantidade de virus infecciosos presente no inoculo ¢ a quantidade de células

utilizadas. Esta relacdo é denominada de multiplicidade de infeccado ou MOI. Uma MOI

indica que a infeccdo foi feita, a principio, com 1 virus ou 1 dose infectante por célula. A

proporcdo de virus infecciosos e o nimero de particulas virais presentes em 1 MOI difere
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entre os virus. Para o poliovirus esta propor¢ao ¢ de 1 virus infectivo em 30 particulas virais;
ja para o virus da influenza, 1 em 50; herpesvirus, 1 em 200 e para o papilomavirus 1 em
10.000.

As alteragdes morfologicas 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 identificacdo do virus, mas fornece uma base
para um agrupamento preliminar deste. As alteragdes patologicas mais detalhadas podem ser
estudadas através da infecgcdo de células em monocamada, cultivadas sobre laminulas. As
culturas de células confluentes sdo infectadas com virus, incubadas a 37°C e observadas
diariamente. Ap6s o aparecimento do efeito citopatico, as laminulas sdo fixadas e coradas
através de métodos citologicos de coloracdo, como por exemplo, o método da hematoxilina-
eosina. Em seguida, sdo montadas em laminas de microscopio.

Durante a multiplicagdo viral ocorrem a sintese de proteinas e a replicacdo do acido
nucléico viral. Os componentes virais sdo agrupados para a montagem das novas particulas
virais. Por fim, os novos virus sdo liberados das células.

Os virus multiplicam-se no ntcleo ou no citoplasma das células, onde se agrupam
formando massas chamadas "corpusculos de inclusdo". A presenca de corpusculos de
inclusdo indica multiplicagdo viral. Assim, em cortes histologicos de tecidos infectados por
virus podemos encontrar células com corpusculos de inclusdo que, pelas suas caracteristicas e
pela sua localizacdo, permitem a identificacdo do virus que os produz e, portanto, auxiliam no

diagnostico da doenga.
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Exercicio Pratico: Efeito Citopatico

Objetivo: observar ao microscopio as laminas apresentadas e fazer um esquema dos efeitos

citopaticos observados. Identificar claramente todas as estruturas.

a)

b)

d)

Cultura de células do tipo epitelial normais, ndo
inoculadas, formando camada monocelular continua
(monocamada). Apresentam o citoplasma corado em rosa
(eosina) e o nucleo em roxo (hematoxilina), com um, dois

ou trés nucléolos bem evidentes.

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 nicleo picnotico e reduzido em

volume. Os poliovirus causam lise celular.

Efeito citopatico produzido por adenovirus: as células
infectadas apresentam-se grandes, arredondadas e, as
vezes, reunidas em "cachos", com alteragdes nucleares
evidentes e caracteristicas, como nucleo “em flor”, ou
dividido em lojas, indicativo de apoptose.

Corpusculos de inclusdo: eosindfilos nucleares ou
massas cristalinas basofilicas, segundo o tipo de

adenovirus.

Efeito citopatico produzido pelo virus do sarampo: as
células  infectadas  mostram-se = multinucleadas,

hiperplasicas, com formacdo de sincicios. Os nucleos
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g)

apresentam sua estrutura conservada, com nucléolos
visiveis.
Corpusculos de inclusio: eosinéfilos, nucleares ou

citoplasmaticos.

Efeito citopatico produzido pelo virus do Herpes
simplex: as células infectadas apresentam-se mono ou
multinucleadas (sincicios), com nuacleos em graus
variaveis de degeneragdo. Observar as "pontes
citoplasmaticas" intercelulares, que conferem a algumas
células uma forma estrelada.

Corpusculos de inclusdo: nucleares e eosinofilos,

circundados por halo claro (corptisculo de inclusdo

Lipschutz).

Efeito citopatico produzido pelo virus da vaccinia: as
células infectadas apresentam-se multinucleadas,
formando sincicios. Os nicleos apresentam sua estrutura
conservada, com nucléolos visiveis. Corpusculos de
inclusdo: cosindfilos e citoplasmaticos (corpusculos de

inclusdo de Guarnieri)

O citomegalovirus ¢ um virus de DNA pertencente ao
grupo dos Herpesvirus. O material da ldmina & corte
histologico de glandula salivar, corado pelo método da
hematoxilina/eosina. As células encontram-se
aumentadas de tamanho (cerca de oito vezes o das
células normais circundantes), fazendo saliéncia na luz
dos ductos salivares. Os nucleos se tornam volumosos ¢
forma-se um corpusculo de incluséo no seu interior, que

estd corado em roxo e circundado por um halo claro.



QUESTOES PARA RELATORIO

1- Defina efeito citopatico

2- Preencher a tabela abaixo:

VIRUS FAMILIA Estrutura | Presenca/ Acido Formacgéo Local da
do auséncia de | nucléico | de sincicio | multiplicagéo

capsideo | envoltdrio | (classe) na célula
(simetria)

Poliovirus Picornaviridae

Adenovirus | Adenoviridae

Virus do Paramyxo-

sarampo viridae

Herpex Herpesviridae

simplex

Virus da Poxviridae

vaccinia

Citomegalo- | Herpesviridae

virus

2- Por que os corpusculos de inclusdo do Adenovirus e do virus Herpes sdo nucleares,

enquanto os do virus Vaccinia sdo citoplasmaticos?

3- Que tipo de estrutura viral esta relacionada a formagéo de sincicio? Por que?
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AULA PRATICA N° 16

REACOES DE HEMAGLUTINACAO E INIBICAO DA HEMAGLUTINACAO

INTRODUCAO

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

A reacdo de hemaglutinacdo ¢ uma técnica simples. Basicamente, hemacias em
suspensdao sdo colocadas em contato com uma suspensdo de virus ou do antigeno
hemaglutinante. Por acdo 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, ha uma grande variagdo na espécie animal cujas hemacias vao
ser aglutinadas. Assim, alguns virus aglutinam hemaéacias 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 s6 aglutina heméacias de macaco.

A reagdo de hemaglutinacdo pode ser usada para deteccdo ou identificag@o 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
diluicdo de virus que ainda ¢ capaz de aglutinar hemécias.

As hemaglutininas virais sdo proteinas antigénicas e, quando um virus infecta o
organismo humano ou animal, ha 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 hemaglutinagdo. Na infecgdo, in vivo, esses anticorpos inibem

o reconhecimento de receptores celulares, inibindo a infec¢do. Este ¢ o principio da reagdo de

inibi¢do da hemaglutinagdo, que tem grande utilidade no diagnoéstico das viroses. Esta reagdo

pode ser usada para identificar virus isolados de pacientes, usando antisoros-padrao

especificos ou, ainda, para dosar anticorpos no soro de pacientes, usando-se virus-padrdo
mantidos no laboratorio. Neste ultimo caso, para diagnostico, devem-se colher duas amostras
de soro do paciente: uma na fase aguda, logo que se manifesta a doenca e outra na fase
convalescente, duas semanas apds a primeira. Se houver um aumento do titulo de anticorpos

inibidores da hemaglutinagdo de pelo menos 4 vezes para um determinado virus pode-se fazer
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um diagnostico seguro de infeccdo recente por este virus. Este aumento de titulo de anticorpos

inibidores da hemaglutinag@o, de pelo menos 4 vezes, ¢ chamado de soroconversao.

Exercicio pratico 1: Reacio de hemaglutinacio

Objetivo: demonstracdo da presenca de um agente viral através da detec¢do da hemaglutinina

produzida pelo mesmo e dosagem desse virus.

Material:

- 0,5 ml de suspensdo de virus Influenza (liquido alantdico de ovo embrionado de galinha);
- 10 ml de solug@o fisiologica;

- 3 ml de suspensdo de hemacias de galinha a 1%;

-. 3 pipetas conta-gotas;

- placa escavada para microtitulacdo;

- 9 tubos de ensaio 12 x 75mm.

Técnica:

1. Com pipeta conta-gotas, distribuir 0,5 ml de solugdo fisiolégica em cada um dos tubos,
inclusive no tubo identificado como Influenza (que ja contém 0,5 ml de virus ndo diluido);

2. Homogeneizar a suspensdo do virus Influenza (dilui¢do 1/2) e transferir 0,5 ml para o 2°
tubo da série. Homogeneizar e transferir 0,5 ml para o 3° tubo e assim sucessivamente, até
o ultimo tubo (diluigdo 1/1024);

3. Com a mesma pipeta conta-gotas, comecando pela maior diluicdo (1/1024), transferir 1
gota (0,025 ml) de cada diluigdo viral para um orificio da placa, de acordo com a
marcacao desta;

4. Para o controle de hemacias, com uma pipeta conta-gotas limpa, adicionar solucdo
fisiologica a dois orificios da placa (1 gota por cavidade);

5. A seguir, com outra pipeta conta-gotas limpa, adicionar 1 gota da suspens@o de hemacias
de galinha a cada um dos os orificios que contém virus ou solug¢ao fisiologica;

6. Agitar suavemente a placa e incubar a temperatura ambiente por 30 minutos. Fazer a leitura

e anotar no protocolo.
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Exercicio pratico 2: Reacao de inibicao 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 convalescenga.

Para a reagdo de inibi¢do da hemaglutinacdo, os soros colhidos dos pacientes sdo
diluidos na placa (1/2 a 1/1024) e cada diluicdo ¢ 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 suspensao
de hemacias ¢ adicionada a cada orificio da placa. Apos incubagdo 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 sedimentag@o das hemacias, formando um botao fechado; nos orificios onde ndo existem
anticorpos, as hemadcias serdo aglutinadas pelos virus livres, sedimentando em forma de um
aglomerado irregular. O titulo do soro ¢ determinado como sendo igual a reciproca da maior

diluicdo capaz de inibir completamente a hemaglutinacao.

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 1 gota de hemacias a cada orificio da placa;
- Agitar suavemente;
- Incubar por 30 minutos;

- Fazer a leitura e anotar no protocolo;

Leitura:

- Nos orificios "controle", isto ¢, aqueles nos quais se dispensou apenas a solugdo
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 hemdcias formam uma malha, ou seja,

um aglomerado irregular;
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- 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 hemadcias, causando a aglutinagao.

Convenciona-se como:
- uma unidade hemaglutinante (UHA), a maior dilui¢do do virus que € capaz produzir

hemaglutinacdo, no volume considerado (0,050ml = 1 gota);

- titulo do antigeno viral, a reciproca desta maior diluicdo. Por exemplo: se tivermos uma
unidade na diluigao 1/128, em 50ul, o titulo do antigeno viral serd de 128 UHA/50ul. Para
se obter uma suspensao contendo 4 unidades hemaglutinantes (no volume em questo),
devemos diluir a suspensdo viral 4 vezes menos. Esta dilui¢do corresponde aquela do 3°

orificio, contado de tras para diante, a partir do orificio que contém uma unidade.

- Na rea¢do de inibigdo da hemaglutinagdo o titulo do soro corresponde a reciproca da maior
diluig¢do deste que ¢ capaz de inibir a hemaglutinagdo e € expresso em unidades inibidoras

da hemaglutinagdo (UITHA).

Anote, nos protocolos a seguir, os resultados obtidos pelo seu grupo. Marque nas respectivas

casas: + para aglutinacdo e - para sedimentacao.

Reac¢ao de Hemaglutinacao

Data: _ / /  Hemdcias: galinha 1%

Diluente: solu¢do 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

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

Resposta:
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Questio 2: Qual a dilui¢do que contera 4 UHA/50ul ?

R.:

Data: /]

Diluente: solugdo fisiologica

Virus: Influenza

Reacao de Inibicao da Hemaglutinacio

Hemacias: galinha 1%

Soros: A - fase aguda

C - fase convalescente

Diluicio

172

1/4

1/8

1/16

1/32

1/64

1/128

1/256

1/512

1/1024

Aguda

Convalescente

Questio 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.:

Questiao 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 diagndstico?
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AULA PRATICA N° 17

REACAO DE NEUTRALIZACAO

INTRODUCAO

Uma particula viral, apés combinagdo com o anticorpo especifico, fica "neutralizada",
isto ¢, torna-se ndo infecciosa, por bloqueio das estruturas externas, através das quais o virus
se adsorve a membrana celular da célula hospedeira ou por bloqueio da desmontagem do

capsideo viral. Este ¢ o principio de reacdo de neutralizacdo. Nesta técnica, soro e virus sdao

misturados, incubados em condi¢des apropriadas para que haja reacdo, sendo a mistura,
posteriormente, inoculada em culturas celulares ou animais de laboratério. Se os anticorpos
forem especificos para o virus, este sera neutralizado e ndo ocorrera infeccao das células. No
entanto, caso os anticorpos ndo forem especificos, o virus continuara infectivo e sera
observado efeito citopatico nas culturas celulares e doenca ou morte nos animais de
laboratorio.

A reacdo de neutralizacdo em culturas celulares tem grande utilidade no diagndstico
de laboratorio das viroses. Pode ser usada para identificar uma amostra de virus isolado ou
para a dosagem de anticorpos neutralizantes no soro de um paciente.

Na reac¢do de neutralizacdo para identificagdo de um dado virus, utilizam-se soros-

padrao hiperimunes preparados em coelhos. O soro especifico, que ¢ capaz de neutralizar o

virus isolado, é considerado homologo ao virus, e o identifica. Alguns virus sdo
biologicamente semelhantes, mas tém composi¢des antigénicas diferentes, constituindo-se em
tipos antigénicos de um mesmo virus. Assim, por exemplo, existem 3 tipos antigénicos do
virus da poliomielite (tipo I, tipo II e tipo III). Se a amostra de virus isolado de um paciente,
pelas caracteristicas do efeito citopatico for considerado como poliovirus, podemos, através
da neutraliza¢do, utilizando 3 soros padrdes tipo especificos (soro anti-pdlio I, soro anti-polio
II e soro anti-polio III), saber a que tipo pertence essa amostra, isto €, qual o sorotipo do virus.

A reacdo de neutralizacdo para dosagem de anticorpos ¢ feita através da incubacgdo dos
soros dos pacientes com virus padrdes conhecidos, mantidos em laboratério, verificando quais
os virus que estes soros neutralizam, portanto, para quais virus t€ém anticorpos. Se fizermos
uma série de diluigdes do soro do paciente e executarmos a reagdo de neutralizagdo com cada
dilui¢do, podemos dosar a quantidade de anticorpos. Esta reagdo tem grande utilidade no
diagnostico das doengas virais.

Devem ser colhidas, de um mesmo paciente, duas amostras pareadas de soro, uma no

inicio da doenca e outra duas semanas ap6s a primeira. Fazendo-se a dosagem de anticorpos,
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se houver um aumento de titulo de anticorpos, na segunda amostra, de pelo menos 4 vezes em
relagdo a primeira, temos um diagnostico seguro de infecg¢do atual, pelo virus utilizado no
teste. A este aumento de titulo, de pelo menos 4 vezes, em duas amostras de soro

consecutivas, da-se o nome de soroconversao.

Exercicio pratico:
a. Caso clinico

Uma crianca de 5 anos de idade foi hospitalizada com sintomas indicativos de
meningite. Em alguns dias, a paciente desenvolveu dores e espasmos musculares, seguidos de
paralisia dos membros inferiores.

No momento da internacdo, foram coletadas amostras de fezes (R96-110), swab de
garganta (R96-111) e amostras de sangue (R96-112). Apos 15 dias, foi coletada nova amostra
de sangue (R96-150).

A amostra de fezes (R96-110) foi diluida e inoculada em células. Apos 24 h, foi
observado efeito citopatico (ECP) caracterizado por arredondamento das células e
descolamento das mesmas da superficie do tubo, sugestivo de enterovirus. Foi colhido o

sobrenadante de cultura do tubo, com efeito citopatico positivo.

b. Titulacdo do virus isolado (sobrenadante da cultura celular com ECP positivo)

1. O virus isolado foi diluido, na base 10, de 107" até 10_6;

2. As diluigdes foram inoculadas em duas cavidades da microplaca de fundo chato (fileiras A
e B, colunas 1 a 6);

3. Uma suspensdo de células GMK (rim de macaco), contendo 200.000 células/ml foi
adicionada a placa, 50 pl por cavidade. As cavidades G1, G2, H1 e H2, foram semeadas
apenas com células, para controle;

4. Apos 48 horas de incubagdo a 37°C, as células foram fixadas com formalina 10% e coradas

com solugdo de cristal violeta 0,01%.

c. Protocolo para leitura:

Diluicéo do virus 10 102 10° 10 10° 106

Amostra r96-110
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Células Controle

Definicoes:

Titulo: é o inverso da maior dilui¢do do material capaz de causar o efeito em estudo.

Dose infectante de cultura de tecido (DICT): na diluicdo correspondente ao titulo, existe 1
DICT/volume inoculado. O padrdo internacional para execugdo da reagdo de neutralizagdo

determina a utilizagdo de 100 DICT/volume inoculado.

QUESTOES PARA RELATORIO

1. Qual o titulo do virus presente na amostra R96-110?

2. Qual a dilui¢@o do virus que contém 1 dose infectante cultura de célula/25 pl (DICT/25 pl)?

3. Qual diluicdo do virus devera ser utilizada na reacdo de neutralizacdo para identificagcdo do

virus? Quantas DICT/25 pl contera esta diluigdo?

4. Porque ¢ necessario fazer um controle de células?

d. Reacdo de neutralizacio para tipagem do virus isolado:

1. O virus a ser tipado foi diluido de forma a conter 100 doses infectantes (100 DICT/25ul);

2. Os soros-padrdo antipolio I, antipdlio II e antipolio III, assim como uma amostra de soro
normal de coelho, foram colocados na placa, nas cavidades C1, C2, D1, D2, E1 E2, Fl e
F2, de acordo com o protocolo abaixo. Cada cavidade recebeu, a seguir, 25 ul do virus
100 DICT;

4. A placa foi incubada por 1 hora a temperatura ambiente;

5. Uma suspensao de células GMK, contendo 200.000 células/ml foi adicionada a todas as

cavidades utilizadas, inclusive controles, 50pl por cavidade;
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6. Apds 48 horas de incubagdo a 37°C, as células foram fixadas com formalina 10% e coradas

com solugdo de cristal violeta 0,01%.

e. Protocolo para leitura:

Reacao de neutralizacdo para dosagem de anticorpos neutralizantes antivirus da

poliomielite tipo I:

1. As duas amostras de soro do paciente (R96-112 e R96-150) foram diluidas de 1/4 até 1/128
e cada diluicdo foi adicionada a microplaca, em duplicata, 25 pl por cavidade;

2. Virus padrao polio I foi diluido de forma a conter 100 DICT/25 pl e foi adicionado a cada
uma das cavidades contendo as dilui¢des do soro do paciente;

3. Como controle, nas cavidades E11 e E12, o virus padréo diluido foi adicionado de 25 pl de
soro padrdo anti-polio I;

4. Nas cavidades F9, G9, F10, G10, F11, G11, F12, G12 foi feita nova dilui¢do do virus
padrio, até 10, para controle de virus;

4. As misturas virus e soros foram incubadas por 1 hora a 37°C;

5. A seguir, uma suspensdo de células GMK, contendo 200.000 células/ml foi adicionada a
todas as cavidades utilizadas, Inclusive nas H9, H10, H11 e H12, para controle de células;

6. Apos 48 horas de incubacdo a 37°C, as células foram fixadas com formalina 10% e coradas

com solugdo de cristal violeta 0,01%.

Diluicdes do soro V4 | 18 | 1/16 | 132 | 1/64 | 1/128

Soro R96-112

Soro R96-150

Polio I 10~ + anti-

polio I

Controles de virus

Controles de células

= Qs = S| O ®| >
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QUESTOES PARA RELATORIO

7. Qual o titulo de anticorpos do soro da fase aguda (R96-110)?

8. Qual o titulo de anticorpos do soro da fase convalescente (R96-150)?

9. Este resultado significa soro-conversao? Por qué?

10. Por que ¢ necessario confirmar o resultado do isolamento viral com a sorologia, utilizando

soros pareados, um de fase aguda e outro de fase convalescente?
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AULA PRATICA N° 18

DIAGNOSTICO RAPIDO DAS VIROSES

INTRODUCAO

Os métodos de diagnéstico laboratorial para identificacdo 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 anti-soros especificos. A identificacdo de um virus pelos
métodos classicos leva, no minimo, duas semanas e até meses. Estes métodos sdo muitos
importantes para a pesquisa ou para estudos epidemioldgicos mas t€ém pouca utilidade no
diagnéstico clinico.

Os métodos de diagnostico rapido sdo importantes em situagdes nas quais a etiologia
de uma doenca viral deve ser determinada com rapidez e precisdo, para a intervencao imediata
do clinico, ou na prevencdo de doencas, como na triagem de sangue para reposicao.
Apresentam grande utilidade na identificagao de infec¢des por virus que ndo podem ser
facilmente cultivados, como por exemplo os virus da hepatite A, hepatite B, HIV, rotavirus,
entre outros. No diagnodstico rapido, virus, antigenos virais, anticorpos do tipo IgM ou IgG
sdo detectados diretamente em amostras provenientes dos pacientes.

A microscopia eletronica foi a primeira técnica a ser aplicada no diagndstico rapido
dos virus. E importante para o estabelecimento da etiologia de varias doengas, 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 identificagdo de
uma série de virus causadores de gastrenterites infantis, como o rotavirus ¢ adenovirus, que
sdo de dificil cultivo. As principais limitagdes da microscopia eletronica sdo: a
disponibilidade do microscopio, aparelho caro, so existente em centros mais especializados e
a dificuldade em se examinar um grande nimero de amostras.

Existem diversas técnicas laboratoriais que podem ser utilizadas no diagnostico rapido
das viroses. Entre elas, podemos citar: a reagdo de fixacdo do complemento, a aglutinacdo de
particulas de latex, a hemaglutinagdo, a reacdo de imunofluorescéncia, o radioimunoensaio, os
ensaios imunoenzimaticos e mais recentemente, a reacdo de PCR.

As técnicas mais utilizadas sdo:

- a reagdo de hemaglutinacdo: aplicada no diagnostico de virus do sarampo, da rubéola, da

influenza etc ou para a detecgdo de anticorpos contra estes virus;
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- 0 ensaio imunoenzimatico: utilizado para deteccdo de antigenos virais ou anticorpos contra
hepatites, rotavirus, adenovirus, citomegalovirus, HIV etc;
- PCR: importante na determinagdo da carga viral do HIV, mas tem sido padronizada para a

detecgdo de inumeros virus.

Diagnostico laboratorial para HIV

O HIV ¢ um virus da familia Retroviridae, género Lentivirus. A particula viral ¢
esférica, envelopada, medindo de 80 a 100 nm de diametro.

O core interno tem morfologia

icosaédrica, sendo constituido pelo capsideo,
lycoprotein

Lipid Membrane

(em forma de cone) e pela matriz, de

morfologia esférica. O capsideo ¢ 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
nucleocapsideo (p7). O capsideo abriga, ainda, a protease (pl1). O envoltdrio lipoprotéico
apresenta duas proteinas glicosiladas, sendo a mais externa a gpl20, 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 diagnéstico da infecg@o
baseado na procura dos anticorpos especificos contra o virus, seja por ensaio
imunoenzimatico ou através da reagdo de western-blot. A resposta imune varia de acordo com

a carga viral ou a imunocompeténcia do hospedeiro.
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Exercicio pratico 1: Determinacdo de anticorpos anti-HIV através do ensaio

imunoenzimatico.

IMPORTANTE: Esta aula ¢ uma simulacdo dos testes utilizados em rotina ¢ NENHUM
material infeccioso serda 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 ul 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 tampao fosfato (PBS-Tween 20);

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

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

8. A seguir, a placa foi lavada, por 3 vezes, com tampao fosfato.

Etapas a serem executadas durante a aula:

9. Adicionar a mistura substrato + cromdgeno, agua oxigenada + OPD (ortofenilenodiamina)
no volume de 100 pl (2 gotas) por cavidade utilizada;

10. Incubar a temperatura ambiente até o desenvolvimento de coloragdo amarela nos controles
positivos;

11. Para parar a reagdo, adicionar 50 pl (1 gota) de acido sulfirico 2M a cada cavidade;

12. Sdo consideradas positivas as amostras que apresentarem coloracdo amarelo-marron.
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Exercicio pratico 2: Determinacdo de anticorpos anti-HIV através da reacdo de
Western-blot (demonstracio).

A técnica de Western-blot tem sido utilizada na caracterizacdo do perfil antigénico do
HIV e na descri¢do da resposta imune para este virus em pessoas expostas ou infectadas.
Devido a seu alto custo, porém, grande sensibilidade, ¢ comumente utilizada apenas como
teste confirmatdrio, sendo o ensaio imunoenzimatico (ELISA) utilizado rotineiramente como
teste de triagem.

O principio da reacdo ¢ o mesmo do ensaio imunoenzimatico, mas na reagdo Western-
blot as proteinas virais sdo separadas pelo sua massa (kDa) em tiras de nitrocelulose. O
preparo destas fitas, contendo as proteinas virais, ¢ feito pelas industrias produtoras de kits de

diagnéstico. No laboratdrio clinico, a reacdo ¢ feita a partir da adigdo do soro do paciente.

1. O HIV ¢ cultivado da linhagem celular H9 de linfocitos T. O virus parcialmente purificado
¢ inativado por tratamento com psoralen e luz ultravioleta e rompido pela agdo de
detergente;

2. Os extratos protéicos sdo aplicados num gel de SDS-poliacrilamida;

3. As proteinas virais sio separadas de acordo com o peso molecular, através de
eletroforese;

4. As proteinas sdo transferidas do gel para uma membrana de nitrocelulose ou nylon, em
cuba de transferéncia, por aplica¢do de uma corrente elétrica;

5. A membrana ¢ entdo lavada, bloqueada (com proteinas, ex: leite, para minimizar a ligagdo

inespecifica de imunoglobulinas), cortada em fitas e acondicionada.

No momento do teste:

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

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

8. Para detectar a presenca dos anticorpos, ¢ 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 reacdo ¢ revelada com solugdo de substrato: tampéo citrato contendo H,O, e 4-cloro-1-
naftol (cromoégeno), por 10 a 15 minutos a temperatura ambiente e lavadas com agua;

10. Para leitura da reagdo ¢ feita analise das bandas protéicas reveladas e, a presenga ou

auséncia de anticorpos para HIV, é determinada pela comparagdo de cada fita de
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nitrocelulose teste com os padroes 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 posi¢do e por comparagdo com a fita contendo o controle positivo

altamente reativo (forte).

Resultados do Western-blot

Exemplos: Fortemente positivos Fracamente positivos Negativo

gpie0 ——

gp120 —

65 ———

p55 :
p51

gp41
p3%

p24

pl8 ———

Controle de soro
Banda especifica de HIV-2 ——

A1
G

Padrao observado

Resultado

Nenhuma banda presente

Negativo

Uma banda presente em gp41 ou gp120/160, banda p24
presente. Normalmente, gp41 e gp120/160 apresentam-se
difusas.

Positivo para HIV-1.

Bandas presentes com padrao diferente do esperado.

Indeterminado

QUESTOES PARA RELATORIO

Parte 1:

1. No ensaio de ELISA, descreva os resultados obtidos para os controles positivos e

negativos.

2. Qual o resultado obtido para as amostras testadas?

3. Considerando estes resultados, quais as amostras que deverao ser submetidas a testes

confirmatorios (Western-blot)?

Parte 2.

1. Determine o diagnostico final para cada amostra analisada.
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