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Prefacio

Este livro é o resultado de nossas atividades de ensino na Universidade
Federal do Rio de Janeiro. Retine as aulas praticas de Microbiologia que
formam um curso bésico oferecido a todos os alunos da area de Ciéncias da
Satde, compreendendo as graduacoes em Biologia, Enfermagem, Farmacia,
Medicina, Microbiologia, Nutricdo e Odontologia. Essas praticas sao
fundamentais para a compreensao da Microbiologia e englobam a
apresentacdo dos materiais e das técnicas basicas usadas nessa area, assim
como o treinamento de manobras assépticas e métodos fisicos e quimicos
do controle do crescimento microbiano. Sdao abordados também temas
como: microscopia de microrganismos com exames a fresco e com
coloracoes diferenciais, técnicas de isolamento e contagem de
microrganismos, obtencdo de cultura pura, provas bioquimicas usadas na
identificacdo de microrganismos e antibiogramas. Os assuntos estao
divididos em nove capitulos, que trazem a explicacdo tedrica e descrevem a
pratica, com seus objetivos, metodologia, principios tedricos e resultados
esperados.

Nesta edicdo, adicionamos mais dois capitulos que acreditamos serem
importantes para o treinamento de exceléncia nas praticas da Microbiologia:
Biosseguranga | Conceitos Bdasicos para as Ciéncias da Saude e Boas
Praticas em Microbiologia. Consideramos este livio uma etapa que se
completou, uma meta alcancada. Nesta segunda edicdo, 13 anos depois,
continuamos a estudar Microbiologia e cada vez mais a vemos como uma
ciéncia multiforme, com muitas aplicagdes em diversas areas. Esperamos
que voces, leitores, gostem deste livro e que ele lhes seja bastante util.
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Mundo dos Microrganismos

Alane BeatrizVermelho - Rosalie Reed Rodrigues Coelho - Thals Souto-Padrén

SECAO 1| TEORIA

Introducao

Os microrganismos sdo definidos, em principio, como seres
microscopicos, individualmente invisiveis a olho nu. Apesar de se tratar de
uma visdo bastante simplificada, pode-se dizer, de maneira geral, que essa é
uma definicao correta. Eles sdo os seres vivos dotados de maior diversidade
biolégica conhecida, tanto morfologica quanto fisioldégica e ecoldgica.
Podem apresentar as mais variadas formas celulares e ser encontrados em
praticamente todos os ambientes, dos mais simples aos mais extremos, além
de serem metabolicamente capazes de realizar todos os tipos de reacoes
bioquimicas conhecidas. Quanto a obtencao de energia, ela pode se dar por
processos tanto quimiotroficos como fototroficos, e tanto organotroficos
como litotroéficos.

Células procaridtica e eucaridtica



Os microrganismos sdo estruturas bastante organizadas, capazes de
crescer e se reproduzir, e ttm DNA (acido desoxirribonucleico), molécula
responsavel pela hereditariedade. Os principais grupos microbianos
conhecidos sdo: virus, bactérias, arqueas, algas, protozoarios e fungos. De
acordo com sua organizacao celular e estrutural, podem ser classificados em
procariotos (células sem nucleo com membrana) e em eucariotos (células
com nucleo com membrana), sendo que os virus, por sua vez, nao
apresentam estrutura celular (Quadro 1.1).

Quadro 1.1 Principais grupos de microrganismos e sua estrutura celular.

Virus Nao apresentam estrutura celular
Arqueas (élula procaridtica
Bactérias (Célula procaridtica
Algas (élula eucaridtica
Protozodrios (Célula eucaridtica
Fungos (Célula eucaridtica

Estudos filogenéticos usando analise do RNA ribossomico (rRNA)
levaram ao sistema de classificacdo dos seres vivos proposto por Carl
Woese (Figura 1.1). Com base nesses estudos, descobriu-se que havia trés
linhas de evolucao dentro da arvore filogenética universal, o que levou a
trés dominios conhecidos: Bacteria, Archaea e Eukarya. Os
microrganismos podem ser encontrados em todos eles.

Estrutura da célula microbiana



Existem diferencas basicas na estrutura e na organizacao celular dos
procariotos e dos eucariotos. A maioria dos DNAs nas bactérias e nas
arqueas € circular e ndo esta no nucleo (como nos eucariotos, que possuem
DNA linear). Esses dois grupos de microrganismos possuem uma
membrana  citoplasmatica, uma  barreira = semipermeavel  que
compartimentaliza a célula. Possuem também os ribossomos, nos quais
ocorre a sintese de proteinas. A célula procariotica possui uma organizacao
mais simples, sem organelas, que sao compartimentos internos envoltos por
membranas e que caracterizam a célula eucariotica. As organelas
encontradas nos eucariotos sao o reticulo endoplasmatico (sintese de
proteinas e lipidios), o complexo de Golgi (processamento e transporte de
proteinas e outras substancias), as mitocondrias (respiracao/geracao de
ATP) ou cloroplastos (fotossintese/geracao de ATP) e os lisossomos, que
possuem as enzimas digestivas.

Outra estrutura que pode ser encontrada nos microrganismos é a parede
celular, que em bactérias € composta por uma peptideoglicana e em arqueas
pode ser proteica/glicoproteica ou mesmo uma pseudopeptideoglicana.
Fungos e algas também apresentam outro tipo de parede celular, mas a
funcdo basica é a mesma: proteger as células do choque osmético. Os
flagelos, sem microttbulos, sdo as estruturas responsaveis pelo movimento
celular dos procariotos, e aqueles com microtibulos possuem a mesma
funcdo em eucariotos.

Somente as bactérias possuem endoésporos, que sdo formas de
resisténcia, e o citoesqueleto, uma estrutura de suporte de organelas dentro
das células, s6 é encontrado em eucariotos. As principais diferencas entre os
microrganismos procariotos e eucariotos se encontram esquematizadas na
Figura 1.2.

Os microrganismos estdo presentes em todos os ambientes naturais
conhecidos, interagindo com estes e com outros seres vivos. Possuem
multiplos papéis, podendo ser causadores de doencas humanas em animais,



plantas e outros organismos vivos, além de serem agentes de contaminacoes
de aguas, alimentos ou medicamentos, acarretando grandes prejuizos a
saide do homem ou ao ambiente.

No entanto, € bom lembrar que os microbios também sdao grandes
amigos do ser humano, ja que sdo responsaveis por uma ampla gama de
processos que vao desde a producao de alimentos, incluindo vinhos, paes,
queijos e iogurtes, até a manutencdo da ciclagem dos elementos quimicos,
como o nitrogénio na superficie do globo terrestre. Podem também ser
produtores dos mais diversos compostos de interesses médico, comercial e
ambiental. Por exemplo, podemos citar a producdo de antibioticos, como a
primeira penicilina produzida pelo fungo Penicillium notatum e as
estreptomicinas pelos estreptomicetos, além de varias enzimas como as
peptidases e as celulases, as quais possuem grande aplicacdo industrial, nas
industrias de detergentes e de papel, respectivamente.



Dominio

BACTERIA
E coli  _ |
Haloferax Riftia
Chromatium | /
Dominio Methanospirilium A
ARCHAEA _ Agrobacterium
NMethanosarcina
Chiorobium
Sulfolobus
hethanobacteria Cytophaga
Pyradictium o
Methanococcus Epulopiscium
Thermoproteus Becilis
Thermofiium Thermococcus Cloroplasto
Grupo
marinho | Methanopyrus Synechococcus
Thermus
T. celer Thermomicrobium
Bactérias Thermotoga
Lulas, chocos e octépodes filamentosas
. verdes Aquitex
Caramujos & Crustaceos Gram-positivas
moluscos bivalves e P
Venmes e Cnidarios pired
sanguessugas - Proteobacteria
Esponjas Insetos Cyanobacteria '
) . VIRUS
Corais e anémonas Ouricos Planctomyces )
) Wirus
Aracnideos Bacteroides
ORIGEM Cytophaga .
Invertebrados Samambaias
Cavalinhas
Lycopodiopsida
Animais
Wertebrados
Plantas
Spermatophyta
Bryophyta AG|_rnn03perma5
Aves Répteis e Marchantiophyta nglospermas
anfibios Diplomonadida Anthoceratophyta
Mamiferos  rrichomonas Flagelos
Ciliados )
Fungos Paramecium
Giardia Farphyra
Hexamita
Vairimorpha Dictyastelium
Entamoeba
Physarum i
Naegleiia Animais
Euglena Dominio
) EUKARYA
Encephalifozoon Trypanosoma

Microrganismos



Figura 1.1 Classificacdo filogenética universal dos seres vivos com a classificacdo dos
microrganismos em trés dominios proposta por Carl Woese.
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Figura 1.2 Principais diferencas entre as células eucariotica (A) e procarittica (B).

Principais tipos de microrganismos

Microrganismos procaridticos

Bactérias

Sao seres unicelulares, com dimensdes que em geral variam de 0,1 a 2
pum de diametro e de 2 a 8 pm de comprimento.

As espécies pertencentes a esse grupo podem apresentar diversas
formas, que variam da esférica, denominada cocos, a diversos tipos de
bastonetes, dentre eles os curtos, os longos, os finos, os espiralados e
aqueles em curva (vibridao). Em alguns casos raros podem ser encontradas
na forma de estrela ou quadradas. Podem apresentar também diferentes
arranjos, em pares, em tétrades (grupo de quatro), em grupo de oito, ou em
cachos, bem como em cadeias. A Figura 1.3 mostra algumas formas
esquematicas de bactérias, e a Figura 1.4, uma microscopia eletronica de
formas de bastonetes e cocos. A Figura 1.5 ilustra uma cianobactéria
apresentando células em cadeia.
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Figura 1.3 Diferentes formas encontradas em bactérias.

Figura 1.4 Imagens de microscopia eletronica de varredura de bactérias na forma de
bastonetes (Bacillus subtilis) (A) e na forma de cocos (Staphylococcus epidermidis) (B). A
barra de escala tem o mesmo valor para ambas as imagens. (Fotos: Dra. Fernanda de

Avila).



Figura 1.5 Cianobactéria do género Anabaena. (Foto: Dra. Sandra Azevedo.)

As bactérias apresentam uma organizacdao celular bastante simples,
compreendendo uma parede celular rigida, formada de peptideoglicana, e
uma membrana citoplasmatica, composta basicamente de fosfolipidios e
proteinas, mas gliceroglicolipidios, hopanoides e outros tipos de lipidios
também podem ser encontrados. O DNA se encontra no citoplasma,
formando a regido conhecida como nucleoide. Os ribossomos estao
dispersos no citoplasma. Externamente podem apresentar o glicocalice,
formado por glicoproteinas e glicolipidios, que é importante na viruléncia e
também na fixacdo a diversas superficies. Algumas espécies apresentam
flagelo de locomocado, e outras, ainda, podem possuir fimbrias de adesao e
pili, estas ultimas responsaveis pela transferéncia de material genético no
mecanismo de conjugacdo. A presenca de endosporos em algumas espécies



lhes fornece um mecanismo de resisténcia, principalmente ao calor, mas
também a radiacao, a falta de nutrientes e a falta de umidade.

O processo mais comum de reproducao das bactérias é o de fissdao
binaria, no qual uma célula se divide em duas. Quanto a sua nutricao, sao
capazes de utilizar compostos organicos ou inorganicos como fonte de
carbono e energia, assim como a energia luminosa em vez da energia
quimica.

As bactérias podem ser encontradas sobretudo no solo, na agua doce e
nos mares, mas também estdao no corpo humano, nos animais, nas plantas e
nos alimentos, entre outros. Dentre os principais grupos de bactérias
existentes, podemos citar alguns mais comuns: bactérias gram-positivas,
bactérias gram-negativas, espiroquetas, riquétsias, clamidias, micoplasmas,
micobactérias, nocardias, estreptomicetos, bactérias verdes, bactérias
purpura e cianobactérias, estas ultimas fotossintéticas, erroneamente
chamadas no passado de algas verde-azuladas.

Por se acreditar que eram um tipo de bactéria, as arqueas foram
inicialmente denominadas arqueobactérias. No entanto, mais tarde,
descobriu-se que na verdade se tratava de um grupo distinto de
microrganismos, com caracteristicas proprias e incomuns, podendo ser
encontrados em ambientes extremos, como solos bastante secos e quentes, e
nas profundezas dos mares proximos as fontes hidrotermais e em regioes
vulcanicas. Também sao comuns em aguas com altas concentragoes de sal e
em nascentes de aguas acidas, ricas em enxofre. Esses organismos
procarioticos, em geral anaerobios, diferenciam-se das bactérias por nao
possuirem uma parede celular composta de peptideoglicana, e sim de outras
macromoléculas variadas, embora uma pseudopeptideoglicana possa ser
encontrada em algumas espécies. Em termos moleculares, a comparacao da
sequéncia de nucleotidios do rRNA 16S das bactérias e das arqueas



confirma a grande diferenca entre elas. Além disso, as arqueas apresentam
caracteristicas metabolicas especiais, como a capacidade de se
desenvolverem em altas temperaturas (termofilicas), em valores extremos
de pH (alcalofilicas ou acidofilicas) e em alta salinidade (halofilicas). Além
disso, algumas delas possuem metabolismo especial, a chamada
metanogénese (metanogeénicas).

Microrganismos eucarioticos

Sdo seres encontrados principalmente no solo, mas também estdao em
plantas e animais, e inclusive no proprio ser humano, podendo causar
micoses. Apresentam uma organizacao celular bem mais complexa que a
das bactérias. Primeiramente, possuem nucleo definido, com o DNA
envolto por uma membrana nuclear. A parede celular é composta,
sobretudo, de quitina, ou as vezes celulose, mas nunca de peptideoglicana.
Possuem membrana plasmatica tipica, e seu citoplasma contém um
citoesqueleto, responsavel pelo suporte da célula, além de diversas
organelas como reticulo endoplasmatico, responsavel pelo transporte de
varias substancias, mitocondrias, as quais sdo autoduplicaveis e contém
enzimas envolvidas no metabolismo respiratorio, e ribossomos, os quais
realizam a sintese de proteinas. Além disso, podemos encontrar ainda o
complexo de Golgi, também envolvido em processos de transporte; 0s
lisossomos, que contém enzimas digestivas; e os vacuolos, de funcao
variada.

Podem ser divididos em dois grandes grupos: os fungos filamentosos,
também chamados de bolores, e as leveduras, unicelulares. Alguns fungos
filamentosos podem ser macroscopicos, como é o caso dos cogumelos
comestiveis. Compreendidos no grupo dos basidiomicetos, sdo seres
exclusivamente heterotroficos, incapazes de realizar a fotossintese ou



qualquer outro metabolismo autotrofico. Reproduzem-se sexuada ou
assexuadamente. Neste ultimo caso, a reproducao pode ocorrer por
fragmentacao da hifa ou por germinacao de esporos.

Os fungos filamentosos contém hifas, septadas ou ndo, que crescem
pelas extremidades, e cujo conjunto é chamado de micélio. Quando
crescidos em meio de cultura sélido, produzem hifas vegetativas, ou
nutritivas, que crescem para o interior do meio de cultura. Podem também
produzir hifas aéreas, ou de reproducao, e, nesse caso, seu crescimento é
perpendicular ao meio. Essas hifas aéreas podem sustentar estruturas que
contém esporos de reproducao, dentre eles os conidi6foros, que contém
externamente, em cadeia, esporos chamados de conididésporos, ou os
esporangioforos, que contém internamente 0s esporos chamados de
esporangiosporos. Outros tipos de esporos fungicos conhecidos sdao os
artrésporos, decorrentes da fragmentacdo de uma hifa; os blastésporos,
formados a partir de um brotamento de uma célula de levedura; os
clamidosporos, que possuem parede celular bem mais espessa que a das
células vegetativas da espécie em questdo; os zigdsporos, caracteristicos de
zigomicetos; e 0s ascOsporos, caracteristicos de ascomicetos. A Figura 1.6
mostra o fungo filamentoso Aspergillus fumigatus.

Sado seres fotossintéticos, que possuem representantes microscOpicos
(algas unicelulares) ou macroscopicos (algas multicelulares). Habitam
principalmente ambientes marinhos e aguas doces, mas também podem ser
encontrados eventualmente no solo. Podem reproduzir-se tanto sexuada
como assexuadamente e abrigam em suas células os cloroplastos, organelas
autoduplicaveis, tipicas da fotossintese. Sua parede celular geralmente é
composta de celulose, e podem possuir flagelos de locomocdo. Os liquens
correspondem a associacao de uma alga (ou cianobactéria) com um fungo,
na qual, em uma relacio de mutualismo, cada um dos parceiros é



beneficiado. Sao bastante comuns em arvores, telhados e estruturas de
cimento. A capacidade fotossintética desses seres os torna primordiais na
cadeia alimentar, ja que fixam CO, na forma de carboidratos que serao
consumidos pelos heterotroficos. E importante acrescentar que muitas
bactérias fotossintéticas que ndo sdo eucariotas, por exemplo, as
cianobactérias, sao incluidas, pela terminologia industrial, neste grupo de
microalgas.
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Figura 1.6 A. Fungo Aspergillus fumigatus. B. Conidio de Aspergillus fumigatus crescido
em meio Czapek. Microscopia eletronica de varredura. (Fotos: Dra. Vera Carolina Bordallo
Bittencourt e Dra. Thais Souto-Padrén.)

Protozoarios

Sdo seres unicelulares e heterotroficos, que geralmente nao possuem
parede celular. Habitam principalmente as aguas e o solo e reproduzem-se
assexuadamente. Movimentam-se por flagelos, cilios ou pseuddpodos,
dependendo do grupo ao qual pertencem. Sob condi¢des adversas, alguns
protozoarios sdo capazes de formar cistos, estruturas que contém uma
capsula protetora a qual permite a sobrevivéncia nessas condigoes.



Esses microrganismos quase sempre se alimentam mediante ingestao de
macromoléculas ou material particulado, incluindo células bacterianas,
utilizando processos de pinocitose ou fagocitose, respectivamente. Muitos
dos protozoarios sdo parasitos obrigatorios; outros sao parasitos
facultativos, os quais podem habitar o ser humano ou animais, causando
diversas doencas como malaria, toxoplasmose, doenca de Chagas (Figura
1.7) e varios tipos de diarreia, entre outras.

Microrganismos sem estrutura celular
Virus

Sao considerados microrganismos, embora ndo possuam estrutura
celular. Sao extremamente pequenos, variando de 0,02 a 0,3 pm.
Basicamente sdao considerados elementos genéticos que contém DNA ou
RNA e uma capa proteica. Podem alternar entre dois estados distintos, o
intracelular e o extracelular. No estado extracelular, um virus nada mais é
que uma particula submicroscopica que contém basicamente acido nucleico
envolto por material proteico. Neste caso é chamado de particula viral ou
virion, e é metabolicamente inerte, servindo apenas de transporte de
material genético de uma célula hospedeira para outra. No estado
intracelular, o virus infecta a célula hospedeira e se reproduz, sintetizando
outro genoma, bem como os componentes que compodem a sua capa, sempre
a custa das enzimas e fungdes metabolicas da célula hospedeira.



Figura 1.7 Trypanosoma cruzi, agente etioldgico da doenca de Chagas. (Foto: Dra. Thais
Souto-Padrén.)

As particulas virais podem ser consideradas de duas formas distintas:
agentes de doencas, quando a infeccdo na célula hospedeira leva a sua
ruptura e morte, ou agentes de hereditariedade, quando a particula viral
entra na célula, causando apenas modificacOes genéticas, sem lhe danificar.

Os virus podem infectar ndo apenas células humanas mas também
células animais ou vegetais, ou, ainda, células bacterianas. Nesse caso sao
chamados de bacteri6fagos e utilizados como ferramentas importantes nos
estudos de biologia molecular.

SECAO 2 | PRATICA



Objetivo

Verificar a presenca de microrganismos no ambiente.

Material

Banho-maria
Bico de Bunsen
Placas de Petri esterilizadas

Frascos com meio de agar simples fundido e esterilizado em autoclave e
mantido a 45°C em banho-maria

Swabs
Etiquetas de identificacao

Microscopios.

Procedimentos

1. Verter o meio de agar simples fundido em placa e esperar solidificar.
(Essa etapa devera ser realizada logo no inicio da aula, de modo a
garantir uma boa solidificagdo.)

2. Expor uma das placas durante 15 minutos ao ar.

3. Com outras placas, realizar algumas das seguintes opcoes:

Friccionar um swab na bancada e, em seguida, espalha-lo na
superficie do agar

Fazer o mesmo com a sola de seu sapato

Retirar material de partes do corpo humano com o auxilio de um
swab: garganta, ouvido, pele, regido embaixo da unha, dente etc.



Depositar alguns fios de cabelo sobre o agar
Tocar suavemente a extremidade dos dedos na superficie do agar
Soprar, tossir ou espirrar sobre a superficie do agar

Expor a placa aberta ao fluxo de saida de ar de um ar-condicionado
por alguns segundos.

Observagdo: Usar a imaginacdo e programar outras possibilidades.

4. Incubar a temperatura ambiente durante 48 horas.

Interpretacao dos resultados

Observar a presenca de diferentes colonias na superficie do meio de
agar, com diferentes tamanhos, aspectos, cores etc. Observar os diferentes
tipos de bactérias e fungos e, eventualmente, actinomicetos. Preparar
laminas e observa-las ao microscopio. Distinguir os diferentes tipos
microbianos. Na Figura 1.8 sdo apresentadas placas submetidas a diversos
procedimentos aqui sugeridos. Observar, na Figura 1.8D, o fendmeno de
antibiose, no qual a grande col6nia fungica, branca, se apresenta irregular
na regido em que se observa o crescimento de um estreptomiceto, sugerindo
uma inibicdo causada provavelmente pela liberacdo de uma substancia
produzida pelo estreptomiceto, ativa contra o fungo em questao.



Figura 1.8 Placas com meio de agar simples submetidas a alguns dos procedimentos
sugeridos. A. Ar-condicionado. B. Swab de bancada. C. Swab de pele. D. Swab de sola de
sapato. E. Placa exposta ao ambiente de sala de aula.
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SECAO 1| TEORIA

Introducao

Os microrganismos sao encontrados em praticamente todos o0s
ambientes naturais, tais como solo, ar, agua, alimentos, esgoto, corpo
humano, plantas e animais. Nessas condicOes eles se apresentam como
populacOes mistas, e, para que possamos estuda-los no laboratorio,
necessitamos separa-los em espécies individuais, formando culturas puras.

Uma cultura pura consiste no crescimento, em meio nutritivo adequado,
de um conjunto de células idénticas que pertencam a uma Unica espécie de
microrganismo. Por outro lado, para que possamos estudar um
microrganismo em cultura pura, precisamos usar materiais e equipamentos
especiais no laboratorio e também utilizar técnicas especificas, que
envolvem, sobretudo, esterilizacdo e assepsia. A esterilizacao consiste na
eliminacdo ou na remocao de toda e qualquer forma de vida existente em
determinado material ou ambiente, enquanto a assepsia é um conjunto de



medidas que impede a entrada de microrganismos onde estes ndao sao
desejados. Tais microrganismos indesejaveis sdao os chamados
contaminantes.

Materiais e equipamentos especiais de um laboratdrio de
microbiologia

Dentre esses, incluem-se materiais e equipamentos necessarios nao so
ao cultivo dos microrganismos como também aos processos de
esterilizacdo, transferéncia e preservacao deles (Quadro 2.1).

Quadro 2.1 Principais materiais e equipamentos utilizados em um laboratorio de
microbiologia.

Para cultivo dos microrganismos

® Meios de cultura
- Solidos: dgar inclinado, 4gar em placa
- SemissOlidos: 4gar em coluna
- Liquidos: em tubos, em Erlenmeyers, em baldes etc.
m Vidrarias
- Tubos: tampas de rosca, tampas de algodao, tampas de aluminio
- Pipetas comuns
- Pipetas Pasteur
- Bécheres

- Placas de Petri



- Erlenmeyers

- Baldes etc.
m (amaras de cultivo

- Banhos

- Incubadoras

- Agitadores rotatorios
® (dmaras de inoculaao

- (dmara asséptica

- (amaras de fluxo laminar
Para esterilizacao
m Autoclave

®m Forno Pasteur

m Filtros esterilizantes
Para transferéncia de microrganismos

® Algas e agulhas de inoculacao
m Algas de Drigalsky

m Pipetas comuns

® Pipetas Pasteur

® Micropipetas automaticas



® Swabs
Para preservacao de microrganismos

® Refrigeradores
W freezers
m Liofilizadores

m (amaras com nitrogénio liquido
Outros materiais

® Bico de Bunsen

® Ldminas e laminulas

® Balanca de pesagem

® Algodao cardado

m Papel de embrulho

® (dnulas de pipetas e de placas
® Pincas

m Espétulas

Para o cultivo dos microrganismos, precisamos preparar meios de
cultura. Por enquanto, podemos dizer que os meios de cultura sao o
“alimento” dos microrganismos e que podem ser preparados em uma base
solida, liquida ou semissolida, dependendo da presenca de um agente
gelificante chamado agar. Esses meios podem ser distribuidos nas chamadas
placas de Petri (meios solidos), em Erlenmeyers ou baldes (meios liquidos)



ou, ainda, em tubos (meios sélidos inclinados, meios semissélidos ou meios
liquidos), cujas tampas geralmente sao de aluminio, de algodao ou de rosca
(Figura 2.1).

Outras vidrarias encontradas em um laboratorio de microbiologia
incluem bécheres, pipetas, provetas, bastdes, entre outras, comuns ao
laboratorio de quimica. Na Figura 2.2 sdao apresentados diversos tipos de
vidraria.

Para a esterilizacdo dos meios de cultura ou de qualquer outro material,
pode-se utilizar varios tipos de equipamento, dependendo do caso, sendo 0s
mais comuns as autoclaves, os fornos Pasteur e os filtros esterilizantes. E
importante lembrar que o material a ser autoclavado deve estar sempre
protegido, seja embrulhado em papel, seja acondicionado em canulas
metalicas (no caso de placas de Petri ou de pipetas) ou em sacos de
plasticos especiais, o que vai garantir a esterilidade do material até o
momento de seu uso. No Capitulo 3, Metodos Fisicos e Quimicos de
Controle do Crescimento Microbiano, os diferentes métodos de
esterilizacdo serao abordados detalhadamente.

A transferéncia de um microrganismo para um meio de cultura é
chamada de repique, semeadura ou inoculacao. Dependendo do caso, pode-
se utilizar algas ou agulhas de inoculacdo (Figura 2.3A), alca de Drigalsky
(Figura 2.3B), pipetas comuns (Figura 2.3C), swabs (Figura 2.3D),
compostos de uma haste de plastico ou madeira, com um algodao hidroéfilo
na ponta, como se fosse um cotonete, ou micropipetas automaticas (Figura
2.3E). As pipetas Pasteur (ver Figura 2.2B) também podem ser empregadas
para essa mesma finalidade.

Para que a transferéncia dos microrganismos seja feita em condicOes de
assepsia, ou seja, sem que haja contaminacdo por outros microrganismos
indesejaveis, pode-se trabalhar proximo a chama de um bico de Bunsen,
equipamento para flambagem bastante comum em um laboratério de
microbiologia, conforme sera visto adiante. Uma medida adicional utilizada



para manter a assepsia durante a transferéncia de microrganismos, quando
se utiliza o bico de Bunsen, ¢ realizar o trabalho dentro de camaras
assépticas, que nada mais sdo que pequenos quartos reservados
exclusivamente para essa finalidade e que, quando ndo estdo sendo usados,
ficam constantemente fechados e esterilizados pela radiacdo UV (ver
Capitulo 3, Métodos Fisicos e Quimicos de Controle do Crescimento
Microbiano). Atualmente, no lugar das camaras assépticas, tem-se optado
pelas camaras de fluxo laminar, também chamadas de cabines de protecao
biologica. Este é um equipamento bem menor que a camara asséptica, mas
cumpre a mesma funcdo. Além da esterilizacdo por UV, possui um filtro de
ar chamado de filtro de particulas de ar de alta eficiencia (HEPA, do inglés
high-efficiency particulate air), acionado minutos antes do uso e que
garante a auséencia de particulas no ar do seu interior, assegurando assim um
ambiente estéril (Figura 2.4).






Figura 2.1 Meios de cultura contidos em diversas vidrarias. A. Erlenmeyer contendo meio
de cultura estéril. B. Tubo de &gar inclinado contendo cultura de Serratia marcescens. C.
Placa de Petri contendo meio solido com colénias de microrganismos do ar. D. Tubos
contendo meio liquido estéril.
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Figura 2.2 Vidrarias comumente utilizadas em um laboratério de microbiologia. A. Provetas
e bécheres. B. Pipeta Pasteur. C. Pipetas contidas em canulas, apropriadas para
esterilizacao.

Figura 2.3 Alguns instrumentos de inoculagdo de microrganismos. A. Alca e agulha de
inoculacdo (acima, alca de plastico do tipo descartavel, e abaixo, alca e agulha de fio
metalico, de niquel-cromo). B. Alca de Drigalsky. C. Pipeta comum. D. Swab. E.

Micropipeta automética, composta de uma parte fixa, onde é regulado o volume a ser
transferido, e uma parte mével, a ponteira, de material plastico.



Apo6s a inoculacdao de um microrganismo em um determinado meio de
cultura, para que ele cresca adequadamente é preciso incuba-lo em uma
temperatura apropriada a seu desenvolvimento. Isso pode ser feito em
diversos tipos de equipamentos, todos com temperatura controlada. Existem
os banhos de agua (chamados de banho-maria), utilizados principalmente
para crescimento em tubo (Figura 2.5A), as incubadoras, também chamadas
de estufas bacterioldgicas (Figura 2.5B), e os quartos-estufa. Em alguns
casos 0 microrganismo precisa crescer sob agitacao, e ai se pode utilizar os
agitadores rotatérios, com velocidade de agitacdao controlada, onde sao
colocados os Erlenmeyers inoculados (Figura 2.5C).

Figura 2.4 Camara de fluxo laminar. O operador trabalha por trds de um vidro protetor, e
dentro da camara o ambiente é mantido estéril pela filtragdo continua do ar.

Além disso, alguns microrganismos, os chamados anaerobios estritos,
exigem auséncia de oxigénio; nesse caso precisam ser incubados nas
chamadas jarras de anaerobiose (Figura 2.6A). Também necessitam que seu



crescimento ocorra em meios especiais, 0s chamados meios redutores ou
meios pré-reduzidos, que contém certos ingredientes que reduzem o
potencial redox, como é o caso do tioglicolato de sodio. Este, ao se
combinar ao oxigénio dissolvido, garante a anaerobiose do meio. Ja a
auséncia de oxigéenio na jarra é garantida pela adicao de certas misturas de
produtos quimicos que, em sintese, vao combinar-se ao O,, formando agua.
Mais recentemente, foram desenvolvidas placas de Petri que por si s0s ja se
constituem uma camara de anaerobiose (OxyPlate®). O meio de cultura
incluido nessas placas ja contém os ingredientes que vao garantir a remocao
do oxigénio. Eventualmente, o trabalho com esse tipo de microrganismo
exige a utilizacdo de camaras de anaerobiose (Figura 2.6B), ou seja, um
ambiente hermético cuja atmosfera é isenta de oxigénio, 0 que permite que
toda a manipulacao do microrganismo seja feita em anaerobiose.



Figura 2.5 Equipamentos para cultivar microrganismos. A. Banho-maria. B. Incubadora ou
estufa bacteriologica. C. Agitador rotatério.

A preservacdo dos microrganismos por periodos curtos é normalmente
feita em refrigeradores a cerca de 4°C. Para periodos mais longos utilizam-
se freezers a —20°C, ou mesmo a —70°C. Camaras com nitrogénio liquido



também sdo utilizadas, alcancando-se temperaturas bem mais baixas. Nos
casos de temperaturas inferiores a 0°C, é necessario colocar a massa
microbiana em contato com um agente crioprotetor, que pode ser, por
exemplo, o glicerol. Outro método bastante eficiente de preservacao de
microrganismos € a liofilizagcdo. Esta envolve o uso de um equipamento
caro, o liofilizador (Figura 2.7), e consiste no congelamento prévio da
suspensao microbiana e, por meio de vacuo, na posterior sublimacdo da
agua, ou seja, ela passa do estado sélido para o estado gasoso, na forma de
vapor, que é eliminado. Ao final do procedimento, o material obtido se
apresenta completamente isento de agua. Quando se deseja reutilizar o
microrganismo, basta hidrata-lo novamente, colocando-o em um meio de
cultivo liquido adequado. Trata-se de um método excelente de preservacao
de microrganismos por periodos longos, tanto que se tem noticia de células

microbianas liofilizadas viaveis apds periodos de até mais de 50 anos.

Figura 2.6 Equipamentos para microrganismos anaerébios. A. Jarra de anaerobiose para o
crescimento microbiano. B. Camara de anaerobiose, onde toda a manipulagéo é realizada
por meio de luvas fixadas no vidro da camara. Existe ainda uma saida lateral (a direita), na
forma de uma antecamara, e o ambiente € preenchido por um gas inerte, sem a presenca
de oxigénio. (Fotos: Dr. Mauricio Paiva.)



Figura 2.7 Liofilizador — aparelho utilizado para preservar microrganismos. A agua
presente no microrganismo congelado (mantido dentro das ampolas de vidro) passa ao
estado gasoso sob alto vacuo, e nessas condi¢cdes ndo ha ruptura das estruturas celulares,
gue permanecem na forma de um po seco.

Laminas e laminulas para microscopia, balancas para pesagem, algodao,
papel, pincas e espatulas, entre outros, também sao comumente encontrados
em um laboratdrio de microbiologia (Figura 2.8). O algodao utilizado para a
confeccdo de tampas para tubos, Erlenmeyers e baloes geralmente é do tipo
cardado, um algodao cru, nao purificado, de cor bege. Este é hidrofébico,
ao contrario do algoddo purificado, hidrofilico. A hidrofobicidade desse
algoddo é essencial durante o processo de autoclavacdo, pois nao ira
absorver agua, o que poderia levar a uma futura contaminacao.

Manobras assépticas

As manobras assépticas sdo técnicas que impedem a entrada de
microrganismos onde estes ndao sao desejados, ou seja, garantem boa
assepsia. Desse modo, essas manobras impossibilitam que os
microrganismos presentes no ar, ou depositados sobre as varias superficies



junto com a poeira, contaminem materiais estéreis do laboratério, como
meios de cultura, solucdes e equipamentos ou, ainda, culturas puras de
microrganismos. Ademais, impedem também que os microrganismos com

0s quais se trabalham contaminem as pessoas ou 0 ambiente.

Figura 2.8 Outros materiais comuns em um laboratério de microbiologia. A. Laminas e
laminulas para observagdes microscopicas. B. Pincas e espatulas. C. Algodao cardado.

As manobras assépticas referentes a manipulacdao de culturas (Quadro
2.2) envolvem basicamente o uso de um bico de Bunsen e a realizacao de
toda a manipulacdo dentro da chamada “zona de seguranca”, que nada mais
€ que a regido ao redor da chama, a mais proxima possivel sem que haja
perigo de superaquecimento ou queimaduras. Envolve também o uso de
alcas ou agulhas esterilizadas na chama do proprio bico (aquecimento ao
rubro, ver Capitulo 3, Métodos Fisicos e Quimicos de Controle do
Crescimento Microbiano), ou, se for o caso, o uso de pipetas estéreis que
serdo abertas apenas no momento do uso. Todos os recipientes estéreis, ao
serem abertos, deverdo ter suas bocas flambadas rapidamente, para garantir
a manutencao da esterilidade. Essa flambagem consiste em passar a boca de
tubos e frascos, ou mesmo a superficie das pipetas, rapidamente na chama
do bico de Bunsen, o que, além de eliminar os microrganismos
eventualmente presentes na superficie do material, cria, no caso dos tubos e
frascos, uma corrente de ar do interior para o ambiente, dificultando a
entrada de contaminantes do ar no recipiente. E importante ressaltar que a
flambagem rapida, aqui referida, difere da flambagem ao rubro, utilizada na



esterilizacdo de alcas e agulhas metalicas de inoculacdo, conforme sera
visto no Capitulo 3.

Quadro 2.2 Algumas das principais técnicas de manobras assépticas.

® Trabalhar em dreas submetidas previamente a limpeza e desinfeccdo, para reduzir o nimero

de potenciais microrganismos contaminantes.

m Trabalhar dentro da “zona de sequran¢a” do bico de Bunsen, ou seja, os recipientes (tubos de

ensaio, placas de Petri etc.) com meio de cultura devem ser abertos préximos a chama do bico.
® Flambar ao rubro alca ou agulha, antes e apds cada inoculacdo.

m Deixar esfriar o instrumento antes de obter o indculo, dentro da “zona de sequranca’,

preferencialmente na parte interna do recipiente com meio de cultura.

m Flambar rapidamente a boca dos tubos contendo microrganismos ou meio estéril,
imediatamente ap6s abri-los ou antes de fecha-los. A tampa nunca deve ser colocada sobre a

bancada, sendo retirada e mantida sequra pelo dedo minimo da mao durante a inoculagdo.

m Desembrulhar a pipeta estéril dentro da “zona de sequranca’, flambd-la rapidamente e

manté-la nessa zona durante o trabalho.

O sucesso na manutencao da pureza de microrganismos cultivados so
ocorrera se técnicas assépticas forem seguidas. Isso inclui o preparo de
meio de cultura estéril, a esterilizacao de todo o material que entrara em
contato com o meio de cultura e a manipulacdao de culturas utilizando-se as
manobras assépticas. Na Figura 2.9 é possivel observar uma sequéncia de
manobras assépticas realizadas na transferéncia de uma cultura microbiana
contida em tubo de agar inclinado para outro tubo.

As manobras assépticas ndo se restringem ao trabalho microbiolégico
em laboratorio. Elas tém um sentido muito mais amplo, sendo aplicadas
também em hospitais. Neste caso, um exemplo tipico se refere as



manipulacOes realizadas ndao s6 no preparo como também na propria
execucdo de uma cirurgia. Nesta, todos os instrumentos e materiais
cirurgicos utilizados sao esterilizados, e o cirurgido, os médicos assistentes,
os instrumentadores, os enfermeiros e o proprio paciente necessitam utilizar
indumentarias estéreis, além de toucas, sapatilhas e mascaras. Apesar de as
equipes cirurgicas terem as maos protegidas com luvas, elas realizam
previamente um criterioso processo de lavagem, escovacao (degermacao) e
antissepsia da pele das maos. A sala de cirurgia também deve passar por um
processo de limpeza e desinfeccdao, bem como o préprio ambiente, que pode
ser previamente submetido a esterilizacdao sob a acdao de lampada germicida
ultravioleta. Por fim, a pele do paciente, correspondente a area do campo
cirurgico, deve ser cuidadosamente preparada e submetida a antissepsia,
que, dependendo do grau de risco da cirurgia, pode ser complementada com
o uso de modernos e inovadores campos plasticos adesivos, alguns deles
impregnados com antissépticos (iodoforos) que recobrem a area da pele do
paciente na qual sera feita a incisdo cirirgica. Com isso, em cirurgias
demoradas, as luvas dos cirurgioes, apesar da antissepsia prévia, ficam
protegidas de microrganismos que existam eventualmente na pele do
paciente.



Figura 2.9 Manobras assépticas. A. Aqueca a alca ou agulha ao rubro e deixe-a esfriar
dentro da “zona de seguranca”’ do bico de Bunsen. B. Abra o tubo perto da chama. C.
Flambe rapidamente a boca do tubo e o mantenha aberto dentro da “zona de seguranca”.
D. Retire a amostra. E. Flambe novamente a boca do tubo e feche-o. Transfira um inoculo
para um tubo estéril, cuja boca também foi flambada e mantida dentro da “zona de
seguranca”. Aqueca a alca ou agulha novamente ao rubro, antes de recoloca-la na
bancada.

SECAO 2 | PRATICA

Objetivos



Identificar e manipular corretamente a vidraria principal e outros
objetos de uso mais frequente em microbiologia

Definir cultura pura, esterilizacdo e assepsia
Descrever as principais técnicas de manobras assépticas

Desenvolver habilidade de manipular tubos com meios estéreis, bem
como transferir microrganismos de meio solido para outro meio sélido e
também para meio liquido.

Material

Tubos vazios esterilizados (16 x 150 mm)
Tubos de caldo simples

Pipetas esterilizadas (2 m?)

Tubos de agar simples inclinado

Tubos de Serratia marcescens crescida em agar simples inclinado
Alcas e agulhas de inoculagao

Algodao cardado

Papel de embrulho

Gaze

Placas de Petri

Pipetas Pasteur

Laminas e laminulas

Erlenmeyers, provetas, bécheres, pingas, swabs e outros materiais
comuns de laboratério.

Procedimentos



1° etapa. Apresentar material de laboratorio: mostrar a vidraria
principal (pipetas, placas, tubos etc.) e outros objetos de frequente
manipulacdo (alca e agulha de inoculacao, bico de Bunsen etc.).

2% etapa. Treinar manobras assépticas:

1. Distribuir meio de caldo simples estéril, contido em um tubo, para outro
tubo vazio e estéril, usando pipeta (2 m¥f). Repetir quando a técnica nao
se mostrar adequada. Incubar os tubos inoculados a temperatura
ambiente, por, no minimo, 48 horas.

2. Transferir uma porcao de Serratia marcescens crescida em tubo de agar
inclinado, contendo meio de agar simples, para outro meio idéntico,
com auxilio de alca de inoculacao.

3. Transferir uma por¢ao de Serratia marcescens crescida em tubo de agar
inclinado para meio liquido de caldo simples.

4. Incubar os tubos dos itens 2 e 3 a temperatura ambiente, por, no
minimo, 48 horas.

Observagdo: algumas estirpes de Serratia marcescens produzem em
suas células um pigmento vermelho-alaranjado apenas quando incubadas no
escuro; outras produzem o mesmo pigmento sem essa exigéncia, bastando a
incubacao a temperatura ambiente. O pigmento vermelho-alaranjado facilita
a visualizagao do crescimento bacteriano.

Interpretacao dos resultados

Manobras assépticas

1. Leitura dos tubos de caldo simples, estéreis, submetidos a transferéncia
em condicOes assépticas: a observacdo de turvacdo, formacdo de
pelicula ou depdsito no meio de cultura indica a presenca de
crescimento bacteriano e, portanto, manobra asséptica inadequada.



2. Leitura dos tubos de agar simples inclinados, inoculados com Serratia
marcescens: a presenca de crescimento vermelho-alaranjado indica
Serratia marcescens; a presenca de outro tipo de crescimento sem a
referida cor indica contaminacdo e, portanto, manobra asséptica
inadequada.

3. Leitura dos tubos de caldo simples inoculados com Serratia
marcescens: a observacao de turvacdao no meio de cultura indica
crescimento da Serratia marcescens, mas nao permite verificar se houve
ou nao contaminacao.
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Métodos Fisicos e Quimicos
de Controle do Crescimento
Microbiano

Alane BeatrizVermelho

SECAO 1| TEORIA

Introducao

Os microrganismos podem ter seu crescimento controlado por agentes
quimicos e fisicos, os quais podem atuar eliminando-os totalmente ou
impedindo seu crescimento, criando condicdes nas quais eles ndo podem se
reproduzir. Uma grande variedade de métodos pode ser utilizada, por
exemplo, calor e radiacOes ionizantes.

O controle do crescimento dos microrganismos € muito importante e
necessario na medicina e em outras areas das ciéncias da saide, como
odontologia, biologia, nutricdo, farmacia e enfermagem, bem como na
biotecnologia. Como exemplos da aplicacdo dos métodos de controle,
temos a prevencao das infeccOes hospitalares por procedimentos e técnicas
adequados, que vao desde o modo correto de lavar as maos até os processos
indicados, de acordo com normas do Ministério da Saude, para limpar,



esterilizar e/ou desinfetar artigos e equipamentos e superficies hospitalares.
O processamento correto garante o nivel adequado de microrganismos, o
que é imprescindivel para a seguranca nos atendimentos aos pacientes e da
equipe.

No campo industrial, varios métodos de controle microbiol6gico podem
ser aplicados, e este controle faz parte das etapas que garantem a qualidade
dos produtos, os quais podem ser alimentos, medicamentos, cosmeéticos,
agua entre outros.

Em laboratorios de pesquisa e também de analises clinicas, tais métodos
estdo presentes no preparo de meios de cultura e esterilizacdo de vidraria,
como pipetas, placas de Petri, ponteiras e varios outros materiais. Ademais,
nocoes basicas de limpeza, desinfeccao e assepsia sdao importantes no
preparo dos alimentos.

Deste modo, vemos a importancia da correta aplicacdo dos métodos
quimicos e fisicos de controle dos microrganismos em varias areas. A
escolha dos métodos depende dos objetivos, do tipo de material e do nivel
de controle desejado.

Neste capitulo veremos varios métodos de esterilizacdo e desinfeccao,
com énfase na area das ciéncias da saude.

Conceitos importantes

Artigos hospitalares

Sao instrumentos, objetos de naturezas diversas, utensilios, comadres,
acessorios de equipamentos, louca, talheres etc. Podem ser:

Criticos: artigos destinados a penetracdao da pele, das mucosas e de
tecidos, ou que sdo introduzidos diretamente na corrente sanguinea.
Requerem esterilizacao



Semicriticos: ndo penetram os tecidos. Sdo artigos destinados ao contato
com a pele ndao integra ou mucosas integras e requerem esterilizacao
média ou alto nivel de esterilizacdao

Nao criticos: tém contato com a pele integra. Requerem apenas limpeza
ou desinfeccdo de baixo-médio nivel.

Superficies hospitalares

O termo “superficie” se refere a mobiliario, pisos, paredes, portas, tetos,
janelas, equipamentos e demais instalacOes hospitalares ou
estabelecimentos da area da saude.

Limpeza

A limpeza €é importante no controle do crescimento dos
microrganismos. A simples remoc¢do mecanica da sujeira ou sujidade retira
os compostos que poderiam ser usados como nutrientes pelos
microrganismos, por exemplo, matéria organica (sangue, vomito, soro,
detritos alimenticios etc.). A limpeza também remove po, terra, matéria
inorganica  (sais), além, evidentemente, de também remover
microrganismos. A limpeza de artigos e superficies pode ser feita pela
friccdo mecanica com dagua, sabdo, esponja, pano ou escova. Podem
também ser usadas maquinas de limpeza com jatos de agua quente ou
detergente ou ainda maquinas de ultrassom com detergentes/desincrustantes
associados ou ndo a produtos enzimaticos auxiliares de limpeza, como
peptidases e lipases (Figura 3.1). Apos limpeza, deve-se realizar o enxague
com agua potavel e corrente. Os artigos podem ser secos com panos limpos,
com secadora de ar quente, estufa ou ar comprimido medicinal.
Dependendo do destino do artigo, ele sera entdao guardado ou submetido a
desinfeccdo ou esterilizacao.



Descontaminagao

Limpeza realizada com agentes fisicos ou quimicos com objetivo de
remover agentes contaminantes, por exemplo, fluidos e secrecdes corporais
com agentes infecciosos. Pode ser feita também por friccdo com esponja,
pano ou escova embebidos em produtos quimicos. A imersao completa do
artigo em desinfetante, acompanhada ou nao de friccdo com esponja e
escova, pode ser usada. Outra técnica emprega pressao de jatos de agua
com temperatura entre 60 e 90°C durante 15 minutos (maquinas lavadoras
sanitizadoras e similares). Apos a descontaminacdo, os artigos devem ser
secos, guardados ou processados por esterilizacdo. A Figura 3.2 ilustra uma
maquina de limpeza termodesinfetadora, e a Figura 3.3, uma pistola ou
mangueira de ar comprimido que auxilia a secagem do material.

Figura 3.1 Bacia ultrassdnica do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho. Com
vibracdo ultrassbnica e agua a 40°C, ela auxilia a limpeza de material cirdrgico, bandejas,
caixas, pincas, material de cirurgias ortopédica e neurolégica e materiais canulados com
lume.

Sanitizacao



Processo realizado com agentes quimicos que leva a diminuicdo da vida
microbiana, principalmente microrganismos prejudicais a saude. Segundo a
apostila Orientagées para os consumidores de saneantes, todos 0s produtos
usados na limpeza e conservacdo de ambientes (casas, industrias,
escritorios, lojas, hospitais) sdo considerados saneantes, e incluem
detergentes liquidos, detergentes em pé e sabdes em po, ceras para pisos e
assoalhos, agua sanitaria, inseticidas, repelentes de insetos, raticidas e
desinfetantes. “Sanitizacdo” também é um termo muitos usado para se
referir a limpeza de utensilios alimentares e equipamentos de manipulacao
de alimentos até os niveis seguros de saude publica.

Figura 3.2 Maquina termodesinfetadora de agua quente (70°C) do Hospital Universitario
Clementino Fraga Filho, usada para materiais de assisténcia, ventiladores, tragueias,
bolsas ventilatorias, mascaras ventilatorias e respiratorias, ambus (reanimadores manuais),
conexdes, conjunto para macronebulizacdo e outros materiais. Essa maquina utiliza
preparacdes industriais de detergentes enzimaticos com varias enzimas com atividade de
lipase e peptidase.



Figura 3.3 Pistola de ar comprimido do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho para
auxiliar a secagem de material.

Desinfeccao

E a eliminacdo parcial (ou reducdo) do niimero de microrganismos
(principalmente patogénicos) presentes em um material inanimado. A
desinfeccdo é feita por agentes quimicos — os desinfetantes. Pode também,
como na descontaminacdo, ser realizada por método fisico com agua em
ebulicdo e maquina automatica de agua quente (60 a 90°C). Existem
basicamente trés tipos:

Desinfeccao de baixo nivel, em que os agentes quimicos usados tém
acdo contra a maioria das bactérias, alguns virus e fungos, mas ndao
inativam microrganismos mais resistentes como as micobactérias e 0s
enddsporos bacterianos

Desinfeccdao de nivel intermediario, em que os agentes destroem a
maioria das bactérias incluindo as micobactérias, mas nao os
enddsporos



Desinfeccdo de alto nivel, em que os agentes sdo eficientes contra todos
0S microrganismos, exceto endosporos.

Antissepsia

Assemelha-se a desinfeccdao, porém esta relacionada a tecidos vivos. E
feita, também, por meio de agentes quimicos, denominados antissépticos,
em concentracoes adequadas para esses tecidos.

Esterilizacao

E a eliminacado total dos microrganismos e esporos. Métodos quimicos e
fisicos podem ser usados.

Saneante

d

E um termo mais amplo. De acordo com a Resolucdao da Diretoria
Colegiada (RDC) n? 59 da Anvisa, de 17 de dezembro de 2010, produtos
saneantes e afins, mencionados no art. 12 da Lei n® 6.360, de 23 de setembro
de 1976, sdo substancias ou preparacoes destinadas a aplicacao em objetos,
tecidos, superficies inanimadas e ambientes, com finalidade de limpeza e
afins, desinfeccao, desinfestacdo, sanitizacdo, desodorizacdo e odorizacao,
além de desinfeccdo de agua para consumo humano, hortifruticolas e
piscinas.

Alvos celulares

Existem diferentes alvos nos quais os agentes quimicos e fisicos podem
atuar impedindo o crescimento dos microrganismos ou eliminando-os
totalmente.

Parede celular



A parede celular de bactérias é composta basicamente pelo biopolimero
denominado peptideoglicano, que protege os procariotos da lise osmotica.
Agentes antimicrobianos que tém como alvo essa estrutura levam a morte
celular por lise osmatica.

Membrana citoplasmatica

A membrana citoplasmatica é alvo de muitos agentes antimicrobianos.
Composta por lipidios e proteinas, uma de suas funcdes é o controle da
passagem de nutrientes para a célula e a eliminacao de substancias toxicas.
Em bactérias gram-negativas existe uma membrana externa cobrindo a
peptideoglicana, que, em adicdo aos lipidios e as proteinas, tem em sua face
externa lipopolissacarideos. Alguns agentes antimicrobianos podem
danificar essa estrutura, o que acarreta perda da sua integridade, por
exemplo, o amoOnio quaternario, levando ao extravasamento do meio
intracelular.

Enzimas e proteinas

Enzimas e proteinas possuem importantes funcOes fisiologicas e
estruturais nos microrganismos. Agentes que atuam nessas moléculas, tais
como o calor e alguns agentes quimicos, rompem as pontes de hidrogénio,
dissulfeto ou covalentes, levando a desnaturacao da proteina ou enzima com
perda de suas funcoOes celulares. Ocorre uma alteracdo do metabolismo
celular e da sintese de proteinas.

DNA e RNA

Os acidos nucleicos sdao a fonte da informacdo celular. Danos nessas
moléculas decorrentes de agentes fisicos, como calor, radiagdes ou agentes
quimicos, levam a morte celular por impedir a replicacao celular e a sintese
de proteinas e enzimas.



Métodos de controle do crescimento microbiano

O crescimento celular pode ser controlado por diferentes métodos. O
Quadro 3.1 resume os principais métodos quimicos e fisicos usados para
controle do crescimento dos microrganismos.

Existe uma variacdo muito grande em termos de sensibilidade entre os
microrganismos e os enddsporos de procariotos aos métodos fisicos e
quimicos de controle descritos neste capitulo. A Figura 3.4 detalha, em
ordem decrescente de resisténcia a esses agentes, 0s prions, O0S
microrganismos e os endosporos. Os prions sdao uma proteina simples. Nao
sao considerados seres vivos porque nao tém genoma, mas sao infecciosos e
causadores de sérios disturbios, por isso sdao alvos dos processos de
desinfeccdo e esterilizacdo. Sado resistentes a radiacOes ionizantes e
ultravioleta que degradam os acidos nucleicos, 6xido de etileno, proteases e
também procedimentos tradicionais de esterilizacao. SO podem ser
inativados com solventes como benzeno, hipoclorito sédico (20°C, 1 hora)
e hidroxido sodico 2 N.

Quadro 3.1 Métodos fisicos e quimicos de controle dos microrganismos.

Métodos fisicos

®m Temperatura

® Radiacdo

m Filtracao

m Dessecacdo/desidratacao
® Remocdo de 0,

m Vibracdo ultrassonica



Métodos quimicos
m Desinfetantes
® Antissépticos

m Preservativos usados em alimentos

Prions
Doenca de Creutzfeldt-Jakob (mal da vaca louca;
encefalopatia espongiforme bovina [EEB])

l

Endosporos bacterianos
Bacillus subtilis
Clostridium difficile

i

Micobactéria
Mycobacterium tuberculosis
Micobactérias atipicas

l

Virus ndo lipidicos
Poliovirus
Rinovirus

l

Fungos
Candida sp.
Crypfococcus sp.

l

Formas vegetativas de bactérias
Pseudomonas sp.
Salmonella sp.

l

Virus lipidicos
HBV/HIV/herpes-virus




Figura 3.4 Crescimento dos microrganismos por ordem decrescente de resisténcia.

Métodos fisicos

Os métodos fisicos sdao muito utilizados para promover a
descontaminacdao, a desinfeccdio e a esterilizacdo. Os métodos
frequentemente empregados para atingir esses objetivos usam como
principio o calor, a radiagdo e a filtracao.

O Quadro 3.2 enumera os principais deles e suas aplicacoes.

Temperatura

O calor é um dos mais importantes métodos usados para controle do
crescimento e para eliminar os microrganismos. E o principal método de
eleicdo por ser seguro, de baixo custo e nao formar produtos t6xicos. Acima
da temperatura ideal de crescimento, o calor vai promover a desnaturacao
de proteinas estruturais e enzimas, levando a perda da integridade celular e
morte (Figura 3.5).

O calor seco elimina os microrganismos também por processo de
oxidacdo. O calor imido na forma de vapor tem maior poder de penetracao
e elimina as formas vegetativas dos procariotos, virus e fungos e seus
esporos. A morte pelo calor é uma funcdo exponencial que ocorre a medida
que a temperatura se eleva. O tempo de reducdao decimal (valor D) é o
tempo de exposicdo necessario a uma determinada temperatura para reduzir
a um décimo o numero original de microrganismos viaveis (para matar 90%
deles). Quanto maior a temperatura, menor sera o valor D (1 temperatura —
I D). Deste modo, sao necessarias rapidas exposicoes a temperaturas altas
para uma grande reducdo no numero de microrganismos viaveis. A Figura
3.6 mostra o valor D para temperaturas diferentes em uma mesma
populacao bacteriana.



Quadro 3.2 Métodos fisicos de controle do crescimento.

R e

Calor Autoclave Desnaturagao de Vidrarias, meios de cultura,
proteinas roupas de cama
hospitalares,
bandagens, curativos,

artigos hospitalares

termorresistentes
Pasteurizacao Desnaturagao de Alimentos: cerveja, leite,
proteinas queijos etc.
Estufa Desnaturagao de Instrumentos metalicos,
proteinas e oxidacao pos, 6leos e vidrarias
Flambagem Desnaturagao de Esterilizacdo de alcas e
proteinas e oxidacao agulhas microbioldgicas
Apertizacao Desnaturagao de Alimentos
proteinas
Baixas Refrigeracao Diminuicdo do Preservacdo de alimentos
temperaturas metabolismo, taxa de
crescimento e
atividade enzimatica
Congelamento Diminuicdo do Preservacao de alimentos

metabolismo, taxa de

crescimento e



Radiacao

Filtracao

Dessecacao/

desidratacdo

Ultravioleta

lonizante

Filtros para ar HEPA

Filtros para

liquidos

Defumacao

Liofilizacao

atividade enzimatica,

formacao de cristais

Formacao de dimeros de

timina no DNA

Formacdo de radicais
livres que danificam
moléculas e acidos

nucleicos

Retencdo de particulas

maiores que 0,3 mm

Retencdo de particulas
maiores que 0,25 mm

(procariotos)

Remocdo da dgua por

calor

Remoc¢do da dqua por
congelamento rapido,
com nitrogénio liquido,
avacuo. Aqua
congelada passa por

sublimacao

Controle microbioldgico
em superficies, fluxos

laminares

Esterilizacao de plasticos,
produtos farmacéuticos
e preservacao de

alimentos

Controle microbioldgico
em fluxos laminares,
salas de cirurgia e

enfermarias especiais.

Esterilizacao de meios de
cultura e outras

substancias termolabeis

Conservacdo de carnes

Preservacdo de culturas e

alimentos



Vibracao Limpador Elimina os Limpeza de equipamentos,

ultrassonica ultrassonico microrganismos aparelhos
através de vibragoes odontoldgicos,
sonoras de alta tratamento de esgoto
poténcia
Remocao de Empacotamentoa  Remogdo do oxigénio. Preservacao de alimentos
oxigénio vacuo Usado na inddstria de

alimentos para leite
em po, café e
enlatados. Elimina
microrganismos

aerobios

HEPA: high-efficiency particulate arrestance (filtro de ar com alta eficiéncia na separacao de

particulas).

—
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Proteina ativa Proteina inativada

Figura 3.5 Efeito do calor nas proteinas, mostrando sua desnaturacgao.

Todos o0s microrganismos sdao sensiveis ao calor; entretanto, 0S
enddésporos bacterianos, em razdo de caracteristicas peculiares na sua
estrutura, sdo mais resistentes. Sao estruturas bastante desidratadas, com 10



a 30% de agua no protoplasma, em contraste com as células vegetativas que
possuem 70%. Essa desidratacao ocorre durante o processo de esporulacao.
Esse baixo teor de agua reduz a quantidade de agua associada a proteinas do
core, estabilizando-as e evitando a desnaturacao térmica. Os enddsporos
bacterianos acumulam minerais como Ca®", Mg*", Mn?', os quais estdo
localizados no core. Esta mineralizacdao esta associada ao baixo teor de
agua. Outros fatores de protecdo sdao as pequenas proteinas acidas soliveis
(PPAS), um grupo de proteinas que se liga ao DNA, protegendo-o, e a
sintese de acido dipicolinico, o qual forma uma estrutura semelhante a um
gel. Em suma, os principais alvos do calor umido identificados sdao as
PPAS, a mineralizacdo e a desidratacdo. Por outro lado, o calor seco atua
mais no DNA causando perdas de bases como ocorre na depurinizacao e
nas mutacoes. O papel do acido dipicolinico é menos definido, mas
mutacoes nos genes que codificam esse composto aumentam o contetido de
agua do enddsporo e, em consequéncia, diminuem sua resisténcia ao calor.
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Figura 3.6 A. Efeito da temperatura em uma populacdo de bactérias. O tempo de reducgéo
decimal (D) foi obtido em trés temperaturas diferentes. Na temperatura de 70°C, o valor de
D é de 3 minutos; a 60°C, de 12 minutos; e a 50°C, de 42 minutos. B. Tempo de reducéo
decimal para um procarioto mesofilo e outro termofilo. Um mesofilo exposto a 110°C por



menos de 20 segundos resultou na redugdo decimal (&), enquanto para o termofilo a
mesma temperatura levou 10 minutos para atingir a redug&o decimal (b).

Por causa dessas caracteristicas, para os enddsporos serem destruidos,
sdo necessarias temperaturas acima de 100°C, com tempos variaveis que
dependem da espécie de procarioto. As formas vegetativas das bactérias sao
mais facilmente eliminadas (60 a 70°C). Os esporos de fungos sao forma de
reproducao e de dispersao das espécies. Podem ser eliminados em
temperaturas que variam de 60 a 70°C. As formas vegetativas dos fungos
sao destruidas na faixa de 50 a 60°C.

Na temperatura de 100°C, por exemplo, os enddsporos do Clostridium
botulinum levam 5,5 horas para serem eliminados, ao passo que na
temperatura de 121°C bastam 4 a 5 minutos.

Autoclave. Equipamento que emprega o vapor d’agua sob pressao
que produz a temperatura minima de 121°C. Quanto maior a pressao da
autoclave, maior a temperatura. Quando o vapor em fluxo livre, a 100°C, é
colocado sob uma pressao de 1 atmosfera acima da pressao do nivel do mar,
isto é, cerca de 15 libras de pressdao por polegada quadrada (psi), a
temperatura sobe para 121°C. Aumentando a pressao para 20 psi, a
temperatura sobe para 126°C. Existem diferentes tipos de autoclaves, as
quais podem ser horizontais, verticais, elétricas ou a gas. Uma grande
variedade de modelos e tamanhos de autoclave existem no mercado, de
acordo com o0s objetivos. O equipamento é constituido por um recipiente
metalico com tampa hermeticamente fechada e valvulas de seguranca e
ajuste de pressao e um manometro para controle da temperatura.

Esse método destroi as formas vegetativas e esporuladas de procariotos
e fungos, promovendo a esterilizacdo. Ja os prions, por serem agentes
extremamente resistentes aos métodos de desinfeccao e esterilizacao
utilizados habitualmente, sdo uma excecdo. Na autoclave, o minimo



recomendado para os prions é 134°C por 1 hora para eliminar a maioria dos
prions. O prion 362 K do scrapie pode ser eliminado por autoclavacdo por
15 minutos/130°C. A utilizacdo de formaldeido em concentracdao de 10
minutos reduz o titulo de prions em 30 vezes, sendo um adjuvante
interessante no tratamento térmico. Entretanto, a legislacao brasileira proibe
o uso de formaldeido e de paraformaldeido para desinfeccao e esterilizacao
(Resolucao n® 91, de 28 de novembro de 2008, da Anvisa).

Segundo recomendacOes da Organizacao Mundial da Satide (OMS) e da
Unido Europeia (UE), os tratamentos que asseguram completam inativacao
dos prions, rotineiramente usados desde 1995 no centro de esterilizacao de
materiais em hospitais, incluem:

Tratamento fisico: calor imido no tempo de 20 minutos de exposicdao a
temperatura de 133°C, a pressao de 3 bars (1 bar = 14 psi)

Tratamento quimico: 1 hora na presenca de uma solucao concentrada de
hidroxido de sodio

Tratamento quimico: 1 hora na presenca de uma solucao concentrada de
hipoclorito de sodio a 50%.

A autoclavacdo é um método muito usado em laboratérios, hospitais,
clinicas odontolégicas (Figura 3.7A e B) e de estética, entre outras
similares. O ar normalmente dificulta uma esterilizacado eficaz, impedindo o
contato direto do agente esterilizante (vapor) com o material, o que torna
menos eficiente sua penetracdo. Por esse motivo as autoclaves possuem
mecanismos para remover o ar, o que pode ser obtido por gravidade ou por
vacuo. Entretanto, autoclaves sem sistemas de remocdao do vapor também
sao muito usadas, por exemplo em laboratorios de pesquisa. Neste caso, o
material pode ser seco posteriormente em outro tipo de equipamento, como,
por exemplo, estufas.

Os tipos de autoclaves sdo:



Autoclave gravitacional. O ar é removido por gravidade e sai por uma
valvula na parte inferior da camera a medida que o vapor ¢é injetado. O
aquecimento é feito de fora para dentro. £ um processo lento e que
permite a permanéncia de ar residual. Apoés a autoclavacao, o material é
seco na propria autoclave (Figura 3.8)

Autoclave com sistema de vacuo. O ar é previamente removido por
vacuo. Quando o vapor entra, penetra instantaneamente os artigos na
auséncia de ar residual. O vacuo pode ser feito através de uma bomba
de succdo em um unico pulso (alto vacuo) ou por meio de injecOes e
retiradas rapidas do vapor (alto vacuo com ciclo pulsatil). Este ultimo
sistema é o mais eficaz porque é dificil obter niveis adequados de vacuo
em um unico pulso.

Artigos, liquidos, meios de cultura, vidrarias, curativos e outros
materiais termorresistentes devem ser esterilizados por esse método, que € o
mais eficaz. Em hospitais, os artigos sdao colocados em involucros especiais
para esterilizagao, como papel grau cirurgico, papel kraft com pH 5 a 8,
filme de poliamida entre 50 e 100 micra de espessura. O tempo de
esterilizacdo depende do tipo e da quantidade do material. Por exemplo,
para grandes pacotes de roupa, o tempo de processamento é de 60 minutos.
Nao deve ser usado papel-aluminio, por ser resistente ao calor. A Figura 3.9
ilustra a central de material esterilizado do Hospital Universitario
Clementino Fraga Filho.



Figura 3.7 A. Autoclave usada em clinica odontolégica. B. Autoclave hospitalar. O material
€ seco posteriormente.
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Figura 3.8 Autoclave hospitalar gravitacional com a porta fechada (A) e com a porta aberta
(B), do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho.



O monitoramento da eficiéncia da autoclavacao pode ser realizado por
testes semanais com o uso de um indicador biologico (Bacillus
stearothermophilus) em fitas termossensiveis ou em culturas (ver adiante
topico Testes de validacdo, indicadores quimicos e indicadores biol6gicos).
Podem também ser usadas fitas de papel crepe como indicador da eficacia
da esterilizacdo para monitorar a temperatura da autoclave ou fitas de papel
de filtro 3M (Figura 3.10). Devem-se registrar controles da pressao interna
e externa das cameras, da pressao negativa e temperatura a cada ciclo de
esterilizagcdo, da temperatura interna e os defeitos a cada esterilizagao.

Figura 3.9 Armazenamento de material esterilizado na autoclave (calor imido) ou 6xido de
etileno de centro cirdrgico do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho.

Apertizacao. Trata-se de um método muito utilizado na industria
para preservar alimentos da contaminacdao microbiana em embalagens de
lata, vidro e até embalagens flexiveis. Os alimentos apertizados mais
comuns sdo as conservas vegetais (ervilha, milho, tomate, feijao, cogumelo,
palmito, cenoura, aspargo, alcachofra), frutas enlatadas ou compotas



(abacaxi, péssego, figo, pera), pescado (sardinha, atum, marisco), carnes
(bovina, fiambrado, frango), sopas e derivados de frutas (geleias e doces em
massa). O processamento ocorre em temperaturas de 115 a 125°C, sob
pressao de vapor, em autoclave, de modo que os alimentos ndao percam sua
qualidade.
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Figura 3.10 Caixa de ponteiras para micropipetas vedada com fita termossensivel, antes
da autoclavacéo (A) e depois da autoclavacéo (B), indicando que houve esterilizacao pelo
aparecimento das marcas negras na fita termossensivel 3M comercial (C). Apoés
autoclavacéo, se o aparelho estiver com a temperatura adequada, a faixa amarelo-clara
central fica com marcas pretas.

Pasteurizacao. Método muito usado na inddstria de alimentos que
s6 podem ser submetidos ao calor em condicdes controladas para nao
desnaturar os nutrientes. O nome é uma homenagem a Louis Pasteur, por ter
desenvolvido um método que empregava aquecimento leve prevenindo a
deterioracdo da cerveja e do vinho sem alterar o sabor dos produtos. Na
pasteurizacdo ocorre reducdo no nudmero dos microrganismos pela
exposicao breve a uma temperatura relativamente alta. Ndo esteriliza.
Existem basicamente trés tipos:

Ultra-alta temperatura (UHT, ultra-high temperature) — (141°C/2
segundos)

Alta temperatura (HTST, high temperature, short time) — (72°C/15
segundos)



Baixa temperatura (LTH, low temperature heating) - (63°C/30
minutos).

Como exemplos de alimentos pasteurizados podemos citar o leite e a
cerveja. No leite podem aparecer bactérias patogénicas como a Brucella,
agente etiologico da brucelose; a Coxiella burnetii, que causa uma
pneumonia atipica; a Mycobacterium bovis, agente da tuberculose em
bovinos; e a Salmonella. A industria de laticinios emprega rotineiramente
um teste para determinar se o produto foi pasteurizado, que é o teste da
fosfatase alcalina, uma enzima presente no leite que é inativada apos a
pasteurizacdo. Para o leite, é muito empregado o método de pasteurizacao
UHT (leite longa vida), que lhe permite ser armazenado sem refrigeracao. O
método HTST mata os patégenos e diminui as contagens de
microrganismos do leite, mas este deve ser conservado sob refrigeracdo. A
pasteurizacao, portanto, aumenta o tempo para consumo do produto (tempo
de prateleira) e torna-o seguro. A Figura 3.11 mostra um pasteurizador de
uma industria de laticinios.

Agua em ebulicdo. E o vapor d’agua livre (100°C/20 minutos),
que destréi as formas vegetativas e alguns enddsporos (dependendo do
tempo usado e da espécie de bactéria). A maioria dos endosporos e alguns
virus, como o da hepatite, podem sobreviver 30 minutos na fervura. Nao é
um método de esterilizacdo, apenas permite o controle do crescimento
microbiano.



Figura 3.11 Pasteurizador para alimentos.

Estufa e fornos. Tém menor poder de penetracdo que o calor
umido e usam temperaturas e tempos maiores. A caracteristica comum entre
os métodos é a auseéncia de umidade, o que torna o processo menos
eficiente e demorado.

Na literatura sdo citados diferentes tempos e temperaturas necessarios
para esterilizacdao. Alguns autores recomendam 2 horas a 170°C para
inativacdo do virus da hepatite C em artigos contaminados com esse



microrganismo. Outros recomendam trés tempos-temperaturas gerais:
180°C/30 minutos, 170°C/60 minutos ou 160°C/2 horas. Neste capitulo
vamos empregar as indicacOes de uso do Ministério da Saude, que
recomenda o uso de estufas e fornos para artigos e materiais que nao podem
ser autoclavados, como o6leos, pés, caixas de instrumentos cirurgicos e
metais. O Quadro 3.3 resume estas indicacOes de uso contidas no manual
Processamento de artigos e superficies em estabelecimentos de saude, do
Ministério da Saude (1994).

Na estufa, o material é aquecido por conducao e por conveccao. O calor
seco nao é corrosivo para objetos metalicos e afiados e ndo desgasta a
superficie dos vidros (Figura 3.12).

Os materiais e artigos a serem esterilizados por esse método podem ser
enrolados em material adequado ao uso em autoclaves, como papel grau
cirurgico, papel crepado e poliamina, entre outros, ou colocados
diretamente em caixa de metal para instrumental ou outro material
compativel com a autoclave.

Quadro 3.3 Tempo e temperatura para esterilizacao de artigos e substancias segundo
recomendacdes do Ministério da Saude.

m Temperatura (°() Tempo (minutos)

Aco inoxiddvel e outros metais* 160 120
170 60
Vaselina liquida e outros dleos (altura 160 120
de 0,5 cm)
Pés (100 g) 160 120

*Para metais, é necessario validar o processo.



Figura 3.12 Estufa de secagem de material e esterilizacdo. (Foto: Instituto de Microbiologia
Paulo de Goes.)

Para monitorar, devem ser realizados testes semanais usando o Bacillus
subtilis (ver adiante Quadro 3.6) e usadas fitas termossensiveis apropriadas
para o calor seco.

Flambagem. Ocorre combustdao completa dos microrganismos em
alcas e agulhas microbiologicas, as quais sdo aquecidas diretamente na
chama do bico de Bunsen até ficarem rubras (Figura 3.13).

Incineracdo. E a combustio completa para descontaminacio de
material hospitalar de uso descartavel (luvas, material plastico) e lixo
contaminado em geral, tanto hospitalar como de laboratorios. Animais de
experimentacao, quando do descarte, também devem ser incinerados.

A baixa temperatura ¢ um método de controle dos microrganismos
porque causa diminui¢do na taxa de crescimento e na atividade enzimatica.
Entretanto, pode ndo causar a morte celular. Os microrganismos
patogénicos sao geralmente meso6filos (ndo crescem a 5°C), embora existam



excecOes como certas amostras de Clostridium botulinum, que crescem a
5°C.

O efeito das baixas temperaturas sobre os microrganismos depende do
microrganismo e da intensidade da aplicacgao.



Figura 3.13 A. Algca e agulha de inoculagdo microbiolégica. B. Alca sendo flambada até
ficar rubra na chama do bico de Bunsen. (Foto: Instituto de Microbiologia Paulo de Gées.)

Refrigeracao. Nos refrigeradores comuns (2 a 7°C) a taxa
metabolica da maioria dos microrganismos € tao reduzida que eles nao
podem se reproduzir. A refrigeracdo comum tem mais efeito bacteriostatico;



entretanto, microrganismos psicrofilos, como as pseudomonas, crescem
lentamente em baixas temperaturas, alterando o sabor dos alimentos apos
algum tempo. O método € usado para a preservacao de alimentos durante
periodo limitado de tempo.

Congelamento. Usado para preservar alimentos nas residéncias e
na industria alimenticia. O congelamento rapido tende a tornar os microbios
dormentes, mas nao necessariamente os mata. O congelamento lento faz
com que cristais de gelo se formem e crescam, rompendo as estruturas
celular e molecular das bactérias. Em alimentos ha a possibilidade de
sobrevivéncia de microrganismos. O congelamento de alimentos é feito em
torno de 17 a 18°C abaixo de zero, o que retarda o crescimento das
bactérias, impedindo a deterioracdao dos alimentos. Os freezers domeésticos,
com temperatura entre —14 e —17°C, possibilitam o emprego desse método.
Ja no setor industrial, o congelamento pode ser feito muito rapidamente,
porque é possivel obter temperaturas bem mais baixas (-45°C, —80°C, —
195°C).

Quanto mais rapido for o congelamento, melhor, pois assim se formam
menos cristais. Estes causam uma ruptura celular que gera forte exsudacao,
havendo grande perda de nutrientes e peso.

As radiagOes constituem um método eficaz para reduzir ou eliminar os
microrganismos. Existem varios tipos de radiagdes eletromagnéticas, como
os raios X e outras radiacOes ionizantes, ultravioleta, feixes de elétrons e
micro-ondas.

Raios X com comprimento de onda de 0,1 a 40 nm e radiacdao gama (y)
com comprimentos ainda menores sao radiacOes ionizantes porque possuem



energia para retirada dos elétrons das moléculas, ionizando-as (formando
ions). Um “rad” (radiation absorbed dose) é uma unidade antiga de energia
de radiacdao absorvida por grama de tecido (100 erg/g). A unidade SI
(Sistema Internacional de Unidades) é o “gray” (1 Gy = 100 rad), um
milirrad é um milésimo do rad. Muitos procariotos sdao mortos pela
absorcdo de 0,3 a 0,4 milirrad de radiacado, e os poliovirus sdo inativados
por 3,8 milirrads. Os seres humanos ndo podem receber mais do que 50
rads.

A principal molécula ionizada é a agua, com a formacao de radicais
toxicos que levam a perda de elétrons por varias moléculas e formacao de
radicais livres. A acdo mais prejudicial € no DNA, mas atinge outras
moléculas como proteinas, levando a morte celular:

HzO i H20+ + e
H,O0" + H,O —» H,0O" + OHe (radical hidroxila)
e+ H,O — OH™ + He (radical hidrido)

Existem varias fontes de radiacao, incluindo aparelhos de raios X, tubos
de raios catodicos e nuclideos radioativos. Essas fontes produzem raios X
ou raios y. As principais fontes de radiacdao gama-ionizante comercial sao o
cobalto 60 e o césio 137.

A radiacdo € rotineiramente usada para processos de esterilizacdo e
descontaminacdo de suprimentos médicos e de produtos alimenticios. Nos
EUA, a Food and Drug Administration aprovou o uso de radiagdo para
suprimentos médicos, materiais descartaveis de laboratério e em tecidos
para enxertos. A radiacdo gama € mais usada para a esterilizacao de
materiais plasticos, suprimentos médicos, materiais descartaveis e alimentos
termolabeis (em que ndo permanecem residuos de radiacao), como
hamburgueres e frango. A radiacdo ionizante é extremamente perigosa, com
alto poder de penetragdo, por isso exige normas técnicas que regulamentem



seu uso, o qual requer supervisdao da Comissao Nacional de Energia Nuclear
(CNEN).

Por ser um método de alto custo, no Brasil prevalece nos hospitais a
esterilizacdo por 6xido de etileno (ver adiante topico Métodos quimicos).

Essa radiacdo ndo ionizante tem sua atividade microbicida na faixa de
comprimento de onda 240 a 280 nm, sendo 260 nm o comprimento mais
efetivo para eliminar microrganismos.

E um tipo de radiacio mutagénica, que leva a formacdo de dimeros de
timina, os quais impedem a acdao da DNA polimerase. Tem acao
microbicida mas baixo poder de penetracdo, por isso seu uso €
recomendado apenas em superficies (ndo atravessa solidos, muito pouco em
liquidos). E muito eficaz na inativacdo dos virus e perde sua eficiéncia na
presenca de matéria organica. Em hospitais, sua acdo é limitada a destruicao
dos microrganismos no ar e em superficies. Estudos realizados nos EUA
demonstraram que a luz UV nas salas cirurgicas diminuiu as taxas de
infeccao de 3,8 para 2,9% nas infeccGes pés-operatérias. Entretanto, seu
uso em outros locais, como quartos de isolamento, ndo é recomendado, por
provocar eritemas e ceratoconjuntivite em pacientes. E muito usado em
laboratorios de pesquisa e clinicos e em salas de cirurgia, nos fluxos
laminares ou superficies em geral (Figura 3.14). A luz UV é usada para
desinfetar vacinas e outros produtos médicos. A luz solar possui radiacao
ultravioleta, mas em comprimentos de onda mais curtos; ademais, a
radiacdo mais efetiva para eliminar os procariotos € filtrada pela camada de
ozonio.



E a radiacio com os maiores comprimentos de onda do espectro
eletromagnético (1 nm a 1 m). As frequéncias dos fornos de micro-ondas
sdo sincronizadas para combinar niveis de energia em moléculas de agua.
No estado liquido, as moléculas de agua absorvem rapidamente a energia do
micro-ondas, liberando-a para o alimento na forma de calor. Materiais que
ndo contém agua permanecem frios (papel, porcelana, plastico), enquanto
os que a contém ficam quentes. A conducdo de energia em metais produz
descargas e faiscas, o que impede seu uso em micro-ondas. Os micro-ondas
caseiros nao podem ser usados para esterilizar. Para tanto, existem fornos
capazes de esterilizar meios de culturas, como o sistema MicroClave®, que
permite a esterilizacdo rapida de meio e solucdes microbiologicas (pode
esterilizar 1,2 £ de meio em 6,5 minutos).

Figura 3.14 Camera de fluxo laminar com luz ultravioleta para desinfeccdo de superficie,
muito usada em microbiologia. (Foto: Instituto de Microbiologia Paulo de Gées.)

Filtracao



A filtracdo pode ser usada para esterilizar gases e liquidos sensiveis ao
calor. Os filtros sdao compostos por grande variedade de materiais sintéticos,
como celulose, acetato, amianto, policarbonato, Teflon® ou outro material
sintético com poros de 0,2 a 0,25 pm, que impedem a passagem de
bactérias, menos Mycoplasma sp. Entretanto, existem diferentes tamanhos
de poros de acordo com o tipo de filtragem que se deseja (Quadro 3.4). A
Figura 3.15 mostra a filtracdo de um meio de cultura termolabil, usando
filtros metalicos com sistemas de membrana esterilizante Seitz e
Millipore™.

O uso da filtracdo é recomendado para materiais termoldbeis em
solucdo e na descontaminacdo do ar, em fluxos laminares e sistemas de
ventilacdo nos quais o controle microbiologico seja especialmente
importante, como salas de cirurgias e enfermarias de tuberculosos e
unidades de queimados. Nesse caso, o ar é passado em filtros HEPA que
removem todos os microrganismos maiores que 0,3 pm. Para verificar a
quantidade de microrganismos em um ambiente, usa-se 0 amostrador de ar
(Figura 3.16). Existem varios modelos — que devem estar de acordo com a
Resolucdo da Anvisa n? 9, de 16 de janeiro de 2003 — destinados a verificar
o grau de contaminacdo em ares de interior e que podem ter de 1 até 6
ciclos (nimero de placas de Petri). Pela legislacdao é permitido até 750
unidades formadas de colonias (UFC)/m*® em relacdio a fungos. Para
bactérias nao existe nenhuma padronizagdo. A Figura 3.17 mostra resultado
obtido com o mostrador de ar Air Ideal® de 1 ciclo (1 placa de Petri).

Quadro 3.4 Tamanhos de poros de membranas filtrantes em relagdo aos microrganismos
gue podem atravessa-las.

Tamanho do poro (mm) | Particulas filtraveis

5 Leveduras, procariotos, virus e moléculas

3 Algumas leveduras, procariotos, virus e moléculas



1,2

0,45
0,22
0,10
0,05

0,025

Maioria dos procariotos, virus e moléculas
Alguns procariotos, virus e moléculas
Virus e moléculas

Alguns virus (médios)

Pequenos virus e moléculas

Virus muito pequenos e moléculas

Figura 3.15 Meio de cultura esterilizado por filtracdo. O ar é removido por uma bomba a

vacuo ligada a um kitasato.

Dessecacao

Os métodos que utilizam como principio a dessecacdo removem a agua,

e, COMO 0s microrganismos necessitam dela para o seu crescimento, esses



procedimentos sdo eficazes para o controle do crescimento microbiano. O
mais usado é a liofilizacao.

E o congelamento rdpido do material sob N, e posterior remocdo da
agua por sublimacdo, sendo convertida diretamente do estado sélido para o
gasoso. Esse meétodo, bacteriostatico e menos destrutivo que o
congelamento, evita que as células fiquem danificadas pela expansao dos
cristais de gelo. E usado na inddstria de alimentos (café, leite) e na
preservacao de culturas bacterianas (Figura 3.18).

Figura 3.16 Sistema de amostragem de ar para a deteccdo de microrganismos no ar.
Modelo Air Ideal®, bioMérieux. (Foto: Prof. Marco Antonio Miguel e Sergio E. Fracalanzza)



Figura 3.17 Placa de Petri com col6nias de microrganismos (bactérias e fungos), coletada
com o amostrador de ar Air Ideal®. (Foto: Prof. Marco Antdnio Miguel.)

Consiste na diminuicdao do teor de agua por exposicao de alimentos
(carnes, peixes) durante horas ou dias a fumaca de madeira em combustao.



Figura 3.18 Liofilizador. Aparelno que emprega congelamento rapido e posterior
sublimacao da agua. (Foto: Instituto de Microbiologia Paulo de Gées.)

Remocao do oxigénio

Método muito usado na industria de alimentos (café, enlatados), previne
o crescimento de microrganismos aerdbios. No caso do café, usa o
empacotamento a vacuo. Deve-se tomar cuidado, entretanto, com a
presenca de microrganismos anaerdbios capazes de esporular em alimentos
enlatados. Neste caso, é melhor esterilizar pelo calor antes da remocdo de
O, (115°C/5 minutos).

Vibracao ultrassonica

Consiste em vibracbes sonoras de alta frequéncia que levam a
rompimento de células, despolimerizacdo de compostos e quebras do DNA.
Nao esteriliza.



Métodos quimicos

Sdo substancias quimicas de origem natural ou sintética usadas para
eliminar ou inibir o crescimento dos microrganismos. A resposta dos
microrganismos aos agentes quimicos varia em relacdo a fatores como pH,
temperatura, presenca de matéria organica, fase de multiplicacdo e mesmo
presenca de outros agentes quimicos. A resisténcia aos agentes pode ser
uma propriedade intrinseca do microrganismo ou adquirida, normalmente
as bactérias gram-negativas sao mais resistentes que as gram-positivas. Por
sua acdo nos microrganismos, podem apresentar:

Efeito estatico (bacteriostatico, fungistatico ou virustatico): inibicao do
crescimento. Em condigdes normais os microrganismos voltam a
crescer

Efeito microbicida (bactericida, fungicida, virucida): morte do
microrganismo.

Os agentes quimicos podem ser usados para descontaminacao,
desinfeccdo, antissepsia ou esterilizacdo. Tém maior efeito nas células
vegetativas por terem metabolismo ativo, e variacoes na sua acao ocorrem
de acordo com concentracdo da substancia e tempo de contato, pH,
temperatura, tipo de microrganismo e presenca de material organico
(possivel inativacdo da substancia). Os agentes podem ser desinfetantes e
antissépticos. Todos variam em relacdo a toxicidade seletiva, sendo que
alguns nao possuem toxicidade seletiva e outros a possuem em diferentes
graus.

Os antibioticos, agentes quimicos para controle dos microrganismos na
clinica médica, ndo serdo tratados neste capitulo. Neste ultimo grupo todos
possuem toxicidade seletiva com alvos especificos nos microrganismos,
alvos que ndo estdao presentes em células humanas e animais ou que
possuem composicdo quimica diferente.



Desinfetantes

Compostos quimicos que podem matar ou inibir o crescimento dos
microrganismos sao usados em superficies e objetos inanimados. Existem
métodos para avaliar a eficacia desses desinfetantes: o coeficiente fendlico
(CF) e 0o método da diluicao de uso, este atualmente mais usado.

Coeficiente fenélico. E um processo classico, cujo objetivo é
realizar uma comparacdo da atividade germicida de determinado
desinfetante-teste com a atividade do fenol em condicdes padronizadas
(Figura 3.19).

O calculo do CF se faz da seguinte maneira:

Maior diluicio do desinfetante-teste,
que mata o microrganismo em 10 min,
mas nao em 5 min

Maior dilui¢do do fenol, que
tem o mesmo efeito

Exemplo:

Diluicdo efetiva do desinfetante-teste — 1:100
Diluicao correspondente do fenol — 1:50
CF =100/50 = 2.

Conclusdo: o desinfetante-teste é duas vezes mais efetivo que o fenol.
Bactérias usadas nesse teste: Staphylococcus aureus ou Salmonella
typhi.

Método da diluicao de uso. Mais usado atualmente, determina a
concentracdo apropriada do desinfetante sem comparar com nenhum outro
desinfetante-padrao, como o método do fenol. Ele faz uma comparacao de
diferentes desinfetantes entre si (Figura 3.20).



Método padrdo da diluicao de uso para a avaliacdo da
atividade bactericida de desinfetantes?

Diluicdo aceitavel — morte dos microrganismos em pelo menos 59 de
cada 60 cilindros testados, em 10 minutos.

Microrganismos usados nesse teste:

Staphylococcus aureus ATCC 6538
Salmonella choleraesuis ATCC 10708
Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442.

Antissépticos

Antissépticos sdao agentes quimicos para uso topico em tecidos vivos.
Nao podem ser ingeridos. Existem testes de toxicidade que sao feitos em
culturas de células para verificar o nivel de toxicidade.



Diluigao do fenol Diluigdo do desinfetante-teste

Adicao e
cultura viavel

Cultura apos exposicao
por 5, 10, 15 minutos

Determinagdo da viabilidade
por plagueamento e

‘:: comparacao dos resultados o

Figura 3.19 Teste da determinacéo do coeficiente fendlico (CF). As solugdes de fenol e do
desinfetante-teste sdo diluidas e inoculadas com a cultura do microrganismo por
determinados intervalos de tempo. ApGs esse procedimento, a viabilidade da cultura é
avaliada em placas de Petri com meio de cultura sem os desinfetantes.



Cilindros de aco inox com a
bactéria-padréo inoculada

i Cultura de microrganismo

'J » ‘\ ;Transferénn:ia
— N f w dos cilindros
e

l& = =

e

Exposicao a diluicdes do
desinfetante por 10 minutos

Figura 3.20 Método da diluicdo de uso. Neste método, cilindros de aco inox séao
contaminados com a bactéria-teste e colocados na presenca de diluicbes do desinfetante.
Apés 10 minutos, os cilindros sdo adicionados em meio de cultura para avaliar sua

viabilidade.

Indice de toxicidade (I). E uma medida da toxicidade seletiva do
antisséptico. Os testes sdo feitos em culturas de células e visam verificar a
toxicidade do agente quimico. O indice ¢é calculado pela seguinte férmula,
sendo que o ideal é que ele nao ultrapasse 1,0, pois deve ser mais toxico a

bactéria que ao tecido:

L\

Cilindros expostos ao desinfetante
em meio de cultura

Maior diluicao que mata células de

cultura em 10 min

Maior diluicdo que mata bactérias em 10 min

&



Exemplo:

Antisséptico-teste em células de musculo cardiaco (aves): maior
diluicdo que mata as células de musculo cardiaco em 10 minutos — 1:1.000

Antisséptico-teste em Staphylococcus aureus: maior diluicio que mata
as bactérias em 10 minutos — 1:10.000

I=1.000/10.000 = 0,1

(Exemplo: iodo = 0,2; o ideal é ndo ultrapassar 1,0, deve ser mais toxico
para a bactéria que para o tecido.)

Agentes quimicos | Desinfetantes e antissépticos

Promovem a alquilacdao de grupos —-COOH, —OH, —SH e —NH, de
enzimas e acidos nucleicos, inativando-os. Em virtude da capacidade de
romperem acidos nucleicos, podem causar cancer e ndo devem ser usados
em situagOes nas quais possam afetar células humanas. O glutaraldeido, o
formaldeido e a [3-propiolactona sdo usados em solucGes aquosas, e o 6xido
de etileno, na forma gasosa (Figura 3.21).

Glutaraldeido. O mecanismo de acdo é a alquilacdao (entra como
substituto) dos grupos sulfidrila, hidroxila, carbonila e grupo amino,
alterando o DNA e a sintese proteica (ver Figura 3.22). Pode ser usado para
desinfeccdio e tem amplo espectro e acdo esporicida, promovendo
desinfeccdo de alto nivel em artigos termossensiveis (2%/30 minutos),
como equipamentos de anestesia gasosa e outros (ver Quadro 3.5). Nao €
indicado para desinfeccao e descontaminacdo de superficies. Seu uso em
estabelecimentos de saude € limitado, por causa dos vapores irritantes, pelo
odor desagradavel e pelo potencial cancerigeno. O limite de exposicao
permitido é 1 ppm/30 minutos. Exige o uso de equipamento de protecao



individual (EPI). Seu uso é indicado quando nao se pode usar vapor ou
oxido de etileno.

o) O O
{ I I

H—C—H H—C—CH,—CH,—CH, —C —H

Formaldeido Glutaraldeido
- HC —CH
H,C — CH, 70"
O—C=—0
Oxido de etileno p-propiolactona

Figura 3.21 Estrutura dos agentes alquilantes: formaldeido; glutaraldeido; 6xido de etileno
e [B-propiolactona.

Figura 3.22 Descontaminacdo de material (balde da esquerda) e desinfeccdo (balde da
direita) de artigos hospitalares usando glutaraldeido, no Hospital Universitario Clementino
Fraga Filho.



A presenca de matéria organica diminui sua eficacia, embora continue
ativo.

Pode ser usado para esterilizacdao por imersao (2%/10 horas, tempo de
acordo com o fabricante) a frio de artigos criticos termossensiveis, como
enxertos de acrilico etc. (ver Quadro 3.5). A temperatura nao deve ser maior
que 25°C. A solucdo deve ser descartada ao final do dia ou antes de se
verificar alteracdo no seu aspecto ou depositos (Figura 3.22).

Quadro 3.5 Agentes quimicos de controle do crescimento microbiano e recomendacdes de
uso.

(Categoria Mecanismode | Agente
acao quimico
Agentes Alquilam grupos  Glutaraldeido Desinfetante
A —COOH, —OH e - Artigos termossensiveis,
NH, equipamentos de anestesia

gasosa, conexdes e acessorios de
respiradores artificiais,
endoscdpios de fibra Optica,
artigos nao descartdveis,
metalicos ou corrosivos com
hipoclorito, instrumental
odontoldgico, equipamentos de

aspiracao
Oxido de etileno  Esterilizante

Usado para esterilizar marca-passos,

proteses, instrumentos de



Fendis

Biguanidas

Halogénios

Desnaturam

proteinas

Danificam
membrana

citoplasmatica

Oxidam grupos —
SH, —=NH, de

Ortoftalaldeido

Fenol, alquil
fendis (orto,
meta e
paracresois)

etc.

Derivado com
cloro:

hexaclorofeno

Clorexidina

Cloro e

compostos

hemodinamica, acessdrios e
respiradores, transdutores,
materiais de borracha (luvas
cirtrgicas, canula endotraqueal),
de plastico (cateteres, equipos) e
com fibra dptica, como 0s
utilizados em laparoscopia,

artroscopia

Desinfetante de alto nivel

Material hospitalar, endoscdpios

flexiveis

Desinfetante

Usado para desinfec¢ao de
superficies, artigos metdlicos e de

vidro

Antisséptico

Em sabdes, sprays, cosméticos etc.

Antisséptico

Para peles e mucosas

Desinfetante



proteinas clorados Utilizado na desinfeccao hospitalar e

da dgua. Em hospitais, é usado
para unidades de didlise,
hemodialise, bancos de sangue,
laboratdrios, lactarios e qualquer

superficie contaminada

lodo Desinfetante

Ampolas de vidro, termdmetros,
estetoscopios, otoscdpios,
superficie externa de
equipamentos metdlicos, partes
metalicas de incubadoras, macas,
camas, equipamentos metalicos

de cozinhas, bancadas etc.

Antisséptico
Tecidos e feridas
Agentes Danos na Cloreto de Desinfetante
surfactantes: membrana benzalconio -
Usado em superficies e
quaterndrios citoplasmatica : .
equipamentos na drea de
de amdnio : -
alimentacao
Peroxigénios Agentes Perdxido de Desinfetante
oxidantes. hidrogénio : _—
g Usado para artigos semicriticos,
Agao na

lentes e equipamentos de



Alcodis

membrana ventilacao respiratdria

citoplasmatica, St
noDNAeem

outros Industria de alimentos para filtros e
componentes tubulagbes. Na forma de plasma
celulares esterilizante para tecidos e

liquidos, instrumentos de metal,
endoscdpios, cameras de video,
desfibriladores, equipamento de

terapia para radiacao
Antisséptico

Irrigacdo de feridas profundas inibe

0 crescimento de anaerdbios

Acido peracético  Desinfetante

Grande variedade de materiais e

instrumentos

0zonio Desinfetante

Desinfeccao da dgua

Desnaturacdo de  Alcodis etilicoe  Desinfetante

roteinase isopropilico . .
P ! Prop Ampolas de vidro, termdmetros,
desorganizacao -~ s

estetoscopios, otoscopios,

dos lipidios de -
P superficie externa de

membrana : .
equipamentos metdlicos, partes



metalicas de incubadoras, macas,
camas, equipamentos metalicos

de cozinhas, bancadas etc.
Antisséptico
Tecidos e feridas

Metais pesados  Desnaturacdo de  Nitrato de prata, Germicida ou antisséptico

roteinas sulfito de
P Mucosas
cobre
Corantes Inibe asinteseda  Violeta de Germicida
arede celular enciana ) .
P J Para a levedura Candida albicans
(cristal
violeta)

No Brasil, o informe técnico n2 4/07 da Anvisa, intitulado Glutaraldeido
em estabelecimentos de assisténcia a saude. Fundamentos para a
utilizagdo, estabelece as normas para uso desse agente. Alguns fatos
comprometeram 0 uso de glutaraldeido para esterilizacdao. Em 2007,
ocorreu um surto de micobactérias no Brasil, principalmente associadas a
procedimentos de videocirurgia, que levou a questionamentos sobre a
eficacia do glutaraldeido. Posteriormente, estudos de pesquisadores
brasileiros identificaram a possivel resisténcia do Mycobacterium
massiliense ao glutaraldeido, lembrando que essa espécie foi a principal
envolvida no surto ocorrido no pais. Com o objetivo de conter o surto,
medidas foram aplicadas pelo governo, como a proibicao da esterilizagao
quimica liquida pela Anvisa, por meio da Resolucao n? 8, de 27 de fevereiro
de 2009). Essa resolucdao se aplica a procedimentos cirurgicos e
diagnosticos por videoscopias, com penetracao de pele, mucosas adjacentes,



tecidos subepiteliais e sistema vascular, cirurgias abdominais e pélvicas
convencionais, cirurgias plasticas com o auxilio de opticas, mamoplastias e
procedimentos de lipoaspiracdo. O glutaraldeido é eficaz contra a
Mycobacterium tuberculosis, o que fez com que a Anvisa exigisse, dos
fabricantes de quaisquer saneantes para desinfeccao de artigos semicriticos,
testes de eficacia germicida contra esses microrganismos. Na Resolucao n?
33 de 2010, a Anvisa determinou que “fica proibido o registro de novos
produtos saneantes na categoria ‘esterilizantes’ para aplicacdo sob a forma
de imersao”. Posteriormente, na Resolucao n? 31, de 4 de julho de 2011,
esses conceitos foram revalidados, permitindo o uso exclusivo em
equipamentos que realizam esterilizacao por acao fisico-quimica ou em
produtos para uso exclusivo em dialisadores e linhas de hemodialise, ambos
devidamente registrados na Anvisa. Portanto o uso do glutaraldeido para
esterilizar € restrito, mas pode ser empregado como desinfetante e
descontaminante.

Formaldeido (CH,O). Como citado anteriormente, a legislacdo
brasileira proibe o uso de formaldeido e paraformaldeido para desinfeccao e
esterilizacdo (Resolucdo n? 91, de 28 de novembro de 2008, da Anvisa). Em
outros paises onde seu uso é permitido, eles podem ser agentes
esterilizantes ou desinfetantes (ver Figura 3.21). Tém acao sobre bactérias
gram-positivas e negativas, fungos, virus, micobactérias e enddsporos
bacterianos. A solucdo e o vapor do formaldeido sdo extremamente
irritantes para membranas mucosas dos olhos, do nariz e do sistema
respiratério. Os sintomas incluem desde ardor, lagrimas e tosse até cefaleia
intensa, insonia, fraqueza e taquicardia. Em virtude de sua alta toxicidade,
seu uso deve ser evitado, e, quando isso nao for possivel, deve-se sempre
usar EPI. O formaldeido é considerado potencialmente carcinogénico.

Ortoftalaldeido (OPA). E similar ao glutaraldeido mas ndo requer
ativacao. Nao é corrosivo e promove desinfeccdo de alto nivel. Tem baixa
acao esporicida e atividade superior a do glutaraldeido para micobactérias.



Nao irrita os olhos nem passagens nasais e tem excelente estabilidade em
uma ampla gama de pH (pH 3 a 9). Seu odor € quase imperceptivel. Uma
desvantagem € que cora proteinas de cor cinza, inclusive pele exposta, por
isso exige uso de equipamentos de protecdo. Suas solu¢oes degradam-se
apos ser submetido a iluminacdo UV e a exposicdo ao ar.

Oxido de etileno (ETO) (C,H,0). Gas incolor, com grande poder
de penetracdo, e mutagénico, o 6xido de etileno é misturado com gases
inertes liquefeitos, como o freon (difluormetano) e o CO,, para diminuir o
risco de inflamabilidade. Os vapores do 6xido de etileno sdo toxicos para
pele, olhos, membranas e mucosas, além de serem cancerigenos.

E indicado para artigos termossensiveis exemplificados no Quadro 3.5.
A esterilizacdo se processa em condicOes padronizadas de tempo de
exposicao (3 a 4 horas), temperatura (50 a 60°C), umidade relativa (40 a
60%), concentracao do gas (500 a 600 mg/¥€) e embalagem (papel grau
cirirgico combinado com filme de plastico de propileno com poliestireno
ou polietileno com poliéster). E necessério o uso de EPI. Exige treinamento
do pessoal com controle de exames bioquimicos de sangue. Existe
monitoramento bioldgico para esse tipo de esterilizagdao. O indicador usado
€ o Bacillus subtilis var. niger (Quadro 3.6). A Figura 3.23 ilustra uma
esterilizadora de 6xido de etileno.

O fenol (acido carbdlico) e seus derivados fenodlicos sdo agentes
desnaturantes de proteinas (Figura 3.24). Os derivados possuem alteracoes
na estrutura do fenol que aumentam a acdo antimicrobiana e diminuem a
toxicidade. Por exemplo: alquilfendis (orto-, meta- e paracresois).

Quadro 3.6 Indicadores biol6gicos usados em diferentes métodos de esterilizacéo.

Método de esteriliza¢ao Indicador bioldgico



Calor dmido Bacillus stearothermaophilus

Calor seco Bacillus subtilis
Radiacdao gama Bacillus pumilus

Oxido de etileno Bacillus subtilis
Filtracdo Pseudomonas diminuta

Figura 3.23 Maquina esterilizadora de o6xido de etileno. (Foto: Hospital Universitario
Clementino Fraga Filho.)
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Figura 3.24 Estrutura do fenol e derivados.

O fenol é mais usado para desinfetar superficies e culturas que serao
descartadas. Entretanto, dependendo da sua concentracdo, pode ter
diferentes niveis de acdo:

Fenol 0,5 a 1%: antisséptico

Fenol 5%: desinfetante.

O fenol promove uma desinfeccdo de nivel médio, intermediario ou
baixo. Pode ser usado para descontaminacao de superficies hospitalares,
artigos metalicos e de vidro. Para superficies, recomenda-se a exposicao
durante 10 minutos, e para artigos, 30 minutos.

Em hospitais ndao é recomendado para artigos que entrem em contato
com o trato respiratorio, alimentos, bercarios e objetos de latex, acrilico e
borrachas (sdo danificados).

As diluicdes a serem preparadas seguem as instrucoes do fabricante.
Sao absorvidos por material poroso. Para artigos imersos, antes de se iniciar
a contagem, deve-se friccionar com esponja, escova etc. Nas superficies,
apo6s a contagem do tempo, deve-se passar pano imido com agua.

No lisol, o derivado usado € o ortofenol. O creosoto possui uma mistura
de derivados do fenol e é usado para prevenir o apodrecimento de postes de
madeira, cercas etc.; entretanto, € irritante para a pele e carcinogénico. A
adicdo de halogénios as moléculas de fenol aumenta sua eficacia. O
hexaclorofeno e o diclorofeno sao fendis halogenados que inibem os



estafilococos e fungos na pele. O hexaclorofeno a 3% tem acdo antisséptica.
Foi muito usado em sabdes, cosméticos, desodorantes e sprays para higiene
feminina. O uso excessivo de hexaclorofeno pode causar lesdes
neuroldgicas. Por ser absorvido através da pele, circula no sangue e atinge o
cérebro. Um exemplo tragico é o do talco infantil contendo essa substancia,
que matou 40 bebés na Franca em 1972. Atualmente, o hexaclorofeno ainda
é usado com muita cautela em unidades hospitalares porque é eficaz na
prevencado da disseminacdo de infeccOes por estafilococos.

A clorexidina é um composto clorado, semelhante ao hexaclorofeno,
que é eficaz contra varios micrébios, mesmo na presenca de matéria
organica (Figura 3.25). E muito usada no controle da densidade microbiana
em pele e mucosas, e, combinada com detergente ou alcool, também é
usada para a escovagao cirurgica das maos e na preparacao pré-operatoria
de pacientes. Em areas pré-cirurgicas é usada uma solucdao com 4% de
clorexidina contendo 4% de alcool. Possui baixa toxicidade, mas deve-se
evitar contato com os olhos para impedir lesdes. A clorexidina, que possui
efeito bactericida e atua lesando a membrana citoplasmatica, é efetiva
contra formas vegetativas de procariotos, fungos, mas nao é esporicida. Os
unicos virus afetados sdo os que possuem envelope lipidico.

Cloro e compostos clorados. Agentes que oxidam grupos —SH e
—NH, de enzimas, inibindo-as e inativando acidos nucleicos, sao eficazes
contra virus, bactérias gram-positivas e gram-negativas, fungos,
micobactérias, todos os tipos de virus e endosporos. O acido hipocloroso
(HOCI), formado pela adicao de cloro ou hipoclorito de sodio e outros
compostos clorados na agua, é a forma mais efetiva do cloro, pois tem carga
neutra e se difunde tdo rapidamente quanto a agua através da célula. Em



razao da carga negativa, o ion hipoclorito (OCI) nao pode penetrar
livremente o microrganismo. Sao mais ativos em valores de pH igual ou
inferior a 7.

Sao usados na desinfeccao hospitalar e de agua (alimentacao, piscinas).
Em hospitais, sdao indicados para desinfeccao de nivel médio de artigos e
superficies e também para a descontaminacdao de superficies durante 10
minutos com 1% de cloro ativo (10.000 ppm) (ver Quadro 3.5). Para
lactarios, cozinhas, depositos de agua e oxigenoterapia e artigos nao
metalicos, indicam-se 60 minutos com 0,02% de cloro ativo (200 ppm).
Apresentam como vantagem a permanéncia de atividade residual. O uso
desse produto é limitado pela presenca de matéria organica que inativa o
composto; tem também capacidade corrosiva (para metais e marmores) e
descolorante. Sua instabilidade também se deve por ser afetado pela luz
solar, por temperatura acima de 25°C e pH 4cido. E corrosivo para metais,
tem odor desagradavel e pode causar irritabilidade nos olhos e mucosas. Os
artigos submetidos até a concentracao de 0,002% nao precisam de enxague.
As solucoes devem ser guardadas em lugares fechados, escuros e frescos.
Na presenca da agua, o hipoclorito de s6dio e o cloro formam o acido
hipocloroso, a forma mais ativa e desinfetante dos compostos clorados,
conforme as formulas a seguir:

NH NH
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Figura 3.25 Estrutura da clorexidina.

Hipoclorito de sddio (NaOCl):

NaOCl + H,0 - NaOH + HOCI



HOCI - H* OCI
Cloro (Cl,):

Cl, + H,0 - HOCl + H* + CI
HOCI « H* OCl

Entre os compostos clorados incluem-se o hipoclorito de calcio e o
hipoclorito de litio, usado para desinfetar equipamentos de fabricas de
laticinios e utensilios de restaurantes, e o hipoclorito de sodio (agua
sanitaria), muito usado como desinfetante doméstico e alvejante,
desinfetante em fabricas de processamento de laticinios, alimentos e em
sistemas de hemodialise. Excepcionalmente, pode grosseiramente substituir
a cloracdo municipal quando a qualidade da agua é duvidosa. Duas gotas
em 1 € de agua, ou 4 gotas, se a agua estiver turva, Com um armazenamento
de 30 minutos antes do consumo, resultam em eficiente acdao desinfetante.
As cloraminas (cloro e amonia) sdo usadas como desinfetantes,
antissépticos ou agentes de sanitizacdo. Efetivas na presenca de matéria
organica, sao utilizadas como desinfetantes de loucas e utensilios, para
tratar equipamentos de fabricas de laticinios. A amoOnia em geral é
misturada com o cloro nos sistemas municipais de tratamento de agua, para
formar as cloraminas que controlam o sabor e o odor causados pela reacao
do cloro com compostos nitrogenados na agua. Como sao menos
germicidas que o cloro, uma quantidade de cloro deve ser adicionada para
assegurar a presenca do cloro na forma de acido hipocloroso.

lodo (I,). Agente quimico usado como desinfetante ou antisséptico, é
um forte agente oxidante (complexa e inativa proteinas) e pode ser usado na
forma de alcool iodado com 0,5 a 1,0% de iodo livre em alcool etilico 77%
(v/v), o que corresponde a 70% em peso. Tem acdo contra células
vegetativas, enddsporos, varios fungos e alguns virus.



Um mecanismo proposto para a acdo antimicrobiana é aquele em que o
iodo se combina com o aminoacido tirosina, encontrado em varias proteinas
e enzimas, inibindo suas funcoes (Figura 3.26).

O iodo também oxida grupos sulfidrila (-SH) de certos aminoacidos
importantes para manter a estrutura das proteinas. Esta disponivel como
uma tintura em solucdo de alcool aquoso e como iodéforos, nos quais o
iodo se combina com uma molécula organica, da qual o iodo é liberado
lentamente. Os iodéforos ndo mancham e sdao menos irritantes do que o
iodo. Produtos comerciais conhecidos sdo o Betadine® e o Isodine®, que sdo
povidonas-iodo.

Iflh\'l
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COOH : COOH
Tirosina \J' Di-iodotirosina

Figura 3.26 Um dos mecanismos propostos para a acao antimicrobiana do iodo: o iodo se
liga & tirosina, formando a di-iodotirosina.

Os artigos em que pode ser usado estdo descritos no Quadro 3.5. Nao é
recomendado para metais que ndo resistam a oxidagcdo, como cromo, ferro,
aluminio, nem para materiais que mancham, como plasticos. Ao deixar o
artigo ou superficie em contato com o iodo, deve-se remové-lo por friccao
com alcool.

E considerado excelente antisséptico, um dos mais antigos e efetivos.
Utiliza-se em solucbes a 2% em agua ou em solucdo alcodlica para
antissepsia de tecidos e tratamento de feridas. Pode também ser usado como
sabonete de iodo.



Os quaternarios de amonio (QUATS) sdo desinfetantes surfactantes,
detergentes ionicos, derivados da amonia. Possuem quatro grupos organicos
ligados a um atomo de nitrogénio do ion amonio, NH,". A geracdo vai da
primeira, que tem como representante os cloretos de alquil dimetil benzila
amonio, até a quarta, envolvendo o cloreto de dialquil dimetil amonio.

Considerados desinfetantes de baixa toxicidade e classificados com
atividade de baixo nivel, sdao ativos contra alguns fungos e virus nao
lipidicos e mais efetivos contra bactérias gram-positivas que contra gram-
negativas. P. aeruginosa, E. coli e Salmonella typhimurium sdo resistentes a
sua acdo. Nao apresentam acado letal para micobactérias e endosporos.
Grande variedade desses produtos esta disponivel como agentes
desinfetantes. Esses compostos, em soluc¢oes concentradas, podem causar
efeitos toxicos por todas as vias de exposicdo, seja por inalacdo, por
ingestdo ou via dérmica, levando a queimaduras na pele e em mucosas ou
toxicidade sistémica, porém exposicdao em concentracOes diluidas ndao
provoca irritacdo. Como exemplo, podemos citar o cloreto de benzalconio e
a cetrimida (Figura 3.27).
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Figura 3.27 Estrutura dos QUATS: ion amonio; cloreto de benzalconio e cetrimida.

Sua capacidade de limpeza esta relacionada a parte positivamente
carregada, o cation da molécula. Além de bactericidas, sao também
fungicidas, viruscidas para virus envelopados e ativos contra amebas. Seu
alvo é a interface da membrana citoplasmatica com o meio polar ao redor.
Um problema sério é que auxiliam o crescimento de certas bactérias, como
as Pseudomonas. Sua eficacia é reduzida na presenca de sab0es, ions calcio
ou magnésio, detergentes anionicos e substancias porosas como a gaze.
Promovem a desinfeccdo de baixo nivel, e o tempo de exposicdo é de 30
minutos. Os QUATS sdao muito usados para superficies e equipamentos em



areas de alimentacdao em hospitais e em industrias. Ao serem aplicados,
devem ser friccionados sobre a superficie. Sao bons agentes desinfetantes e
sanitizantes para uso domeéstico e em hospitais, e também sao usados contra
algas e fungos em piscinas, reservatorios de agua em industria, entre outros
tipos de uso. Como antissépticos, a cetrimida e o cloreto de benzalconio
podem ser usados para limpeza de ferida, pele e queimaduras.

Detergentes e sab0es sdo agentes tensoativos ou surfactantes capazes de
reduzir a tensao de superficie entre as moléculas de um liquido. Produzidos
a partir da reacdao de gorduras e 0leos com uma base alcalina (geralmente
hidréxido de soédio ou de potassio), dao origem a um sal de acido
carboxilico. Tém pouco valor como antissépticos, mas removem
mecanicamente 0s microbios pela esfregacao, e suas propriedades alcalinas
moderadas ajudam a destruir os microrganismos. Quando aplicados na pele,
os saboes e os detergentes rompem a camada oleosa desta, em um processo
denominado emulsificacdo (e com relacdo a Oleos, agem em geral do
mesmo modo). Adicionalmente, os sabdoes podem conter lauril sulfato de
sodio, outro surfactante originado de fontes sintéticas ou naturais (acidos
graxos do coco ou palma) e produzido a partir do acido laurico, cuja funcao
é de agente espumante e desengordurante. O lauril sulfato de sédio é
comumente encontrado em outros produtos de higiene pessoal, como pastas
de dentes e xampus.

Sdo agentes quimicos oxidantes, tais como o peroxido de hidrogénio, o
acido peracético e o ozonio.

Peroxido de hidrogénio (H,0,). O perdoxido de hidrogénio é

usado ha muito tempo como agente esterilizante na industria de alimentos



para filtros e tubulacoes, e, em razdo de sua eficacia, passou a ser aplicado
em outras areas, inclusive na pratica hospitalar para antissepsia de
ferimentos. Usado como desinfetante liquido e antisséptico, é um agente
antimicrobiano eficaz quando utilizado isoladamente (3 a 6%) ou em
associacdo com o acido peracético (0,2%). Em artigos semicriticos, €
considerado um desinfetante de alto nivel. Possui baixa toxicidade e ndo é
inativado por matéria organica. E incompativel com borracha, tecidos e
metais (aluminio, ferro, chumbo, titanio, niquel, cromo, prata, zinco e
manganes), mas recomendado para lentes e equipamentos de ventilacao
respiratoria. Destroi os radicais hidroxila livres, tendo acdo na membrana
lipidica, no DNA e em outros componentes celulares. E ativo contra
bactérias, incluindo micobactérias, virus, fungos e endésporos. Também é
usado na desinfeccdao de lentes de contato, porém, como 0 composto irrita
os olhos, os produtos com esse fim passam por uma segunda etapa, em que,
apo6s a remocao do peroxido, é adicionada ao sistema de limpeza a catalase,
uma enzima que destroi o peroxido de hidrogénio. Os kits de limpeza
podem ainda ter um sistema unico contendo um anel de platina capaz de
decompor o per6xido apos a desinfeccdo da lente de contato.

E usado como antisséptico (3%), mas ndo pode ser usado para feridas
abertas, pois é rapidamente degradado em agua e oxigénio gasoso pela acao
da enzima catalase que esta presente em células humanas. Entretanto, é util
para irrigar feridas profundas nas quais a liberacao de oxigénio, por causa
de sua degradacao pela catalase, impede o crescimento de microrganismos
anaerdbios. O peroxido de benzoila é outro agente usado para tratar feridas
contaminadas com anaerébios e em produtos antiacne, por atuar em
bactérias anaerobias que infectam o foliculo piloso.

Gas plasma ou plasma esterilizante de peroxido de
hidrogénio. Definido como o quarto estagio da matéria, o plasma é
produzido a altas temperaturas e em decorréncia de um campo
eletromagnético. E composto por nuvens de elétrons, fons e moléculas



neutras. O sistema de esterilizacdo utiliza o peroxido de hidrogénio como
gés substrato. E um processo rapido que ocorre em baixa temperatura. A
energia da radiofrequéncia (RF) ioniza o peroxido, produzindo o plasma,
que tem radicais reativos como os hidroperoxidos e as hidroxilas, que
interagem com a membrana celular, incapacitando a multiplicacdo
microbiana. Quando a energia é desligada, os radicais se convertem em
moléculas de H,O e O, como produtos finais. Requer apenas energia
elétrica e usa ampolas de peroxido de hidrogenio para produzir o gas. Trata-
se de um método inovador. O plasma destroi os microrganismos, incluindo
os endosporos. Apresenta alto custo inicial e processa tecidos e liquidos.
Usado para varios tipos de materiais como aluminio, aco inoxidavel, vidro,
polistireno, polipropileno, neopreno etc., recomenda-se o uso para
instrumentos de metal, endoscopios, cameras de video, desfibriladores,
equipamento de terapia por radiacdo, entre outras aplicacoes. Disponivel no
mercado hd o sistema Sterrad®, da Johnson’s Medical Devices, com trés
modelos.

Acido peracético (CH,CO « OOH). Esse agente pode ser usado
em baixas concentracoes (0,001 a 0,2%), possui rapida atividade contra
microrganismos, procariotos, inclusive enddsporos, fungos e virus.
Considerado desinfetante de niveis intermediario e alto, decompde-se em
produtos ndo téxicos (dgua, oxigénio e peréxido de hidrogénio). E efetivo
na presenca de matéria organica e corrosivo e abrasivo para cobre, latdo,
aco, bronze, aluminio e materiais galvanizados. O nome comercial do
produto é Steris. Tem um ciclo rapido de esterilizacao (30 a 45 minutos/50 a
55°C), e compativel com grande quantidade de materiais e instrumentos e
ndo tem nenhum efeito toxico. Usado em equipamentos médicos e de
processamento de alimentos, é muito pouco afetado pela presenca de
matéria organica.

Ozo6nio (O,). Forma altamente reativa do oxigénio, que é gerada
quando este é passado através de descargas elétricas de alta voltagem. E



frequentemente usado para suplementar o cloro na desinfeccao da agua.
Apresenta a vantagem de ser um microbicida sem contaminantes, porém
seu uso em agua é mais caro que o cloro, sem atividade residual. Em
contrapartida, o ozonio é 50% mais eficaz e pode agir 3.000 vezes mais
rapido que o cloro. O uso do ozonio tem crescido muito nos ultimos anos
como agente antimicrobiano, inclusive na clinica médica e veterinaria. Em
1997, cientistas especialistas em alimentos declararam que o ozoénio foi
reconhecido como seguro (generally recognized as safe — GRAS), e
atualmente ele é usado e aplicado no saneamento e na desinfeccao de
alimentos, além da agua. O ozonio pode, efetivamente, matar virus,
bactérias, fungos e parasitas, incluindo aqueles que causam deterioracao de
alimentos ou doencas humanas.

Promovem a desnaturacao de proteinas e desorganizacao dos lipidios de
membrana. Sdo indicados para desinfeccio de niveis baixo ou
intermediario. Os alcodis etilico e isopropilico sdao os principais
desinfetantes utilizados em servicos de satde, podendo ser aplicados em
superficies ou artigos por meio de friccao. Os alcodis na concentracao 60 a
90% sdo excelentes bactericidas, principalmente para as formas vegetativas.
Atuam também sobre células de Mycobacterium tuberculosis, sobre alguns
fungos e virus lipofilicos. Sua indicacdo é para desinfeccao de artigos e
superficies, e o tempo de exposicdo recomendado é de 10 minutos. Como
evapora, ndo é aconselhado imergir os materiais no alcool. E incompativel
com acrilicos, borrachas e tubos plasticos, podendo danificar o cimento das
lentes dos equipamentos Opticos. Extremamente inflamavel, deve ser
guardado em areas ventiladas. As proteinas se desnaturam mais facilmente
na presenca da agua, e por isso as solucOes sao preparadas em solucoes
aquosas. Com o uso repetido, pode causar despigmentacdo da pele e
hiperbilirrubinemia neonatal, logo seu uso ndao é recomendado em



bercarios. E poluente ambiental, e por sua toxicidade oral, é proibido
utiliza-lo em areas de contato com alimentos.

O Aélcool etilico possui maior acdo germicida, menores custo e
toxicidade do que o isopropilico, que, por sua vez, tem maior acao para 0s
virus hidrofilicos (Figura 3.28).

Os metais pesados usados em agentes quimicos sdo o selénio, o
mercurio, o cobre, a prata e 0 zinco.

O nitrato de prata (AgNQO;) ja foi muito usado para prevenir infeccoes
oftalmicas por gonococos em bebés na hora do parto, mas depois foi
substituido por antibidticos. Por sua vez, o sulfato de zinco pode ser usado
em colirios. Os compostos mercuriais organicos fazem reacao com grupos —
SH de enzimas, precipitando-as, porém, apesar de bacteriostaticos, nao sao
mais usados por sua alta toxicidade, inclusive com uso proibido pela
Anvisa. Entre os compostos que ja foram comercializados se encontram
mercurocromo (merbromina) e merback (acetomeroctol).

O sulfeto de selénio elimina fungos, incluindo esporos. Preparacées
contendo selénio sdao usadas para tratar micoses de pele. A adicdo desse
composto a xampus combate a caspa, que tem como um dos causadores um
fungo.

Alguns corantes podem ser usados, como o azul de metileno, que inibe
o crescimento de algumas bactérias, e o cristal violeta, conhecido como
violeta de genciana, que bloqueia a sintese de parede celular, impedindo o
crescimento de bactérias gram-positivas (Figura 3.29). Podem também ser
usados para tratar infeccGes por protozoarios, como Trichomonas, e
leveduras, como a Candida albicans.



Substancia multicomponente, com atividade sinergistica, a
glucoprotamina atua destruindo a parede e a membrana celular. Resultante
da reacao de conversao do acido l-glutamico com a cocopropileno-1,3-
diamina, é uma substancia de aspecto similar a cera, ndo volatil e de facil
solubilidade em agua, ndo teratogénica, ndo mutagénica e biodegradavel.
Também ndo é corrosiva nem toxica. O espectro de atuacdao estende-se a
todas as classes de bactérias, incluindo as micobactérias, fungos e algumas
classes de virus. Sua concentracao de uso é de 0,5 a 1%.
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Figura 3.28 Estrutura quimica do alcool etilico e do alcool isopropilico. Como antisséptico,
€ um agente desidratante. Tem maior acdo em células vegetativas que em endosporos, e
sua eficacia aumenta apos diluicdo a 70% em agua.
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Figura 3.29 Estrutura quimica da violeta de genciana.

Testes de validacao, indicadores quimicos e indicadores bioldgicos



Testes de validacdo sdao programas desenvolvidos para assegurar a
reprodutibilidade e a confiabilidade do processo, garantindo resultados
satisfatorios e seguranca. A validacdo verifica a eficiéncia do equipamento
Ou 0 processo, ou seja, se 0 equipamento cumpre as especificacoes para ele
exigidas. Os indicadores quimicos apenas ajudam a monitorar 0 processo
com as fitas termossensiveis (ver Figura 3.10). Os indicadores bioldgicos
sdao bactérias empregadas para verificar a eficiéncia do processo de
esterilizacdo colocadas em locais estratégicos. Como exemplo temos o
Sterikon® Bioindicator, que emprega o Bacillus stearothermophilus para
verificar a eficacia da autoclavacao (Figura 3.30). Depois dos
procedimentos, sao colocados em meios de cultura e incubados (Figura
3.31). Nao existem testes padronizados com indicadores para todos os
métodos de esterilizacdo. O Quadro 3.6 enumera alguns indicadores usados
para certos tipos de esterilizacao.

Figura 3.30 Indicador biol6gico Sterikon® com cultura de Bacillus stearothermophilus para
monitorar eficicia da autoclavacao.
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Figura 3.31 Aparelho para incubar as amostras-padrdo recolhidas ap0s o processo de
autoclavacéo e colocadas em meio de cultura, Hospital Universitario Clementino Fraga
Filho.

Substancias quimicas usadas como preservativos de alimentos

O uso de preservativos quimicos nos alimentos é um método para
prevenir a decomposicao dos alimentos e o crescimento de patdgenos.

Acidos acético, citrico, lactico, propionico, benzoico, s6rbico ou seus
sais sdo efetivos no controle do crescimento microbiano. O acido
propionico € eficaz contra fungos filamentosos e usado em bolos, cafés e
varios tipos de queijos. O acido acético é efetivo contra fungos e bactérias.
Ja os benzoatos sao muito usados como preservativos em sucos de frutas,
geleias, molhos, margarinas etc.

A maioria dos procariotos € inibida por acidez. Processos microbianos
como fermentacoes sofrem interrupcao em pH 4 a 5. Alguns alimentos
enlatados usam pH menor de 4 a 5 e temperatura de 100°C/10 minutos. Em



pH acido diminui a resisténcia térmica. Os enddsporos de Clostridium
botulinum, por exemplo, ndo germinam. Picles e sucos também podem ser
colocados a 100°C em pH 3.

Combinam-se com prétons e formam acido nitroso e 6xido nitrico,
substancias fortemente oxidantes, desestabilizando proteinas e a membrana.
Causam a inibicdo de varias bactérias, inclusive de Clostridium botulinum.
Como desvantagem, causa reacoes com grupos amina e forma nitrosamina
(compostos quimicos cancerigenos). Sao usados na “cura” de carnes, como
bacon e presunto e preservam seu tom vermelho.

Causam a reducao de pontes dissulfeto. Sdo usados em sucos, vinhos e
frutas secas. O Quadro 3.7 mostra alguns agentes usados na preservacao de
alimentos.

O meio hipertonico provoca a reducao da quantidade intracelular de
agua. Altas concentracoes de aguicares, sais ou outras substancias criam esse
meio que retira a agua dos microrganismos por osmose. A perda da agua
interfere na funcao da célula e, eventualmente, acarreta a morte celular,
embora tenha mais um efeito bacteriostatico. Usado para fabricacdo de
picles e outros alimentos, em que a salmoura tem efeito bactericida, exceto
se houver contaminacao por haldfilos. Usa-se NaCl 14 a 25% para curagem
de carnes, peixes, e acticar 50% para frutas em conserva e geleias.

Quadro 3.7 Compostos quimicos usados na preservacao de alimentos.
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Acidos organicos: acético, pH dcido com inibicao do Preservacao de cafés, bolos,

lctico, propidnico, crescimento microbiano queijos, sucos de frutas,
benzoico, sérbico e seus geleias, molhos,
sais margarinas
Nitratos e nitritos Formam dcido nitroso e 0xido ~ Preservacdo de carnes
nitrico, que sao substancias curadas, como presunto e
oxidantes bacon

Gds sulfeto, metabissulfitoe  Redugdo de pontes dissulfeto  Preservacdo de sucos, vinhos

S0, em proteinas e frutas secas

SECAO 2 | PRATICA

Acao do calor nas bactérias
Objetivo

Testar diferentes métodos que empreguem o calor no controle do
crescimento de formas vegetativas e nos endosporos.

Material

Autoclave

Banho-maria

Pipetas de 2 m?

Bico de Bunsen

Tubos de ensaio (5 m¢) com meio de cultura (caldo de carne)

Bactéria: Escherichia coli e Bacillus subtilis



Estufa de incubacao.

Procedimentos

Esta pratica deve ser feita para os dois microrganismos. Cada grupo
escolhe um tipo de bactéria:

Escherichia coli

Bacillus subtilis.

Separar quatro tubos com o meio de cultura estéril e inocular cada um
com duas gotas de cultura. Em seguida, os meios inoculados devem ser
submetidos as diferentes condicdes listadas a seguir e incubados por 24 a 48
horas, a 37°C:

Tubo 1: controle
Tubo 2: banho-maria, 100°C, 5 minutos
Tubo 3: banho-maria, 100°C, 20 minutos

Tubo 4: autoclave, 20 minutos.

Interpretacao dos resultados

A Escherichia coli foi eliminada apés aquecimento em banho-maria a
100°C, por 20 minutos e na autoclave. Pode crescer ainda no tempo de 5
minutos. O Bacillus subtilis cresceu no tubo aquecido em banho-maria por
5 e 20 minutos, sendo eliminado apenas apds a autoclavacdo. Esses
resultados estdao demonstrados na Figura 3.32. A maior resisténcia ao calor
do Bacillus subtilis se deve a capacidade de esses microrganismos
esporularem.



Figura 3.32 A. Escherichia coli. B. Bacillus subtilis. A bactéria E. coli cresceu no tubo 1
(tubo-controle) e no tubo 2 (5 minutos de aquecimento), enquanto a B. subtilis cresceu nos
tubos 1, 2 (5 minutos) e 3 (20 minutos). Todas as bactérias foram eliminadas pela autoclave
(tubos 4).



Acao de antissépticos
Objetivo

Testar diferentes antissépticos no controle do crescimento de
microrganismos.

Material

Placas de Petri com papel de filtro embebido com Serratia marcescens
Placa de Petri com meio de cultura caldo simples

Bico de Bunsen

Estufa de incubacao

Quatro tipos de antissépticos (sugestao: alcool iodado, alcool 70%, agua
e sabdo e agua oxigenada 10 volumes).

Procedimentos

Demarcar na placa de Petri com caneta para retroprojetor trés regioes
distintas: 1, 2 e 3.
Regido 1: pressionar levemente o polegar

Regido 2: pressionar o mesmo polegar no papel de filtro embebido com
a cultura de Serratia marcescens e, em seguida, pressionar o dedo com a
cultura nesta regidao

Regido 3: lavar o polegar com um dos antissépticos, deixar secar e
pressionar na regiao 3.

Interpretacao dos resultados

Na regido 1, microrganismos presentes na flora normal do dedo do
aluno cresceram. Na regido 2, o crescimento corresponde a cultura da
Serratia marcescens, que produz um pigmento vermelho. Pode acontecer de



crescerem também col6nias de flora normal. Na regido 3, se o antisséptico
usado for 100% eficaz, ndo crescera nenhum microrganismo. Se ndo for
eficaz, poderdo crescer tanto a Serratia marcescens como a flora normal,
caso esta esteja presente na regidao 2. A Figura 3.33 mostra alguns possiveis
resultados para essa pratica.

Regido 2

Regigo 1




Figura 3.33 Resultados da préatica com alcool iodado (A) e sabdo de coco (B) mostrando a
maior eficiéncia do alcool iodado em eliminar os microrganismos. O alcool iodado eliminou
tanto os microrganismos presentes na flora normal quanto as células de Serratia
marcescens, enquanto o sabdo de coco eliminou a S. marcescens, mas néo foi eficaz
contra a flora normal. Regido 1: flora normal da pele presente no polegar; regido 2: cultura
pura de Serratia marcescens; regiao 3: polegar apos lavagem com antisséptico.
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Microscopia de
Microrganismos

Thais Souto-Padron

SECAO 1| TEORIA

Introducao

Microrganismos constituem um grupo de seres vivos de dimensoes
reduzidas e bastante variaveis de acordo com o grupo a que pertencem. Os
procariotos (bactérias e arqueas) variam entre 300 nm e 1 um. Os eucariotos
(fungos, algas e protozoarios) constituem o grupo mais heterogéneo,
variando de 10 pm a 100 pm (célula vegetal). Os virus, cuja organizacao
estrutural ndo corresponde a uma célula, variam de 27 nm (bacteri6fago X
174) até 300 nm (poxvirus) de diametro. Em 2003, virus gigantes (da
familia Mimiviridae, com aproximadamente 500 nm de diametro) foram
descobertos em amebas. Como era possivel observa-los por microscopia
optica utilizando técnicas de coloracao de rotina, inicialmente se acreditou
tratar-se de bactérias, porém atualmente outras familias de virus gigantes ja
foram descritas, com tamanho variavel entre 200 e 1.500 nm.



Levando-se em consideracao que um ser humano que enxergue muito
bem seja capaz de perceber, a olho nu, estruturas com diametro de 0,2 mm,
conclui-se que, para a observacao dos microrganismos e seus detalhes, sao
necessarios microscopios. Dependendo do tipo de analise, bactérias,
protozoadrios e algas podem ser observados ao microscépio 6ptico ou de luz.
Ja para as particulas virais (com excecao dos virus gigantes), 0 microscopio
eletronico é o unico equipamento capaz de desvendar sua estrutura (Figura
4.1).
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Figura 4.1 Poder de resolucdo. A escala indica diferentes objetos que podem ser
resolvidos (distinguidos) a olho nu e por diferentes tipos de microscépios.



Microscopio dptico ou de luz

O microscopio de luz utiliza a luz visivel ou a luz ultravioleta para gerar
a imagem de um objeto que normalmente esta colocado sobre uma lamina
de vidro. A luz visivel é formada pela associacdo de um conjunto de
radiacOes eletromagnéticas que possuem comprimento de onda entre 380 e
750 nm (Figura 4.2). Como uma dada radiagdao ndo pode exibir detalhes
estruturais menores que o seu comprimento de onda, o limite de resolucao
de um microscépio de luz é de aproximadamente 0,5 pm, o que permite a
observacao de células e até de organelas como nucleo, cloroplasto e
mitocondria. Organelas ou detalhes de estruturas menores do que 0,5 pm
sao impossiveis de serem resolvidos (distinguidos) ao microscopio de luz,
devido a interacdo da luz branca com o objeto, como sera descrito mais
adiante.

A maioria dos microscépios atuais é capaz de fornecer um aumento
final de até 1.200 vezes, dependendo da sua configuragdo (tipo de lentes e
de condensadores) (Figura 4.3). No entanto, ndo é suficiente apenas ampliar
uma imagem, € necessario também poder resolver (distinguir) pequenos
detalhes de uma estrutura. A resolucdo é a capacidade que um sistema
optico tem de distinguir objetos separados por pequenas distancias. Define-
se como limite de resolucdo a distancia minima entre dois objetos a partir
da qual estes podem ser vistos como entidades individualizadas. O limite de
resolucao de um microscopio depende do comprimento de onda da radiacao
eletromagnética utilizada na iluminacdo do objeto e da abertura numérica
do sistema de lentes, que, em termos mais simples, é a capacidade da lente
objetiva de captar a luz que passa pelo objeto.

O limite de resolucao do microscopio de luz é de aproximadamente 0,2
pum e é conseguido pela seguinte formula:



_0,61x
NA

D

Nela, D é o limite de resolucdo, ou seja, a menor distancia entre dois
detalhes separaveis; A, o comprimento de onda da luz visivel cujo valor
mais comumente utilizado é 0,5 pm; e NA, a abertura numérica (Figura
4.4).

A abertura numérica é definida pela férmula:

NA =1 sen o

Nela, a corresponde a metade do angulo de abertura, que é aquele que
possui seu vértice no ponto em que o eixo Optico do microscOpio encontra o
objeto e é formado pelos raios extremos que ainda podem penetrar a
objetiva. O maior valor de a é 90°, quando o seno de « é igual a 1. Define-
se n como o indice de refracdo (razdo entre a velocidade da luz em um
determinado meio e a velocidade da luz no vacuo) do meio intercalante, que
é 0 espaco que a luz tem de percorrer depois que deixa o objeto até alcancar
a lente objetiva. Quando se utiliza uma lente seca, ou seja, 0 ar € o meio
intercalante, n = 1, mas, quando sao utilizadas lentes de imersdao, como as
que usam Oleo, = 1,4, pois o indice de refracdo do 6leo é mais elevado
que o do ar (Figura 4.5). Na verdade, o indice de refracao do 6leo de
imersdao é proximo ao do vidro utilizado na confeccao das laminas
histologicas que servem de suporte aos diversos tipos de objetos a serem
analisados.
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Figura 4.2 Espectro das radiagbes eletromagnéticas. Dentro do espectro eletromagnético,
existem diversas categorias de radiacfes com diferentes comprimentos de onda e niveis
de energia. A luz visivel é formada por comprimentos de onda que vao de 380 nm (luz azul)
até 750 nm (luz vermelha). A luz visivel e a ultravioleta sdo utilizadas em microscopia
Optica.
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Figura 4.3 Esquema simplificado de um microscépio Optico de campo claro. As principais
partes do equipamento sao indicadas diretamente na figura.
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Figura 4.4 Abertura numérica. A luz é focada sob o objeto pela lente condensadora. Apos
atravessar o objeto, a luz é entdo coletada pela lente objetiva. A abertura numérica é
determinada pelo angulo do cone de luz que entra na lente objetiva (a) e pelo indice de
refracdo do meio intercalante, que pode ser ar ou dleo.

Se fizermos um ensaio rapido utilizando a férmula do calculo do limite
de resolucdo, para ver a importancia da abertura numérica na qualidade da
imagem, poderemos observar que, utilizando uma mesma lente objetiva
com valor de seno de o igual a 1, vemos que, para uma lente seca cujo
indice de refracdo do ar é igual a 1, o limite de resolucao sera igual a 0,3
Hm, enquanto para a lente de imersdao em Oleo, cujo indice de refracao é
1.515, o limite de resolucao sera de 0,22 pm.

Desta maneira, a observacdo de microrganismos como fungos,
protozoadrios e algas pode ser feita com objetivas secas. No entanto, para
observacdo de detalhes da estrutura desses microrganismos ou para a
observacao de bactérias € necessario o uso de lentes objetivas de imersao.
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Figura 4.5 Lentes de imersdo e resolucdo. Nesta ilustracdo, vemos que a luz que
atravessa a lamina de vidro e o objeto a ser analisado sofre um desvio (refracdo) causado
pela diferenca no indice de refragcdo do ar em relagdo ao do vidro. Alguns raios se perdem
para fora da abertura da lente objetiva. Além disso, o angulo a serd menor, diminuindo o
poder de resolucdo. Quando se utiliza uma lente de imersdo em 6leo, dois fenbmenos
ocorrem: (a) a distancia focal da objetiva € menor (a lente praticamente encosta no objeto),
0 que aumenta sensivelmente o angulo a; (b) com o uso do 6leo de imersdo como meio
intercalante, os raios luminosos néo sofrem desvios, aumentando a qualidade da imagem.

Outro termo muito utilizado em microscopia é o poder de resolucao,
que nada mais é que uma grandeza inversamente proporcional ao limite de
resolucdo. Quanto menor o limite de resolugdao do seu microscopio, maior
sera seu poder de resolucao, e vice-versa.

Trajetdria da luz no microscopio dptico | Vantagens e desvantagens



A trajetoria da luz em um microscépio Optico ndao corresponde
exatamente ao modelo tedrico fundamentado nos estudos de optica
geométrica. A luz cria diferentes rotas decorrentes da sua interacdo com
tipos distintos de materiais que pertencem aos microscopios (lentes,
aberturas, anéis de difracdo, espelhos) ou nao (Iaminas, o préprio objeto a
ser examinado, o tipo de meio intercalante). As interacOes, elucidadas na
Figura 4.6, podem ser definidas como:

Transmissdo: quando a luz pode ser transmitida através de um objeto

Reflexdo: quando a luz branca incide sobre um objeto, alguns ou um
unico comprimento de onda pode nao penetrar o objeto sendo refletido,
determinando sua cor

Difragdo: quando a luz é quebrada em diferentes comprimentos de onda
apos atravessar orificios muito reduzidos denominados aberturas

Absorgdo: quando o objeto absorve a luz total ou parcialmente. Alguns
materiais podem absorver um determinado comprimento de onda
(excitacdao) para, entdo, emitir luz visivel (emissao) com um
comprimento de onda maior e com menos energia que a energia de
excitacdo. Nesse caso, estamos diante do fendomeno de fluorescéncia

Refracdo: quando a luz sofre desvios ao passar através de meios com
densidades diferentes ou de diferentes formas de lentes de vidro.

As interacOes da luz com as lentes dos microscopios causam distorcoes
na imagem formada do objeto que quase sempre sdo percebidas pelo
observador como falta de foco ou definicdo final da imagem. As distorcoes
mais classicas da microscopia Optica sdao chamadas de “aberracoes” e
ocorrem por diferencas no plano de foco do feixe de luz paralela que entra
pelas lentes do microscopio (Figura 4.7). As aberracbes cromaticas sao
derivadas dos diferentes planos de foco de cada um dos comprimentos de
onda que formam a luz branca (Figura 4.7A). As aberracoes esféricas sao



causadas pelo formato das lentes que desviam certos componentes do feixe
luminoso, provocando diferentes planos de foco (Figura 4.7B). A curvatura
de campo faz com que a imagem de um objeto plano seja curva, ou seja, um
objeto tera foco apenas na regido central. £ necessario girar o botdo
micrométrico para ver as regides periféricas em foco. Esse tipo de
aberracdo nao impede a observacao direta, porém impossibilita a aquisicao
de imagens de boa qualidade.
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Figura 4.6 Interacdo da luz com objetos de composicdo diferente. A. A luz pode ser
transmitida através de um objeto. B. A luz pode ser refletida por um objeto (neste exemplo,
a luz branca é totalmente refletida, e o objeto aparece em branco). C. A luz pode ser
absorvida pelo objeto, criando a cor negra.D. A luz pode ser absorvida e reemitida em um
comprimento de luz maior que o incidente, gerando a fluorescéncia. E. A luz, ao passar por
determinados tipos de objetos, pode sofrer refracdo, ou seja, pequenos desvios de rota.
Esse tipo de interferéncia € utilizado nos microscépios para gerar o aumento das suas
lentes.
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Figura 4.7 Refracdo da luz nas lentes do microscopio 6ptico. Em virtude do formato e da
composicao das lentes de um microscoépio, a luz do feixe luminoso pode sofrer diferentes
desvios, criando o aumento ou corrigindo as aberragdes geradas durante a interagéo da luz
com 0s objetos a serem observados. Em A, observamos o comportamento de dois
comprimentos de onda diferentes quando atravessam uma lente convexa-convexa. O plano
de foco da luz de maior comprimento de onda (vermelho) é mais distante que o plano de
foco da luz de menor comprimento de onda (azul), o que gera a aberracdo cromatica. Em
B, vemos o comportamento do feixe luminoso criando a aberracé@o esférica e a utilizagéo
de lentes especiais para sua corre¢do. A luz que passa pela periferia da lente (raios
marginais) possui um plano focal mais proximo a lente que os raios que passam pelo
centro da lente (raios axiais). Diferentes tipos de lentes sdo entédo utilizados para efetuar a
correcao necessaria para que os diferentes raios se encontrem no mesmo plano focal. O
tipo de correcéo oferecido pelas lentes acromaticas e apocromaticas pode ser facilmente
observado.

Aberracdes sdo corrigidas com o uso de lentes compostas formadas por
até 10 lentes inseridas no corpo de uma lente objetiva, onde sdo combinados
formatos e materiais diferentes para que se facam as correcdes necessarias
(Figura 4.8). A correcdao das aberragoes reflete-se no preco final de uma
lente objetiva, e para isso existem diferentes tipos que podem ser utilizados



de acordo com a necessidade de cada tipo de trabalho. Os seguintes tipos de
lentes objetivas podem ser encontrados:

Acromadtica: apresenta a melhor correcao da aberracdo cromatica para a
regido central do espectro de luz visivel. Sao satisfatérias para a
observacao direta, pois nosso olho é mais sensivel exatamente ao
comprimento de onda verde

Semiacromdtica: é também chamada de fluorita, pois tem esse m-
seaterial em sua composicao

Apocromadtica: faz a correcao da aberracdo cromatica sobre todo o
espectro visivel

Planacromatica: apresenta correcao equivalente a das acromaticas e
correcao de curvatura de campo

Planapocromadtica: apresenta correcao equivalente a das apocromaticas
e correcdo de curvatura de campo.

As objetivas sdo identificadas por uma série de codigos impressos no
corpo de cada uma delas, os quais fornecem todas as informacoes
necessarias para se escolher a melhor para observacdao de diferentes
amostras (Figura 4.9).

A observacao de amostras bioldgicas ao microscopio 6ptico necessita,
na maioria dos casos, de algum método que aumente o contraste do
material, que é normalmente muito translicido. Isso pode ser feito
utilizando-se coloracdes ou alguns tipos especiais de microscopios opticos
com maneiras diferentes de tratar o feixe luminoso, que gerem contrastes
em diferentes areas do material biol6gico. Os microscopios Opticos com
sistemas de contraste possibilitam a observacdao de células vivas, o que
normalmente ndo pode ser feito apdés a coloracdo, pois os métodos de
coloracdo exigem a fixacdo quimica das amostras, causando morte celular.



Acromatica Planacromatica

Grupo duplo Grupo duplo
de lentes de lentes
Grupo triplo
de lentes
Grupo duplo
de lentes
Grupo duplo
de lentes
Lente
menisco

I

Lente frontal Lente frontal hemisférica

Figura 4.8 Constituicdo das lentes objetivas. Em um microscépio Optico, elas séo
compostas por numeros diferentes de pequenas lentes inseridas no seu interior. E
importante notar também que, além do namero de lentes, sua composicéo, o formato de
cada uma delas e o0 espaco entre cada grupo de lentes variam para gerar desvios do feixe
luminoso (refracéo), corrigindo os diferentes tipos de aberracoes.



Rosca de adaptagdo ao
suporte das lentes objetivas

Fabricante Tipo de aberracdo corrigida

Correcao de curvatura de campo Abertura numérica

Aumento Oleo de imersao

Propriedades opticas especiais
Comprimento do tubo Distancia de trabalho

Codigo de cores/aumento
Espessura da laminula

Extremidade retratil

Figura 4.9 Especificacbes encontradas no corpo de uma objetiva do microscopio 6ptico.

Tipos de microscdpios dpticos e sua aplicacao na observacao de
microrganismos

Microscopio dptico composto de campo claro

O microscopio optico composto de campo claro é o mais utilizado para
a observacdo de microrganismos. No entanto, a observacdo de material
biologico nele exige a utilizacdo de métodos de coloracdo (simples ou
diferencial). E claro que a qualidade da imagem, mesmo corada, visualizada
ao microscopio de campo claro vai depender muito do tipo de lentes que
foram adaptadas a esse aparelho. Para a observacdo de microrganismos
indica-se o uso de lentes de 10%, 40%, 63% e 100% e lentes oculares de 10x
de aumento. De preferéncia, as lentes devem ter NA de valores altos, por
exemplo, 0,95 para objetivas secas e 1,4 para objetivas de imersao em oleo.



A observacdo de amostras bioldgicas ao microscopio de campo claro,
conforme citado anteriormente, deve ser feita apds algum tipo de coloracao
da amostra utilizando diversos tipos de corantes. Basicamente, existem
corantes simples e corantes especificos que sdo utilizados para distinguir
diferentes tipos de material (lipidios, carboidratos ou proteinas) ou
associacao de diferentes materiais (Figura 4.10).

Precedendo a coloracdo propriamente dita, é necessaria a confeccao de
laminas com os microrganismos a serem analisados. Os microrganismos
sdo, na maioria das vezes, colocados sobre as laminas de maneira
concentrada, formando um esfregaco. Os cuidados com a preparacao do
esfregaco serdo descritos a seguir.

Preparo para as coloragées

Embora seja um método simples e de rapido preparo, é necessario o
conhecimento de algumas regras basicas para que as amostras tenham boa
qualidade, permitindo boa coloracdo, observacao ou mesmo a obtencao de
imagens ou fotomicrografias.

i .
Coloragtes
LY vl

' Simples  Diferencial |

Paositiva

Megativa l | l

Para separagéo de grupos |  Para visualizagdo de estruturas
Coloragao de Gram Coloragao de endosporos
Coloragao de Ziehl-Neelsen (método de Schaeffer-Fulton)

- g Coloracio de capsulas
Coloragao de flagelos
(método de Leifson)

-




Figura 4.10 Tipos de colora¢@es utilizadas em microscopia optica.

Preparo das laminas de vidro. A limpeza das laminas
histolégicas é imprescindivel para a confeccao de um bom esfregaco. Elas
devem estar completamente livres de gordura, e para isso sao normalmente
lavadas com agua e sabao, enxaguadas exaustivamente em agua e deixadas
em um recipiente com etanol a 95%. Antes da utilizacdo, as laminas devem
ser retiradas do recipiente com uma pinca e secas com papel-toalha ou pano
bem macio que nao solte fiapos (p. ex., tecido de algodao do tipo fralda).

Preparo do esfregaco. Microrganismos podem ser cultivados em
meio liquido ou sélido, e para isso as amostras que serdo utilizadas para
fazer o esfregaco devem ser manipuladas de forma diferente. Se os
microrganismos estiverem sendo cultivados em meio liquido e
apresentarem uma boa taxa de crescimento, deve-se retirar do tubo de
cultura, com o auxilio de uma alca de platina, 1 a 3 gotas de meio e colocar
sobre uma lamina previamente limpa. Se a cultura ndo tiver uma grande
quantidade de células, pode-se separar, em um tubo de ensaio, alguns
mililitros da cultura, centrifugar e ressuspender em menor quantidade de
meio. Caso os microrganismos estejam em meio sélido, deve-se colocar
previamente 1 a 2 gotas de solucdo salina estéril sobre a lamina de vidro
previamente limpa, recolher com a alca de platina uma pequena porcao do
crescimento de microrganismos e diluir na gota de salina, espalhando as
células com movimentos circulares. A concentracdao de células ndao deve ser
excessiva em nenhum desses casos descritos. O esfregaco deve secar
completamente. Atencdo: ndo se deve assoprar sobre o esfregaco ou
balancar a lamina ao ar, pois outros microrganismos podem contaminar a
amostra.

Fixacao pelo calor. Para fixar perfeitamente as células sobre a
lamina de vidro, é necessario aquecé-la, fazendo, entdo, a fixacdo do
esfregaco pelo calor e evitando que os microrganismos sejam perdidos
durante as coloragdes e sucessivas lavagens. A fixacdo pelo calor pode ser



feita passando-se a lamina de vidro contendo o esfregaco seco ao ar 3 vezes
sobre a chama do bico de Bunsen (Figura 4.11).

Coloragao simples

Pode ser positiva ou negativa, conforme descrito a seguir.

Este tipo de coloracado utiliza apenas um tnico corante para constatacao
da presenca de microrganismos em alguma amostra ou substrato (Figura
4.12). E baseada na utilizacio de corantes carregados positivamente que se
ligam as cargas negativas da superficie de células e de material nucleico.

No Quadro 4.1 encontram-se descritos o0s corantes simples mais
utilizados.

Para protozoarios utiliza-se muito a coloracao de Giemsa. O corante €
comprado concentrado e deve ser diluido em agua para uma concentragao
de 20%. Deve-se aplica-lo como descrito na Figura 4.12. Esse tipo de
coloracdo permite apenas a visualizacdo da forma do protozoario, o que em
alguns tipos de estudo ja é suficiente para determinar a forma evolutiva que
se esta observando ou mesmo separar diferentes géneros (Figura 4.13).
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Figura 4.11 Etapas do preparo do esfregaco para coloracdo em microbiologia.
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Figura 4.12 Coloragéo simples positiva.

Quadro 4.1 Corantes utilizados em coloragéo simples positiva.

Azul de metileno 1a2min

(ristal violeta 20a60s

Carbolfucsina 15a30s
]

Neste caso, o corante é acidico e repelido pela carga negativa da
superficie de células. A lamina de vidro sobre a qual esta o material ficara
corada enquanto o microrganismo aparecera mais claro, dando a ideia de
um negativo fotografico (Figura 4.14). Esse tipo de coloracdao tem sido
muito utilizado para a demonstracao de capsulas mucoides que envolvem
algumas espécies de bactérias. Para esse tipo de coloracdo podem ser
utilizadas tanto a tinta nanquim quanto a nigrosina. Como elas ndo
penetram no microrganismo, a coloracdo deve ser feita misturando-se o
microrganismo diretamente ao corante sem aquecimento, o que poderia
danificar o material capsular que é extremamente hidratado. E interessante
notar que a aplicacdo dessa técnica a qualquer tipo fornece a melhor
qualidade de preservacao estrutural, uma vez que o material ndao é seco ao
ar nem fixado a lamina pelo calor, o que causa comprovadamente alteracoes
conformacionais. No caso da deteccdo de capsulas, a coloracao negativa é
importante, pois evita a solubilizacdo do material capsular, que é solivel em
agua, durante 0s processamentos rotineiros de coloracdo com outros
corantes. A presenca de capsula em bactérias esta normalmente associada a
viruléncia, pois a protege contra adesao, fagocitose e destruicao por células
do sistema imune, como macrofagos.



Figura 4.13 Coloracdo simples positiva. A. Esfregaco da forma tripomastigota do
Trypanosoma cruzi corada pelo corante de Giemsa. A coloracdo mostra estruturas do
parasito, como o cinetoplasto (C), o nucleo (N) e o flagelo (F), cujas forma e localizacao
servem para a diferenciacdo entre as diferentes formas evolutivas do parasito. B.
Esfregagco de sangue humano corado pelo corante de Giemsa para identificacdo de
trofozoitos jovens de Plasmodium falciparum no interior de hemacias (setas).

Figura 4.14 Coloragdo negativa do fungo Cryptococcus neoformans utilizando a tinta
nanquim. Nota-se que o fundo da lamina se apresenta mais escuro que 0 microrganismo.
(Foto: Leonardo Nimrichter.)

A tinta nanquim deve ser utilizada na concentracdao em que é comprada,
enquanto a nigrosina deve ser preparada segundo este protocolo:



Dissolva 10 g de nigrosina em 100 m¢ de agua destilada
Ferva durante 10 minutos; deixe esfriar
Adicione 0,5 m# de formaldeido a 37% (formalina).

O material podera ser analisado entre lamina e laminula ou seco ao ar,
utilizando a objetiva de imersao (Figura 4.15).

Neste tipo de coloracao sao empregados dois corantes contrastantes que
vao gerar coloracOes diferentes em grupos distintos de bactérias. As
coloracoes diferenciais sao utilizadas para: (a) separacdo de diferentes
grupos de bactérias; (b) visualizacdo de estruturas particulares de alguns
grupos de bactérias. No primeiro caso, as duas coloracGes diferenciais mais
utilizadas para classificacdo de bactérias sdao o método de Gram e a
coloracao de resisténcia ao alcool-acido (Ziehl-Neelsen). No segundo caso,
podemos citar a coloracao de endosporos, também conhecida como técnica
de Schaeffer-Fulton, o método de Leifson para coloracao de flagelos e a
coloracdo de capsulas. Nesse tipo de coloracdo os corantes se ligam
somente a determinadas porcoes de uma célula, facilitando sua
identificacao.

Desenvolvida em 1884 pelo bacteriologista Hans Christian Gram, € a
coloracdao diferencial mais utilizada em bacteriologia. Ela separa as
bactérias em dois grandes grupos: as gram-positivas (Gram®) e as gram-
negativas (Gram). Apesar de ser o método de escolha para a identificagao
de bactérias, somente deve ser utilizado em bactérias em fase de
crescimento. A observacdo de material corado pela técnica de Gram é
importante ndao s6 para acompanhar o isolamento de amostras como



também para determinar o tipo de antibiotico que deve ser utilizado em
diferentes infeccoes (Figura 4.16).

Figura 4.15 Sequéncia de procedimentos utilizados na coloracdo negativa para bactérias.
A. Cologue uma gota de nigrosina ou tinta nanquim em uma das extremidades da lamina.
B. Recolha do meio de cultura um in6culo com a algca de platina e misture a gota de
corante. C. Coloque uma outra lamina sobre a mistura das células e corante e deixe que 0
material se espalhe na extremidade da lamina inclinada. D. Deslize a lamina inclinada
sobre a outra lamina, espalhando as células e o corante de maneira uniforme.

Neste tipo de coloracdo sao utilizados quatro reagentes diferentes, como
esta descrito nas Figuras 4.17 e 4.18. O preparo das amostras € rapido e se
inicia com a coloracdao de um esfregaco de células fixado a uma lamina
histolégica pelo calor, com o corante cristal violeta que cora as células com
cor purpura. Este corante se impregna em todas as células, e essa primeira
coloracdo é denominada coloragdo primdria. Logo depois, as células sao
recobertas por uma solucdao de iodo que age como um mordente, que é
qualquer substancia que forma um complexo insolivel quando se liga ao
corante primario.



Figura 4.16 Coloragéo de Gram. A. Bacillus subtilis gram-positivos, em forma de bastéo. B.
Escherichia coli gram-negativa, em forma de bastonete.

Cristal violeta
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« Etanocl 95% q.5.p. — 100 m#¢ + Agua destilada — 90 m¢
Etanol 95%
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Figura 4.17 Preparo das substancias utilizadas na coloragdo de Gram.

Figura 4.18 Sequéncia de procedimentos utilizados na coloracdo de Gram. A. Core o
esfregaco com cristal violeta por 1 minuto. B. Remova o corante com agua destilada. C.
Coloque a solugéo de lugol sobre o esfregaco durante 1 minuto. D. Remova a solugéo de
lugol com agua destilada. E. Lave o esfregaco com etanol 95% até que o etanol que
escorre da lamina fique transparente. F. Remova o etanol com agua destilada. G. Adicione
a safranina durante 45 segundos. H. Remova a safranina com agua destilada. I. Seque
com papel-filtro.



A seguir, as laminas contendo o esfregaco de células sdao lavadas com
etanol 95% (agente descolorante), que descora seletivamente alguns tipos
de células. O alcool é entdao removido por lavagem em agua, e as células
sao coradas por um segundo corante, a safranina, um contracorante, sendo
sua coloracdao bem diferente daquela dada pelo cristal violeta. As bactérias
denominadas gram-positivas adquirem cor purpura (roxo), enquanto as
gram-negativas apresentam coloracdo cor-de-rosa (ver Figura 4.16).

O principio da técnica estd baseado na diferenca de composicao da
parede de diferentes bactérias e na capacidade de essas paredes reterem 0s
corantes utilizados. Sabemos hoje que as bactérias gram-positivas possuem
uma parede celular mais espessa e diferente da parede das bactérias gram-
negativas. A principio, os dois tipos de células se coram pelo cristal violeta
associado ao iodo. O complexo formado pelo cristal violeta e pelo iodo se
liga a componentes presentes na parede das bactérias positivas, que
possuem na sua composicdo magneésio e acidos ribonucleicos. Essa ligacao
forma um complexo (Mg-RNA-CV-I) de dificil remocdo. Durante a
utilizacao do alcool é que a diferenca na composicdao da parede celular das
bactérias serda de extrema importancia para definir os dois grupos de
bactérias. O alcool tera duas funcées: dissolver lipidios e desidratar as
células. O corante associado a parede das bactérias gram-positivas e que
possui alto peso molecular ndao consegue se difundir de volta para o meio
externo durante a lavagem com o alcool — a célula permanece corada na
cor roxa. No caso das gram-negativas, sabemos que a camada de parede é
extremamente mais delgada e que sobre a parede encontramos outra
membrana, a externa, de natureza lipidica. Ao utilizar o alcool, a membrana
externa das bactérias gram-negativas € solubilizada e, como a camada de
parede celular é mais fina, de composicdo diferente da parede das bactérias
gram-positivas, o complexo cristal violeta/iodo é capaz de se difundir,
deixando a célula descorada. Quando se aplica o contracorante safranina, as
células gram-negativas adquirem a cor rosada do novo corante.



Esta é a coloracao de escolha para a identificacdo de bactérias do género
Mycobacterium, por exemplo, as espécies Mycobacterium tuberculosis e
Mycobacterium leprae, bem como para identificar cepas patogénicas de
bactérias do genero Nocardia. A parede de micobactérias possui uma
espessa camada de lipidios (acido micoélico) que evita a penetracao de
diversos corantes. Por outro lado, quando o corante penetra alcancando o
citoplasma da célula, ele ndo pode ser removido com facilidade, nem
mesmo com 0 uso de agentes descolorantes (mistura alcool-acido). A célula
que permanece corada ap6s a mistura alcool-acido ter sido aplicada é
denominada alcool-acidorresistente, enquanto aquelas que se descoram por
ndo possuirem a mesma composicao de parede celular sdao denominadas
alcool-acidossensiveis (Figuras 4.19 e 4.20).

Uma vez que as espécies M. tuberculosis e M. leprae sao patogénicas
para humanos, essa coloracdo é de alto valor diagnostico.

Algumas modificacoes e cuidados que devem ser observados durante a
confeccdo de laminas com micobactérias estao na Figura 4.20 e descritas a
seguir.

No caso do esfregaco, nota-se que é dificil espalhar as micobactérias na
gota de dgua sobre a 1amina, o que se deve a caracteristica hidrofébica de
sua parede. O esfregaco deve ser seco ao ar por 15 a 30 minutos e fixado
pelo calor da chama, sobre a qual se deve passar a lamina de 3 a 5 vezes,
por 3 a 4 segundos por vez.

O esfregaco devera ser recoberto com o corante (carbolfucsina) e
colocado sobre uma placa aquecedora morna ou sobre um recipiente com
agua quente. Atengdo para ndo deixar o corante evaporar. Se necessario,
colocar mais corante. A alta temperatura facilita a penetracao deste pela
parede da bactéria.

Apos lavar a lamina com &gua, deve-se resfria-la rapidamente na
geladeira ou passa-la sob jatos de agua gelada. O resfriamento deixa a



camada de lipidios das bactérias alcool-acidorresistentes mais consistente,
evitando que o corante saia do citoplasma.

A lamina é tratada com alcool-acido que age como um agente
descolorante, descorando um grupo de células. As células descoradas sao
entdo coradas em azul pelo azul de metileno. Duas populacoes de cores
diferentes surgem apds esse tipo de coloracdo: células vermelhas (alcool-
acidorresistentes, como as bactérias do género Mycobacterium) e células
azuis (alcool-acidossensiveis) (ver Figura 4.19).

Figura 4.19 Mycobacterium tuberculosis corado em vermelho pelo método de Ziehl-
Neelsen.



Figura 4.20 Sequéncia de procedimentos utilizados na coloragdo de Ziehl-Neelsen. A.
Aplique carbolfucsina e aqueca por 5 minutos. Ndo deixe o corante ferver. B. O corante
também pode ser colocado & temperatura ambiente; neste caso, deixe-o em contato com o
esfregaco por 10 minutos. C. Resfrie e remova o corante com agua destilada. D. Va
adicionando a solugédo de alcool-acido gota a gota. A principio ela removera o corante.
Pare de adiciona-la quando o liquido que escorre da lamina se tornar transparente. E.
Remova a solucdo de alcool-a4cido com agua destilada. F. Contracore com azul de metileno

por 2 minutos a temperatura ambiente. G. Remova o azul de metileno com agua destilada.
H. Seque com papel-filtro.



Da mesma maneira como acontece na coloracao de Gram, a composi¢ao
da superficie das células é o fator preponderante na obtencao da coloracao.
O corante apos a lavagem com o agente descolorante apenas continua
impregnado em células em cuja composicao da parede podem ser
encontrados tipos especiais de lipidios.

As solucoes utilizadas na coloracdao de Ziehl-Neelsen podem ser
observadas na Figura 4.21.

Bactérias anaerébicas dos géneros Clostridium e Desulfotomaculum e
aerobicas do genero Bacillus sao exemplos de microrganismos que
desenvolvem formas de resisténcia, denominadas endésporos, que se
formam no interior da célula vegetativa, sendo liberados com seu
rompimento. Uma das caracteristicas mais importantes do enddésporo é a
resisténcia a altas temperaturas (resiste a agua fervente por duas horas),
congelamento, radiacdo, dessecacdo e agentes quimicos. Tal resisténcia se
deve a presenca de peptideoglicanos no seu envelope externo, que é
multilaminar, e de dipicolinato de calcio no seu interior. Endésporos nao se
coram facilmente, e os métodos de coloracao normalmente utilizam o calor
como forma de facilitar a penetracao do corante. Uma vez corado, o
enddsporo retém o corante, enquanto a lavagem remove a coloracao das
células vegetativas. A identificacdao de endésporos é muito importante para
a industria alimenticia, na qual normalmente o calor é utilizado como forma
de esterilizacdo (Figura 4.22).
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* Azul de metileno-0,3g
* Agua destilada g.s.p. — 100 m¢#
Misture o azul de metileno na agua
e agite vigorosamente antes de usar
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Figura 4.21 Preparo das substancias utilizadas na coloracao de Ziehl-Neelsen.

Alguns cuidados que devem ser tomados para a confeccao de laminas
para esta coloragao estdo descritos na Figura 4.23 e a seguir.

O esfregaco devera ser feito da maneira usual, primeiramente seco ao ar
e posteriormente fixado pelo calor. A 1amina contendo o esfregaco devera
ser recoberta com o corante verde malaquita e colocada sobre uma placa
aquecedora morna ou sobre um recipiente com agua fervente. Atencdo para
ndo deixar o corante evaporar ou ferver. Se necessario, adicionar mais
corante. A alta temperatura facilita a penetracdo do corante através da
parede do endosporo.



Figura 4.22 Bacillus megaterium. Coloracdo de Schaeffer-Fulton para evidenciacdo de
enddsporos.

ApoOs a coloragdo com o verde malaquita, tanto o enddsporo quanto a
célula vegetativa apresentardao cor verde. A agua servira como agente
descolorante.

A safranina colorara somente a célula vegetativa de vermelho.

As solucdes utilizadas na coloracao de Schaeffer-Fulton podem ser
observadas na Figura 4.24.

m Coloracao de capsulas

Para corar a capsula das bactérias, é necessario usar um corante, 0O
cristal violeta, e um agente descolorante, que também age como
contracorante, o sulfato de cobre. Por sua grande quantidade de
polissacarideos, a capsula apresenta solubilidade em agua um pouco
elevada, o que exige alguns cuidados durante a fixacdo e a coloracdo desse
material.

Na Figura 4.25 se encontram as principais recomendacoes para a
coloracao de capsulas.



O esfregaco deve apenas ser seco ao ar, pois a fixacao pelo calor causa
encolhimento da capsula, dificultando sua observacao.

ApoOs a coloracdao com o cristal violeta, tanto a célula quanto a capsula

apresentam a mesma coloracao.

Figura 4.23 Sequéncia de procedimentos utilizados na coloracdo de Schaeffer-Fulton. A.
Aplique a solucdo de verde malaquita e aqueca por 5 minutos. Nao deixe o corante ferver.
B. O corante também pode ser utilizado a temperatura ambiente; neste caso, deixe-o em
contato com o esfregaco por 10 minutos. C. Resfrie e remova o corante com agua
destilada. D. Contracore com safranina por 30 segundos a temperatura ambiente. E.
Remova a safranina com agua destilada. F. Seque com papel-filtro.

Verde malaquita Safranina
Solugdo de uso Solugdo de uso
+ Verde malaguita— 0,5 g « Safranina-0,5g
+ Agua destilada q.s.p. — 100 m¢| |+ Agua destilada q.s.p. — 100 m#¢
Misture o verde malaguita na Misture a safranina na

agua e agite vigorosamente &gua e agite vigorosamente




Figura 4.24 Preparo das substancias utilizadas na coloragéo de Schaeffer-Fulton.
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Figura 4.25 Sequéncia de procedimentos utilizados na coloracdo de capsulas. A. Coloque
a solucéo de cristal violeta sobre o esfregaco durante 5 a 7 minutos. B. Lave a preparacao
com a solugao de sulfato de cobre. C. Seque com o papel-filtro.

Ap0s a coloragao em cristal violeta, ndao lavar em agua destilada.

O sulfato de cobre é utilizado como agente descolorante e
contracorante. Durante a lavagem o excesso do corante é removido
juntamente com o corante que se encontra adsorvido a capsula. Ao mesmo
tempo, o sulfato de cobre se liga a capsula, gerando uma coloracao
diferencial. A capsula aparecera na cor azul-clara, enquanto o restante das
células e o meio a sua volta apresentarao cor purpura dada pelo cristal
violeta.

As solucoes utilizadas na coloracao para capsulas estdo discriminadas
na Figura 4.26.



A coloracao de flagelos se baseia na deposicdo do corante na estrutura
do flagelo. Isto é conseguido com o auxilio de um mordente que nesta
técnica € o acido tanico.

Para que a coloracdo surta o efeito desejado é necessario que o

esfregaco ndo seja fixado pelo calor.

Cristal violeta Sulfato de cobre

Solugdo de uso Solugdo de uso
Dilua o cristal violeta preparado. |+ Sulfato de cobre — 20 g
para a coloracao de Gram na + Agua destilada q.s.p. — 100 m¢
proporgdo de 1:1 com Misture o sulfato de cobre na
a agua destilada agua e agite vigorosamente

- L =4

Figura 4.26 Preparo das substancias utilizadas na coloragéo de capsulas.

Solugao A

* Cloreto de sodio— 1,59
= Agua destilada g.s.p. — 100 m¢

Solugdo de uso

Solugdo B
Misture volumes iguais
+ Acido tanico — 3 g das solugdes A, B e C.
. : _ T T * Amistura & estavel
Agua destilada q.s.p. — 100 m¢ por 1 més a 4°C,
) e porumanoa 20°C
Solugao C

= Fucsina basica—1.2 g
= Etanol 85% q.5.p. — 100 m¢#

Figura 4.27 Preparo das substancias utilizadas na coloragéo de flagelos.

O corpo da célula e o flagelo aparecerdo corados igualmente
apresentando cor vermelho-escura ou azul muito escuro (quase negro). A
deposicdo continuada do corante sobre a estrutura flagelar com o auxilio do



mordente aumenta o seu diametro, tornando-o visivel ao microscopio
optico.

As solugoes utilizadas na coloracdo de Leifson estdo ilustradas na
Figura 4.27.

Microscopias de contraste

Existem diferentes tipos de microscopia o6ptica que utilizam os
fendmenos de reflexdo e de difracdo da luz para gerar imagens visiveis. As
técnicas de contraste mais utilizadas em microbiologia sao a de campo
escuro, a de contraste de fase e a de contraste interferencial diferencial de
Nomarsky. As técnicas de contraste sao particularmente importantes para o
estudo de células vivas. Para esses tipos de microscopias sdo necessarias
alteracOes nos microscopios de luz convencionais, como lentes objetivas
especiais, condensadores e prismas.

Microscopia de campo escuro

Neste tipo de microscopia, a luz incidente direta é impedida de passar
através do espécime. Isso se faz com o uso de um anel especial denominado
anel de campo escuro que é colocado sob o condensador (Figura 4.28). A
luz que passa por fora do anel é focada no objeto em um angulo bastante
obliquo, e somente a luz que é refletida pelo objeto é capaz de alcancar a
lente objetiva. A luz nao refletida sai juntamente com o cone de iluminagao
e ndo alcanga a objetiva. Temos assim uma imagem em que o fundo € negro
e os detalhes aparecem brilhantes (Figura 4.29B).

A microscopia de campo escuro € indicada apenas para a observacao da
movimentacdo de microrganismos ou de objetos muito pequenos, uma vez
que o préprio brilho gerado pelo sistema ndo permite a observacdo de
detalhes da estrutura.



Microscopia de contraste de fase

A microscopia de contraste de fase foi desenvolvida a partir da
observacao de que o material biologico era capaz de alterar a luz incidente
sobre ele, provocando difracdao. A luz difratada pelo material biologico
pode apresentar uma leve alteracao do seu comprimento de onda, que gera
um retardo de fase de aproximadamente um quarto de comprimento de onda
em comparacao com a luz que passa através do meio a volta do material
biologico e que ndo sofre desvio (Figura 4.30). Esse pequeno desvio, no
entanto, ndao pode ser percebido pelos nossos olhos nem mesmo por
cameras fotograficas e filmadoras. A imagem € palida e sem contraste.

Luz gue atinge

. Lente objetiva
0 espécime

Espéecime

Lente
condensadora

Figura 4.28 Diagrama do microscopio de campo escuro. O anel de campo escuro impede a
passagem da luz direta através do objeto, criando raios obliquos que sao concentrados
pela lente condensadora sob o material a ser observado. Somente os raios refletidos
alcangcam a lente objetiva.
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Figura 4.29 Comparacédo da imagem obtida de Paramecium aurelia em campo claro (A) e
campo escuro (B). A utilizagdo do campo escuro facilita a observacdo de detalhes da
estrutura do microrganismo. (Foto: Inacio Domingos da Silva Neto.)

Com base na constatacao de que alguns materiais que retardam a onda
de luz incidente em meio comprimento de onda podem ser facilmente
observados ao microscopio optico, pois apresentam um excelente contraste
em relacdo ao meio que os envolve, o fisico holandés Frits Zernike
desenvolveu um método no qual a luz da fonte de iluminacdo do
microscépio que nao é difratada poderia ser acelerada ou atrasada em um
quarto de comprimento de onda, gerando, desta maneira, uma diferenca de
meio comprimento de onda em relacdo a luz naturalmente refratada pelo
material bioldgico. Com uma diferenca de meio comprimento de onda, o
material biolégico passa a ser observavel mesmo sem coloracao (Figura
4.31).

Para se acelerar a fase da luz direta, sao utilizados discos de fase feitos
de materiais especiais. Para se fazer o contraste, é necessaria a presenca de



dois discos de fase, também chamados de anéis de fase. O primeiro é
colocado no plano focal anterior do condensador e é denominado anulus. A
luz que passa por esse anel chega ao objeto, interage com ele e a luz que
ndo sofre difracdo chega ao plano focal posterior da objetiva na forma de
um anel de luz. A luz que interage com a amostra e € difratada se espalha
pelo plano da objetiva e ndo passa pelo anel. O anel de luz nao difratado é
entdao direcionado para o segundo anel, denominado anel de fase, que é
formado por regioes mais finas e mais espessas e se encontra no plano focal
posterior da objetiva. (Figuras 4.32 e 4.33).

Amplitude————»
.
L]

S S :.l._ ....................
“— = >
«— o
Fase — 8 —»
Luz direta Luz resultante Luz difratada

Figura 4.30 A interacdo da luz direta com o material biolégico gera um retardo de fase de
um quarto de comprimento de onda. A soma das duas ondas, no entanto, ndo é capaz de
gerar um contraste visivel.



Figura 4.31 Observacdo de microrganismos (Saccharomyces cerevisiae) em um
microscopio de campo claro (A) e em um microscopio dotado de um sistema de contraste
de fase (B).

As lentes objetivas utilizadas para o contraste de fase possuem gravadas
em seu corpo as iniciais Ph (phase) e um numero ao seu lado que pode ser
1, 2 ou 3. Para cada objetiva de fase é necessario girar o anel que fica no
condensador do microscopio para o numero correspondente ao indicado na
lente objetiva (Figura 4.32).

A grande vantagem da utilizacdo do contraste de fase em relacdo a
microscopia de campo claro é a facilidade na observacao de material vivo
ou mesmo fixado sem nenhuma coloracdao. No entanto, a formagdao de um
halo branco a volta da amostra pode dificultar a observacao de detalhes da
superficie das células.
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Figura 4.32 Caminho 6ptico da luz em um microscopio de contraste de fase. Os dois anéis
colocados no caminho da luz separam e modificam a luz direta e a difratada, provocando
um aumento de contraste na imagem final.

000

Figura 4.33 Alinhamento dos anéis de fase no microscopio de contraste de fase. Por meio
de dois pequenos parafusos no condensador ajusta-se o anel brilhante em relagéo ao anel
escuro que fica inserido na objetiva. A imagem mostrard o melhor contraste quando os
anéis estiverem coincidentes.

Microscopia de contraste interferencial diferencial

O contraste interferencial diferencial (DIC) une os conhecimentos sobre
o poder de difracdao da luz pelo material biolégico com os da polarizacdo da



luz. Juntos, fornecem um o6timo resultado que reverte em uma imagem
aparentemente tridimensional e com excelente contraste.

Para obter uma imagem em DIC é preciso, primeiro, organizar o feixe
luminoso que incide sobre a amostra. A fonte luminosa do microscépio
emite luz com varios comprimentos de onda, em varias direcoes e
diferentes planos de vibragao. Para se formar a imagem em DIC utiliza-se
apenas um plano de vibracdo da luz que é selecionado no microscopio com
o uso de uma peca denominada polarizador que é colocada antes do
condensador (Figura 4.34).

Ao sair do polarizador a luz encontra um prisma, também no
condensador do microscopio, que funciona como um material
birrefringente, ou seja, separa a luz polarizada em dois feixes
perpendiculares entre si (planos) e que viajam em direcOes ligeiramente
diferentes (Figura 4.35). Sdo estes feixes de luz, trafegando com uma
pequena defasagem entre si, que vao encontrar o material biolégico cuja
caracteristica de difracdao ja é bem conhecida. No espécime, a luz incidente
é alterada de acordo com a sua espessura e o indice de difracdo, causando
alteracdes em ambos os planos da luz incidente. A luz que sai do material
apresentando diversas alteragoes alcanca o plano posterior da objetiva, onde
outro prisma remove a distancia e as diferencas entre os comprimentos de
onda que existiam originalmente entre os dois feixes incidentes. As
diferencas que restam sdao aquelas inerentes ao material biol6gico. Acima
do segundo prisma encontramos ainda um analisador que torna os planos de
vibracdo da luz novamente paralelos.

Raios de luz com planos _ 7 Raios de luz transmitidos
de vibragdo orientados T | | e pelo polarizador possuem o
aleatoriamente 2N _/f_\ L — mesmo plano de vibragao



Figura 4.34 A luz polarizada é aquela na qual a vibracdo das ondas ocorre em um unico
plano. Para se transformar luz ndo polarizada em polarizada, utilizam-se filtros de um
material plastico especial capaz de bloquear um dos dois planos de vibracdo das ondas
eletromagnéticas. Os filtros sado confeccionados com moléculas de cadeias grandes
alinhadas dentro no seu interior, na mesma direcao vertical. Assim que a luz ndo polarizada
alcanca o componente da luz que vibra verticalmente, ele € absorvido pelo filtro, deixando
passar o componente perpendicular.
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Figura 4.35 Esquema de um microscépio 6ptico equipado com o sistema de contraste
interferencial diferencial. As partes do microscopio indicadas na figura interferem
diretamente na luz incidente, provocando mudancas no feixe de luz conforme descrito no
texto. Observe as linhas pontilhadas no esquema a esquerda. O polarizador seleciona um
anico plano de vibracao da luz. O primeiro prisma separa os dois planos de vibragéo da luz,
formando um angulo entre si. O condensador condensa os dois planos sobre a amostra.
Note que os dois feixes sdo separados por uma pequena distancia. ApGs passar pela
objetiva, os raios ainda em planos diferentes alcancam o segundo prisma, que remove a
distancia entre os dois feixes e as diferencas de comprimento de onda que originalmente
existem no feixe incidente. As alteracfes que restam sdo causadas pela amostra. Ao sair
do prisma, a luz ainda vibrando em dois eixos entra no analisador que as coloca no mesmo
plano, tornando visivel a interferéncia entre eles.



A imagem aparentemente tridimensional obtida pelo método de DIC é
provocada por um efeito estereoscopico produzido pela proximidade dos
dois raios de luz selecionados. O grau de tridimensionalidade depende do
indice de refracao das diferentes regioes do espécime e principalmente do
limite do espécime com o meio a sua volta. O efeito de borda é bastante
notado, 0 que torna este tipo de microscopia especialmente interessante para
a observacdo de compartimentos intracelulares (Figura 4.36).

Existem algumas vantagens do DIC em relacdo ao contraste de fase:

= Pode ser utilizado em material espesso

@ Nado ha a formacao do halo branco a volta da preparacdo que
impossibilita a analise das extremidades

@ A observacdo da amostra pode ser feita em diferentes planos de foco
(cortes 6pticos). A imagem em foco nao sofre interferéncia dos planos
acima ou abaixo

@ O prisma colocado logo acima das objetivas pode ser regulado para
variar o contraste, a profundidade de campo, o brilho e a cor do fundo
da lamina.

1) ol




Figura 4.36 Microscopia Optica de contraste interferencial diferencial (DIC) Nomarski de
leveduras de Saccharomyces cerevisiae. Ao se comparar esta imagem com as da Figura
4.31, percebe-se que aquelas obtidas em DIC mostram com facilidade os limites das
células, assim como 0s seus compartimentos internos.

Microscopia de fluorescéncia

A microscopia de fluorescéncia tem sido amplamente utilizada na
observacao de microrganismos. Ela esta baseada na utilizacdo de corantes
fluorescentes. Tais corantes sao capazes de absorver luz de um determinado
comprimento de onda, emitindo a0 mesmo tempo luz em um comprimento
de onda maior (Figura 4.37). Se a iluminacdo cessar, cessara também a
emissdao pelo corante fluorescente. Os corantes fluorescentes podem ser
ligados a diversos tipos de moléculas, fazendo com que este complexo
molécula—fluorocromo sirva de marcador para algum tipo particular de
experimento. Como exemplo de moléculas ligadas a fluorocromos temos
anticorpos com o0s quais sdo feitos os testes de imunofluorescéncia;
moléculas como albumina e dextrana, que servem para marcar a via
endocitica de diferentes tipos celulares; moléculas de natureza lipidica e
marcadores de acidos nucleicos. O uso de marcadores fluorescentes tem
como vantagem a grande sensibilidade de marcacao, visto que o material
marcado pelo fluorocromo emite luz, o que permite pequenas quantidades
do marcador serem observadas. Este é 0 mesmo principio que explica como
vemos particulas de poeira a luz do sol (o chamado efeito Tyndal) — a luz
incidindo sobre o grao de poeira, que esta abaixo do limite de resolucao do
nosso olho, é refletida pelo mesmo fazendo com que ele brilhe. O que
vemos ndo é a poeira, mas o brilho da luz. E assim que também vemos as
estrelas.

O microscopio capaz de detectar a luz emitida pelos corantes
fluorescentes é denominado microscopio de fluorescéncia. Este microscopio
é semelhante ao microscopio optico convencional. Na verdade, na grande



maioria dos casos, o sistema de fluorescéncia é adaptado a um microscopio
optico que contenha pelo menos o sistema de contraste de fase.

As diferengas basicas entre o microscopio de fluorescéncia e o de luz
(convencional ou de contraste) estdao na fonte de iluminacao (Figura 4.38) e
nos sistemas de filtros que selecionam tanto a luz que incide sobre o
espécime quanto aquela que dele é emitida.
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_— TTT— Emissao de
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/C/ /ﬁ-f - \ 420 nm
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| K (. GFP i
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Absorcdo de UV Alexa 568
A 580 nm
620 nm
Cy5

B Excitacdo

Figura 4.37 Microscopia de fluorescéncia. A. Modo como uma molécula emite
fluorescéncia. Um féton de uma radiacdo ultravioleta colide com um elétron do atomo de
uma substancia fluorescente, excitando-o e colocando-o em um nivel de energia mais
elevado. Quando o elétron perde a energia adquirida, ele volta a sua orbita original. A
energia € perdida na forma de luz, que possui uma energia menor do que aquela que gerou
a excitacao do atomo. O intervalo de tempo entre a excitacdo e a emissdo da fluorescéncia
€ extremamente pequeno, podendo ser menor que um milionésimo de segundo. B.
Comprimentos de onda de excitacdo de diferentes fluorocromos. DAPI: marcador para
DNA; GFP: proteina fluorescente verde; FITC, Cy3, Cy5 e Alexa Fluor: série de diferentes
flourocromos que podem ser associados a diferentes tipos de moléculas.



SRR ([ | PRI RE N N .
% n I R | ' 1 Lampada de arco

Bl . : demercrio (HBO) | |
: . |

ﬁ ______ - I---_l_______ —h -I___

2 [ ... f.. 0 L__a e
R I B . o e
78] 1 1 ¥

i -

_____ L___E__ PR R -4 _ He -

I |

300 400 500 600 700 a00

B Comprimento de onda (nandmetros)

Figura 4.38 Fonte de iluminacdo em microscopios de fluorescéncia. Um dos tipos mais
comuns de lampadas utilizadas em microscépios de fluorescéncia é a lampada de arco de
mercurio, também conhecida como HBO (A). Essa lampada emite luz com diferentes
comprimentos de onda, e 0s principais picos de emissdo sdo 313, 334, 365, 406, 435, 546
e 578 nm (B).

Os filtros que agem sobre a luz incidente sobre o espécime sdo
denominados filtro de excitagdo e de emissdo (Figura 4.39). O filtro de
excitacdo seleciona dentre os varios espectros emitidos pela lampada do
microscopio de fluorescéncia o comprimento de onda mais especifico para
a excitacdo de um determinado fluorocromo. O filtro de emissdao que esta
localizado apos a amostra bloqueia a luz incidente, deixando passar apenas
o comprimento de onda emitido pelo fluorocromo. A presenca de diferentes
filtros em um mesmo microscopio permite que marcacoes de diferentes



cores possam ser feitas sobre a mesma amostra. Os fluorocromos mais
utilizados sao a fluoresceina (que emite luz verde apos excitacdao por luz
azul) e a rodamina (que emite luz vermelha apos excitacao por luz verde)
(ver Figura 4.37). Familias de fluorocromos, por exemplo Alexa Fluor,
foram desenvolvidas de forma a obter maior brilho e fotoestabilidade.

A modalidade de microscopia de fluorescéncia mais utilizada em
laboratorios de diagnostico é a imunofluorescéncia, na qual a marcacao de
uma determinada molécula é feita com o uso de anticorpos especificos
conjugados a fluorocromos. Existem dois tipos de imunofluorescéncia: a
direta e a indireta. Na imunofluorescéncia direta o fluorocromo é ligado
diretamente ao anticorpo especifico (anticorpo primdrio) que reconhece a
molécula que se quer detectar. Na imunofluorescéncia indireta o anticorpo
marcado é o anticorpo secunddrio, ou seja, é o anticorpo que reconhece o
anticorpo primario (Figura 4.40).

Microscopia confocal

Durante a observacao de uma amostra por microscopia de fluorescéncia
podemos ter alguns problemas quanto a nitidez das imagens que obtemos.
Muitas vezes, posicionamos o foco em um determinado aspecto do
material, mas a fluorescéncia emitida de outras regides da amostra acaba
por interferir na resolucdo da imagem que mais interessa. Esta interferéncia
é tdo maior quanto mais espessa é a amostra observada (corte de tecido ou
espessura da célula). Para evitar esses problemas foi desenvolvido o
microscépio confocal a laser. As vantagens sobre o microscopio de
fluorescéncia convencional seriam a pequena profundidade de campo, que
elimina a fluorescéncia das regioes fora de foco, a capacidade de
colocalizar seccOes Opticas de amostras espessas e 0 aumento de resolucao
uma vez que a luz incidente sobre a amostra é um feixe de laser
monocromatico. A microscopia confocal tem ainda a vantagem de poder ser



aplicada a amostras vivas ou fixadas e que podem ter sido marcadas com
mais de um corante fluorescente.

(o
Ocular ————
Filtro de emissao
Seledona o comprimento

— de onda que vai ser
observado removendo
tragos da luz de excitacao

»

Filtro dicroico

Tem como fungio separar os
Fonte e luz Iy D comprimentos 46 onda ds
— cxcitacdo e emissao.
’ Espelhos dicroicos diferentes

sdo selecionados de acordo
com o fluorocromo utilizado.
Mo esquema ao lado, o espelho
l somente deixa passar comprimentos
de onda maiores que 510 nm
Filtro de emissao
Seleciona o comprimento
de onda que vai iluminar
a amostra

Figura 4.39 Esquema simplificado de um microscépio de fluorescéncia. Note que a luz que
chega a amostra vem lateralmente, atinge o espelho dicroico e €, entédo, lancada sobre a
amostra através da lente objetiva. Esse tipo de iluminagdo é denominado epi-iluminacédo. A
luz gerada pela excitacdo do fluorocromo na amostra € projetada para cima, passando
também por dentro da lente objetiva para alcangar o espelho dicroico e depois o filtro de
emissédo, chegando a ocular.
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Figura 4.40 Na imunofluorescéncia direta, o anticorpo que reconhece o antigeno é
diretamente ligado ao fluorocromo. A reacdo de marcacéo se faz com uma Unica incubacéo
da amostra na presenca do anticorpo primario. Na imunofluorescéncia indireta faz-se a
incubacdo da amostra com o primeiro anticorpo e, em seguida, uma segunda incubagéo na
presenca de um anticorpo secundario previamente conjugado a um fluorocromo (que
reconhece o anticorpo primario). Na maioria das vezes, as imunofluorescéncias sédo do tipo
indireto, pois normalmente a quantidade de anticorpo priméario € pequena e um pouco da
sua atividade pode ser perdida durante o processo de marcagcdo com 0 anticorpo. As
marcacgodes indiretas tém como vantagem o uso de um mesmo anticorpo secundario para
revelar diferentes antigenos e a amplificacdo da reacédo (note que sobre um anticorpo
primario existem pelo menos dois anticorpos secundarios), o que facilita a observacao das
marcagdes em imunofluorescéncia.

O microscopio confocal tem como base para seu funcionamento um
microscopio de fluorescéncia convencional. As amostras podem ser
selecionadas da maneira convencional com o uso de lampada HBO. Apoés a
selecdo da regido a ser analisada, acionam-se por um computador, acoplado
ao microscoépio, diversos tipos de funcdo como selecao de objetiva, selecao
do modulo confocal, correcao de brilho e contraste, selecdao das aberturas do



microscopio (pinhole), selecao de cores, sistemas de filtros, velocidade de
varredura, gravacdo das imagens etc.

O sistema de iluminacdao a laser promove um feixe de iluminacao
extremamente fino (Figura 4.41) que vai se deslocando sobre a amostra
ponto por ponto, e por este motivo o microscépio confocal é corretamente
denominado microscépio confocal de varredura a laser (LSCM - laser
scanning confocal microscopy) (Figura 4.42). Uma das vantagens deste tipo
de iluminagdo é que o feixe de laser percorre somente a regido da amostra
que esta sob observacao (o ponto de luz é focado sobre um tnico ponto do
espécime), conservando a fluorescéncia das outras regides que nao estao
sendo observadas. A imagem produzida de cada plano de foco pelo sistema
confocal ndo recebe a influéncia da marcacdo de regides acima ou abaixo
deste plano e recebe a denominacao de corte dptico.

Os cortes opticos s6 sao conseguidos com a utilizacdo de um sistema de
aberturas extremamente pequenas denominadas pinholes (ver Figura 4.42).
O microscopio confocal foi idealizado, em 1955, por Marvin Minsky, que
desejava ver imagens de eventos biologicos que ocorriam no interior de
tecidos vivos.

Microscopio eletronico

O desenvolvimento do microscopio eletronico tem suas raizes nos
trabalhos de Abbe e Helmhotz, que, de maneira independente, em 1873,
descobriram que a resolucao de um microscopio dependia do comprimento
de onda da fonte de energia. Foi uma ideia, sem duvida, bastante inovadora,
considerando que os elétrons ainda ndo haviam sido descobertos. Mais tarde
demonstrou-se (Thompson, em 1897) que particulas carregadas
negativamente (elétrons) faziam parte da matéria, que os elétrons tinham
propriedades de uma onda (De Broglie, vencedor do Préemio Nobel de
Fisica em 1929) e que a trajetoria de elétrons podia ser desviada por campos



magnéticos da mesma maneira que a luz pode ser desviada por lentes
(Bush, em 1926). Em 1932, Knoll e Ruska desenvolveram o primeiro
microscopio eletronico que entdo comecgou a ser comercializado em 1939.
Somente em 1963 os microscépios eletronicos de transmissdo alcancaram o
limite de resolucao de 0,2 a 0,3 nm e de 10 nm para o microscopio
eletronico de varredura. Atualmente, o limite de resolucao de microscopios
eletronicos de transmissdo chega a ser inferior a 1 A (0,1 nm), enquanto
atinge valores proximos a 1 nm em microscopios eletronicos de varredura.

H‘n-ﬂ Feixe de ,--f”f#

A Varredura ampliada iluminacao B ‘Varredura pontual

Figura 4.41 Comparacéao de dois tipos de feixes de ilumina¢cdo de amostras marcadas com
fluorocromos. Em A o feixe € alargado, iluminando varias regifes da amostra ao mesmo
tempo. Em B um feixe extremamente fino ilumina uma area muito mais limitada. A
vantagem do segundo feixe sobre o primeiro € que regides ao lado do ponto de iluminacéo
nao sao mantidas sob excitagédo, fazendo com que a meia-vida do corante fluorescente se
prolongue. 1: laminula; 2: espécime; 3: lamina de vidro.
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Figura 4.42 A. Esquema bésico de um microscépio confocal de varredura a laser. Note que
a fonte de iluminacdo envia o feixe de luz monocromético através de uma abertura
extremamente pequena em dire¢cdo ao espelho dicroico. Note também que foram
representados 3 raios mostrando planos de focos diferentes. Cada um dos feixes chega ao
espelho dicroico e € defletido em direcéo a objetiva, que concentra cada um dos feixes em
locais diferentes da amostra. Ao excitar a amostra contendo o fluorocromo, gera-se
fluorescéncia. O raio de luz fluorescente retorna para dentro da objetiva e € concentrado
sob uma segunda abertura (pinhole) no detector, também denominada abertura confocal
(no mesmo foco que a primeira). Somente os raios emitidos da regido em foco conseguem
passar através da segunda abertura. Os outros sdo eliminados e, dessa maneira, nao
interferem na formacéo da imagem. Os raios que saem da segunda abertura alcangam um
detector e fotomultiplicador que gera a imagem que vai ser observada em um monitor de
video. B. Imagem em microscopia de fluorescéncia de uma célula de mamifero infectada
com o protozoario parasito Trypanosoma cruzi. Em razdo da grande intensidade de
fluorescéncia € impossivel observar os parasitos individualmente. Essa grande intensidade
de fluorescéncia é obtida pela captacdo da luz emitida pelo fluorocromo em toda a
espessura da amostra. C. Quando a mesma célula é analisada com o médulo confocal,
registrando a fluorescéncia de apenas um plano focal, podemos observar os parasitos
individualmente acompanhando a marcacdo em seu corpo celular (setas) e flagelo (pontas
das setas). (Foto: Tecia Ulysses de Carvalho.)

Existem basicamente dois tipos de microscopia eletronica: de
transmissdo e de varredura. Cada uma delas fornece um tipo de visdo
diferente do material a ser estudado, podendo, no entanto, ser utilizadas de
maneira complementar.

Microscopia eletronica de transmissao

A microscopia eletronica de transmissao (MET) é muito semelhante a
microscopia de luz no que diz respeito a formacdo da imagem. Os elétrons,
assim como a luz no microscopio optico, necessitam atravessar a amostra
para gerar uma imagem visivel (Figura 4.43). A fonte de elétrons de um
microscopio de transmissdao € um filamento de metal, geralmente
tungsténio, também denominado catodo, o qual é aquecido, fazendo com
que seus elétrons se desprendam. Este filamento esta posicionado no alto e
no centro de uma coluna de metal oca denominada coluna do microscopio.



Os elétrons que se desprendem do catodo sdo acelerados em direcdo ao
anodo, em virtude de uma grande diferenca de potencial entre esses dois
polos: pode variar de 20 kV a 1.000 kV, dependendo do tipo de microscopio
de transmissdo. A diferenca de potencial confere aos elétrons uma
aceleracdo, e eles entdo migram pela coluna na forma de um feixe de
elétrons, atravessando a amostra e gerando uma imagem visivel. Para
garantir que o feixe de elétrons ndo sofra desvios pela interacdo com
moléculas de ar, a coluna dos microscopios eletronicos esta sempre em alto
vacuo. Para modificar o caminho dos elétrons, garantindo a formacdo da
imagem com diferentes aumentos e a correcdo das aberracoes que sao
semelhantes as descritas na microscopia de luz, o microscépio eletronico
possui uma série de “lentes” que, na verdade, sao bobinas eletromagnéticas.
A amostra a ser analisada no microscopio de transmissao é inserida no
interior da coluna no caminho dos elétrons. Trés consideracoes devem ser
feitas aqui:
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Figura 4.43 A. Comparacdo entre diferentes microscopios. No esquema podem ser
reconhecidas algumas diferengas entre o microscopio de luz e o microscépio eletrdnico de
transmissdo. As lentes do microscopio de luz sédo feitas de vidro, enquanto as dos
microscopios eletrbnicos sao bobinas eletromagnéticas. As amostras séo inseridas no
interior dos microscoépios eletrbnicos, o qual se encontra em vacuo. B. Microscoépio
eletrénico de transmissao.

Nao se analisa material vivo ao microscopio eletronico de transmissao,
pois a coluna esta em alto vacuo

A imagem ¢é formada pela interacdo dos elétrons com as diferentes
regioes da amostra a ser analisada. Quanto mais espessa ou mais densa
for uma regido de uma amostra, mais elétrons vao ser absorvidos ou
mais desvios o feixe de elétrons deve sofrer. Os elétrons que conseguem
atravessar a amostra chegam a uma tela fosforescente, gerando uma
imagem que varia do branco até o preto, com varios tons de cinza
intermediarios. As diferentes tonalidades refletem a capacidade de
bloqueio dos elétrons exercida pelas diferentes regides da amostra. As
que aparecem escuras na imagem sao denominadas regides
eletrondensas, enquanto as mais claras sao chamadas de eletronlucentes.
Varios livros-texto mostram imagens de MET coloridas digitalmente
que tém apenas o intuito de facilitar a identificacao de regides da célula
ou de organelas

A passagem dos elétrons pela amostra gera alteracoes devido ao
aquecimento desta. Por esse motivo, imagens de amostras biologicas
observadas ao microscopio eletronico de transmissao devem ser
adquiridas o mais rapidamente possivel. A aquisicdo de imagens pode
ser feita por negativos fotograficos ou por cameras digitais acopladas ao
equipamento.

Para que amostras biologicas sejam analisadas ao microscopio
eletronico de transmissdo € necessario que elas sejam fixadas, desidratadas
e incluidas em uma resina plastica que servira como suporte para a



obtencdo dos cortes a serem inseridos no microscopio. A func¢do da resina
plastica é a mesma atribuida a parafina na microscopia éptica. A fixacado e a
desidratacdo sdao necessarias em virtude de a amostra ser inserida em alto
vacuo, como relatado anteriormente. A fixacdo é feita com glutaraldeido ou
mistura de glutaraldeido e formaldeido, que garantem uma boa
estabilizacdo das proteinas da amostra e do tetroxido de Osmio que
estabiliza os lipidios de membrana assim como as proteinas. As amostras
sdo entdo desidratadas, incluidas em resinas plasticas que, ao se
solidificarem, permitem o corte das amostras em secOes ultrafinas de 50 a
100 nm de espessura. Os cortes sao colocados sobre grades circulares de
metal, geralmente cobre, que sdo inseridas na coluna do microscépio
eletronico (Figura 4.44).

Para aumentar o contraste de determinadas areas da amostra, uma vez
que o material biolégico é pouco eletrondenso, as secGes ultrafinas obtidas
sdao contrastadas com solucGes contendo metais pesados como o acetato de
uranila, que se deposita preferencialmente sobre DNA e RNA, e o citrato de
chumbo, que se deposita sobre membranas. O alto nimero atomico desses
metais garante o desvio dos elétrons do feixe, criando areas mais escuras na
amostra. Por isso, qualquer tipo de reacao citoquimica (para deteccao de
atividade enzimatica, localizacdo de diferentes componentes da célula) e
marcacoes imunocitoquimicas devem gerar ou utilizar compostos
eletrondensos que ndo estdao presentes nas amostras-controle. A Figura 4.45
mostra a imagem obtida por MET de uma bactéria ap6s a preparacao
convencional descrita anteriormente.
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Figura 4.44 Processamento béasico de amostras bioloégicas para observacdo ao
microscopio eletrénico de transmissao. A. As amostras sdo fixadas em fixadores como o
glutaraldeido o e formaldeido. B. Incluidas em resinas plasticas do tipo epoxi. C. O bloco
de resina plastica, juntamente com as amostras incluidas, sofre um primeiro
processamento visando selecionar a area de corte. D. A regido selecionada no bloco de
resina plastica € entdo cortada em ultramicrétomo, em sec¢des ultrafinas de 60 a 70 nm de
espessura. E. As secdes ultrafinas sdo colocadas sobre grades e levadas ao microscépio
eletrénico de transmissao.

Microscopia eletronica de varredura

A microscopia eletronica de varredura (MEV) fornece uma visao das
células completamente diferente da daquela observada na MET. Neste tipo
de microscopia os elétrons ndo atravessam a amostra. A imagem é formada
pela interacdo dos elétrons com a superficie da amostra, gerando uma
imagem com aspecto tridimensional indicada para a visualizacao de células
inteiras e tecidos (Figura 4.46).

Da mesma maneira como visto para a MET, a amostra deve ser fixada e
desidratada. A fixacdo é identica a mencionada para a microscopia de
transmissao, porém, apos a desidratacdo, a secagem da amostra depende de
um método especial denominado ponto critico. Nele, ap6s a amostra ter
sofrido desidratacdo com o uso de alcool ou acetona, ela é colocada no
interior de uma camara na qual todo o liquido desidratante é substituido por
CO, liquido, que, entdao, a uma temperatura de aproximadamente 31°C e a
uma pressao de 73 atmosferas, passa do estado liquido para o gasoso tdo



rapidamente que a célula é seca, permanecendo com a sua arquitetura
original. Apos a completa secagem pelo ponto critico, a amostra recebe
sobre toda a sua superficie uma camada de ouro de aproximadamente 20
nm de espessura.

A amostra é entdo inserida no interior da coluna do microscopio que se
encontra em alto vacuo, onde um feixe muito fino de elétrons percorre
pontualmente a amostra, ou seja, passa lentamente sobre ponto por ponto da
sua superficie. A interacdo dos elétrons do feixe com a camada de ouro da
superficie da amostra gera dois tipos de elétrons (ver Figura 4.46): (a)
elétrons secundarios — elétrons dos atomos de ouro que, excitados pelo
feixe de elétrons do microscopio, projetam-se para fora da camada e sdo
captados por um coletor; (b) elétrons retroespalhados — elétrons do proprio
feixe que, apOds interagirem com os atomos de ouro da superficie da
amostra, sofrem desvios de rota e voltam em direcdo ao feixe. Da mesma
maneira sdo captados por um coletor especial. Qualquer que seja o tipo de
elétron captado, eles excitam um cintilador que gera fétons, os quais sao
entdo conduzidos por uma fibra 6ptica para um fotomultiplicador e dai para
uma tela (tubo de raios catddicos). As imagens obtidas no microscépio de
varredura podem ser observadas na Figura 4.47.



Figura 4.45 Imagem em MET da bactéria gram-positiva Staphylococcus aureus. Notar a
espessura da parede celular (ponta da seta), assim como a formacéo do septo durante a
divisao celular (seta).
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Figura 4.46 Para observagdo ao microscopio eletrdnico de varredura, o espécime recebe
uma camada de metal muito fina e é percorrido ponto a ponto pelo feixe de elétrons do
microscopio. Os elétrons do feixe interagem com a amostra, provocando a emissao de
elétrons da camada metdlica que a recobre (elétrons secundarios) ou o desvio de elétrons
do proprio feixe (elétrons retroespalhados). Detectores especificos para cada tipo de
elétron os recolhem e geram uma imagem no monitor de video acoplado ao microscépio. O
microscopio de varredura gera imagens em trés dimensdes com grande profundidade de
foco e com uma resolucéo que varia de 3 a 20 nm.



Figura 4.47 Imagem em MEV. A. Bactérias multicelulares magnetotaticas ndo cultivadas
isoladas da Lagoa de Araruama, RJ. (Foto: Ulysses G. C. Lins.) B. Leptospira interrogans.
(Foto: Gustavo M. Rocha.) C. Associagcdo entre bactérias Streptococcus salivarius (S) e
Actinomyces naseslundii (A) em placas bacterianas encontradas em dentes.



SECAO 2 | PRATICA

Observacao de microrganismos por microscopia optica

Objetivos

Manusear adequadamente um microscopio optico

Conhecer os principais métodos de observacao microscopica de
microrganismos

Distinguir, morfologicamente, bactérias, leveduras, bolores e
protozoarios

Identificar os principais tipos morfologicos das bactérias

Discutir a importancia do método de Gram na identificacdo de
microrganismos.

Material

Laminas prontas com coloracdo de esporos de Bacillus megaterium

Laminas prontas com bactérias gram-positivas (Staphylococcus aureus,
Bacillus subtilis) e gram-negativas (Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa)

Cultura de E. coli em caldo simples

Cultura de Saccharomyces cerevisiae em agar Sabouraud

Cultura de Aspergillus versicolor em agar Sabouraud

Cultura de Herpetomonas sp. em meio liquido de BHI (brain heart
infusion)

Cultura de E. coli em agar simples

Cultura de S. aureus em agar simples

Cultura de B. subtilis em agar simples



Laminas limpas

Laminulas limpas

Baterias para Gram (solucdo de cristal violeta, lugol, alcool a 95%,
solucdo de safranina ou fucsina)

Oleo de imersdo

Solucado salina estéril

Microscopios opticos

Placas com microrganismos do ambiente (ver Capitulo 1, Mundo dos
Microrganismos)

Algas e agulhas de inoculacao.

Procedimentos

12 etapa. Observacao microscopica de laminas prontas:

Esporos de B. megaterium (cultura com mais de 48 horas de
crescimento), corados pelo método de Schaeffer-Fulton

Bactérias coradas pelo método de Gram: B. subtilis (gram-positiva), S.
aureus (gram-positiva) e E. coli (gram-negativa)

Observar ao microscopio optico com objetiva de 10%, focalizando a
amostra. Adicionar sobre o esfregaco das laminas prontas uma pequena
gota de 6leo de imersdo e examinar ao microscopio optico com objetiva
de imersao (100x%).
22 etapa. Preparacdo de laminas para observacoes microscopicas. (O
aluno devera escolher um microrganismo para preparacao a fresco e um
microrganismo para coloracao de Gram.)

Preparacao a fresco de E. coli: ap6s flambar a alca de inoculacao,
colocar uma gota de suspensdo bacteriana em uma lamina e cobrir com
uma laminula. Adicionar uma pequena gota de Oleo de imersdo e
observar em microscopio optico com objetiva de imersdo (100x)



Preparacdo a fresco de S. cerevisiae: retirar, com uma alca de
inoculacdo flambada, uma porcao do crescimento da levedura e
suspender em uma gota de solugdo salina em uma lamina. Cobrir com
laminula e observar ao microscépio optico com objetiva de 40x

Preparacdo a fresco de A. versicolor: cuidadosamente, para ndo alterar
as estruturas fungicas, retirar com alca flambada uma porcao do
crescimento do fungo e suspender em uma gota de solucdo salina em
uma lamina. Observar ao microscopio optico, entre lamina e laminula,
com objetiva de 40x

Preparacado a fresco de Herpetomonas: Retirar, com uma al¢a flambada,
uma porcao do crescimento em meio liquido do protozoario e colocar
sobre uma lamina. Cobrir cuidadosamente com uma laminula. Observar
ao microscopio optico com objetiva de 40x.

32 etapa. Coloracao de Gram:
Colocar uma pequena gota de solucao salina sobre uma lamina de
microscépio. Flambar uma alca e com ela retirar uma pequena porcao
do crescimento bacteriano (E. coli, B. subtilis, P. aeruginosa ou S.
aureus). Colocar a porcdao sobre a gota de salina e espalhar, obtendo
assim o esfregaco. Deixar secar espontaneamente.
Fixar o esfregaco a lamina, segurando-a com um pregador de madeira e
passando-a trés vezes sobre a chama do bico de Bunsen com a parte do
esfregaco para cima. A Figura 4.11 ilustra o procedimento da obtencao
de um esfregaco.

Proceder a coloracdo de Gram:

Tratar o esfregaco com uma solucgdo de cristal violeta durante 1 a 2
minutos

Lavar ligeiramente com agua. Escorrer
Cobrir o esfregaco com lugol durante 1 a 2 minutos

Descorar rapidamente pelo alcool a 95%



Lavar ligeiramente com agua. Escorrer

Cobrir com uma solucdao de safranina ou de fucsina, durante 30
segundos, para contracorar

Lavar e enxugar entre dois papéis-filtro, com cuidado, sem esfregar

Adicionar sobre o esfregaco corado uma pequena gota de 6leo de
imersdao e examinar ao microscopio Optico com objetiva de imersao
(100x%).

42 etapa. Observacdao de microrganismos do ambiente. A partir das
placas expostas ao ar, bem como de outras placas contendo microrganismos
de diversas origens (bancada, dedo, cabelo etc.), mencionadas no Capitulo 1
Mundo dos Microrganismos, observar os diversos tipos de colonias
crescidas. Com auxilio do professor, escolher uma colonia de bactéria e
outra de fungo para estudo.

Colonia bacteriana: realizar a coloracao de Gram, como descrito na 32
etapa. Observar:

Colonia fangica: preparar lamina a fresco com solucdo salina, como
descrito na 22 etapa. Observar.

Interpretacao dos resultados

12 etapa. Observacao de laminas prontas:

Observar laminas de B. megaterium (Figura 4.48 G). Distinguir os
esporos, corados em verde, das células vegetativas, coradas em
vermelho. Observar esporos dentro e fora da célula

Observar laminas de bactérias coradas pelo método de Gram (Figura
4.48D a F). Distinguir o tamanho, a forma (coco ou bastonete) e a
reacdo ao Gram: roxas, gram-positivas; vermelhas ou rosadas, gram-
negativas. Observar alguns arranjos caracteristicos.

22 etapa. Observacao de laminas preparadas pelo aluno:



= Observar, na preparacao a fresco de E. coli, seu tamanho relativo, sua
forma e sua locomocao

@ Observar S. cerevisiae (Figura 4.48A) quanto a forma, tamanho relativo
e presenca ou auséncia de brotamento

WAl

Figura 4.48 Exemplos de preparacdes em laminas. A. Preparacao a fresco em microscopia
Optica de campo claro da levedura S. cerevisiae 1.000%. B. Microscopia Optica de contraste
diferencial interferencial do fungo F. pedrosoi 400x. (Foto: Daniela Sales Alviano.) C.
Microscopia 6ptica de contraste de fase do protozoario Herpetomonas samuelpessoai 100x



mostrando o flagelo (seta) e o corpo da célula (ponta da seta). (Foto: André Luiz de Souza
Santos.) D. Microscopia de campo claro de amostras coradas pelo método de Gram;
bastonete gram-positivo B. subtilis 1.000x. E. Microscopia de campo claro de amostras
coradas pelo método de Gram; bastonete gram-negativo E. coli 1.000x. F. Microscopia de
campo claro de amostras coradas pelo método de Gram; cocos gram-positivos S. aureus
1.000x. G. Microscopia Optica de campo claro, coloracdo de esporos de B. megaterium,
esporos em verde e células em vermelho 1.000x%.

Observar A. versicolor quanto ao tamanho. Identificar o micélio (Figura
4.48B), hifas septadas ou ndo e, se possivel, as estruturas que contém o0s
esporos

Observar Herpetomonas sp. quanto ao tamanho e a capacidade de
locomocdo. Distinguir os flagelos (Figura 4.48C)

Observar as laminas coradas pelo método de Gram, como descrito no

segundo item da 12 etapa.

32 etapa. Observacao de colonias desconhecidas de microrganismos
do ambiente.

Observar ao microscopio as laminas preparadas pelo proprio aluno. De
acordo com as caracteristicas observadas, tais como tamanho, forma, reacao
ao Gram, presenca de hifas etc., confirmar se se trata de bactéria, levedura
ou fungo.
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Técnicas de Isolamento
e Contagem de
Microrganismos

Rosalie Reed Rodrigues Coelho

SECAO 1| TEORIA

Introducao

Nos ambientes naturais 0s microrganismos se encontram, quase sempre,
sob forma de populacdes mistas, formando comunidades microbianas.
Assim sendo, para que seja possivel estudar as caracteristicas das espécies
que compoem essas misturas, é necessario fazer seu isolamento em cultura
pura. Para isso, necessitamos de um meio de cultura e de condicdes de
incubacgao que facilitem o crescimento do microrganismo desejado. Apés o
seu crescimento, precisamos, ainda, confirmar sua pureza, de modo a
garantir que a cultura obtida contenha apenas o microrganismo de interesse.

Todos os microrganismos necessitam de uma fonte de energia para seu
crescimento, que pode ser quimica (seres quimiotroficos) ou luminosa
(seres fototréficos). Além disso, os fatores necessarios para o crescimento



microbiano podem ser divididos em duas categorias principais: os fatores
fisicos, tais como temperatura, pH e pressdo osmética, e os fatores
quimicos. Dentre estes, temos a agua e as diversas fontes de carbono (C), de
nitrogénio (N), de fosforo (P), de enxofre (S) e de sais minerais, além dos
chamados fatores de crescimento, para o caso de microrganismos mais
exigentes. Quando a fonte de C é organica, temos os seres heterotroficos, e
quando esta € inorganica temos 0s seres autotroficos. Segundo essa
classificacdo, os microrganismos fotossintéticos, por exemplo, sdo
principalmente seres fotoautotroéficos.

Meio de cultura

O meio de cultura consiste em um material nutritivo, preparado em
laboratério, que se destina ao cultivo artificial dos microrganismos,
devendo, portanto, fornecer os nutrientes indispensaveis a seu crescimento.
Pode ser liquido, sélido ou semissélido.

Os meios liquidos sdao preparados com seus ingredientes em agua
purificada (destilada, deionizada ou osmolizada) e podem ser
acondicionados em baldes, Erlenmeyers (ver Figura 2.1A), ou tubos de
vidro (ver Figura 2.1D). Os meios solidos sao acrescidos de um agente
solidificante, o agar, normalmente na concentracao de 1 a 2%. Este consiste
em um polimero, o acido poligalacturonico, extraido de algas marinhas, que
é capaz de se fundir a cerca de 100°C e, ao se resfriar, solidificar a cerca de
40 a 45°C. Geralmente sdo acondicionados em tubos de vidro na forma de
agar inclinado (ver Figura 2.1B, ou em placas de Petri (ver Figura 2.1C).
No preparo do meio sélido, apds adicao do agar a seus componentes, faz-se
a esterilizacdo normal, em autoclave, durante a qual o agar é fundido, sendo
entdo o meio vertido nas placas previamente esterilizadas, e sua
solidificacdo entdo aguardada, o que ocorre quando a temperatura ambiente
é alcancada. Ja os meios semissOlidos contém agar em concentracoes



menores, em torno de 0,3 a 0,5%, e normalmente sdo distribuidos em tubos
de vidro na posicao vertical.

Meios sintéticos e meios complexos

Dependendo do tipo de microrganismo que sera cultivado, o meio de
cultura podera ser sintético, também chamado de quimicamente definido.
Neste caso, todos os ingredientes sao conhecidos, possuindo composicao
quimica exata. Sdo bastante uteis em trabalhos experimentais de
laboratorio. Um exemplo deste tipo de meio é o de caldo de glicose-sais
minerais, descrito no Quadro 5.1. Esse meio contém uma fonte de C
organica, a glicose, uma fonte de N inorganica, o NaNO;, uma fonte de P
inorganica, o K,HPO,, uma fonte de S inorganica, o MgS0O,.7 H,0O, NaCl e
dgua. E considerado um meio pobre em nutrientes, j4 que contém apenas o
minimo de ingredientes necessarios ao desenvolvimento do microrganismo.
Varias espécies microbianas do grupo dos quimioeterotroficos prototroficos
sdao capazes de crescer neste tipo de meio. Os microrganismos
quimioeterotréficos sdao aqueles que necessitam de uma fonte de carbono
organica e uma fonte de energia quimica, e no caso do meio de cultura
descrito do Quadro 5.1 a glicose desempenha esse duplo papel. Ja os seres
prototroficos sdao aqueles capazes de crescer sem nenhuma exigéncia
nutritiva em termos de vitaminas, ou qualquer outra molécula organica que
ndo sejam capazes de sintetizar a partir da fonte de C organica simples,
como € o caso de alguns aminoacidos. Essas substancias essenciais ao
desenvolvimento do microrganismo sdao chamadas de fatores de
crescimento.

Diferentemente do exemplo do Quadro 5.1, no qual o meio de cultura é
composto de apenas seis substancias, alguns meios quimicamente definidos
podem conter um nimero bastante grande de ingredientes. Este é o caso do
meio descrito no Quadro 5.2, que possui ao todo 48 ingredientes, incluindo
ail duas fontes de C, uma fonte de N, duas fontes de P, uma fonte de S, agua,



além de aminoacidos, purinas e pirimidinas, vitaminas e elementos-traco. O
microrganismo que exige esse tipo de meio de cultura para crescer também
é quimioeterotrofico, sendo auxotréfico para varios fatores de crescimentos
(os aminoacidos, as purinas e pirimidinas e as vitaminas), ou seja,
dependente desses varios fatores de crescimento para sobreviver. Esse tipo
de microrganismo, nutricionalmente mais exigente, ¢ comumente conhecido
como fastidioso.

Quadro 5.1 Meio sintético simples, de caldo de glicose-sais minerais, para crescimento de
diversas bactérias quimioeterotroficas.

Glicose 504¢
NaNO, 1,09
K,HPO, 2,0g
MgS0,.7 H,0 1,09
Nadl 05¢
Aqua purificada destilada, q.s.p. 1.000 m?

Quadro 5.2 Meio sintético mais elaborado, tipico para crescimento de microrganismos
nutricionalmente mais exigentes, chamados fastidiosos.

Glicose 25¢
Acetato de sddio 209

K,HPO, 064



KH,PO, 064

NH,Cl 39
MgS0,.7 H,0 019
Aminodcidos: alanina, arginina, asparagina, aspartato, cisteina, 100 a 200 mg cada

glutamato, glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina,
lisina, metionina, fenilalanina, prolina, serina, treonina,

triptofano, tirosina, valina
Purinas e pirimidinas: adenina, guanina, uracila, xantina 10 mg cada

Vitaminas: biotina, folato, dcido nicotinico, piridoxal, piridoxamina, 10 a 20 mg cada
piridoxina, riboflavina, tiamina, pantotenato, acido p-

aminobenzoico
Elementos-traco: Fe, Co, Mn, Cu, Ni, Mo 2210 mg cada

Aqua purificada destilada, g.s.p. 1.000 m¢

No entanto, o0 meio de cultura também podera ser complexo e conter
ingredientes complexos, como extrato de carne, rico em vitaminas e outros
fatores de crescimento organicos, e cuja composicao quimica exata nao seja
conhecida. Além do extrato de carne, que compreende um p6, obtido da
digestdo de carne bovina, varios outros extratos também sdo muito
utilizados nos meios de cultura complexos: os extratos de levedura e de
malte, fabricados da mesma maneira, bem como as peptonas e outros
hidrolisados parciais de proteinas, como a caseina, que é a proteina
encontrada no leite. Todos esses ingredientes sdao encontrados
comercialmente no mercado e podem ser utilizados facilmente para o
preparo de meios. Em geral os meios complexos sdao adequados ao



crescimento de microrganismos heterotroficos auxotroficos, como algumas
bactérias comensais e patogénicas para homens e animais. A grande
vantagem dos meios complexos é que a adicdao de um unico ingrediente ja
garante a presenca de uma ampla gama de substancias necessarias ao
crescimento do microrganismo.

No Quadro 5.3 encontramos a composicao do meio de caldo simples, ou
caldo nutriente, bastante utilizado no cultivo de bactérias heterotroficas, por
exemplo, as enterobactérias. Neste caso, sdao utilizados apenas quatro
ingredientes que vao suprir adequadamente as exigéncias nutritivas da
maioria dos microrganismos fastidiosos.

Quadro 5.3 Meio complexo de caldo simples, para o cultivo de bactérias heterotréficas.

Peptona 509
Extrato de carne 309
Cloreto de sddio 80¢
Aqua destilada, g.s.p. 1.000 m¢

Meios seletivos e diferenciais

Os meios seletivos sao utilizados para o isolamento de um grupo
particular de microrganismos, ou seja, sao meios de cultura adicionados de
substancias quimicas que vado propiciar o desenvolvimento dos
microrganismos de interesse e inibirdo o0 desenvolvimento dos
microrganismos acompanhantes (“microbiota de acompanhamento”). Essa
inibicdo pode ser obtida por diferentes substancias, tais como os
antibiéticos, os corantes, a bile ou os sais biliares. Um meio adicionado do
antibacteriano estreptomicina possibilitara o isolamento de fungos, da



mesma forma que a adicdao do antifungico ciclo-heximida ao meio permitira
o isolamento de bactérias. Em outros meios, o sistema de selecao do
microrganismo de interesse € mais complexo, por exemplo o meio de
Thayer-Martin, utilizado no isolamento de bactérias patogénicas do genero
Neisseria, que pode ser adicionado de uma mistura de inibidores, composta
por vancomicina para inibicao de bactérias gram-positivas, colistina para
inibicdo de bactérias gram-negativas e nistatina para inibicao de fungos.
Muitas vezes, para a selecao do microrganismo de interesse, pode-se lancar
mado de outros recursos, por exemplo, a utilizacdo de um meio cuja unica
fonte de carbono seja a celulose ou o amido, de modo a isolar somente os
microrganismos celuloliticos ou amidoliticos, respectivamente.

Ja os meios diferenciais sdao formulados para evidenciar uma
caracteristica bioquimica ou fisiolégica do microrganismo de interesse,
possibilitando diferenciar suas colénias das de outros microrganismos que
se desenvolvam na mesma placa. A adicdo de um carboidrato e um
indicador de pH ao meio de cultura permite evidenciar as colonias de
microrganismos que produzam acidos a partir da utilizacdo daquele
carboidrato, pois a cor do indicador vai se modificar em funcdao da
acidificacdo do meio ao redor da colonia.

Alguns meios de cultura podem ter um objetivo combinado: o de serem
seletivo-diferenciais. Um bom exemplo seria o agar MacConkey, um meio
bastante utilizado para o isolamento de enterobactérias e outros bastonetes
gram-negativos relacionados. Este meio contém como agentes seletivos sais
biliares e cristal violeta, com o objetivo de inibir o crescimento das
bactérias gram-positivas e algumas gram-negativas fastidiosas, e lactose e
vermelho neutro, com o objetivo de diferenciar colonias de bactérias que
utilizem esse carboidrato. Quando as bactérias chamadas de lactose-
positivas utilizam a lactose, suas colonias apresentam tons variados de
vermelho em funcdo da mudanca da cor do indicador de pH. Ja as bactérias
lactose-negativas formam colonias incolores ou transparentes (Figura



5.1A). Um outro meio interessante, para a mesma finalidade, é o meio
CLED (cisteina, lactato, eletrdlito deficiente), que contém o indicador azul
de bromo timol. Neste caso, as bactérias lactose-positivas conseguem virar
o indicador, originalmente verde em pH neutro, para amarelo em
decorréncia da producao de acidos (Figura 5.1B).

Outro meio seletivo-diferencial é o agar Salmonella-Shigella, ou agar-
SS, que, em virtude da presenca de altas concentracoes de sais biliares e
citrato de sodio, é altamente seletivo para esses dois generos de bactérias
enteropatogenicas e permite a diferenciacdo das suas colonias das de outras
bactérias gram-negativas intestinais que eventualmente se desenvolvam.
Isso porque esse meio contém lactose e um indicador de pH (vermelho
neutro) que permite identificar presuntivamente as colonias de bactérias
desses géneros, pois eles tipicamente nao utilizam esse carboidrato. Além
disso, é possivel a diferenciacdo das colonias desses dois géneros, pois as
salmonelas formam colonias que apresentam um centro negro, em funcao
da reacao do sulfeto de hidrogénio (H,S) produzido pelas bactérias a partir
da utilizagdo do tiossulfato de sédio como fonte de enxofre (S), com ions
ferro, do citrato férrico, um outro componente desse meio de cultura.



Figura 5.1 A. No meio de MacConkey, as col6nias de E. coli, lactose (+), se apresentam
vermelhas, consequéncia da producdo de &cidos e da mudanca do indicador para
vermelho, enquanto coldnias da espécie lactose (-), como Proteus mirabilis, mantém sua
cor original. B. Ja no meio CLED, os acidos produzidos pelas colénias de E. coli, lactose
(+), viram o indicador azul de bromo timol para amarelo, enquanto as de Proteus mirabilis,
lactose (-), ndo s&o capazes de modificar a cor original verde do meio. (Foto: Rubem
Clayton da Silva Dias.)



O agar-sangue é um agar nutriente acrescido de sangue desfibrinado de
carneiro, com o objetivo de enriquecer sua composicao e propiciar o
desenvolvimento da maioria das bactérias patogénicas de importancia
médica. O sangue, além de conter nutrientes considerados fatores de
crescimento para muitos microrganismos fastidiosos, confere uma
caracteristica diferencial ao meio, que é a de identificar bactérias produtoras
de hemolisinas, ou seja, substancias extracelulares capazes de lisar as
hemacias do meio de cultura, provocando o aparecimento de um anel claro
ao redor da colonia (Figura 5.2).

Meios de enriquecimento

Sao meios preparados para favorecer a multiplicacdo dos
microrganismos de interesse, quando estes estao presentes em pequeno
numero em relacdo a microbiota de acompanhamento que se encontra em
maior nuamero. Alguns desses meios sdao chamados de meios de
enriquecimento seletivo, pois, além de propiciarem o desenvolvimento do
microrganismo de interesse, inibem total ou parcialmente a microbiota de
acompanhamento. Esses meios de cultura sdao amplamente utilizados em
microbiologia médica e de alimentos, como o caldo tetrationato empregado
no isolamento de importantes enteropatdégenos a partir de amostras de fezes
ou de alimentos. O caldo tetrationato possui bile, que estimula o
crescimento das salmonelas, e varios agentes seletivos com diferentes
funcdes, como o verde-brilhante, que inibe as bactérias gram-positivas, e o
tetrationato, que inibe os coliformes e outras bactérias entéricas. Apos a
incubacdo da amostra nesse meio de enriquecimento seletivo, pequenas
porcOes deste sdo repicadas em meios seletivos ou seletivo-indicadores,
como o agar-SS citado anteriormente, sendo observado que esse
enriquecimento prévio aumenta consideravelmente a possibilidade de
achado de colonias sugestivas de serem salmonelas.



Figura 5.2 Meio de agar-sangue, com col6nias de Streptococcus do grupo G apresentando
halo de hemdlise ao seu redor. (Foto: Ivi Cristina M. de Oliveira.)

Na éarea de microbiologia do solo também é comum o uso dos meios de
enriquecimento. Um exemplo facil de ser entendido é quando se pretende
isolar do solo microrganismos capazes de degradar a celulose. Neste caso
pode ser utilizado um meio de cultura contendo uma solucdo de sais
minerais e uma tira de papel de filtro de celulose como unica fonte de
carbono. Os tubos que contém o meio sao inoculados com grumos de solo e
sdao incubados a uma temperatura adequada. Apés certo periodo de tempo, é
possivel observar a colonizacdao do papel de filtro com microrganismos
celuloliticos. O método é fundamentado no principio de que apenas os
microrganismos celuloliticos serdo capazes de crescer no meio que contém
a tira de papel de filtro como tnica fonte de carbono e energia.

Isolamento de microrganismos em cultura pura



Dentre as técnicas conhecidas para o isolamento de microrganismos em
cultura pura, as mais comumente utilizadas sdao a técnica do esgotamento e
a técnica das diluicbes em placas. Ambas se baseiam no principio de que
uma célula microbiana isolada, ou um tnico esporo, quando depositados em
meio de cultura sélido adequado, dardao origem a um agrupamento
macroscopicamente visivel chamado de colonia. Assim sendo, a colonia é
um conjunto de células identicas que tem como origem uma unica célula ou
esporo. No caso particular de bactérias que formam agrupamentos, como 0s
estafilococos e os estreptococos, a colonia pode ser proveniente de um
desses agrupamentos de células semelhantes, ao passo que no caso
especifico de microrganismos filamentosos, como algumas bactérias ou
fungos, a colonia também podera ser proveniente de um fragmento de hifa.

A técnica das diluicbes em placa tem uma dupla aplicacdo, podendo ser
utilizada tanto para o isolamento como para a contagem de microrganismos
(ver adiante tépico “Método das diluicOes em placas”). Ja a técnica do
esgotamento consiste em semear, com o auxilio de uma alca de inoculacao,
uma por¢ao da suspensdao de microrganismos, fazendo na superficie do
meio uma sequéncia de estrias nao sobrepostas, que vao das bordas para o
centro da placa, em trés setores distintos, conforme esquematizado na
Figura 5.3A, de modo que a quantidade de material contida na alca seja
progressivamente menor. Desta maneira, ao final do procedimento, as
células microbianas contidas na alca vao se depositar na superficie do meio
separadamente umas das outras. Ap6s incubacdo por tempo e temperatura
adequados, cada célula isolada dara origem a uma colonia isolada. Na
Figura 5.3B observa-se o aspecto da placa estriada apés incubacao.

O sucesso do procedimento sera garantido levando-se em conta as
seguintes observacoes:

Realizar o maior nimero de estrias possivel

Nao perfurar ou rasgar o meio de agar



Nao voltar com a alca sobre as estrias, sobrepondo-as

Iniciar a semeadura com uma pequena quantidade de material na alca de
inoculacao.



1 gota de suspenséo bacteriana

1% operagao




Figura 5.3 Técnica do esgotamento para a obtencdo de cultura pura. A. Modo de
espalhamento do inéculo. B. Aspecto da placa estriada apds incubacéo. Notar a presenca
de crescimento confluente na regido correspondente ao inicio do procedimento e de
colonias isoladas no final do processo.

Existem algumas variantes desta técnica, porém o principio basico é
sempre 0 mesmo: tentar esgotar o material ao longo das estrias, de modo a
depositar células isoladas no meio sélido, que dardo origem a colonias
isoladas. Cada colonia isolada obtida podera ser entdao passada para um
meio de cultura novo, de modo a se obter uma cultura pura, contendo
células idénticas que, por exemplo, quando coradas ao Gram, deverao
apresentar a mesma morfologia celular e tintorial (ver Figura 5.11, adiante).

Contagem de microrganismos

Os diversos métodos existentes para a contagem de microrganismos
podem ser divididos em dois grupos principais: aqueles que quantificam o
numero de células e aqueles que quantificam a massa celular. Além disso,
alguns métodos determinam as células viaveis (somente as vivas), enquanto
outros determinam as células totais (vivas e mortas). Alguns dos principais
métodos serao descritos a seguir.

Contagem em placas

Este é o principal método de contagem de células viaveis, ou seja,
células capazes de se dividir, originando células-filhas e formando uma
colénia. E um método demorado, visto que é necessario aguardar a
multiplicacdo de uma célula isolada no meio sélido, de modo que esta
forme uma coldnia macroscopicamente visivel, a ser contada. Pode ser
utilizado tanto para materiais com alta concentracao microbiana, neste caso
sendo utilizado o método das diluicOes seriadas, como também para



materiais liquidos com pouca concentracao microbiana, nos quais o método
da filtracdo é o mais apropriado.

Também conhecido como método das diluicOes seriadas, serve tanto
para o isolamento quanto para a contagem de microrganismos. Pode-se
partir de uma determinada amostra, como solo, alimento, urina ou outro
material qualquer. Inicialmente, no caso de amostras sélidas, em po ou
muito viscosas, é feita uma homogeneizagao inicial, e a partir desta sdo
preparadas diluicdes sucessivas em tubos (Figura 5.4). Essas diluicOes sao
feitas geralmente em salina ou solugdes tamponadas, e sdo diluicGes
sequenciais, na razao de 1 para 10, de modo a se obterem dilui¢cdes 1/10 ou
107!, 1/100 ou 1072, 1/1.000 ou 10~ ou superiores. A cada diluicdo obtida,
procede-se a homogeneizacao do liquido contido no tubo, em vértex
(aparelho agitador de tubos), antes de proceder-se a diluicao seguinte. Em
seguida procede-se ao plaqueamento, ou seja, distribuicio homogénea de
uma aliquota da referida diluicdo em meio sélido adequado, de modo que,
apo6s incubacdo, por tempo e temperatura adequados, as células, ou pedacos
de hifas, ou pequenos agrupamentos de células idénticas espalhadas,
crescam isoladamente dando origem a colonias que serdo contadas na
diluicdo apropriada e, portanto, chamadas de unidades formadoras de
colonias (UFC). Evidentemente, nos tubos muito diluidos ndo teremos
células suficientes, ao mesmo tempo que nos tubos muito concentrados
teremos excesso de células, de modo que ndo sera possivel se fazer uma
contagem adequada nas respectivas placas. O ideal é que cada placa
escolhida para a contagem contenha um ndmero considerado significativo
no método em questao, o que para bactérias, em geral, € de no minimo 20 a
30 colonias e no maximo 200 a 300 coldnias. Para que os resultados obtidos
sejam estatisticamente validos, sugere-se que sejam preparadas pelo menos
trés placas-réplica para cada dilui¢do. Apds os calculos adequados, levando-



se em conta os volumes utilizados, e as diluicGes empregadas, determina-se
o numero de microrganismos presentes em um determinado peso ou volume
do material inicial (Figura 5.4).

O método das diluicoes em placas permite duas variantes: inoculacao
em superficie, também chamado método do espalhamento, e inoculacdo em
profundidade. No método do espalhamento em superficie, o indculo,
geralmente de 0,1 m¢#, é espalhado uniformemente na superficie do meio ja
solidificado, com o auxilio da alca de Drigalsky, de modo a separar ao
maximo as células microbianas presentes. Neste caso s crescerdao colonias
na superficie do meio solido (Figura 5.5A). A superficie do meio de cultura
ndo deve estar muito imida, para que o inéculo seja absorvido e as células
nao se desloquem. Volumes de inoculo de liquido ndao absorvido promovem
a juncao de colonias, a medida que se formam.
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Figura 5.4 Método das diluicbes em placas — a partir de uma amostra liquida (agua, leite,
urina ou outra) ou da homogeneizacgao inicial da amostra em um diluente apropriado (solo,
talco, carne ou outro), sao realizadas diluicbes sucessivas, nas quais 1 m¢ de cada diluicdo
€ adicionado a 9 m¢ de salina, em sequéncia. ApGs plaqueamento e incubacao, é feita a
contagem na placa onde o numero de col6nias é mais apropriado. No exemplo da figura, a
contagem foi na diluicdo de 1074, onde foram contadas 36 colonias, o gue corresponde a

36 ¢ 10* UFC/m¢ da suspensao original.
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Figura 5.5 Técnicas de inoculacdo das suspensdes microbianas para contagem e
isolamento de microrganismos. A. Método de espalhamento em superficie. B. Método de
espalhamento em profundidade (pour plate), apropriados para a contagem de
microrganismos viaveis em placa. O inéculo é obtido como descrito na Figura 5.4.

Ja no método de inoculacdo em profundidade (pour plate), também
chamado incorporacdo em placa, o indculo, geralmente de 1,0 m ¢, é
adicionado ao fundo da placa estéril, vazia, e o meio de cultura contendo
agar, ainda liquido, mantido a cerca de 40 a 45°C, é vertido sobre ele. A
homogeneizacdo do ino6culo com o meio é feita por intermédio de
movimentos rotacionais suaves (Figura 5.5B). E preciso garantir que o meio
ndo solidifique antes da homogeneizacao nem fique muito quente para nao
matar as células microbianas. As colonias crescerdo nao s6 na superficie
como também no interior do meio de cultura.

Método da filtracao

E utilizado para materiais liquidos onde se espera uma pequena
quantidade de microrganismos, como a agua de abastecimento das cidades,



que apresenta um baixo numero de bactérias pois é previamente tratada com
cloro. Nesse método, volumes de cerca de 100 m# da amostra sao filtrados
em uma membrana porosa adequada, que devera reter os microrganismos.
Em seguida, ela é colocada na superficie de uma placa contendo meio de
cultura. A difusdo dos nutrientes pela membrana permite que os
microrganismos retidos se multipliquem e formem coldnias, que poderao
entdo ser contadas. Nessa técnica, em virtude do tamanho da membrana
filtrante, sdo consideradas significativas as contagens em placas que
apresentem de 20 a 200 coldnias. E um método bastante utilizado para
deteccao de bactérias coliformes, que sdo indicadoras de contaminacao
fecal em alimentos e 4gua (Figura 5.6). E importante lembrar que, também
nesse caso, o metodo exige que se trabalhe com réplicas para que os
resultados possam ser estatisticamente validos.

Diferentes metodologias sdo propostas para quantificacdio dos
microrganismos no ar. Alguns métodos sdo bastante simples, como o
“método da exposicdo de placas”. Nele, as placas, contendo o meio de
cultura sdlido, sao expostas ao ar do ambiente por um determinado periodo
de tempo, quando os microrganismos se depositam pela acao da gravidade
sobre o meio de cultivo. As colonias que se desenvolverem poderdo, entao,
ser contadas. Apesar da sua simplicidade, esse método, por todas as suas
imprecisOes técnicas e por nao quantificar os microrganismos em relacao ao
volume de ar, ndo é muito recomendavel. E possivel também fazer a
impactacdao, ou borbulhamento, de um volume definido de ar em um
diluente, e depois quantificar os microrganismos capturados pelo liquido
pelo método de contagem em placa. Embora apresente vantagens em
relacdo ao anterior, o método € muito trabalhoso, sendo também, pouco
utilizado. Outro método sugerido € a filtracdo de um volume definido de ar
através de uma membrana, e a posterior quantificacdo dos microrganismos



de forma semelhante ao método descrito no tépico “Método da filtragdao™.
Contudo, esse método apresenta a desvantagem de expor o0s
microrganismos capturados na membrana a um fluxo elevado de ar, que,
por sua acao desidratante, pode determinar a morte de muitos deles.

Figura 5.6 Método da filtracdo para a contagem de bactérias. Neste exemplo, uma amostra
de 100 m¢ de &gua foi filtrada, e a membrana utilizada colocada na superficie de um meio
sélido diferencial apropriado. As bactérias retidas na membrana se desenvolveram e
formaram colbnias vermelho-escuras com brilho metalico, sugestivas de coliformes. (Foto:
Baktron Microbiologia Ltda.)

O método considerado mais adequado para contagem de
microrganismos no ar é o de impactagdao em um meio so6lido, que emprega
um equipamento chamado de amostrador de Andersen (ver Capitulo 3,
Meétodos Fisicos e Quimicos de Controle do Crescimento Microbiano).
Neste, uma corrente de ar de alta velocidade incide sobre a superficie de um
meio de cultura solido que capturara as particulas de ar contendo os
microrganismos. A placa que contém o meio é incubada, e o numero de



colonias que se desenvolvem podera ser quantificado e correlacionado ao
volume analisado. O modelo mais completo desse equipamento faz a
passagem sucessiva da corrente de ar por seis placas de meio de cultura, e,
como em cada um desses estagios sao capturadas particulas com tamanhos
diferentes, é possivel correlaciona-las com a sua penetracdo no trato
respiratorio, ou seja, particulas “grandes” ficariam retidas nas fossas nasais,
enquanto particulas muito pequenas chegariam até os alvéolos pulmonares.
Com isso, é possivel avaliar o risco a saude dos individuos expostos ao ar
desses ambientes, sendo esse método muito utilizado na investigacdo e no
controle de doencas relacionadas a baixa qualidade do ar, como a “sindrome
dos edificios doentes”.

Contagem direta em camara de contagem

Neste método, utilizado para a contagem de células totais, a suspensao
microbiana em questdo, que devera ser bastante densa para garantir
resultados significativos, é colocada em uma lamina especial, dentro de um
poco com dimensOes conhecidas, cujo fundo é quadriculado. Ap6s a adicao
de uma laminula, ela é levada ao microscopio para a realizacdao da
contagem direta das células em varios campos visuais. O numero de células
totais sera a média das contagens obtidas nos diversos campos, multiplicada
por um fator que correlaciona a contagem obtida ao volume de suspensao
analisado. Esse método fornecera a contagem total de células vivas e
mortas, e ndo se aplica a qualquer microrganismo. Assim sendo, ndo sera
possivel utiliza-lo para a contagem de fungos ou bactérias filamentosas. Ha
também dificuldade em realizar contagem de seres moveis, como certas
bactérias e protozoarios, porém a grande vantagem ¢é a rapidez do resultado,
que é imediato, dispensando incubacdes. Um dos exemplos mais comuns de
camaras de contagem é a camara de Petroff-Hausser, exemplificada na
Figura 5.7.



A contagem direta também pode ser realizada utilizando-se contadores
eletronicos de particulas, do tipo Coulter, muito conhecidos em laboratorios
clinicos, por serem utilizados para contagem de células do sangue. Esse
equipamento pode registrar a magnitude e a duracdo de mudancas de
condutividade de uma suspensao de células bacterianas a medida que elas
passam através de um pequeno orificio. Dessa maneira podem ser
registrados o nimero e a distribuicio do tamanho de uma populacdao de
células. E um método rapido, porém apresenta como inconveniente a
possibilidade de particulas inanimadas poderem ser tratadas erroneamente
como células.

Método do niimero mais provavel

O método do numero mais provavel (NMP) trata-se de uma técnica
estatistica, baseada no principio de que, quanto maior o ndmero de bactérias
em uma amostra, maior o numero de diluig0es necessarias para reduzir a
densidade bacteriana a zero. Volumes da amostra original, em geral 10 e 1
m¢, ou volumes correspondentes as suas diluicdes decimais, em geral 0,1 e
0,01 m#, sao inoculados em séries de tubos contendo um meio de cultura
liquido apropriado. Comumente sdao empregadas trés ou cinco séries, de
cinco tubos cada, nas quais sdao inoculadas réplicas correspondentes de cada
volume ou diluicdo da amostra original. Apos incubacdao pelo tempo
apropriado, conta-se o numero de tubos nos quais é observado crescimento
ou uma reacao diferencial tipica, como a mudanca da cor do indicador de
pH ou a producdo de gas, em cada um dos tubos de cada série. Com o
numero obtido pela combinacdao do numero de tubos positivos de cada série
pode-se determinar o nimero mais provavel de microrganismos na amostra,
a partir da consulta de tabelas especificas. Este método é bastante ttil para
contagem de microrganismos que apresentam uma determinada
caracteristica metabolica. A atividade nitrificante ou celulolitica pode ser
empregada para quantificacio desses grupos de microrganismos em



amostras de solo, ou a producdo de gas a partir da fermentacdo da lactose
pode ser utilizada na contagem de coliformes fecais e totais em agua e
alimentos. Sendo um método estatistico, os resultados obtidos garantem
apenas 95% de probabilidade de que o numero de microrganismos
determinados na analise corresponda ao numero real de microrganismos
presentes na amostra (Figura 5.8).

Area quadriculada contendo
25 quadrados grandes

Laminula

Observagao microscopica:
E feita a contagem em varios quadrados
grandes e considerada a média de células
contadas. No exemplo acima sdo

10 células no quadrado central

Suspensao
Laminula bacteriana

Lamina

Bl |h‘l

Contagem final:
10 células * 25 quadrados grandes

Poco contendo a suspensao estdo confidos em 0,02 mm?, portanto
bacteriana, com volume total de 0,02 mm? existem 1,25 = 107 celulas/m#
(0,02 mm de altura e 1 mm? de area quadriculada) na suspensao bacteriana

Figura 5.7 Contagem microscopica direta, em cadmara de Petroff-Hausser.

Sao montadas trés séries de cinco tubos cada, contendo o meio liquido
apropriado; cada série é inoculada com quantidades ou diluicOes
decrescentes da amostra (12 série com 1 m¢ da amostra; 22 série com 1 x 10~
' m¢ da amostra; 32 série com 1 x 102 m# da amostra). Apés incubacao, faz-
se a contagem do numero de tubos nos quais foi observado crescimento
microbiano (“tubos positivos”) em cada grupo, e, com o numero obtido pela



combinacdo de tubos positivos das séries, observa-se, em uma tabela
estatistica, o numero mais provavel de microrganismos na amostra
analisada. No exemplo da figura observou-se o crescimento em 4, 2 e 1
tubo de cada série, respectivamente, o que correspondeu, na tabela, ao
numero mais provavel de 26 microrganismos por 100 m £ da amostra
analisada.

Turbidimetria

Este é um método indireto no qual sao contadas células totais, a partir
da turvacdo observada no meio liquido onde ocorre o crescimento
microbiano. Dentro de certos limites, quanto maior o numero de células
presentes, maior a turvacao do meio. Aplica-se apenas a microrganismos
capazes de crescer em células isoladas, ndao se prestando, pois, para fungos
ou bactérias filamentosas. Para essa contagem € preciso que seja obtida uma
curva-padrao para cada microrganismo estudado, onde sera relacionado o
numero de células conhecido com a turvagdo correspondente. O aparelho
mais comumente utilizado para esse tipo de procedimento é o
espectrofotometro, ou colorimetro. Este emite um feixe de luz que atravessa
a suspensao microbiana, atingindo uma célula fotelétrica. Quanto menos
células o feixe encontra no caminho, maior a quantidade de luz que atinge a
célula fotelétrica. A unidade de medida da turvacdo é chamada de
absorbancia, ou também de densidade 6ptica. Este método também ndo é
muito sensivel, exigindo um numero minimo de células bastante alto para
ser significativo. Entretanto, por outro lado, é rapido, facil e nao destréi a
amostra (Figura 5.9).
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Figura 5.8 Método do numero mais provavel (NMP).

A escala de McFarland também € considerada um método
turbidimétrico e utiliza uma escala de turvacdo baseada em uma suspensao
de sulfato de bario, um sal insoltvel. Neste caso adquire-se um conjunto de
tubos lacrados contendo suspensdes do referido sal em quantidades
crescentes, em que, quanto maior a quantidade do sal, maior a turvacao da
suspensado (Figura 5.10). A medida é feita por uma comparacao visual entre
as turvagoes da escala de McFarland e a turvacdo da suspensao microbiana.
Existe uma equivaléncia, descrita pelo fabricante, entre a densidade 6ptica
de cada tubo da escala e a concentracdo de bactérias ou leveduras presentes
na suspensao.

Peso seco



Pode ser utilizado para qualquer microrganismo, mas € especialmente
util para microrganismos filamentosos, incluindo bactérias e fungos, cuja
contagem ndo pode ser determinada por outros métodos. Neste caso, a
massa de células é obtida por filtracdo ou centrifugacdo e em seguida
lavada e seca em forno ou dessecador, até peso constante.

Tubo contendo a
suspensao bacteriana

Detector da Aparelho
Luz Luz intensidade da luz registrador
Fonte  monocromatica emergente ' I!—
luminosa incidente nao dispersa [ (. \
at 50 | 'J"'- -
E - A =l
 —
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Figura 5.9 Método turbidimétrico para a medida do crescimento bacteriano. Os raios
luminosos que incidem nas células bacterianas sdo dispersos, enquanto 0s outros, nao
dispersos, sdo detectados em uma célula fotelétrica e registrados em termos de
porcentagem de luz transmitida. O ensaio em branco consiste na medida da luz que
atravessa 0 meio sem bactérias. Quanto maior o numero de células bacterianas, menor a
guantidade de luz que alcanca o detector.



Figura 5.10 Escala de McFarland. Quantidades crescentes de sulfato de bario fornecem
turvagdes crescentes.

Atividade metabalica

Este método considera que a quantidade de produtos excretados atraveés
do metabolismo microbiano é proporcional ao niimero de células presentes.
O produto a ser medido pode ser um acido, proteinas, DNA ou outro
produto metabdlico qualquer, por exemplo, o CO,. O método também
exige, para a contagem, uma curva-padrdo para cada microrganismo
estudado, onde sera relacionado o nimero de células conhecido com a
quantidade determinada do produto excretado.

SECAO 2 | PRATICA

Técnica do esgotamento para a obtencéo de cultura pura |
Contagem de bactérias pelo método das dilui¢oes em placas



Objetivos

Mostrar ao aluno os métodos de obtencao de cultura pura
Treinar o aluno na execucao da técnica de esgotamento
Mostrar ao aluno os diversos métodos de contagem de microrganismos

Treinar o aluno na execucao da contagem de bactérias pelo método das
dilui¢cOes em placas.

Material

Tubos contendo suspensdo mista de Serratia marcescens + Micrococcus
luteus (diluicdao adequada)

Placas de agar simples

Alca de inoculacao

Laminas

Bateria para a coloracdo de Gram

Tubos de agar simples inclinado

Tubos com salina estéril

Tubos contendo suspensdo de E. coli para contagem
Pipetas para inoculacdo

Tubos contendo 9 m# de salina estéril para o preparo das diluicGes
sucessivas

Agitador vortex para homogeneizacao das diluicoes.

Procedimentos

12 etapa. Técnica do esgotamento para o isolamento de bactérias
(obtencao de cultura em meio s6lido).

1. Utilizar a suspensdao mista de bactérias (Serratia marcescens +
Micrococcus luteus) a ser distribuida pelo professor.



Flambar a alca e retirar com ela uma pequena porcdao (gota) da
suspensdo mista de bactérias; semea-la sobre a superficie de um meio
solido (agar simples) em placa. A semeadura deve ser feita por estrias,
de acordo com o esquema da Figura 5.3, na seguinte sequéncia (técnica
do esgotamento): 12 operacao — colocar a pequena porg¢ao do indculo na
superficie do meio e passar a alca em zigue-zague sem tocar no meio ja
semeado, cobrindo um terco da placa. 22 operacao — mudar a direcao do
estriamento para a segunda regido da placa, com o mesmo cuidado da
regido 1, cobrindo outro terco. 3? operacdao — mudar a direcao do
estriamento para a parte final do meio, sem tocar a superficie ja
semeada.
3. Incubar as placas a temperatura ambiente por, no minimo, 48 h.

2% etapa. Contagem de bactérias pelo método das diluicdes em placa.
1. A partir da suspensao bacteriana de E. coli a ser contada, realizar as
diluicoes sucessivas, de 10~ até 107, da seguinte maneira: transferir 1
m+¥ da suspensdo original para tubo contendo 9 m# de salina estéril.
Homogeneizar em vortex. Esta é a diluicdo de 10", A partir deste tubo
repetir o procedimento para obter os tubos com as diluicGes 1072, 1073, e
assim sucessivamente até 1077,

2. A partir de cada diluicdo, proceder a inoculacao de 0,1 mf em cada uma
das trés placas-réplica contendo meio de agar simples.

Espalhar o in6culo com o auxilio de uma alca de Drigalsky.
4. Incubar as placas a 37°C durante 24 a 48 h.

Interpretacao dos resultados

12 etapa. Técnica do esgotamento para o isolamento de bactérias
(obtencdo de cultura em meio so6lido).

1. Observar o aparecimento de colonias isoladas nas placas de agar
simples semeadas. Notar o aparecimento de dois tipos diferentes de



colonia. Observar cor, forma, tamanho, bordas etc.

Para a obtencdo da cultura pura, retirar, com a agulha flambada, uma
por¢ao de uma colonia escolhida e transferir assepticamente para um
tubo de agar simples inclinado, fazendo uma estria na superficie deste.
Incubar a temperatura ambiente, durante, pelo menos, 48 h.

ApOs este tempo, observar a cultura crescida no tubo de agar simples
inclinado, verificando sua pureza pelo aspecto homogéneo. Confirmar a
pureza, realizando uma coloracao de Gram e observando as mesmas
forma e reacao ao Gram de todas as células observadas. Um resumo do
procedimento pode ser observado na Figura 5.11.

22 etapa. Contagem de bactérias pelo método das diluicOes em placa.
Observar as placas correspondentes as diferentes diluicoes.

Selecionar aquelas correspondentes a diluicdio que tenha fornecido
coldnias isoladas, que possam ser contadas, preferencialmente, entre 25
e 250.



Figura 5.11 Resumo do procedimento para a obtencdo de uma cultura pura. A.
Esgotamento de uma mistura de duas bactérias, uma gram-positiva e outra gram-negativa.
B. Passagem da colbnia isolada para agar inclinado com a obtencéo de cultura pura. C.



Gram do crescimento correspondente as duas bactérias ainda misturadas. D. Gram do
material obtido da cultura pura.

Contar as colonias encontradas nas trés placas-réplica.

4. Tirar a média das trés determinacoes, multiplicar pela diluicao
correspondente, corrigir o volume do indéculo e obter o resultado final
em numero de células/m¢ da suspensdo original.
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Testes Bioquimicos para
ldentificacao de Bactérias

Anténio Ferreira Pereira

SECAO 1| TEORIA

Introducao

As coloracoes simples, diferenciais ou estruturais, mesmo se combinadas com
diferentes tipos de cultivo e observacao das caracteristicas das colonias, ndao sao, em
muitas das vezes, suficientes para a identificacdo de bactérias isoladas. Desta forma,
devemos lancar mdo de outras técnicas ou metodologias que, combinadas com as
outras caracteristicas descritas anteriormente, possibilitem determinar com precisao
qual a bactéria com que se esta trabalhando e/ou pesquisando.

Os testes bioquimicos (também conhecidos como provas bioquimicas) sdo
amplamente utilizados em associacao com os resultados obtidos por meio da coloragao
e cultivos, servindo como prova definitiva na identificacdo das bactérias isoladas, visto
que as propriedades metabolicas sdo tnicas para cada espécie. Esta classificacdo das
bactérias, em relacdo as suas caracteristicas bioquimicas, se da porque os
microrganismos apresentam tipos diferentes de vias metabdlicas para obtencdao de
energia (fermentacdo, respiracio ou ambos), bem como podem possuir enzimas
especificas utilizadas no processo de metabolizacdo dos diferentes substratos contidos
nos meios de cultivo. Mesmo bactérias com alto padrdo de similaridade podem ser
caracterizadas e isoladas por testes bioquimicos que avaliam a presenca ou a auséncia
de enzimas envolvidas nos processos catabolicos.



Os testes bioquimicos para identificacdo dos microrganismos podem ser divididos
em dois grupos principais: tipos de metabolismo e atividade enzimdtica. Dentre os
principais testes realizados para identificacdo bioquimica de bactérias, e que serao
tratados neste capitulo, podem ser citados: fermentacdo de carboidratos (glicose,
lactose e manitol), teste do vermelho de metila (VM) e teste de Voges-Proskauer (VP),
teste de oxidacao/fermentacao (O/F), teste de utilizacdo do citrato, teste de hidrolise do
amido, teste da catalase, presenca de descarboxilases ou teste de descarboxilacdes,
teste da urease, teste da [-galactosidase (ONPG), producao de H,S (gas sulfidrico ou
sulfeto de hidrogénio), teste do indol, reducdo de nitrato e liquefacao de gelatina
(gelatinase). Outro teste, embora nao fundamentado em reacGes bioquimicas e que
também envolve um grande dispéndio de energia, é o teste da motilidade, de grande
utilidade na distincdo de géneros e espécies bacterianas, que por isso também esta
relacionado neste capitulo, juntamente com a prova do gas sulfidrico.

ApoOs a analise de todos os testes bioquimicos, expressados na maioria das vezes
como positivo ou negativo, os resultados poderdao ser agrupados, e a bactéria
identificada de acordo com suas caracteristicas ja preestabelecidas com base em
esquemas de identificacdo.

Metabolismo microbiano

Os organismos vivos realizam inumeras reacOes quimicas utilizando-se de
compostos organicos e inorganicos da natureza com a finalidade primordial de
produzir energia para realizar trabalho. Desta forma, poderiamos definir metabolismo
como o somatério de todas essas reacoes quimicas celulares, sendo o metabolismo
como fonte de obtencdo de energia a chave para a manutencao da vida. O metabolismo
€ a soma dos processos anabolicos (anabolismo), também conhecidos como processos
sintéticos, com 0s processos catabdlicos (catabolismo), estes os grandes responsaveis
pela geracdo de energia obtida pela quebra de moléculas doadoras de energia, por
exemplo, a metabolizacdo de carboidratos (monossacarideos, dissacarideos ou
polissacarideos).

Os microrganismos podem ser classificados em dois grandes grupos, de acordo
com a forma como obtém energia: autotrdficos e heterotrdficos, sendo os autotroficos
aeueles que utilizam apenas CO, como sua fonte de carbono, e os heterotroficos
aqueles que podem requerer um ou mais compostos organicos como fonte de carbono.



Dentre os heterotréficos, estdo os organismos quimio-organotroficos, que obtém
sua energia pela metabolizacao de compostos organicos, em que se destaca a utilizacao
dos acticares como moléculas altamente energéticas, e os quimiolitotroficos, que sao
capazes de usar a energia contida nos compostos inorganicos (Figura 6.1).

Os microrganismos podem obter energia a partir dos actcares (principalmente a
glicose) por meio do metabolismo anaerébico (glicolise e fermentacdao) e/ou do
metabolismo aerobico (respiracdo), no qual teremos a oxidacdo completa do agucar
através do ciclo de Krebs (ciclo dos acidos tricarboxilicos), envolvendo ainda o
transporte de elétrons e a fosforilagdo oxidativa.

_ Organismos ]
Quimiotréficos ) [ Fototroficos
(obtencao de energia (obtencdo de energia
de compostos quimicos) a partir da luz solar)
Quimiolitotréficos | Quimio-organotroficos
L Quimiolitoautotroficos | L Mixotroficos | | Fotoautotroficos | L Foto-heterotréficos

Figura 6.1 Principais tipos de metabolismo capazes de fornecer e captar energia.

E por intermédio deste grande conjunto de reacdes catabdlicas, presente nos
processos anteriormente citados, que podem ser feitas classificacOes e identificacGes
dos microrganismos, sejam elas pela geracao de produto a partir de um substrato, seja
pelo consumo de determinado substrato, ou, ainda, pela deteccdao de enzimas
especificas necessarias para a realizacdo de reacdes envolvidas nos processos
catabdlicos, como veremos mais adiante neste capitulo.

Metabolismo anaerdbico
Glicélise (via Embden-Meyerhof)

A via catabdlica de maior utilizacao pela maioria dos organismos capazes de gerar
o seu proprio alimento, como os que utilizam fontes externas prontas visando a



obtencdao de energia sob a forma de ATP, é a glicélise. Essa via é de extrema
importancia, pois é realizada tanto por microrganismos aerébios como por anaerébios,
em virtude de nao requerer a presenca do oxigénio, e, por isso, ser conhecida como a
fase anaerdbica da via glicolitica.

A via completa de utilizacdo da glicose é composta de 10 etapas (Figura 6.2), as
quais basicamente podem ser agrupadas em trés grandes estagios:

Estagio I: reacOes preparatorias — no qual ocorrem a fosforilagcao do substrato com
consumo de ATP e a quebra da molécula de seis carbonos em duas de trés
carbonos

Estagio II: oxidacdo — no qual se tem a geracdo de ATP e piruvato

Estagio III: sintese dos produtos de fermentacdio — no caso de processos
fermentativos.

Como podemos observar, a glicolise fornece um saldo positivo de duas moléculas
de ATP e duas moléculas de NADH para cada molécula de glicose oxidada. Apesar de
a glicose ser a principal fonte de energia de alguns microrganismos, outros agtcares,
como lactose, galactose etc., também podem ser utilizados gracas a presenca de
enzimas especificas capazes de transformar esses actcares em um intermediario da via
glicolitica. Desta forma, o agucar também ¢é metabolizado até acido piruvico e,
consequentemente, metabolizado aerobicamente ou fermentado pelas mesmas etapas
descritas anteriormente.

Fermentacao

No caso de microrganismos anaerobicos ou anaerdbicos facultativos, o acido
pirivico produzido pela via glicolitica pode continuar o processo metabdlico na
auséncia de oxigénio, processo este conhecido como fermentagcdo. Este processo,
através da reducdo do piruvato, gera moléculas de NAD oxidado, que poderao ser
novamente utilizadas no inicio da via glicolitica (ver Figura 6.2), proporcionando,
entdo, a metabolizacdo de uma nova molécula de glicose.

Existem varios tipos de fermentacado, e estas diferencas sao conhecidas pelo nome
do produto final da via, a saber:



Fermentacdo acido-homolatica: o acido pirivico é convertido exclusivamente em
acido lactico, utilizando-se dos elétrons fornecidos pela molécula de NADH.
Diferentemente de outros tipos de fermentacado, este processo nao forma gas. Esse
tipo de fermentacdo é bastante utilizado na producdo de queijos e derivados,
porque ocorre frequentemente em lactobacilos

Fermentacdo alcoolica: o acido pirivico é convertido em gas carboénico (CO,) e
acetaldeido, sendo este ultimo reduzido a alcool etilico, também usando a molécula
de NADH. Muito utilizado na producdo de bebidas alcodlicas, como vinho e
cerveja, e na panificacao

Outros tipos de fermentacdo: acido-mista (gerando acido acético, acido succinico,
alcool etilico e CO,), propionica (gerando acido propionico, acido acético e CO,),
butanodiolica (gerando butanodiol e CO,) e butirico-butilica (gerando acido
butirico, butanol, alcool isopropilico, acetona e CO,).
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Figura 6.2 Fase citosolica da glicélise (via Embden-Meyerhof) destacando seus trés estagios principais:

| — reacdes preparatérias, Il — oxidagéo e Ill — redugao.

Vias alternativas de utilizacao da glicose

Além do processo da glicolise, podemos encontrar em muitos microrganismos

outros tipos de reacdes oxidativas para a utilizacdo da glicose. A via alternativa mais

comum é a via das pentoses, que pode funcionar

concomitantemente com a via

glicolitica. Trata-se de uma via importante, pois proporciona a quebra de acticares nao



somente de seis carbonos (as hexoses, como a glicose) mas também de cinco carbonos
(as pentoses, dai o nome via das pentoses), e também porque gera a producdo de
pentoses importantes que poderdo ser utilizadas posteriormente na sintese de acidos
nucleicos, na formacdo de glicose a partir de CO, nos processos fotossintéticos e
também na sintese de alguns aminoacidos.

Outra via também conhecida é a via Entner-Doudoroff. Os microrganismos que
possuem O aparato enzimatico para realizagdao dessa via também sdo capazes de
metabolizar a glicose até a formacao de duas moléculas de NADPH e uma molécula de
ATP sem, entretanto, passar por todas as etapas da via glicolitica.

Metabolismo aerdbico (respiracao celular)

A maioria dos microrganismos ditos aerobicos é capaz de obter energia pela fase
anaerébica da glicolise. Entretanto, muitos deles utilizam essa via como um
mecanismo preparatOrio para outro processo que, no final, sera mais produtivo e
rentavel quando relacionamos a quantidade de moléculas de ATP geradas e,
consequentemente, um aproveitamento maior da molécula doadora de energia, por
exemplo a glicose.

Em razdo da presenca e da participacdo da molécula de oxigénio molecular (O,),
esse processo ¢ chamado de respiracdo aerobica ou respiracao celular. Ele ocorre com
a utilizacao do composto intermediario gerado na etapa anaerdbica da metabolizacado
da glicose (piruvato) por meio de dois processos metabolicos adicionais: o ciclo de
Krebs e a cadeia de transporte de elétrons e fosforilacao oxidativa.

Ciclo de Krebs

O ciclo de Krebs (denominacdo que homenageia seu descobridor, o bioquimico
alemdo Hans Krebs), também conhecido como ciclo dos acidos tricarboxilicos, é
formado por uma série de reacoes que se iniciam com a entrada da molécula de acetil-
CoA no ciclo. Essa acetil-CoA é originada da descarboxilagdo do acido piruvico,
formando acetil, que reage entdo com a coenzima A (CoA), formando o intermediario
que sera utilizado no ciclo de Krebs.

Nas células procaridticas, essas reacoes acontecem no citosol, de forma rudimentar
e simples, enquanto nas células eucaroticas as mesmas reacdes ocorrem no interior da
mitocondria, mais especificamente na matriz mitocondrial.



A molécula de acetil-CoA entra no ciclo de Krebs reagindo com o oxaloacetato e
formando o citrato. A partir de entdo, uma série de reacGes ocorre, envolvendo
descarboxilagOes e reacOes de oxirreducado, até que, finalmente, uma nova molécula de
oxaloacetato é formada, reiniciando o ciclo (Figura 6.3). A grande contribuicao desse
ciclo para o processo de respiracao € que a cada volta completa do ciclo teremos a
formacdo de grande potencial energético através da geracao de moléculas de NADH,
FADH, e GTP (que posteriormente transferem seus elétrons para o ATP, que sera
utilizado na fase seguinte do processo).

Cadeia de transporte de elétrons e fosforila¢ao oxidativa

Em sentido figurado, poderiamos comparar a cadeia de transporte de elétrons e
fosforilacdo oxidativa a pequenas quedas-d’agua colocadas em série, em que a agua,
caindo de um ponto mais alto até chegar a seu ponto mais baixo, perderia “forca”, a
qual, sob a forma de energia liberada, poderia gerar trabalho, tal como a rotacao de um
moinho.

Na verdade, é exatamente iSSO que OcCOITe nesses pProcessos, ou seja, a cadeia
transportadora (também conhecida como cadeia respiratoria) é composta por uma série
de enzimas-proteinas (moléculas transportadoras) que sao capazes de realizar reacoes
de oxirreducao.

Existem trés classes de moléculas capazes de realizar transporte, as quais estdo
presentes na cadeia transportadora de elétrons: flavoproteinas (como a riboflavina ou
vitamina B,), citocromos (que incluem citocromo b, citocromo c;, citocromo c,
citocromo a e citocromo a,) e ubiquinonas ou coenzima Q (carreadores nao proteicos).
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Figura 6.3 Reacdes do ciclo de Krebs (ciclo dos acidos tricarboxilicos). Observar a producédo de trés
moléculas de NADH e uma molécula de FADH, que serdo utilizadas subsequentemente na cadeia
transportadora de elétrons. Além disso, h& formac@o de energia (captada em guanosina trifosfato —

GTP) na passagem de succinil-CoA para succinato, que posteriormente é transferido para a adenosina
trifosfato (ATP).

Os elétrons carregados pelas coenzimas NADH e FADH, (provenientes da via
glicolitica e do ciclo de Krebs), ao entrarem na cadeia transportadora, vao
gradativamente liberando energia ao passarem de um nivel de maior energia para um



de menor energia. Essa energia liberada é entdo utilizada para a sintese de ATP a partir
da juncao de ADP + Pi (fosforilacdo oxidativa) pela enzima ATP-sintase ou F,F,-
ATPase (Figura 6.4). Como aceptor final dos elétrons, temos o oxigénio molecular,
que se torna reduzido formando agua; portanto, todo o processo é dito aerébico.

A respiracao aerobica, em células eucarioticas, € um processo altamente rentavel,
pois a metabolizagdao completa de uma molécula de glicose seria capaz de gerar um
ganho final de 30 a 32 moléculas ATP, ao passo que, no processo fermentativo
teriamos a produgdo de apenas 2 moléculas de ATP, ja que grande parte da energia
original da molécula do actcar permanece nas ligacoes quimicas dos produtos
organicos finais, como o acido lactico ou o etanol.
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Figura 6.4 Esquematizacdo do transporte de elétrons na cadeia respiratoria e geracdo da molécula de
ATP. Na membrana mitocondrial interna, apés a passagem dos elétrons pelos complexos da cadeia
respiratoria, os prétons sdo bombeados para fora da matriz mitocondrial e retornam a ela através de
canais nas ATP-sintases (F,Fg), gerando energia para que ocorra a fosforilagdo do ADP, produzindo
ATP (teoria quimiosmotica).

SECAO 2 | PRATICA

Testes bioquimicos e atividade enzimatica

Apos analisarmos processos metabolicos para obtencdao de energia nos
microrganismos, passaremos a analisar os testes capazes de classificar esses
microrganismos quanto as suas capacidades de utilizacdo de substratos (o que inclui
também a presenca de enzimas especificas para utilizacdo de determinados substratos)
como fonte doadora de energia, bem como quanto ao tipo de mecanismo utilizado para
sua obtencao.

Fermentacao de carboidratos (glicose, lactose e manitol)
Objetivo

Estes testes sdo utilizados para avaliar a habilidade de um microrganismo em
fermentar varios carboidratos. Sdo particularmente uteis na identificacdo de bactérias
entéricas gram-negativas.

Material

Tubos de ensaio contendo meio de cultura simples com diferentes fontes de
actcares; tubo de Durham; indicador vermelho de fenol; alca e agulha de platina.

Principio
Como visto anteriormente, a fermentacdo é um processo metabolico no qual o
aceptor final do elétron é uma molécula organica. A fermentacdo da glicose comeca
tipicamente com a producdo de acido pirtvico pela via glicolitica. Algumas bactérias

podem usar a via alternativa da via das pentoses ou a via de Entner-Doudoroff;
entretanto, em ambas as vias também ocorre a producdao de acido pirtvico. Varios



produtos finais da fermentacdo podem ser produzidos a partir do acido pirtvico,
incluindo uma variedade de acidos, gases como H, ou CO, e alcoodis, sendo que os
produtos finais dependem exatamente do organismo e do substrato fermentado, como
podemos observar na Figura 6.5.

Os carboidratos frequentemente testados incluem adonitol, arabinose, glicose,
inositol, lactose, melibiose, raminose, sorbitol e sacarose. Utilizaremos como exemplo
pratico a capacidade de utilizacdo da glicose, da lactose e do manitol.
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Figura 6.5 Fermentacéo de alguns dissacarideos. Observar que, apesar de os dissacarideos possuirem
composicBes diferentes, todos geram intermediarios da via glicolitica que, apés passagem por ela,
geram um composto em comum — 0 acido pirdvico —, o qual, através da fermentacdo, podera gerar
acidos, alcool ou gases.

Procedimentos

Para realizacdo deste teste, o meio mais empregado é o meio liquido ou caldo
vermelho de fenol. Este meio consiste em uma composicao basica que inclui peptona,
um indicador de pH (sendo que o mais comumente empregado é o vermelho de fenol,
0 qual se apresenta na cor amarela em pH abaixo de 6,8 ou na cor vermelha em pH
acima de 7,4) e a presenca de um unico carboidrato fermentavel. Além desses
componentes basicos, um pequeno tubo de vidro, chamado de tubo de Durham, é
colocado em posicao invertida no fundo do tubo contendo o meio de fermentagdo de
carboidratos. A funcdo desse pequeno tubo é coletar o gas que é frequentemente um
dos produtos do processo fermentativo.

Com o auxilio de uma alca ou agulha, o material isolado a ser analisado é
inoculado no meio, sendo este colocado para incubacdo a 37°C por 24 a 48 horas e,
posteriormente, analisado quanto a mudanca de cor do meio e producdo de gas.

A utilizacdo deste meio com diferentes carboidratos permite a determinacao de
produtos finais da fermentacdo e também a capacidade de converter outros acticares
(p. ex., dissacarideos como a lactose) em glicose.

Interpretacao dos resultados

A bactéria que fermenta um carboidrato produz acido ou &acido e gas como
produtos finais da reagdo. Os acidos promovem diminui¢cdo do pH do meio, levando a
viragem do indicador para amarelo, enquanto os gases (se produzidos) serao coletados
sob a forma de bolhas no tubo de Durham.

Se a bactéria ndo fermentar o carboidrato, o meio permanecera vermelho e nao sera
observada a presenca de bolhas no tubo de Durham. Isso ocorre porque os
aminoacidos, fornecidos pela peptona, podem ser degradados por desaminacao,
liberando amonia (NH;) dentro do meio. O acuimulo de NH; aumenta o pH do meio,
deixando a sua coloragdo na cor inicial ou de um vermelho mais intenso. Esta reacao
alcalina pode ser produzida ndo sé pela bactéria que nao fermenta o carboidrato, mas
também por aquelas que, apds a exaustao do carboidrato no meio, mudam o seu
metabolismo para utilizar outra fonte disponivel no meio. Sendo assim, é importante



que a leitura do teste ndo seja feita apés 48 horas de inoculacdo, para evitar perda de
observacao da sua capacidade em produzir acido. Os resultados podem ser vistos na
Figura 6.6.

Esse teste é frequentemente utilizado para distinguir bactérias fermentadoras de
lactose, como Escherichia coli, Enterobacter aerogenes e Klebsiella pneumoniae, de
bactérias ndo fermentadoras de lactose, como Proteus vulgaris, Shigella flexneri e
Salmonella typhimurium.

Teste do vermelho de metila (VM) e teste de Voges-Proskauer (VP)

Objetivo

O teste do VM visa identificar se a bactéria é capaz de produzir acidos estaveis
como produtos finais da fermentagdao mista da glicose, enquanto o teste de VP
identifica organismos capazes de produzir acetoina a partir da degradacao da glicose
através da via butilenoglicolica.

Figura 6.6 Resultados do teste de utilizag&o de carboidrato. O indicador utilizado no meio foi o vermelho
de fenol e a glicose como fonte de aguUcar. Tubo A: tubo controle ndo inoculado; tubo B: acgUcar
negativo/gas positivo (a seta mostra a presenca de bolha dentro do tubo de Durham); tubo C: agucar
negativo/gas negativo; tubo D: acglcar positivo/gas negativo (observar a turbidez do tubo, o que indica
crescimento, com mudanca de cor para o0 amarelo, embora néo exista e/ou formag&o de gas).

Material

Tubos de ensaio contendo meio de cultura simples (a base de peptona, glicose e
tampao fosfato); indicador vermelho de metila; solucao de a-naftol; solucio de KOH,;
alca e agulha de platina.



Principio

Conforme mencionado anteriormente, todas as bactérias produzem inicialmente
acido piravico a partir da metabolizacdo da glicose. Entretanto, algumas bactérias
entéricas usam subsequentemente a via de fermentacdo dcida mista (Figura 6.7) para
metabolizar o acido piruvico, produzindo outros acidos como o lactico, o acético e o
férmico, sendo que outras bactérias entéricas utilizam também a via butilenoglicdlica
para produzir compostos neutros ao final da metabolizacdo do piruvato.

Para testarmos a presenca dessas vias, utilizamos um meio combinado — meio
VM/VP (vermelho de metila/Voges-Proskauer), também conhecido como meio de
Clarky Lubs — que inclui peptona, glicose e tampdo fosfato. Os organismos capazes de
produzir grande quantidade de acidos estaveis apos a metabolizacao da glicose levam a
uma diminuicdo drastica do pH do meio.

Em razdo de muitos microrganismos produzirem acidos em um periodo de 18 a 24
horas, mas continuarem a cataboliza-los até compostos mais neutros, este teste deve
ser lido ap6s um tempo de incubacdo de cerca de 2 a 5 dias para que se assegure a
presenca de acidos estaveis.

Acido lactico
Varias Acido acético
p ) p . enzimas Acdido succinico
Glicose — Acido pirivico ----———» Acido farmico
[ b Etanol
' / Dicxido de carbono
\___ - Gas hidrogénio

L8 s

Glicolise

Figura 6.7 Fermentacdo acido-mista. Como produtos desse tipo de fermentacdo, estdo listados os
originados em maior quantidade, lembrando que a maior parte do acido férmico é convertida nos gases
H, e CO,.

Procedimentos

Com auxilio de uma agulha estéril, inocula-se o material isolado em dois tubos
(para realizacdo das duas provas, ou entdo a inoculacdo podera ser feita em um unico
tubo, sendo que, apds a incubacgdo, separa-se o conteudo em dois tubos estéreis)
contendo o meio de Clarks Lubs. Os tubos sao incubados a 37°C por 48 horas.

Interpretacao dos resultados



Apo6s o periodo de incubacao, para o teste do VM, adicionam-se 2 a 5 gotas do
indicador vermelho de metila a um dos tubos, o qual ficara vermelho em pH menores
que 4,4, sendo, portanto, uma demonstracao de positividade do teste. Em valores de
pH superiores a 6,0 a solucdo ira se tornar amarela, sendo indicativo de um resultado
negativo (Figura 6.8). Uma coloracdo alaranjada ndo é considerada resultado positivo,
indicando que uma incubacdo por tempos mais prolongados pode ser necessaria.

Figura 6.8 Resultados do teste do vermelho de metila (VM). Ap6s o periodo de incubagéo, os tubos
inoculados receberam cinco gotas da solucao de vermelho de metila. Tubo A: resultado negativo; tubo
B: resultado positivo.

Para o teste de VP, ao segundo tubo adicionam-se 2 a 5 gotas do reagente de Barritt
“A” (que contém a-naftol) e 2 a 5 gotas do reagente de Barritt “B” (contendo KOH). O
tubo é suavemente agitado e deixado em repouso, por 10 a 15 minutos, para
desenvolvimento da cor. Se a acetoina for produzida a partir do acido pirtivico oriundo
do metabolismo da glicose, ela reagira com a-naftol e KOH e produzira uma coloragao
vermelha no meio (as reacdes mais detalhadas estdo ilustradas na Figura 6.9). A cor
vermelha representa um teste de Voges-Proskauer positivo (Figura 6.10). Se a acetoina
nao for produzida, a reacao fornecerd uma coloracdo amarelada ou cor de cobre ao
meio, indicando um teste negativo.
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Figura 6.9 Reag8es quimicas do teste de Voges-Proskauer.

Figura 6.10 Resultados do teste de Voges-Proskauer. Depois da incubagdo, os tubos inoculados
receberam cinco gotas do reagente de Barritt A (A) e duas gotas do reagente de Barritt B (B) e, ap6s 15
minutos, foi realizada a leitura. Tubo A: resultado negativo; tubo B: resultado positivo. Uma coloracdo
esverdeada pode ocorrer, mas pode ser devida a reacdo do KOH e do o-naftol e ndo deve ser
considerada como um resultado positivo.

Teste de oxidacao/fermentacao (0/F)
» Objetivo

Diferenciar bactérias de acordo com a capacidade de oxidar ou fermentar agticares
especificos.



Material

Tubos de ensaio contendo meio de cultura simples com baixa concentracao de
peptona e altas concentracoes de acucar; indicador azul de bromotimol; vaselina
liquida; alga e agulha de platina.

Principio

A conversao de carboidratos em produtos acidos pode ocorrer tanto aerobicamente,
pela oxidacdo, como anaerobicamente, pela fermentacdao. Desta forma, os
microrganismos que oxidam os carboidratos sao denominados aerobicos, enquanto
outros podem crescer, realizar seu metabolismo e se reproduzir em condicGes
aerobicas ou anaerobicas, e por isso sao chamados de anaerodbicos facultativos. De
uma forma geral, a maior parte das bactérias de interesse médico é anaerdbica
facultativa.

O teste de oxidacao/fermentacao (O/F) é utilizado para diferenciar microrganismos
de acordo com a sua habilidade em oxidar ou fermentar acgicares especificos e,
portanto, determinar se uma bactéria é aerébica ou anaerébica facultativa. Este teste é
capaz de distinguir bastonetes gram-negativos, que sao aerébicos, como a
Pseudomonas aeruginosa, daqueles que sdo anaerébicos facultativos, como a
Escherichia coli. O teste também distingue cocos gram-positivos aerobicos, como as
espécies de Micrococcus, dos que sdo anaerdbicos facultativos, como as espécies de
Staphylococcus.

O meio usado para este teste € um meio semissélido (em virtude da baixa
concentracao de agar) denominado meio de oxidacao/fermentacdo, o qual contém uma
baixa concentracdo de peptona, suficiente para permitir o crescimento. Esta baixa
concentracdo de peptona é essencial para limitar a formacdo de produtos alcalinos que
poderiam neutralizar o efeito da producdo de acidos. Um carboidrato, como a glicose,
a lactose, a maltose, a sacarose, o manitol ou mesmo a xilose, é adicionado em altas
concentragoes, o que promove a utilizacdo do carboidrato, resultando na formacao de
produtos acidos. Neste meio, utiliza-se o indicador de pH azul de bromotimol, que

possui uma coloracao inicial verde a pH 7,1 e se torna amarelo em pH 6,0 e azul em
pH 7,6.

Procedimentos



Para realizacdo do teste, dois tubos contendo o meio com o acticar especifico sdo
inoculados com o microrganismo a ser testado, com auxilio de uma agulha estéril.
Apos a inoculagdo, um dos tubos é entdao selado com 2,0 a 3,0 m¢ de 6leo mineral (p.
ex., vaselina liquida), criando assim um ambiente anaerébico, visto que o 6leo mineral
retarda a difusdo do oxigénio dentro do meio. O outro tubo é deixado aberto em
contato com o ar, permitindo assim um crescimento aerobico. Os dois tubos sao entdao
incubados a 37°C por 48 horas, para posterior analise da mudanca de cor.

»> Interpreta¢ao dos resultados

Uma coloracdo azulada ou uma ndo alteracdo da cor inicial verde, em ambos o0s
tubos, indica que o organismo nao é capaz de utilizar o carboidrato testado (Figura
6.11). Os organismos capazes de fermentar ou fermentar e oxidar o agticar provocarao
mudanca de cor do indicador para amarelo, tanto no tubo selado com o 6leo como no
tubo nao selado (ver Figura 6.11). Organismos capazes de metabolizar somente pelo
processo de oxidacdo promoverdao mudanca de cor para amarelo somente no tubo nao
selado, deixando o tubo selado com uma coloracao verde ou azul.

Um sumadrio dos resultados pode ser observado na Figura 6.12.

ud

Figura 6.11 Resultados do teste de oxidag&o-fermentacdo (O/F) de carboidratos. | (inerte): o
microrganismo nao foi capaz de hidrolisar o carboidrato utilizado em nenhuma das condi¢des (aerébica



ou anaerobica); A (aerébico) e AF (anaerdbico) facultativo. *Oleo mineral colocado na superficie no
meio, para impedir contato com o oxigénio, simulando condicdo de anaerobiose.
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Figura 6.12 Sumario de possiveis resultados do teste de O/F. Observar que neste exemplo o agUcar
utilizado foi a glicose, mas lembre-se de que o teste podera ser feito utilizando outro carboidrato como
Unica fonte de agUcar, como aqueles citados no texto.

Teste de utilizacao do citrato
Objetivo
Determinar se um microrganismo é capaz de utilizar o citrato como tnica fonte de
carbono para o seu desenvolvimento.
Material
Tubos de ensaio contendo meio de cultura simples; meio de citrato (citrato de
Simmon); indicador azul de bromotimol; alca e agulha de platina.
Principio

Em algumas bactérias a energia pode ser gerada pela utilizacdo do citrato como
unica fonte de carbono. Se nos reportarmos ao ciclo dos acidos tricarboxilicos,
observamos que o citrato é uma molécula organica produzida pela combinacdo de
acetil-CoA e oxaloacetato, fazendo com que, desta forma, a molécula de acetil-CoA



possa entrar no ciclo. Sendo assim, o citrato pode e serve como uma molécula doadora
de energia, que pode ser utilizada pelas bactérias produtoras da enzima citrase, por
exemplo, Enterobacter aerogenes e Salmonella typhimurium. Vale ressaltar que a
utilizacdo do citrato como fonte de carbono ocorre se nenhum carboidrato fermentavel
estiver presente. O processo catabdlico do citrato pode ser observado na Figura 6.13.

Para realizacdo deste teste, 0 meio mais comumente utilizado é o agar citrato de
Simmon, no qual o citrato de sodio é a Unica fonte de carbono e o ion amonio, a tnica
fonte de nitrogénio. O azul de bromotimol é incluido como indicador de pH. O meio é
preparado a um pH igual a 6,9 no qual a coloracdo do meio é verde. Em pH maiores
que 7,6, o azul de bromotimol modifica a coloragdo do meio para um azul bem
intenso.

Como a utilizacdo do citrato é um processo aerébico, devemos utilizar o meio
inclinado em tubo (embora possa ser utilizado também em placas de Petri) no intuito
de aumentarmos a area que ficara exposta em contato com o ar.

Procedimentos

O material a ser analisado é inoculado, por meio de pequenas estrias, na superficie
do agar na placa ou no tubo invertido, utilizando-se uma alca de platina estéril. O meio
é entdo incubado a 37°C, por 24 a 48 horas, antes da leitura do resultado.
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Figura 6.13 Metabolismo do citrato em organismos citrato-positivos. Uma vez dentro da célula, o citrato
€ hidrolisado pela enzima citrase em acido oxaloacético e acido acético. O acido oxaloacético é
posteriormente hidrolisado em &cido pirtvico e CO,, este responsavel pela mudanca de cor no meio
como descrito no texto.

Devemos observar que, se o inoculo for abundante, os compostos organicos pré-
formados dentro das paredes celulares das bactérias que porventura morrerem durante
o processo de incubacdo poderao liberar carbono e nitrogénio suficientes para produzir
um resultado falso-positivo, e portanto, falsear a prova. Outro ponto a ser considerado
é o fato de comumente esta prova ser feita em conjunto com outras (a utilizacao do
citrato € a porcao “C” dos quatro testes conhecidos como IMViC, em que, além da
prova do citrato, temos a prova do indol (I), do vermelho de metila (M) e do Voges-
Proskauer (V) e, portanto, deve-se inocular primeiro a prova do citrato para que
possamos evitar o arraste de proteinas e/ou carboidratos de outros meios,
consequentemente, propiciando outras fontes de carbono, que ndo o citrato, passiveis
de utilizacao.

Interpretacao dos resultados

Como pode ser visto na Figura 6.13, a utilizacao do citrato como fonte de energia
gera, nos passos finais da reacao, uma grande quantidade de gas carbonico (CO,). Este
gas em excesso pode reagir com o sddio (Na*) e a agua (H,O) do meio, produzindo
compostos alcalinos, como o carbonato de soédio (Na,COs). Isso faz com que o pH do
meio se torne alcalino, ocasionando a viragem do indicador para azul, o que é
considerado um resultado positivo para a prova do citrato (Figura 6.14).

Em determinadas situacOes, poderemos ter apenas a parte inclinada do meio
apresentando uma coloracdao azulada, o que também sera considerado uma prova
positiva. Isso pode acontecer nos casos de bactérias que utilizam o citrato muito
lentamente, e, para termos certeza da viragem, poderemos incubar o meio inoculado
por mais 24 horas, para uma nova leitura da prova.



Figura 6.14 Resultados da utilizag@o do citrato (citrato de Simmon). Tubo A: controle ndo inoculado;
tubo B: resultado negativo; tubo C: positivo (os organismos mostram crescimento e uma coloracdo azul
no meio).

Teste de hidrolise do amido
Objetivo

O teste é utilizado para diferenciar bactérias capazes de hidrolisar o amido por
meio da acao da enzima amilase. Ele ajuda na diferenciacdo de espécies dos géneros
Corynebacterium, Clostridium, Bacillus, Bacteroides, Fusobacterium e membros do
grupo estreptococos D.

Material

Agar simples contendo aproximadamente 0,2 g% de amido de milho; placa de
Petri; solucao de iodo; alca de platina.

Principio

O amido é um homopolissacarideo, composto de repetidas subunidades de a-D-

glicose. Ele se apresenta como uma mistura, em que temos a presenca de duas formas
principais: uma linear, conhecida como amilose, e uma outra ramificada, denominada



amilopectina. Tanto na amilose quanto na amilopectina, as moléculas de glicose sao
unidas por ligacoes do tipo acetal 1,4-a-glicosidica (Figura 6.15).

O amido possui uma estrutura muito grande para atravessar a membrana celular
bacteriana e, por isso, para se tornar uma fonte de energia valiosa para a bactéria, ele
precisa ser reduzido a pequenos fragmentos ou mesmo moléculas individuais de
glicose para que possam funcionar como substratos energéticos. Organismos que
produzem e secretam as enzimas celulares a-amilase e oligo-1,6-glicosidase sao
capazes de hidrolisar o amido através da quebra das ligacdes glicosidicas entre as
subunidades de actcar; embora este seja o passo inicial do processo, varias outras
enzimas (p. ex., enzimas da via glicolitica) sdo necessarias para que todo o processo
metabolico aconteca até a geracao de ATP.

O meio utilizado para esse teste é um meio agar simples que contém extrato de
carne e peptona, para promover o crescimento, e amido soltuvel, que deve ser disposto
em placas de Petri, as quais, apds a solidificacao do meio, sdo utilizadas para a prova.
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Figura 6.15 Hidrdlise do amido pela a-amilase e oligo-1,6-glicosidase.

Procedimentos



O material a ser analisado é inoculado na placa, por intermédio de uma alca estéril,
em pelo menos duas estrias equidistantes para melhor visualizacdo da leitura da prova.
A placa é incubada entdo a 37°C por pelo menos 48 horas. Passado o periodo de
incubacdo, a superficie da placa é coberta com uma solucao de iodo (podemos usar a
mesma solucdo de lugol utilizada para a coloragao de Gram), para a revelacao da
prova.

Interpretacao dos resultados

Quando organismos que produzem o-amilase e oligo-1,6-glicosidase crescem no
meio rico em amido, eles hidrolisam o amido, aumentando assim o crescimento no
meio devido ao alto teor energético fornecido por meio da liberacdo de grandes
quantidades de glicose, que, juntamente com o extrato de carne e peptona, favorecem
substancialmente o desenvolvimento do microrganismo. Como tanto o amido quanto
as subunidades de agucares sdo soltiveis no meio, o iodo presente na solucao € usado
para detectar a presenca ou a auséncia de amido na periferia ao redor do crescimento
bacteriano, na superficie do meio de cultura. Ja que o iodo reage com o amido e
produz uma coloracdo azul-violacea intensa, qualquer traco de hidrélise do amido
realizada pela bactéria sera revelado como uma zona clara ao redor do crescimento,
representando um resultado positivo para o teste (Figura 6.16).

Teste da catalase
Objetivo

Este teste é utilizado para identificar organismos que produzem a enzima catalase,
visto que algumas bactérias produzem peréxido de hidrogénio durante a respiracao
aerébica. E muito ttil para distinguir membros da familia Micrococcaceae e da familia
Streptococcaceae, além de auxiliar a identificacdo das espécies de Mycobacterium.
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Figura 6.16 Resultado para o teste do amido. Na placa contendo um meio enriquecido em amido e que,
apos o crescimento, sofreu a adicdo de uma solucdo de iodo em sua superficie, a presen¢ca de uma
zona clara ao redor do crescimento indica a utilizacdo do amido (teste positivo).

Agar simples em tubo, placa de Petri ou, ainda, uma pequena quantidade da cultura
em lamina de vidro para microscopia; solucdo de agua oxigenada/peroxido de
hidrogénio a 3%; alca de platina.

A maioria das bactérias aerébicas e anaerdbicas facultativas produz peréxido de
hidrogénio a partir de flavoproteinas reduzidas via uma reacdo de transferéncia de
elétrons, gerando oxigénio livre ao final da reacdo. O peréxido de hidrogénio pode ser
também produzido enzimaticamente em aerébios e anaerobios facultativos pela acao
da enzima superoxido dismutase, conforme a Figura 6.17.

Se o peroxido de hidrogénio se acumula na célula, ele se torna toxico porque o
peroxido é uma molécula altamente reativa que promove danos aos componentes
celulares. Por essa razdo, a maioria dos aerébicos e anaerdbicos facultativos possui



uma enzima denominada catalase, que promove a quebra deste per6xido em agua e

oxigénio.
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Figura 6.17 Reacdes de formacédo do perédxido de hidrogénio (H,0,). O peréxido de hidrogénio pode ser
formado através da transferéncia de hidrogénios de uma flavoproteina reduzida para o oxigénio ou pela
acdo da superoxido dismutase.

Procedimentos

O teste da catalase pode ser feito tanto em uma lamina de vidro comum (utilizada
para microscopia) contendo uma porcdo do material fresco a ser analisado quanto
diretamente em agar contendo colonias viaveis do espécime em analise. Devem ser
adicionadas algumas gotas de uma solucdao de peroxido de hidrogénio (agua
oxigenada) no material apds 18 a 24 horas de crescimento. O peroxido de hidrogénio é
extremamente instavel e, portanto, deve ser utilizada uma solucao de preparo recente.

Interpretacao dos resultados

A enzima catalase promove a quebra do peroxido de hidrogénio em agua e
oxigénio. O oxigénio liberado leva a formacao de bolhas, como uma efervescéncia, em
apenas alguns segundos, o que indica positividade para o teste. A auséncia de bolhas é
considerada um teste negativo. O mesmo comportamento é observado tanto no teste
feito em lamina como no teste usando o agar inclinado (Figura 6.18). Devemos atentar
para a realizacdo do teste para microrganismos que apresentam dificuldades no
crescimento in vitro, visto que estes sdo crescidos, na maioria das vezes, em agar
enriquecido com sangue. Como os eritrocitos contém catalase e peroxidase, a presenca
deles podera acarretar um resultado falsamente positivo. Uma alternativa para estes
casos é utilizar o agar chocolate, pois neste meio os eritrocitos sao lisados pelo calor,
possibilitando, desta forma, a realizacdo do teste de forma confiavel.



Figura 6.18 Resultados para o teste da catalase. Cada tubo contendo agar simples inclinado recebeu
aproximadamente 1 m¢ de perédxido de hidrogénio apds a incubacdo. A presenca de bolhas (tubo B)
indica a presencga da enzima catalase e positividade do teste.

Presenca de descarboxilases ou teste de descarboxilagées
» Objetivo

O teste ¢ utilizado para detectar a habilidade de um organismo descarboxilar um
aminoacido (em geral lisina, ornitina ou arginina) para formar uma amina, resultando
em alcalinizacio do meio no qual o organismo se desenvolve. O teste de
descarboxilacdo é muito util para diferenciar organismos da familia
Enterobacteriaceae.

P Material



Meio de descarboxilacdo (meio Mueller) contendo peptona, glicose, purpura de
bromocresol e a coenzima piridoxal fosfato, juntamente com o aminoacido (substrato)
especifico para cada reacdo; alca ou agulha de platina.

Principio

Este processo, chamado de “descarboxilacdao”, é um passo na metabolizacao de
aminoacidos. Descaborxilacdo é um nome geral dado ao processo de remocao do
grupo carboxila (~COOH) de um aminoacido, produzindo uma amina e dioxido de
carbono (CO,). Essa reacao depende de enzimas especificas denominadas
descarboxilases. Existe uma enzima descarboxilase especifica para cada aminoacido,
mas somente trés sdo utilizadas para a distincdo entre bactérias entéricas: lisina,

ornitina e arginina descarboxilases. A reacao do processo de forma geral e as reacoes
especificas para as enzimas do teste estdo demonstradas na Figura 6.19.

Procedimentos

Um isolado é inoculado nos tubos dos testes (cada um contendo o substrato
especifico para cada enzima), utilizando uma agulha ou alca de platina estéril. Apods a
inoculacdo, adicionam-se 2 a 3 m¢ de 6leo mineral estéril para cobrir a camada
superficial do meio, excluindo assim o oxigénio externo e promovendo o processo de
fermentacdo. A falta de oxigénio promove a producdo de acidos provenientes da
fermentacao da glicose e, portanto, leva a criacdo de um ambiente acido necessario
para a inducdo da producdo de descarboxilases. Os tubos sdo entdo incubados a 37°C,
por 24 a 48 horas.
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Figura 6.19 Reacdes de descarboxilagbes de aminoacidos. Estdo demonstradas a reacdo geral de
descarboxilagdo dos aminoacidos (painel superior), bem como as reagdes especificas envolvendo a
lisina descarboxilase, a ornitina descarboxilase e a arginina descarboxilase (trés painéis inferiores,
respectivamente), que podem ser usadas nos testes bioquimicos de identificacdo.

Interpretacao dos resultados

Os 4acidos provenientes da fermentacdo da glicose acarretam diminuicao do pH do
meio, promovendo mudanca da cor do indicador (purpura de bromocresol) para



amarelo. O ambiente acido promove a formacdo de descarboxilases naquelas bactérias
que sdo capazes de produzir estas enzimas. A descarboxilacio promovida pelas
enzimas geradas leva a um acimulo de produtos finais da reacdo (aminas) de carater
alcalino que promovem aumento do pH do meio, causando a mudanca de cor do
indicador para violeta e indicando um resultado positivo para o teste. Se o organismo
inoculado for somente capaz de fermentar a glicose, 0 meio permanecera amarelo e,
portanto, sera considerado negativo para o teste. Os resultados podem ser observados
na Figura 6.20.

Figura 6.20 Resultados do teste de descarboxilagdo. Neste teste foi utilizada a lisina como Unico
aminoacido no meio de cultura e, portanto, testada a presenca da lisina descarboxilase. Tubo A:
positivo; tubo B: controle ndo inoculado; tubo C: negativo. (Foto: Reproduzida, com permissdo, de
Leboffe; Pierce, 1999.)

Teste da urease
» Objetivo

Usado para determinar se um microrganismo é capaz de hidrolisar ureia em duas
moléculas de amonia (NH;) por acdo da enzima urease (Figura 6.21), este teste pode
ser util na distincdo entre patdgenos do género Proteus e outras bactérias entéricas.

p Material



Meio ou caldo de ureia contendo extrato de levedura, ureia e o indicador de pH
(vermelho fenol); alca ou agulha de platina.

Principio

A urease é uma enzima microbiana muito importante relacionada com a
decomposicao dos componentes organicos. Esta enzima é considerada constitutiva
porque € sintetizada por certas bactérias, independentemente da presenca ou auséncia
do seu substrato (ureia).

O meio para o teste da urease (que pode ser solido ou liquido) contém ureia,
fatores essenciais para crescimento e o indicador de pH vermelho fenol. O indicador
possui uma coloracdo amarela ou amarelo/laranja em pH abaixo de 8,4 e vermelho em
pH acima de 8,4. O meio para o teste foi desenvolvido para determinar a habilidade
microbiana em converter ureia em amonia (que é utilizada pela bactéria como fonte de

carbono para producdo de aminoacidos e nucleotideos), que aumenta o pH do meio
com consequente mudancga de cor do indicador.

H,O
H,N . Urease
C=0 — » 2NH, + CO,
H,N*
Ureia

Figura 6.21 Reacao de hidrélise da ureia.

Procedimentos

Inocular o material a ser testado no meio teste com auxilio de uma agulha ou alca
estéril. O meio é entdo incubado a 37°C, por 24 horas, para posterior analise da
mudanca de cor.

Interpretacao dos resultados

A enzima urease hidrolisa a ureia em produtos finais alcalinos que promovem
aumento no pH do meio, causando mudanga de cor no indicador, que passa a ter uma
coloracdo rosa, representando um resultado positivo para o teste. Nenhuma mudanca
de cor, ou uma coloracao levemente alaranjada, representa um teste de urease negativo
(Figura 6.22).



Teste da p-galactosidase (ONPG)
Objetivo
O teste ONPG (o-nitrofenil-f-D-galactopiranosideo) é utilizado para identificar
bactérias capazes de produzir a enzima [3-galactosidase.
Material

Meio de cultura enriquecido com lactose; composto o-nitrofenil--
galactopiranosideo; alga ou agulha de platina.

Figura 6.22 Resultados do teste de utilizacdo da ureia. O teste visa detectar a capacidade de o
microrganismo degradar a ureia no meio de cultivo e, por consequéncia, a presenca ou ndo da enzima
urease. Tubo A: controle ndo inoculado; tubo B: resultado positivo.

Principio

A [B-galactosidase é uma enzima induzida por ser sintetizada apenas quando o
organismo esta na presenca do substrato, sendo sua sintese controlada geneticamente.
A [B-galactosidase também é conhecida como lactase por degradar a lactose, embora
também possa hidrolisar outros tipos de galactosideos. Para que as bactérias
fermentem a lactose, elas devem possuir duas enzimas especificas: a [3-galactosidase
permease (uma enzima-proteina de transporte ligada a membrana) e a -galactosidase

propriamente dita, que esta localizada intracelularmente e é capaz de degradar a [3-D-
lactose (um dissacarideo) em [-glicose e B-galactose (Figura 6.23). Algumas bactérias



que possuem a [3-galactosidase mas nao a [3-galactosidase permease podem sofrer
mutacoes e, apos um periodo de dias ou semanas em presenca do acticar, podem passar
a produzir a permease. Estas bactérias, denominadas fermentadores tardios para
lactose, podem, desta forma, também utilizar o agicar como fonte de energia. As
bactérias que utilizam a lactose podem ser diferenciadas daquelas que ndo fermentam
0 acucar, utilizando-se um composto denominado o-nitrofenil-f-galactopiranosideo
(ONPG). Este composto pode penetrar o interior da célula sem a ajuda da permease e,
assim, reagir com a [3-galactosidase, se esta estiver presente, gerando um produto de
cor amarela (Figura 6.24).

Procedimentos

Inocular o material no meio contendo lactose e ONPG com auxilio de uma alca ou
agulha estéril. O meio é entdo incubado a 37°C por 24 horas.

Interpretacao dos resultados

Os microrganismos capazes de utilizar a lactose possuem a enzima [3-galactosidase
e, desta forma, sdo capazes de hidrolisar o ONPG presente no meio, que inicialmente é
incolor e, apo6s sofrer hidrdlise, libera o composto o-nitrofenol que possui uma cor
amarela em pH alcalino, dando um resultado positivo para o teste (Figura 6.25). Uma
outra alternativa para o teste seria a utilizacdo da lactose como tnica fonte de carbono
no meio de crescimento. Desta forma, poderia ser utilizado o mesmo principio do teste
para fermentacdo de carboidratos descrito anteriormente, visto que apenas as bactérias
que utilizam o acticar seriam capazes de crescer no meio de cultura.

HOCH, HOCH, HOCH, HOCH,
HCI)[J;’ O — /7 OoH [-Galactosidase HO(J_O\)c'JH (J_O.\}?H
0 + HO . .

\?H > J\?H‘> : OH  / HOOH  /
OH OH OH OH
[-D-Lactose [}-D-Galactose [-D-Glicose

| |
Glicolise

Figura 6.23 Hidrdlise da lactose pela -galactosidase.
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Figura 6.24 Conversdo do ONPG a B-galactose e o-nitrofenol pela 3-galactosidase.

Figura 6.25 Resultados do teste ONPG. Tubo A: positivo; tubo B: controle ndo inoculado; tubo C:
negativo. (Foto: Reproduzida, com permisséo, de Leboffe; Pierce, 1999.)

Producao de H,S (gas sulfidrico ou sulfeto de hidrogénio)
» Objetivo

Este teste visa determinar se ocorre a liberacao de acido sulfidrico (H,S) gasoso,
promovida pela metabolizacdo bacteriana de aminoacidos que contém enxofre em sua
estrutura. E muito utilizado para diferenciar membros positivos da familia
Enterobacteriaceae, especificamente dos géneros Salmonella, Francisella e Proteus,
dos membros negativos como Morganella morganii e Providencia rettgeri, além de
outras bactérias como Escherichia coli e Shigella flexneri.

P Material



Meio contendo peptona (rica em aminodacido cisteina — fonte de enxofre),
tiossulfato de sodio, além de sulfato ferroso; agulha de platina.

Principio

O catabolismo do aminodcido cisteina pela enzima cisteina dessulfurase durante o
processo de putrefacdo, ou ainda pela reducdo do tiossulfato no processo de
anaerobiose, leva a uma reducao do enxofre, produzindo gas sulfidrico (Figura 6.26).
Nos processos de putrefacao, aminoacidos contendo enxofre (por exemplo, a cisteina)
sofrem degradacgao pela acdo da enzima dessulfurase gerando acido pirtivico, amodnia e
H,S como produtos finais de reacdo. A amonia e o sulfeto de hidrogénio sao
excretados, pois sdo produtos téxicos para a célula, e o acido pirtivico é mantido no
interior da célula para a producdo de energia, visto que ele é um intermediario do ciclo
de Krebs. Nos processos de respiracdo anaerébica, o enxofre inorganico (neste caso,
proveniente do tiossulfato adicionado ao meio) torna-se o aceptor final do elétron na
cadeia transportadora de elétrons. Assim, as bactérias capazes de utilizar compostos
que contém enxofre em sua estrutura podem ser identificadas por este teste pela
deteccao do gas sulfidrico liberado no meio de reagao.

SH
I
C CH, — Fermentacao
I istei |
CH, . H,0 + He let&lna dessulfurli%\se N C =
, ™,
| ¥ A" |
H,N— CH — COOH H,S NH, COCH — Respiragio
Cisteina Acido pirivico

Figura 6.26 Reacéo de putrefacéo envolvendo a cisteina dessulfurase produzindo H,S.

Procedimentos

Inocular o material a ser analisado com auxilio de uma agulha estéril de maneira
perpendicular, da superficie até o fundo do tubo contendo o meio. Deve-se ter cuidado
para nao inocular em zigue-zague, pois 0 mesmo meio pode servir para testar a
mobilidade ou ndo do microrganismo. Apoés a inoculagdo, o material é incubado por 24
a 48 horas, a 37°C.

*Observagdo: Uma alternativa para se realizar este teste seria a colocacao de uma
fita de papel de filtro embebida em uma solugdo de acetato de chumbo, na borda do



tubo-teste, tendo o cuidado para que ela nao toque o meio de cultura (Figura 6.27).
Este acetato de chumbo impregnado na fita é capaz de reagir com o H,S, caso este seja
produzido pelo microrganismo a ser analisado.

Fita impregnada com
acetato de chumbo

Figura 6.27 Teste da fita impregnada com acetato de chumbo para detec¢édo de H,S.

Interpretacao dos resultados

Se a cisteina, presente no meio, for hidrolisada pela dessulfurase, ou se o
tiossulfato presente no meio for reduzido, entdao o sulfeto de hidrogénio sera
produzido. O sulfeto formado é capaz de se combinar com o sulfato ferroso para
formar sulfeto de ferro (FeS), ou ainda, no caso do teste com a fita de papel, reagir
com o acetato de chumbo, formando sulfeto de chumbo. Em ambos os casos,
observaremos um enegrecimento do meio (Figura 6.28) ou na extremidade da fita
(Figura 6.29), pois tanto o sulfeto de ferro como sulfeto de chumbo possuem uma
coloracdo negra dando, portanto, positividade do teste. Nenhum enegrecimento pode
ser considerado como um teste negativo. Um sumario dos resultados pode ser
observado na Figura 6.30.

Conforme o item Procedimento deste teste, o meio pode ser utilizado para
verificarmos se o microrganismo em questdo é moével ou ndo. Sendo assim, caso
ocorra uma turvacdo por completo do meio ap6s o periodo de incubacdo, o
microrganismo sera considerado movel porque ele cresceu além dos limites da
inoculagdo que foi feita de forma perpendicular e central no meio de cultura (Figura
6.31). Crescimento apenas no local da inoculacdo é prova de que o microrganismo



testado é imével, ou seja, ndo é capaz de se mover além do ponto de inoculacdo (ver
Figura 6.31). No caso de microrganismos moveis e produtores de H,S, veremos a

formacao de uma mancha negra que se espalha por todo o meio de cultura (como
podemos observar na Figura 6.28).
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Figura 6.28 Resultados para a reducdo de enxofre no meio SIM. No tubo A temos o controle ndo
inoculado; no tubo B, um teste negativo para H,S; no tubo C, um teste positivo para H,S.




Figura 6.29 Teste de reducéo do enxofre com auxilio da fita com acetato de chumbo. No tubo A temos
um teste negativo (fita de papel branca) e, no tubo B, um teste positivo (fita de papel enegrecida na
extremidade).

. L Cisteina dessulfurase
Teste positivo: Cisteina

NH, + Acido piravico + H,S1

v

1H,S + FeSO,

v

Fes + H,50, ou

TH,S + Acetato de chumbo > Sulfeto de chumbo + Acido acético + H,O
z (coloragdo negra)

iva: Clstai Cistei furase Cisteina
Teste negativo: Cisteina M » (sem alteracdo de cor)

Figura 6.30 Sumério dos resultados para a prova do HS.

Teste do indol
Objetivo

O teste do indol é a porcao “I” dos quatro testes conhecidos como IMViC (Indol,
vermelho de Metila, Voges-Proskauer e Citrato), e é utilizado para caracterizar e/ou
identificar bactérias entéricas, que sdo capazes de produzir indol a partir do
aminoacido triptofano por meio da acdo da enzima triptofanase.

Material

Meio SIM (também utilizado para detectar motilidade e producao de sulfeto de
hidrogénio, como visto anteriormente, no item Producdo de H,S), contendo peptona
(que contém o aminoacido triptofano) e extrato de carne para promover o crescimento;
reagente de Kovacs (composto de p-dimetilaminobenzaldeido, butanol e acido
cloridrico); agulha ou alga de platina.



Figura 6.31 Resultados do teste de motilidade no meio SIM. O teste é realizado fazendo-se a
inoculagdo da amostra de forma perpendicular no centro do tubo contendo o meio semissélido. No tubo
A temos o controle ndo inoculado; no tubo B temos um resultado de motilidade negativo (observar o
crescimento apenas na regido do inéculo) e, no tubo C, um teste de motilidade positivo (observar a
turvagdo completa do meio, indicando crescimento além da regi&o do in6culo).

Principio

O triptofano pode ser convertido, pelas bactérias possuidoras da enzima
triptofanase, a indol, aménia (por desaminacdo) e acido pirtuvico como produtos finais
da reacado (Figura 6.32). O acido pirtvico pode entdo gerar energia através do ciclo de
Krebs ou, entdo, entrar na via glicolitica e ser usado para sintetizar outros
componentes importantes e necessarios para a célula. A amonia gerada pode ser
utilizada na sintese de aminoacidos, e o outro metabolito final gerado, o indol, pode
ser identificado por este teste. Desta forma, a triptofanase diferencia as bactérias

entéricas que sdo indol-positivas, como Escherichia coli e Proteus vulgaris, das
bactérias entéricas indol-negativas, como Serratia marcescens e Enterobacter

aerogenes.
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Figura 6.32 Catabolismo do triptofano em organismos indol-positivos.

Procedimentos

Um isolado é inoculado em um tubo contendo o meio SIM (que podera ser s6lido
ou liquido) com uma agulha de inoculacdo estéril. O tubo é entdo incubado a 37°C por
24 a 48 horas. Ap6s a incubagdo, 3 a 5 gotas do reagente de Kovacs sdo adicionadas a
superficie do dgar para a revelacdo do teste. Uma alternativa para a prova, assim como
foi demonstrado para o teste da produgdo do sulfeto de hidrogénio, é a utilizagdo de
uma fita embebida com o reagente de Kovacs colocada na borda do tubo-teste.

Interpretacao dos resultados

Em ambos os testes, seja ele feito diretamente no meio de cultivo ou utilizando a
fita, o reagente de Kovacs contendo HCI e o dimetilaminobenzaldeido dissolvido no
amil alcool reagem com o indol produzido pelos microrganismos indol-positivos,
produzindo uma coloracao réseo-avermelhada. Caso ndo ocorra mudanca de cor, ou
seja, caso se verifique uma cor amarelada, o teste é considerado negativo (Figura
6.33).

Reducao de nitrato

Objetivo

Este teste ¢ utilizado para detectar a habilidade de um microrganismo para reduzir
nitrato (NO;) a nitrito (NO,) ou outro composto nitrogenado, como 0 nitrogénio
molecular (N,), usando a enzima nitrogénio redutase.



Figura 6.33 Resultados para o teste do indol. O teste foi feito utilizando-se uma fita de papel
impregnada com o reagente de Kovacs. No tubo A, negativo; no tubo B, positivo (observar a coloracdo
réseo-avermelhada da fita).

Material

Meio teste contendo extrato de carne, peptona e nitrato de potassio; reveladores:
reagente I (solucao acética de acido sulfanilico), reagente II (solucdao acética de o-
naftilamina); agulha ou alga de platina.

Principio

O nitrato (NOj3) pode ser reduzido a diferentes compostos através de dois processos
metabolicos: respiracdo anaerobica e denitrificacdo (Figura 6.34). Na respiracao
anaerobica, o organismo usa o nitrato com o aceptor final de elétrons na cadeia
respiratoria, produzindo nitrito, amonia, nitrogénio molecular, 6xido nitrico ou outro
composto nitrogenado reduzido, dependendo da espécie. O teste se baseia exatamente

na capacidade do microrganismo de reduzir o nitrato que é adicionado em excesso no
meio de cultura.



Procedimentos

Um isolado do microrganismo é inoculado no meio teste, contendo nitrato em
excesso, com o auxilio de uma alca de platina estéril. O meio é entdo incubado por 24
a 48 horas, a 37°C.

Interpretacao dos resultados

Se o microrganismo possuir a enzima nitrato redutase, esta ira reduzir o nitrato a
nitrito. Se a reducdo ocorrer, ha também a formacao de acido nitroso, que, entdo, reage
com o 4acido sufanilico (reagente I), formando o acido sulfanilico diazotado, o qual
reage com a a-naftilamina (reagente II) para formar o composto p-sulfobenzeno-azo-a-
naftilamina, que possui uma cor vermelho-intensa (Figura 6.35), o que seria um
resultado positivo para o teste.

A auséncia de coloracdao no meio, ap6s a adicao dos reagentes reveladores, indica
negatividade para o teste (Figura 6.36).

Liquefacao de gelatina (gelatinase)
Objetivo

Este teste ¢ utilizado para determinar a capacidade de um microrganismo produzir
exoenzimas hidroliticas, chamadas de gelatinases, que digerem e liquefazem a
gelatina. Os produtos desta reacdo sdo aminoacidos que podem, evidentemente, ser
transportados para o interior da célula onde podem ser facilmente utilizados para o
fornecimento de energia como formacao de material constitutivo do microrganismo. O
teste pode ser utilizado para distinguir Staphylococcus aureus, patogénico e positivo
para o teste, de S. epidermidis, que ndo € patogénico e positiva o teste mais
tardiamente. No caso das enterobactérias, Serratia e Proteus sdo espécies tipicamente
positivas, enquanto 0s outros representantes do grupo sdo geralmente negativos.
Bacillus anthracis, B. cereus e varios outros membros do género sao gelatinase-
positivos, bem como Clostridium tetani e C. perfringens.
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Figura 6.34 Produtos finais possiveis apés a reducao do nitrato. O estado de oxidag&o do nitrogénio em
cada composto € mostrado em parénteses.
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Figura 6.35 Reacdo para deteccdo de reducéo do nitrato.
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Figura 6.36 Resultados para o teste de reducdo do nitrato. Apos a adicdo dos reagentes | e Il para
revelacdo da prova, uma alteracéo de cor para o vermelho (tubo C) é considerada resultado positivo,
enguanto a inalteragéo da cor do meio (tubo B) é considerada um resultado negativo para o teste. O

tubo A representa o tubo-controle ndo inoculado.

Material



Tubo contendo o meio para o teste, constituido basicamente de extrato de carne e
peptona para promover o crescimento, e uma grande quantidade de gelatina
(aproximadamente 120 g/f€), o que leva a gelificacdo do meio; alca de platina.

Principio

Muitas das fontes de nutrientes, disponiveis para os microrganismos no meio
exterior, possuem uma grande estrutura que dificulta a sua penetracdao no interior da
célula. Por isso, algumas bactérias sdao capazes de produzir e secretar enzimas que
hidrolisam essas moléculas em subunidades menores, as quais a célula podera usar
sem maiores problemas. A gelatina é um derivado do colageno, e sua hidrolise pela
acdo da enzima gelatinase é feita em duas etapas: na primeira etapa, a gelatina é

hidrolisada, gerando polipeptideos que, em uma segunda etapa, também por agdo das
gelatinases, sdao hidrolisados, liberando, entdo, os aminoacidos.

Procedimentos

Um isolado é inoculado em um tubo contendo o meio com gelatina com o auxilio
de uma agulha estéril, sendo que a inoculacdo deve ser feita no centro do meio de
cultura, indo até o fundo do tubo. O meio é mantido entdo por 24 a 48 horas, a 37°C.

Interpretacao dos resultados

Os microrganismos gelatinase-positivos promovem liquefacdao do meio contendo a
gelatina, o que pode ser facilmente observado por uma leve inclinacdo do tubo-teste,
ao passo que, no caso de o teste ser negativo, o meio permanecera solido. Deve-se ter
bastante cuidado com resultados falsamente positivos, visto que a gelatina se liquefaz
facilmente a temperaturas superiores a 28°C. Por isso, deve-se sempre fazer um tubo-
controle, ndo inoculado com o material, mantido junto dos outros tubos durante todo o
tempo de incubacdo. Apos a incubacgdo, este tubo € resfriado em geladeira e deve
voltar ao estado gelificado (assim como o tubo-teste negativo), enquanto o tubo que
sofre acdo das gelatinases (teste positivo) ndo voltara a se solidificar, porque a gelatina
foi hidrolisada a aminoacidos e nao pode sofrer novamente gelificacdao (Figura 6.37).



Figura 6.37 Resultados do teste de liquefacdo da gelatina (gelatinase). No tubo A temos um teste
positivo para a prova. Observar que o tubo B permanece solidificado, sendo considerado um teste
negativo para a prova de liquefacdo da gelatina.

Outros métodos de identificacao

Além das provas bioquimicas isoladas, descritas anteriormente, podemos utilizar
métodos de identificacdo rapida em que teriamos varias provas bioquimicas realizadas
em um mesmo conjunto ou suporte, sendo que eles poderdao ser realizados
manualmente ou com a utilizacdao de aparelhos de leitura (automatizacao). Hoje em
dia, uma grande variedade de sistemas de identificacdo chamados de “sistemas
multitestes” esta disponivel comercialmente. Esses sistemas contém varios testes
bioquimicos em uma tunica unidade e permitem uma rapida identificacdo bacteriana
sem grande consumo de tempo e custos na preparacdo de varios meios, além do
periodo de espera.

Como exemplo deste tipo de metodologia podemos citar os sistemas de
identificacdo API® (bio-Mérieux), bem conhecidos e amplamente utilizados.

O API®, utilizado para a identificacdo de bactérias por meio de um complexo de
provas bioquimicas, consiste em uma cartela com varios meios que podem acomodar
até 20 testes bioquimicos. Ele contém varios pogos com os meios especificos para as
provas bioquimicas, as quais, em vez de serem feitas de forma separada, como
descrevemos anteriormente neste capitulo, sao realizadas todas em conjunto na mesma
cartela. A inoculacdo da coldnia do microrganismo a ser testado, que deve estar
devidamente isolada, é feita por meio de sua suspensdao em um liquido de dispersao,



que pode ser salina estéril, por exemplo, que funcionard também como forma de
hidratar os meios que se apresentam originalmente desidratados (Figura 6.38).

A inoculacdo da amostra é feita ao se adicionarem gotas da suspensao bacteriana
em cada poco, sendo que, posteriormente, a cartela é incubada a 37°C, por 18 a 24
horas. Os compartimentos sdo examinados, e os testes, anotados como positivo ou
negativo, com base nas mudancas de cor (Figura 6.39).

Os testes sdo ordenados geralmente em grupos de trés, e cada teste positivo dentro
de um grupo é especificado com um ntimero. A soma final dos nimeros dentro de cada
grupo vai gerar um nimero de até 9 digitos, denominado nimero de identificacao (ID).
Portanto, a combinacao dos resultados dos testes fornece um unico ntimero ID para
cada microrganismo (Figura 6.40). O numero final é comparado a uma tabela ou
inserido em um banco de dados, que fornecerd a identidade do microrganismo
desconhecido. Os sistemas API® disponiveis no mercado servem para a identificacdo
de Enterobacteriaceae (API® 20E), para estafilococos (API® STAPH) e para
estreptococos (API® 20 STREP).

Figura 6.38 API® (bioMérieux). O sistema de multitestes, no formato de pequenos pocos chamados de
microtubos, possui varios compartimentos contendo meios para identificagdo bioguimica. (Foto: Banco
de imagens oficial bioMérieux.)
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Figura 6.39 API® 20E* (bioMérieux) ndo inoculado (A) e inoculados (B). A ilustracdo mostra as provas
que sao realizadas no sistema multitestes, em que os resultados positivos e negativos para os testes
podem ser observados pela mudanca de cor da prova, apds inoculacdo da amostra liquida nos pogos e
incubacéo da fita a 37°C. Um tubo n&o inoculado é mostrado na parte superior. *Essa tira, ideal para a
identificacdo de enterobactérias, oferece os seguintes testes (da esquerda para a direita): ONPG: -
galactosidase; ADH: arginina deidrolase; LDC: lisina descarboxilase; ODC: ornitina descarboxilase; CIT:
utilizacdo do citrato; H,S: producéo de H,S; URE: urease; TDA: triptofano desaminase; IND: producdo
de indol; VP: Voges-Proskauer; GEL: gelatinase; GLU: glicose; MAN: manitol; INO: inositol; SOR:
sorbitol; RHA: ramnose; SAC: sacarose; MEL: melibiose; AMY: amigdalina; ARA: arabinose.

Atualmente, a identificacdo do microrganismo, por meio da leitura manual dos
resultados, pode ser feita também com auxilio de um banco de dados disponibilizado
gratuitamente no site do fabricante (ApiWeb™), o que faz com que a identificacdo seja
feita de forma simples e esteja acessivel a todos em qualquer momento e em qualquer
lugar pela internet.

Raramente ocorre de mais de um microrganismo apresentar o mesmo ID, mas,
caso isso ocorra, outro teste diferente dos utilizados no sistema multiteste devera ser
usado para a diferenciacdo. Na Figura 6.41 encontram-se exemplos de provas
bioquimicas que identificam cinco espécies de bactérias diferentes, através do sistema
multitestes, em que podemos observar resultados positivos (+) e negativos (—).

Mais recentemente, a linha de produtos API® (bioMérieux) lancou um novo
equipamento, o Vitek®2 (Figura 6.42) que auxilia na identificacdo de espécies



bacterianas, de forma rapida e segura, pois 0 mesmo é capaz de ler e interpretar as
cartelas de testes bioquimicos automaticamente. Apos a leitura, e com auxilio de um
software integrado, o equipamento informa o género e a espécie do microrganismo
identificado.

Atualmente as identificacdes das espécies bacterianas (bem como fungos
filamentosos e leveduras) podem ser feitas por meio do método de ionizacao de
dessorcao por laser assistido por matriz do tempo do espectrometro de massa de voo,
que é a metodologia conhecida como MALDI-TOF MS (nome formado pelas iniciais
em inglés matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight ~mass
spectrometry), que fornece mais rapidez (pode-se ter a analise em poucos minutos) e
precisdo, com altissimo grau de confiabilidade. A grande vantagem dessa metodologia
é o fato de que a andlise do material ocorre diretamente de culturas clinicas
microbianas, para fornecer identificacdo precisa do microrganismo, baseada no
principio de que microrganismos apresentam moléculas diferentes e também em
quantidades diferentes entre si, literalmente como uma impressao digital das
moléculas, o que acaba funcionando como uma identidade para cada microrganismo.
Embora a andlise em si ndo apresente um alto custo financeiro, pois os reagentes
necessarios nao sao caros, infelizmente, o alto custo do espectrometro de massa
(Figura 6.43), equipamento necessario para a metodologia, inviabiliza o uso da técnica
na maioria dos laboratérios clinicos, ficando praticamente restrito a laboratérios de
pesquisas ou institutos de referéncia na identificacao de espécies.
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Figura 6.40 Exemplo de identificacdo por meio do API® 20E (bioMérieux). O exemplo mostrado na
figura é o resultado do sistema API® 20E para identificacdo de enterobactérias. Por meio da observacao
de provas positivas e negativas, chega-se ao numero final 5144572, que, na tabela de identificacdo do
fabricante, corresponde a bactéria E. coli.
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Figura 6.41 Sistema de multitestes API® (bioMérieux). O exemplo mostrado na figura € o sistema API®
20E, utilizado para identificacdo das enterobactérias: Klebsiella pneumoniae (A), Enterobacter cloacae
(B), Proteus mirabilis (C), Stenotrophomonas maltophilia (D) e Escherichia coli (E). (Foto: Erica
Nogueira, ALN Solucdes e Sistemas.)



Figura 6.42 Vitek®2, em versdo compacta. Equipamento para leitura das fitas multitestes API®
(bioMérieux). (Foto: Banco de imagens oficial bioMérieux.)

Figura 6.43 Vitek MS™, espectrometro de massa utilizado para a técnica de MALDI-TOF. (Foto: Banco
de imagens oficial bioMérieux.)



Aula pratica de identificacao de bactérias

Como exemplo de uma aula de identificagdo de algumas espécies de bactérias,

sugerimos um conjunto de provas bioquimicas, a saber: fermentacao de carboidratos,
VM/VP, utilizacdo do citrato, reducao de NOs, producdo de H,S, producao de indol,
motilidade, urease, catalase, amilase, tipo de metabolismo (O/F); e também

caracteristicas de forma e coloracdo, que poderiam ser utilizadas para identificacdo das

bactérias Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris, Pseudomonas

aeruginosa, Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis, como supostos microrganismos
desconhecidos, que seriam identificados com o auxilio do Quadro 6.1.

Quadro 6.1 Classificagdo sumaria dos microrganismos desconhecidos.

Forma e Gram

Glicose-4cido
Glicose-gas
Lactose
Manitol

M

VP

Citrato
Reducdo de NO,

Produgdo de
H,S

Escherichia | Klebsiella

Bastonete
gram-

negativo
+
+
+

+

+

pneumoniae

Bastonete
gram-

negativo

Proteus

vulgaris

Bastonete
gram-

negativo

Pseudomonas

aeruginosa

Bastonete
gram-

negativo

Staphylococcus | Bacillus

aureus
Coco gram- Bastonete
positivo gram-
positivo

+ +

+/- -

+ +

- +

- +

+ +



Produgdo de + - +/- - - -

indol
Motilidade +/- - + +/- - +/-
Urease - +/= + - - -
(atalase + + + + + +
Amilase - - - - - +
Tipo de Facultativo  Facultativo  Facultativo  Oxidativo Facultativo Facultativo
metabolismo
(O/F)

+/— = Resultados podem ser varidveis.
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SECAO 1| TEORIA

Introducao

Alexander Fleming teve o mérito de ter descoberto a penicilina. Em 1928, de maneira
casual, ele observou que um fungo contaminante de ambientes se desenvolvia em uma
placa de cultivo, deixada aberta por descuido, e que as coldnias de estafilococos que
cresciam ao redor desse fungo estavam sofrendo lise. Fleming corretamente deduziu que o
fungo, posteriormente identificado como Penicillium notatum, produzia uma substancia
bacteriolitica que se difundia no meio de cultura e era capaz de matar os estafilococos.
Esse antibiotico desconhecido de Fleming foi mais tarde chamado de penicilina,
anunciando um dos maiores adventos da era moderna: os antibidticos.

Na verdade, o fendomeno de antibiose ja havia sido observado e registrado em duas
ocasiOes, aproximadamente 40 anos antes do descobrimento de Fleming. Por volta de
1880, Lord Lister, buscando novos antissépticos, observou que o desenvolvimento
bacteriano era inibido em alguns meios de cultura contaminados com fungos. Em 1889,
Doehle publicou um trabalho junto com uma fotografia que mostrava a acao antibiética de
um organismo que denominou Micrococcus anthracotoxicus, por causa de sua acao litica
sobre colonias de Bacillus anthracis que se desenvolviam na mesma placa de cultivo
misto.

Mais de uma década se passou antes que o descobrimento de Fleming tivesse alguma
aplicacdo pratica no tratamento de enfermidades infecciosas, embora a injecdo de
substancias quimicas antimicrobianas em seres humanos nao fosse um conceito novo. Paul
Ehrlich, ao longo de muitos anos de estudos sobre o efeito antibiético dos corantes



provenientes da anilina, descobriu em 1912 sua “bala magica”, que denominou Salvarsan,
a qual era capaz de afetar o microrganismo exclusivamente, sem alterar ou danificar o
tecido do hospedeiro no qual se desenvolvia o processo infeccioso. Essa foi a primeira
substancia injetavel efetiva in vivo contra o espiroqueta causador da sifilis.

A investigacdo da penicilina foi estimulada pelo descobrimento do Prontosil (pelo
alemdo Gerhard Domagk, em 1932), um analogo quimico que, mais tarde, comprovou-se
similar da sulfonamida. Em 1939, Florey e Chain desenvolveram uma pratica pela qual se
podiam obter extratos antimicrobianos do fungo Penicillium em grandes quantidades e
com pureza suficiente as que eram utilizadas em seres humanos.

Antibiogramas

Fleming associou suas descobertas e desenvolveu o primeiro método na tentativa de
estudar a suscetibilidade microbiana aos antibioticos, dando inicio a pratica do que hoje
denominamos antibiograma ou teste de sensibilidade a antimicrobianos (TSA).

Antibiogramas sao testes com o objetivo de verificar a sensibilidade de determinado
microrganismo a varios antibioticos mediante comparacdo usando um padrdao
preestabelecido. Uma das funcdes mais importantes dos laboratérios de andlises clinicas e
laboratorios hospitalares é a de detectar, por intermédio desses testes, qual a
sensibilidade/resisténcia do microrganismo que esta causando infeccdao diante de varios
antibiéticos, de modo a escolher o mais adequado. A informacdo obtida sera usada para
determinar qual o antimicrobiano e a quantidade necessaria a ser usada na quimioterapia.
Basicamente existem dois métodos para determinar a sensibilidade de uma bactéria aos
agentes antimicrobianos: método da diluicdo em tubo e método da difusao em disco.

Existem também testes com o objetivo de medir a atividade antimicrobiana de um
agente antimicrobiano ou antibidtico. Neste contexto encontramos a determinacdo da
concentracdo inibitéria minima (CIM), que especifica qual a menor quantidade do
antibiotico necessaria para inibir o crescimento de determinado microrganismo, e a
determinacdo da concentracdo bactericida minima (CBM), que é a concentragdo minima
do antibidtico capaz de eliminar todos os microrganismos.

Métodos para antibiogramas
Método da dilui¢ao em tubo

Sdo usadas varias diluicdes do antimicrobiano; pode ser usado para determinar a
concentracdo inibitéria minima ou a concentracdao bactericida minima.



Neste método sao usadas diluicdoes dos antimicrobianos. O objetivo é verificar qual a
mais alta diluicao (menor concentracao do antibiotico) efetiva para prevenir o crescimento
do microrganismo. Esse método é bastante usado para determinar o perfil de sensibilidade
de patégenos isolados de pacientes e a concentracdo apropriada para tratamento. Um
indculo padronizado da bactéria é adicionado em tubos contendo varias diluicdes do
antibiético. O crescimento do microrganismo é avaliado pela turvacdo ou turbidez, que
revela o indice de crescimento em cada tubo. Em seguida os meios sdao inoculados em
novos meios, sem o antimicrobiano, utilizando-se tubos ou microplacas. A concentracao
inibitéria minima (CIM) vai ser a menor concentracao do antibiotico (em pg/m#) capaz de
inibir o crescimento das bactérias in vitro. O método pode ser feito também utilizando-se
placas de Petri com meio novo sem o antimicrobiano. Conhecendo-se a CIM e o nivel em
que o antibidtico pode ser encontrado nos fluidos corporais como sangue e urina, pode-se
escolher o antibiotico apropriado. Geralmente se usa como margem de seguranca uma
concentracdo 10 vezes acima do valor da CIM, visto que outros fatores, como a ligacao do
antibidtico com proteinas séricas ou a presenca de inibidores tissulares, podem reduzir a
acao do antibiotico.

E a mais baixa concentracio do antibiético capaz de eliminar completamente o
microrganismo. O procedimento é semelhante ao realizado para a medida da CIM. A
diluicdo do antibiotico que for capaz de eliminar totalmente os microrganismos e impedir
que 0 microrganismo cres¢a no meio sem o antimicrobiano é considerada a concentracao
bactericida minima (CBM). A CBM é mais utilizada para pacientes imunossuprimidos ou
em pacientes acometidos por endocardites.

Método difusdo em disco | Método de Kirby-Bauer

Nesta pratica usaremos o método de Kirby-Bauer, amplamente empregado como
padrdao para a realizagdao dos antibiogramas. Esse método padronizado é tipicamente
utilizado para medir a eficacia de uma variedade de antibioticos sobre uma espécie de
microrganismo, com a finalidade de fornecer orientacdo para a prescricdo, na pratica
médica, da maioria dos antibiéticos usados na terapia das infeccdes bacterianas. E um
método qualitativo que usa concentragoes preestabelecidas dos antimicrobianos.

No teste de Kirby-Bauer, uma série de antibidticos impregnados em pequenos discos
circulares de papel sao colocados sobre uma placa contendo meio de cultura crescido com



a bactéria inoculada de forma homogénea, como se fosse um “tapete” sobre a superficie do
meio. As placas sdo incubadas em temperatura e tempo adequados para permitir o
crescimento da bactéria e também para que os antibioticos possam difundir-se no interior
do agar. Se um organismo for suscetivel a um antibidtico, uma zona clara aparece ao redor
do disco, onde o crescimento do organismo foi inibido. O tamanho dessa zona de inibigdo
depende da sensibilidade da bactéria a um antibio6tico especifico e da habilidade de difusdao
através do agar do antibi6tico contido no disco.

Todas as caracteristicas no procedimento do teste de Kirby-Bauer sdao padronizadas
para assegurar resultados confiaveis e seguros. Sendo assim, devemos ter muito cuidado na
preparacao e na realizacao do teste para assegurar esses padroes preestabelecidos.

O meio de cultura usado, geralmente o dgar Mueller-Hinton, é formulado para ter um
pH em torno de 7,2 a 7,4 e ele é depositado em uma placa de Petri a uma profundidade de
4 mm. A inoculacdo, utilizando um swab de algoddo estéril, é feita com um meio de
cultura liquido crescido com a bactéria isolada que sera testada diluida até ser obtida uma
leitura de turbidez proxima de 0,5 de densidade Optica. Esse valor da densidade oOptica é
obtido com uma escala de turbidez-padrao conhecida como escala McFarland de turbidez e
equivale a uma concentracdo de aproximadamente 10® células/m£. O meio é semeado por
toda a sua superficie, de forma que todos os espagos sejam preenchidos e o crescimento
ocorra sobre todo o meio de cultura.

Embora essa prova seja considerada técnica-padrao para a realizacdo do antibiograma,
por proporcionar informag0es tteis na maioria dos casos, ela apresenta algumas limitagdes:

As técnicas de difusdo ndo sdo aplicaveis a microrganismos de crescimento lento. Se
for necessaria uma incubacdo prolongada para a obtengdo de um crescimento
satisfatério e, assim, constatar-se um halo de inibicdo detectavel, o antibi6tico pode
deteriorar-se a ponto de gerar leituras imprecisas

Para os antibi6ticos que se difundem lentamente no agar, tais como a polimixina B,
pode haver grandes variacOes nos valores da CIM antes que se possam observar
variacoes significativas nas medidas das zonas de inibicdo. Um aumento na
concentracdo do disco (p. ex., 300 pg/m¥) poderia corrigir essa dificuldade de difusao.
Entretanto, os resultados podem nao ser fidedignos para esses antibi6ticos de migracao
lenta, sendo necessario, portanto, utilizar controles com varias concentracdoes dos
antibidticos em questao.



Métodos de antibiograma automatizados

Os laboratorios clinicos necessitam, em sua rotina diaria, determinar rapidamente a
suscetibilidade a farmacos de um grande ntimero de amostras isoladas. Por essa urgéncia,
frequentemente lancam mao dos métodos ditos automatizados que proporcionam rapidez e
acuracia na liberacdo dos resultados.

Tais métodos consistem basicamente em um cartdo ou painel contendo multiplos pogos
em que cada pogco contém o meio de crescimento e um antibiotico. Os pocos sdo
inoculados com a cultura isolada do paciente, e uma maquina detecta o crescimento no
poco, pela leitura da densidade Optica, determinando assim a suscetibilidade para cada
antibiético. Como exemplo desses métodos, citamos os da marca Vitek® (Figuras 7.1 e
7.2).

Antibioticos ou antimicrobianos

O termo antibidtico refere-se especificamente a substancias produzidas por
microrganismos, e o termo “antimicrobiano”, ou “quimioterapico”, compreende tanto as
substancias produzidas por microrganismos como aquelas sintetizadas quimicamente.
Além disso, a expressao “antimicrobianos” € mais ampla e refere-se a todos os
microrganismos, incluindo bactérias, fungos, protozoarios e virus. Os antibidticos sdao
substancias antimicrobianas que possuem toxicidade seletiva, isto é, sdo capazes de atuar
sobre alvos especificos na estrutura dos microrganismos. Como exemplos, temos as
penicilinas e seus derivados sintéticos atuando sobre a parede celular das bactérias e que
ndo esta presente em células eucariotas, e as tetraciclinas atuando no ribossomo das
bactérias que apresentam diferencas na sua estrutura e na composicdo quando comparado
com o ribossomo das células eucariotas (Quadro 7.1).



Figura 7.1 Cartelas para realizagdo do teste de susceptibilidade a antimicrobianos automatizado Vitek®2
(bioMérieux). O isolado é automaticamente aspirado para o interior da cartela que contém um grupo
predeterminado de antibidticos, dependendo do tipo e origem do isolado a ser testado. Apos o periodo de
incubacao, a leitura é feita com auxilio do aparelho automatico de leitura.

Figura 7.2 Aparelho Vitek®2 (bioMérieux) de automacéo para leitura das cartelas inoculadas para realizagéo
do teste de susceptibilidade a antimicrobianos. Apés a inoculagdo das cartelas, elas sdo incubadas na
unidade de incubagéo e leitora do aparelho, onde séo feitas leituras sucessivas da densidade 6ptica de cada
poco da cartela, que sdo processadas por programas especificos no computador, para posterior impressédo
dos resultados: sensivel (S), resisténcia (R) ou resisténcia intermediaria (). (Foto: Banco de imagens oficial
bioMérieux).

Quadro 7.1 Antimicrobianos.



Penicilina G Inibe a sintese da parede celular Infecgdes decorrentes de bactérias
gram-positivas, como 0s
estreptococos em infecgdes de
garganta, e para os agentes da

gonorreia e sifilis

Estreptomicina Inibe a sintese de proteinas das Infec¢des causadas por bactérias gram-

bactérias (liga-se a subunidade 305 negativas, como infeccbes do

do ribossomo 70S da bactéria) sistema urindrio

(loranfenicol Inibe a sintese de proteinas (liga-sea  Para infecdes causadas por bactérias
subunidade 505 do ribossomo 705 gram-negativas e gram-positivas
da bactéria)

Rifampicina Inibe a sintese do RNA bacteriano Uso em infeccoes causadas por gram-

positivos e gram-negativos

Acoes bactericida e bacteriostatica

Alguns antimicrobianos sao bactericidas, microbicidas ou fungicidas porque eliminam
completamente 0s microrganismos, outros sdo bacteriostaticos, microstaticos ou
fungistaticos porque apenas impedem que o microrganismo se multiplique, e nesse caso,
apo6s remocao da substancia, eles voltam a crescer normalmente.

E importante acrescentar que, em virtude de diferencas na solubilidade, um
antimicrobiano exibe diferentes padrdes de distribuicao nos tecidos e fluidos corporais;
desse modo, um antimicrobiano pode ser efetivo contra determinada bactéria mas ineficaz
para tratamento por ndo alcancar as concentracoes adequadas nos tecidos. Um
antimicrobiano pode também influenciar o efeito do outro, aumentando ou diminuindo a
eficacia de outros medicamentos.

Os antimicrobianos apresentam, também, espectros diferentes em relacio a
sensibilidade, podendo ser de amplo espectro quando inibem grande variedade de espécies
de bactérias gram-positivas e gram-negativas.

Pressao seletiva



De uma forma geral, a pressao seletiva é um fendomeno que promove o surgimento de
clones altamente resistentes de determinada cepa bacteriana a determinado antibiotico,
fazendo com que, por selecdao natural, somente as cepas resistentes sobrevivam, ou seja, as
cepas suscetiveis a determinados antibiéticos desaparecem, restando apenas aquelas
capazes de sobreviver na presenca destes, invalidando, assim, qualquer tipo de
antibioticoterapia sobre tal bactéria resistente. Dessa forma, a administracdo de antibidticos
ou antimicrobianos deve obedecer a critérios rigidos (muitas vezes promovidos e
regularizados por comissdes de saude publica) para que seu uso indiscriminado ndao gere
uma pressao seletiva.

SECAO 2 | PRATICA

Antibiograma pelo método de Kirby-Bauer
Objetivo

Verificar a acao de substancias antimicrobianas no crescimento de bactérias, usando o
método de Kirby-Bauer.

O teste para verificacdo da sensibilidade a antibidticos é utilizado para determinar a
suscetibilidade de uma bactéria diante de varios antibioticos. Esse método padronizado é
tipicamente utilizado para medir a eficdcia de uma variedade de antibi6ticos sobre uma
espécie de microrganismo, com a finalidade de fornecer orientagdo para a prescricdo, na
pratica médica, da maioria dos antibioticos usados na terapia das infec¢oes bacterianas. O
método mais amplamente utilizado é o método de Kirby-Bauer, aceito como o método-
padrdo para a realizacao dos antibiogramas.

Material (ver Figura 7.3)

Placas de Petri contendo agar Mueller-Hinton
Antibioticos impregnados em discos de papel-filtro
Estufa a 37°C

Cultura de bactérias em caldo simples: escolha livre. Pode ser usada uma cultura de
bactérias geralmente resistentes, como Pseudomonas spp., e outra mais facilmente
disponivel no laboratério, como Escherichia coli
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Figura 7.3 Material utilizado para a realizagdo do antibiograma (método de Kirby-Bauer). Isolado em meio
liquido (A); pinga estéril para colocagdo dos discos impregnados com os antibidticos (B); placa de Petri com o
meio agar Mueller-Hinton (C); swab de algodao estéril (D).

Procedimentos

1. Umedecer, em condicdes assépticas, um swab no tubo com a cultura da bactéria-teste
(Figura 7.4) e semear toda a superficie da placa de Petri, visando obter um crescimento
confluente (Figura 7.5).

2. Apo6s a semeadura, os discos sdo colocados sobre a superficie do agar inoculado e
levemente pressionados com auxilio de uma pinca ou bastdo estéril de modo que
fiquem equidistantes na superficie do meio (Figura 7.6).



Figura 7.4 Impregnacgédo do swab de algodao com o meio de cultura liquido crescido com o microrganismo
isolado.

Figura 7.5 Semeadura no agar Mueller-Hinton. A semeadura é feita passando-se levemente o swab
umedecido sobre toda a superficie do meio de cultura.



Figura 7.6 Deposicdo dos discos de antibidticos. Apés a sele¢do dos antibiéticos a serem testados no
antibiograma, estes sdo depositados na superficie do meio de cultura, de forma espagada, com auxilio de
uma pinga esteéril.



Figura 7.7 Visualizacdo da placa do teste de antibiograma. ApOs o periodo de incubagdo, os halos de
inibicdo (regido clara ao redor dos discos) devem ter seus raios medidos em milimetros com auxilio de uma
régua comum ou de um paguimetro.

Os discos de antibiéticos usados para este teste também sdao padronizados para conter
uma quantidade especifica de antibiéticos, que, na maioria das vezes, estd marcada na
superficie deles, conforme especificacoes do fabricante.

3. Incubar as placas a 37°C, pelo minimo de 18 horas e maximo de 48 horas.

Interpretacao dos resultados

1. Observar a placa do antibiograma, verificando a presenca ou a auséncia de halos de
inibicdo do crescimento em torno dos discos de antibidticos.

2. A zona clara de inibicao (raio do halo de inibicao) ao redor de cada disco é medida em
milimetros (Figura 7.7), com o auxilio de régua, e a medida é comparada com uma
tabela-padrdo de interpretacao (Quadros 7.2 a 7.5).

Normalmente, as zonas no agar serdo bem distintas e os halos bem separados ao redor
de cada disco de antibidtico. Ocasionalmente, duas zonas poderdao aparecer juntas,
produzindo uma superposicdao de halos, formando o que se pode denominar “halos
geminados”. Esse fendmeno deve-se ao que chamamos de “efeito sinérgico” de dois
antibidticos. Em outras palavras, esta € uma area em que a concentracao de cada



antibiético é muito baixa para ser efetiva por antibiotico isoladamente, mas, em
combinacdo com o outro antibiético, passa a ter forca suficiente para eliminar a bactéria
que esta sendo testada.

Devemos ter atencdo na leitura dos resultados do antibiograma, com relacdo a
organismos moveis, tais como os do género Proteus, conhecidos como invasores, quando
se desenvolvem na superficie do agar, produzindo um fino véu que pode penetrar as zonas
de inibicdo ao redor dos discos. E preciso ignorar essa zona de “invasdo” quando for
realizada a leitura, de forma que deve ser medida somente a borda externa do halo, a qual
deve estar claramente definida.

Outro resultado que podemos considerar atipico consiste na presenca de colénias bem
definidas dentro da zona de inibicdo. Isso ndo seria uma “invasdo” propriamente dita, mas
a presenca de colonias mutantes resistentes, diferentes da maior parte das colonias da cepa
em estudo, ou entdo o cultivo ndo estaria puro e as colonias em questdao seriam de uma
espécie totalmente diferente. Para solucionar esse problema, pode ser necessaria uma
coloracdo de Gram e/ou um subcultivo dessas colonias para obtermos uma resposta
definitiva.

Quadro 7.2 Padrdes interpretativos do didmetro da zona (halo) de inibi¢cdo para enterobactérias.

Diametro do halo (mm)

Agente Contetdo

antimicrobiano | (disco) m Comentarios

Penicilinas

Ampicilina 10 ug <13 14-16 >17 (1) Classe representativa para
ampicilina e amoxicilina.

Mezlocilina ou 75 ug <17 18-20 >21

Piperacilina 100 pg <17 18-20 >21

Ticarcilina 7519 <14 15-19 >20

Carbenicilina 100 pg <19 20-22 >23

Mecilinam 10pg <N 12-14 =15 (2) Somente para uso contra E.

coliisolada do sistema

urinario.



Combinagao de betalactamicos/inibidores da betalactamase

Amoxicilina-dcido ~ 20/10 pg <13 14-17 >18
davdlanicoou 0000 <11 12-14 >15

Ampicilina-
sulbactam

Piperacilina- 100/10 pg <17 18-20 >21
tazobactam

Ticarcilina-acido 75/10 ug <14 15-19 >20
clavulanico

Cefamicinas (parenteral) (incluindo cefalosporinas de I, 1, 1l e IV geracoes)

(3) Cuidado: Para Salmonella
spp. e Shigella spp., as
cefalosporinas de primeira e
sequnda gera¢des podem
parecer ativas in vitro mas
nao sao efetivas clinicamente
e, sendo assim, ndo deverao
ser relatadas como

suscetiveis.

(4) Cepas de Klebsiella spp. e E.
coli que produzem um largo
espectro de betalactamases
podem ser resistentes
clinicamente a terapia com
penicilinas, cefalosporinas ou
aztreonam, mesmo sendo
aparentemente sensiveis in

vitro a alguns desses agentes.



(efazolina
(efalotina

Cefamandol ou

Cefuroxima sddica

(parenteral)
(efepima
(Cefmetazol
Cefoperazona
Cefotetana

Cefoxitina

(Cefotaxima ou
Ceftizoxima ou

(eftriaxona

(eftazidima
Latamoxefe

Cefamicinas (oral)

30 ug
30 ug

30 ug

30 ug

30pg
30pg
7519
30pg
30 pg
30pg
30pg

30 ug

30 ug

30 ug

15-17

15-17

15-17

15-17

15-17

13-15

16-20

13-15

15-17

15-22

15-19

14-20

15-17

15-22

(5) Enterobacter, Citrobacter e
Serratia podem desenvolver
resisténcia durante terapia
prolongada com
cefalosporinas de terceira

geracao.

(6) Cefotaxima e ceftriaxona
deverao ser testadas e
relatadas em isolados de
liquido cerebrospinal no
lugar de cefalotina e

cefazolina.

Veja comentario (4).



Acetilcefuroxima 30 ug <14 15-22 >23

(oral)

Loracarbefe 30 ug <14 15-17 >18 (7) Em razdo de ter sido relatado
que certas cepas de
Citrobacter, Providencia e
Enterobacter spp. tenham
revelado falsa suscetibilidade
com discos de cefdinir e
loracarbefe, cepas desses
géneros nao deverdo ser
testadas e relacionadas com

esses discos.
Cefaclor 30 ug <14 15-17 >18
Cefdinir 5ug <16 17-19 >20 Veja comentario (7)

Cefixima 5ug <15 16-18 >19 (8) Nao aplicdvel para testes

com Morganella spp.
(Cefpodoxima 10 g <17 18-20 >21 Veja comentarios (4) e (8).

Cefprozila 30ug <14 15-17 >18 (9) Como foi relatado que certas
cepas de Providencia spp.
revelaram falsa
suscetibilidade com discos de
cefprozila, cepas desse
género nao deverao ser
testadas ou relacionadas com

esse disco.
(efetamete 10ug <14 15-17 >18 Veja comentario (8).

Ceftibuteno 30 ug <17 18-20 >21 (10) Indicado somente para

isolados de urina.



Carbapenémicos
Ertapeném

Imipeném ou

Meropeném
Monobactamicos
Aztreonam
Aminoglicosideos
Gentamicina
Amicacina
(anamicina
Netilmicina
Tobramicina
Estreptomicina
Tetraciclinas

Tetraciclina

Doxiciclina

10 ug

10 ug

10 ug

30 g

10pg
30 g
30 g
30 g
10pg

10 pg

30 ug

30 ug

<12

16-18

14-15

14-15

16-21

13-14

15-16

14-17

13-14

13-14

12-14

15-18

13-15

(11) Organismos suscetiveis a
tetraciclina sao também
considerados suscetiveis a
doxiciclina e minociclina.
Entretanto, alguns
organismos intermedidrios
ou resistentes a tetraciclina
podem ser suscetiveis a
doxiciclina ou minociclina ou

a ambas.



Minociclina

Fluoroquinolonas

Ciprofloxacino ou

Levofloxacino
Gatifloxacino

Gemifloxacino

Lomefloxacino ou
Norfloxacino ou

Ofloxacino
Enoxacino
Grepafloxacino
Fleroxacino
Quinolonas
Cinoxacino

Acido nalidixico

30 ug

Sug
S Hg
SHg

SHg

10pg
10pg
519
10 ug
519

SHg

100 pg

30 ug

<14

15-18

16-20

14-16

15-17

16-19

19-21

13-16

13-15

15-17

15-17

16-18

15-18

14-18

(12) Cepas de Salmonella

suscetiveis a fluoroquinolona
e que sao resistentes ao dcido
nalidixico podem estar
associadas a falha clinica ou a
uma resposta tardia em
pacientes com salmoneloses
extraintestinais tratados com

fluoroquinolona.

>1 (13) Aprovado para Klebsiella

pneumoniae.

>19

>19 Veja comentdrio (10).



Inibidores da via do folato

Sulfametoxazol-

trimetoprima

Sulfonamidas

Trimetoprima
Fenicois

Cloranfenicol

Nitrofurantoinas
Nitrofurantoina
Fosfomicinas

Fosfomicina

1,25/23,75
Y

250 ou 300
Y

3 g

30 ug

300 pg

200 pg

11-15

13-16

11-15

13-17

15-16

13-15

(14) Em adicdo ao teste de
isolados de urina, 0 acido
nalidixico pode ser usado
para o teste de
suscetibilidade reduzida a
fluoroquinolonas em isolados
de pacientes com infeccdo
extraintestinal por
Salmonella (12).

(15) O disco de sulfisoxazol
pode ser usado como
representante de qualquer
preparacao de sulfonamida

correntemente disponivel.

(16) Nao relatado em isolados

do sistema urinario.




Condicdes do teste: meio, dgar Mueller-Hinton; indculo, método de espalhamento em placa ou suspensao direta da
colonia equivalente a 0,5 do padrao de MacFarland; incubagdo: 35°C (% 2°C), ar ambiente, por 16 a 18 h. Fonte:
(linical and Laboratory Standards Institute (CLSI), IS0 20776-1:2006.

Quadro 7.3 Padrdes interpretativos do diametro da zona (halo) de inibicdo para Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter spp., Stenotrophomonas maltophilia e Burkholderia cepacia.

: Diametro do halo (mm)
Agente Conteudo

antimicrobiano (disco) Resistente | Intermediario m Comentarios

Penicilinas
Mezlocilina 75 ug <15 > 16 Para P, aeruginosa.
Ticarcilina 75 pg <17 18-20 >21 Para Acinetobacter spp.
Piperacilina 100 pg <14 - >15 Para P aeruginosa.
<14 15-19 >20 Para Acinetobacter spp.
<17 - >18 Para P aeruginosa.
<17 18-20 >21 Para Acinetobacter spp.
(arbenicilina 100 pg <13 14-16 >17 Para P, aeruginosa.
<19 20-22 >23 Para Acinetobacter spp.
Azlocilina 75 ug <17 - >18 Para P aeruginosa.
Combinacao de betalactamicos/inibidores da betalactamase
Ampicilina- 10/10 ug <N 12-14 >15 (1) Deve ser testado para
sulbactam Acinetobacter spp. resistentes
a outros agentes.
Piperacilina- 100/10 pg <17 - >18 Para P, aeruginosa.
e 100/10 pg <17 18-20 >21 Para Acinetobacter spp.

Ticarcilina-acido 75/10 ug <14 - >15 Para P, aeruginosa.



clavulanico 75/10 ug <14 15-19 >20 Para Acinetobacter spp.

Cefamicinas (parenteral) (incluindo cefalosporinas de I, 1, Ill e IV geracdes)

(eftazidima 30 ug <14 15-17 >18 Para B. cepacia.
<17 18-20 >21
(efepima 30 ug <14 15-17 >18
Cefoperazona 75 ug <15 16-20 >21
(Cefmetazol 30 ug <12 13-15 > 16
(efoperazona 75 ug <15 16-20 >21
(efotetana 30 ug <12 13-15 > 16
Cefoxitina 30 ug <14 15-17 >18
(efotaxima 30 ug <14 15-22 >23
Ceftizoxima 30 ug <14 15-19 >20
Latamoxefe 30 ug <14 15-22 >23

Carbapenémicos

Imipeném 10 g <13 14-15 >16
Meropeném 10 ug <13 14-15 >16 Para B. cepacia.
10 ug <15 16-19 >20

Monobactamicos
Aztreonam 30 pg <15 16-21 >22
Aminoglicosideos
Gentamicina 10ug <12 13-14 >15

Amicacina 30 ug <14 15-16 >17



Tobramicina 10 pg
Netilmicina 30 ug

Tetraciclinas

Tetraciclina 30 ug
Doxiciclina 30 ug
Minociclina 30 ug

Fluoroquinolonas
Ciprofloxacino 5ug
Levofloxacino 5ug

Lomefloxacinoou 10 pg

Norfloxacino ou 10 pg
Ofloxacino 5ug
Gatifloxacino 5ug

Fenicois

<12

<12

<14

13-14

13-14

15-18

13-15

15-18

16-20

14-16

19-21

13-16

13-15

15a17

>16

(2) Organismos suscetiveis a

tetraciclina sao também
considerados suscetiveis a
doxiciclina e minociclina.
Entretanto, alguns
organismos intermedidrios
ou resistentes a tetraciclina
podem ser suscetiveis a
doxiciclina ou minociclina ou

ambas.

(3) Este, em particular, aplica-se

somente a isolados do

sistema urinario.



(loranfenicol 30 pg <12 13-17 >18 (4) Nao utilizado rotineiramente

em isolados do sistema

urinario.
Inibidores da via do folato
Sulfametoxazol- 1,25/23,75 <10 11-15 > 16
trimetoprima Hg
Sulfonamidas 2500u300 <12 13-16 >17 (5) 0 disco de sulfisoxazol pode
Hg ser usado como

representante de qualquer
preparacao de sulfonamida

correntemente disponivel.

Condicdes do teste: meio, dgar Mueller-Hinton; indculo, método de espalhamento em placa ou suspensao direta da
colonia equivalente a 0,5 do padrao de MacFarland; incubagdo: 35°C (£ 2°C); ar ambiente; por 16 a 18 h, ou20a 24 h
para Stenotrophomonas maltophilia e Burkholderia cepacia. Fonte: Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI),
150 20776-1:2006.

Quadro 7.4 Padrdes interpretativos do didmetro da zona (halo) de inibicdo para Staphylococcus spp.

: Diametro do halo (mm)
Agente Contetido

antimicrobiano | (disco) m Comentarios

Penicilinas (1) Estafilococos suscetiveis a

penicilina sdo também
suscetiveis a outras penicilinas,
combinacdo de inibidores
betalactdmicos/betalactamase,
CEPHAMS e carbapenémicos
aprovados para o uso pela FDA

para infeccbes estafilocdcicas.

Penicilina 10unidades <28 - >29 (2) Cepas de Staphylococcus
aureus penicilinorresistentes e



Oxacilina

Ampicilina

Meticilina

30 pg <19
cefoxitina 10

1 pg oxacilina 2

30 pg <17
cefoxitina

1 ug oxacilina

10 ug <28

5ug <9

11-12

10-13

suscetiveis a oxacilina
produzem betalactamase; por
isso, é preferido o teste do disco
de penicilina de 10 unidades ao
disco de ampicilina. A
penicilina deve ser usada para
testar a suscetibilidade de
todas as penicilinas
betalactamase instaveis, como
ampicilina, amoxicilina,
azlocilina, carbenicilina,
mezlocilina, piperacilina e

ticarcilina.

Para S. aureus e S. lugdunensis.
Para S. aureus e S. lugdunensis.

Para estafilococos coagulase-
negativos exceto S.

lugdunensis.

Para estafilococos coagulase-
negativos exceto S.

lugdunensis.

(3) Classe representativa para

ampicilina e amoxicilina.

(4) Para estafilococos
oxacilinorresistentes, relatar
COMo resistentes ou nao

relatar.

(5) Os valores limites dos discos de

difusao sao para uso apenas



Nafcilina

Combinacao de betalactamicos/inibidores da betalactamase

Amoxicilina-acido

clavulanico

Ampicilina-

sulbactam

Piperacilina-

tazobactam

Ticarcilina-acido

clavulanico

Tug

20/10 pg

10/10 pg

100/10 ug

75/10 mg

<10

19

IA

IA

22

10-12

12-14

Cefamicinas (parenteral) (incluindo cefalosporinas de I, 11, lll e IV

geracoes)

Cefamandol
Cefazolina
(efepima
(Cefmetazol
Cefonicida

(efoperazona

30 ug
30ug
30ug
30 ug
30ug

7519

15-17

15-17

15-17

13-15

15-17

16-20

com S. aureus.

(6) Os valores limites dos discos de
difusao sao para uso apenas

com S. aureus.

(7) Para estafilococos
oxadilinorresistentes, relatar
COMo resistentes ou nao

relatar.

(8) Para estafilococos
oxacilinorresistentes, relatar
COMo resistentes ou nao

relatar.



Cefotaxima
Cefotetana
(eftazidima
Ceftizoxima
Ceftriaxona
Cefuroxima sodica
Cefalotina
Latamoxefe

Cefamicinas (oral)

Cefaclor
Cefdinir
Cefpodoxima
Cefprozila

Axetilcefuroxima

(oral)
Loracarbefe

Carbapenémicos

Ertapeném

30 g
30 g
30 g
30 g
30pg
30pg
30pg

30pg

30 pg
5Hg

10pg
30 g

30pg

30pg

109

15-22

13-15

15-17

15-19

14-20

15-17

15-17

15-22

15-17

17-19

18-20

15-17

15-22

15-17

16-18

(9) Para estafilococos
oxacilinorresistentes, relatar
COMo resistentes ou nao

relatar.

(10) Para estafilococos
oxacilinorresistentes, relatar
COMo resistentes ou nao

relatar.



Imipeném
Meropeném
Glicopeptideos

Vancomicina

Teicoplanina

(intravenosa)
Lipopeptideos
Daptomicina
Aminoglicosideos
Gentamicina
Amicacina
(anamicina

Netilmicina

10 ug

10 ug

30pg

30pg

30pg

10 ug
30 ug
30pg

30pg

<13

<13

14-15

14-15

11-13

13-14

15-16

14-17

13-14

>15

(11) Todos os isolados

estafilocdcicos para 0s quais a
zona de diametro para a
vancomicina é de 14 mm ou
menos deverdo ser testados
pelo método CIM. 0
procedimento de difusao por
disco ndo diferenciard cepas
com susceptibilidade reduzida
avancomicina (CIM 4,8
mg/m¢&) de cepas sensiveis
(CIM variando de 0,5-2
mg/m¢), mesmo quando

incubadas por 24 h.



Tobramicina
Macrolideos

Azitromicina ou
(laritromicina ou

Eritromicina
Diritromicina
Cetolideos
Telitromicina
Tetraciclinas

Tetraciclina

Doxiciclina
Minociclina

Fluoroquinolonas

10 ug

15ug
15 ug

1519

15 ug

15 ug

301g

30pg

30pg

<12

<14

13-14

14-17

14-17

14-22

16-18

19-21

15-18

13-15

15-18

(12) Nao utilizados
rotineiramente para isolados

do sistema urinario.

(13) Organismos suscetiveis a
tetraciclina sao também
considerados suscetiveis a
doxiciclina e minociclina.
Entretanto, alguns organismos
intermedidrios ou resistentes a
tetraciclina podem ser
suscetiveis a doxiciclina ou

minociclina ou ambas.

(14) Staphylococcus spp. podem
desenvolver resisténcia durante
terapias prolongadas com
quinolonas. Por isso, isolados

inicialmente suscetiveis podem



Ciprofloxacino ou
Levofloxacino ou
Ofloxacino ou
Gatifloxacino ou
Moxifloxacino
Lomefloxacino ou

Norfloxacino

Enoxacino

Grepafloxacino
Esparfloxacino

Levofloxacino

(intravenoso)

Nitrofurantoinas

Nitrofurantoina

Lincosamidas

(lindamicina

5Hg
5 g
5 g
5 g
519
10 g

10 ug

10 ug

SHg
SHg

SHg

300 ug

24g

Inibidores da via do folato

16-20

16-18

15-17

20-22

21-23

19-21

13-16

15-17

15-17

16-18

16-18

15-16

15-20

tornar-se resistentes 3 a 4 dias

apos o inicio da terapia.

(15) Aprovado pela FDA para S.
saprophyticus e S. epidermidis

(ndo para S. aureus).

(16) Isolados de S. aureus e
Staphylococcus spp.
macrolideorresistentes podem
ter resisténcia constitutiva ou

induzida a clindamicina.



Sulfametoxazol- 1,25/23,75 <10 11-15 >16

trimetoprima Hg
Sulfonamidas 250 pg ou <12 13-16 >17 (17) O disco de sulfisoxazol pode
300 ug ser usado como representante
de algumas das preparacdes de
sulfonamidas correntemente
disponiveis.
Trimetoprima 5ug <10 11-15 >16
Fenicois
(loranfenicol 30 ug <12 13-17 >18 (18) Nao utilizado rotineiramente
em isolados do sistema
urindrio.
Ansamicinas
Rifampicina 5ug <16 17-19 >20 (19) A rifampicina nao devera ser
usada sozinha para
quimioterapia.
Estreptograminas
Quinupristina- 15 ug <15 16-18 >19
dalfopristina

Oxazolidinonas

Linezolida 30 ug — — >21

Condicdes do teste: meio, dgar Mueller-Hinton; indculo, método de espalhamento em placa ou suspensao direta da
colonia equivalente a 0,5 do padrao de MacFarland; incubagdo: 33 a 35°C (ndo exceder 35°C); ar ambiente; por 16 a 18
h, ou 24 h para oxacilina, meticilina, nafcilina e vancomicina. Fonte: Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI),
150 20776-1:2006.

Quadro 7.5 Padrdes interpretativos do didmetro da zona (halo) de inibicdo para Enterococcus spp.
! |||



Agente Contetido Diametro do halo (mm) Comentarios

antimicrobiano | (disco) )
Resistente | Intermediario

Penicilinas
Penicilina ou 10 <14 - >15 (1) Ampicilina é a classe
Ampicilina unidades <16 ~ 517 representativa para ampicilina e

1019 amoxicilina. Resultados para
ampicilina podem predizer
suscetibilidade para
amoxicilina-dcido clavulanico,
ampicilina-sulbactam,
piperacilina e piperacilina-
tazobactam entre os
enterococos nao produtores de

betalactamases.

(2) A suscetibilidade a penicilina
pode ser usada para predizer a
suscetibilidade a ampicilina,
ampicilina-sulbactam,
amoxicilina-dcido clavulanico,
piperacilina e piperacilina-
tazobactam para os enterococos
nao produtores de

betalactamases.

(3) Em virtude de a resisténcia a
ampicilina ou penicilina
promovida pela produgao de
betalactamase, entre os
enterococos, nao ser

prontamente detectada usando



Glicopeptideos

Vancomicina 30pg
Teicoplanina 30 pg
Lipopeptideos

Daptomicina 30 g

Macrolideos

Eritromicina 30 pg

<14

15-16

1-13

15-18

>17

>19

rotineiramente 0 método de
discos ou de diluicao, um teste
direto para betalactamases é
recomendado para isolados de
sangue e liquido cerebrospinal.
Um teste positivo para
betalactamase pode significar
resisténcia a penicilina, bem
como as amino-, carboxi- e

ureidopenicilinas.

(4) Quando testar vancomicina

contra enterococos, as placas
deverdo ser mantidas por 24 h e
examinadas usando-se uma
fonte de luz sobre a placa; a
presenca de turvacao,
sombreamento ou qualquer
crescimento dentro da zona de
inibicdo indica resisténcia.
Organismos com zonas
intermedidrias deverao ser

testados pelo método CIM.

(5) Nao rotineiramente utilizados



Tetraciclinas

Tetraciclina

Doxiciclina
Minociclina
Fluoroquinolonas

Ciprofloxacino
Levofloxacino

Norfloxacino

Gatifloxacino

Nitrofurantoinas
Nitrofurantoina
Ansamicinas

Rifampicina

30 pg

30 g

30 g

300 g

SHg

<14

15-18

13-15

15-18

16-20

14-16

13-16

15-17

15-16

17-19

em isolados do sistema urinario.

(6) Organismos suscetiveis a
tetraciclina sao também
considerados suscetiveis a
doxiciclina e minociclina.
Entretanto, mesmo alguns
organismos intermediarios ou
resistentes a tetraciclina podem
ser suscetiveis a doxiciclina ou

minociclina ou ambos.

(7) Esta inflexao aplica-se somente
para isolados do sistema

urinario.

(8) Rifampicina nao devera ser
usada sozinha para

quimioterapia.



Fosfomicinas

Fosfomicina 200 pg <12 13-15 >16 (9) Para uso somente com £.
faecalis. O disco de 200 mg de
fosfomicina contém 50 mg de

glicose-6-fosfato.

Fenicois
(loranfenicol 30 pg <12 13-17 >18 (10) Nao utilizado rotineiramente
em isolados do sistema urindrio.
Estreptograminas
Quinupristina- 15 ug <15 16-18 >19
dalfopristina

Oxazolidinonas

Linezolida 30 ug <20 21-22 >23

Condicdes do teste: meio, dgar Mueller-Hinton; indculo, método de espalhamento em placa ou suspensao direta da
colonia equivalente a 0,5 do padrao de MacFarland; incubagdo: 35°C (= 2°C); ar ambiente; por 16 a 18 h, ou 24 h para

vancomicina. Fonte: Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), ISO 20776-1:2006.
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Biosseguranca | Conceitos

Basicos para as Ciencias
da Saude

Alane BeatrizVermelho

Introducao

Na pratica da microbiologia, é importante conhecer conceitos basicos de
biosseguranca necessarios ao trabalho diario em salas de aulas praticas e
laboratorios microbiol6gicos. A biosseguranca compreende um conjunto de
medidas para tornar o ambiente de trabalho seguro para si mesmo, para os
colegas de laboratério e para a comunidade em geral. Ele deve ser fisica,
biologica e quimicamente seguro, de modo a evitar contaminagoes
biol6gicas com agentes patogénicos, doencas ocupacionais e manipulacao
inadequada de agentes quimicos. Existem também normas especificas para
manipulacdo com animais e microrganismos geneticamente modificados.

Segundo Teixeira e Valle (1996), biosseguranca é o conjunto de
procedimentos, acoes, técnicas, metodologias, equipamentos e dispositivos
capazes de eliminar ou minimizar riscos inerentes as atividades de pesquisa,
producao, ensino, desenvolvimento tecnologico e prestacao de servigos, que
podem comprometer a saide do homem, dos animais e do meio ambiente.



As normas de biosseguranca no Brasil foram estabelecidas pela Comissao
Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBio) e regulamentadas pela Lei n?
8.974, de 5 de janeiro de 1995, devido a necessidade de se estabelecerem
normas de seguranca voltadas para os laboratérios em geral, em razao da
exposicdo a agentes quimicos e bioldgicos, além dos agentes fisicos.
Questdes importantes relativas a pratica e a pesquisa de organismos
geneticamente modificados e células-tronco sdao regidas no Brasil pela Lei
de Biosseguranca (n® 11.105, de 24 de marco de 2005).

De modo geral, o profissional e o ambiente de trabalho devem prever,
organizar e facilitar o acesso a certas informacoes e procedimentos, como
demostrado na Figura 8.1.
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Figura 8.1 AcOes e procedimentos envolvidos na biosseguranca. *Mapa € a representacao
gréfica dos perigos e prejuizos para a saude e a seguranca no ambiente de trabalho.
*POP é o manual de procedimentos operacionais padrao.



Riscos envolvidos com a biossequranca

Riscos fisicos

Os agentes fisicos sdo as diversas formas de energia a que podemos
estar expostos: radiacoes, campos elétricos, equipamentos que geram calor
e frio, ruidos, vibracOes, equipamentos que operam sob pressdao. Existem
diversos tipos de riscos fisicos em um laboratério, e eles podem ser
identificados em um mapa de riscos pela cor verde.

Ruidos

O limite de tolerancia do ser humano a ruidos é de 115 decibéis (dB)
durante 7 minutos, sendo que o recomendado € que a exposicao nao
ultrapasse 70 dB. Equipamentos e maquinas que gerem ruidos por tempo
indeterminado podem causar sérios problemas a saide, por exemplo, fadiga
nervosa, perda de memoria, irritabilidade, dificuldade em coordenar ideias,
hipertensao, modificacdo do ritmo cardiaco, modificacio do calibre dos
vasos sanguineos e do ritmo respiratorio, perturbacOes gastrintestinais,
diminuicdao da visao noturna, entre outros. Ademais, o ruido prejudica o
aparelho auditivo, levando a perda temporaria ou definitiva da audicao.
Para se evitarem esses danos, varias medidas podem ser tomadas:
isolamento do equipamento que gera o ruido, uso de equipamento de
protecao individual (EPI) com protecao auricular, acompanhamento médico
controlado com exames audiométricos e revezamento de turnos de trabalho.

Vibracoes

Podem estar presentes em maquinas, equipamentos ou ferramentas que
produzam vibracdo, e ser localizadas — quando atingem s6 uma parte do
corpo (ferramentas manuais ou elétricas) — ou generalizadas — quando
atingem o corpo inteiro, no caso de operadores de grandes maquinas como



tratores. As consequéncias podem ser problemas articulares ou
neurovasculares, lesdoes na coluna vertebral e dores lombares. Para se
evitarem esses problemas, recomenda-se diminuir o tempo de exposicao a
tais fatores.

Radiacoes

As radiacoes, ionizantes ou nao, sao formas de energia transmitidas por
ondas eletromagnéticas. Medidas de protecdao devem sempre ser tomadas,
como uso de EPI, de aventais, luvas e oculos de protecao para radiacao,
entre outros. Recomendam-se ainda medidas educacionais e treinamentos
dos trabalhadores envolvidos nas atividades relacionadas aos materiais
radioativos e exames periodicos. Sdo importantes também a blindagem do
espaco fisico de materiais que absorvem a radiacdo e a sinalizacdo no
acesso e nas areas que realizem atividades. Os simbolos relacionados a
radiacdo se encontram na Figura 8.2A e B.

A B c

Figura 8.2 Simbolos relacionados a risco fisico. A. Substancia radioativa ionizante. B.
Substancia radioativa ndo ionizante. C. Eletrocusséo.

Consistem em ondas eletromagnéticas com energia suficiente para fazer
com que os elétrons se desprendam de atomos e moléculas, alterando sua
estrutura em um processo denominado ionizacao. Exemplos sao os raios X,
usados em equipamentos radiolégicos para fins médicos em diagnéstico e
tratamento, e as radiacOes alfa (a), beta (B) e gama (y). A radiacdo gama,



usada para esterilizar equipamentos médicos e alimentos, é muito perigosa,
pois tem alto poder de penetracdao, podendo causar queimaduras na pele e
dentro do corpo. Dependendo da quantidade e da intensidade da dose,
causam mutacdes genéticas e danos irreversiveis as células. E
recomendavel blindar o espaco fisico dos materiais que absorvem a
radiacdo e sinalizar o acesso as areas que realizem atividades com a
presenca de radiacdo. Um bom treinamento dos trabalhadores envolvidos
nas atividades relacionadas aos materiais radioativos e utilizacao de EPI sao
medidas necessarias.

A radiacdo UV é ndo ionizante, mas ndo por isso € menos perigosa que
a radiacdo ionizante, ja que, além de atuar em nivel atdmico, também o faz
em nivel molecular. A radiacdo UV interage com a molécula de DNA
(acido desoxirribonucleico), portadora da informacdo genética na célula. O
DNA absorve principalmente os menores comprimentos de UVC e parte da
UVB. Essa absorcao pode provocar quebra de suas cadeias, implicando
alterac0es. Essa radiacdo esta presente nas lampadas germicidas
(comprimento de onda entre 270 e 230 nm) das camaras de fluxo laminar.
Esse equipamento é bastante usado no trabalho dos microbiologistas para
passagem e repiques de microrganismos. Outros tipos de radiacdo nao
ionizante sdo a radiacdo infravermelha, proveniente de operacao em fornos
e solda oxiacetilenica. O impacto dessas radiacOes pode causar problemas
oculares como conjuntivites, cataratas e até mesmo queimaduras e lesoes
oculares e na pele.



O calor é bastante usado em laboratorios de ensino, pesquisa e servico
de saude. O calor intenso pode estar presente em varias situacoes e
equipamentos, e é bastante usado em operacoes de limpeza, desinfeccao e
esterilizacdo de varios materiais e areas, por exemplo, autoclaves, estufas e
bico de Bunsen. Cuidados no uso devem ser explicados por métodos
educacionais e treinamento para evitar queimaduras e risco de incéndio.
Deve-se também adotar medidas preventivas e de controle, com areas de
ventilacdo, exaustdao de vapores de agua e uso de EPI, como luvas
antitérmicas, para lidar com autoclaves e estufas.

Atividades ou operacoes executadas em locais alagados ou encharcados,
com umidade excessiva, podem causar danos a saude e sao consideradas
insalubres; por exemplo, o trabalho em frigorificos e em camaras frias,
entre outros. A faixa de conforto para o ser humano é a que corresponde a
temperatura de 22 a 28° C e a umidade relativa do ar entre 45 e 50%.

O uso da eletricidade exige a aplicacdo de algumas precaucdes em
virtude do risco que representa. Os acidentes com eletricidade em
laboratérios e unidades de pesquisa e saide ocorrem com certa frequéncia,
por isso ha normas de seguranca que estabelecem que as pessoas devem ser
informadas sobre os riscos a que se expdem, assim como conhecer seus
efeitos e as medidas de seguranca aplicaveis. Os acidentes podem ser desde
choques elétricos até incéndios devido a sobrecarga de quadros de forca —
por exemplo, quando ha muitos equipamentos ligados em filtros de linha e
extensoes, quando ndao ha manutencao de equipamentos e aparelhos de ar
condicionado que as vezes precisam ficar ligados em modo continuo e
quando as instalacOes sdao inadequadas. Para ligar equipamentos na rede
elétrica, é necessario que haja aterramento, o que, segundo a Associacao



Brasileira de Normas Técnicas (ABNT), significa colocar instalacGes e
equipamentos no mesmo potencial, de modo que a diferenca de potencial
entre a terra e 0 equipamento seja o menor possivel. O fio terra é o conector
com diferenca de potencial igual a zero. O sistema de aterramento consiste
em uma viga cravada na terra que € conectada a um fio, geralmente de cores
verde e amarela, o qual percorre o laboratorio e/ou equipamentos
especificos, com o objetivo de diminuir a variacao de tensao de uma rede
elétrica, eliminar as fugas de energia e proteger os usuarios de um possivel
choque elétrico.

Como medida preventiva, a voltagem da rede local de eletricidade deve
estar evidenciada, assim como a de cada equipamento, em local de facil
visualizacdo. O numero de tomadas deve ser previsto de acordo com a
capacidade total dos aparelhos do setor onde estdo instalados, evitando-se a
sobrecarga no uso das delas, o que pode provocar curtos-circuitos e dar
origem a incéndio. Os equipamentos devem sempre ser instalados com uso
de fio terra para descarga elétrica excessiva.

Todas as unidades laboratoriais e seus setores devem ter extintores
adequados. No caso de equipamentos elétricos que possam causar incéndios
classe C, os extintores devem ser de CO,. Para incéndios classe B, liquidos
inflamaveis, também pode ser usado o pé quimico, mas nunca extintores
que usem agua ou espuma. O simbolo que indica risco de eletrocussao esta
indicado na Figura 8.2 C.

Riscos quimicos

A manipulacdo de produtos quimicos exige conhecimento das medidas
de seguranca, a fim de se evitarem danos fisicos que incluem irritacdo na
pele e nos olhos e queimaduras leves ou graves causadas por incéndio ou
explosdo. Problemas de saiude podem se dar pela exposicdo de curta ou
longa duracdo a produtos quimicos téxicos, pelo contato com a pele, com os
olhos e pela inalacdao de vapores, o que pode causar doencas respiratorias



cronicas, doencas do sistema nervoso, nos rins, no figado e alguns tipos de
cancer. Por isso os produtos quimicos devem ser armazenados em
almoxarifados ou armarios, com o cuidado de se analisarem as propriedades
fisicas e quimicas e compatibilidades de cada um deles. Areas separadas de
estocagem devem ser providenciadas para produtos quimicos
incompativeis, que sdao aqueles que podem reagir com outros, significando
perigo (Quadro 8.1). Outros produtos exigem faixas de temperaturas
especificas, jd que tém uma temperatura minima para ocorrer combustao,
independentemente da fonte de calor. Os produtos quimicos s6 podem ser
armazenados tendo a mostra o simbolo ou pictograma que dizem qual risco
representam. Substancias oxidantes, acidos e inflamaveis devem ser
mantidos sempre no armario corta-fogo para cada categoria, sejam
corrosivos ou inflamaveis.

A rotulagem dos produtos quimicos traz as informacGes importantes,
como o tipo de substancias quimicas que os produtos contém, perigos
associados a esse produto e o0 modo de utilizacao dele em seguranca. Para
atender a essa demanda, criou-se o Sistema Globalmente Harmonizado de
Classificacdo e Rotulagem de Produtos Quimicos, referido pela sigla GHS
(do inglés Globally Harmonized System of Classification and Labeling of
Chemicals), conforme estabelecido na Convencao 170 da Organizacao
Internacional do Trabalho, assinada em 25 de junho de 1990, em Genebra,
na Suica, com o Brasil signatario da convencdo. Trata-se de uma
abordagem técnica desenvolvida para definir os perigos especificos de cada
produto quimico, que estabelece critérios harmonizados para classificar
substancias e compostos com relacdo aos perigos fisicos, para a saude e
para o meio ambiente. Nele se incluem elementos para informar sobre os
perigos, com os requisitos sobre a rotulagem, pictogramas e fichas de
informacOes de seguranca para produtos quimicos (FISPQ). O Brasil,
baseado nessa convencdo, criou o Decreto Legislativo n? 67/1995 e
promulgou sua plena vigéncia em 3 de julho de 1998, por meio do Decreto



n? 2.627, que determina a seguranca na utilizacdao de produtos. Em 2011, o
Ministério do Trabalho e Emprego inseriu a obrigatoriedade da adocao do
GHS, porém ndo estipulou as regras para essas alteracoes nem datas-limite
para seu cumprimento. O Ministério da Industria, Comércio Exterior e
Servicos (MDIC) criou um grupo de trabalho, elegendo a ABTN para
estabelecer todo o escopo em Normas Brasileiras de Regulamentacao.
Nesse contexto foi elaborada a NBR 14.725, subdividida em quatro partes
(terminologia, classificacdo de perigo, rotulagem e ficha de informacdes de
seguranca):

Quadro 8.1 Incompatibilidade quimica entre as principais substancias utilizadas pelos
geradores de residuos de servi¢cos de saude.

m Incompatibilidade quimica*

Acetileno Cloro, bromo, fltior, cobre, prata, merctrio
Acido acético Acido crdmico, dcido percldrico, perdxidos
Acetona Permanganatos, acido nitrico, etilenoglicol, misturas de

acidos sulftrico e nitrico concentrados, perdxido de

hidrogénio

Acido cromico Acido acético, naftaleno, canfora, glicerol, terebintina,

alcool, outros liquidos inflamaveis
Acido hidrocianico Acido nitrico, alcalis

Acido fluoridrico anidro, fluoretode ~ Aménia (aquosa ou anidra)

hidrogénio

Acido nitrico concentrado Acido cianidrico, anilinas, dxidos de cromo VI, sulfeto de

hidrogénio, liquidos e gases combustiveis, acido



Acido oxalico
Acido perclérico
Acido sulfiirico
Alquil aluminio

Amonia anidra

Anidrido acético

Anilina
Azida sodica

Bromo e cloro

(Carvao ativado

Cloro

Cianetos

acético, cido cromico
Prata e mercirio
Anidrido acético, alcodis, bismuto e suas ligas, papel
Madeira, cloratos, percloratos, pemanganatos e dqua
Agua

Mercrio, cloro, hipoclorito de cdlcio, iodo, bromo, dcido

fluoridrico

Compostos contendo hidroxila, tais como etilenoglicol,

acido percldrico
Acido nitrico, peréxido de hidrogénio
Chumbo, cobre e outros metais

Benzeno, hidroxido de amdnio, benzina de petrdleo,
hidrogénio, acetileno, etano, propano, butadienos, pds

metalicos

Dicromatos, permanganatos, dcido nitrico, dcido

sulfdrico, hipoclorito de sddio

Amdnia, acetileno, butadieno, butano, outros gases de
petrdleo, hidrogénio, carbeto de sddio, terebintina,
benzeno, metais finamente divididos, benzinas e

outras fragdes do petréleo

Acidos e dlcalis



Cloratos, percloratos, clorato de

potassio
Cobre metdlico
Didxido de cloro
Fldor

Fosforo

Halogénios (fltor, cloro, bromo e

iodo)
Hidrazida

Hidrocarbonetos (butano, propano,

tolueno)
lodo

Liquidos inflamaveis

Mercurio

Metais alcalinos

Nitrato de amonio

Sais de amdnio, dcidos, metais em pd, matérias

organicas, particuladas, substancias combustiveis
Acetileno, perdxido de hidrogénio, azidas
Amdnia, metano, fdsforo, sulfeto de hidrogénio
Manter isolado de outros produtos quimicos

Enxofre, compostos oxigenados, cloratos, percloratos,

nitratos, permanganatos

Amoniaco, acetileno e hidrocarbonetos

Perdxido de hidrogénio, acido nitrico e outros oxidantes

Acido cromico, fliior, cloro, bromo, perdxidos

Acetileno, hidréxido de amdnio, hidrogénio

Acido nitrico, nitrato de amonio, 6xido de cromo VI,

perdxidos, flior, cloro, bromo, hidrogénio
Acetileno, acido fulminico, amadnia

Didxido de carbono, tetracloreto de carbono, outros

hidrocarbonetos clorados

Acidos, pés metalicos, liquidos inflamaveis, cloretos,

enxofre, compostos organicos em po



Nitrato de sddio
Oxido de calcio

Oxido de cromo VI

Oxigénio

Perclorato de potassio
Permanganato de potassio

Perdxido de hidrogénio

Perdxido de sodio

Prata e sais de prata

Sadio

Sulfeto de hidrogénio

Nitrato de amonio e outros sais de amonio
Agua

Acido acético, glicerina, benzina de petrdleo, liquidos

inflamaveis, naftaleno

Oleos, graxas, hidrogénio, liquidos, sélidos e gases

inflamdveis
Acidos
Glicerina, etilenoglicol, dcido sulfdrico

Cobre, cromo, ferro, alcodis, acetonas, substancias

combustiveis
Metanol, etilenoglicol, acetatos de metila e etila, furfural

Acetileno, dcido tartdrico, dcido oxalico, compostos de

amonio

Didxido de carbono, tetracloreto de carbono, outros

hidrocarbonetos clorados

Acido nitrico fumegante, gases oxidantes

RDC 222, 2018. *Adaptado de Hirata; Mancini Filho, 2002.

ABNT NBR 14725-1: produtos quimicos — informacdes sobre
seguranca, saude e meio ambiente. Parte 1: terminologia, versdao
corrigida em 2010.



ABNT NBR 14725-2: produtos quimicos — informacOes sobre
seguranga, saide e meio ambiente. Parte 2: sistema de classificacdao de
perigo, 2009.

ABNT NBR 14725-3: produtos quimicos — informacOes sobre
seguranca, saude e meio ambiente. Parte 3: rotulagem, 2012.

ABNT NBR 14725-4: produtos quimicos — informacdes sobre
segurancga, saude e meio ambiente. Parte 4: ficha de informacGes de
seguranca de produtos quimicos (FISPQ), 2010.

Deste modo, de acordo com a norma ABNT NBR 14725-2, os produtos
quimicos e as misturas podem ser classificados em uma das cinco
categorias de toxicidade aguda por via oral, dérmica ou por inalacao. A
classificacdao de perigo de substancias e misturas é baseada em valores de
corte/limites de concentracao dos valores de toxicidade aguda oral, dérmica
e inalatéria, DL50 e CL50, que sdao obtidos por meio de ensaios com
mamiferos, de acordo com os métodos descritos na norma. Esses limites
classificam as substancias e as misturas em categorias de perigo. A norma
ABNT NBR 14725-3 especifica em detalhes como deve ser a rotulagem dos
produtos quimicos: no rétulo deve constar a composicdo quimica da
substancia e o pictograma (Quadro 8.2), bem como a palavra de adverténcia
“perigo”— para categorias mais graves de perigo — ou “atencdo” — para
menos graves. Também devem constar no rotulo as frases de perigo, que
sdo textos padronizados, junto com seus respectivos codigos. Exemplos de
frases de perigo e cédigos:

H?225 — Liquido e vapores altamente inflamaveis
H311 — Téxico em contato com a pele
H336 — Pode provocar sonoléncia ou vertigem

H400 — Muito toxico para os organismos aquaticos.



Outra informacdo necessaria nos rétulos sao as frases de precaucao.
Devem constar no maximo seis delas, para descrever a natureza e gravidade
dos perigos. As frases de precaucdo devem ser selecionadas de acordo com
as categorias de perigo, propriedades especiais do produto e as utilizacoes
pretendidas, e compreendem informacdes sobre: (1) geral; (2) prevencao;
(3) resposta a emergéncia; (4) armazenamento; (5) disposicao.

Exemplos de frases de precaucao sao:

P311 — Contate um Centro de Informacao Toxicologica/médico
P361 — Retire imediatamente toda a roupa contaminada

P376 — Contenha o vazamento se puder ser feito com seguranca.

InformacGes adicionais podem ser inseridas sobre perigos. A Figura 8.3
ilustra essas especificacoes.

O sistema GHS e a norma ABNT NBR 14725-2 estabelecem critérios
para o sistema de classificacdo de perigos de produtos quimicos, sejam
substancias ou misturas, de modo a fornecerem ao usuario informacoes
relativas a seguranca, a saide humana e ao meio ambiente. Os perigos das
substancias e misturas a saude sao determinados por meio da avaliacdo das
suas propriedades toxicologicas, em conformidade com os critérios
descritos nesta norma e metodologias descritas no Manual de Ensaios e
Critérios da Organizacao das Nacoes Unidas (ONU). Além desses critérios,
os perigos das substancias e misturas podem ser demonstrados por meio de
estudos epidemiologicos de casos cientificamente validos ou de
experiéncias apoiadas em elementos estatisticos; efeitos toxicoldgicos nos
seres humanos que diferem dos indicados pela aplicacdo dos métodos
experimentais, laboratoriais, referenciados na norma, mas que devem ser
classificados conforme os sintomas observados no homem. Por dltimo, os



perigos de efeitos sinérgicos, de potenciacdo ou aditivos que devem ser
considerados na classificacio da mistura quando uma avaliacdo
convencional levar a uma subestimacdo dos perigos de natureza
toxicologica. A seguir, alguns exemplos das trés principais categorias de
produtos perigosos, segundo o GHS, 2017.

Quadro 8.2 Pictogramas e simbolos de classificacdo de risco de produtos quimicos.

Classificacao Simbolo antigo Simbolo atual*

Toxico ou altamente Risco a satide
toxico
Corrosivo Risco a satide
Explosivo Risco a satde
Nocivo a natureza Risco ao meio
ambiente
Material inflamavel e Risco fisico
extremamente
inflamavel

[rritante Risco a satide



Nocivo, mutagénicos, Risco a satde
carcinogénico, é
toxico a 6rgaos

Comburente, Risco fisico
oxidante, peroxidos 6 &
0rganicos

Gds sob pressao : : Risco fisico

*ABNT NBR 14725-3/ 2012. 0 GHS, sistema das Na¢des Unidas destinado a identificar produtos
quimicos perigosos e a informar os utilizadores sobre tais perigos, foi adotado por muitos paises
em todo o0 mundo e serve de base para a requlamentacdo internacional e nacional em matéria de
transporte de mercadorias perigosas. Ja o Regulamento Classificacao, Rotulagem e Embalagem
(CRE, n? 1.272/2008 do Parlamento Europeu) entrou em vigor em 20 de janeiro de 2009 e
substituiu progressivamente a classificacao e a rotulagem. O Regulamento (RE harmoniza a
anterior legislacao da Unido Europeia com o GHS e tem também liga¢bes com o Requlamento
REACH.



NOME COMERCIAL E
NOME TECNICO
Indicagao do produto e telefone de emergéncia, ver B. 1

Composicdo guimica

Palavra de adverténcia
Frase de perigo
Frase de precaugao

“A ficha de informacées de seguranca de produtos quimicos deste produto
guimico perigoso pode ser obtida por meio de...”

Figura 8.3 Representacdo de rotulo de uma embalagem para liquido inflaméavel, categoria
2, norma ABNT NBR 14725-3.

Inflamdveis

Gases, liquidos e sélidos com pontos de inflamacdo baixos, substancias
solidas com facilidade de inflamar, de continuar queimando por si sés, que
liberam substancias facilmente inflamaveis por acao da umidade. Segundo
o sistema GHS, gas inflamavel é aquele com faixa de inflamabilidade com
ar a 20°C e pressao padrao de 101,3 kPa (p. ex., metano, acetileno,
amoniaco, hidrogénio, propano). Liquido inflamavel é aquele com ponto de
inflamacdo ndo superior a 93°C (p. ex., gasolina, alcool e 6leo diesel), e
solido inflaméavel é todo sélido que é facilmente combustivel ou que pode
causar ou contribuir para o fogo através da friccao (p. ex., compostos N-
nitrosos [-N-N=0]).



Embora sejam muito usados, deve-se ter em estoque pouca quantidade
deles. Ha de se conhecer seus pontos de ebulicdo, pontos de fulgor
(temperatura na qual o material se inflama se houver fonte de ignicao
proxima, embora a chama ndo se mantenha) e sempre conhecer qual tipo de
extintor é adequado para apagar um possivel incéndio. O ideal é que se
evitem embalagens de vidro, estocando-os em recipientes de aco
inoxidavel. Deve-se ter cuidado com as instalacOes elétricas proximas e
com qualquer fonte de calor e chama.

Sdo agentes que desprendem oxigénio e favorecem a combustdo e,
assim, podem inflamar substancias combustiveis ou acelerar a propagacao
de incéndio. Como exemplo de alguns oxidantes podemos citar o0s
peroxidos, nitratos, bromatos, cromatos, cloratos, dicromatos, percloratos e
permanganatos. Deve ser observada a questao de compatibilidade, e agentes
oxidantes ndo devem ser armazenados na mesma area que produtos
quimicos inflamaveis, substancias organicas, agentes desidratantes ou
agentes redutores. A area para estocar os agentes oxidantes deve possuir
resisténcia ao fogo, ser blindada e bem ventilada. Os perdxidos organicos
sdao agentes de alto poder oxidante, podendo ser irritantes para olhos, pele,
mucosas e garganta. Assim como os oxidantes, sdo termicamente instaveis e
podem sofrer decomposicdo exotérmica e autoaceleravel, gerando risco de
explosdo. Esses produtos sao também sensiveis a choque e atrito. Como
exemplo de perdxido organico, destacam-se peroxido de butila e peroxido
de benzoila.

Esses produtos quimicos causam a destruicdo de tecidos vivos e/ou
materiais inertes. A estocagem dos liquidos corrosivos deve ser feita em
area fresca, seca e ventilada. Devem ser mantidos em temperatura maior



que a de seu ponto de fusdo. Os chuveiros lava-olhos e de emergéncia
devem estar presentes em caso de acidentes. Exemplos: acido cloridrico,
acido acético e amoniaco.

Explosivos | Autorreativos

Sao agentes quimicos que, pela acdo de choque, percussao ou friccao,
produzem centelhas ou calor suficiente para iniciar um processo destrutivo
através de liberacdo de energia. Algumas substancias explosivas
encontradas em laboratorios sdo: peroxido de benzoila, dissulfeto de
carbono, éter di-isopropilico, éter etilico, acido picrico, acido perclorico,
potassio metalico, TNT (trinitrotolueno), acido picrico, nitrocelulose,
polvora negra, polvora branca.

Gases sob pressdo

Embalagens sob pressdao que podem explodir em contato com o calor.
Entre os exemplos, se incluem o hélio e a mistura comercial argonio (79%)
e dioxido de carbono (25%).

Mutagénicos | Carcinogénicos | Toxicos a drgdos

Mutagenicidade em células germinativas refere-se a mutacoes genéticas
hereditarias, estruturais e numeéricas e aberracoes cromossomicas em células
germinativas que ocorrem apOs exposicdo a uma substancia ou mistura.
Essa classe de perigo esta principalmente relacionada a produtos quimicos
que podem causar mutacoes nas células germinativas e ser transmitidas para
a progenie.

Carcinogenicidade refere-se a inducdao de cancer ou um aumento na
incidéncia de cancer que ocorre apOs exposicdo a uma substancia ou
mistura. Substancias e misturas que induziram tumores benignos e malignos



em estudos experimentais bem realizados em animais sdao consideradas
presumiveis ou suspeitas de serem carcinogénicos humanos, a menos que
haja fortes evidéncias de que o mecanismo de formacdo do tumor nao seja
relevante para os seres humanos. A classificacdio de uma substancia ou
mistura como tendo um risco carcinogéenico baseia-se em suas propriedades
e ndo fornece informacGes sobre o nivel do risco de cancro humano que a
utilizacdo da substancia ou mistura pode representar.

A toxicidade para 6rgaos-alvo especificos — exposicdo unica, refere-se a
efeitos toxicos especificos e ndo letais aos 6rgaos-alvo que ocorram apos
uma Unica exposicdo a uma substancia ou mistura. A classificacao
identifica a substancia ou mistura como sendo um téxico para érgaos-alvo
especificos e, como tal, pode apresentar um potencial para efeitos adversos
a saude em pessoas que estdo expostas a ela. A classificacdo depende da
disponibilidade de evidéncias confiaveis de que uma unica exposicao a
substancia ou mistura tenha produzido um efeito téxico consistente e
identificivel em seres humanos, ou da observacdo, em animais, de
alteracOes toxicologicamente significativas que afetem a funcdo ou a
morfologia de um tecido ou 6rgao. Ha de se constatar se produziram sérias
mudangas na bioquimica ou hematologia do organismo e se estas sdo
relevantes para a saude humana. Os dados obtidos com humanos serao a
principal fonte de evidéncia para essa classe de perigo. A toxicidade pode
ser também para orgaos-alvo especificos — exposicdo repetida e, nesse caso,
refere-se a efeitos toxicos especificos em o6rgaos-alvo ocorridos apos
exposicdo repetida a uma substancia ou mistura. Todos os efeitos
significativos para a satide que podem prejudicar a funcdo, tanto de modo
reversivel quanto irreversivel, imediato e/ou tardio, estdo incluidos. A
avaliacdo deve levar em consideracao nao somente mudancas significativas
em um unico O0rgao ou sistema mas também mudancas generalizadas de
natureza menos grave envolvendo varios o6rgaos. A toxicidade especifica do



orgdao pode ocorrer por qualquer via relevante para os seres humanos, ou
seja, principalmente dérmica ou inalacdao. Um exemplo sdo as terebintinas.

Sao produtos cuja inalacdo, ingestao ou absorcdo através da pele
provoca danos a saude, na maior parte das vezes, muito graves, ou até
mesmo leva a morte. Exemplos: biocidas e metanol.

Sdo agentes quimicos que, por inalacdo, absorcdo ou ingestdo,
produzem efeitos de menor gravidade. Essa classificacdo indica também
substancias que podem desenvolver acdo irritante sobre a pele, os olhos e o
trato respiratorio, por exemplo, produtos de limpeza.

Aqui se incluem, entre outras, as substancias toxicas aos organismos
aquaticos (peixes, algas, crustaceos), como pesticidas, biocidas, gasolina.
Alguns conceitos sdao importantes na analise dessa toxicidade:

Toxicidade aguda em meio aquatico: propriedade intrinseca de uma
substancia ser prejudicial a uma exposicdao aquatica dessa substancia a
curto prazo

Disponibilidade: se a substancia esta solivel ou agregada a uma
molécula, como € o caso de muitos metais

Biodisponibilidade (ou disponibilidade biologica): a medida que uma
substancia é absorvida no organismo, é distribuida para uma area dentro
do organismo. Depende das propriedades fisico-quimicas da substancia,
da anatomia e da fisiologia do organismo, da farmacocinética e da via
de exposicao.



Bioacumulacdo: absorcdo, transformacdo e eliminacdo de uma
substancia em um organismo devido a todas as vias de exposicao (ar,
agua, sedimento/solo e alimentos)

Bioconcentracdo: absorcdo, transformacdao e eliminacdo de uma
substancia em um organismo devido a exposicao a agua

Toxicidade cronica em meio aquatico: propriedade intrinseca de uma
substancia para causar efeitos adversos em organismos durante
exposicoes aquaticas que sao determinadas em relacdo ao ciclo de vida
do organismo

Misturas complexas, ou substancias com multiplos componentes, ou
substancias complexas: misturas de substancias individuais com
diferentes solubilidades e propriedades fisico-quimicas

Degradacdo: decomposicao de moléculas organicas em moléculas
menores e eventualmente dioxido de carbono, agua e sais.

Nessa categoria se incluem também substancias que danificam a
camada de ozonio, medida definida pelo potencial de destruicao do ozono
(ODP, do inglés ozone depletion potential), que €é uma quantidade
integrativa, distinta para cada fonte de halocarbono que representa a
extensdo da deplecdo de ozonio na estratosfera. No ambito internacional, os
paises signatarios do Protocolo de Montreal, que entrou em vigor em 12 de
janeiro de 1989, se comprometeram a substituir as substancias que
demonstrarem ser responsaveis pela destruicao do ozonio.

d

E uma simbologia empregada pela Associacdo Nacional de Protecao
contra Incéndios (NFPA, das iniciais do inglés National Fire Protection
Association), dos EUA, conhecida pelo codigo NFPA 704 e feita com
quadrados que representam tipos de risco em graus que variam de 0 a 4
(Figura 8.4). Cada quadrado é especificado por uma cor (branca, azul,



amarela e vermelha), as quais representam os riscos especificos (sem cor),
os risco a sadde (cor azul), a reatividade (cor amarela) e a inflamabilidade
(cor vermelha) dos agentes quimicos, sendo por isso importante para
organizar o ambiente em relacdo a todos os riscos. Quando utilizado na
rotulagem de produtos, o diagrama é de grande utilidade, permitindo que se
tenha ideia sobre o risco representado pela substancia. Para o
preenchimento do diagrama pode-se utilizar diversas bases de consulta que
contenham as FISPQ, em que a classificacdo de cada produto quimico
possa ser encontrada. A Figura 8.5 mostra o diagrama de Hommel para o
acido perclorico e o etanol.

Inflamabilidade

Riscos a Reatividade
salde

Riscos
especificos

Figura 8.4 Diagrama de Hommel.



Figura 8.5 Diagrama de Hommel para o acido perclérico (A) e o etanol (B).

4: Gases inflamaveis, liquidos muito volateis (ponto de fulgor abaixo de
23°0)

3: Substancias que entram em ignicdo a temperatura ambiente (ponto de
fulgor abaixo de 38°C)

2: Substancias que entram em ignicdo quando aquecidas
moderadamente (ponto de fulgor abaixo de 93°C)

1: Substancias que precisam ser aquecidas para entrar em ignicao (ponto
de fulgor acima de 93°C)

0: Substancias que nao queimam.

4: Substancia letal
3: Substancia severamente perigosa

2: Substancia moderadamente perigosa



1: Substancia levemente perigosa

0: Substancia nao perigosa ou de risco minimo.

OXY: Oxidante forte

ACID P: Acido forte

ALK: Alcalino (base)
COR: Corrosivo

W: Ndao misture com agua.

4: Pode explodir

3: Pode explodir com choque mecanico ou calor
2: Reacdo quimica violenta

1: Instavel se aquecido

0: Estavel.

Riscos bioldgicos

A manipulacdo ou a exposicdo a agentes biologicos (Figura 8.6) pode
causar infec¢Oes ou consequéncias mais graves, incluindo a morte. A
microbiologia trabalha com microrganismos que tém diferentes graus de
riscos, e a seguranca para trabalhar com agentes patogénicos depende de
varios fatores, como instalacdes e equipamentos adequados, EPI e
conhecimento em boas praticas de laboratério (ver Capitulo 9, Boas
Praticas em Microbiologia). Segundo a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), os perigos oriundos de microrganismos infecciosos sao causados
por grupos de riscos (classificados em 1, 2, 3 e 4). Varios critérios sdo
usados nessa classificagao, como o grau de patogenicidade para o homem e



o modo de transmissdao, que pode ter valor na disseminacdao do agente. A
estabilidade e a dose do agente infectante sdao também importantes, assim
como a existéncia ou nao de medidas profilaticas (medidas sanitarias,
vacinacdo, existéncia de antissoros) e terapéuticas (medicamentos que
combatam a doenca, como antibidticos).

Risco hiologico
Figura 8.6 Simbolo relacionado a risco bioldgico.

Classificacao dos microrganismos por grupo de risco

Grupo de risco 1. Riscos individual e coletivo baixos. Sao
microrganismos cuja manipulacdo tem risco individual e coletivo baixos.
Por exemplo, microrganismos probioticos, como Bacillus sp. e
Lactobacillus sp., ou seja, aqueles utilizados em industrias de alimentos e
bebidas em geral e que ndao podem causar doenca no ser humano ou em
animais.

Grupo de risco 2. Risco individual moderado e risco coletivo
baixo. Sdo microrganismos que podem causar doencas humanas ou animais,
mas para as quais existem tratamentos e medidas de prevencao. O risco de
disseminacdao € baixo. Como exemplos, temos o virus da hepatite B,
amebas, Salmonella enteritidis, Bacillus cereus, Neisseria meningitidis e
Toxoplasma gondii, Candida albicans, Giardia, Trypanosoma cruzi.

Grupo de risco 3. Risco individual alto e comunitario limitado.
Sdo microrganismos patogénicos que costumam provocar doencas graves,
propagadas de um hospedeiro infectado ao outro. Para esses casos, ha



medidas profilaticas e de tratamento bem-estabelecidas. Como exemplos, os
virus HIV, HTLV e da encefalite equina, as bactérias Mycobacterium
tuberculosis, Brucella suis, Coxiella burnetii, Bacillus anthracis,
Clostridium botulinum, Coccidioides immitis, Histoplasma capsulatum.

Grupo de risco 4. Riscos individual e comunitario elevados. Sao
microrganismos que causam doenca humana ou animal grave. O risco de
transmissdao de uma pessoa para outra, direta ou indiretamente, é alto, e
medidas efetivas de tratamento ou prevencdo nao estdao disponiveis. A
transmissdo se da por via respiratoria ou desconhecida. Exemplos: febres
hemorragicas, febre de Lassa, machupo, ebola, arenavirus e certos
arbovirus.

De acordo com o grupo desses microrganismos, os niveis de
biosseguranca sao estabelecidos em 4 tipos, desde o de mais simples
contencdo até o de nivel de contencao mais alto. A protecdo da equipe e do
ambiente de trabalho é feita por meio da conduta e do treinamento com uso
de equipamentos de protecdo individual e/ou coletiva, podendo ser
necessarias instalacoes fisicas adequadas. A Figura 8.7 resume os principais
niveis.

E o nivel de contencio primdria que se aplica aos laboratérios de ensino
basico e pesquisa, onde sdao manipulados os microrganismos pertencentes a
classe de risco 1. Nesses laboratérios ndo € necessaria nenhuma estrutura
especial, apenas planejamento funcional e adocdao de boas praticas
laboratoriais (ver Capitulo 9, Boas Prdticas em Microbiologia), presenca de
pia, janelas fechadas e bancadas resistentes a produtos quimicos e
desinfetantes. Roupas, objetos pessoais e alimentos devem estar fora da



area do laboratorio. Os alunos e a equipe do laboratorio (Figura 8.8) devem
ter treinamento basico em técnicas laboratoriais sob a supervisio de um
pesquisador com conhecimento e experiéncia em microbiologia. E
necessaria a descontaminacao diaria de bancadas, descarte adequado de lixo
e controle de insetos e roedores. Ao lidar com os microrganismos, é
essencial usar equipamento basico de protecao individual, como 6culos de
protecdo, luva, jaleco e sapatos. Embora ndo seja obrigatdrio, é desejavel
que o local de manipulacdao dos microrganismos seja a camara de seguranga
biologica classe I, com filtros HEPA (do inglés high-efficiency particulate
air). Essa camara deve passar por manutencao anual de forma a garantir sua
eficacia. Além de ser uma barreira de protecdo, ela impede a contaminacao

cruzada entre os microrganismos manipulados no laboratorio.

" Nivel de | [ Nivel de | [ Nivel de | [ Nivel de
biosseguranga 1 biosseguranga 2 biosseguranga 3 biosseguranga 4
* Laboratorios de * Laboratoros clinicos ou = Laboratorios = Laboratorios de
ensino basico hospitalares de diagnostico especiais contengdo maxima
* Microrganismos = Microrganismos * Microrganismos * Microrganismos
do grupo de risco 1 do grupo de risco 2 do grupo de risco 3 do grupo de risco 4

|+ NB-1 ) _\-NELE ) * NB-3 ) k-NB~4 )

Figura 8.7 Principais niveis de biosseguranca.

Figura 8.8 Laboratério BIOINOVAR: bioprodutos, bioenergia e biocatalise, Instituto de
Microbiologia Paulo de Gées, UFRJ.



Refere-se a laboratério com contencdao secundaria, onde sao
manipulados microrganismos da classe de risco 2. Aplica-se aos
laboratorios clinicos ou hospitalares de niveis primarios de diagnostico,
sendo necessario, além da adocdo das boas praticas, o uso de barreiras
fisicas primarias (camara de seguranca biolégica e EPI) e secundarias
(desenho e organizacdo do laboratorio). Além das medidas e
recomendacoes descritas para o nivel de biosseguranca 1, é necessario que
se tenha autoclaves e lava-olhos. A autoclave, além de esterilizar objetos
usados em microbiologia, faz a descontaminacdo de todos os materiais
usados e dos residuos gerados previamente a sua reutilizacao. Sao utilizadas
camaras de seguranca bioldgica classe II.

E destinado ao trabalho com microrganismos da classe de risco 3 ou
para manipulacdo de grandes volumes e altas concentracoes de
microrganismos da classe de risco 2. Para esse nivel de contencdo sdo
requeridos, além dos itens referidos no nivel 2, desenho e construcao
laboratoriais especiais. Deve ser mantido controle rigido quanto a operacao,
inspecdo e manutencao das instalacOes e equipamentos, e 0 corpo técnico
deve receber treinamento especifico sobre procedimentos de seguranca para
a manipulacdao desses microrganismos. Para esse nivel é obrigatorio o uso
de roupas de protecdo apropriadas, bem como de mascaras, gorros, luvas e
sapatilhas e 6culos de protecdo ou protetores faciais. Devem ser utilizadas
camaras de seguranca bioldgica classe II, B2 ou III.

Sao laboratorios de contencao maxima, destinados a manipulacdo de
microrganismos da classe de risco 4, onde ha o mais alto nivel de



contencao. Além de representarem uma unidade geografica e
funcionalmente independente de outras areas, esses laboratdrios requerem,
além dos requisitos fisicos e operacionais dos niveis de contencao 1, 2 e 3,
barreiras de contencao (instalacoes, desenho, equipamentos de protecao) e
procedimentos especiais de seguranca. Para este nivel se usa camara de
seguranca biologica classe III.

Conhecidas também por capelas ou cabines de seguranca biologica, as
camaras podem ser de varios tipos, descritos e classificados a seguir.

A camara tem uma abertura frontal, por onde o ar entra para circular por
seu interior e depois ser eliminado por um condutor que fica na parte de tras
da cdmara, passando antes por um sistema de filtracdo especial: HEPA.
Esses filtros tém alta eficiéncia na retencdo de particulados do ar e sao
capazes de reter até 99,97% das particulas com até 0,3 micrometro (pm) de
diametro. Nessa camara, o ar com aerossois contendo particulas
microscopicas com os agentes infecciosos (virus, bactérias, fungos) gerados
durante manipulacdes microbioldgicas se move no interior da camara e
passa por um sistema de filtracdo que remove todas as particulas e
contaminantes do ar. O ar limpo descontaminado é entdo liberado. O
sistema das camaras de seguranca faz circular o ar no interior da camara,
evitando, dessa forma, que esses aerossois e que os agentes infectantes
permanecam na camara. Promove a recirculacdio de 70% do ar e a
renovacao de 30%, liberando o ar filtrado para dentro do laboratorio.



Como as camaras de seguranca de classe I, as de classe II tém um fluxo
de ar interno que se desloca no equipamento, evitando que o aerossol
gerado durante manipulacdes microbiologicas escape pela abertura frontal.
No entanto, a entrada do ar flui através da grade dianteira, perto do
operador. A corrente de ar ndo filtrada ndo entra na zona de trabalho da
camara; logo, o material manipulado nao é contaminado pelo ar externo.
Uma caracteristica exclusiva das camaras de classe II é o fluxo de ar
filtrado unidirecionalmente, que passa pelo interior dela. Isso permite que o
ar seja renovado continuamente e ainda protege as amostras manipuladas de
contaminacao. Podem ser A1, A2, B1 ou B2:

Camara de seguranca biologica de classe II, Al. O ar recircula em 70%,
com renovacgao de 30%. O ar filtrado é liberado para dentro do
laboratério

Camara de seguranca biologica de classe II, A2. Esta camara €
composta por dois filtros HEPA e promove a recirculacdao de 70% do ar
e a renovacao de 30% dele. O ar filtrado € exaurido e direcionado para
fora do laboratoério através de um sistema de ducto

Camara de seguranca biologica de classe II, B1. Nela, 70% do ar é
exaurido e 30% volta a circular na area de trabalho da camara. O ar
entra na camara e passa pelo filtro HEPA abaixo da area de trabalho, e
30% do ar recircula enquanto 70% sai através do filtro exaustor

Camara de seguranca biologica de classe II, B2. Na camara de tipo B2,
todo o fluxo de ar é exaurido apoés a filtracio HEPA para o ambiente
externo, sem recirculacdo da zona de trabalho. O ar entra pelo topo da
camara, atravessa o pré-filtro e o filtro HEPA sobre a area de trabalho.
O ar filtrado atravessa somente uma vez a area de trabalho. O
esgotamento do ar € realizado pelo filtro HEPA e o ar é conduzido por
um ducto para o exterior. O tipo B2 é adequado para manipulacgdes de



produtos quimicos toxicos, além das manipulacGes microbiolégicas, ja
que ndo ocorre uma nova circulagao de ar.

Esse tipo é o que oferece a maior protecio para o operador e o tipo
indicado para uso de agentes biolégicos do grupo de risco 4. E uma cAmara
totalmente fechada, de contencdo maxima, que fornece nivel absoluto de
seguranca. O ar expelido da camara passa por um sistema de filtracdo com
2 filtros HEPA e atua com pressdo negativa de modo a nenhum ar sair da
camara, a nao ser pelo sistema de filtragem. A manipulacdo na camara de
classe III se da por meio de luvas grossas de borracha presas a mangas na
parte frontal da camara, que é vedada.

Uma observacdo importante é que a maioria das camaras possui
lampadas de luz ultravioleta (UV) que servem para esterilizacdo antes e
apo6s o uso. Essas lampadas devem ficar acesas de 15 a 30 minutos antes e
depois dos procedimentos. Deve-se evitar ficar perto da camara quando a
luz UV estiver acesa, porque esta pode queimar a pele e a cornea (por isso
também ndo se deve olhar diretamente para a luz UV nem usar a camara
com ela acesa).

Esquema de riscos de biosseguranca

Os riscos relacionados com a biosseguranca estdo sumarizados na
Figura 8.9.

Mapa de riscos

Para implementar um programa de biosseguranca em uma instituicao
sao necessarias varias medidas. Uma delas é identificar os riscos fisicos,
quimicos, biologicos, mecanicos e ergonomicos e sinaliza-los de forma



adequada em um mapa de riscos. O mapa é uma representacao grafica em
planta baixa do local, que traz os riscos do ambiente de trabalho indicados
com circulos de diferentes cores (Figura 8.10). A norma regulamentadora
NR-5 da legislacao trabalhista torna obrigatorio que as empresas tenham o
mapa de riscos, sendo uma das atribuicbes da Comissdao Interna de
Prevencdo de Acidentes (CIPA), conforme disposto no primeiro item do
paragrafo 5.16: [a CIPA tera por atribuicdo] “identificar os riscos do
processo de trabalho, e elaborar o mapa de riscos, com a participacao do
maior nimero de trabalhadores, com assessoria do SESMT, onde houver”.
A norma NR-5 considera como riscos ambientais os agentes fisicos,
quimicos e biologicos, além de riscos ergonomicos e de acidentes que
porventura possa haver nos locais de trabalho e que venham a causar danos
a saude dos trabalhadores.

Grupo 1 Diferentes formas de energia, como ruidos, Exemplos: aparelhos de raios X, autoclaves,

Verde: — temperaturas extremas, eletricidade, vibracgbes, - nitrogénio liquido, cAmaras frias,
fscos fisicos pressdes, radiagdes, umidade. centrifugas, estufas.
;A )
ra ™ ~
Grupo 2 Exemplos: reagentes, compostos quimicos em
Vermelho: =1 Compostos quimicos na forma liquida, sélida e vapor. = geral, colas, tunas, gases, solventes, metais
riscos quimicos em pilhas e baterias, descartes inadequados.
A "y .
i
Grupo 3 - Microrganismos, microrganismos geneficamente | .| Exemplos: bactérias, fungos, protozoarios,
Marrom: modificados, culturas de células. toxinas microbianas, parasitas, prions.
riscos biolégicos
-
Grupo 4 Esforgo repetitivo, postura inadeguada, levantamento

Exemplos: distensdes e lestes musculares,

. Amarel?: . = de pesFJ, roti-na intensa de trabalho, jornafle, pmlong’;adla, ™ problemas ortopédicos, doencas nervosas.
riscos ergondmicos outras situagbes causadoras de estresse fisico e psiguico.
i ™
Grupo 5 Infraestrutura inadequada, rede elétrica inadequada, Exemplos: risco de explosao, de incéndio,
Azul: iluminacdo precaria, equipamentos sem protecao, manipulagdo inadequada de animais
riscos de addente animais pegonhentos. peconhentos.

A

Figura 8.9 Riscos, cores correspondentes e exemplos.



O tamanho das esferas define o grau do risco

O Risco pegueno

O Risco méedio
Q Risco grande

A cor define o tipo de risco. Exemplos:

Risco bioldgico Risco quimico

. Risco pegueno . Risco pegueno
. Risco medio . Risco medio
. Risco grande . Risco grande

Figura 8.10 Exemplo de representacdes de um mapa de riscos.
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Figura 8.11 Mapa de riscos do laboratério de preparo de material de microbiologia do
Instituto de Microbiologia Paulo de Gées da UFRJ. Elaborado pela equipe da coordenacéo
biosseguranca do Centro de Ciéncias da Saude (CCS) da UFRJ.

O mapa de riscos tem como objetivo reunir as informacdes necessarias
para estabelecer o diagndstico da situacdao de seguranca e saude no trabalho
da empresa ou instituicdo, e possibilitar, durante a sua elaboracao, a troca e
a divulgacdo de informacOes entre as pessoas que usam e trabalham no
local, além de estimular sua participacdo nas atividades de prevencdao. A
Figura 8.11 representa o mapa de riscos do laboratorio de preparo de
material de microbiologia do Instituto de Microbiologia Paulo de Goes, da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ).

Equipamentos de protecao individual e coletiva



Para protecdo no trabalho e manuseio com substancias e situacoes em
ambientes perigosos, que oferecem risco fisico, quimico, biolégico,
ergonomico ou risco de acidentes e doencgas ocupacionais, os trabalhadores
devem utilizar equipamentos de protecao individual (EPI) ou de protecao
coletiva (EPC). O uso do EPI é regido pela norma regulamentadora da
legislacdo trabalhista NR-1, que determina que é funcdo do empregador
cumprir e fazer cumprir todas as normas regulamentadoras. Além dos
equipamentos, € essencial o treinamento nas normas de seguranca. A NR-1
estabelece as disposicOes gerais relativas a seguranca e a medicina do
trabalho para todos os trabalhadores e empresas regidos pela Consolidacao
das Leis de Trabalho (CLT) e dispOe os principais pontos para que seja
possivel assegurar a protecao dos trabalhadores nas empresas privadas e
publicas. Por isso, o treinamento € essencial para a conscientizagao e a
promocao da saude e seguranca do trabalho. A seguir, estao descritos alguns
exemplos de EPI e EPC.

Equipamentos de protecao individual

Os equipamentos de protecdo individual (EPI) garantem a saide e a
protecao do trabalhador durante o exercicio de uma determinada atividade,
evitando consequéncias negativas em casos de acidentes de trabalho.

Jaleco. Trata-se de um EPI basico de uso obrigatério para os que
trabalham em ambiente de laboratério de microbiologia, de analises
clinicas, manejo de animais, lavagem de material, esterilizacdo e
manipulacdo de produtos quimicos. Para fins de protecdo, deve ser de
algodao, com mangas compridas cobrindo os bracos, e deve cobrir o dorso,
as costas e a parte superior das pernas. Adicionalmente, além do jaleco, é
necessario usar calcas compridas de material resistente.

Calcados de seguranca. Sao sapatos fechados, de couro ou
material similar, para protecdo dos pés dos usuarios contra objetos
cortantes, contundentes, abrasivos, produtos quimicos, agentes térmicos



(frio e calor), compressoes, escorregdes, para uso em locais umidos, para
protecao contra a oleosidade, ataque de animais peconhentos e protecao
para o trabalho com microrganismos patogénicos.

Luvas de protecao. A protecdao das maos, feita por meio de luvas,
é muito importante. Ha no mercado diversos tipos delas, feitas de diferentes
materiais, de acordo com o0s objetivos e funcbes: trabalho com
microrganismos patogénicos, protecdo para produtos quimicos e calor,
material cortante e outros.

Luvas de nitrila. Sdo luvas descartaveis feitas de borracha nitrilica,
sintética; apesar de serem menos elasticas que as de latex, oferecem uma
excelente resisténcia ao desgaste e aos produtos corrosivos, sendo mais
resistentes a rasgos quando tracionadas. Sdo extremamente resilientes e
também empregadas para manuseios de 6leos, graxas e outros derivados de
petroleo. Devido a sua alta resisténcia, sao usadas em atendimentos pré-
hospitalares por médicos e enfermeiros. Profissionais da saide alérgicos ao
latex costumam usa-las (Figura 8.12).

Luvas de neoprene. Sao feitas de neoprene, que também é uma
borracha sintética. Tém 6tima resisténcia a altas e baixas temperaturas, sao
impermeaveis e, quando molhadas, secam rapidamente. Tém leveza, sdo
maleaveis, antiderrapantes e facilitam o manuseio de diversos materiais. A
luva de neoprene é utilizada especialmente para contato com quimicas.
Devido a alta resisténcia quimica do neoprene, é usada também em
industrias automotivas, de limpeza e alimenticia.

Luvas de PVC. Muito utilizadas, sao feitas de policloreto de vinila
(PVC). Téem muita resisténcia a diversos produtos quimicos e apresentam
também boa resisténcia a cortes e abrasao, por isso sao usadas em diversos
setores como na industria farmacéutica, tintas e vernizes, adesivos,
cosmeéticos e petroquimicos. Sdo ideais para lavagem de pecas em
corrosivos, manuseio de acidos, dleos e graxas (gorduras).



Figura 8.12 Luvas de nitrila.

Luva de latex. Sao luvas que usam a borracha natural, o latex,
material de preferéncia para a fabricacdao de luvas usadas nas atividades dos
servicos de satde. Oferecem excelente barreira de protecdo, principalmente
por sua habilidade de auto-oclusao de pequenos orificios. No mercado atual
existem luvas de latex descartaveis com ou sem po (talco). Também podem
ser encontradas esterilizadas ou nado. Para lavagem de material, podem ser
usadas luvas de latex grossas (Figura 8.13).

Luvas de vinil. Produzidas com vinil, um polimero sintético, sdo
econdmicas e mais fortes que luvas do latex. Podem ser utilizadas em
microbiologia por serem eficazes contra a propagacao de bactérias, virus e
outros microrganismos. Descartaveis sao usadas também na industria de
alimentos, tanto na preparacdao como na manipulacdo em geral, por darem
mais sensibilidade a mao enluvada, e na industria de limpeza, onde seu uso
é muito difundido. Raramente o vinil causa alergia, o que é uma vantagem
considerando que as luvas de latex podem causar desde urticaria até
anafilaxia, que é uma reacdo grave e sistemica (Figura 8.14).



Luvas de protecdao ao calor. Podem ser feitas de diversos
materiais e também existem diversos tipos, de acordo com o objetivo. Sao
usadas em cozinhas industriais, laboratorios e hospitais, no manuseio de
autoclaves e estufas, na protecdo do calor geral por atrito, bem como no
manuseio de corda de rapel. Podem ser de algoddo, couro, malha de
aramida tipo grafatex e outros tecidos, alguns patenteados (Figura 8.15).

Figura 8.13 Luvas de latex.



Figura 8.14 Luvas de vinil.

Mascaras de protecao. Mascaras sdo equipamentos de protecao
respiratéria que visam a protecio do usudario contra a inalacdo de
contaminantes, sejam solidos, gases ou vapores. Elas podem ser de varios
tipos. A protecado respiratoria é uma das medidas universais de seguranca; o
objetivo é formar uma barreira de protecdo, a fim de reduzir a exposicao da
pele e das membranas mucosas contra agentes de risco de qualquer
natureza.

Figura 8.15 Luvas de algodéao tipo lona.

As mascaras descartaveis de tecido nao tecido (TNT) ndo usam filtros.
Elas sdao produzidas com fibras desorientadas, aglomeradas e fixadas, que
ndo passam pelos processos téxteis comuns. Sao uma barreira de uso
individual, que cobrem nariz e boca, indicadas para proteger o usuario da
inalacdo de goticulas transmitidas a curta distancia e pela projecao de



sangue ou outros fluidos corpéreos que possam atingir as vias respiratorias.
Também minimizam a contaminacdao do ambiente com secrecoes
respiratorias geradas pelo trabalhador e, desse modo, protegem o produto
manipulado por ele em areas industriais, gastronomicas, alimenticias,
estéticas, de saude, entre outras. Além disso, sdo muito utilizadas em
préaticas simples microbiolégicas e procedimentos similares (Figura 8.16). E
importante lembrar que essas mascaras nao sao consideradas equipamentos
de protecdo respiratoria, por isso ndo estdo sujeitas ao certificado de
aprovacao (CA) do Ministério do Trabalho (NR-6). Afinal, por ndao terem
capacidade de filtracdao e por vedarem o rosto de maneira precaria, elas nao
protegem adequadamente o usuario de patologias transmitidas por
aerossois, poeiras, névoas e fumos, incluindo metalicos e radionuclideos.

Por sua vez, as mascaras que usam filtros mecanicos, filtros quimicos
ou ambos podem ser consideradas equipamentos de protecdo respiratoria.
Para melhor compreensao delas, é importante definir alguns conceitos:

Figura 8.16 Méascara descartavel de TNT.

Névoas e neblinas sdo constituidas por particulados liquidos na forma
de goticulas em suspensdao na atmosfera. As névoas sdo geradas por
processo mecanico, como ruptura fisica de um liquido durante
processos de pulverizacao, nebulizacdao ou borbulhamento, e as neblinas



sdao produto da condensacdo na atmosfera de pequenas particulas
liquidas provenientes de um liquido previamente volatilizado por
processo térmico

Fumos ocorrem quando um metal ou plastico é fundido (aquecido),
vaporizado e se resfria rapidamente, criando particulas muito finas que
ficam suspensas no ar. Assim como as poeiras, os fumos sdo
particulados originados a partir de materiais solidos, metalicos ou
plasticos, aquecidos até sua fusdo. Por meio desse processamento
térmico, os soélidos fundidos sao volatilizados e condensados na
atmosfera devido a diferencas bruscas de temperatura. Nesse processo
sdo geradas particulas menores que 1 pm de diametro médio massico
aerodinamico

Gases sdao substancias que, a temperatura ambiente, estdo no estado
gasoso e sdao geralmente invisiveis. Definem-se como gases as
substancias quimicas que se apresentam no estado gasoso quando em
condi¢cOes normais de temperatura e pressao (CNTP), isto é, sob
temperatura e pressao ambientes. Sdo exemplos: oxigénio, nitrogénio,
monoxido e didxido de carbono, 0xido de etileno, argonio, hidrogeénio,
amonia, cloro, dioxido de enxofre, sulfeto de hidrogénio, metano,
propano, butano, 6xido nitroso e 0zonio

Vapores sdao substancias que evaporam de um liquido ou sdlido, da
mesma maneira que a agua € transformada em vapor d’agua.
Geralmente sdao caracterizados pelos odores (um vapor nao pode ser
visto, mas seu cheiro pode ser sentido). Sdao exemplos de vapores:
alcool etilico, metanol, acetona, acido acético, acetato de etila, vapor de
mercurio, gasolina, diesel, benzeno, tolueno, xileno, formaldeido
(formol), glutaraldeido, halotano, éteres, cicloexano, cloroférmio,
tetracloreto de carbono, di-isocianato de tolueno (TDI), nafta (destilados
de petrdleo)



As mascaras podem ser semifaciais ou faciais inteiras. As do primeiro
tipo cobrem boca e nariz e as do segundo cobrem boca, nariz e olhos. Nas
semifaciais, o material utilizado geralmente é uma combinacdo de duas ou
mais camadas de manta de polipropileno. Essas camadas filtrantes
posteriormente recebem uma carga eletrostatica para melhorar a eficiéncia
da filtragem. As mascaras faciais inteiras ttm um visor que pode ser
acrilico, policarbonato ou vidro triplex. Podem apresentar uma peca interna
denominada mascarilha, que impede o embacamento do visor, e uma
membrana acustica que permite falar e ser ouvido. Os filtros desse tipo de
mascara sao do tipo rosqueados mecanicos, quimicos ou combinados.

Mascaras com filtros mecanicos. Os filtros mecanicos sao
destinados a retencao fisica de particulas de aerodispersoides em suspensao
no ar. Sao feitos de microfibras sintéticas, que em alguns casos, dependendo
do fabricante, sdo tratadas eletrostaticamente, e rosqueados ou encaixados
diretamente nas pecas faciais.

De acordo com recomendacOes do Programa de Protecao Respiratdria
(PPR) da Fundacentro, instituicdio do Ministério do Trabalho, os filtros
mecanicos classificam-se em P1, P2 ou P3. As letras S ou SL podem
agregar-se de acordo com sua capacidade de protecdao contra particulas
solidas ou sdlidas e liquidas, respectivamente. Também se classificam em
PFF1, PFF2 ou PFF3. PFF significa peca facial filtrante, pois o proprio
respirador € um meio filtrante. O ar entra através do material filtrante e
passa diretamente para o nariz ou boca do usuario. Os filtros P1, P2 ou P3
sao utilizados em mascaras com manutencao, e os PFF1, PFF2 e PFF3 em
mascaras sem manutencdo (descartaveis). Os filtros da classe P1 sdo
indicados somente para particulas solidas. Os de classe P2 e P3 sdo
subdivididos de acordo com sua capacidade de remover particulas solidas e
liquidas (SL, aprovados nos ensaios com aerossol de cloreto de sodio e de
6leo de parafina) ou somente soélidas (S, aprovados no ensaio com aerossol
de cloreto de sodio). Essas mascaras tém restricoes em relacdo a



concentracdo do oxigénio no ar, que deve ser inferior a 18% vol., ou seja, a
concentracao das particulas aerodispersoides nao deve superar aquela para a
qual o filtro foi indicado:

PFF1/P1: poeiras e/ou névoas (aerossois mecanicamente gerados)

PFF2/P2: fumos (aerossois termicamente gerados) e/ou agentes
biologicos (Figura 8.17)

PFF3/P3: particulados altamente téxicos (LT < 0,05 mg/m3) e/ou de
toxicidade desconhecida e radionuclideos.

Mascaras com filtros quimicos. Para que ocorra retencao de
gases ou vapores contidos no ar em um filtro quimico, é necessario que esse
filtro seja produzido com um meio de retencdo apropriado. O carvao é o
meio de remocao dos gases e vapores que se utiliza na fabricacao dos filtros
quimicos devido a sua propriedade absorvente (Figura 8.18).

Figura 8.17 Mascara de protecéo filtrante PFF2.



Figura 8.18 Méscara de prote¢do contra vapores organicos.

Mascaras com filtros combinados. Nessas mascaras sao usados
filtros quimicos e mecanicos. Ao penetrar, primeiro o ar entra em contato
com o filtro mecanico e depois com o filtro quimico. A mascara pode
agregar um filtro mecanico das classes P2 e P3, rosqueado ou encaixado
diretamente nas pecas faciais, semifaciais ou inteiras.

Toucas. As toucas sdao uma barreira de protecao contra
microrganismos do cabelo e do couro cabeludo, por isso seu tamanho deve
ser adequado para a cobertura total do cabelo. As toucas cirtrgicas sao um
dos acessorios indispensaveis no bloco operatério. E comum em
microbiologia o uso de toucas descartaveis (Figura 8.19).

Capacetes e gorros. Os gorros proporcionam uma barreira efetiva
para o profissional, sua equipe e paciente. Protegem contra goticulas de
saliva, aerossdis e sangue contaminados.

Protetores oculares. Os protetores oculares protegem a mucosa
ocular de contaminactes e em acidentes ocupacionais. Os mais indicados
possuem vedacao periférica e melhor adaptacdo ao rosto, protecao que 0s
oculos comuns ndo oferecem (Figura 8.20).



Protetores auditivos. Tém como principal objetivo proteger o
usuario de ruidos que podem danificar o sistema auditivo. Os protetores
auditivos estdo disponiveis em ampla variedade, oferecendo diferentes
niveis de protecao (Figura 8.21).

Figura 8.19 Touca descartavel usada em procedimentos microbioldgicos.

Figura 8.20 Mascara de protecao para os olhos.



Figura 8.21 Protetor auditivo contra ruidos.

Equipamentos de protecao coletiva

Os equipamentos de protecdo coletiva (EPC) tém a funcao de proteger o
ambiente e a saude dos usuarios e de preservar a integridade dos ambientes
e dos laboratoristas, além disso, podem ser acionados em caso de
emergéncias e acidentes.

Camaras de seguranca biolégicas. De uso obrigatério para
manejo com microrganismos, seus tipos estao descritos no topico Tipos de
camaras de seguranca bioldgica, deste capitulo.

Capelas de exaustdo quimica. E um EPC que deve estar
presente todos os laboratorios que manipulem produtos quimicos, toxicos,
vapores agressivos, particulas ou liquidos em quantidades e concentracoes
perigosas, prejudiciais a saide. E obrigatério que toda a manipulacdo que
possa ocasionar uma reacao perigosa seja feita dentro de uma capela. Possui
um sistema de exaustao e filtros que eliminam gases téxicos do laboratorio.
Existem varios modelos no mercado, com diferentes graus de complexidade
(Figura 8.22).



Extintores de incéndio. Os extintores de incéndio sdo utilizados
para combater incéndios pequenos, em sua fase inicial. Os tipos de
incéndios e extintores que devem ser usados para combaté-los estdo
descritos adiante.

Incéndios de classe A. Sao os incéndios que, além de queimarem,
deixam residuos (tais como madeiras, papel, borrachas etc.). Para esses
casos, sao indicados os extintores com carga e recarga de agua ou espuma.

Incéndios de classe B. Sdo os incéndios que ardem em
superficies, no entanto nao deixam residuos (alcool, gasolina). Para esses
casos, a carga do extintor é feita de dioxido de carbono, espuma ou po
quimico (p6 BC), e a recarga de extintor é feita com o mesmo produto.

Incéndios de classe C. Sao incéndios em que a eletricidade é um
elemento presente, 0 composto quimico do extintor de incéndio ndao pode
ser condutor de energia. Para esses casos, o extintor tem uma carga de po6 e
gas carbonico.

Incéndios de classe D. Esse tipo de incéndio exige extintores com
agentes especialmente produzidos para combaté-los, pois é um incéndio que
ocorre em matérias pirofosforicas (titanio, zinco, litio, magnésio, sodio,
fésforo branco). Pode ser utilizado o extintor de p6 quimico, que age por
abafamento e quebra da reacdo em cadeia.

Chuveiro de emergéncia. Trata-se de um EPC presente em
laboratérios e corredores institucionais. E um equipamento obrigatério para
a seguranca dos que trabalham com produtos inflamaveis ou nocivos para a
saude, para técnicos, pesquisadores e outros profissionais da area. Seu uso é
fiscalizado pelos o6rgaos reguladores e, em caso de numero insuficiente de
chuveiros de emergéncia nos laboratorios instalados no prédio, a empresa
pode ser multada (Figura 8.23).

Lava-olhos. Esse EPC é formado por dois pequenos chuveiros de
meédia pressao, acoplados a uma bacia de ago inox, que permitem o



direcionamento correto do jato de agua na face e nos olhos (Figura 8.24).
Existe também o lava-olhos portatil, que é pratico e eficiente.
» Vaso de areia. Também chamado de balde de areia, é utilizado

sobre derramamento de alcalis, para neutraliza-lo.
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Figura 8.22 Capela de exaustdo. (Foto: Dr. Antonio Ferreira Pereira.)



Figura 8.23 Chuveiro de emergéncia de parede.



Figura 8.24 A. Lava-olhos do Instituto de Microbiologia Paulo de Gées, UFRJ. B. Lava-
olhos portétil. (Fotos: Dr. Anténio Ferreira Pereira.)

Microrganismos geneticamente modificados



Um organismo geneticamente modificado (OGM) é todo organismo
(microrganismo, animal ou vegetal) cujo genoma (DNA ou RNA) tenha
sido modificado por qualquer técnica de engenharia genética — no caso de
microrganismos geneticamente modificados, a sigla € MGM. Nao sdo
incluidas nessa definicao técnicas de fusdao celular, mutantes naturais ou
induzidos por agentes naturais, clonagem de organismos e outros processos
similares. No Brasil, a Lei de Biosseguranca (Lei n® 11.105, de 24 de marco
de 2005) estabelece normas de seguranca e mecanismos de fiscalizacdao de
atividades que envolvam organismos geneticamente modificados (OGM),
cria o Conselho Nacional de Biosseguranca (CNBS) e reestrutura a
Comissao Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBio). A CTNBio tem
como finalidade prestar apoio técnico consultivo e assessoramento ao
governo federal na formulacdo, na atualizacdo e na implementacdao da
Politica Nacional de Biosseguranca relativa a OGM, bem como no
estabelecimento de normas técnicas de seguranca e pareceres técnicos
referentes a protecao da saide humana, dos organismos vivos e do meio
ambiente, para atividades que envolvam construcdo, experimentacao,
cultivo, manipulacao, transporte, comercializacao, consumo,
armazenamento, liberacdo e descarte de OGM e derivados.

A Lei de Biosseguranca estabelece normas de seguranca e mecanismos
de fiscalizacdo sobre a construcado, o cultivo, a producdo, a manipulacao, o
transporte, a transferéncia, a importacdo, a exportacdo, o armazenamento, a
pesquisa, a comercializacdo, o consumo, a liberacio no meio ambiente e o
descarte de todos os OGM e seus derivados. Assim, no Brasil, restringem-
se a manipulacdo e a utilizacao seguras de todo organismo vivo modificado
por engenharia genética. O Art. 45 do Decreto n® 5.591 diz que “a
instituicdao de direito publico ou privado que pretender realizar pesquisa em
laboratorio, regime de contencdo ou campo, como parte do processo de
obtencdo de OGM ou de avaliacdo da biosseguranca de OGM, o que
engloba, no ambito experimental, a construcao, o cultivo, a manipulacao, o



transporte, a transferéncia, a importacdo, a exportacdo, o armazenamento, a
liberacao no meio ambiente e o descarte de OGM, devera requerer, junto a
CTNBio, a emissao de um Certificado de Qualidade em Biosseguranca
(CQB)”. O CQB é exigido para a realizacao de qualquer atividade de
pesquisa e desenvolvimento de OGM.

A classificagdo dos riscos nos trabalhos com MGM é semelhante a
descrita em riscos bioldgicos em quatro niveis, desde os de classes de risco
1, que sao OGM com baixo risco individual e baixo risco para coletividade,
até os de classe de risco 4, com alto risco individual e alto risco para a
coletividade. A classe de risco 1 inclui todo MGM que contenha sequéncias
de DNA/RNA de organismo doador e receptor que ndao causem agravos a
saide humana e animal e efeitos adversos aos vegetais e ao meio ambiente.
Sao MGM ndo patogénicos, que oferecem a mesma seguranca que O
organismo receptor ou parental no biorreator ou fermentador, mas com
sobrevivéncia ou multiplicacdo limitadas, sem efeitos negativos para o meio
ambiente. Os quatro niveis de biosseguranca (NB-1 a NB-4), sdo
crescentes, do menor para o maior grau de contencdao e complexidade do
nivel de protecdio, como o0s descritos para risco biologico de
microrganismos em geral. A infraestrutura de laboratorios de pesquisa em
MGM deve ter sistemas de manipulacdo e eliminacdo com os fluxos
laminares e as autoclaves revisados a cada 6 meses. A comprovacao dessa
revisao técnica pode ser atestada por um selo datado da empresa que
efetuou a revisdao, presente no equipamento. Caso haja inspecdo da
CTNBio, o ndao atendimento dessa exigéncia resulta em suspensao da
autorizacdao de manipulacdao de OGM pelo laboratério em questao.

Descarte de residuos

Residuos de servico de satide (RSS)



Uma parte muito importante da seguranca do laboratério sao os
procedimentos de descarte para residuos biologicos, quimicos, material
cortante e perfurantes. Atualmente, a Resolucdao da Diretoria Colegiada
(RDC) n? 222, de 28 de marco de 2018, da Agencia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (Anvisa), regulamenta as boas praticas de gerenciamento dos
residuos de servicos de saide (GRSS). Antes da criacdo da Anvisa, esse
gerenciamento era regulamentado somente por resolucdo do Conselho
Nacional do Meio Ambiente (CONAMA). A primeira resolucao da Anvisa
sobre GRSS foi a RDC n? 306, em 2004. Com o advento de novas
tecnologias, entrou em vigor a Lei n® 12.305/2010, que instituiu a Politica
Nacional de Residuos Solidos (PNRS), e atualizacGes posteriores deram
origem a RDC n? 222. De acordo com essa resolugao, os residuos devem ser
classificados em grupos, a fim de que o descarte seja feito de maneira
adequada.

Residuos com a possivel presenca de agentes bioldgicos, que, por suas
caracteristicas, podem apresentar risco de infeccao (Figura 8.25).

Culturas e estoques de microrganismos; residuos de fabricacao de
produtos biologicos, exceto os medicamentos hemoderivados (produtos
oriundos do sangue total ou do plasma, obtidos por meio de
processamento fisico-quimico ou biotecnoldgico); descarte de vacinas
de microrganismos vivos, atenuados ou inativados; meios de cultura e
instrumentais utilizados para transferéncia, inoculacdo ou mistura de
culturas; residuos de laboratérios de manipulacdao genética

Residuos resultantes da atividade de ensino e pesquisa ou atencao a
saide de individuos ou animais, com suspeita ou certeza de



contaminacdo biologica por agentes classe de risco 4, microrganismos
com relevancia epidemioldgica e risco de disseminacao ou causador de
doenca emergente que se torne epidemiologicamente importante ou cujo
mecanismo de transmissao seja desconhecido

RESIDUO
INFECTANTE

Figura 8.25 Simbolo que representa o grupo A.

Bolsas transfusionais contendo sangue ou hemocomponentes rejeitadas
por contaminagdao ou por ma conservagao, ou com prazo de validade
vencido, e aquelas oriundas de coleta incompleta

Sobras de amostras de laboratorio contendo sangue ou liquidos
corporeos, recipientes e materiais resultantes do processo de assisténcia
a saude, contendo sangue ou liquidos corporeos na forma livre.

Carcacas (produto de retalhacdo de animal), pecas anatdomicas, visceras
e outros residuos provenientes de animais submetidos a processos de
experimentacao com inoculacdo de microrganismos, bem como suas
forracoes, e os cadaveres de animais suspeitos de serem portadores de



microrganismos de relevancia epidemiolégica e com risco de
disseminacdao, que foram submetidos ou ndo a estudo
anatomopatolégico ou confirmacao diagnostica.

Pecas anatomicas (membros) do ser humano; produto de fecundacao
sem sinais vitais, com peso menor que 500 gramas ou estatura menor
que 25 centimetros, ou idade gestacional menor que 20 semanas, que
ndo tenham valor cientifico ou legal e ndo tenha havido requisi¢cdo pelo
paciente ou seus familiares.

Kits de linhas arteriais, endovenosas e dialisadores, quando descartados

Filtros de ar e gases aspirados de area contaminada; membrana filtrante
de equipamento médico-hospitalar e de pesquisa, entre outros similares

Sobras de amostras de laboratério e seus recipientes contendo fezes,
urina e secrecOes, provenientes de pacientes que ndao contenham nem
sejam suspeitos de conter agentes classe de risco 4, nem apresentem
relevancia epidemiologica e risco de disseminacdao, ou microrganismo
causador de doenca emergente que se torne epidemiologicamente
importante ou cujo mecanismo de transmissdao seja desconhecido ou
com suspeita de contaminacdo com prions

Residuos de tecido adiposo proveniente de lipoaspiracao, lipoescultura
ou outro procedimento de cirurgia plastica que gere este tipo de residuo

Recipientes e materiais resultantes do processo de assisténcia a saude,
que ndo contenha sangue ou liquidos corporeos na forma livre

Pecas anatomicas (Orgaos e tecidos), incluindo placentas, e outros

residuos provenientes de procedimentos cirurgicos ou de estudos
anatomopatolégicos ou de confirmacao diagnostica



Cadaveres, carcacas, pecas anatomicas, visceras e outros residuos
provenientes de animais nao submetidos a processos de experimentacao
com inoculacdo de microrganismos

Bolsas transfusionais vazias ou com volume residual pds-transfusao.

Orgdos, tecidos e fluidos organicos de alta infectividade para prions, de
casos suspeitos ou confirmados, bem como quaisquer materiais
resultantes da atencdo a saude de individuos ou animais, suspeitos ou
confirmados, e que tiveram contato com 6rgaos, tecidos e fluidos de alta
infectividade para prions (tecidos de alta infectividade para prions sao
aqueles assim definidos em documentos oficiais pelos 6rgaos sanitarios
competentes).

Residuos contendo produtos quimicos que podem apresentar risco a
salide publica ou ao meio ambiente, dependendo de suas caracteristicas de
inflamabilidade, corrosividade, reatividade e toxicidade, teratogenicidade,
mutagenicidade e quantidade (Figura 8.26):

Produtos farmaceéuticos
Residuos de saneantes, desinfetantes, desinfestantes; residuos contendo
metais pesados; reagentes para laboratorio, inclusive os recipientes
contaminados por estes



Figura 8.26 Simbolo que representa o grupo B.

GRUFG C
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RESIDUO
RADIOATIVO

Figura 8.27 Simbolo que representa o grupo C.

Efluentes de processadores de imagem (reveladores e fixadores)

Efluentes dos equipamentos automatizados utilizados em analises
clinicas



Demais produtos considerados perigosos: tOXicos, COITOSiVOS,
inflamaveis e reativos.

Residuos do grupo C

Rejeitos radioativos. Qualquer material que contenha radionuclideo em
quantidade superior aos niveis de dispensa especificados em norma da
Comissao Nacional de Energia Nuclear (CNEN) e para os quais a
reutilizacao seja impropria ou nao prevista (Figura 8.27):

Rejeitos radioativos, provenientes de laboratorio de pesquisa e ensino
na area da saude, laboratério de analise clinica, servico de medicina
nuclear e radioterapia, segundo resolucao da CNEN e plano de protecao
radioldgica aprovado para a instalacao radioativa.

Residuos do grupo D

Residuos que ndo apresentam risco biolégico, quimico ou radiolégico a
saide ou ao meio ambiente, podendo ser equiparados aos residuos
domiciliares:

Papel de wuso sanitario e fraldas, absorventes higiénicos, pecas
descartaveis de vestuario, gorros e mascaras descartaveis, resto
alimentar de paciente, material utilizado em antissepsia e hemostasia de
venoclises, luvas de procedimentos que ndo entraram em contato com
sangue ou liquidos corpdreos, equipo de soro, abaixadores de lingua e
outros similares nao classificados como A1

Sobras de alimentos e do preparo de alimentos
Resto alimentar de refeitorio
Residuos provenientes das areas administrativas

Residuos de varricao, flores, podas e jardins



Residuos de gesso provenientes de assisténcia a saude
ForracOes de animais de biotérios sem risco biologico associado

Residuos reciclaveis sem contaminacdo bioldgica, quimica e radiolégica
associada

Pelos de animais.

Residuos do grupo E

Residuos perfurocortantes ou escarificantes, tais como: laminas de
barbear, agulhas, escalpes, ampolas de vidro, brocas, limas endodonticas,
fios ortodonticos cortados, proteses bucais metalicas inutilizadas, pontas
diamantadas, laminas de bisturi, lancetas, tubos capilares, micropipetas,
laminas e laminulas, espatulas e todos os utensilios de vidro quebrados no
laboratorio (pipetas, tubos de coleta sanguinea e placas de Petri) e outros
similares (Figura 8.28).

RESIDUO
PERFUROCORTANTE

Figura 8.28 Simbolo que representa o grupo E.

Descarte



O descarte de residuos ¢ um dos pontos mais importantes para a
seguranca individual, do ambiente de trabalho e também para a area
ambiental. As instituicoes devem elaborar seu plano de gerenciamento de
residuos de acordo com a RDC n? 222 e adotar obrigatoriamente 0s
procedimentos necessarios. O conhecimento necessario deve ser passado
para a comunidade por meio de cursos e treinamentos. As unidades, por sua
vez, devem se adequar a esse planejamento cumprindo a risca as
orientacoes recebidas. Toda instituicdo deve ter uma coordenacao de
biosseguranca para coordenar e fiscalizar esses procedimentos e atividades
de extrema importancia para manutencao da saude e seguranca de uma
instituicdo e seus funcionarios, a fim de evitar contaminacGes ambientais,
algumas irreversiveis. As Figuras 8.29 e 8.30 representam o trabalho da
Coordenacdao de Biosseguranca do Centro de Ciéncias da Sauide da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, no planejamento e no
gerenciamento de descarte de seus principais residuos, com base na referida
Resolucao.
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Figura 8.29 Fluxograma de descarte de residuos biolégicos elaborado pela coordenacgéo
de Biosseguranca do Centro de Ciéncias da Saude, UFRJ, coordenado pela Dra. Bianca
Ortiz da Silva.
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Figura 8.30 Fluxograma de descarte de residuos quimicos elaborado pela coordenacgéo de
Biosseguranca do Centro de Ciéncias da Saude, UFRJ, coordenado pela Dra. Bianca Ortiz
da Silva. *Formulério obrigatério para o transporte de residuos desde a fonte geradora até
a destinagéo final.

A biosseguranca é uma obrigacdo de todos, e todos os profissionais e
estudantes da area da saide devem prioriza-la e zelar por ela.

Descarte de residuos comuns

Sdo aqueles ndo apresentam risco biol6gico, quimico ou radiolégico a
saide ou ao meio ambiente, podendo ser equiparados aos residuos
domiciliares (segundo a RDC n? 222/2018, os que se encaixam no grupo



D). Um exemplo comum sdo os residuos organicos e os residuos sanitarios.
Eles devem ser colocados em saco preto com identificacdo do laboratério
que os originou, de acordo com a NBR 9191, da ABNT. Os procedimentos
dependem da instituicao, mas normalmente sao colocados em coletores ou
contéineres para posterior coleta e descarte adequado. Normalmente na area
externa sao acondicionados em cacambas da empresa responsavel por sua
retirada.

Os residuos reciclaveis sao separados e recolhidos pela coleta seletiva
para passarem pelo processo de reciclagem, tais como papéis, plasticos,
vidros, metais e organicos. A Figura 8.31 ilustra um ponto de coleta de
reciclagem e descreve detalhadamente esses residuos e seus simbolos de
reciclagem (baseado na Instru¢cdao Normativa n® 1/2015, do CCS, UFRJ). As
pilhas e baterias, bem como as lampadas comuns, podem ser descartadas
em coletores especiais, separadas de acordo com os protocolos de descarte e
reciclagem de cada instituicdao. No caso de lampadas com mercurio, 0s
coletores deverdo possuir filtro de carvdao ativado para reter o mercurio,
para o caso de a lampada ser danificada. As lampadas destinadas a
reciclagem sao posteriormente coletadas por empresas especializadas neste
tipo de servico.



“ Papel: restos de papel de todos os tipos, caixas, papelao
e similares, rascunhos escritos, envelopes, folocdpias,
%:folhetos_ Mao sdo reciclaveis: adesivos, etiquetas, fita-crepe,
papel-carbono, fotografias, papel toalha, papel higiénico,
papéis e guardanapos engordurados, papéis metalizados,
parafinados, plastificados.

Metal: latas de aluminio, latas de ago, tampas em geral,
ferragens, canos, esguadrias e molduras de quadros.
Mao sdo reciclaveis: clipes, grampos, esponjas de ago,
latas de tintas.

“, Plastico: potes de alimentos, tampas de plastico, frascos,
utilidades domésticas, embalagens de refrigerante, garrafas
%;de agua mineral, recipientes para produtos de higiene e
limpeza, PVC, tubos e conexdes, sacos plasticos em geral,
pecas de bringuedos, engradados de bebidas, baldes.
Mao sdo reciclaveis: cabos de panela, tomadas,
embalagens metalizadas, isopor, adesivos, espuma.

“ Vidro: tampas, potes, frascos, garrafas de bebidas, copos,
‘embalagens. Mao sdo reciclaveis: vidros que contenham
t. ou contiveram residuos quimicos, espelhos, cristais,
ampolas de medicamentos, cerdmicas e lougas, lAmpadas,
vidros temperados planos.
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Figura 8.31 Residuos reciclaveis e ponto de coleta seletiva.
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Boas Praticas em
Microbiologia

Anténio Ferreira Pareira

Introducao

Uma das grandes preocupacoes de quem trabalha com microbiologia ou
pratica atividades que envolvam técnicas microbiologicas esta no fato de
que € necessario preservar o material estéril durante a manipulacdao da
amostra, ou seja, é imprescindivel garantir assepsia total do trabalho, em
relacdo tanto ao material quanto as condutas do manipulador. De certa
maneira, esse assunto foi muito bem abordado e discutido nos primeiros
capitulos deste livro, portanto a intencdo agora € explicar, discutir e
responder a algumas duvidas e perguntas frequentes e, assim, auxiliar o
leitor na tarefa de evitar uma contaminacdao externa que possa prejudicar
todo o trabalho com o material de estudo, seja dentro de um laboratério de
pesquisa ou de diagndstico clinico.

Contextualizacao

O grande e célebre microbiologista Louis Pasteur (1822-1895) postulou,
e provou experimentalmente, que ndo existe geracdo espontanea. Desta



forma, é importante sempre lembrarmos que: material esterilizado, seja
s0lido ou liquido e em sistemas hermeticamente fechados, ndo sofre
contaminacdo espontanea de dentro para fora ou ainda de fora para dentro
do recipiente. Ou seja, contaminacdo de material estéril por fungos,
bactérias ou até mesmo por virus sé ocorre por inoculacao ou manipulacao
indevida do operador. Sendo assim, temos de ter em mente que trabalhar
com total rigor no que diz respeito a manipulacdao de forma asséptica é
imprescindivel para alcancar sucesso experimental ou éxito no diagnostico.
A partir dessa premissa, colocamos em pratica alguns dos
conhecimentos vitais para quem trabalha com microbiologia e reunimos
questoes que sempre surgem com relacdo a alguns problemas na rotina
microbioldgica. De qualquer forma, uma orientacao geral para todos seria a
de ter bom senso e, mais ainda, perguntar, sempre que tiver ddvidas, as
pessoas com mais experiéncia e conhecimento dentro do laboratorio.

Boas praticas com perguntas e respostas

Embora haja varios livros, textos e manuais ou guias de pratica sobre
microbiologia, com excelentes informacOes e contetido, muitas vezes nos
deparamos com questdes de ordem pratica mas ndao encontramos
orientacOes satisfatdrias para auxiliar na tomada de decisOes. Sendo assim,
serao citadas situacOes rotineiras no dia a dia de um laboratério de
microbiologia e, de forma simples, oferecidas solucdes no esquema de
perguntas e respostas. A ideia ndo é de forma alguma postular dogmas ou
condutas que contrariem ou sigam em sentido contrario aos preceitos e
fundamentos microbiol6gicos, mas sim que ajudardao na decisdo de um
caminho pratico e rapido, com auxilio do aparato e de condicdes reais do
operador e do laboratorio/material disponivel do momento.

Fluxo laminar versus bico de Bunsen | 0 que é melhor e mais seguro?



Essa pergunta seria de facil resposta, até certo ponto, se ndo envolvesse
um fator econdmico e que em muitos casos leva o operador, ou responsavel
pelo laboratorio, a tomar a decisdo em relacdo a tal questao. Ambos os
equipamentos sao lteis e eficazes no trabalho de forma asséptica, alterando-
se apenas a forma como cada um deles fornece a seguranca de se trabalhar
na manutencao da assepsia.

O fluxo laminar utiliza a recirculacao do ar ambiente, possibilitando o
trabalho com material estéril e a seguranca no manuseio de materiais
biol6gicos que ndao podem sofrer contaminacdo, visto que a corrente de ar,
para baixo e no sentido vertical (fluxo laminar vertical — Figura 9.1A) ou
apenas no sentido horizontal (fluxo laminar horizontal — Figura 9.1B), passa
através de um filtro absoluto HEPA (sigla do inglés high-efficiency
particulate air), removendo quase que 100% das particulas em suspensao,
de tamanho de 0,3 micron de didmetro.

No bico de Bunsen, como ja discutido no Capitulo 2, Materiais e
Técnicas Basicas da Microbiologia, utiliza-se o calor da chama dentro de
uma zona de seguranca, em um raio de aproximadamente 30 cm, o que, de
certa forma, restringe muito a area de trabalho quando comparada aos
fluxos laminares.



Figura 9.1 Fluxos laminares. Os fluxos laminares podem ter a disposicao do filtro HEPA na
posicado vertical (A), onde fica localizado na por¢cdo superior do equipamento, ou na
posicao horizontal (B) onde a posicdo do filtro fica de frente para o operador, como pode
ser observado na foto. Notar a lampada ultravioleta (UV) acesa no fluxo laminar vertical

(A).



A seguir, estdo descritas as vantagens e as desvantagens no uso de
ambos os métodos e equipamentos para se trabalhar de forma asséptica.

Bico de Bunsen

Vantagens. O custo de aquisicdo, instalacao e manutencao € baixo;
tem rapido acesso para uso, visto que basta acender a chama para utiliza-lo,
sem a necessidade de longo tempo de espera para o inicio dos trabalhos.

Desvantagens. Pelo fato de utilizar gas liquefeito de petrdleo
(GLP) e em funcao da lei que proibe a utilizacdo de botijoes de gas dentro
de laboratérios clinicos ou de pesquisa, deve-se ter uma instalacdo
apropriada com uso de tubos especificos e condutores de gas, ou ainda se
pode optar pelo bico de Bunsen elétrico; a area de seguranga fica restrita
para manipulacdo da amostra; amostras que porventura possuam algum
material inflamavel ou de facil combustao devem ser evitadas, pois ha risco
sério de incéndio ou acidentes com queimaduras graves; deve-se ter muito
cuidado com a emissdo de particulas apés as amostras atingirem altas
temperaturas com o uso de alca ou agulhas de platina e, por isso,
recomenda-se 0 uso de mascaras e 6culos protetores.

Fluxo laminar

Vantagens. Fornece uma grande area de trabalho, o que
proporciona maior tranquilidade na manipulacdao do material biologico de
forma asséptica; ndo utiliza chama de gas e, portanto, ndao ha necessidade de
instalacdo deste; proporciona maior protecao para o operador em fungao do
vidro frontal e o fluxo de ar continuo que retém particulas em suspensao.

Desvantagens. Alto custo do equipamento, o que inviabiliza a
aquisicdo para laboratorios de pequeno porte; equipamento de grandes
dimensdes, tornando necessaria a ocupacdo de grande espaco fisico; pela
necessidade de preparo inicial do equipamento, como a espera da acao da



luz UV por tempo que varia de 20 a 30 min, seu uso ndo pode ser imediato;
caso falte energia elétrica, a utilizacdo do equipamento e a realizacdao do
trabalho serdo inviabilizadas. Lembre-se: deve-se ter sempre o cuidado de
ndo manipular ou trabalhar no fluxo enquanto a lampada UV estiver ligada,
pois ha risco de queimadura pela exposicao da pele sem protecao.

Bico de Bunsen dentro do fluxo laminar | Posso fazer uso dessa combinacéo?

Definitivamente a resposta € ndo! Como dito anteriormente, o fluxo
laminar possui um filtro HEPA que é constituido basicamente de papel de
microfibra de vidro plissado e montado em molduras vedadas com
poliuretano rigido, ou seja, temos um perigo claro de incéndio, mesmo que
digam que a chama do bico de Bunsen nao seja tdao alta a ponto de causar
esse tipo de dano. Além disso, a fuligem que pode surgir da chama também
contribui para uma saturacdo mais rapida do filtro, o que é capaz de
diminuir consideravelmente a eficacia na retencao de particulas e, por
consequéncia, causar reducao ou perda da condicdo asséptica de trabalho.

Muito se questiona o fato de operadores, principalmente os que utilizam
bactérias e/ou fungos como material bioldgico, necessitarem do uso de alca
ou agulha de platina, o que faria com que precisassem usar o bico de
Bunsen dentro de fluxos laminares. Para essa questdo, a resposta seria
simples: use-o sempre fora do fluxo, ou entdo, para sua segurancga, utilize
agulhas e/ou alcas descartaveis para, assim, poder usar o fluxo laminar sem
o bico de Bunsen no seu interior.

Posso usar luvas descartaveis no fluxo laminar e bico de Bunsen?

Dentro do fluxo laminar e, claro, dependendo do risco biolégico da
amostra que se esta trabalhando, ndo s6 é permitido como também
aconselhavel o uso de luvas para evitar acidentes e contaminagdao. O mesmo
ndo pode ser dito ou aconselhado quando se utiliza o bico de Bunsen: nao



se deve usar luvas de borrachas perto da chama. Temos sempre de lembrar
que a maneira correta de se trabalhar no bico de Bunsen é colocando as
maos atras da chama e respeitando sempre a margem de seguranca, que
seria um raio virtual de aproximadamente 30 cm ao redor dela, para evitar
contaminacdao do material e do operador. O uso de luvas de latex é muito
perigoso, pois qualquer contato com a chama pode causar queimaduras
graves no operador, ja que rapidamente a luva pode entrar em combustdo e
aderir a pele, causando sérios danos, com consequéncias drasticas e
irreparaveis.

Esse tipo de atencdao também deve ser dado a individuos que usam
cabelos ou barbas longos, os quais devem permanecer presos ou contidos
em toucas/mascaras, para que também se evitem acidentes com a chama.

Mais uma vez, a escolha da utilizacdo de ambos os métodos de forma
conjunta deve ser evitada. Deve-se sempre optar pelo que for mais
adequado a seu trabalho, lembrando que, se ha o fluxo laminar, ndo é
necessario utilizar o bico de Bunsen.

Posso reutilizar material esterilizado deixando-o dentro do fluxo laminar ou perto
do bico de Bunsen?

Por precaucdo, a resposta € ndo. Considerando que nem sempre ha um
unico usuario do equipamento e, consequentemente, do material que foi
esterilizado, ndo se pode afirmar ou garantir que todos os usuarios
trabalhem de forma correta. Dessa forma, também ndo se pode afirmar ou
confiar que o material que ja foi aberto e utilizado ainda se encontre estéril,
o que pode levar a perdas consideraveis de tempo e, pior, de amostras que
poderao ser inutilizadas definitivamente.

E claro que, se apenas um operador fizer uso do material e de forma
100% correta e segura, essa reutilizacao pode ser feita, mas é apenas nesse
caso; do contrario, deve-se evitar a reutilizacao de material estéril, seja para
uso no fluxo ou no bico de Bunsen.



Posso deixar meu material exposto a lampada ultravioleta para que seja
esterilizado?

A resposta € ndo. A radiacdo emitida pela lampada ultravioleta (UV)
ndo pode ser considerada como um método de esterilizacdao completo, ja
que ndo tem poder de penetracdao tao grande e, por isso, ndo € capaz de
atravessar liquidos, tecidos ou materiais como vidro, acrilico etc. Ou seja,
esse tipo de radiacdao age apenas na superficie onde incidem os raios
ultravioleta, o que diminui a concentracdo de microrganismos e reduz a
contaminacdo microbioldgica. E preciso lembrar que todo o material a ser
utilizado no experimento ou teste, como frascos com meio de cultura,
ponteiras, placas, pipetas etc., deve ser colocado dentro do fluxo antes de
ser acionada a lampada UV, para que sofra acdo do raio UV e, assim, evite
contaminacdo durante a manipulacdo. Caso se esqueca de algum material,
recomenda-se um novo ciclo de exposicdo ao UV ou, entdo, que seja limpa
a superficie com algum desinfetante como alcool 70%, se possivel.
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