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NORMAS DOS
LABORATORIOS

Vestimentas
Calcas longas e sapatos fechados. Cabelos longos devem estar presos.

Avental
O uso de avental branco, longo e de manga comprida é obrigatorio
nas aulas praticas nos laboratorios.

Organizacao do ambiente
Mantenha o ambiente limpo e organizado, outros alunos também
terao aula no mesmo laboratorio.

Cuidado e atencao com o equipamento

4

Tenha cuidado durante o manejo do microscopio optico;

Antes de ligar o microscopio na tomada, verifique se o potenciometro dalampa-
da esta no minimo, pois se nao estiver, podera queimar a lampada;

Tome cuidado para que a lente objetiva nao raspe na lamina durante o ajuste da
platina (mesa);

Sempre inicie as observacoées pela lente objetiva de menor aumento (4x);

Coloque e fixe a lamina com a presilha antes de subir a platina para nao bater e
quebrar as estruturas proximas.

Normas Gerais
Nao é permitido comer, beber, fumar e falar ao celular durante as aulas.
Recomenda-se lavar as maos antes e apos a aula pratica.

MANUAL DE MICROBIOLOGIA



CAPITULO 1

MICROSCOPIA

Componentes mecanicos do microscopio:

1. Pé ou base: apoio aos demais componentes.

2. Braco: fixa-se na base, suporte para as lentes e a platina.

3. Tubo ou Canhao: suporte das lentes oculares, ajustado de acordo com a distancia entre os olhos do visualizador.

4. Revolver: suporte das lentes objetivas, sua rotacdo permite selecionar a lente objetiva desejada.

5. Platina ou mesa: possui abertura central, local onde coloca-se a lamina, permite a passagem de luz e a transferéncia
de imagem, a pinc¢a metdlica, localizada na parte traseira da mesa, auxilia a fixar a lamina contendo o material a ser
observado.

6. Lamina: preparagao onde encontram-se as estruturas a serem visualizadas (nao ilustrado).

7. Parafuso micrométrico: realiza os movimentos verticais da platina de pequena amplitude para se obter um melhor
foco da imagem.

8. Parafuso macrométrico: realiza os movimentos verticais da platina de grande amplitude.

9. Diafragma: controla a passagem de luz.

Componentes 6pticos do microscépio:

10. Fonte luminosa: luz artificial emitida pelalampada com um interruptor e um reostato que regulam sua intensidade.
11. Condensador: sistema de duas ou mais lentes convergentes que distribuem e orientam a luz emitida pela fonte
luminosa para o campo de visao.

12. Lente ocular: local na extremidade superior, através dela se observa a imagem aumentada. O aumento da imagem
pela lente ocular é direto e virtual. Exemplo: 5, 8 ou 10 vezes de aumento.

13. Lente objetiva: Conjunto de lentes localizadas no revélver, permitindo a ampliacao diferenciada da imagem. As

lentes sao identificadas por faixas coloridas: a lente de aumento de 4 vezes é vermelha, 10 vezes é amarela, 40 vezes é

azul e 100 vezes é branca (necessario 6leo de imersao).

Figura 1 Microscépio Olympus Laboratory Microscopes.
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Oleo de imersao: uma gota desse 6leo mineral age como uma interface entre o
objeto a ser visualizado e alente, melhorando a qualidade da imagem.

Observacao: Para acessar o
video gravado pelas monitoras
sobre o uso de microscépio,
utilize o QR Code acima.



CAPITULO 2

MORFOLOGIA
DOS VIRUS

Sao microrganismos acelulares e intracelulares obrigatérios, visualizados

apenas em microscopia eletronica por terem dimensdes nanomeétricas.

Bacteriofagos
Virus que infectam bactérias sdo chamados bacteriéfagos ou fagos, estao

esquematizados abaixo.

1 - Cabeca

2 - Acido nucleico (material genético)
3 - Capsideo (proteina)

4 - Cauda

5 - Bainha contratil

6 - Fibra proteica

Figura 2 - Ilustragao de um bacteriéfago. Fonte:

préprios autores.

1 - Acido nucleico (material genético)
2 - Capsideo (proteina)

3 - CapsOmeros

4 - Envelope (lipidico)

5 - Espiculas (proteinas acessdrias)

Figura 3 - Ilustragao de virus de células animais. Fonte: proprios autores.
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CAPITULO 3

MORFOLOGIA
DAS BACTERIAS

Figura 4 - Ilustracdo dos componentes bacterianos.
Fonte: BLACK & BLACK, 2021.

Estruturas fundamentais: essenciais para a sobrevivéncia da célula bacteriana.

o Parede celular: protege contra a entrada excessiva de dgua, confere resisténcia e rigidez,
além de manter a morfologia bacteriana.

e Membrana celular: controla a entrada e saida de substancias.

o Citoplasma: funcao de sustentacdo celular, local das reagoes metabdlicas bacterianas.

e Cromossomo (nucleoide): local onde se encontra a informacao genética da célula.

e Ribossomos: responsaveis pela sintese proteica.

Estruturas acessdrias: auxiliam no prolongamento da vida bacteriana.

¢ Plasmideos: DNA extracromossdmico.

7 MANUAL DE MICROBIOLOGIA



o Pilus (Fimbria): aderéncia (tipo 1) e de conjugacao (sexual) - nao ilustrado.

o Flagelo: mobilidade da bactéria.

e Glicocélice/Cépsula: inibe a fagocitose pelos macréfagos e a acao do sistema complemento.

o Enddsporo: garante resisténcia atemporal em periodos de estresse - nao ilustrado.

v Granuloside inclusao: contém substancias especificas, como o glicogénio e o polifosfato,
respectivamente. Auxiliam na obtencdo de energia e fornecem fosfato para variados

processos metabolicos.

Formas e Arranjos bacterianos

o : dipl , estreptococos, tétrades, sarcinas e estafilococos.

co, diplobacilos, estreptobacilos e cocobacilos.

Figura 5 - Formatos bacterianos basicos. Fonte: BLACK & BLACK, 2021.

Outros: bactérias em diferentes formatos.

Bactéria em formato Bactéria em formato
de estrela quadrado.

Figura 6 - Outros formatos bacterianos. Fonte: BLACK & BLACK, 2021.
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Tempo de geracao

Representa o tempo necessario de divisao celular considerado na reproducao bacteriana por

divisao bindria para que sejam originadas duas bactérias.

9 - _

Tabela 1 - Tempo de geracdo bacteriana. Fonte: TORTORA; FUNKE; CASE, 2017.

Fases de crescimento bacteriano em sistema fechado

Bactérias quando inoculadas em meio liquido de crescimento em sistema fechado podem

ter seu crescimento representado graficamente na curva de crescimento microbiano, que

correlaciona o tempo com o crescimento bacteriano, como ilustrado abaixo.

o Faselag: periodo de pouca ou nenhuma divisdo bacteriana, em conjunto a intensa atividade
metabdlica, pode durar de horas a dias.

o Fase log (exponencial): periodo de aumento da divisao bacteriana, com geracao constante.

Fase

bact

Fase

mortas excede o numero de novas células.

Figura 7 - Fases de crescimento bacteriano em sistema fechado. Fonte: MADIGAN,
MARTINKO, BENDER, 2016.
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eproducdo bacteriana. Fonte: BLACK & BLACK, 2021.

Transformacao: incorporacao de DNA livre
apos a citdlise de uma célula.

Transducdo: o bacteriéfago transfere a
bactéria DNA viral que passa para o genoma
bacteriano.

Conjugacao: transferéncia de plasmideos
entre uma bactéria doadora e outra

receptora, através da fimbria F.

figura ao lado, observamos o resumo das

diferentes formas de recombinacdo genética

teriana: transformacdo, transducao e

conjugacao.

MANUAL DE MICROBIOLOGIA

Reproducao bacteriana

Asbactériasreproduzem-se por divisao bindria
simples, conforme ilustrado na figura 9, mas
podem ganhar genes de outros micrébios por
recombinacao genética, via transformacao,

transducdo e conjugacao.

Figura 9 - Formas de recombinacao genética bacteriana.
Fonte: MADIGAN, MARTINKO, BENDER, 2016.




CAPITULO 4

MORFOLOGIA
DOS FUNGOS

Bolores

Sao fungos pluricelulares, eucariéticos, constituidos por um conjunto de hifas, também
conhecido por micélio. Sdo filamentosos e possuem parede celular composta por

quitina, podem apresentar hifas septadas e asseptadas.

e Reproducao sexuada: por meio de gametas.

o Assexuada: por brotamento, gemulacao ou cissiparidade.

Figura 10 - [lustracdo de hifas em (a) septadas e em (b) cenociticas. Fonte: TORTORA; FUNKE; CASE, 2017.

Leveduras

Sao fungos unicelulares, apresentam caracteristicas de seres
eucarioticos, aspecto ovalado, membrana celular com parede
rigida composta por quitina e citoplasma com material de

reserva.

Curiosidades:
1 - Esporos diferenciam-se de gametas;
2 - Membrana celular é composta por glicanos, mananas e
quitina;
Figura 11 - Ilustragdo de leveduras. 3 - Leveduras sdo unidas por glicocdlice;

Fonte: TORTORA; FUNKE; CASE,
2017. 4 - Fungos no geral sao maiores do que as bactérias.
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CAPITULO 5

TECNICAS DE
COLORACAO

Os corantes resumem-se em sais compostos por ions positivos e negativos.
Podem ser corantes basicos atraidos por bactérias Gram-negativas ou corantes acidos atraidos

por bactérias Gram-positivas.

o Corantes basicos: cristal violeta, azul de metileno, verde de malaquita e safranina.

e Coloracao simples: solucao aquosa ou alcodlica de um corante basico com objetivo de
destacar a estrutura celular do microrganismo.

e Mordente: aumenta a afinidade da coloracdo pela amostra bioldgica e reveste as estruturas,
a fim de facilitar a observacao.

e Coloracao diferencial: reage com diversos tipos de bactérias e utilizada para distingui-las. P.

ex., coloracao de Gram e coloracao alcool-acido resistente.

‘A coloracao é aplicada ao esfregaco fixado por um determinado periodo de tempo
e entao lavada; alamina é seca e examinada. Algumas vezes, uma substancia quimi-
ca é adicionada a solucao para intensificar a coloracao; este aditivo é denominado
mordente” (TORTORA; FUNKE; CASE, 2017).
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Coloragdo de Gram: tem por objetivo diferenciar as bactérias em dois grupos: Gram-positivas e Gram-negativas.

13
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Figura 12 - Etapas da Coloracao de Gram. Fonte: TORTORA; FUNKE; CASE, 2017.

Passo a passo: Coloragdo de Gram

1 - O esfregaco fixado em calor é coberto com um corante bésico purpura, geralmente cristal
violeta. Colorindo-se todas as células, denominada coloragao primadria.

2 - Apés curto periodo, o corante purpura é lavado e recobre-se o esfregaco com iodo. Quando
o iodo é lavado, ambas as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas aparecem em cor violeta
escuro ou purpura.

3 - A seguir, alamina é lavada com é&lcool ou com uma solucéo dlcool-acetona, sendo um agente
descorante que remove a coloracdo purpura das células de algumas espécies especificas de
bactérias.

4 - O alcool é lavado, e a lamina é entao corada com safranina, um corante basico vermelho.

5 - O esfregaco é lavado novamente, seco com papel e examinado microscopicamente.

Figura 13 - Bactérias coradas pela técnica de Gram. Fonte: TORTORA; FUNKE; CASE, 2017.

Observacao: Para acessar o video gravado

pelas monitoras sobre a coloracdo de

Gram, acesse o QR Code abaixo.

QR Code - Esfregaco e coloracgao de gram.



CAPITULO 6

MEIOS DE
CULTURA

Preparacoes contendo nutrientes utilizados para o cresci-
mento de microrganismos, bactérias e fungos.

e Indculo: corresponde aos microrganismos que sao introduzidos no meio de cultura para dar
inicio ao crescimento microbiano.

e Cultura: microrganismos que crescem e se multiplicam no interior ou sob o meio de cultura.

e Colonias: conjuntos de microrganismos de uma mesma espécie, unidos entre si para formar

uma unidade estrutural e funcional.

AGAR

Agente solidificante, adicionado ao meio solido.
Para que ocorra o crescimento microbiano, o meio de cultura deve fornecer ener-
gia, fontes de carbono, nitrogénio, enxofre, fosforo e outros fatores organicos nao
sintetizados pelos microrganismos.

e Meio quimicamente definido: a composicao quimica exata é conhecida, contendo fatores de
crescimento organico que atuam como fonte de carbono e energia. Ex: glicose, aminoécidos,
sais e vitaminas.

e Meio complexo: meio no qual as necessidades de carbono, energia, enxofre e nitrogénio sao
fornecidas essencialmente por proteinas, contendo extratos vegetais, de carne, de leveduras

ou de plantas, sendo dessa maneira elaborados. Ex: 4gar nutriente.
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e Meios seletivos: ndo permitem o crescimento de um certo grupo de|microrganismos

(indesejados), pois sdo incluidas substancias que impedem o crescimento deles e favorecem
o crescimento dos microrganismos de interesse. Ex: 4gar sulfito de bismuto e 4gar Sabouraud
dextrose.

e Meio diferencial: estes facilitam a diferenciacdo de colonias do microrganismo de interesse
de outras coldnias de variados microrganismos em crescimento na mesma placa. Ex: agar

sangue.

As caracteristicas seletivas e diferenciais podem combinar-se em um mesmo meio.
Ex: agar hipertonico manitol, agar MacConkey, agar CLED e agar SPS.

“Meios seletivos sdo utilizados para o isolamento de organis
podem estar presentes junto com outros organismos (p.ex., u

nas fezes)” (MURRAY, 2017).

e Meiodeenriquecimento: utilizado para enriquecer um meio de cultura, através de nutrientes
e condi¢des ambientais favoraveis, voltadas para os microrganismos de interesse. Ex: fenol
usado em uma amostra de solo com bactérias presentes em menor numero, capazes de
metabolizd-lo e de multiplicar-se por meio deste. Também podem ser dgar sangue e agar

chocolate.

Quadro 1 - Meios de Cultura e finalidades. Fonte: TORTORA; FUNKE; CASE, 2017.
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Meios de cultura mais comumente utilizados

Agar nutriente

Rotineiramente, em sua maioria, os laboratdrios
utilizam meios que contém peptona de carne de vaca
ou peixe em caldo nutriente ou meio agar soélido.
Sendo a peptona produto da digestdo enzimatica de
proteinas, fornecendo peptideos que serao utilizados
pelos microrganismos.

Esses meios podem ser enriquecidos com extratos

Figura 14 - Colonias bacterianas em agar de leveduras (I‘lCO em

nutriente. Fonte: SALVATIERRA, 2014. , . .
nucleosideos) ou hidrolisad

proteina do leite (rico em aminoacido).
Sua aplicabilidade resume-se na andlise de 4gua, alimentos e leite, servindo como um meio de
cultura prévio de amostras submetidas a testes bacterioldgicos, e também para o isolamento de
culturas puras.

Como as coldnias sao observadas nesse meio?

Compostas por uma grande diversidade de microrganismos pouco exigentes, formando

aglomerados em formato arredondado, como observado na parte central da imagem abaixo.

Agar sangue
Utilizado na identificacdo dos microrganismos
causadores de hemolise e/ou degradacdo dos
eritrocitos, proporcionando o crescimento de bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas, bem como os
fungos. Contendo em seu soro, sangue total e sangue
total aquecido, diversos nutrientes para os patdgenos,
sendo assim, util para o enriquecimento dos meios de

cultura.

Figura 15 - Colonias bacterianas hemoliticas em + Contém dois componentes primarios: um meio

agar sangue. Fonte: VERMELHO, 2019. bésico (p.ex., soja triptica, infusdo de cérebro e

coracdo, base Brucella) e o sangue (p.ex., de ovelha,

cavalo ou coelho).
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Como as colonias se apresentam nesse meio?

Podem ser compostas por bactérias hemoliticas, por exemplo, Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes, Enterococcus spp., Moraxella catarrhalis, Listeria monocytogenes,
ou por bactérias nao-hemoliticas. Note na parte central da imagem abaixo que ao redor das

colonias hd uma drea clara correspondente ao local onde houve hemdlise.

Agar chocolate
Também contém hemadcias, entretanto, ¢é
considerado mais enriquecido do que o &gar

sangue, pois a hemoglobina estd mais acessivel.

Consistindo em um &agar
a hemécia quando adicio

rompida, liberando a hemoglobina e o0 meio torna-

Figura 16 - Colonias bacterianas em meio de 4gar ge de tom marrom.
chocolate. Fonte: MADIGAN; MARTINKO; BENDER,
2016.

Como as colonias se apresentam nesse meio?
Esse meio é mais utilizado para o cultivo de bactérias patogénicas fastidiosas (exigentes) que

ndo crescem em agar sangue, por exemplo, Neisseria gonorrhoeae e Haemophilus influenzae.

o Tipos de &gar chocolate: dgar Thayer-Martin e 4gar Martin-Lewis.

Agar Sabouraud dextrose
Aplicado na recuperacdo de fungos, esse meio é
enriquecido e composto por caseina digerida e tecido
animal suplementado com glicose, utilizado no
isolamento de fungos. Comumente manuseado por
micologistas com concentracoes baixas de glicose e

pH neutro.

Figura 17 - Cultivo de bolores em 4gar Sabouraud. Como as colonias se apresentam nesse meio?
Fonte: SALVATIERRA, 2014.

O menor pH e a adicao de antibiéticos sdo aplicados a fim de inibir o crescimento de
bactérias, tornando esse meio seletivo para os fungos. Ainda, deve-se tomar cuidado ao cultivo

de fungos em laboratério, visto que alguns esporos sdo altamente infecciosos.
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Agar Manitol

E um meio seletivo para estafilococos e diferencial para
Staphylococcus aureus. Sendo assim, o meio contém
caseina digerida e tecido animal, extrato de carne, manitol,
sais e vermelho fenol. Ressaltando-se que os estafilococos
sao capazes de desenvolver-se em meios mais concentrados
com sal, e os Staphylococcus aureus podem fermentar o
manitol.

Figura 18 - Staphylococcus em meio de
4gar manitol. Fonte: TORTORA; FUNKE;

CASE, 2017. Bactérias aptas a se desenvolver

Como as colonias se apresentam nesse meio?

cloreto de sédio em 7,5% crescerao nesse meio, ou seja, o sal pode
maioria das bactérias, exceto das espécies de Staphylococcus spp.

As bactérias S. aureus capazes de fermentar o manitol, apresentam colonias amareladas
e as bactérias de outras espécies de Staphylococcus sdo incapazes de fermentar o manitol e

apresentam colOnias incolores.

Agar MacConkey
Meio seletivo e diferencial, contém cristal violeta e sais biliares,
assim como acucar lactose e um indicador de pH, esse ultimo
torna as colOnias fermentadoras da lactose na cor vermelha
e as colonias nao fermentadoras da lactose incolores ou
translucidas. Além disso, ele inibe o crescimento das bactérias

Gram-positivas e permite o crescimento das Gram-negativas.

. . . Como as coldnias sdo observadas nesse meio?
Figura 19 - Bactérias Gram-negativas

cultivadas em 4gar MacConckey. Fonte:

Normalmente  caracterizadas pelas enterobactérias,
VERMELHO, 2019.

encontradas no intestino humano que, por sua maioria,
fermentam a lactose e apresentam col6nias maiores de 1 mm de diametro apds incubacao de

18 a 24 horas, possuindo aspecto opaco, brilhante, transparente ou mucoide.

e Bactérias produtoras de acidos fortes, como a Escherichia coli, formam col6nias em
vermelho-escuro;
e Bactérias produtoras de acidos fracos, formam coldnias em rosa-pélido ou claras na periferia

e com o centro mais rosado.
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Agar Mueller-Hinton
Meio empregado em testes de rotina de suscetibilidade bacteriana aos antibioticos
(antibiograma). Composto por extratos de caseina e carne, sais, cations divalentes e amido

soluvel essencial para a reprodutibilidade dos resultados.

Como as colonias sdo observadas nesse meio?

Pode ser realizado pela técnica de Kirby/Bauer (difusao), este resume-se na dispersao, no meio
de Agar Mueller-Hinton, de substincias antimicrobianas que sdo embebidas em discos de
papel-filtro e dispensadas sobre a placa. Assim, as colonias bacterianas podem ser classificadas

como:

e Resistente: o microrganismo apresenta resisténcia ao antimicr
comprometida a eficacia do farmaco.

o Intermedidria: o microrganismo apresenta resisténcia intermedidria ao antibiético, a
eficacia do farmaco coloca-se sob suspeita.

o Sensivel dose-dependente: o microrganismo apresenta sensibilidade ao antimicrobiano,
nesse caso apenas quando ocorre exposicao a altas dosagens da droga.

e Sensivel: o microrganismo é suscetivel ao antibidtico colocado no disco, tornando-se assim
recomendado o uso deste farmaco para o combate da patologia analisada. Esse resultado
¢ notado caso nao haja o crescimento do microrganismo préximo ao antibiético, sendo a

medida do halo de inibicao acima do prescrito para a droga aplicada.

Figura 20 - Antibiograma pelo método de difusdo. Note que ao redor de alguns discos
de antibiéticos hd diferentes didmetros ao redor dos halos de inibi¢do do crescimento
bacteriano. Fonte: UEM, 2006.




No quadro abaixo hé aplicacoes, exemplos e finalidade de alguns meios de cultura comumente

utilizados na prética clinica de microbiologia.

Quadro 2 - Classificacdo dos meios de culturas.

Meios (exemplos)

Finalidade

Nao seletivos

Agar sangue

Isolamento de bactérias e fungos

Agar chocolate

Isolamento de bactérias, incluindo
Haemophilus e Neisseria
gonorrhoeae

Agar Mueller-Hinton

Meio para teste de suscetibilidade

Caldo tioglicolato

Caldo enriquecido para
bactérias aerdbicas

Agar Sabouraud dextrose

Recuperacao de fungos

Seletivos e/ou
diferenciais

Agar MacConkey

Seletivo para bactérias
Gram-negativas; Diferencial para
espécies fermentadoras da lactose

Agar manitol

Seletivo para estafilococos;
diferencial para Staphylococcus
aureus

Agar xilose-lisina desoxicolato

Agar seletivo e diferencial para
Salmonella e Shigellaem
culturas entéricas

Meio de Lowenstein-Jensen

Seletivo para micobactérias

Agar Middlebrook Seletivo para micobactérias
CHROMagar ?e'letlvo e diferencial para
bactérias e leveduras selecionadas
Agar inibidor de fungos
Seletivo para fungos filamentosos
filamentosos
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...Continuacao

Tipo Meios (exemplos) Finalidade
Agar extrato de levedura em Recuperacao de Legionellae
carvao tamponado (BCYE) Nocardia

Recuperacdo de Corynebacterium

Agar cistina-telurito ) .
& diphtheriae

Recuperacao de Escherichia coli

Especializados Caldo Lim 0157

Recuperacao de Escherichia coli
0157

Agar MacConkey sorbitol

Agar Regan-Lowe

Agar tiossulfato-citrato-sais

s e RS Recuperacao de espécies de Vibrio

Adaptado de MURRAY, 2017.
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CAPITULO 7

CONTROLE DO
CRESCIMENTO
MICROBIANO

O crescimento microbiano é o aumento no numero celular, logo, o controle do crescimento
é a diminuicdo ou aniquilacdo desses microrganismos, que podera ser realizado por diversas
formas ilustradas no quadro a seguir. Alguns termos importantes e de uso corrente para o

controle de crescimento microbiano serdo apresentados abaixo:

Esterilizacao: remocao de todos os microrganismos vivos.

Desinfeccao: destruicao de microrganismos patogénicos em
objetos.

Antissepsia: destruicao de microrganismos patogénicos em
tecidos vivos.

Sanitizacao: reduz microbios nos utensilios a niveis seguros
de saude publica.

Degerminacao: remocao de microrganismos de uma area
especifica do corpo.
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Quadro 3 - Métodos fisicos utilizados no controle do crescimento microbiano.

Métodos fisicos
utilizados no controle
do crescimento

Mecanismo de acao

Aplicacoes

microbiano

Fervura ou passagem

Desnaturagao de

Preparo de alimentos;

proteinas

de vapor proteinas Desinfeccao de dgua
Autoclave Desnaturacgdo de Esterilizacao de utensilios médicos
proteinas resistentes ao calor
L Desnaturacao de Remocao de microrganismos
Pasteurizacao

patogénicos do leite e sucos de frutas

Chama direta

Queimar até se
tornarem cinzas

Esterilizacao da alca
bacterioldégica

Incineracao

Queimar até se
tornarem cinzas

Esterilizacao com calor

Vidros vazios, instrumentos,

Oxidagao .
a alta temperatura ¢ agulhas e seringas
Seletivo para estafilococos;
Filtracdo Agar manitol diferencial para
Staphylococcus aureus
¢ : - Agar seletivo e diferencial para
. - Agar xilose-lisina .
Refrigeracao : Salmonella e Shigella em
desoxicolato e
culturas entéricas
Meio de Seletivo para
Ultracongelamento . . pa
Lowenstein-Jensen micobactérias
Liofilizacdo Agar Middlebrook Seletivo para micobactérias
~ Seletivo e diferencial para bactérias e
Alta pressdo CHROMagar P

leveduras selecionadas

~ Agar inibidor de fungos Seletivo para fungos
Dessecacao . .
filamentosos filamentosos
Pressdo osmética Plasmdlise Conservacao de alimentos.

Radiagao Ionizante

Destruicao do material
genético

Esterilizacao de produtos cirurgicos
sensiveis ao calor

Radiacao nao
ionizante

Danos no material
genético

Controle de ambientes fechados com
lampada UV

Fonte: Adaptado de TORTORA; FUNKE; CASE, 2017.
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Quadro 4 - Agentes quimicos utilizados no controle do crescimento microbiano.

Agentes quimicos

utilizados no controle do
crescimento microbiano

Mecanismo de agao

Exemplos de
aplicabilidade

Fenol

Ruptura da membrana plasmatica,
desnaturacao das enzimas

Desinfetante

Compostos fendlicos

Ruptura da membrana plasmatica,
desnaturacao das enzimas

Instrumentos,
superficies cutaneas
e membranas

compostos

mucosas
. . - Sabonetes para
Bisfenois Ruptura da membrana plasmaética . >ies pard
antissepsiadas maos
Biguanidas Ruptura da membrana plasmatica. Antissepsia da pele.
O iodo inibe a func¢éo das proteinas e é um forte agente
Halogénios oxidante;
8 O cloro forma o agente oxidante forte (4cido hipocloroso),
que altera os componentes celulares
. . Desnaturacao das proteinas Bactericida e
Alcoois . ~ g . .
e dissolugdo dos lipideos fungicida
Prevenir a oftalmia
Metais pesados e seus Desnaturacdo das enzimas e de outras gonocdcica
proteinas essenciais neonatal

(nitrato de prata)

Sabbes e detergentes

Remocédo mecénica de microrganismos
através de escovacgao

Antimicrobianos

de amonio

das membranas plasmaticas

Sanitizantes Incerto; pode envolver a inativacao Sanitizacdao em
acido-anibnicos ou a ruptura de enzimas industrias
Bactericidas,
.. e~ e .. - , bacteriostaticos,
Compostos quaterndrios Inibi¢do enzimatica, desnaturagdo das proteinas, ruptura HmETGase

viricidas contra
virus envelopados

Acidos organicos

Inibicao metabdlica, afetando principalmente os bolores; a
acdo nao esta relacionada a acidez

Usados para
controlar bolores
e algumas bactérias

O componente ativo € o nitrito, que é produzido pela agdo

Conservagao dos

Nitratos/nitritos de bactérias sobre o nitrato. Os nitritos inibem algumas alimentos
enzimas que contém ferro dos anaerébios
Aldeidos Desnaturacao das proteinas Antimicrobianos

Esterilizacao de

Oxido de etileno e outros Inibem funcgo6es vitais objetos que seriam
esterilizantes gasosos da célula danificados pelo
calor
. - Instrumentos
g« Inibem funcoes 2 1e
Esterilizagdo por plasma L ) médicos
vitais da célula
tubulares

Fluidos supercriticos

Inibem funcgo6es vitais
da célula

Esterilizacao de

implantes médicos

Fonte: Adaptado de TORTORA; FUNKE; CASE, 2017.
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CAPITULO 8

DIFICULDADES DO
CULTIVO DEVIRUS EM
LABORATORIO

Ocultivodevirusrequerumalto custofinanceiro, devido amanutenc¢do constante datemperatura
durante todo o processo de manipulacdo a fim de preservar suas estruturas. Com o avango
da biotecnologia (p. ex., a engenharia genética e a producdo de novas vacinas) é necessario
gerenciar os possiveis riscos a biosseguranca, visando minimizar os riscos de contaminacao por
esses microrganismos em seres humanos, animais e meio ambiente. Ainda, ha regulamentacoes

nacionais e internacionais que viabilizam e garantem o direito a biosseguranca.

E essencial conhecer as caracteristicas do microrganismo a ser manipulado, como:

1) Grau de patogenicidade;

2) Resisténcia a processos de esterilizacao;

3) Viruléncia;

4) Capacidade mutagénica;

5) Transmissao;

6) Origem do material potencialmente infeccioso;
7) Medidas profilaticas eficazes;

8) Tratamento eficaz;

9) Dose infectante;

10) Condicoes favoraveis de multiplicacao;

11) Fatores referentes ao manipulador.
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Comao é feito o cultivo de virus em ovos embrionados de galinha?

Os virus sao cultivados em embrides de ovos para a andlise do surgimento de anticorpos e/
diminuicdo da reproducdo do agente etiolégico com a influéncia da vacina ou para seu
volvimento. Os embrides tanto de galinha quanto de pato, nédo sao livres de patégenos

ificos, ou seja, sdo suscetiveis a patdgenos vidrios.

mente, 0 agente etioldgico é cultivado no saco alantoide, que é um anexo embrionario com
o de armazenamento de produtos da excrecdo do embriao e arealizacao das trocas gasosas.
tivo também pode ser realizado em galinhas adultas por via intramuscular, baseando-se
alise dos anticorpos delas e de seus ovos, sendo essa uma transmissado transversal. Os ovos

cubados em diferentes temperaturas, sendo esse um fator influenciador da quantidade

lidade do antigeno no processo de producao da vacina. A andlise de

veis cepas € feita pela coleta do liquido amniético e alantdico ou pelo sa

a producio de vacinas sao analisadas as seguintes caracteristicas:

imento das cepas vacinais e rendimento dos antigenos virais, considerando-se a

tidade e qualidade.
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MINIATLAS: IMAGENS DE BACTERIOSCOPIA™

Figura 21 - Bactérias da boca, com bastées Gram-positivo e negativo.

Figura 22
Proteus vulgaris

Figura 23
Streptococcus

pyogenes.

Figura 24
Escherichia coli
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Figura 25
Escherichia coli

Figura 26
Bacillus mycoides

Figura 27
Salmonella paratyphi

Figura 28
Shigella dysenteriae
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