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Apresentacao da obra

A Microbiologia é um ramo da Ciéncia Bioldgica responsavel por estudar e caracterizar o
mundo microbiano. A disciplina Microbiologia pretende introduzir o aluno nos fundamentos
dessa ciéncia, além de familiariza-lo e treina-lo na manipulagao dos microrganismos. Esta obra
apresenta duas etapas: uma composta por textos, que relatam a importancia da Microbiologia,
0 seu avanco e as contribuicbes marcantes na drea nos Ultimos séculos, uma breve
caracterizagdo dos dois principais grupos microbianos (bactérias e fungos) e, em uma segunda
etapa, uma descricdo de aulas praticas basicas de Microbiologia para reforcar o processo de
aprendizagem dos alunos e, ao mesmo tempo, de formato bastante simples, facilitando o
preparo de materiais e a adequacdo as condicdes laboratoriais disponiveis, na maioria das

vezes, com limitagdes importantes.
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APRESENTACAO

O estudo da Microbiologia torna o aluno consciente e capaz de
reconhecer os organismos que fazem parte do mundo microbiano.

Os principais microrganismos estudados pela Microbiologia sdo as
bactérias, os fungos, as algas microscépicas, os protozodrios e os virus.
Além desses grupos, a Microbiologia pode abordar também o estudo de
alguns parasitas e vermes, como o grupo dos helmintos.

Os microrganismos estao presentes em todos os aspectos da vida humana.
Desde o inicio de nossa vida pés-uterina, a colonizacao do corpo humano
por determinados grupos microbianos (principalmente bactérias dos géneros
Lactobacillus, Bacterdides, Biffidobacterium, Escherichia coli, Staphylococcus,

Streptococcus e fungos e leveduras dos géneros Candida e Pityrosporium).

Muitos microrganismos, normalmente inofensivos vivem na superficie
e no interior do corpo humano. O grupo de microrganismos que vivem
normalmente no corpo humano, sem produzir sintomas caracteristicos de
uma doenca é denominado de microbiota normal ou flora normal do corpo
humano. Alguns microrganismos sdao chamados de microbiota transitoria,
pois ndo residem permanentemente, podem ficar no corpo por dias,
semanas ou meses, mas tendem a desaparecer.

Alguns dos microrganismos que habitam o corpo humano sio
denominados patégenos oportunistas, porque normalmente ndo causam
doencas em uma pessoa sauddvel, entretanto, em condi¢cbes ambientais
diferentes, como baixa imunidade do hospedeiro, o patégeno pode se
desenvolveralém do normal e causar os sintomas de uma doenca caracteristica.

A maioria dos microrganismos desempenha um papel fundamental no
equilibrio da vida no nosso planeta: constituem a base da cadeia alimentar nos
ambientes marinhos, os microrganismos do solo auxiliam na decomposicao




da matéria organica e na reciclagem de elementos essenciais para a vida,
como no ciclo do carbono, nitrogénio, enxofre, fésforo entre outros.

Ao longo dos anos, a Microbiologia desenvolveu pesquisas basicas
e aplicadas voltadas para o estudo do potencial biotecnolégico dos
microrganismos. Esses estudos mostraram uma vasta capacidade de
aplicagao destes organismos: producdo microbiana de 4cidos organicos,
enzimas, ésteres, alcoois, antibidticos e muitas outras substancias;
desenvolvimento de muitos alimentos a partir do cultivo de microrganismos
sobre diferentes substratos; utilizacao de microrganismos no tratamento de
residuos liquidos e sélidos, biorremediacdo de ambientes contaminados
por substancias téxicas e recalcitrantes sao alguns dos beneficios que estes
organismos trazem para o nosso dia-dia.

O conhecimento sobre o mundo microbiano deve considerar também
uma pequena parcela de microrganismos, denominados patogénicos, que
sdo aqueles organismos capazes de provocar uma doenga com sintomas
caracteristicos. Ao longo dos séculos, milhares de pessoas morreram por
causas de epidemias causadas por microrganismos desconhecidos na
época, ou por falta de vacinas e antibiéticos ainda nao disponiveis para
combater as enfermidades.

A elevada capacidade de biodegradacao de alguns microrganismos,
também apresenta aspectos negativos, quando provoca a deterioracdo de
alimentos e outros materiais utilizados pelos seres humanos, provocando
grandes perdas e prejuizos s6cio-econdmicos.

Finalmente, devemos considerar que os microrganismos estao
presentes em todos os ambientes habitados ou ndo por outros organismos
e que todo conhecimento a respeito desses seres vivos, nos tornard mais
capacitados e eficientes no estabelecimento de uma relagao equilibrada e
saudavel com os mesmos.
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O MUNDO DOS MICRORGANISMOS

Afinal, o que é Microbiologia?
Quais sao as areas de abrangéncia?
Qual é a importancia no seu curso?

= A Microbiologia é uma ciéncia derivada da Biologia que vem se
desenvolvendo nos dltimos séculos devido a contribuicao de iniimeros
personagens, profissionais, estudiosos ou simplesmente pessoas curiosas
e dedicadas a conhecer um mundo aparentemente invisivel. O principal
objetivo da Microbiologia é estudar todos os aspectos que envolvem o
mundo microbiano, constituido pelas bactérias, fungos (filamentosos,

a

“bolores”, “mofos” e leveduras), protozodrios, virus e algas microscépicas.

® Ao longo da evolugdo humana, ficou cada vez mais claro o papel
desempenhado pelos microrganismos no estabelecimento dos seres
vivos no planeta Terra: sdo responsaveis por alteragdes climdticas que
possibilitaram o desenvolvimento de formas de vidas mais complexas
e diversas. Além disso, sabe-se que os microrganismos sao os grandes
recicladores de matéria organica, sendo responsaveis pela ciclagem de
elementos vitais para os seres vivos, como o N, S, P, Fe, entre outros.

= Com o desenvolvimento da Microbiologia, ficou estabelecido que
aproximadamente 99% dos microrganismos desempenham um
papel benéfico ou inécuo para a vida dos seres vivos no planeta,
entretanto, em torno de 1% sdo considerados patogénicos ou com
potencial para provocar as mais diversas doengas. Para a histéria
humana, isso representou a morte de milhdes de pessoas ao longo
dos séculos devido a doencas provocadas por Microrganismos, como
a peste negra, febres tiféides, gripe espanhola, célera, sindrome HIV,
toxiinfeccOes diversas e generalizadas, entre outros.

m Devido ao fato de Microbiologia se dedicar ao estudo de microrganismos
que ocupam os mais diferentes ambientes, desenvolvendo as mais diversas
atividades, essa tornou-se uma ciéncia com atuacao em muitas areas:
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o Microbiologia Ambiental;

o Microbiologia de Alimentos;

o Microbiologia Veterindria;

o Microbiologia Agricola;

o Microbiologia Médica e Sanitéria;
o Microbiologia Industrial;

o Fisiologia e Genética Microbianas:
0 entre outros.

m A disciplina Microbiologia deve fornecer informacdes e instrumentos
pertinentes para o estudante, contribuindo, assim, com a sua formacao
técnica. Deve indicar os microrganismos que desempenham papel
fundamental no meio ambiente, na producdo e na deterioragao de
alimentos, entre outras aplicagdes, as formas de controla-los, além de
caracterizar o potencial dos microrganismos em todos os aspectos da
vida humana.

» Qual aimportancia e aplicagao do estudo dos microrganismos no seu curso?

HISTORIA DA Microbiologia, ALGUNS MARCOS:

1686 — Anton Van Leeuwenhoek: artesdo e comerciante holandés
descreveu organismos microscopicos, presentes nos mais diferentes
materiais (dgua da chuva, saliva, placa microbiana dos dentes, alimentos)
com grandes detalhes. Usou lentes com aumento de até 300x. Encaminhava
0s seus registros para a Sociedade Real de Londres.

m Teoria da Geracao Espontanea ou Abiogénese:

Foi aceita até a 2* metade do século XIX. Isso representou grande entrave
para o desenvolvimento e reconhecimento da Microbiologia como
ciéncia.



1858 — RudolfVirchow, Louis Pasteur e John Tyndall, e outros estudiosos
europeus desenvolveram experimentos que finalmente terminaram
com os debates sobre geracdo espontanea.

Desenvolvimento da teoria de doencas causadas por microrganismos:

Experimentos realizados por Pasteur e outros estudiosos, no século
XIX, resultaram em muitos avangos para a Microbiologia:

1. o conceito de que a vida deveria surgir de vida pré-existente
(Biogénese);

2. as técnicas de esterilizacdo (Tyndall-tindalizagdo, esterilizacao
fracionada) e pasteurizacgao (Pasteur, 632 C/30min);

3. o0 conhecimento do processo biolégico da fermentacao (Pasteur);

4. o desenvolvimento da teoria das doencgas causadas por germes
(Pasteur e Robert Koch) e;

5. o desenvolvimento de vacinas a partir do bacilo do carbdnculo
(Bacillus anthracis) morto e do virus da raiva (Pasteur) atenuado ou
enfraquecido.

6. o desenvolvimento dos métodos de isolamento de microrganismos
e cultivo na forma de cultura pura em meio nutritivo (Pasteur, Koch,
Julius Petri e Frau Hesse);

7. o estabelecimento de um procedimento cientifico para provar a
teoria das doencas causadas por germes, conhecido como postulados
de Koch:

01 0 mesmo patégeno deve estar presente em todos os casos da doencga;

0 o patégeno deve ser isolado do hospedeiro doente e crescer em
cultura pura;

0 opatégeno da cultura pura deve causar a doenga quando inoculado
em um animal de laboratério sauddvel e susceptivel;
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o patégeno deve ser isolado do animal inoculado e é preciso
demonstrar que ele é o organismo original;

os postulados de Koch apresentam algumas excecdes. Quais
seriam elas?

m Algumas outras contribuicdes para a Microbiologia:

O

1796 — Edward Jenner, médico britanico, iniciou um experimento
com ordenhadeiras de vacas para encontrar uma maneira de proteger
as pessoas da variola, processo que ficou conhecido como vacinagao;

1835 — Agostino Bassi, microscopista amador, provou que uma
doenca do bicho da seda era provocada por fungos;

1840 — O médico hingaro Ignaz Semmelweis alertava que médicos
que ndo desinfetavam as maos, costumeiramente transmitiam
infeccdes de uma paciente para outra;

1860 — Joseph Lister, cirurgido inglés, aplicou a teoria do germe
para procedimentos médicos e comecgou a indicar o uso de fenol
(&cido carbélico) em solucdo para tratar ferimentos cirtrgicos, o que
reduziu drasticamente as infeccGes e mortes no ambiente hospitalar;

1865 — Pasteur, descobriu uma outra doenca do bicho da seda
provocada por um protozodrio e desenvolveu um método de
identificacdo das larvas do bicho da seda contaminadas;

1866 — Ernst Haeckel, classificou os seres vivos em animais,
vegetais e protistas (seres unicelulares);

1882-1883 — Robert Koch descobriu o causador da tuberculose, a
bactéria Mycobacterium tuberculosis e isolou o Vibrio cholerae de
pacientes com cdlera;

1892 — Sergei Winogradsky isolou e estudou as bactérias do ciclo
do enxofre;

1910 — Carlos Chagas, médico brasileiro, isolou e caracterizou o
protozodrio Trypanossoma cruzi, responsavel pela doenga de chagas;



o 1928 — Alexander Fleming e colaboradores (Chain e Florey)
descobriram e produziram o antibiético penicilina, sintetizado
pelo fungo Penicillium notatum;

o 1969 — Robert Whittaker criou o sistema de cinco reinos (plantae,
animalia, protista, fungi e monera para as bactérias), com base em
analises da morfologia da célula e na forma de nutricao dos seres vivos;

o 1978 — Carl Woese e colaboradores, com base na analise do RNA
ribossomal de diferentes células, propuseram o estabelecimento
da classificacdo dos seres vivos em trés dominios: Eucaria,
Eubacteria e Archaea (também denominada até recentemente de
arqueobactérias).
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m Existem muitos outros estudiosos que ao longo dos anos e até
hoje, desenvolvem pesquisas e trabalhos que contribuem para o
desenvolvimento continuo da Microbiologia como ciéncia. Vocé
deve pesquisar e ler mais sobre isso!

o Teoria endossimbidtica explicando a evolucao das células
eucarioticas:

A Teoria endossimbidtica foi popularizada por Lynn Margulis em seu livro
Symbiosis in Cell Evolution (BLACK, 2002; PELCZAR et al., 1996).

Segundo essa teoria, células bacterianas maiores perderam a sua parede
celular e engoliram células bacterianas menores, caracterizando uma
relacdo de endossimbiose.

O eucarioto ancestral desenvolveu um ntcleo rudimentar quando a
membrana plasmatica se dobrou em volta do cromossomo e essa célula
provavelmente ingeriu bactérias aerébias ou bactérias fotossintéticas,
que recebia nutrientes e em troca produzia energia (mitocondrias e
cloroplastos).

Os flagelos e os cilios eucariotos provavelmente se originaram de
associagoes simbidticas entre a membrana plasmatica dos primeiros
eucariotos e bactérias espirais, chamadas de espiroquetas.



AS FERRAMENTAS DA Microbiologia

®  Microscopia 6tica

Como o estudo da Microbiologia tem como alvo os organismos
extremamente reduzidos, que sé podem ser visualizados com auxilio
de lentes potentes, o avanco dessa ciéncia esteve sempre associado
ao desenvolvimento de melhores microscépicos, que permitiriam uma
observagao mais detalhada desses mintsculos organismos.

Os microrganismos e seus componentes estruturais sao extremamente
pequenos e medidos através do sistema métrico. A unidade padrdo do
sistema métrico é o metro (m). As unidades usadas para microrganismos
sao o microbmetro (um) e o nandmetro (nm). (Tabela 1)

Tabela 1. Equivaléncia entre os nimeros e as unidades métricas de medidas.

s etro milimetros micrometros nanémetros

100 1.000 1.000.000 1.000.000.000

Um metro
contém
Um
centimetro 1 10 10.000 10.000.000
contém
Um
milimetro 1 1.000 1.000.000
contem
Um
micrometro 1 1.000

contém
Um
nanometro 1

contém

Fonte: Burton e Engelkirk, 1998.



A microscopia 6ptica (campo claro) se refere ao uso de qualquer tipo
de microscopio (Figura 1) que use luz para observar amostras.

= Microscépio Optico

Figura 01. Microscépio 6ptico composto. (figura disponivel no Manual de
Instrugcoes do Microscépico Olympus).

1. Fonte luminosa

2. Base

3. Interruptor de controle de voltagem
4. Platina

5. Condensador

6 e 7. Parafuso macro e micrométrico
8. Pingas

9. Tubo ou canhao

10. Objetivas

11. Revélver

12. Oculares

13. Braco

O microscépio 6ptico, comumente chamado composto, apresenta
dois sistemas de lentes para a ampliacdo da imagem: a lente da ocular e a
lente da objetiva.

A ampliacao total do microscépio é produto das ampliagdes por cada
sistema de lentes individualmente e esse amplia o objeto até certo limite
(1000 a 1600X).

Tal limitagao é devido ao poder de resolucdo do sistema 6éptico, que é
numericamente a menor distancia com a qual dois pontos podem ser vistos
separadamente. Ademais representa a capacidade das lentes de diferenciar
detalhes finos e estruturas.

O poder de resolugao do olho humano é de aproximadamente 0,2 mm.
O poder de resolucao de um microscépio composto é de aproximadamente
0,2 mm, quando usada a lente de imersao na méxima abertura numérica.
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Poder de resolucao (PR) é a medida do menor objeto que pode ser
visto ao microscépio. E funcdo do comprimento de onda luminosa () e da
abertura numérica (AN) da objetiva:

PR= AN

A Tabela 2 registra as principais caracteristicas das objetivas de um
microscopio optico.

Para se obter uma imagem clara e detalhada em um microscépio
6ptico, as amostras devem ter um alto contraste com o seu meio (a substancia
pela qual a luz passa). Para isso é diferenciado o indice de refracao (medida
da capacidade de curvatura da luz do meio) das amostras. Uma forma de
diferenciar ou alterar esse indice é corar o material a ser visualizado.

Os raios de luz no microscopio 6ptico que percorrerdo a amostra € o
meio a serem analisados ndo devem ser perdidos. Para preservar a direcao
desses raios na pequena objetiva de maior ampliagdo, é colocado 6leo de
imersdo entre a [amina de vidro e a lente objetiva (100X, de imersao). O dleo
de imersao tem o mesmo indice de refragdo que o vidro e, assim, torna-se parte
da éptica do vidro do microscépio. O 6leo tem o mesmo efeito que o aumento
do didmetro da objetiva, melhorando a poténcia de resolugao das lentes.

Tabela 2: Principais caracteristicas das objetivas do microscépio 6ptico
Fonte: Soares et al. (1986).

AMmpliacao ear da opjetiva

Caracteristicas 10X3 40-45X* 90-100X°
Dlstfanaa focal 1 16 4 1,8
aproximada (mm)
Didmetro aproximado 15 0,34 0,15

do campo (mm)

Abertura numérica 0,25 0,65 1,25




Distancia da operacao

aproximada (mm)? 4,50 0,65 0,13

Poder de resolucao

(:=500nm) (urm) 2,0 0,7 0,4

Maxima ampliagao
aproximada obtida 100X 450X 1000X
com a ocular 10X

' — Distancia focal é a distancia do centro da lente da objetiva ao foco, dada em mm.

2 — Distancia da operagdo é a distancia entre a parte externa da lente da objetiva e o objeto, quando em
foco, dada em mm.

> — A objetiva de ampliagdo linear 10X é denominada objetiva a seco de pequeno aumento.

“~A objetiva de ampliagdo linear 40-45X é denominada objetiva a seco de grande aumento.

°-A objetiva de ampliagdo linear 100X é denominada de imersao.

Outros microscopios Opticos sao construidos e ajustados para
técnicas em campo escuro, microscopio de fase contraste e microscopio
de fluorescéncia.

Outros tipos de microscopia sdo representados pelos microscopios
eletronicos, que usam feixes de elétrons como fonte de iluminacdo em vez
de luz visivel e também usam magnetos no lugar de lentes para focar o feixe.
Sao utilizados dois tipos: microscopia eletronico de transmissao (excelente
resolugdo, aumento médio de até 200.000X) e microscopia eletronica de
varredura (aumento médio de 10.000X).

CARACTERIZACAO DE BACTERIAS E FUNGOS

Ao iniciar o processo de aprendizagem na Microbiologia, o estudante
é levado a conhecer primeiramente dois grupos microbianos basicos: as
bactérias (constituidas por células procariotas) e os fungos (constituidos por
células eucariotas). Posteriormente, ele é orientado a conhecer também os
protozoarios (célula eucariota), as algas microscopicas (célula eucariota) e
0s virus (parasitas intracelulares obrigatérios, considerados seres acelulares).
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BACTERIAS

As bactérias sao constituidas por células procariotas (Figura 2),
consideradas um tipo de célula morfologicamente simples, mas com
metabolismo (conjunto de reagdes que ocorrem no interior das células)
tao versatil e complexo como uma célula eucariota. As bactérias sao
heterotréficas e autotréficas (cianobactérias).

Figura 2. Esquema de uma célula procariota.

Capsula =~ Citoplasma
Parede celular -

Memb/ra}na _— Flagelos

Plasmatica L

Pili

llustragdo: Erica Gabriela B. Santos (Graduanda do curso superior de Tecnologia e Agroecologia
/ IFB - Campus Planaltina)

As bactérias podem ser agrupadas em dois dominios: eubactérias
(bactérias tipicas, cianobactérias e actinomicetos) e arqueas. Na
classificagao dos seres vivos em dominios, segundo Woese e colaboradores
(1977), e segundo os reinos de classificagao dos seres vivos de Whitaker, de
1969, as bactérias fazem parte do reino monera.

As bactérias podem ser encontradas fazendo parte da microbiota do
corpo humano, vivendo em diferentes ambientes, como solo, ambientes
aquaticos, atmosferas, alimentos e amostras ambientais diversas.



m Vocé deve fazer uma pesquisa nos livros de Microbiologia Basica e
paginas confiaveis da Internet e identificar as bactérias nos ambientes
citados anteriormente.

m Vocé também deve fazer uma pesquisa sobre a classificacao dos
seres vivos segundo Whitaker (reinos) e Woese (dominios).

As formas mais comuns de uma célula bacteriana sdo: esférica (coco),
bastonete (bacilo), bastonete curvo (vibrido), espiral (espirilo e espiroqueta).
Entretanto, as células bactérianas podem assumir diferentes arranjos, como
diplo (quando se apresentam aos pares), estrepto (quando se apresentam
em forma de cadeia), tétrades (quando se apresentam em grupos de quatro)
e estafilo (quando se apresentam formando cachos).

m Apds uma pesquisa, faca um desenho intitulado “as formas basicas
de uma célula bacteriana e seus principais arranjos”.

m Vocé também deve fazer uma pesquisa sobre o processo de
esporulacao das bactérias.

A maioria das bactérias se reproduz assexuadamente por um
processo chamado de fissao binaria transversa, ou divisao binaria ou
cissiparidade. E um tipo de reproducdo em que, a partir de uma célula
mae, sdo originadas duas células filhas idénticas. Porém, uma bactéria pode
receber ou trocar material genético diverso com outras bactérias, desde
que ocorra uma compatibilidade entre elas, através de alguns processos
denominados,conjugacao (consiste na passagem ou troca de material
genético entre duas bactérias através de fimbrias ou pili sexual localizados
na superficie da célula), transformacao (a bactéria absorve moléculas de
DNA disperso no meio onde se encontra) e transducao (as moléculas de
DNA sdo transferidas de uma bactéria a outra usando virus como vetores).

O crescimento bacteriano pode ser caracterizado estabelecendo uma
curva de crescimento tipica em laboratério de Microbiologia. O crescimento
bacteriano apresenta quatro fases principais: fase lag (repouso), fase log ou
de crescimento intenso, fase estacionaria e fase de declinio ou morte.
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A fase lag também chamada de fase de pseudo repouso, pois ndo é
verificado aumento da populacao bacteriana. Contudo, é possivel detectar
intensa atividade metabdlica no interior da célula, com duplicagao dos seus
componentes, preparando a célula para a divisao.

Na fase log, logaritmica ou de crescimento intenso, ocorre um
aumento acelerado da populacao bacteriana, com divisdes constantes das
células, através do consumo de nutrientes disponiveis no meio e com a
producao de diversas substancias que sdo excretadas para fora da célula.

Na fase estaciondria, logo ap6s a fase log, a taxa de morte da populagao
bacteriana se iguala a sua taxa de crescimento, por isso, ndo é observado
mais um aumento da populacdo e, sim, uma constancia de densidade.
Nessa fase, os nutrientes ja se encontram em concentragdes minimas e
ocorre um acimulo de substancias que vao interferir na viabilidade celular
das bactérias. No final dessa fase, as bactérias comecam a apresentar o
chamado metabolismo enddgeno, em que consomem suas organelas
reservas de fonte de carbono e energia.

Na fase de declinio ou morte, os nutrientes ja foram totalmente
consumidos, o nivel de concentracdo de substancias téxicas para a
populagdo bacteriana é elevado e a taxa de morte é aceleradamente positiva.

As bactérias desempenham um papel de suma importancia para o
ambiente e a atividade humana em geral: participam da reciclagem de
nutrientes na natureza, fazem parte da microbiotado corpo humano, sao
grandes produtores de substancias com aplicagao biotecnolégica diversa,
como antibiéticos, acidos organicos, vitaminas, enzimas, utilizadas na
producao de alimentos diversos, entre outros.

O grupo bacteriano vai se destacar também pelo potencial de provocar
doencas infecciosas diversas e doencas transmitidas por alimentos e dgua (DTAs).

As doencas transmitidas por alimentos e 4gua podem ser classificadas em
infeccoes alimentares, intoxicagoes alimentares e toxiinfeccoes alimentares.



As infeccdes alimentares sao as doencas provocadas pela ingestao
de alimentos contaminados, em sua maioria, por um nimero elevado
de células bacterianas, que provocardo um quadro de infeccdo quando
atingirem o trato intestinal humano.

As intoxicagdes alimentares sdo as doengas provocadas pela ingestao
de alimentos contaminados com toxinas produzidas previamente pelo
microrganismo patogénico.

As toxiinfecges alimentares sao as doencgas provocadas pela ingestao
de alimentos contaminados por um niéimero elevado de células bacterianas,
que apresentam o potencial infeccioso, com producdo de toxinas no interior
do trato intestinal.

E interessante ressaltar que as DTAs podem ser provocadas por
microrganismos diversos, embora seja o grupo bacteriano que mais se
destaca na veiculacao de doencas através dos alimentos.

Alguns géneros e espécies mais conhecidos e estudados do grupo
das bactérias sdo: FEscherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella,
Pseudomonas aeuruginosa, Streptococcus, Lactobacillus, Clostridium
botulinum, C. perfringens, Bacillus subtilis, B. cereus, entre outros.

m Complemente asinformacdes que vocé recebeu com uma pesquisa nos
livros de Microbiologia Basica e paginas especializadas na Internet,
sobre os seguintes grupos bacterianos: arquea, cianobactérias e
actinomicetos (bactérias filamentosas).

FUNGOS

Os fungos sao constituidos por células eucariotas, com parede celular
ricaem quitinaemsua maioria (Figura 3) e se dividem em dois grupos principais:
fungos filamentosos (mofo, bolor) e leveduras (fungos unicelulares).
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Os fungos filamentosos sdao multicelulares ou pluricelulares. Os seus
filamentos sao chamados de hifas, que podem apresentar-se como cenocitica
ou hifas que ndo apresentam septos, separando as células umas das outras
e hifas septadas mononucleadas ou multinucleadas. O conjunto de hifas é
denominado de micélio e representa o corpo flingico com caracteristicas
morfolégicas especificas para cada género: algodonoso, aveludado, com ou
sem pigmentacdo, crescimento intenso ou discreto entre outros.

Figura 3. Esquema de uma célula eucariota.

Poro nuclear

cromatina (DNA)
Nucleolo
cariomembrana
Centriolo

Flagelo

Filamentos intermédiario
Reticulo endoplasmatico

Ribossomo -
Membrana Plasmatica

Lisossomos

Complexo de Golgi

Microtdbilos Vesicula

Reticulo endoplasmatico
Ribossomos livres

/
Mitocondria  vsesicula

llustracdo: Erica Gabriela B. Santos (Graduanda do curso superior de Tecnologia e Agroecologia
/IFB - Campus Planaltina)

Os fungos sdo microrganismos amplamente espalhados pelo ambiente em
geral. Todos sao heterotréficos e a grande maioria € aerébio ou anaerdbio facultativo
(leveduras). Os fungos crescem normalmente em ambientes onde o pH é préximo
a 5,0 e toleram muito bem concentracées relativamente altas de actcar ou sal.
Ademais, podem crescer muito bem em ambientes com baixo teor de umidade.

Os fungos sao considerados grandes biodegradadores de matéria
organica, como carboidratos complexos, por causa da sua capacidade de
sintetizar e expressar enzimas hidroliticas.



Os fungos se destacam no ambiente também por suas associacoes
benéficas: se associam as raizes da maioria das plantas, em uma interacao
simbidtica, formando as micorrizas, que ajudam as plantas a absorverem
minerais e agua do solo, e também constituem os liquens, que sdao uma
combinagao de uma alga verde (ou uma cianobactéria) com um fungo, em
uma associacao mutualistica.

m Realize uma pesquisa consultando livros e sites especializados na
Internet, buscando mais informacoes sobre os diversos tipos de
micorrizas e liquens e sua importancia para o meio ambiente.

Os fungos sao utilizados pelo homem como alimentos e na producao de
alimentos e bebidas, além de produzirem uma grande variedade de substancias
com aplicacao diversas (antibidticos, acidos organicos, enzimas, entre outros).

A grande maioria dos géneros flingicos é benéfica, contudo, alguns
apresentam potencial patogénico, provocando doengas, principalmente,
em plantas economicamente importantes (fungos fitopatogénicos). Sao
registrados também algumas doencas em humanos como alergias, infecgoes
fingicas, doencgas provocadas pela ingestio de micotoxinas (toxinas
produzidas por fungos em determinadas condi¢gbes ambientais).

Alguns géneros flngicos (filamentosos) sdo bastante conhecidos e
estudados: Aspergillus, Penicillium, Rhizopus, Fusarium, Claviceps, Agaricus,
entre outros.

Os fungos se reproduzem assexuadamente, através de mecanismos de
esporulagdo, brotamento ou gemulagao e fragmentagao, e sexuadamente,
através da esporulacao.

As leveduras sao fungos unicelulares, que apresentam células nas
formas ovais ou esféricas. Também sao amplamente encontradas na natureza
e podem ser observadas como um pé fino e branco cobrindo folhas e frutas.

As leveduras se dividem assexuadamente através do brotamento, em
que ocorre o desenvolvimento de um broto (célula filha), na superficie da
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célula parental (mae). No final do processo de separagao ocorre a formacao
de duas células desiguais, ficando a célula mae com cicatrizes em sua
superficie.

As leveduras podem também se dividir assexuadamente por fissao,
produzindo, a partir de uma célula mae, duas células idénticas. Também
podem se dividir sexuadamente através da formacao de esporos.

Grande parte das leveduras apresenta-se como anaerébicos
facultativos, o que as tornam capazes de crescerem em diversos ambientes.
Na presenca de O,, as leveduras realizam a respiracao aerébia e, na sua
auséncia, elas podem fermentar carboidratos e produzir etanol e diéxido de
carbono. Esse processo fermentativo é usado na producao de cerveja, vinho
e nos diversos processos de panificagao.

A levedura mais conhecida e utilizada pela humanidade é do género
Saccharomyces. Outros géneros conhecidos sao Candida e Rhodotorula
entre outros.

Os fungos podem ser classificados com base nas suas estruturas de
reproducao e no tipo de hifa que os constituem. Serdo apresentados a seguir
apenas quatro filos principais que englobam géneros que se destacam no
ambiente e vida humana: zigomiceto, ascomiceto, basidiomiceto (classes
de fungos chamados perfeitos por terem sido registrados seus ciclos de vida
sexual e assexuado) e deuteromiceto (classe de fungos imperfeitos, por ter
sido observado apenas seu ciclo de vida assexuado).

O Filo zigomiceto, também chamado de fungos de conjugacao, retine
fungos filamentosos e que apresentam hifas cenociticas. O género mais
conhecido é o Rhizopus (R. nigricans, representado normalmente pelo bolor
preto do pao). Os esporos assexuais sao chamados de esporangiésporos
e os sexuais (formados a partir da fusdo de duas células compativeis) sao
denominados zigdsporos. A partir de cada esporo, em condigoes adequadas,
ird germinar um novo fungo.



O Filo ascomiceto, ou fungos de saco, inclue fungos com hifas
septadas e algumas leveduras. Os esporos assexuais sao chamados de
conidios produzidos em cadeias a partir de um corpo de frutificacao
microscopico (conidiéforo). Esses esporos sdo liberados facilmente no
ambiente e flutuam no ar como poeira. Os esporos sexuais, chamados de
ascosporos, sdo produzidos em uma estrutura em forma de saco conhecido
como asco. Géneros bastante conhecidos sdo o Neurospora (muito estudado
pela engenharia genética), Talaromyces e Aspergillus.

O Filo basidiomiceto é bastante conhecido por incluir os fungos que
produzem os cogumelos, corpos de frutificagdo macroscépicos. Apresentam
hifas septadas. Os esporos sexuais sao chamados de basidiésporos,
formados externamente em um pedestal conhecido como basidio (forma
de clava), normalmente em niimero de quatro esporos por basidio. Alguns
basidiomicetos podem formar esporos assexuais do tipo conidiésporos,
mas, em geral, na sua fase assexuada, se reproduzem por fragmentagao
do micélio. Géneros conhecidos: Amanita muscaria (produz neurotoxina),
Lentinus, Pleurotus, Agaricus (com espécies comestiveis) entre outros.

Os fungos do filo deuteromiceto deste filo sdo chamados de
imperfeitos, pois ndo foi observado ainda o seu ciclo sexual de reproducao.
Sao considerados uma classe de espera, transitéria. E conhecido apenas
a fase assexuada de reproducdo. Os esporos assexuais mais conhecidos
sao os conidiésporos (conidios), sintetizados por um corpo de frutificacao
(conidiéforo) formados a partir da hifa. Ficam livres, mantidos em uma
cadeia de esporos. Género mais conhecido: Penicillium.

m Vocé deve fazer uma pesquisa nos livros de Microbiologia Basica e
paginas especializadas na Internet para complementar e aprofundar
as informacoes sobre as principais classes flngicas existentes, além
de informacoes bdsicas sobre os protistas semelhantes a fungos
(fungos aquaticos e fungos limosos).
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PARTE 2

Introducao a
Microbiologia Pratica







O laboratério de Microbiologia trabalha com uma variedade de
microrganismos e materiais contaminados. Alguns desses organismos sao
patégenos oportunistas ou podem vir a sé-lo de acordo com as circunstancias
e a dose da contaminacao.

E essencial a adocdo de normas de prevencio dentro de um programa
de boas préticas de manipulacdo de microrganismos nos laboratérios de
Microbiologia. E preciso proteger a todas as pessoas que desenvolvem
alguma atividade no laboratério: professores e técnicos, pesquisadores,
estagidrios e alunos, além de evitar a contaminacdo dos seus experimentos
e do ambiente laboratorial.

Seguranga é sindnimo de boa técnica e, desse principio parte a
necessidade do adequado preparo e treinamento dos manipuladores
de microrganismos. A seguranca biolégica se fundamenta na adocdo de
procedimentos microbiolégicos corretos por parte de todos os usudrios do
laboratério de Microbiologia.

SEGURANCA EM Microbiologia

Para reduzir o risco de contaminacdo ao se trabalhar com
microrganismos, € necessdrio saber: o perigo em potencial dos
microrganismos com os quais se esta trabalhando; as rotas de entrada
no corpo e de infeccdes; e os métodos corretos de contencao dos
microrganismos, para que esses ndo tenham acesso as rotas de entrada.

Os microrganismos podem ser classificados em grupos de risco |,
I, I e IV, com base na sua capacidade de causar doencas no individuo
manipulador e se espalhar na comunidade.

m Verifique quais os microrganismos sao manipulados no laboratério
de Microbiologia que vocé esta tendo as aulas praticas e qual a sua
classificacao de risco.
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As principais rotas de infeccao ou portas de entrada de microrganismos,
no corpo humano, no ambiente laboratorial s3o: boca (ingestao) pipetagao,
maos e materiais contaminados; pulmoes (inalagdo) ar contaminado; pele:
agulhas contaminadas, pipetas Pasteur, vidros infectados quebrados; olhos:
através de respingos contaminados.

Os acidentes que podem ocorrer em um laboratério de Microbiologia
englobam aqueles de riscos biologicos (infeccdes respiratorias, alergias,
micoses, intoxicagdes entre outros), além de riscos quimicos, fisicos e
ergondmicos.

A prevencao de infecgoes adquiridas em laboratérios deve considerar
uma barreira primaria (equipamentos de protecao individual, boas
técnicas de manipulagdo), para prevenir a dispersdo dos microrganismos
no laboratério; uma barreira secundaria (boas técnicas de manipulacao,
camara de seguranca bioldgica), para proporcionar uma rede de seguranca
ao redor do manipulador; e uma barreira terciaria (boas técnicas de
manipulagao, métodos eficientes de controle de microrganismos, descarte
controlado de residuos produzidos no laboratério), para previnir o escape
dos microrganismos patogénicos que coloquem em risco a comunidade.

NORMAS BASICAS DE BIOSSEGURANCA EM
LABORATORIO

m Tenhasempredisponivel os equipamentos de protecao individual (EPIs)
obrigatérios: jaleco ou guarda p6 de manga longa limpo e mascaras
de protecao descartaveis, luvas de procedimentos descartaveis, visor
de protecao.

= Lave muito bem as maos e os antebragos antes de iniciar ou concluir
qualquer atividade no laboratério. Apds a lavagem, desinfete maos e
antebracos com élcool iodado ou alcool 70%.



Use 6culos de seguranga nas tarefas que apresentarem riscos.
Nao toque em maganetas, interruptores ou telefones usando luvas.
Use sempre calcas compridas e sapatos fechados.

Retire j6ias, anéis, relégios e pulseiras. As unhas devem ser curtas e
sem esmalte. Os cabelos compridos deverdo estar bem presos.

Nao toque olhos, boca cabelo com as maos durante o trabalho. Se
isso ocorrer, adote procedimentos de higienizacao adequados.

Em caso de cortes ou ferimentos, proceder imediatamente a limpeza
e desinfeccao.

Caso suspeite de contaminacao/intoxicacdo avise o professor ou
monitor com urgéncia.

Nao coma, beba, masque chicletes ou fume no laboratério.

Jamais guarde alimentos/ bebidas de consumo préprio no refrigerador
do laboratério. Nao prepare café, cha, pipoca ou outros alimentos na
area do laboratério.

Evite conversas desnecessarias, visando prevenir a contaminagao do
manipulador e da amostra.

Desinfete as bancadas com produtos adequados (desinfetantes e
papeis descartaveis) antes e apds o trabalho.

Jamais coloque materiais contaminados (laminas, pipetas, entre outros)
sobre as bancadas ou a camara de fluxo laminar. Quando o descarte
durante as atividades for necessario, providencie antecipadamente
um recipiente adequado com desinfetante.

Todo material deve ser pipetado cuidadosamente com pipetadores
automaticos ou peras.

Trate todas as culturas de microrganismos como potencialmente
patogénicas.
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m ldentifique de maneira clara e completa os materiais particulares (por
exemplo: tipo de amostra, data, nome da equipe, turma, método,
meio de cultivo, microrganismo inoculado, entre outras informacdes
pertinentes).

m Todo material contaminado deve obrigatoriamente ser esterilizado
antes do descarte.

m Ao sair do laboratério feche os registros de gds e as torneiras, desligue
as luzes e os equipamentos (devidamente limpos), limpe e organize
todo o material utilizado.

CONTROLE DE MICRORGANISMOS

O controle microbiano no laboratdrio se da através de métodos fisicos
e quimicos.

Temperaturas elevadas (calor seco ou imido) e temperaturas baixas
(refrigeracdo e congelamento) sdo os métodos fisicos mais utilizados no
laboratério para controle da populagao microbiana. Também sdo utilizados
a radiagao ultra violeta (UV) e a filtragao, quando pertinentes.

As substancias como hipoclorito de sédio (concentracdo de 200 a
5000 ppm), alcool 70% e alcool iodado sdo as mais comumente usadas
para o controle quimico de microrganismos. O cloro é considerado um
desinfetante universal, pois mata a maioria das células bacterianas e
age sobre alguns tipos de virus e fungos. O iodo é ativo contra células
bacterianas, alguns virus e esporos, muito usado como sanitizante cutaneo.
O dlcool 70% age sobre as células vegetativas de bactérias e fungos e inativa
alguns virus, porém nao age sobre esporos.

m Porque o alcool na concentracao de 70% é mais eficiente que em
concentracdes proximas de 100%?



Os seguintes termos sdo usados para descrever os processos
fisicos e quimicos empregados no controle de microrganismos:

Esterilizacao: processo de destruicdo de todas as formas de vida
microscopica. Auséncia total ou destruicao total de todos os microrganismos.

o Fogo (flambar) para alcas de inoculacdo. Calor seco, forno com
temperatura controlada, com ventilagdo, para temperatura
homogénea. Temperatura minima de 160°C, por duas horas.

o Calor imido sob pressao (autoclaves): 121°C, por 15 minutos, para
materiais com baixo nivel de contaminagao; 20 a 30 minutos, para
materiais com alto nivel de contaminacao.

Esterilizacao comercial: tratamento térmico para alimentos, que
inativa os microrganismos patogénicos e deterioradores que possam crescer
em condi¢des normais de estocagem. Normalmente sobrevivem a esse
processo esporos bacterianos termorresistentes nao patogénicos.

Agua em ebulicao: células vegetativas podem ser destruidas em
alguns minutos, mas esporos resistirdo por varias horas. E um método de
desinfeccao e nao de esterilizacao.

Pasteurizacao: tratamento térmico controlado que mata certos
microrganismos, mas, ndo elimina todas as bactérias presentes. Leite, creme
e certas bebidas alcodlicas (cerveja e vinho). Temperatura: baseada no tempo
de morte térmica caracteristica das espécies patogénicas (Mycobacterium
tuberculosis—60°C/ 15 min). Pasteurizacdo lenta, 62°C/ 30 min, ou rapida,
75°C/ 15 a 20 seg.

Desinfeccao: processo que objetiva a reducdo ou eliminagao de
parte da carga microbiana, tendo como alvo principal os microrganismos
patogénicos.
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AULA PRATICA 1 - ISOLAMENTO DE BACTERIAS TOTAIS
PRESENTES NAS DIGITAIS DAS MAOS

MATERIAL

Meio de cultura: Agar padrao, PCA, AN em Placa de Petri; Estufa
microbiana a 35°/37°C;

Bico de Bunsen ou lamparina ou vela; caneta para escrita em vidro.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

m Realizar o procedimento de coleta das digitais dos dedos das maos,
na Placa de Petri com Agar padrio, préximo ao bico de Bunsen ou
lamparina com assepsia, conforme orientacdo/demonstracao do(a)
professor(a);

m efetuar a identificacdo da placa com: tipo de procedimento, data,
responsavel pela coleta e equipe de trabalho;

® incubar em estufa microbiana a 35-37°C por até 48 horas. Apds a
incubagdo, armazenar sob refrigeracdo (5 a 7°C) até a leitura dos
resultados;

m apos a leitura, descartar o material contaminado apds esterilizagao
(autoclave, 121°C/30 min) e efetuar a higienizagcdo recomendada.



RESULTADOS
aracte 3 orfologica 2
Intensidade Textura,
Meio de do . Tamanho estrutura e
. Forma da col6nia . . ~
cultura crescimento da colénia pigmentagao
em placa da coldnia

Intensidade: +++: crescimento intenso; ++: crescimento moderado; +: crescimento pequeno; -: auséncia
de crescimento.

Caracterizacao macroscopica de colonias bacterianas

As colonias visiveis a olho nu podem ser classificadas quanto ao:
Tamanho, que pode variar entre uma fracdo de milimetro ate 10 mm
de diametro; Bordos, que podem se apresentar como lisos, ondulados,
lobulados, lacerados ou filamentosos; a Elevacao, que classifica as colonias
como chatas, concavas, convexas, ondulada, elevada ou protuberante; a
Pigmentacao, quando apresentam cor ou ndo; e & Forma, podendo ser
circulares, irregulares, rizéides, filamentosas ou puntiformes.

QUESTOES PARA RESPONDER
1. Que tipo de material é possivel encontrar na superficie de suas maos?
2. Quais os grupos microbianos que mais aparecem contaminando as maos?

3. Faga uma pesquisa sobre os géneros microbianos mais frequentes nas
maos de uma pessoa.

4.Quais as principais necessidades devem ser atendidas para um crescimento
adequado das bactérias?
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AULA PRATICA 2 - ISOLAMENTO E QUANTIFICACAO DE
MICRORGANISMOS A PARTIR DEAMOSTRA AMBIENTAL
OU DE ALIMENTOS

MATERIAL

Amostra ambiental ou de alimentos; Meio de cultura: Agar padrao,
PCA, ou AN em Placa de Petri (Bactérias totais) e Agar PDA (Fungos totais);
Erlenmeyer com 90 mL de 4gua de diluicdao, solugdo salina (0,9%) ou
agua peptonada (0,1%) estéril; tubos de ensaio contendo 9 mL de dgua
de diluigao estéril; espatula estéril; pipeta graduada de 1 mL estéril; estufa
microbiana a 35-37°C (bactérias totais) e 25-30°C (fungos totais); Bico de
Bunsen ou lamparina ou vela; caneta para escrita em vidro.

Diluicao da Amostra

A diluicao da amostra (quando necessaria) tem o objetivo de promover
o isolamento das col6nias para andlises qualitativas e quantitativas.

A amostra deve ser homogeneizada e pesada adequadamente (liquida ou
s6lida) e entdo transferida assepticamente para efetuar as diluigdes necessarias.

Técnica de Espalhamento (Spread Plate)

Esse € o método mais usado para a quantificagao dos microrganismos
aerobios.

Com a diluigao recomendada (para a obtencao de 25 a 300 unidades
formadoras de col6nias/ placa), devera ser distribuido 0,1 mL da amostra
diluida em uma placa contendo o meio de cultura. Sobre a superficie do
meio e com o auxilio de uma alca de Drigalski, espalhe cuidadosamente
o contetido inoculado. Espere a absorcao e incube em estufa microbiana.



Técnica de Profundidade (Pour Plate)

A partir das diluicdes adequadas, pipetar 0,1 ou 1 mL diretamente em

Placas de Petri esterilizadas e inicialmente sem meio. Verter 20 a 30 mL do

meio recomendado liquefeito e resfriado aproximadamente a 45°C. Feche s

a placa e movimente-a lentamente/suavemente em forma de oito, visando a

perfeita mistura da cultura com o agar. Espere solidificar e incube as placas

invertidas a 35-37°C/48horas, ap6s identificacao.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL:

Realizar a coleta da amostra ambiental ou de alimentos, atendendo as
recomendacgoes de assepsia;

pesar 10 gramas ou 10 mL de amostra em balanga digital, em béquer
estéril, em condicdes de assepsia;

adicionar cuidadosamente a amostra pesada no Erlenmeyer contendo 90
mL de dgua de diluicao e homegenizar cuidadosamente (dilui¢ao 1:10);

a partir da diluicdo 1:10, transferir assepticamente 1 mL para um
tubo de ensaio contendo 9 mL de dgua de diluicao (diluicao 1:100).
Homogeneizar e repetir o procedimento para o preparo das diluigoes
1:1000 e 1:10.000;

assepticamente, efetuar a semeadura de 0,1 mL da dilui¢ao 1:10.000
no centro das placas contendo meio de cultura;

efetuar a identificacdo da placa com: tipo de procedimento, data,
responsavel pela coleta e equipe de trabalho;

incubar, em estufa microbiana, a 35-37°C por até 48 horas (Agar
padrdo), e a 30°C (Agar PDA), por 72 horas. Apés a incubacao,
armazenar sob refrigeracdo (5 a 7°C) até a leitura dos resultados; e

apos a leitura, descartar o material contaminado ap6s esterilizacao
(autoclave, 121°C/30 min) e efetuar a higienizagao recomendada.
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RESULTADOS

Contar as placas que contenham preferencialmente de 25 a 300
colbnias por placa. O ideal é proceda essa técnica em duplicata ou triplicata,
tirando a média das contagens.

A concentragdo é determinada multiplicando-se a contagem média
das placas pelo inverso da diluicao inoculada e pela quantidade da amostra
adicionada. No caso da técnica do espalhamento, que emprega uma
aliquota menor (0,1 mL), para que o resultado seja expresso em UFC/mL, o
valor obtido devera ser multiplicado por 10.

. Unidades formadoras Caracteristicas
Meio de cultura . o .
de col6nias (UFC)/mL | morfolégicas culturais

Agar padrio

(bactérias totais)

Agar PDA

(fungos totais)

QUESTOES PARA RESPONDER:

1. Por que o meio na técnica do “pour plate” deve ser mantido fundido a
no maximo a 50°C?

2. Cite os motivos pelos quais o niimero de col6nias em placas nas técnicas
de quantificagao deve ficar entre 25 e 300.

3. As colonias que crescem imersas no Agar “pour plate”) sdo menores do
que aquelas que crescem na superficie ? Justifique.

4. Por que a técnica de “spread plate” é mais indicada para aerébicos estritos?

5. Liste as principais fontes de erros dessas técnicas.




AULA PRATIC,A 3- MONITORAMENTO
MICROBIOLOGICO DE AMBIENTES

1. METODO DE SEDIMENTACAO

Esse método consiste em expor uma placa de Petri com 20 mL
de meio seletivo ou ndo seletivo ao ambiente, As células se depositam
por gravidade e as colonias sdo contadas apés incubacao em estufa
microbiana de crescimento.

MATERIAL

Meio de cultura: Agar padrdo, PCA, ou AN em Placa de Petri
(Bactérias totais) e Agar PDA (fungos totais); e caneta para identificagao
em vidro.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

= A amostragem deve ser feita perto de equipamentos abertos e outros
locais nos quais as correntes de ar podem levar a contaminacao;

m diferentes pontos devem ser amostrados;

m abrir as placas (duplicata ou triplicata) contendo um Agar especifico e
deixar um tempo de exposigao de no minimo 15 min; e

= incubar as placas apés a exposicdo a 35-37°C para Agar padrio, por
24 — 48 horas ou 25-30°C para Agar PDA, por 72 horas.
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RESULTADOS

m Expressar o resultado em nimero de microrganismos vidveis/ area de
placa de Petri (drea padrao: 70,88 cm?)/ tempo de exposi¢ao (15 min
a 2 horas).

2. METODO DE SOLUCAO DE ENXAGUE

Esse método é adequado para verificar a sanitizacdo de vidrarias e
também de recipientes maiores e equipamentos. Usa-se uma solucao de
enxague denominada “Solucao de Ringer”, a qual é distribuida no recipiente
e agitada para ressuspender os microrganismos remanescentes que se
encontram nas paredes. Logo apds, essa solucao é plaqueada, incubada e
é feita a contagem.

A partir da solugao de Ringer é possivel pesquisar varios indicadores
microbianos, como coliformes totais, coliformes termotolerantes, bactérias
totais, fungos totais, E. coli, Salmonella sp., entre outros.

MATERIAL

Solucao de Ringer: 2,15g de Cloreto de sédio p.a; 0,075g de Cloreto
de potassio p.a; 0,12g de Cloreto de célcio anidro p.a; 0,5g de Tiossulfato
de Na pentahidratado; 1000 mL de dgua destilada (q.s.p); pH final de 6.6.
Emprega-se na diluicio 1.4 da original, em dgua destilada; Agar padrao ou
PCA estéril liquefeito (+50°C); Placa de Petri estéril; pipeta graduada estéril;
Bico de Bunsen ou lamparina; e caneta para identificagado em vidro.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

m Adicionar 10 mL de solugdo de Ringer no recipiente a ser analisado
e agitar cuidadosamente;



m retirar uma aliquota de 1 mL e distribuir em placas de Petri (duplicata/
triplicata) e fazer inoculacio tipo “pour plate” com o Agar liquefeito; e

® incubar, a 35-37°C, por até 72 horas.

RESULTADOS

m Proceder a contagem das col6nias nas placas, multiplicando o
resultado por 100 (1 mL de 10 mL, diluicao de 100x).

3. METODO DO ESFREGACO DE SUPERFICIE (SWAB)

Esse método é recomendado para monitoramento microbiolégico de
superficies de trabalho, pisos, paredes, cantos, equipamentos, carcagas e
cortes de animais.

Quando nao for possivel o uso da cartolina como o padrao de area
(para vasilhames pequenos, espatulas, talheres, pratos), use a mesma
técnica, mas, com o cuidado de passar o cotonete nas pegas por inteiro,
sendo o resultado expresso por nimero de UFC/peca.

MATERIAL

Tubos de ensaio com 9 mL de Solucao de Ringer; cotonetes de
madeira/algodao hidrofébico estéreis; quadrados de cartolina de drea
interna de 25 cm? esterilizados; Placa de Petri estéril; Agar padrdo ou PCA
liquefeito (+50°C); pipeta graduada estéril; Bico de Bunsen ou lamparina; e
caneta para identificagado em vidro.
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PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

m Colocar o padrao de cartolina estéril sobre a superficie a ser
examinada;

m submergir um dos cotonetes (swab) na solucio de Ringer em tubo;

m aplicar o swab, com pressdo, na area interna do padrdo, atentando
para que a superficie do algodao entre em contato com a drea;

m recolocar o swab no mesmo tubo contendo a solucdo de Ringer,
quebrando a extremidade que entrou em contato com a mao do
manipulador;

m repetir a operagcdo com outro swab seco, ou seja, sem umedecé-lo
previamente;

m colocar este segundo swab no mesmo tubo de ensaio do swab anterior,
também quebrando a extremidade do cotonete;

m agitar energicamente os tubos deixando-os em repouso por 3 min.

m inocular, pela técnica do pour plate, 1 ou 0.1 mL da solucao de Ringer
no Agar (PCA); e

m Incubar, a 35°C, por 72 horas.

RESULTADOS

m Efetuar a contagem das col6nias nas placas e emitir o resultado como

nimero de UFC/ 25 cm? de area avaliada.

QUESTOES PARA RESPONDER

1. Qual a importancia da realizagao de um monitoramento microbiolégico

ambiental?



2. Qual o principal objetivo do método de solucao de enxague e do método
do esfregagco em superficie?

3. Os resultados obtidos deverao ser comparados com padrdes de referéncia.
Quais sao esses padroes?

4. Quais grupos microbianos indicadores podem ser pesquisados a partir da
solucdo de Ringer utilizada como solugao diluente ou de enxague?

AULA PRATICA 4 - ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO
DE FUNGOS FILAMENTOSOS E LEVEDURAS

MATERIAL

Agar Sabouraud ou PDA em Placa de Petri; cultivos prévios dos fungos
a serem avaliados; microcultivo flngico em placa; pingas metdlicas; béquer
com alcool comercial; al¢a de inoculacao

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Medicao do crescimento de fungos filamentosos

m Exatamente no centro de uma Placa de Petri (sem espalhar) e com
o auxilio de uma alca ou agulha de inoculagdo, inocule o fungo
destinado a sua equipe.

m Verificar a velocidade de crescimento dos fungos aproximadamente a
cada 2 dias, com paquimetro e registrar em planilha.
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Fungo:

Data

Crescimento da col6nia fdngica (mm)

Caracterizacao morfolégica de fungos

m Examine as Placas de Petri com crescimento flingico e anote as
caracteristicas observadas (por exemplo: cor da colonia flngica, aparéncia
cotonosa, aveludada, crescimento intenso, moderado ou pequeno).

aracte J orfolog
O
Meio de Intensidade do
. Forma da Tamanho da
cultura/ crescimento . .
coldnia coldnia
Fungo em placa

Textura,
estrutura e
pigmentacao
da colénia

Intensidade: +++: crescimento intenso; ++: crescimento moderado; +: crescimento pequeno




¢ i1dvd

m Examine ao microscopio, nas objetivas de aumento de 4 e 10x, os
fungos filamentosos (preparo de lamina a fresco) e identifique: hifas
aéreas (presenca ou auséncia de septos e coloracdo), hifas submersas
e corpos de frutificagdo (endégenos/ exégenos, forma, tamanho, cor).

Exame de leveduras a fresco

m Sobre uma lamina limpa, coloque uma gota do meio liquido com
Saccharomyces cerevisiae e cubra com uma laminula. Examine ao
microscopio e anotar as caracteristicas observadas (forma, tamanho,
presenca de esporos/pseudo hifas).

Meio de cultura/Fungo/Aumento Caracteristicas microscopicas
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Isolamento fiingico

= Em uma Placa de Petri contendo PDA ou Agar Sabouraud, procure fixar
no centro alguns graos/oleaginosas (por exemplo, amendoim, feijao,
arroz, trigo, soja). Incube a 25-30°C, por 5 dias, ou a temperatura
ambiente e verifique o crescimento flingico através de analise macro
e microscopica.



Meio de cultura/ Caracteristicas macroscopica

Fungo/Aumento e microscopicas

= Microcultivo (figura 4)

m Selecione uma Placa de Petri com o microcultivo de fungos
filamentosos e da levedura S. cerevisae:

a) Com o auxilio de uma pinga, retire a lamina com as laminulas e
observe as estrias a0 microscopio, (aumento de 10 e 40x).

b) Observe a morfologia das células, filamentos e principalmente a
presenca ou nao de pseudomicélio (leveduras). Registre as observacoes.

Figura 04. Exemplo de microcultivo de fungos. Laboratério de Microbiologia,
DAQBI/UTFPR.




Meio de cultura/Fungo/Aumento | Caracteristicas microscopicas

QUESTOES PARA RESPONDER
1. Quais as principais diferencas entre o cultivo dos fungos e das bactérias?

2. Quais as principais necessidades que devem ser atendidas para um
crescimento adequado dos fungos?

3. A técnica do microcultivo flngico é adequada para realizar que tipo de
estudo? Porque?

4. A preparagao a fresco do crescimento flingico é adequado para andlise
microscopica? Quais as vantagens e desvantagens?
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PLANILHA DE OBSERVACAO

MATERIAL:

Observe as laminas e desenhe as caracteristicas observadas, por exemplo,
forma, arranjo, coloragdo, entre outros.

O]O|C
QOO
QOO

OBSERVACOES:




AULA PRATICA 5 - TECNICAS DE PREPARACAO DE
LAMINAS PARA COLORACAO

. Preparo do esfregaco
Limpar a lamina com papel macio;

para a cultura microbiana proveniente de meios sélidos, colocar
uma gota de agua destilada estéril sobre a superficie da lamina,
em seguida, com a alca de platina flambada ao rubro, coletar uma
pequena porcao do material a ser analisado e esfrega-lo sobre a gota
de 4gua, espalhando pela area central da superficie da lamina;

para a cultura proveniente de meios liquidos: com auxilio da alca de
platina, coletar uma pequena porcao do material a ser analisado e
esfrega-lo, espalhando pela 4rea central da superficie da lamina;

deixar a lamina secar a temperatura ambiente.

para um melhor resultado, utilizar culturas que tenham até 48 horas
de incubagdo. Para materiais muito espessos, recomenda-se dilui-los
em solugdo salina estéril e para aqueles muito diluidos recomenda-se
concentragao através de centrifugagao (3000rpm/ 15 min), decantando
o sobrenadante e procedendo o esfregaco a partir do sedimento.

. Fixacao do material

Passar a lamina na chama do Bico de Bunsen ou lamparina (parte
azul), rapidamente trés vezes, com o lado do material a ser analisado
voltado para cima. A lamina ndo deve aquecer excessivamente.
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3. Coloracao

A técnica de coloragdo varia de acordo com o objetivo da visualizagdo
(coloragao simples, de flagelos, esporos, capsula, etc.). Recomenda-se que os
corantes ndo sejam preparados com demasiada antecedéncia, sendo que antes
do uso, esses devem ser filtrados para que residuos ndo interfiram na leitura.

COLORACAO DE GRAM

Essa coloragao é muito empregada, visto que a maioria das bactérias
cora-se por esse método. A técnica ndao permite a observacao de estruturas
internas, mas permite observar forma e fornece informacdes a respeito do
tipo de parede celular da bactéria.

MATERIAL

Solugao de cristal violeta ou violeta de genciana; lugol; dlcool-
acetona; fucsina ou safranina.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
m Preparar um esfregaco no centro da lamina e deixar secar ao ar;

m cobrir toda a lamina com cristal violeta, aguardar 1 min e desprezar
o excesso do corante;

m cobrir a lamina com lugol (solucao de iodo) aguardar 1T min e 30 s,
desprezar o excesso de corante;

m com o auxilio de um pisseti, lavar a lamina com solucao de alcool-
acetona até que a gota que escorre seja incolor, respeitando, contudo,
otempode 10a20s;

m lavar a lamina com dgua corrente de baixa pressao (pisseti);

m cobrir a lamina com Fucsina ou safranina e aguardar 30 s;



m lavar a [amina com dgua corrente de baixa pressao (pisseti);
m deixar secar espontaneamente ao ar; e

m proceder a leitura ao microscépio ético em objetiva de imersao
(100X).

RESULTADO
m Células violetas (Gram +); células vermelhas (Gram -).

m Enzimas liticas normalmente secretadas por culturas envelhecidas
podem causar danos @ membrana da célula, alterando, por exemplo,
a permeabilidade aos solventes (dlcool acetona). Consequentemente,
o complexo iodo-cristal violeta podera ser retirado da célula e a essa
acaba corando-se de vermelho (fucsina).

COLORACAO DE ESPOROS (Método Bartolomew Mittwers)

MATERIAL

Safranina 0,25%; verde malaquita solugao saturada a 7,6%.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

m Preparar um esfregaco no centro da lamina e deixa secar ao ar;
= fixar na chama por 20 minutos x;

m corar por 10 min com solugdo de verde malaquita;

m corar 15 seg com solugado de safranina;

m lavar com agua destilada, escorrer e secar ao ar; e

m observar em 6leo de imersao, objetiva de 100X.

¢ i1dvd

S

VOILY¥d VIDOTOIGOUDIW ¥ OYINAOYLNI



RESULTADO

Os esporos coram-se em verde e o resto da célula em vermelho.
COLORACAO DE BAINHA (Método Jenkins)

MATERIAL

Solugao de cristal violeta (0,1% em agua destilada)

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

m Coletar a amostra cuidadosamente homogeneizada e colocar uma
gota em uma lamina. Misturar com uma gota da solucao de cristal
violeta;

m cobrir a lamina com laminula; e

m observar em 6leo de imersao, objetiva de 100X.

RESULTADO

= As células ficam coradas de violeta escuro, enquanto as bainhas ficam
coradas de rosa claro.

QUESTOES PARA RESPONDER:
1. Diferencie uma coloragao simples de uma coloracao diferencial.
2. Quais os objetivos da coloracao de Gram?

3. Quais os principais cuidados que devem ser tomados com relagao ao uso
do microscépio?

4. O que deve ser feito com os residuos produzidos no processo da
coloracao?



PLANILHA DE OBSERVACAO

MATERIAL:

Observe as laminas e desenhe as caracteristicas observadas, por exemplo,
forma, arranjo, coloragao entre outros.
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OBSERVACOES:
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ANEXO 1

MICROSCOPIA DE BACTERIAS

Figura 5. Coloracdo de Gram de diferentes espécies bacterianas

(microscopia 6tica, aumento 1000X). Fonte: http://commons.wikimedia.
org/wiki/Category:Gram_stains, (PD-USGOV-HHS-CDC, Dominio livre);
Laboratério de Microbiologia, DAQBI/UTFPR/Fotos tiradas nas aulas

praticas de Microbiologia

C. Staphylococcus aureus

D. Streptococcus mutans




F. Bacillus subtilis

GC. Bifidobacterium adolescentis
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H. Clostridium perfrinfens




ANEXO 2

MICROSCOPIA DE FUNGOS

Figura 6. Hifas e corpos de frutificagdo de fungos filamentosos: A. hifas
septadas; B. hifas cenociticas ou ndo-septadas; C. cabega conidial
(Aspergillus sp); D. cabeca conidial (Penicillium sp); E. hifas cenociticas
e esporangio (Rhizopus); F. hifas e corpos de frutificagao (Fusarium sp)
(microscopio 6tico, aumento de 40X). Laboratério de Microbiologia,
DAQBI/UTFPR/.Fotos tiradas nas aulas praticas de Microbiologia.










Esta obra foi composta pela fonte Familia Optima,
corpo 11 e em papel couche fosco 115g.
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