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NOQ()ES ELEMENTARES DE SEGURANGA PARA OS LABORATORIOS
DIDATICOS DE MICROBIOLOGIA

APRESENTAGAO

Este texto foi preparado pela CIPA (Comissao Interna de Prevengcao de Acidentes) e
docentes dos cursos introdutorios de laboratério do Instituto de Quimica e adaptado para o
Instituto de Ciéncias Biomédicas. Seu objetivo é prevenir a ocorréncia de acidentes durante
a realizagdo de experimentos e esse objetivo somente sera alcangado com sua
colaboracéo.

Quando estamos no ICB, estamos expostos as mais variadas situagdes de risco, devido a
prépria natureza da atividade que se desenvolve aqui: diferentes micro-organismos com
diferentes graus de periculosidade a saude humana, substancias corrosivas e toxicas,
materiais radioativos. O primeiro passo para se evitar um acidente é saber reconhecer as
situagdes que podem desencadea-lo. Em seguida, é preciso conhecer e aplicar uma série
de regras basicas de protecgao individual e coletiva. Nas paginas seguintes vocé encontrara
um grande numero dessas recomendagoes; segui-las ndo somente contribuira para seu
bem-estar pessoal como, também, para sua formagéao profissional.

NORMAS DE SEGURANCA

Seguranga € assunto de maxima importancia e especial atencéo deve ser dada as medidas
de seguranca pessoal e coletiva em laboratério. Embora ndo seja possivel enumerar aqui
todas as normas de seguranga em laboratorio, existem certos cuidados basicos,
decorrentes do uso de bom senso e de conhecimento cientifico, que devem ser observados.
As normas foram divididas em cinco grupos: as que se referem a parte fisica do laboratério,
as atitudes que o laboratorista deve ter, a seu trabalho no laboratério, a limpeza do
laboratério e do material e aos procedimentos em caso de acidente.

O laboratério

1. Conhega a localizagado da saida de emergéncia, do chuveiro de emergéncia, do lava-
olhos, dos extintores de incéndio, dos registros de gas de cada bancada e das chaves
gerais (elétricas). Saiba usar estes dispositivos.

2. Mantenha as janelas abertas para ventilar o laboratorio.

3. Verifique se os cilindros de gas sob pressao estao presos com correntes ou cintas.

4. Ao se retirar do laboratério, verifique se ndo ha torneiras (agua ou gas) abertas. Desligue
todos os aparelhos.

As atitudes

5. E expressamente proibido que os alunos subtraiam qualquer material bioldgico e quimico
(especialmente solventes), vidraria ou equipamento (micropipetas, eletrodos, balancgas,
etc.) dos laboratérios didaticos. Estes materiais podem ser utilizados somente para a
execucao de experiéncias em aulas praticas e os infratores desta norma estarao sujeitos
as sangdes disciplinares e legais previstas no regimento interno da USP.



6. Use avental devidamente fechado e de manga comprida.

7. Nao use sandalias ou chinelos, que nao protegem de respingos e de queda de
objetos. Use somente sapatos fechados, de preferéncia de couro.

8. Prenda seu cabelo se for comprido. Pode pegar fogo.

9. Nao fume, ndao coma e nao tome nada no laboratério. Isto pode contaminar reagentes,
comprometer aparelhos e provocar intoxicagao.

10. Nao coloque bolsas, malhas, livros, etc. sobre a bancada, mas apenas o caderno de
anotagoes, caneta e calculadora.

11. Nao brinque no laboratério. Esteja sempre atento ao experimento que esta sendo
realizado.

13. Nao trabalhe sozinho no laboratério. E preciso haver outra pessoa para ajudar em
caso de emergéncia. O trabalho experimental no laboratério pode ser executado
somente na presenga do professor responsavel.

14. Nao receba colegas no laboratorio. Atenda-os no corredor. Apenas alunos da disciplina
podem adentrar ao laboratdrio.

15. Siga rigorosamente as instrug¢des fornecidas pelo professor.

16. Consulte o professor antes de fazer qualquer modificagdo no andamento da experiéncia
e na quantidade de reagentes a serem usados.

17. Caso esteja usando um aparelho pela primeira vez, leia sempre 0 manual antes e
consulte o professor.

18. Nunca teste um produto quimico ou material bioldgico pelo sabor (por mais apetitoso
que ele possa parecer).

19. Nao teste um produto quimico ou material bioldgico pelo odor.
O trabalho

20. Para pipetar, use seringa, péra de borracha ou pipetador para aspirar o liquido. Nunca
aspire liquidos com a boca.

21. Evite contato de qualquer substancia com a pele.

22. Encare todos os produtos quimicos e microbiolégicos como potencialmente nocivos a
saude, enquanto nao verificar sua inocuidade, consultando a literatura especializada.

23. Conheca as propriedades fisicas, quimicas e toxicolégicas das substancias assim como
o nivel de periculosidade dos micro-organismos com que vai lidar, bem como métodos de
descarte dos residuos gerados. Consulte a bibliografia.

24. Antes de usar qualquer reagente, leia cuidadosamente o roétulo do frasco para ter
certeza de que aquele é o reagente desejado.
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25. Conserve os rotulos dos frascos, pois contém informacao importante.
26. Nao aqueca liquidos inflamaveis em chama direta.

27. Nunca deixe frascos contendo solventes inflamaveis (por exemplo: acetona, alcool, éter)
préoximo a uma chama.

28. Nunca deixe frascos contendo solventes inflamaveis expostos ao sol.
29. Nao armazene substancias oxidantes proximo a liquidos volateis e inflamaveis.
30. Abra frascos 0 mais longe possivel do rosto e evite aspirar ar naquele exato momento.

31. Nunca torne a colocar no frasco uma droga retirada em excesso e nao usada. Ela pode
ter sido contaminada.

32. Nunca aquega o tubo de ensaio, apontando sua extremidade aberta para um colega ou
para si mesmo.

33. Cuidado ao aquecer vidro em chama: o vidro quente tem exatamente a mesma
aparéncia do frio.

34. Nao deixe bicos de Bilinsen acesos a toa.

35. Dedique especial atengao a qualquer operagéo que necessite aquecimento prolongado
ou que libere grande quantidade de energia.

36. Use luva térmica para tirar material quente da estufa.

37. Use luva de pano ou simplesmente um pano para proteger a m&o ao inserir um tubo de
vidro ou um termémetro numa rolha.

A limpeza

38. Agua ou outros produtos derramados e ndo contaminados no ch&o podem tornar o piso
escorregadio. Providencie imediatamente a limpeza.

39. A bancada de trabalho deve ser mantida limpa e seca para evitar que se entre
inadvertidamente em contato com uma substancia toxica, corrosiva ou biologicamente
perigosa.

40. Nao jogue papéis ou outros sélidos nas pias. Provocam entupimentos.

41. Nao jogue cultura de micro-organismos, solventes ou reagentes nas pias. Eles
contaminam/poluem o ambiente e solventes inflamaveis na tubulacido de esgoto podem
levar a sérias explosdes. Despeje solventes em frascos apropriados. Em caso de duvida,
consulte o professor sobre o0 método adequado de descarte.

42. Nao jogue vidro quebrado ou lixo de qualquer espécie nas caixas de areia.

43. Ao se retirar do laboratoério, lave sempre as maos.
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Os acidentes

44. Em caso de acidente, procure imediatamente o professor, mesmo que nao haja danos
pessoais ou materiais.

45. Todo acidente, por menor que parecga, e qualquer contacto com reagentes quimicos ou
microbiol6gicos devem ser comunicado ao professor.

46. Caindo produto quimico ou microbiolégico nos olhos, na boca ou na pele, lave
abundantemente com agua a parte atingida. A seguir, avise o professor e procure o
tratamento especifico para cada caso.

47. Vidros quebrados devem ser descartados, depois de limpos, em depdsitos para lixo de
vidro. Nunca jogue vidros quebrados no lixo comum, onde podem causar cortes no pessoal
de limpeza.

48. Em caso de derramamento de mercurio, chame imediatamente o professor ou o técnico.
Vapores de mercurio sdo muito toxicos.
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Aulas Praticas de Bacteriologia (M1 a M6)
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Pratica M1. Coloracao de Gram

1. Principio

A coloragdo de Gram foi desenvolvida em 1884, por Hans Christian Gram. E um dos
procedimentos de coloragcdo mais utilizados dividindo as bactérias em dois grandes grupos:
as bactérias Gram positivas, ou Gram (+), e as bactérias Gram negativas, ou Gram (-).
Nesse procedimento, o esfregaco fixado pelo calor é coberto por um corante basico violeta,
geralmente, o cristal violeta. O corante confere cor violeta a todas as células e é
denominado corante primario. Apés um curto periodo de tempo, o corante violeta é
removido e o esfregago coberto com lugol (I2+ KI), um mordente que fixa o corante aos
componentes celulares. Quando o mordente € lavado os dois tipos de bactérias, Gram (+)
e Gram (-), aparecem com uma cor violeta escura ou roxa. Em seguida, a ldmina é lavada
com etanol ou com solugdo etanol-acetona. Esta solucdo, chamada de solucdo de
descoloragao, remove a cor violeta de algumas espécies de bactéria, mas nao de outras.
Apods a remogao do excesso do alcool, a lamina € recoberta com um segundo corante
basico (fucsina com cor rosea). O esfregaco € lavado novamente e, depois de retirado o
excesso de agua com um papel de filtro, observado ao microscépio.

Na primeira coloragao, todas as células coram-se em violeta ou roxo. As bactérias
que retém a cor violeta apds o tratamento com alcool sao classificadas como Gram (+) e as
bactérias que perdem a coloragao violeta sao classificadas como Gram (-). Como essas
ultimas perdem a coloragao violeta com o tratamento com alcool, elas n&do poderédo ser
facilmente observadas. Por isso a fucsina (um corante basico) é aplicada ao esfregaco,
corando essas bactérias com coloragao résea. Surge dai o nome de contra-corante para o
segundo corante (fucsina).

Como as bactérias Gram + retém a cor violeta, elas nao sao afetadas pela coloragao
résea da fucsina. Diferengas estruturais na parede celular das bactérias Gram (+) e Gram
(-) afetam a retencdo ou a liberacdo do complexo cristal Violeta-mordente. Entre essas
diferencas destaca-se a espessa camada de peptideglicanano, parede celular das
bactérias Gram (+). Ao contrario, a parede das bactérias Gram (-) mostra-se delgada e inclui
a membrana externa rica em lipopolissacarideos(LPS), ndo encontrado na parede das
bactérias Gram (+).

Solugoes:

-Violeta de Genciana: Cristal violeta (1 g), Acido Fénico (2g), Alcool Absoluto (10 ml) e Agua
Destilada (100 ml).

- Lugol: lodo (1 g), lodeto de Potassio (2 g) e Agua destilada (300 ml).

- Alcool-acetona: Alcool etilico (800 ml) e acetona (200 ml)

- Fucsina Diluida: Fucsina (0,25 g em 10 ml &lcool etilico) e Agua destilada (90 ml).
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Pratica

a. Esterilizar a alga de platina na parte mais quente da chama do bico de Bunsen (limite
da chama azul) até incandescer, formando um angulo de 45°C.

b. Preparo do esfregago de culturas de bactérias: Colocar uma gota (ou colénia) de
cada amostra sobre uma lamina de vidro, misturar gentilmente com o auxilio da alga
(um micro-organismo para cada léamina). Esperar secar o esfregaco. Fixar o
esfregaco pelo calor flambando rapidamente a lamina. Esperar esfriar a lamina para
nao ocorrer a cristalizacao do corante.

c. Técnica da coloragcao de Gram:

1. Colocar o corante Violeta de Genciana sobre o esfregaco e deixar em repouso
por 1 minuto.

2. Escorrer o corante da lamina. Nao lavar a lamina com agua. Adicionar a
solugao de lugol em quantidade suficiente para cobrir todo o esfregago. Esperar
por um minuto.

3. Escorrer o lugol da lamina e em seguida lavar com agua.

4. Descorar o esfregago gota a gota com alcool-acetona por 15 segundos. Nao
gotejar diretamente sobre o esfregaco.

5. Corar o esfregaco com fucsina diluida e esperar por 1 minuto.

6. Lavar a lamina com agua corrente e deixar secar, pode usar o auxilio de papel
de filtro. Nao esfregar a lamina com o papel.

d. Visualizar o material utilizando o microscépio otico (Ler: “Como utilizar o
microscopio 6tico”, a sequir).

e. Por questdes de seguranga, as laminas serdo visualizadas pelos técnicos e as
imagens projetadas na TV.

f. Observe e anote a coloragao e morfologia das bactérias.

Como utilizar o microscoépio o6tico

Primeiro conhecer o microscopio (Ver Figura).

- descer a platina e colocar na objetiva de menor aumento, caso nao esteja.

- colocar a lamina sobre a platina. Aproximar a lamina da lente objetiva de 10X com o auxilio
do macrométrico até focalizar a imagem. Tome cuidado para que a objetiva ndo toque a
lamina.

- Ap6s a focagem na objetiva de menor aumento, girar o revélver para a proxima objetiva
(40X). Ao mudar de objetiva, ajuste novamente a focagem, utilizando o micrométrico.

- Definido o campo, colocar uma gota de 6leo de imersao sobre o esfregago e observar ao
microscépio com a lente objetiva de imersao (100X).

- Usar 6leo de imersao somente na objetiva de 100X. Apds a utilizagao limpar a objetiva
com papel macio

‘?’-'% Ocular
& :‘) ~ Tubo ou canhdo
- : Revéiver
Coluna Objectiva
Pinga r
/{ Platina
4/
| AL = Diafragma
Parafuso macrométrico_| L e
; S Condensador
|
Parafuso micrométrico : e — Fonte de luz
e

{T(ri_:“ £ “—j_*, Pé ou base



Observacgao e anotacgao dos resultados

OOOC

E. coli Bacillus sp. Staphylococcus sp. Streptococcus sp.

Descricao dos resultados:

QUESTOES PARA O RELATORIO
1. Descreva a estrutura e composicao da parede celular das bactérias Gram-positivas e Gram-

negativas.

2. Explique o fundamento da técnica da coloracdo de Gram. Qual a etapa crucial na execugao
da coloracido de Gram.

3. Desenhe e Descreva cada tipo de bactéria visualizada na aula pratica.

4. Durante a aula pratica vocé teve oportunidade de utilizar microscopios 6ticos convencionais
(microscopia de luz) para observar a forma e a reagao frente a um procedimento de coloragao
de diferentes espécies de bactérias. Que outras técnicas de microscopia sdo empregadas no
estudo de bactérias? Cite pelo menos duas técnicas e comente sobre o principio de agao de
cada uma delas.

5. De dois exemplos de bactérias que a coloragdo de Gram n&o funciona e diga como é feito

para fazer sua coloracgao.
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Pratica M2. Técnicas de semeadura, cultura pura e diluicao

Esta pratica é composta por 3 atividades: - Método da estria em placa ou
esgotamento; - Método do Espalhamento com alga de Drigalsky e - diluigao.

Atividade - Semeadura de cultura bacteriana

Normas: Toda vez que se fizer uma semeadura os seguintes procedimentos deverao ser
observados:

A. As algas de vidro (Drigalsky) e de platina deveréo ser flambadas antes e depois de
qualquer operagao de semeadura. A alga de Drigalsky devera ser esterilizada
mergulhando a mesma em uma placa de Petri ou Becker com alcool e, em seguida,
levada rapidamente a chama do bico de Bunsen por tempo suficiente para iniciar a
combustéo do alcool. Cuidado! Nao manter a alga sobre o fogo para que nao se
quebre.

B. A alga de platina, por sua vez, devera permanecer na chama do bico de Bunsen,
formando um angulo de 45°C, até incandescer.

C. A alga de platina devera ser esfriada na parede interna do tubo ou, se for o caso, no
meio da placa de Petri ainda nao inoculada. A alca de Drigalsky deve ser esfriada na
face interna da tampa da placa de Petri antes de entrar em contato com a amostra.

D. Toda a vez que se fizer uma semeadura em tubos de ensaio, deve-se flambar a boca
dos mesmos, imediatamente apds a retirada das tampas ou do algod&o. A tampa
devera ser retirada com o dedo minimo da m&o que estiver segurando a alga de
platina ou a pipeta. Apds a retirada da amostra com as células, flambar novamente
a boca do tubo, antes de recolocar a tampa.

E. Nao esquecer de identificar as culturas com o numero do grupo de trabalho, seja no
fundo da placa ou nas paredes dos tubos. Nao marcar as tampas, pois elas podem
ser trocadas acidentalmente, o que dificultara a posterior identificagdo do material.

F. As placas de Petri e os tubos de ensaio deverao ser abertos e semeados proximo
ao bico de Bunsen, para evitar contaminagdes com microrganismos presentes no ar.
Em seguida, colocar o material na estufa a 37°C com a parte semeada voltada para
baixo (no caso de placas), para evitar que a agua que ira se condensar na tampa
caia sobre as colbnias.

Principio

Estudos envolvendo a analise de materiais, como alimentos, leite, agua e em alguns
casos o ar, requerem o conhecimento da quantidade de microrganismos presentes nesses
materiais. Diferentes métodos foram desenvolvidos para a quantificacdo de bactérias, como
a contagem direta das bactérias em microscopio ou contadores eletrénicos. Outras
abordagens incluem medigcdo da massa celular; medida da turbidimetria da cultura e
método da dilui¢do seriada de uma cultura celular, seguida de semeadura em meio sélido
(contagem de células viaveis ou unidades formadoras de colbnias - U.F.C.).

Técnica de Isolamento de Culturas Puras

Na natureza, as populagées microbianas ndo sao homogéneas, porém contém
misturas de varias espécies de bactérias e demais microrganismos. No laboratério, tais
culturas mistas podem ser separadas em culturas puras. Estas ultimas, contendo um so
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tipo de bactéria, sao indispensaveis para a identificacdo e o estudo das propriedades
morfolégicas, genéticas e bioquimicas da espécie estudada. No presente experimento,
utilizaremos uma técnica com a finalidade de produzir coldnias individuais. Estas coldnias,
visiveis macroscopicamente, sdo massas de bactérias, que resultaram da multiplicagao de
uma unica bactéria depositada na superficie do meio sélido no momento da semeadura.
Uma vez que as coldnias foram individualizadas e identificadas, elas podem ser transferidas
assepticamente para outra placa com meio sélido e assim, obtermos uma colénia ou uma
cultura pura. Nesta aula, serdo empregados dois métodos de isolamento de bactérias.

Atividade - Método da estria em placa ou esqotamento

O método da estria é rapido, porém apenas qualitativo, uma vez que nao permite a
quantificacdo do numero de bactérias presente na cultura em analise. Trata-se de um
método de diluicdo que envolve o espalhamento por meio de estrias, a partir de um inéculo
da cultura numa placa contendo meio de cultura saélido.

Material:

Placa contendo meio LB ou YT

Cultura de bactéria crescida por uma noite a 37°C
Alca de platina

Bico de Bunsen

Procedimento:

Mergulhar a alga de platina, depois de devidamente flambada e resfriada, no meio
de cultura com as bactérias. Note-se que dentro da alga fica uma leve camada de liquido
(contendo bactérias). Levar esta alga até a placa de Petri contendo o meio de cultura e fazer
uma estria da amostra bem junto a borda da placa. Fazer um pequeno tragco na parte
superior da placa. Flambar a alca e esfria-la, para iniciar uma nova estria a partir do canto
da primeira estria. Flambar novamente a alca, esfria-la e ir fazendo esgotamentos
sucessivos até o centro da placa. Incubar as placas a 37°C por 24 h, para poder observar
as coldnias isoladas.

A seguir tem uma figura que ilustra de forma simplificada o processo de estria em
placa para obtengéo de coldnias isoladas (imagem tirada do livro Microbiologia de Brock).

V4
5 4 Confluent growth at —__
beginning of streak

p - Isolated colonies
1 y at end of streak

@

James A. Shapiro, University of Chicago

(b)
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Atividade. Método do Espalhamento com alca de Drigalsky (apenas a amostra de E.
coli)

Este método requer uma diluicao da cultura antes da semeadura na placa, para que
se possam obter colbnias isoladas. Este método € utilizado quando se deseja determinar o
numero de células viaveis (vivas) em uma suspensao de bactérias. O procedimento
envolve duas etapas importantes:
1. A diluigdo seriada da cultura de bactérias em condigdes de esterilidade.
2. A semeadura de amostras das suspensdes diluidas em placas de Petri contendo meio
de cultura sdlido.

Material:

Placas de Petri contendo cerca de 20 mL de meio de cultura (LB ou YT) sdlido

Tubo falcon de 15mL contendo 10,0 mL de solugéo salina como diluente

Pipetas

Placas de Petri contendo alcool

Alca de Drigalsky

Suspensdo de Bactérias: Cultura liquida de Escherichia coli com 12-24 horas de
crescimento em estufa a 37°C com agitacao.

Procedimento:
Dicas:

e Homogeneizar por agitagdo o tubo de cultura recebido até que se obtenha uma
suspensao homogénea das bactérias. Este processo deve ser repetido toda vez que
se for retirar uma amostra dos tubos, diluida ou nao.

e As amostras deverdo ser retiradas dos tubos de ensaio com o auxilio de pipetas
estéreis.

Diluicdo seriada - procedimento:

e Numerar os 6 tubos (de 1 a 6) de 1,5 mL e pipetar 900 pL de solugdo salina em
cada um.

e Retirar, com o auxilio de uma pipeta, uma amostra de 100 pL da cultura
bacteriana n&o diluida e transferi-la para o tubo 1, contendo 900 uL de solugéo
salina (diluicdo de 10-'). Homogeneizar bem.

e Retirar uma amostra de 100 pL do tubo 1 e transferi-la para o tubo 2, de modo a
obter uma diluigdo de 10-2. Homogeneizar bem.

e Retirar uma amostra de 100 pL do tubo 2 e transferi-la para o tubo 3, de modo a
obter uma diluigdo de 10-3. Homogeneizar bem.

e Retirar uma amostra de 100 pL do tubo 3 e tranri-la para o tubo 4, de modo a
obter uma diluigdo de 104. Homogeneizar bem.

e Retirar uma amostra de 100 pL do tubo 4 e transferi-la para o tubo 5, de modo a
obter uma diluicdo de 10-°. Homogeneizar bem.

e Retirar uma amostra de 100 pL do tubo 5 e transferi-la para o tubo 6, de modo a
obter uma diluigdo de 10-6. Homogeneizar bem.
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e Semear 100 pL das diluicoes 104, 10-° e 10-® no centro das placas de Petri
contendo o meio sélido, previamente marcadas com caneta de
retroprojetor.

e Com o auxilio da alga de Drigalsky, previamente mergulhada em alcool, flambada
e resfriada, espalhar a gota uniformemente na superficie da placa.

e Incubar as placas a 37°C por 24 h.

¢ Na préxima aula, serdao contadas as colénias crescidas nas diferentes placas,
para quantificar o numero de células viaveis presentes na cultura original.

e Consultar métodos de célculo populacional para determinar o numero de células
na amostra original.

Perguntas a serem respondidas pelo grupo:

1. Que vantagens os meios de cultura soélidos apresentam para o estudo dos
microrganismos?

2. Nesta aula, empregamos apenas meio de cultura rico ou complexo. Existem outros
tipos de meios de cultura para crescer bactérias?

3. Qual a diferenca entre as técnicas de contagem de células por espectrofotbmetro e
pelo método de plaqueamento em placas?

4. Todos os microrganismos coletados do meio ambiente cresceriam no meio de cultura
rico? Explique a sua resposta.
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Pratica M3. Nutricao Bacteriana

12 parte
OBJETIVOS:- Inoculagdo de varias espécies bacterianas em diferentes meios de cultura.

Conceito de meio de cultura. Conceitos de meios seletivos e meios diferenciais. Conceito
de fator de crescimento.

Meios de cultura

Agar Manitol Salgado (em g/l) Agar McConkey (em g/l)
Extrato de Carne 1,0 Peptona 17,0
Peptona 10,0 Proteose-peptona 3,0
NaCl 75,0 Lactose 10,0
Manitol 10,0 Sais biliares 1,5
Vermelho fenol 0,025 NaCl 5,0
Agar 15,0 Agar 13,5
Vermelho neutro 0,03
ACE Agar cetrimide (em g/l) Cristal violeta 0,01
Digerido pancreatico de gelatina 20,0
Cloreto de Magnésio 1.4 Agar Nutriente (em g/l)
Glicerol 10 mi Peptona 5,0
Sulfato de potassio 10,0 Extrato de carne 3,0
Cetrimide(brometo de 0,3 Agar 15
tetradeciltrimetil aménio)
Agar 13,6
Indicadores de pH

Corante Faixa de viragem - pH Mudanca de cor

Azul de bromotimol 6.0-7.6 Amarelo - azul

Vermelho de fenol 6.4—-8.2 Amarelo — vemelho

Vermelho Neutro 6.8-8.0 Vermelho — amarelo

Todos os meios sdo esterilizados por autoclavagido a 121° C por 15 minutos ou
filtrados.

*Peptona- produto da digestdo de proteinas, composto de aminoacidos.

**Extrato de carne- extrato aquoso de tecido muscular, concentrado, composto por
vitaminas, sais, carboidratos e outras substancias hidrossoluveis.

*** Extrato de levedura- extrato aquoso de leveduras, concentrado, rico em vitaminas do
complexo B, além de outros compostos organicos, ricos em nitrogénio.
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Material Bioldgico:

Culturas de Escherichia coli, Pseudomonas e Staphylococcus sp.

Procedimento:

Inocular Escherichia coli, Pseudomonas e Staphylococcus sp. nos meios indicados na
tabela.

Meios Bactérias

Escherichia Pseudomonas | Staphylococcus sp.

coli

Agar Manitol salgado

Agar McConkey

Agar nutriente

Agar cetrimide

Marque na tabela o resultado dos crescimentos das bactérias nos meios, descrevendo as
caracteristicas das coldnias.

1) Qual dos meios utilizados é diferencial? Qual dos meios utilizados é seletivo?
2) Observar os halos de hemolise em placas de agar sangue (demonstragéo)
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M4. Provas bioquimicas

Objetivo: Analisar distintas reagdes bioquimicas e sua utilizagdo como método diagnédstico
para enterobactérias

Introdugao: Bactérias pertencentes a mesma familia, mas géneros distintos, podem ser
eventualmente identificadas baseando-se em caracteristicas bioquimicas como a
capacidade de utilizacao de diferentes fontes de carbono, expressdo de enzimas
especificas (urease, deaminases e etc). Testes bioquimicos sédo uma das bases para a
identificacdo de bactérias patogénicas em laboratérios de analises clinicas, juntamente com
outras provas complementares (sorologia, PCR e etc.). Na aula de hoje serdo utilizadas
provas bioquimicas para a identificacdo de bactérias da familia Enterobacteriaceae
particularmente para os géneros Escherichia, Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter,
Shigella, Salmonella e Proteus.

Procedimento

Dia1 -_Cada grupo receberd uma amostra para ser identificada. Em seguida os alunos
deverao:

1. Com a alga bacterioldgica, tocar em uma coldnia e inocula-la na placa McConkey
(estriar para isolar colénias). Com uma agulha tocar em uma colénia e perfurar o
meio MILI ndo encostando no fundo do tubo. Apds flambar a alga, repetir o mesmo
procedimento para o meio EPM estriando também a amostra na superficie do tubo.
Estriar uma colbénia na superficie inclinada do meio contendo CITRATO.

2. Incubar por 24 ha 37°C

Dia 2- Leitura da série bioquimica dos resultados e identificacdo dos géneros bacterianos.

1) Agar MacConkey - Indicador de bactérias fermentadoras de Lactose

Colonias lactose positiva: coloragado vermelha (produz acido)
Colonias lactose negativa: incolores (produz aménia)

Principio: O agar MacConkey é composto por peptona de caseina, peptona de carne, sais
biliares, lactose, cloreto de sédio, vermelho neutro, cristal violeta, agar bacterioldgico e agua
destilada. Somente bactérias adaptadas a sobrevivéncia em ambientes com concentragdes
de sais biliares equivalentes a do agar MacConkey conseguirdo proliferar neste meio de
cultura. Para estas, sera imposta a condicéo de lactose como unico carboidrato disponivel.
As bactérias capazes de metabolizar a lactose liberardo acido no meio de cultura, o que
diminuird o pH e fara com que o indicador vermelho neutro mantenha sua coloracao
avermelhada, mantendo o meio e as colOnias destas bactérias também avermelhadas. No
entanto, se as bactérias ndo forem capazes de utilizar a lactose como fonte primaria de
energia, os aminoacidos presentes nas peptonas fornecerdo energia apos serem
metabolizados. Neste metabolismo, o produto sera amoénia, que liberada no meio,
provocara o aumento do pH, fazendo com que o indicador mude a coloragdo do agar
MacConkey para amarelo e as coldnias ficardo incolores.

2) meio EPM
Os testes de producgao de COz2, H2S e urease séo verificados na base. O teste para a enzima
L-triptofanodesaminase é observado na superficie do meio
Obs: todas as enterobactérias fermentam glicose
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Leitura das Provas

1. Glicose

A fermentagao da glicose pode ser observada pela presenca de bolhas de gas

CesH1206— Etanol + COgyg)

Prova positiva: base amarela com presencga de bolhas de ar
Prova negativa: base amarela sem bolhas de ar

2. H:S

Na>SOs;— H2S (reage com Fe dando coloracao preta)

Prova positiva: base preta
ou inalterada

3. Urease

Principio: As bactérias que sintetizam urease convertem a uréia em amdnia e gas carbénico.

H,N

C=0+2HOH Y€€, CO, + H,0 + 2 NH;
H,N d
uréia

A ambnia alcaliniza o meio, alterando a cor do indicador de pH azul de bromotimol de amarelo

para azul.

Prova positiva: base azul
ou

4. Triptofano desaminase

Principio: A desaminacgéo oxidativa do L-triptofano catalisada pela L-triptofano desaminase
resulta na formagao de cetoacido que, em presenca de ferro, alcaliniza o meio, alterando a cor

do indicador de pH azul de bromotimol na superficie para verde escuro.

Prova positiva: superficie verde escuro
, ou inalterada

5. Meio de Mili (Motilidade, Indol e Lisina decarboxilase)
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O teste de motilidade e lisina decarboxilase s&o verificados na base e o teste de indol é feito
adicionando-se algumas gotas de reativo de Kovac (dimetilaminobenzaldeido) na superficie do

meio.

Leitura das provas

l. Motilidade

Prova positiva: meio turvo
Prova negativa: meio limpido ou crescimento sé6 no local do inoculo

1. Indol

Principio: Indol € um componente do aminoacido triptofano. Algumas bactérias conseguem
utilizar triptofano como nutriente com a ajuda da enzima triptofanase que catalisa a conversao
de triptofano em indol. Quando o triptofano € degradado, a presenca de indol pode ser detectada
através de sua reacdo com reagente de Kovac, que € amarelo, dando origem a uma coloragéo
avermelhada na superficie do tubo.

Prova positiva: coloracao vermelha

I, L-lisina descarboxilase

Principio: A descarboxilagdo da lisina elimina a parte acida do aminoacido produzindo aminas
alcalinas, que elevam o pH do meio e transformam a cor amarela do indicador de pH

(bromocresol) em roxa.

6. Agar Citrato de Simmons

Principio: Este meio de cultura possui citrato como unica fonte de carbono. Bactérias que
podem utilizar citrato como fonte de carbono crescem em Agar citrato e provocam

alcalinizagdo do meio devido a liberacdo de CO; ao final da reacdo. O indicador de pH

(azul de bromotimol) passa de verde a azul (pH>7.5). Observe que quando n&o ocorre

utilizacdo do citrato, ndo ha crescimento bacteriano, pois citrato € a unica fonte de carbono

do meio.

Prova positiva: coloragao azul
Prova negativa: coloragdo do meio inalterada
Baseado nas fiquras e na tabela a sequir, identifique o género da bactéria analisada

por seu grupo.

IDENTIFICAQAO BIOQUIMICA DE ENTEROBACTERIAS
Leitura das Provas
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Enterobactérias - Provas Bioquimicas EPM

EPM

Fermentacio

a Producéo de L-triptofano-
de Glicose As Producio Urease
de H,S >

desaminase (LTD)

Bactéria que

Bactéria que Bactéria produz Bactéria produz Bactéria produz LTD que
Fermenta glicose Fermenta glicose tiossulfato redutase que enzima urease que provocando sua
. pr_oduz éc_ido > com produgéo de catalisa a reagéo de catalisa a reacao: desaminagao convertendo-
indicador vira para acldo férmico. A converséo do uréia > CO,+ NH; os em a-ceto-acidos.
. - tiossulfato a H,S. H,S e Forma-se acido indol
enzima formiase T ok
i . reage com ions Fe NH; + H,O > NH,OH
(+) desdobra &c.

piravico que reage com
R presentes no Citrato de alcalinizando o meio.
férmico em CO,

sais de Fe, originando um
ferro amoniacal > Cor azul composto ciclico de cor
~bolhas sulfeto de ferro (+) verde escura na
(+) (precipitado neqgro) superficie.
(+)

*+)

22



Enterobactérias - Provas Bioquimicas - Mili

Motilidade

<>

Prova (+) Prova (-)

Motilidade
Bactérias moveis se
difundem a partir do

in6culo inicial
turvando o meio.

Prova (+)

Bactérias imoéveis
somente crescem no
local onde foram
semeadas.
Prova (-)

ILi

Lisina
descarboxilase

Prova (+) Proa -

Descarboxilases
Bactéria produz a enzima
Lisina descarboxilase que

promove a remogao de
CO, dos a.a., produzindo
amina que alcaliniza o
meio - cor purpura.
Prova (+)

Se bactéria nao produz
esta enzima, a
fermentagao da glicose
provoca acidificagao do

meio >
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INDOL

Prova (+) Prova (-)

Producédo de INDOL

Bactéria produz a enzima
Triptofanase que
promove a liberagao do
anel pirrélico do a.a.

L- triptofano (INDOL).

O reativo de Kovacs

que é adicionado apos o

cultivo, reage com INDOL

- Anel vermelho.
Prova (+)




Enterobactérias - Provas Bioquimicas - Citrato
de Simmons

Citrato de
Simmons

Prova (+) Prova (-)

O meio Citrato de Simmons contem Citrato de sédio como
Unica fonte de Carbono:

Bactéria que sdo capazes de oxidar Citrato produzem
CO, que se combina com sodio e agua formando carbonato de sédio
- o0 meio se torna alcalino= indicador azul de bromotimol vira para
Cor Azul = Prova (+)

Bactérias que ndo sdo capazes de utilizar o Citrato como Unica fonte de
carbono, ndo crescem neste meio e o meio permanece INALTERADO.
Cor Verde e Auséncia de Crescimento = Prova (-)
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Tabela: Identificagdo bioquimica parcial de ENTEROBACTERIAS.

EPM MILI CITRATO

Lactose | Glicose H2S | Urease | LTD | Motilidade | Indol Lisina Citrato

Bactérias producéo Descarbo- de
de gas xilase Simmons

Escherichia coli + + - - - -+ + + -
Klebsiellaspp + + - + - - - + +
Enterobactercloacae + + - -+ - + - yn +
Citrobacterfreundii -+ + -1+ -+ - + -+ - +
Arizona + + + - - + - + +
ShigellaSP - - - - - - -+ - R
Edwardsiella tarda - + -+ - - + + + R
Salmonella spp - + + - - + - + +-
Serratia marcescens - + - -+ - + - + +
Proteus mirabilis - + -+ + + + -1+ - -1+
Providencia rettgeri - +/- - - + + + - +
Yersinia +/- - - + - -1+ -+ - -+
enterocolitica

Obs.: LTD: L-triptofanodesaminase

Pergunta a ser respondida no relatério

1. Os ensaios feitos na aula pratica demonstraram alguns principios empregados na
identificacdo/diagndstico de bactérias de interesse médico. Pesquise sobre as técnicas
empregadas para o diagnostico de bactérias em laboratorios de analise clinica e as
compare com o que foi feito em sala de aula.
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Pratica M5. Agentes desinfetantes

Esta pratica compde-se por 3 atividades, Atividade antibacteriana de desinfetantes
quimicos, antissepsia das maos e atividade bactericida do calor (fervura).

1 - Atividade antibacteriana de desinfetantes quimicos.

Material recebido:

Tubo 1 com amostra de E. col;

Tubo 2 com amostra de B. subtillis.

Placa de Agar Nutriente dividida em 3 partes;

2 séries de 3 tubos: A e B (com desinfetante) e tubo C (Solugao fisioldgica/SF — controle).
Procedimento :

-Transferir 0,25 mL de cultura para cada tubo contendo 0,25 mL de um dos desinfetantes
testados ou solucéo fisiolégica (tubos A-B-C)

-Homogeneizar os tubos e aguardar 10 minutos.

-Transferir uma algcada de cada tubo para respectiva area da placa de Petri.

-Repetir o procedimento anterior com Bacillus subtilis e com E. coli.

-ldentificar as placas semeadas.

Resultados:
Indicar a presencga ou auséncia de crescimento
A B C

Escherichia coli

Bacillus subtilis

Desinfetante Ae B
C - controle ( Solugao Fisioldgica )

2 - Atividade bactericida do calor (fervura)

Material fornecido:

Tubo - 1: caldo com Escherichia coli;
Tubo - 2: caldo com Bacillus subtilis;
2 placas estéreis com Agar Nutriente divididas em 4 partes.

Procedimento:

-Semear com alga bacterioldgica amostra de cada caldo nos respectivos quadrantes

de cada placa (controles - tempo 0).

-Submeter a fervura os 2 tubos por 30 minutos.

-Retirar amostras dos respectivos caldos com alca durante a fervura aos 5, 10 e 30 minutos.
-Semear com alga cada amostragem dos respectivos tubos, nos respectivos quadrantes
restantes, identificar as placas e incubar.
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Resultados:

tempo / minutos 0) 5 10 30
Escherichia coli

Bacillus subtilis

Perguntas a serem respondidas pelo grupo

1 — Como explicar as diferencas de comportamento entre as duas espécies de bactérias
testadas?

2 — Diferencie desinfecgao e esterilizagao?

3 — Pesquise sobre as praticas de esterilizagdo e/ou desinfeccdo empregadas na industria
farmacéutica e em hospitais e faga uma argumentagao sobre o tema.

4- Em que condi¢des a sanitizacio, desinfecéo e esterilizacdo sdo necessarias?
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Pratica M6. Antibiograma

(Teste de sensibilidade dos microrganismos aos agentes
antimicrobianos)

Agentes quimioterapicos sao agentes quimicos utilizados no tratamento de doencgas
infecciosas. Seus modos de ag¢ao implicam na interferéncia com o metabolismo microbiano
sem causar efeito lesivo a célula hospedeira.

Antibiéticos - Sao sintetizados e secretados por certas bactérias, actinomicetes e fungos
que matam ou inibem o crescimento de outros microrganismos. Atualmente, alguns
antibidticos sao sintetizados ou modificados em laboratérios, contudo, originam-se dos
organismos Vivos.

Antimicrobianos — Englobam os antibiéticos e os compostos sintéticos utilizados no
tratamento de infecgodes.

Exemplos de antimicrobianos (nas aulas tedricas sao passados mais classes e
conceitos mais especificos sobre cada antimicrobianos):

Ampicilina- Impede a incorporagao do acido muramico no componente mucocomplexo da
parede da célula, inibindo assim, a sintese da parede celular.

Estreptomicina - Tem afinidade pelos ribossomos bacterianos, causando erros de leitura
no cédon do mRNA, interferindo assim, na sintese proteica.

Cloranfenicol - Tem afinidade pelos ribossomos bacterianos, impedindo a formagao da
ligagao peptidica entre os aminoacidos durante a sintese proteica.

Tetraciclina - Tem afinidade pelos ribossomos bacterianos, impedindo a ligacdo de
hidrogénio entre o anticodon no complexo aminoacido-tRNA e o cédon no mRNA durante
a sintese proteica.

Agentes ou drogas sintéticas sao agentes quimioterapicos sintetizadas em laboratério.
Exemplos:

Sulfadiazina (sulfanamida) - tem o efeito de inibicdo competitiva. Isto €, o componente
ativo da droga, age como um antimetabdlico que compete com um metabdlito essencial, o
acido p-aminobenzoico (PABA), durante a sintese do acido folico na célula bacteriana. O
acido folico € uma coenzima celular essencial para a sintese de aminoacidos e purinas.

Antibiograma: Método de Difusio em AGAR (Método de Kirby-Bauer)

O antibiograma é um teste que permite a verificagao “in vivo” da sensibilidade de
uma bactéria aos antibidticos. Esta sensibilidade é demonstrada pela zona ou halo de
inibicdo de crescimento que se forma em volta do disco de antibiético. De acordo com o
DIAMETRO do halo de inibicdo diz-se que a bactéria é sensivel ou resistente ao
antimicrobiano testado.

Material:
e Cultura bacteriana crescida por 18 horas (10° células por mL);
e Placas com meio de cultura Muller-Hinton;
e Discos de antibidticos disponiveis para aula pratica que podem ser cefalosporinas,
aminoglicosideos, glicopeptideos, fluoroquinolonas entre outros.
e Swabs e pingas esterilizados.
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Procedimento:

1. Agitar bem a cultura bacteriana (S. aureus e/ou E. coli);

2. Umedecer o cotonete na suspensao bacteriana, retirando o excesso ao apertar o
cotonete contra a parede interna do tubo;

3. Espalhar a suspensao bacteriana em toda a superficie do meio de cultura, de modo
homogéneo, inclusive nas bordas;

4. Colocar os discos de antibiéticos com auxilio da pinga sobre a superficie do meio e
de modo equidistante — usar no maximo 5 antibiéticos por placa;

5. Apertar os discos com a ponta da pinga de forma a garantir que os discos n&o vao
cair quando a placa for invertida;

6. Incubar as placas a 37°C por 18 horas.

Resultados

Leitura e interpretagao: Verificar a presenga ou auséncia de halo de inibicdo ao redor dos
discos. Medir o DIAMETRO dos halos (em geral se mede trés didmetros de cada halo e se
faz a média entre eles), vide figura a seguir, e verificar se o microrganismo € resistente ou
sensivel conforme a tabela de Eucast para cada tipo de bactéria.

A seguir tem uma tabela que mostra alguns halos de inibigdo de crescimento para alguns
antibioticos testados em aula.

‘\» :

ST
3 4 = 3
T

Tabela EuCast para Staphylococcus aureus ATCC 29213 (cepa controle de qualidade)
B-lactamase-producing strain (weak) (NCTC 12973, CIP 103429, DSM 2569, CCUG 15915,
CECT 794

Antibiético Diametro de inibicao
(mm)
Alvo Faixa
Calculado pelo EUCAST Validado pelo EUCAST

Ampicilina 2 ug 18 15 a 21
Cefoxitina 30 ug 27 24 a 30
Cloranfenicol 30 ug 24 20 a 28
Gentomicina 10 ug 22 19 a 25
Tetraciclina 30 ug 27 23 a 31
Tobramicina 10 ug 23 20 a 26

Referéncia (EUCAST QC Tables v. 8.0, valid from 2018-01-01)
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Tabela EuCast para Staphylococcus spp.
EUCAST Clinical Breakpoint Tables v. 8.1, valid from 2018-05-15

Antibiético Conc. Diametro de inibicao
mm
| Sensivel 2 Resistente <

Ampicilina 2 ug 18 18
Cefoxitina 30 ug 22 22
Cloranfenicol 30 ug 18 18
Gentomicina 10 ug 22 22
Tetraciclina 30 ug 22 19
Tobramicina 10 ug 22 22
Referéncia

(http://www.eucast.org/fileadmin/src/media/PDFs/EUCAST _files/Breakpoint_tables/v_8.1
Breakpoint_Tables.pdf)

PROCURE NO SITE DO EUCAST OS VALORES DE REFERENCIA PARA E. coli
(enterobacterales)

Perguntas a serem respondidas no relatério

1 — Que procedimentos deveriam ser tomados para a determinagéo da concentragéo inibitéria minima (MIC)
dos antibiéticos testados?

2 - Que fatores podem interferir no perfil de sensibilidade a antibiéticos em uma linhagem bacteriana?

3 — A resisténcia a antibidticos expresso por uma linhagem bacteriana pode ser considerada um fator de
viruléncia? Justifique.

4- Quais séo os halos para os demais antibidticos (Resistente, Intermediario e Sensivel), que n&o estédo
descritos na Tabela de Kirbe & Bauer acima.

5- Pesquise qual é o painel de antibidticos referenciado pela ANVISA e pela OMS para andlise clinica.
Compare com o que foi feito.

6- Leiam as normas descritas no EuCAST: http://www.eucast.org/clinical_breakpoints/;
http://www.eucast.org/guidance_documents/;

Amp. Cefatoxina Cloranfenicol Gentamicina Tetraciclina Tobramicina

E. coli
S. aureus
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Aulas praticas de Virologia (M7-M8)

Pratica M7. Efeito citopatico de virus

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

1) Introducao:

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

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

2) Exercicio Efeito Citopatico

Observar ao microscopio as laminas apresentadas e fazer nm ecniiema dos efeitos
citopaticos observados.

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

b) Efeito citopatico produzido por poliovirus e outi
picornavirus: As células apresentam-se pequenas, c
formas irregulares, isoladas ou em grupos, com
citoplasma eosindfilo e nucleo picnético e reduzido
volume.
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c) Efeito citopatico produzido por adenovirus:
células infectadas apresentam-se grandes, arredondad
e, as vezes, reunidas em "cachos", com alterac
nucleaes evidentes e caracteristicas. Corpusculos
inclusao: eosindfilos nucleares ou massas cristalil
basofilicas, segundo o tipo de adenovirus.

d) Efeito citopatico produzido pelo virus do saram
As células infectadas mostram-se multinuclead
hiperplasicas, mas seus nucleos apresentam estrutu
ainda conservadas. Ha "pontes citoplasmatic
intercelulares, que conferem a algumas células, for
estrelada. Corpusculos de inclusdao: eosindfil
nucleares ou citoplasmaticos.

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

f) Efeito citopatico produzido pelo virus da vaccinia:
células infectadas apresentam-se  multinuclead
formando sincicios. Corpusculos de inclusao: eosinéf
e citoplasmaticos (corpusculos de inclusdo de Guarniel

g) Corpusculo de inclusao da citomegalia: O virus
citomegalia € um virus DNA pertencente ao grupo «
Herpesvirus. O material da lamina é corte histolégico
glandula salivar, corado pelo método
hematoxilina/eosina. Sao vistas células aumentadas
tamanho (cerca de oito vezes o das células normr
circundantes), fazendo saliéncia na luz dos duc
salivares. Os nucleos se tornam volumosos e forma-se
corpusculo de inclusao no seu interior, que esta corado
azul escuro e circundado por um halo claro.
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QUESTOES PARA RELATORIO

1- Consultando no seu livro de Microbiologia os capitulos especificos sobre cada
familia de virus preencha a tabela abaixo.

2- Por que os corpusculos de inclusdo do Adenovirus e do virus Herpes sao

nucleares, enquanto os do virus Vaccinia sao citoplasmaticos?
3- Que estrutura viral esta relacionada a formagéao de sincicio? Por qué?

Estrutura | Presenga | Acido |Formacgéao Local de
VIRUS FAMILIA |do capsideo de nucléico de multiplicagdo
(simetria) |envoltério | (classe) | sincicio na célula

Picornaviriclae
Poliovirus

Adenovirus |Adenoviridae

Virus do Paramyxo-
sarampo viriclae
Herpex Herpesviridae
simplex

Virus da Poxviridae
vaccinia

Virus da Herpesviridae
Citomegalia
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Pratica M8. Reacoes de hemaglutinagao e inibicao da hemaglutinagao

Alguns virus, ou antigenos derivados de virus, adsorvem a hemacias, através de
receptores existentes na supeficie destas. Como resultado, as hemacias aglutinam, sendo
este fenbmeno chamado de hemaglutinagao.

A reagcao de hemaglutinagao é uma técnica simples. Basicamente, as hemacias
em suspensao sao colocadas em contacto com uma suspensao de virus, ou do antigeno
hemaglutinante. Por agdo da gravidade, as hemacias aglutinadas sedimentam de forma
difusa. Na auséncia de virus, as hemacias sedimentam na forma de um botdo compacto,
no fundo do tubo ou da placa.

Dependendo do virus, ha uma grande variagdo na espécie animal cujas hemacias
vao ser aglutinadas. Assim, alguns virus aglutinam hemacias de uma grande variedade de
espécies. O virus da influenza, por exemplo, aglutina hemacias de galinha, cobaio, carneiro
e humanas do grupo O. Outros virus aglutinam hemacias de uma espécie apenas, como &
0 caso do virus do sarampo, que s6 aglutina hemacias de macaco.

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

As hemaglutininas virais sdo antigénicas e, quando um virus hemaglutinante infecta
0 organismo humano ou animal, além de anticorpos neutralizantes, fixadores do
complemento e

outros, ha a producdo de anticorpos especificos contra as hemaglutininas virais. Esses
anticorpos presentes no soro sao capazes de se combinar com o virus in vitro, inibindo
assim a hemaglutinagdo. Na infecgéo in vivo estes anticorpos inibem o reconhecimento de
receptores celulares, inibindo a infeccao. Este € o principio da reagao de inibicao da
hemaglutinagao, que tem grande utilidade no diagndstico das viroses. Esta reagao pode
ser usada para identificar virus isolados de pacientes, usando antisoros padrdes
especificos, ou ainda para dosar anticorpos no soro de pacientes, usando virus padroes
mantidos no laboratério. Neste ultimo caso, para diagndstico, deve-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 hemaglutinagao de pelo menos 4 vezes para um determinado virus
pode-se fazer um diagndstico seguro da infecgao por este virus. Este aumento de titulo, de
pelo menos 4 vezes é chamado de soroconversao.

Exercicio no 1. Demonstragcdo da presenca de agente viral através da evidenciagéo da
hemaglutinina produzida pelo mesmo e dosagem desse virus, por reacao de
hemaglutinagéo (estabelecimento da dose hemaglutinante).

Material necessario:

1) 80 pL de suspenséo de virus Influenza (liquido alantéico de ovo embrionado de galinha),

2) 1,5 mL de solugéo fisioldgica,
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3) 1,5 mL de suspensao de hemacias de galinha a 1%,
4) 1 micropipeta de 100 uL e ponteiras
5) placa escavada para microtitulagao (fundo em “U”),

6) Potes de descarte

Técnica:

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

2. Adicionar, com a mesma micropipeta (trocar a ponteira), 50 yL da suspensao viral
somente no primeiro orificio da linha A da placa de HA. Homogeneizar bem a suspensao
do virus Influenza (diluigao 1/2) e transferir 50 uL para o 2° orificio da série. Homogeneizar
e transferir 50 pyL para o 3° orificio e assim sucessivamente, até o orificio A10 (diluicdo
1/1024), neste ultimo, pegar 50 pL e descartar com a ponteira no pote de descarte. Nao
colocar virus nos orificios A11 e A12, pois serao os controles de hemacias.

3. Adicionar a seguir, 100 pL da suspensdo de hemacias de galinha (levemente
homogeneizada), a todos os orificios com outra ponteira.

4. Agitar suavemente a placa e incubar a temperatura ambiente por 40 minutos em cima de
uma folha de papel branca. Fazer a leitura e anotar no protocolo.

Leitura: Nos orificios "controle", nos quais se dispensou solugao fisiolégica e hemacias,
estas, por agcdo da gravidade devem ter sedimentado, formando ao fundo um botéo
fechado, central. Nos orificios que contém aglutinina viral, as hemacias formam um
aglomerado irregular (rede).

Convencionou-se, como uma unidade hemaglutinante (UHA) do virus, a maior diluicdo do
mesmo, capaz de produzir hemaglutinagdo, no volume considerado (0,050mI=50 pL), e
como titulo do antigeno viral, a reciproca da maior diluicdo. Por exemplo: se temos uma
unidade, na diluicdo 1/128 em 50ul, o titulo sera 128 UHA/50ul. Para se obter uma
suspensao contendo 4 unidades hemaglutinantes (no volume em questao), devemos diluir
a suspensao viral 4 vezes menos, diluicdo esta que corresponde ao 3° orificio, contado de
tras para diante, a partir do orificio que contém uma unidade.

Exercicio no 2: Demonstracdo da reagao de inibicdo da hemaglutinagdo, através da
dosagem de anticorpos inibidores da hemaglutinacdo, em 2 amostras de soro de um
mesmo paciente, colhidas na fase aguda e na fase de convalescenca.

Para a reagao de inibicdo da hemaglutinagéo, os soros dos pacientes sao diluidos
na placa e cada diluicdo € colocada em contato com um volume fixo de uma suspenséo
viral, contendo 4 unidades hemaglutinantes. Esta mistura é incubada por 1 hora, para
permitir a reagdo do anticorpo com antigeno e, em seguida, adiciona-se 100 uL de
hemacias 1% a cada orificio da placa. Apds incubacéo de 30 minutos, faz-se a leitura: nos

35



orificios onde existem anticorpos em quantidade suficiente para se combinar com a
hemaglutinina viral, observa-se a inibicdo da hemaglutinacdo, evidenciada pela
sedimentacado das hemacias, formando um botao fechado; nos orificios onde n&o existem
anticorpos, as hemacias serdo hemaglutinadas, sedimentando em forma de um
aglomerado irregular. O titulo do soro é a reciproca da maior diluicdo do mesmo, capaz de
inibir completamente a hemaglutinagéo.

1. As placas, preparadas para a aula, ja estdo com os soros diluidos na base 2, e com 4
unidades hemaglutinantes de virus.

2. Adicionar 100 uL de hemacias a cada orificio da placa. Agitar suavemente. Incubar por
30

minutos. Fazer a leitura e anotar no protocolo.

Reacao de Hemaglutinagao

Data: [ Hemacias: galinha 1%

Diluente: solugéo fisioloégica CH: controle de hemacias

Virus: Influenza
112 | 1/4 1/8 | 1/16 1/256 | 1 1/1024 | CH | CH
1/32 | 1/64 | 1/128 /512

Reacao de Inibicao da Hemaglutinagao
Data: __ / /  Hemacias: galinha 1%

Diluente: solucéo fisiolégica Soros: A - fase aguda

Virus: Influenza C - fase convalescente

Diluicao 1/4 | 1 1/16 1/256 | 1 1/1024 | CH | CH
1/2 /8 1/32 | 1/64 | 1/128 /512

Aguda

Conval.
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Aulas praticas de Micologia (M9 a M12)

Imagem retirada: http://www.citylab-bg.com/en/test7.html
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Pratica M9. Caracteristicas gerais de fungos e Ecologia

MORFOLOGIA DE FUNGOS

A identificacado dos fungos é baseada quase principalmente em sua morfologia tanto
macro- como microscopica. Macroscopicamente os fungos podem apresentar varios tipos
morfolégicos com colbnias filamentosas, cotonosas, pulverulentas e outras (bolores) e
cremosas (leveduras) e com os mais diversos tipos de pigmentos.

A unidade estrutural dos fungos filamentosos é representada pela hifa e o conjunto
desses elementos € denominado micélio. O micélio pode ser diferenciado em vegetativo -
quando exerce as funcbes de assimilacdo de alimentos e fixagcdo em substratos, e em
reprodutivo - que serve a reproducdo dos fungos.

De acordo com a morfologia, os fungos podem apresentar 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 denominagdes diversas: rizdides, artrosporos
anastomoses, etc. Caracteriza os bolores.

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

O micélio vegetativo (em fungos filamentosos) se diferencia em estruturas de reproducao
caracterizadas pela formacdo de conidios/esporos que cumprem as fungdes de
disseminacao da espécie. Os conidios/esporos podem ser hialinos, pigmentados, simples,
septados, apresentando varias formas que muitas vezes definem géneros ou espécies de
fungos. Séo estruturas extremamente importantes na identificagado dos fungos.

As estruturas reprodutivas, de acordo com sua origem, podem ser assexuados (conidios)
ou sexuados (esporos), podendo estar ou ndo dentro de determinadas estruturas.
Conidios (Reproducdo assexuada):

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

Endoésporos: conidios produzidos no interior de esporangios. Os conidios, nesse caso sao
chamados de esporangiosporos e caracterizam a subdivisdo Zygomycotina. Ex. Rhizopus,
Mucor, Absidia.

Esporos (Reproducédo sexuada):

Ectésporos: esporos formados na extremidade de basidios e sao denominados
basididsporos. Caracterizam a subdivisdo Basidiomycotina. Ex. cogumelos.

Endodsporos: esporos formados no interior de células denominadas ascos. Os esporos sdo
chamados de ascdsporos e caracterizam a subdivisdao Ascomycotina. Ex. Aspergillus
fumigatus.

MATERIAL

Culturas de Aspergillus, Penicillium, Rhizopus e Candida

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

Placas para microcultivo em lamina.

Laminas, laminulas, corante lactofenol azul-algodao, algas em L

Tubos com solugéo fisioldgica.

38



PRATICA

Técnica da coldnia gigante: Com alca de platina em L, retire um pequeno fragmento da
colénia de fungo do tubo e coloque no centro de uma placa de Petri com agar Sabouraud
dextrose. Incubar a 28 °C. Quando o desenvolvimento estiver satisfatério observar os
aspectos morfolégicos caracteristicos.

Técnica do microcultivo de fungos: Utilizar placas de Petri contendo Iaminas dispostas
sobre um bastao de vidro. Com todo cuidado de assepsia, coloque um pequeno quadrado
(1 cm) de agar Sabouraud, sobre a lamina. Com alga de platina, retire um pequeno
fragmento de uma colénia escolhida (placa de fungo do ambiente) e semeie os lados do
agar. Coloque uma laminula estéril sobre o agar e agua destilada estéril na placa para evitar
dessecamento do meio. Feche a placa e deixe a temperatura ambiente. Quando houver
desenvolvimento satisfatorio, retire a laminula e o fragmento do meio de cultura e coloque
numa lamina contendo uma gota de lactofenol azul algod&o. Examinar ao microscopico e
tentar identificar o fungo, quando possivel.

DEMONSTRAGAO

Morfologia macro- e microscoépica

Desenhe e Descreva, através de laminas prontas e focalizadas, os principais aspectos
macroscopicos (tipo de colbnia, verso, reverso, pigmentacéao, etc. Observe a diferenga entre
levedura e bolor) e microscoépicos dos fungos (micélio septado x nao sepatado, hialino x
demacia, delgado x espesso, formagcdo de ectosporos x endosporos e outras
caracteristicas).

Aspergillus Penicillium

Rhizopus Candida
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ECOLOGIA DOS FUNGOS

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. Sdo encontrados
também nos vegetais, agua, nos animais, etc. Os fungos formam diversas estruturas de
dispersao, sendo a principal, os conidios/esporos, e através de dispositivos especiais,
essas estruturas entram em contato com varias vias de disperséo.

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

PRATICA DEMONSTRATIVA

Fungos anemdfilos

Isolamento de fungos de substratos (alimentos e solo).

Isolamento de fungos de superficies

Isolamento de fungos de liquidos (agua do lago e de abastecimento publico).

Leveduras Bolor

Fungos Anemédfilos

Solo

Alimento (milho)

Agua do Lago

Agua do Abastecimento
Publico

Superficie de Material
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Pratica M10. Diagnéstico Laboratorial das Micoses Superficiais,
cutaneas e subcutaneas

MICOSES SUPERFICIAIS: Constituem um grupo de fungos que estdo praticamente no
limiar do saprofitismo e do parasitimo, causando no hospedeiro apenas disturbios estéticos.

PITIRIASIS VERSICOLOR

Definigcao: dermatose superficial cronica, cosmopolita, muito freqliente em clima tropical,
caracterizada pelo aparecimento de pequenas manchas bem delimitadas, de coloragao
variavel, localizadas principalmente no tronco e no abdémem. Atinge indistintamente todas
as ragas e mais frequientemente adultos jovens.

Agente etioloégico: Malassezia spp.

Caracteristicas clinicas: Lesdes superficiais, atingindo principalmente o tronco e
abdémem, mas podendo acometer pescocgo, face, bracos, e raramente mao e regiao
inguinocrural. As lesbes se apresentam sob a forma de manchas hipocromicas
descamativas irregulares, de cor variavel, dependendo da cor do individuo, e condi¢gédo do
clima. Apresenta fluorescéncia a luz de Wood.

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

A cultura das escamas deve ser feitas em meio da Sabouraud dextrose +
cloranfenicol + cicloheximida, adicionado de 6leo de oliva e bile de boi, pois esta levedura
¢ lipofilica, e incubada a 37°C.

PIEDRAS
PIEDRA BRANCA E PIEDRA NEGRA

Definigao: infeccdo micdtica dos pélos caracterizada pela presenca de nddulos mais ou
menos duros, esbranquigcados (piedra branca) ou negros (piedra negra).

As piedras sao infecgdes benignas, mas muito contagiosas e de facil propagacao.
Ambas s&o distintas, ndo sé pelos seus agentes etioldégicos, mas também por sua
distribuicdo geografica e epidemioldgica Clinicamente, estas micoses podem ser
confundidas com a tricomicose axiliar e com a pediculose (Iéndias). Atacam a regido
folicular dos pélos.

PIEDRA NEGRA
Agente etioldgico: Piedraia hortai

Epidemiologia: € observada em regides tropicais e subtropicais da América do Sul,
endémica na Amazénia, na Indochina e em Java. Ocorre, principalmente nas regides onde
ha abundante queda pluviométrica. Ataca somente os pelos do couro cabeludo,
apresentando nédulos visiveis ou ndo a olho nu. As nodosidades da piedra preta sdo muito
consistentes.

Exame micolégico: o cabelo deve ser cortado e examinado apds clarificagdo com potassa
a 20%. Observa-se um nddulo constituido de um micélio largo de 2 a 4 um, de paredes
escuras, presenca de ascos ovais contendo ascéporos fusiformes.

Cultura em agar-Sabouraud as colbnias s&o verde-escuras, enegrecidas, acuminadas
listas ou plissadas, de crescimento lento.
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Aspecto microscopico: filamentos escuros, curtos de paredes espessas, numerosos
clamidoconidios.

PIEDRA BRANCA
Agente etiologico: Trichosporon beigelli

Epidemiologia: € de distribuicdo geografica cosmopolita Ataca os pélos da barba e do
bigode, mais raramente os pélos axilares. Recentemente observou-se ser comum em pélos
escrotais. Os nodulos sdo menos consistentes e aderentes ao pélo. Sdo frequentemente
encontrados na extremidade do pelo e pouco visiveis a olho nu.

Exame micolégico: Apos clarificacédo de pélo com potassa a 20%, observa-se micélio
fragmentado em elementos mais ou menos retangulares ou arredondados. N&o
apresentam ascos.

Cultura. Em agar Sabouraud dextrose, as colénias s&o de cor creme, moles,
membranosas, tornando-se com o tempo levemente penugentas e aderindo fortemente ao
meio de cultura. Crescimento rapido.

Aspecto microscépico: Filamentos e artroconidos.

MICOSES CUTANEAS: Sao micoses frequentemente causadas por fungos dermatofitos.
Para esses casos a doenca pode ser denominada de dermatofitoses.

Definicdo: E uma infecgdo cutdnea, com uma variedade de aspectos clinicos, cujos
agentes etioldgicos atacam com predilegdo a queratina da pele, pelos e unhas. A infecgao
€ geralmente restrita as camadas ndo vivas da superficie corporea. A maioria destas
infeccbes sdo causadas por um grupo homogéneo de fungos queratinofilicos chamados
dermatdfitos.

Os dermatofitos sédo divididos em géneros, segundo:

forma assexuada de reproducgéao
- Microsporum spp.
- Trichophyton spp.
- Epidermophyton spp.

forma sexuada da reproducao
- Arthroderma sp

Quanto ao habitat os dermatoéfitos podem ser:
- geofilicos - quando tém seu habitat no solo.
- zoofilicos -quando tém seu habitais nos animais.
- antropofilicos - quando tém seu habitat no homem.

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

O aspecto dos elementos fungicos dentro e no redor dos pélos e a presenca de hifas
septadas, ramificadas, com artroconidios nas escamas de pele e unhas, indicam
seguramente uma infecgao por dermatofitos.
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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 dermatéfitos:

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

Para a coleta do material bioldgico 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 lesdes circinadas devemos raspar, com bisturi ou com a prépria lamina, na
bordas das lesdes, pois € o local onde o fungo esta 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
devem misturar materiais de locais diferentes.

Diagnéstico Laboratorial
Material Bioldgico: escamas de pele, raspado de unha e pelos

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

O que procurar nas preparagoes:

No exame direto de escamas de pele ou unha observam-se filamentos micelianos
longos, ramificados, septados, algumas vezes com artroconidios

Exame direto de cabelo ou pélo: bainha de esporos redondos ao redor do pélo
(parasitismo ectohrix) ou filamentos com artroconideos no interior do pélo
(parasitismo endothrix). Pode ocorrer parasitismo endo e ectothrix ao mesmo tempo.

Cultura: todos os dermatéfitos 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).

MICOSES SUBCUTANEAS:

Esporotricose: Espécies do complexo Sporothrix schenckii sdo fungos dimoérficos e
agentes da esporotricose, micose subcutanea sub-aguda ou crénica, podendo ter 3
principais formas clinicas: cuténea, linfocutanea e disseminada, sendo a linfocutanea a
mais frequente. A infec¢do é adquirida através da inoculagdo traumatica do fungo no tecido
epitelial atingindo a camada subcutéanea. Individuos que trabalham na lavoura, jardinagem
e outros podem se contaminar com o fungo presente no ambiente por meio de farpas de
madeiras e espinhos de plantas. Atualmente, a transmissao zoonaética da esporotricose esta
vinculadas a arranhaduras e mordidas de felinos infectadas por Sporothrix e esta
intimamente ligada a epidemia de esporotricose no estado do Rio de Janeiro desde 1998.
As principais espécies causadores da esporotricose sdo: S. schenckii, S. brasiliensis, S.

mexicana, S; globosa, S. palida.

O exame direto a fresco nao apresenta muito valor no diagndéstico desta micose, pois
as estruturas fungicas néo revela caracteristicas diferenciais em vida parasitaria. Em
material de bidpsia observam-se leveduras em forma de “naveta”.
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O cultivo deve ser realizado a 25°C e "a 37°C. A 25°C a cultura encontra-se em fase
M (bolor) e observa-se o desenvolvimento de colbnia 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 dos pedunculos (conidiéforos) ou inseridos diretamente nas hifas. Culturas
envelhecidas revelam conidios arredondados e dispostos paralelamente as hifas. A 37°C,
a cultura estda em fase Y (levedura) e observa-se o desenvolvimento de uma colénia branca
e cremosa. Ao exame microscopico observam-se leveduras globosa a elipticas ou em forma
de naveta.

Diagnéstico laboratorial

Material Clinico: pele, puncgéo dos linfonodos, pus, sangue, bidpsias de tecidos etc.
Exame direto: a fresco ndo revela nenhuma forma conclusiva de Sporothrix. 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 sdo raras e quando presentes, sdo
vistas como leveduras com ou sem brotamento, Gram +, PAS +, tamanho de 2-3u x 3, sob
forma de corpo asterodide, células esféricas de parede espessa.

Cortes histopatoldgicos corados pelo Gram, PAS ou Gomori & Grocott mostram o
fungo sob a forma de naveta ou charuto ou ainda formas asterdides, resultantes de uma
relacdo hospedeiro-parasita.

Cultura: excelente crescimento em agar Sabouraud dextrose ou Mycosel. Cultura cresce
em 3 a 5 dias, € um processo seguro e de rapido diagndstico.

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

Caracteristicas microscopicas da cultura: a forma miceliana é obtida em microcultivo
em lamina, verifica-se a presenga 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.

Cromomicose: E uma infeccéo cronica de evolugéo lenta, que acomete a pele e o tecido
celular subcutaneo do homem e dos animais. A maioria das lesdes € causada por fungos
da familia Dematiaceae, que vivem no solo e vegetais em decomposicao. O aspecto clinico
das lesdes é polimorfo, caracterizando principalmente pela formagéo de nddulos, lesdes
papulosas, eritemato-descamativas e pela forma classica, verrucosa, que pode apresentar-
seulcerada ou ndo. Normalmente, as lesdes localizam-se nos membros inferiores,
principalmente nos pés e pernas.

A infecgao ocorre geralmente pela inoculagao traumatica das particulas fungicas na pele
do hospedeiro. E os principais agentes etiolégicos da cromomicose séo: Fonsecaea
pedrosoi, Fonsecaea compacta, Phialophora verrucosa, Cladosporium carrionii e
Rinocladiella aquaspersa.

E importante ressaltar que no tecido do hospedeiro, as particulas fungicas inoculadas se
convertem em células globosas, com presenca de fissdo entre as células e com coloragao
natural marron, chamadas de corpos fumagodides, células muriformes ou células
esclerédticas. Essas células sao consideradas leveduras e se dividem por meio de fissao
binaria. A observagao dessas estruturas € sugestiva de cromomicose, eliminando outras
doengas como leishmaniose e esporotricose. Tanto as células escleréticas e o micélio dos
fungos causadores da cromomicose (fungos demaceos) possuem coloragdo natural
marron-castanho.

Diagnéstico laboratorial

Material Bioldgico: secrecdes, escamas de pele, bidpsias de tecido

Exame Direto: Clarificagdo com KOH 10%. Observacgao de células globosas, ovaladas, de
parede espessa, de coloragdo castanha, apresentando geralmente septagédo interna
chamadas de corpos fumagoéides, células muriformes ou células esclerdticas. A presenca
dessas células é sugestivo de cromomicose.
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Cultura: Cultivar em agar Sabouraud dextrose com cloranfenicol ou Mycosel (agar
peptonado e glicosado com cicloheximida e cloranfenicol) a 25-30°C. Um fato peculiar é
que os fungos causadores da cromomicose nédo crescem na presenga de cicloheximida.
Histopatologia: Os cortes histologicos podem ser corados com HE. Observacgéao as células
esclerdticas de coloragcdo natural marron.

PRATICA
Laminas focalizadas/Pranchas e Culturas — Desenhe e faga anotagdes das estruturas
observadas.

Microsporia Tricoficia

Microsporum canis Microsporum gypseum
Tricophyton rubrum Tricophyton mentagrophytes
Ptiriase versicolor Malassezia furfur

Sporothrix sp. — fase miceliana Sporothrix sp. — fase leveduriforme
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Pratica M11. Diagnéstico Laboratorial das Micoses Sistémicas

CANDIDIASE

Definigcdo: Candidiase € uma infecgéo primaria ou secundaria envolvendo as espécies do
género Candida. Pode-se considerar cerca de 7 espécies patogénicas para o homem: C.
albicans, C. tropicalis, C. pseudotropicalis, C. parapsilosis. C. glabrata, C. krusei, C.
guilliermondii e C. stellatoidea, sendo a espécie de C. albicans a mais frequente. As
manifestagdes clinicas das doengas s&o as mais variadas, podendo ser subaguda, aguda
ou cronica. O envolvimento pode ser localizado na boca, garganta, couro cabeludo, vagina,
dedos, unhas, brénquios, pulmbes, trato gastrointestinal ou generalizado, como na
septicemia, endocardite e meningite. No caso de infecgdes sistémicas, a mortalidade pode
chegar até 70% dos casos de candidemia.

Os processos patoldgicos também sao variados indo desde irritacédo e inflamacgéao até uma
resposta granulomatosa e supurativa. Desde que espécies de Candida sao leveduras que
fazer parte da microbiota, isto é, encontrada normalmente no homem, sua manifestagcao
representa um processo oportunistico.

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

Freqlientemente, o paciente apresenta debilitacdo em seus mecanismos de defesa ou tem
uma doencga de base. Nos pacientes idosos debilitados, recém-nascidos prematuros e nos
desnutridos, a ocorréncia de candidiase é alta, em suas variadas formas clinicas. Durante
a gravidez, principalmente nos 3 ultimos meses, com o aumento de glicogénio nas células
da mucosa vaginal, e uso de anticoncepcionais de alta dosagem ocorre aumento de
candidiase vaginal. Tratamentos prolongados com antibiéticos, principalmente os
chamados de largo espectro de acgao, corticoides, drogas imunossuproessoras favorecem
a instalacao de candidiases, principalmente as formas invasivas.

Diagnéstico Laboratorial

Materiais bioldgicos: raspados das lesdes cutdneas e das mucosas, expectoragao,
raspados das unhas, urina, sangue e bidpsias, entre outros.

Exame direto:

-a fresco com KOH a 20%

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

-cortes histologicos: PAS ou Gomori & Grocott (elementos leveduriformes com brotamentos
e filamentos abundantes).

Cultura: em meio agar Sabouraud dextrose + cloranfenicol; apds 24-48 horas coldnias
cremosas, esbranquicadas, brilhantes. Ao exame microscopico visualizam-se apenas o0s
elementos leveduriformes comuns a todas as espécies de Candida.

Identificagao da espécie de Candida albicans e Candida nao-albicans

1. Producéo de clamidoconidios: em meio de fuba (“‘corn meal agar’+ tween 80), a C.
albicans produz produz clamidioconidios terminais ou intercalares, redondos ou ovais, apos
24-48 hs.

2. Producéo de tubo germinativo: a espécie de C. albicans produz o tubo germinativo em
presenga de soro (humano, fetal bovino) apés 1-3 horas a 37°C.

3. Auxanograma: Assimilacao de fontes de carbono e nitrogénio.

4. Zimograma: Fermentagado de agucares.
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CRIPTOCOCOSE

Definigdo: E uma infeccéo subaguda ou crénica de comprometimento pulmonar, sistémico
e, principalmente, do sistema nervoso central (SNC), causada pelo Cryptococcus
neoformans e Cryptococcus gattii. A infeccdo primaria no homem € quase sempre
pulmonar, devido a inalagéo do fungo da natureza. A infec¢do pulmonar € quase sempre
subclinica e transitéria, podendo imergir ao lado de outras doencas que debilitam o
individuo, tornando-se rapidamente sistémica e fatal. Portanto, é conhecida como infecgao
oportunista. Este fungo tem tropismo pelo SNC, ocasionado meningite criptococica. A
espécie de C. gattii, também, pode causar criptococose em pacientes imunocompetentes.

C. neoformans é de distribuicdo cosmopolita e esta associado com habitat de aves. O
pombo parece ser o principal vetor para a distribuigdo e manutengéo do fungo. N&o parece
que o pombo tenha a infecgdo, 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. Ja C. gattii &€ frequentemente isolado de troncos de eucaliptos e esta relacionado
com a presenga de madeira em decomposigao

Diagnéstico Laboratorial

Materiais biolégicos: liquor, escarro, pus ganglionar, exsudatos de lesbes cutaneas e
mucosas, urina e sangue.

Exame direto: a fresco com tinta nanquim (leveduras de Cryptococcus spp. sao
visualizadas como uma células redondas, circundadas por uma capsula mucopolissacridica
nao corada)

Histopatologia: Coloracédo com H&E, Gromori-Grocott — presenga de leveduras; Coloragao
de mucicarmim evidencia a presenca de capsula polissacaridica envolvendo a levedura —
se colra em rosa.

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

PRATICA

Exame direto:

1. Raspado de lesdo da mucosa oral de paciente com suspeita de candidiase oral:
investigacao de estruturas fungicas (leveduras, pseudohifas, hifas)

2. Material de liquor de paciente com suspeita de meningite criptocécica: investigagao de
leveduras com capsula

Material:

Cultivos de C. albicans

tubos com 1 ml de solucéo fisiologica esteéril
tubos com 20 ml de meio C ou N

placas estéreis

conjuntos de agucares para auxanograma
espatulas estéreis

recipientes para agua fervente
Demonstragéo: zimograma, urease e laminas

Auxanograma (Demonstracéo): Preparar uma suspensao de C. albicans. Assinalar no
fundo da placa os agucares 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”. Apos solidificagao, colocar os agucares (pequenas aliquotas) com uma espatula de
madeira estéril. Incubar a 25° C e realizar a leitura apos 48 horas.
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Zimograma (Demonstragéo): Semear 2 ou 3 algadas da suspensédo da cultura em tubos de
fermentacao contendo solugao de agucares a 2%. Agitar levemente os tubos, incubar a 25°
C durante 5 a 14 dias. Observar a presenga ou n&o de gas retido nos tubos de Durhan.

Urease (Demonstragdo): Para diferenciagdo de T. rubrum e T. mentagrophytes ou
diferenciagcdo das principais leveduras patogénicas, Candida spp. e Cryptococcus spp.
Semear os fungos no meio de uréia com indicador de pH (vermelho de fenol). Incubar em
estufa a 37 °C. Verificar a mudancga do pH até 20 dias. Urease+ (rosa-vermelho) urease -
(amarelo).

Observe as laminas focalizadas, desenho e anote as caracteristicas microscoépicas:

Material clinico (mucosa oral) — Exame | Lamina direta da cultura
direto

Microcultivo - Observagao de | Tubo germinativo
clamidoconidio

Histopatoldgico (Candidiase)

Cryptococcus sp. — Exame direto com | Histopatologico (Criptococose)
coloragéo com tinta nanquim
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PARACOCCIDIOIDOMICOSE (PCM)

P. brasiliensis e P. lutzii sdo fungos dimorficos e agentes etiologicos da PCM, doencga de
localizagao sistémica, grave e que se manifesta por diversas formas clinicas.

O exame direto a fresco € de grande valor no diagndstico 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 dextrose a 25°C e em agar BHI com sangue ou
meio de Fava Netto a 37°C e incubar de 20 a 30 dias. 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
clamiddsporos. A 37°C, a cultura estda em fase Y (yeast=levedura) e observa-se o
desenvolvimento da colénia leveduriforme. Ao exame microscépico, observam-se células
isoladas com gemulagao simples e multipla.

De grande valor no diagndstico e progndstico dessa micose s&o as reagdes imunoldgicas,
como por exemplo, a reagdo de fixagdo do complemento, de precipitacdo e
intradermoreacao.

Diagnéstico Laboratorial

Material Bioldgico: escarro, secrecgoes, pus de linfonodos, material de lesdes cutaneas,
mucosas, sangue

Exame Direto: Clarificagdo com KOH 10%. Observacéo de formas de leveduras com
multiplos brotamentos com forma de roda de Leme. A presenca desta estrutura fungica é
sugestiva de Paracoccidiodes spp.

Cultura: Cultivar em agar Sabouraud dextrose com cloranfenicol ou Mycosel (agar
peptonado e glicosado com cicloheximida e cloranfenicol) em temperaturas inferiores a 29
°C para obtencgao da forma filamentosa. A conversao para a forma levedura, faz-se o cultivo
em meio agar cérebro-figado-coracao (BHI) a 37 °C. A confirmacgao do dimorfismo fungico
€ necessaria para fechar o diagndstico.

Histopatologia: Os cortes histolégicos podem ser corados com H&E ou Gromori-Grocott.
A Ultima coloragao evidencia a presenga de fungo no tecido apresentando leveduras
multibrotantes. O fungo aparece com coloragdo marron-negro no fundo claro.

Teste Sorolégico: Consiste na pesquisa de anticorpos anti-Paracoccidiodes (Anticorpo
anti-gp43). Pode-se utilizar diversas técnicas:Imunodifusdo em gel duplo, Fixagdo do
complemento, Western blot, Aglutinagado em latex

Observe as laminas focalizadas, desenhe e anote as caracteristicas microscoépicas:

Histopatoldgico (Paracoccidioidomicose) Paracoccidioides brasiliensis - levedura
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HISTOPLASMOSE

E uma doenca fungica granulomatosa, cujo agente etioldgico é o Histoplasma
capsulatum. Este fungo apresenta especial afinidade pelo sistema reticuloendotelial
(SER), produzindo diversas manifestagdes clinicas, sendo a forma pulmonar a mais
frequente. H. capsulatum cresce em solos com alto teor de nitrogénio, geralmente
associado com excretas de aves e morcegos. Solos de galinheiros, viveiros de aves,
cavernas de morcegos sao 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 sao infectados, excretando o fungo em suas fezes, podendo disseminar a doenga
em suas migragoes. O principal agente vetor é o vento, que pode disseminar os conidios a
longas distancias. A inalagdo de uma quantidade suficiente de particulas infectantes do
fungo, gera a infe¢cdo primaria no pulmé&o, com o crescimento de leveduras nos alvéolos
pulmonares e intersticio. A intensidade da exposig¢ao inalatéria, além de outros fatores,
determinara se a infegao resultante correspondera a sintomas clinicos. Se a exposigao for
leve, a infecdo sera provavelmente assintomatica, e se for maci¢a, o resultado sera
sintomatica aguda.

Diagnéstico laboratorial

Material Bioldgico: Escarro, material de biopsia, sangue

Exame direto: o exame a fresco ndo representa muito valor no diagndstico dessa micose,
pela dificuldade de visualizacdo das leveduras no interior das células do SER. Em material
de biopsia 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
estalagmoésporos. A 37°C a cultura esta na fase y (yeast=levedura), observa-se coldnia
cremosa e microscopicamente, apenas células leveduriformes ovaladas e pequenas.

Testes soroldgicos: provas sorolégicas como reagao de fixagdo do complemento,
imunodifusdo e imunofluorescéncia podem ser uteis no diagndstico dessa doenga.

Observe as laminas focalizadas, desenhe e anote as caracteristicas microscopicas:

Histopatologico (Histoplasmose) Histoplasma capsulatum - Micélio
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Pratica M12. Antifungigrama

Infecgbes causadas por fungos tém se tornado um grande problema de saude
publica e vém crescendo em numero e gravidade nas ultimas trés décadas. Esse aumento
progressivo esta relacionado com a evolugdo dos procedimentos médico-hospitalares
invasivos, aumentando o risco de infecgdo fungica, principalmente, em pacientes
internados em unidades de oncologia, hematologia e de terapia intensiva (UTlIs).
Atualmente, a terapia antifungica esta restrita aos agentes poliénicos, aos azois, as
alilaminas, aos derivados morfolinicos, a 5-fluorocitosina, a griseofulvina e, mais
recentemente, as equinocandinas. No entanto, para o tratamento das micoses invasivas,
este arsenal terapéutico é limitado por problemas de seletividade, toxicidade e perfil de
resisténcia dos fungos.

O teste de sensibilidade “in vitro” tem o objetivo de avaliar se o fungo filamentoso ou
levedura é sensivel ou resistente a um antifungico. Embora este ndo seja um teste
rotineiramente empregado na clinica médica, alguns casos refratarios ao tratamento podem
justificar teste de susceptibilidade aos antifungicos, a partir da cepa de fungo isolada. As
cepas isoladas de Candida spp. sao testadas utilizando técnicas padronizadas contra os
antifungicos mais utilizados no mercado (anfotericina B, cetoconazol, fluconazol,
itraconazol, voriconazol, posaconazol, caspofungina, micafungina e anidulafungina).

A padronizagao destes testes de sensibilidade aos antimicrobianos é realizada por
orgaos internacionais como o CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute, USA —
www.clsi.org) e o EUCAST (The European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing, Europa — www.eucast.org). No Brasil, o BrCAST (Brazilian Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing, www.brcast.org.br) tem atuado, também, neste sentido,
e auxiliado na realizacao e interpretacdo dos testes de sensibilidade aos antimicrobianos.
As técnicas mais frequentemente empregadas s&o: técnica de diluicdo em caldo e disco
difusdo. Esta padronizacdo € necessaria para que estudos epidemiolégicos possam ser
realizados em diferentes partes do mundo e os resultados comparados. Além disso, para a
pesquisa de novos agentes antifungicos, um dos quesitos € comparar a eficacia da nova
substancia com os antifungicos padrao.

Para uma boa execugao do ensaio, € necessario realizar o controle de qualidade do
teste de susceptibilidade, pois € essencial para assegurar os resultados obtidos. Para isso
€ recomendado que se use uma cepa padrao (geneticamente estavel) para determinar
valores aceitaveis de CIM. Em geral, os resultados obtidos com variagao de CIM + uma
diluicdo podem ser aceitos.

Definigoes

CIM — Concentragao inibitéria minima: € a menor concentragado do antifungico capaz de
inibir o crescimento do fungo

CFM — Concentragao fungicida minima: € a menor concentracdo do antifungico capaz de
matar o fungo

Fungistatico: é a capacidade do antifungico em inibir o crescimento do fungo.

Fungicida: é a capacidade do antifungico em matar o fungo
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PRATICA: TECNICA DE MACRODILUIGAO EM CALDO (adaptado para a aula)

Materiais

Suspenséo de conidios de Aspergillus sp. (1-5 x 10° conidios/mL)
Suspensao de leveduras de Candida sp. (1-5 x 10* leveduras/mL).
Solugéo estoque de Anfotericina B (160 pg/mL)

Solucao estoque de Fluconazol (160 ug/mL)

Tubos com 9 mL de caldo Sabouraud + extrato de levedura 0,2%
Tubos com 5 mL de caldo Sabouraud + extrato de levedura 0,2%

Preparacéo das solucdes de antifungicos:

1. Anfotericina B ou fluconazol- concentracdo 1.600 ug/mL

Pesar 1,6 mg de anfotericina B ou Cetoconazol e diluirem 1 mL de DMSO (dimetilsulfoxido) e agua
estéril, respectivamente.

Diluir 1:10 em meio caldo Sabouraud + extrato de levedura 0,2% para obter a concentragao de 160
Mg/mL (que sera utilizado para o Antifungigrama).

Procedimento:
Em série de 8 tubos de meio de cultura (1° tubo: 9 mL e os demais 5 mL)
Proceder da seguinte maneira:
1. colocar 1mL de antifungico (solu¢ao estoque de 160 ug/mL) no primeiro tubo (Tubo 16) com
meio de cultura (diluigdo 1:10) e homogenizar.
2. Proceder a diluicdo seriada de 1:2, transferindo 5mL do tubo 16 para o tubo 8 e
homogeniza-lo.
3. Realizar o procedimento 2 até o tubo 0,25
4. Apo6s homogenizagéao do tubo 0,25, descartar os 5mL no Tubo Descarte

1 mL Solugao estoque (160 ug/mL) 5 mL

\/5/1“]_ 5 mL 5‘,@';-/ 5[”'—/ 5[TTL/ 5/[n,_/ m

—~/ y/

Descarte

5. O ultimo tubo contera somente o meio de cultura para o controle positivo de crescimento
fungico (C+)

6. Apos a diluicdo da droga, transferir 0,1 mL da suspensao de fungo em todos os 8 tubos.

7. Incubar a série de tubos a 35°C por 72 h para Aspergillus spp. e 48 h para Candida spp.

8. Determinar o valor de CIM para cada antifungico por meio de Leitura Visual.

RESULTADOS - Macrodiluicdo em caldo

1. Grupo
Fungo: Antifungico:
Concentracao do antifungico (ug/mL) 16 | 8 4 2 1 05 (025 | C+

Crescimento do fungo
(+: crescimento; -: inibicdo de crescimento)

Valor de CIM =

Interpretacédo dos resultados

Tabela 1. Diretrizes de interpretacao dos testes de susceptibilidade “in vitro” de Candida albicans.
Documento E.Def. 7.3.2 (BrCAST-EUCAST, 2020) e Tabelas de ponto de corte v.10.0 (BrCAST-
EUCAST,2020)

Antifungicos

S (susceptivel)

| (Intermediario)

R (resistente)

Anfotericina B

<1 uyg/mL

22 ug/mL

Fluconazol

< 2 yg/mL

4

=8 ug/mL
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