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INTRODUCAO

Ary Corréa Junior

A microbiologia se preocupa em estudar fungos, bactérias, virus e
organismos assemelhados. A disciplina se interessa em compreender
a organizac¢io celular, bioquimica e fisiolégica destes organismos,
bem como a sua intera¢do com outras espécies e o ambiente. Por
abranger organismos de grupos filogeneticamente distantes, o estudo
da microbiologia se utiliza de uma grande variedade de estratégias
para a detec¢do, isolamento, identificacio e experimentac¢io. Este
fasciculo tentara introduzir o estudante as técnicas rotineiramente
utilizadas pelos microbiologistas e através de sua utiliza¢do discutir
os grandes grupos de microrganismos quanto a sua estrutura e suas
relagdes com o ambiente, outros organismos e o homem.

O primeiro capitulo discutird as técnicas de isolamento e identificacio
de fungos e bactérias. No segundo, a estrutura molecular dos virus sera
abordada. O terceiro capitulo versara sobre o papel de microrganismos
nos ciclos biogeoquimicos, e o quarto na importincia econémica de
microrganismos nos sistemas agricola-industriais e com o homem.

ARQUITETURA DO FASCICULO

Todos os capitulos deste fasciculo iniciam com um procedimento
experimental a ser realizado pelo aluno, em seu domicilio ou no nicleo
de instrucdo. Este experimento remeterd a uma série de questdes e
conceitos que deverido ser respondidos e compreendidos pelo aluno.
Informac¢des complementares necessarias para a compreensio do
experimento estdo descritas no Anexo 1 do fasciculo e estio anotados
no texto.

Apés a descricio do experimento o aluno serd convidado a ler o
texto subseqiiente onde os fundamentos teéricos da disciplina serdo
abordados. Quando necessario este texto remeterd a outras fontes
(paginas da Internet, livros-textos etc.) para um maior detalhamento
dos conceitos. Estas fontes adicionais estardo marcadas no texto.

Ao fim da leitura o aluno sera estimulado a redigir um relatdrio da
atividade (segundo o modelo do Anexo 2) e responder uma série de
questdes de reforco.

Os experimentos foram idealizados tendo em vista a sua facilidade de
execucao, baixo custo, auséncia de risco a satde e, claro, tendo em vista o
fato de serem ilustrativos dos principais conceitos em microbiologia.
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Isolamento de Microorganismos

INTRODUCAO

Os microrganismos estio presentes em quase todos os ambientes da terra.
Entretanto, raramente sio detectados por observadores nio qualificados.
A grande maioria dos microrganismos passa despercebida, pois eles
sdo unicelulares e diminutos (bactérias e leveduras), ou quando sio
multicelulares (fungos filamentosos) apenas sdo visiveis a olho nu
durante uma fase do seu ciclo de vida. Entre os microrganismos estdo
os individuos de maior massa e tamanho conhecidos. Por exemplo,
um individuo do fungo filamentoso do solo Armillaria ostoyae mediu
600 hectares de tamanho, pesou aproximadamente 400 toneladas e
teve sua idade estimada em 2.400 anos. Apesar deste tamanho ele s6 é
visualizado e caracterizado a olho nu durante a fase de frutificacio
na qual os cogumelos do fungo sdo produzidos. Uma pesquisa na
Internet com o termo humongous fungus seguramente vai te levar
a varios exemplos de fungos de tamanho avantajado. A diversidade
microbiana também é enorme. Acredita-se que existam entre 10
milhées e 1 bilhdo de espécies diferentes de bactérias formando um
conjunto de 10% células. Apenas para comparacio, acredita-se que
existam 10*° gotas d’4gua nos oceanos. Quanto aos fungos, estima-se
a existéncia de 1,5 milhoes de espécies diferentes. Novamente, toda
esta biodiversidade e volume néo é corriqueiramente observada por
nds, para tanto, sio necessarias técnicas de cultivo que permitam o
crescimento destes microrganismos para que um conjunto de células
possa ser observado. Propomos um experimento simples, que servird
de demonstrac¢io das principais técnicas de isolamento e identificacio
de microrganismos.
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MATERIAL E METODOS

Isolamento de fungos sapréfitas pectinoliticos

Selecione 10 laranjas maduras, sem manchas ou injtrias. As variedades
Péra-Rio e Valéncia se prestam bem ao experimento. Faga uma solu¢io
de hipoclorito de sédio a 0,5% (uma solug¢io comercial de hipoclorito
normalmente contém de 2 a 2,5% de hipoclorito ativo, portanto
dilua uma parte da solugdo comercial em 4 partes de d4gua. Cuidado:
hipoclorito é altamente corrosivo e reativo. Use roupa protetora, nio
manipule o produto em recintos pequenos e sem ventilagio e mergulhe as
laranjas nesta solugdo por 15 minutos. Apds este periodo, enxagiie as
laranjas em dgua esterilizada (Autoclavada — Anexo 4) e as deixe secar.
Com o auxilio de uma ldmina estéril, retire longitudinalmente uma
porcéo da casca da laranja deixando o albedo (parte branca da casca)
exposta (Figura 1). Deixe as laranjas no ambiente por 2 a 3 horas.
Apés este periodo transfira as laranjas para as camaras de incubagio
e as incube por 10 a 15 dias observando-as diariamente. As cimaras
de incubagdo podem ser feitas facilmente com caixas plasticas para
transporte de bolos e copinhos de café de PVC (Figura 2). Observe
a drea injuriada e qualquer modifica¢do na colora¢io e aspecto do
albedo. E comum o aparecimento de um bolor, esverdeado, azulado
ou marrom na area injuriada. Com o auxilio de uma agulha estéril,
transfira uma porcio deste material para uma placa de dgar
batata-dextrose-dgar (vide Anexo 3).

Isolamento de bactérias do solo

Ressuspender 1 g de solo (primeiros 5 cm de profundidade) em 9
ml de solu¢do salina estéril e agitar vigorosamente. Recolher 1 ml
desta solugdo e diluir em 9 ml de solugio salina estéril. A partir desta
solucio retirar 1 ml e diluir em 9 ml de solu¢io salina mais 2 vezes.
Retirar 1 ml desta diluicio final (10*) e transferir assepticamente
(vide Anexo 3) para uma placa de Petri contendo o meio sélido
TSA (Tryptic soy agar - Anexo 4) e espalhar com o auxilio de uma
alca de Drygalsky (Anexo 3). Incubar a temperatura ambiente por
48 h. Apés este periodo observe o aspecto das colonias crescidas no
meio. Escolha uma destas colénias e transfira assepticamente para
os tubos de agar TSA e apds 24 h de crescimento transfira amostras
da bactéria para os tubos da série bioquimica (Anexo 5). Apés 24 h
observe as modificacdes nos tubos da série e as compare com a tabela
de identificacdo de bactérias (Anexo 5). Faca o teste de Gram (Anexo 6)
para a bactéria que vocé isolou. Compare com o observado por seus
colegas.
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Isolamento de fungos do ar

Mantenha aberta por 5 ou 15 min. as placas de meio de cultura Batata
- Dextrose — Agar (BDA). Incube as placas por 7 dias 4 temperatura
ambiente e observe as colénias formadas. Ap6s este periodo escolha
uma colonia filamentosa e transfira assepticamente para um tubo de
ensaio contendo meio BDA inclinado. Transfira propagulos do fungo
de interesse para a borda de um bloco de 4gar BDA em uma preparagio de
microcultivo em ldmina (Anexo 7). Incube a temperatura ambiente
por 7 dias ou até a observacdo de esporulacio.

OBSERVACAO DOS RESULTADOS

Discuta com os seus colegas as seguintes questdes:

Observe qual o aspecto das colonias nas placas de dgar BDA e

TSA.

De uma maneira geral, como vocé descreveria a morfologia
destas colonias?

A partir da forma das colénias vocé conseguiria imaginar como
estes organismos estdo se desenvolvendo?

De onde vieram estas coldnias?

Elas sio iguais? Descreva a morfologia das colénias que vocé
observa. Quantas colénias de cada morfologia vocé tem na
placa?

As colénias de seus colegas de sala sdo iguais as suas? Se nio,
como explicar esta diferenca?

Qual a diferenca entre o0 meio BDA e TSA que explica as diferentes
colénias observadas?

Existem mais colénias diferentes nas laranjas do que nas placas?
Por qué?

Corte a laranja e observe o seu interior. Onde os fungos estéo se
desenvolvendo?

O que é um meio de cultura?

Todas as colonias que vocé considerou como iguais sio do
mesmo organismo?

Vocé acredita que a morfologia da colonia é suficiente para
caracterizar as diferentes espécies de fungos e bactérias?

Apés esta discussdo vamos a segunda parte da andlise de dados.

CARACTERIZACAO DE BACTERIAS DO SOLO

Os seus resultados para a série bioquimica sio iguais aos dos seus
colegas? E a morfologia das coldnias originais?

13
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Serdo estes testes suficientes para caracterizar diferentes espécies de
bactérias? O que é uma espécie de bactéria?

A diferenca em um tnico teste é suficiente para separar espécies?
O teste de Gram é importante para a separac¢io das bactérias?
O que o teste da catalase indica? E o de oxida¢ao?

Se por acaso a bactéria que vocé isolou nio corresponde a nenhum
perfil das tabelas de identificacio, ela é uma nova espécie?

A partir da discussdo do grupo escreva um relatério destas atividades.

CARACTERIZANDO FUNGOS E BACTERIAS

A partir dos experimentos anteriores vocé percebeu que ap6s a devida
incuba¢iodesenvolveram-senasplacasaglomerados celulares. Alguns
tinham a forma aveludada ou cotonosa (Figura 3), que a observagio
cuidadosa revelou ser o resultado de iniumeros filamentos aglomerados.
Outros possuiam uma forma brilhante e cremosa (Figura 3). Cada
um destes “aglomerados”, na verdade, é o resultado da multiplicagdo
de uma unica célula inicial e portanto possuem o mesmo arcabou¢o
genético, ou seja, sio clones. Ao grupo de células resultante de um
crescimento clonal chamamos de colénia. Obviamente, devido
ao processo continuado de divisdo celular, algumas raras células
desenvolverdo defeitos de divisdo e poderio divergir geneticamente
da célula parental. A este variante chamamos mutante. Note que as
colénias apresentam, além de diferencas no tipo de crescimento
(filamentoso ou cremoso), diferencas em cor, forma e tamanho. Estas
diferencas caracterizam o que chamamos morfotipo, ou seja, colonias
com caracteristicas morfolégicas macroscépicas, que permitem a sua
separacio. As estruturas que deram inicio ao crescimento da col6nia
denominamos propagulos, e normalmente também sio as estruturas
pelas quais os microrganismos se dispersam.

As colonias filamentosas que aparecerem em suas placas sdo o resultado
do desenvolvimento de um fungo filamentoso. As colénias cremosas
sdo bactérias ou leveduras. Vamos discutir com mais detalhe estes
dois grupos.

Fungos

Definicao

Fungos sio organismos eucariotos, uni ou pluricelulares, heterotréficos,
nio dorofilados, com parede celular contendo quitina. Multiplicam-se por
divisdo binaria, brotamento ou pela producio de filamentos. Aos fungos
que se dividem por divisdo bindria ou brotamento denominamos
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fungos leveduriformes ou leveduras, enquanto aos que formam filamentos
chamamos fungos filamentosos ou bolores.

Estruturas flngicas

Os propagulos fingicos podem ser esporos, hifas, micélio, célulaslivres
e estruturas especiais como esclerdcitos, corpos de frutificacio etc.

Esporos sdo estruturas originadas de processos mitéticos ou meidticos
e normalmente funcionam como estruturas de dispersdo do organismo.
Para tanto possuem pouca atividade metabolica, sio geralmente
desidratados e podem ser carreados pelo vento, dgua, animais e
sementes. Dependendo da maneira pela qual sio dispersos podem
possuir estruturas diversas, assim um esporo disperso pela dgua
pode possuir flagelos (zoésporos, Figura 4) ou ser hidrofébico para
boiar sobre a d4gua. Os esporos dispersos pelo ar (aneméfilos) serdo
pouco densos, com espiculas ocas, os que necessitam de animais ou
sementes para a dispersido geralmente serdo cobertos por mucilagem
que auxiliard na fixa¢do ao corpo do vetor (Figura 4).

Caso os esporos tenham ontologia mitdtica serdo obviamente
esporos assexuados. Esporos assexuados de fungos sio denominados
conidios. Caso os conidios sejam unicelulares serdo chamados de
microconidios e os multicelulares sio denominados macroconidios
(Figura 4). Os conidios sdo formados a partir de estruturas diferen-
ciadas do talo fungico denominadas conidiéforos (Figura 5). Alguns
fungos formam os seus conidios diretamente na hifa sem a formacao
de conidiéforos. Estes esporos, dependendo se sdo formados apical
ou intercalarmente, sio denominados clamidésporos. A forma dos
conidios e conidi6foros normalmente é utilizada para a separacio
entre as diferentes espécies de fungos. Fungos em que se conhece
apenas formas mitospoéricas sdo agrupados no grupo dos fungos
deuteromicetos ou mitosporicos.

Esporos sexuais, ou seja, aqueles resultantes de meiose, podem ser
divididos em quatro grupos (Figura 6):

+ Basididsporos: aqueles em que a meiose ocorre em estruturas
globulares (basidia) e os esporos sdo formados externamente.
Fungos que apresentam estes esporos sio agrupados no Filo
Basidiomicotina.

+ Ascésporos: aqueles em que a meiose e a formacio de esporos se
da no interior de uma asca. Esporos que formam ascésporos sdo
chamados de Ascomicotina.

« Zigbsporos: aqueles formados pela fusio de gametas similares,
formacdo de um esporo dipléide que ao germinar passara por
meiose. Este grupo é denominado Zigomicotina.

+  Zobsporos: esporos flagelados e méveis, tépicos dos Chitridio-
micotina.

15
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Em condi¢bes adequadas os esporos deixam o seu estado de pouca
atividade metabdlica e iniciam o seu desenvolvimento vegetativo;
a esta mudanca de estado fisioldgico chamamos germina¢io (Veja
video 1 - Pagina do curso na Internet). Como resultado da germinacéo
de um fungo filamentoso ocorre a formacio de um tubo germinativo,
o qual é uma estrutura tubular que cresce apicalmente. Este tipo de
crescimento orientado é tipico dos fungos filamentosos e é encontrado
apenas nestes fungos e em células de pélen durante o processo de
fecundagio vegetal. Quando o tubo germinativo forma um septo
(Figura 7) ou se alonga por mais do que o dobro do didmetro do
esporo forma-se uma estrutura denominada hifa.

Hifas sdo também estruturas tubulares, mas diferentemente do tubo
germinativo ja ndo estdo ligadas fisiologicamente ao esporo, apesar
de formarem uma estrutura inica. Fungos mitospéricos, ascomicetos,
basidiomicetos apresentam septos em suas hifas. Septos sdo divisdes
na hifa que separam células fingicas distintas. Os septos podem possuir
morfologias distintas, sendo perfurados (poros) e apresentando
estruturas anexas. Alguns ascomicetos possuem estruturas globulares ao
lado dos poros (Figura 7) denominados corpos de Woronin. Alguns
basidiomicetos, por outro lado, possuem ao redor do poro uma
estrutura perfurada que envolve o poro septal (Figura 7) formando
um complexo de poro ou doliporo. Hifas normalmente se ramificam,
apical ou lateralmente. Como resultado destas ramifica¢des as diferentes
hifas se enovelam e formam uma malha de hifas. Este emaranhado
de hifas é denominado micélio.

No micélio serdo diferenciadas as estruturas reprodutivas sexuadas
e assexuadas. Normalmente fungos alternam ciclos de reprodugio
sexuada e assexuada. Esta alternancia estd na dependéncia de fatores
fisiolégicos e ambientais. Por exemplo, observe a Figura 8. Nela
esta representada o ciclo de vida do fungo Rhizopus nigricans. Vocé
encontra com facilidade fungos deste género em podriddes de frutos e
pado. Vamos iniciar o ciclo no item A da figura. Vocé vé representada
a fase assexual do ciclo onde esporangidsporos hapléides do fungo
(esporangidsporos é o nome especifico de microconidios de zigomicetos)
sdo liberados de esporangios (novamente esporangio sio os conidiéforos
dos zigomicetos) e cairdo no substrato, germinario e formaram hifas
asseptadas. Estas hifas formardo mais esporingios repletos de
esporangiésporos que formaram mais micélio e assim sucessivamente
por vérias gera¢des. Como um esporangiésporo resultard em milhées
de esporangidsporos, ocorrerd o aumento de inéculo (propagulo
responsavel pelo crescimento inicial do fungo) exponencialmente,
resultando na rdpida colonizagio do substrato pelo fungo. Esta é a
fase epidémica ou logaritmica da infec¢do. Quando a disponibilidade
do substrato diminui ou ocorrem varia¢des ambientais, o fungo passa
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agora ao ciclo sexual, no qual talos fingicos distintos paream ramos
laterais das hifas (Figura 8) e no ponto de contato entre as hifas
ocorre a formagdo de um gametingio pigmentado. A partir deste
gametangio se desenvolve o zigoto, onde niicleos de ambos os talos
se fundem formando uma célula polinucleada e dipléide. As paredes
do zigdsporo (o zigoto maduro) sdo espessas e garantem resisténcia
ao fungo as mudancas ambientais. Neste estagio ele pode se manter
viavel (em condi¢des de se reproduzir) até que novamente o hospedeiro
ou as condi¢des ambientais sejam encontradas. Quando isto acontece
o zigésporo germina (Figura 8), produzindo novos esporangios por
meiose, que liberard eporangidsporos hapléides que recomegaram o
ciclo.

Outros fungos formam outras estruturas de resisténcia como os
Esclerécitos. Como as condi¢des ambientais mudam periodicamente
e cada espécie fungica depende de condi¢bes especificas para o desen-
volvimento, muitos fungos desenvolveram estratégias para resistir a
estas mudancas. Uma estrutura com esta finalidade é o esclerdcito. Ele
é formado a partir de hifas do fungo enoveladas e algumas vezes com
a adigdo de material do meio, como restos vegetais e solo. Dentro
destas estruturas, o micélio fungico pode se manter viavel por meses
ouanos. Em alguns fungos as préprias estruturas sexuais sio também
estruturas de resisténcia. Assim, cleistotécios (estruturas fechadas
que contém ascas) de alguns ascomicetos podem também resistir
por grandes periodos secos ou de temperaturas ndo adequadas para
o crescimento (Figura 9).

As estruturas nas quais acontece a reproducdo sexual e conseqiiente
dispersdo dos esporos sio denominadas corpo de frutificagdo. As
formas mais comumente encontradas e com certeza ja vistas por
vocé sdo os ascocarpos e basidiocarpos (Figura 10). Os basidiocarpos
sdo popularmente conhecidos como cogumelo ou orelha de pau.

Fisiologia fiingica

Fungos podem ser encontrados nos ambientes aqudticos marinhos,
fluviais e lacustres, no solo, associado a plantas e animais, em substratos
artificiais como paredes e encanamentos etc. A sua distribuicio
é cosmopolita e ndo limitada a nenhuma restricio geografica. A
sua presenca no entanto é limitada pela disponibilidade de dgua e
matéria organica. Por se tratar de organismo heterotréfico necessita
obrigatoriamente de uma fonte orginica de energia e, como realiza
a digestdo da matéria orginica extracelularmente, necessita de agua
na forma livre para que as enzimas digestivas exocitadas possam atuar,
liberando compostos assimilaveis aos fungos. Como a parede fingica
é extremamente higroscépica, a umidade do ar tende a condensar
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em volta dos propdgulos fungicos e criar um microambiente com
disponibilidade de agua livre. E por isso que observamos com freqiiéncia
o aparecimento de fungos em paredes de casas e cavernas tmidas.
Estes organismos sdo extremamente versiteis quanto a fontes de
carbono que podem utilizar, por isso encontramos fungos crescendo
em paredes, degradando residuos orgénicos e a prépria tinta. Alguns
fungos podem inclusive crescer em solventes e combustiveis. Devido
anecessidade de 4gua livre para a germinacio e crescimento, fungos ndo
se desenvolvem a temperaturas abaixo do ponto de congelamento,
mas algumas espécies podem crescer em temperatura préximas a 0°C.
Outros fungos, como por exemplo a levedura Saccharomyces cereviseae
(o fungo utilizado na panificacio e produgio de bebidas alcodlicas),
conseguem se desenvolver nas dornas de fermenta¢do que durante
a produgdo podem atingir temperaturas de até 45 °C. Obviamente,
estruturas de resisténcia podem se manter vidveis em temperaturas
ainda mais altas. Quanto ao pH de crescimento, fungos preferen-
cialmente se desenvolvem em pH 4cido, mas espécies basofilicas sdo
também encontradas.

A célula fingica

Os fungos sdo organismos eucaridticos e com parede celular. A parece
celular é composta por um polimero de N-acetil-glicosamina, a quitina.
Quitina é um composto também encontrado em artrépodos, mas
neste caso como componente do exoesqueleto e nio da célula. A quitina
em fungos pode ser encontrada em duas formas, a fase amorfa e a
cristalina. Em sua forma amorfa, presente geralmente nas regides de
crescimento da hifa, a quitina tem constitui¢io pléstica, sendo muito
maledvel. A forma cristalina encontrada na parede celular madura
é extremamente rigida. O crescimento da hifa se d4 pela deposicio
constante de quitina amorfa na ponta da hifa em crescimento. A
polimerizacio cruzada entre as microfibrilas de quitina vai com o
passar do tempo conferindo a quitina a sua forma cristalina e rigida.
Como a deposi¢io se da preferencialmente no apice da célula a hifa
tende a crescer ordenadamente a partir de seu apice, resultando em
uma célula tubular. Leveduras cilindricas por outro lado depositam
os componentes de parede por toda a sua extensio, resultando numa
célula arredondada. Leveduras alongadas apresentam uma distribui¢io
intermediaria. Leia o texto de Bartinick-Garcia (1999, artigo na
pagina do curso), que explica a morfogénese da célula fungica. Além de
quitina outros polissacarideos também se encontram associados na
parede do fungo, notadamente alfa e beta glucanas e mananas.

A parede fngica é recoberta por um material mucilaginoso, a matrix
extracelular, que auxilia na adesdo do fungo ao substrato, retém na
vizinhanca da célula o material exocitado evitando a difusio excessiva
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de solutos e mantém um microambiente adequado ao crescimento
dos organismos.

A membrana fungica de maneira similar as membranas eucaridticas
é formada por uma bicamada fosfolipidica, entretanto o ergosterol é o
esterol de membrana predominante. Isso possui importincia prética, pois
células animais ndo contém ergosterol, e portanto medicamentos que
inibam a sintese de ergosterol podem ser utilizados, prejudicando os
fungos patogénicos mas nio os seus hospedeiros.

Fungos possuem um citoesqueleto composto por microfilamentos e
microtibulos. Normalmente o trafico de vesiculas e organelas ripidas é
feito pelo arcabouco de microfilamentos de actina, enquanto organelas
maiores se movimentam sobre os microtibulos de tubulina.

Células fungicas podem ser mono, di ou multinucleadas. Normalmente
em sua fase vegetativa os fungos possuem nucleos hapldides. O
numero de cromossomos é espécie especifica. Os cromossomos sio
lineares e o material genético esta complexado a proteinas formando
nucleossomos. Nio se observam centriolos em fungos, mas freqiien-
temente apresentam inclusées nucleares de actina (Figura 11). A
carioteca apresenta poros e estd intimamente associada ao reticulo
endoplasmadtico, e este pode ou ndo apresentar ribossomos associados.
O complexo de Golgi é normalmente tnico e é o sitio de glicosilagdo
de proteinas. Os ribossomos possuem, como os eucariotos, uma
velocidade de sedimentac¢io de 80S com excecido dos ribossomos
mitocondriais, que possuem ribossomos 70S. As mitocondrias sido
intmeras e distribuidas préximas a por¢do apical da hifa em fungos
filamentosos.

Fungos apresentam vactolos em sua por¢io distal. Glicogénio e
granulos de lipidios sdo freqientemente observados. Células fungicas
podem ou nio conter septos, os quais sdo paredes transversais que
separam células contiguas. Esses septos podem ser simples, fenestrados
ou complexos. Os septos complexos podem ser de dois tipos: os que
possuem inclusées densas préximas ao orificio do poro (corpos de
Woronin), ou aqueles em que existe uma estrutura, normalmente
porosa, que recobre o poro, estes sio chamados comumente de
doliporos (Figura 7). Outra estrutura particular aos fungos é o
Spitzenkorper, um aglomerado de vesiculas que normalmente
aparece negra em microscopia de contraste de fase e que possui
grande importancia na morfogénese da parede fungica (Figura 11).

Normalmente as vesiculas do Spitzenkorper migram até a membrana
plasmatica, com a qual se fundem e exteriorizam os seus contetdos
que podem ser os precursores da elongacio da parede ou enzimas
digestivas. Como a célula fungica apresenta elevada pressio de
turgor, a deposicdo constante de material de parede amorfo em sua
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ponta gera uma constante elongacio da célula e no caso de um fungo
filamentoso resultard em uma célula cilindrica; se, por outro lado, a
deposicido de novo material de parede se der distribuido por toda a
superficie interna da parede, o resultado serd uma célula de forma
circular.

Bactérias

Definicao

Bactérias sdo organismos procaridticos, geralmente unicelulares,
sem organelas envelopadas, com parede rigida, complexada ou no a
membranas externas.

As bactérias constituem um grupo de organismos extremamente
diverso. A sua caracterizacio e separacio se d4 tanto por caracte-
risticas morfolégicas como bioquimicas e fisiolégicas. Morfologi-
camente, além da forma das células (coccus, bastonetes, espirilos,
vibrides etc.), a rea¢do a colorag¢do pelo teste de Gram (Anexo 6)
também é utilizada para a separacdo de diferentes espécies bacte-
rianas. Entretanto a variabilidade morfolégica de bactérias é muito
inferior a variabilidade de espécies destes organismos, portanto
caracteristicas bioquimicas, fisiolégicas e moleculares sio utilizadas
corriqueiramente para a separa¢io de espécies. Atualmente, por
estas caracteristicas, as bactérias estio divididas em 4 grupos: os
Gracilicutes (bactérias que reagem negativamente A coloragio de
Gram); os Firmicutes (Bactérias Gram positivas); os Tenericutes
(procariotos sem parede rigida); e os Mendosicutes (procariotos
com parede sem peptidioglicanos — archeobacteria). Comumente os
procariotos sio divididos em dois grupos, as eubactérias e as arche-
obacterias. Apesar de nem todos possuirem um nucleo envelopado,
as archeobacterias compartilham uma série de caracteristicas que as
fazem mais préximas dos eucariotos do que dos procariotos (Tabela 1).
Discuta com os seus colegas a afirmacdo de que archeobacterias sio mais
proximas aos esucariotos do que aos procariotos — Para substanciar a
discussio, leia 0 material presente na pagina do curso na Internet.
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Tabela 1

Principais similaridades e diferengas entre Eubactérias, Archeobactérias e Eucariotos.

Similaridades entre Arqueobacterias, Eubacterias e Eucariotos

Eubacteria Arqueobacterias Eucariotes
Nucleo Nio Nio Sim, envelopado
Nucleossomes/histonas Nio Sim Sim
Operons/mRNA Policistronico Sim Sim Nao
Introns Nao Nao Sim
Proteina ligada ao TATA Box Nio Sim Sim
Organelas Nio Nio Sim.
Cromossomos Um Circular Um Circular Mais de um
RNA polimerase Uma (simples) Varias (complexas) Varias (complexas)
Aminoacido iniciador de
sintese de Proteinas N-formil metionina Metionina Metionina
Sensivel 4 toxina difitérica Insensivel Sensivel Sensivel
Peptidioglicano Sim Nio Nio

Estruturas bacterianas

Bactérias normalmente crescem por divisdo bindria, assim uma célula
mdie dara origem a uma célula filha; como a célula mée continua viavel
e pode se dividir novamente, a célula maie e filha formardo novas
células bacterianas caracterizando um crescimento exponencial. A
velocidade de crescimento em condi¢cbes adequadas pode ser muito
rapida, chegando em alguns casos a uma divisio a cada 20 minutos.
Dependendo do tempo em que a célula inicia o processo de divisdo
e 0 tempo necessario para a separa¢io das células maie e filha, véarias
formas bacterianas podem se formar. Assim, se as células tendem a
se dividir num plano tnico, as células geradas ficaram dispostas em
cadeias lineares, o que normalmente é chamado de forma Estrepto.
Se a célula for arredondada, ou em forma de coccus, se formara a
forma Streptococcus; se a célula for alongada (bacillus), teremos o
Estreptobacilo. Se a divisdo se der em planos diversos, em vez de um
cordao de células teremos uma forma similar a um “cacho de uvas”, o
que conhecemos como a forma Estafilo, resultando na forma Estafi-
lococcus no caso de uma célula circular. Divisdo em planos alternados
gerario arranjos em cubos, como as Sarcinas, etc. (Figura 12).

Fisiologia bacteriana

Bactérias podem ser encontradas em todos os ambientes e apresentam
grande diversidade de formas de crescimento. Elas podem ser divididas
didaticamente quanto as necessidades trdficas e resisténcia ao oxigénio.
Assim encontraremos as bactérias heterotréficas e autotroéficas, as
anaerdbicas, as aerdbicas e as anaerdbicas facultativas.
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Bactérias heterotroéficas sdo aquelas que necessitam de fontes exdgenas
de carbono complexo para se desenvolver. Devido a esta necessidade,
muitas dessas bactérias sdo saproéfitas ou parasitas.

Bactérias autotréficas sdo aquelas que a partir de luz, CO, ou outras
fontes inorganicas sdo capazes de gerar energia para o seu proprio
desenvolvimento. As que obtém energia diretamente da luz sio
denominadas fotoautotréficas ou fotoheterotréficas dependendo se
utilizam como fonte de carbono fontes inorganicas (CO,) ou organicas.
Aquelas que retiram energia de compostos orginicos e carbono de
fontes inorganicas sdo denomindas litoauxotréficas, enquanto as
que se utilizam de fontes de energia e carbono organicos sdo denominadas
quimioheterotroéficas (Tabela 2).

Tabela 2

Principais tipos nutricionais em bactéria

Tipo Nutricional

Fonte de Energia Fonte de Carbono Exemplos

Cyanobacteria, algumas Bacteria

Fotoautotréficos Luz CO,
Verde-azuladas
Fotoheterotréficos Luz Compostos Organicos | Algumas Bacteria Verde-azuladas
) . Compostos Inorganicos Algumas Eubacterias e muitas
Litoautotroficos o, .
H, NH,, NO,, H,S Arqueobactérias
o . . . Muitas Eubacterias, algumas
Quimioteterotrdficos Compostos orgénicos Compostos Organicos

Arqueobactérias
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Bactérias aerdbicas sdo aquelas que se desenvolvem em ambientes
necessariamente na presenca de O, em niveis compativeis com a
concentragio de 21% (concentragido normal do oxigénio na atmosfera).
Geralmente bactérias deste grupo sdo oxidase positiva, ou seja,
respondem ao teste da oxidase (Anexo 5).

Bactérias anaerébicas por outro lado ndo se desenvolvem na presenca
de O,. O oxigénio é um gas altamente reativo, oxidando componentes
celulares. Bactérias anaerdbicas nido possuem maneiras de evitar os
efeitos deletérios do oxigénio. Por exemplo, as bactérias anaerdbicas
nio possuem a enzima catalase que degrada o perdxido de hidrogénio.
(Veja o teste da catalase no Anexo 5.)

Bactérias microaerdfilas. Este grupo suporta a presenca de oxigénio
e cresce em sua presenca apenas em concentragdes abaixo de 21%.

Bactérias anaerdbicas facultativas podem crescer tanto na presenca
como na auséncia de oxigénio. Normalmente crescem melhor em
condi¢oes aerdbicas.

Um teste usual para evidenciar a presenca de bactérias aerdbicas,
anaerdbicas ou facultativas é a inoculacio na profundidade e super-
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ficie de um meio sélido inclinado TSI. Um outro método bastante
utilizado para a diferenciac¢io de aerébios e anaerébios é o teste do
Tioglicolato (veja o teste do glicolato e analise as suas deficiéncias
— Anexo 5).

Bactérias podem ser encontradas desenvolvendo-se em diferentes
temperaturas. Assim, bactérias que se desenvolvem de 0 a 15 °C sdo
denominadas psicrotréfilas, aquelas que podem crescer entre 15 e
40 °C sido denominadas mesofilas e aquelas que crescem em tempe-
raturas entre 40 e 70 °C sido chamadas de terméfilas. Obviamente
existem bactérias que se desenvolvem nestas faixas de temperatura
mas possuem um 6timo de crescimento em outras faixas. Assim,
bactérias que conseguem crescer em temperatura de geladeira, mas
possuem um 6timo de crescimento a 37 °C sdo denominadas psicrotréficas.
Como visto, a comunidade de bactérias é extremamente versatil e
habil em se desenvolver numa grande gama de condi¢ées bioquimicas
e fisiol6gicas. Devido a esta caracteristica encontraremos bactérias
crescendo em fontes termais a uma temperatura superior a 80 °C, ou
nos circulos polares, em ambientes hipersalinos ou com compostos
normalmente téxicos etc.

A célula bacteriana

Como todo procarioto, nio existem em células bacterianas nenhuma
organela circunscrita por membrana. O material nuclear esta disperso
no citoplasma, mas mantém-se conectado & membrana plasmatica
da célula pelo mesossomo. O mesossomo é uma estrutura protéica
complexa formada por dobras do plasmalema e é onde enzimas
de replicagdo de material nucléico se localizam. Os cromossomos
sdo circulares e ndo complexados a proteinas em eubactérias. Ja
as archeobacterias possuem histonas complexadas ao DNA. Tanto
eubactérias quanto archeobacterias possuem um tnico cromossomo
com uma Unica origem de replica¢do. Bactérias possuem ribossomos
abundantes, tanto isolados como formando poliribossomos. A sua
velocidade de sedimentagio em gradiente de Césio é de 70S, diferen-
temente dos eucariotos cujos ribossomos sdo 80S. Citoesqueleto nio é
observado, apesar de existirem indicios moleculares da presenca de
proteinas similares a actina. A membrana plasmdtica geralmente
ndo possui ester6is. Como nio existem organelas membranosas
em células bacterianas, quando presentes, o material de reserva,
principalmente lipideos, estd depositado em inclusées citoplasma-
ticas. Possivelmente a estrutura mais extraordinaria de bactérias é a
parede celular. A sua composi¢do é muito diversa e é uma caracteris-
tica importante para a separacdo dos diversos grupos de bactérias.
A parede é a estrutura responsavel pela morfologia celular e muitas
funcoes fisiolégicas sio realizadas em sua superficie. O componente
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principal da parede celular na maioria das bactérias é o peptidioglicano,
também conhecido como mureina, que através de diversas liga¢oes
cruzadas produz um polimero extenso que confere rigidez a célula
bacteriana (Figura 13). O peptideoglicano é composto por dois agicares
aminados ligados covalentemente, o dcido N-acetil-glicosamina e o
N-acetil-muramico. A partir da molécula de N-acetil-glicosamina liga-se
a por¢do peptidica do peptidioglicano, normalmente composta por
uma cadeia de 4 ou 5 aminodacidos. Os monémeros de peptidioglicano sdo
sintetizados no citoplasma e carreados através da membrana celular
por uma molécula de membrana chamada bactoprenol (Figura 13).
A inser¢io destes mondémeros na parede produzem a elonga¢io da
estrutura resultando nos processos de divisio binaria (veja o texto
no site do curso explicando o processo de inclusio dos monémeros
de peptideoglicano na parede). A parede das archeobacterias entretanto
ndo apresenta peptideoglicano, mas sim lipoproteinas e carboidratos.
Entre as eubactérias a espessura da camada de peptideoglicana é
variada. Algumas bactérias possuem apenas uma ou poucas camadas
de peptideoglicanas, enquanto outras possuem varias camadas de
peptideoglicano resultando em paredes espessas.

As caracteristicas das paredes bacterianas foram inicialmente estu-
dadas por Hans Christian Gram em 1882 (resultados publicados em
1884). Gram descreveuum método de coloracio de célulasbacterianas
(Anexo 6) que permitiam a visualizacio e separacdo das bactérias em
dois grupos, que hoje sdo chamadas de Gram positivas e negativas.
O teste é feito pela adi¢do as células bacterianas do corante de Gram
(cristal violeta, também conhecido como violeta de Genciana; em
alguns protocolos o cristal violeta pode ser substituido pelo azul de
metileno). A capacidade da célula em reter o corante é a base do teste
de Gram. Basicamente algumas células perdem facilmente o corante
quando expostas a uma solu¢io de solvente orginico (geralmente
éter-acetona). Como a liberagdo do corante se d4 na presenca de um
solvente, mas a célula mantém a sua integridade, Gram sugeriu que
a parede bacteriana do grupo Gram' era rigida e recoberta por uma
camada lipidica. O teste funciona da seguinte maneira. As células
bacterianas sio coradas igualmente pelo cristal violeta, adquirindo
uma colora¢io azulada. A estas células é adicionado o mordente lugol
(substéncia que ajuda a manter a cor da célula). Lugol é uma solugdo
de iodo, que reage com o cristal violeta formando um complexo
cristal violeta-iodo. Este complexo é menos permeével que o cristal
violeta sozinho. Apds este tratamento as células bacterianas sdo
lavadas a éter-acetona. Em células Gram' o corante é removido, pois
a membrana externa da bactéria é dissolvida pelo solvente organico
e a pequena espessura da camada de peptideoglicano nio oferece barreira
eficaz a saida do corante. Ji em células Gram*a camada espessa de
peptidioglicano é desidratada pelo solvente e tem a sua permeabili-
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dade ainda mais diminuida; como resultado o corante nio é liberado na
mesma velocidade do que o observado em células Gram'. As células
Gram™ agora estdo incolores e necessitam ser contra-coradas com
uma solugio de safranina ou fuccina para serem visualizadas. Apesar
do exposto, a coloracio de Gram é sensivel a varios fatores. Por
exemplo, apesar da velocidade de liberagio do cristal violeta ser dife-
rente entre células Gram* e Gram’, ambos perdem corante durante a
lavagem com a solugio de éter-acetona. Assim, se o tempo de tratamento
com o solvente organico for exagerado, ambas as células se descorario,
resultando em coloragdo Gram™ independente da natureza da célula,
ou seja, um falso negativo.

A arquitetura da parede de uma célula Gram* é constituida basicamente
por varias camadas de peptideoglicano ligadas de maneira cruzada
resultando em uma parede espessa. Uma parede de uma célula Gram,
por outro lado, possui apenas uma ou poucas camadas de peptide-
oglicano que é recoberto por uma bicamada lipidica formando uma
membrana externa. Externamente a membrana externa a célula
pode apresentar uma deposicdo de material lipopolissacarideo
(LPS). Este material confere a célula um envoltério mucilaginoso e
que em alguns patdgenos serve como mecanismo de viruléncia. O
espaco contido entre a membrana interna e a externa e contendo a
camada de peptideoglicano é denominado espaco periplasmatico. A
parede bacteriana pode possuir aderegos como cilios e flagelos que
sdo importantes para adesdo e locomocdo. Flagelos de bactérias,
diferentemente de flagelos eucariotos, ndo possuem movimento
ondulatério, mas circular, e sio compostos pela proteina flagelina.
Estruturalmente o flagelo (Figura 13) é constituido pela cauda ou
filamento, gancho e complexo de parede, ancorado na camada de
peptideoglicano e membrana. O flagelo de eubactérias apresenta
um movimento circular a partir de um mecanismo de produgdo de
energia proténico enquanto archeobacterias geram energia para o seu
deslocamento a partir da energia gerada pela quebra de moléculas de
ATP.
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AUTO-AVALIACAO

Por favor responda as seguintes questdes:

Questao 1:

Como diferenciar uma célula fungica de uma bacteriana?

Questao 2:

Para o controle de infec¢des, geralmente estruturas do patégeno, nio presentes no hospedeiro,
sdo utilizadas como alvo para a a¢do do farmaco. Quais alvos vocé utilizaria em células
bacterianas?

Questao 3:

Quais as principais diferencas entre células Gram positivas e negativas?
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FIGURA 1: Laranja injuriada para inoculagio natural com patégenos do ar. Repare que o albedo

(parte branca da laranja) esta exposta. Seta

FIGURA 2: Aparato para incubacdo de laranjas inoculadas com patégenos do ar. Note o suporte
(copo de café descartavel) na base de um recipiente pléstico (caixa descartavel de plastico). O reci-

piente deve conter dgua em sua base

FIGURA 3 (da esquerda para direita): Colonia filamentosa (A) e lisa (B) com levedura e colénias bacterianas (C)
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FIGURA 4 (da esquerda para direita): Tipos de esporo fungico. a) zoésporo — Note os flagelos alongados; b) Macroconidios multicelulados e

alongados e microconideos unicelulares; ¢) esporos aneméfilos — note as espiculas em sua superficie

FIGURA 6 (da esquerda para direita): Basididsporos (a); Ascésporos (b) e Esporangio (c)

L, )

TG

FIGURA 7 (da esquerda para direita): Hifas septadas do fungo de solo Rhizoctonia solani (a); (b) Doliporo de um basidiomiceto. Note a

cobertura perfurada em volta do poro. (c) Poro (seta) com corpo de Woronin, tipico de ascomicetos
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FIGURA 8: Ciclo de vida do bolor negro do pao (Rhizopus nigri)

FIGURA 9 (da esquerda para direita): Esclerécito formado por enovelamento de hifas (a) e (b). Cleistotécio com ascas
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FIGURA 10 (da esquerda para direita): Basidiocarpos fungicos (a) cogumelos, (b) orelhas de pau, (c) estrelas da terra

FIGURA 11: Desenho esquemitico de uma célula fungica. MV = Microvesiculas, Mit = mitocondria,
SpK = Spiezenkorper, CG = complexo de Golgi, ER = Reticulo endoplasmatico

FIGURA 12 (da esquerda para direita): Tipos celulares bacterianos a) Estafilococos, b) Estreptococus, ¢) Sarcina
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FIGURA 13: Desenho esquematico de uma célula Gram Positiva e Negativa
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Virus

INTRODUCAO

Virus sdo particulas de material nucléico, complexados ou nio a proteinas,
que necessitam obrigatoriamente de uma célula hospedeira para a
sua multiplicagdo. A morfologia e tamanho dos virus é variada. O
seu tamanho varia entre 20 e 14.000 nm e formas arredondadas,
alongadas e mistas sdo observadas.

A palavra virus é originaria do latim e significa veneno. O primeiro
virus purificado e caracterizado foi o virus do mosaico do tabaco em
1935 por Wendell M. Stanley, no departamento de fitopatologia
da Universidade de Princeton, nos Estados Unidos. Os achados de
Stanley causaram um grande impacto na ciéncia, auxiliando na
compreensido do papel do material nuclear na transferéncia de
caracteristicas hereditdrias, sendo os trabalhos agraciados com o
prémio Nobel de quimica em 1946.

Por se tratar de um parasita intracelular obrigatério, os virus estido
geralmente associados a doencas, mas infec¢des virais assintomaticas
sdo freqientes. Todos os tipos celulares sio passiveis de infec¢do por
um virus, sendo observadas infec¢des em algas, fungos, bactérias,
plantas, protozodrios e células animais. Virus podem apresentar
diferentes graus de especificidade, alguns sendo especializados em
infectar um tunico tipo celular, até outros que podem infectar
diferentes organismos. Discutiremos a seguir, a partir do modelo de
infeccdo de um virus em uma célula bacteriana, as diferentes parti-
cularidades dos virus.

BACTERIOFAGOS

Bacteriéfagos sdo particulas virais que infectam e se multiplicam no
interior de células bacterianas. Para tanto é necessario que: as par-
ticulas do bacteriéfago se liguem na parede da bactéria hospedeira;
introduzam seu material nuclear no interior do microrganismo;
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novas cOpias do material nuclear e capa protéica sejam produzidas;
estas subunidades virais sejam arranjadas de modo a formarem
novas particulas virais maduras, que serdo liberadas ao ambiente e,
novamente, infectam outros hospedeiros.

Material e Métodos

Transfira 100 pl de uma solugdo de bacteriéfagos previamente diluido
para uma concentracio de 102 (100 pl em 10 ml de caldo de cultura)
para 0,9 ml de caldo simples. A partir desta solugio transfira nova-
mente 100 pl para um novo tubo contendo 0,9 ml de caldo simples.
Como resultado vocé tera agora uma solu¢io estoque a 10?, 0,9 ml
de uma solucido de bacteri6fago diluido a 102 e 1 ml de uma solugio
de bacteri6fago diluido a 10*. A partir desta solu¢io a 10 repita a
operagio até obter diluicées de 10, 10° e 107. Despreze 0,1 ml da
solucio a 107 para que todos os tubos contenham agora 0,9 ml. Transfira
para todos os tubos 0,1 ml de uma solu¢io de Escherichia coli e incube
esta preparac¢io por 10 min. na bancada. Apés a incubagio transfira
0,1 ml das solucées diluidas para placas de Petri contendo o meio de
lisado (caldo simples, 1% glicose e 1% indicador de Andrade) sélido e
espalhe o liquido por toda a superficie da placa. Incube a 37 °C por 24
h e observe a formacio de taches (dreas circulares sem o crescimento
bacteriano). Incube também nas mesmas condi¢ées os tubos com as
dilui¢ces de bacteriéfagos.

Observacao dos resultados

Todos os tubos apresentam o mesmo aspecto? Por que nio?
Todas as placas apresentam o mesmo nimero de taches?

Vocé é capaz de calcular quantos bacteriéfagos existiam na
solucéo inicial?

O que é titulo?

Nas menores dilui¢des vocé observou o crescimento de pequenas
colonias? O que sdo estas colonias?

MORFOLOGIA E ESTRUTURA VIRAL

Os virus apresentam uma capa protéica e material genético (Figura
15). A capa protéica é formada a partir de subunidades chamadas
caps6meros que se unem formando o capsideo. O conjunto capsidio-
material nuclear é chamado nucleo-capsideo ou virion. Alguns virus
apresentam sobre o seu nucleo-capsideo uma membrana externa,
geralmente com proteinas intercalares, denominado envelope. O
material nuclear, também chamado de virdide, pode ser constituido
de DNA, RNA, DNA de fita simples (em senso ou antisenso) ou RNA
de fita dupla.
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Quanto a forma os nucleo-capsideos podem ser alongados, icosaédricos
ou possuir morfologia complexa.

Os virus alongados, também chamados de helicoidais, sdo formados
a partir de capsémeros que se ligam em seqiiéncia formando uma
forma de hélice (Figura 14). Ja os icosaédricos possuem a forma de
um poliedro de 20 faces triangulares (Figura 14). Os virus complexos
apresentam uma forma que contempla as duas formas anteriores
(Figura 14). Alguns virus apresentam espiculas em sua superficie que
funcionam como receptores e auxiliam na fixa¢io e infeccio dos virus na
célula hospedeira. Uma caracteristica importante dos capsémeros é
que nas condi¢des ideais, na presenca do material nuclear adequado
ocorre a auto-montagem do nucleo-capsideo, sem a necessidade de
gasto energético.

A classificagio dos virus pode ser feita pelo tipo de material nuclear
que ele possui; assim, virus do grupo I possuem DNA de fita dupla,
os do grupo II, DNA de fita simples, grupo III, RNA de fita dupla,
grupo IV, RNA de fita simples em senso, grupo V, RNA de fita simples
em anti-senso, grupo VI, RNA com transcricdo reversa, grupo VII,
DNA com transcri¢io reversa e o grupo final com agentes subvirais
como virus satélites, virdides etc. Virus satélites sdo virus que nio
conseguem se replicar sem a presenca de um outro virus auxiliar.

CICLO DEVIDA VIRAL

Dependendo do tipo de material genético o virus apresenta o seu
modo de replicagio diferente, mas, grosso modo, todos apresentam
um ciclo de vida similar que come¢a com a adsor¢ao da particula viral
célula do hospedeiro, a penetragio na célula hospedeira, o desnudamento,
replicacdo e liberagdo.

Adsorcao

A adsorgéo é o processo de ligagdo de estruturas especificas do virus
a receptores na célula hospedeira. Normalmente em virus envelopados
estas estruturas de reconhecimento estio presentes na membrana
externa virica (Figura 15). Em virus nus (nio envelopados) as espiculas
presentes no capsideo fazem esta funcdo. Alguns virus que sio
introduzidos diretamente na célula hospedeira por vetores ndo
possuem estruturas de adsor¢do. Isto é comum entre virus que
infectam fungos e plantas. Nestes organismos a parede celular funciona
como uma barreira que impede o acesso do virus & membrana
plasmatica. Normalmente a infec¢do viral nestes organismos se da
através de injarias na célula ou pela a¢do de insetos sugadores. Virus
que infectam bactérias possuem fibras na cauda (Figura 14) que possuem
proteinas especificas para fixa¢do na parede bacteriana.
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Penetracao

Apés a adsor¢io o virus pode entrar na célula hospedeira por endocitose
mediada por receptores. Apés a ligagdo do virus ao plasmalema do
hospedeiro, ocorre a formagio de uma envaginagio da membrana
e formacdo de um endossomo, que englobando a particula viral
carreard o virus para dentro do citoplasma (Figura 15). Uma outra
maneira de penetragio é a fusio de membranas entre o envelope
viral e o plasmalema, resultando na incorporacido do envelope no
plasmalema e libera¢io do ntucleo-capsideo no citoplasma. Ainda
uma terceira via de penetracio é a observada em bacteriéfagos, que
ap0s a adsor¢io encurtam a sua cauda e introduzem apenas o seu
material genético no interior do citoplasma.

Desnudamento

No caso de virus que introduzem o ntcleo-capsideo no citoplasma da
célula hospedeira, para que o material genético viral possa se replicar,
é necessario que o capsideo seja degradado, liberando o virion. Isto
pode ser feito no interior do complexo endossomo-lisosssomo nos
virus que penetram por endocitose, ou no citoplasma por proteases
de origem viral ou do hospedeiro.

Replicacao

O processo de replicagido pode ocorrer no citoplasma ou nucleo do
hospedeiro, dependendo do virus em questdo. Dependendo do tipo
de material genético do virus, o processo de replicagio sera diferente,
a saber.

Virus do grupo | - DNA fita dupla

Dois tipos basicos de replicagdo podem ocorrer neste grupo de virus:
replicacdo citoplasmatica, na qual o virus possui todos os genes para
a sua propria replicacido e transcricio que ocorre no citoplasma, e a
nuclear, na qual a replicagdo ocorre em vérias etapas com a formacéo
de proteinas precoces e tardias.

Virus do grupo Il - DNA de fita simples em senso

A replica¢io é nuclear e envolve a formac¢io de uma fita complementar
em anti-senso para a replica¢io e transcri¢io. Sio necessarios mediadores
da célula para o processo.
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Virus do grupo 111 - RNA de fita dupla

Estes virus possuem genomas segmentados, com cada segmento
sendo transcrito separadamente produzindo RNAs monocistrénicos,
que resultardo em proteinas funcionais.

Virus do grupo IV - RNA de fita simples em senso

Estes virus podem ser processados de duas maneiras; através de
um RNA policistrénico que, no caso, é o préprio genoma do virus
e resulta numa poliproteina que serd clivada e pds-processada em
proteinas funcionais ou através de uma transcricio complexa em
que a primeira rodada de transcri¢ido produzird o RNA polimerase
necessdria para a replicagio do RNA genémico do virus.

Virus do grupo V - RNA de fita simples em anti-senso

Estes virus podem possuir genomas segmentados (mocistronicos) ou
nio segmentados (policistronicos). Em ambos os casos a formagio
do RNAm ¢ feito pelo RNA polimerase - RNA dependente, que faz
parte do virion e resultard na formacio de genomas em senso que
servirdo de modelo para a replicagdo do genoma viral.

Virus do grupo VI - RNA de fita simples em senso com um intermediario de DNA

Estes virus utilizam a enzima transcriptase reversa (parte do virion)
que replicard o genoma de RNA de fita simples em DNA de fita dupla,
o qual servira de modelo para a produc¢io de novo RNA de fita simples
e transcri¢do de proteinas do virus.

Virus do grupo VII - DNA de fita dupla com um intermedidrio de RNA

Nestes virus a replicagdo e transcri¢io do virus ocorre como um virus
de DNA fita dupla, mas a replicacio do DNA se d4 pela transcriptase
reversa usando o RNA de fita anti-senso como modelo.

Montagem

Muitos virus se montam espontaneamente, ou seja, sem a necessidade
de fontes de energia. E sabido que uma mistura de proteinas do
capsdmero do virus do mosaico do tabaco e seu RNA, espontaneamente,
geram particulas virais completas. Alguns virus entretanto necessitam
de fatores nio estruturais sintetizados durante a replica¢io viral para
a correta montagem da particula viral. Estes fatores sio chamados
de chaperones moleculares.
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Liberacao

A liberag¢do da particula viral pode se dar pela lise da célula hospe-
deira e conseqiente liberacdo das particulas extracelularmente ou
pelo brotamento da particula viral pela membrana plasmatica da
célula hospedeira (Figura 15). Virus que se multiplicam em células
com parede podem também ser transportados de um hospedeiro
para outro através de vetores, como insetos. Alguns virus vegetais
ainda podem ser dispersos através de grios de pdlen ou sementes.



AUTO-AVALIACAO

Por favor responda as seguintes questdes:

Questao 1:

Discuta com os seus colegas as diferencas entre os ciclos de multiplicagio viral.

Questao 2:

Se os virus utilizam o maquindario celular para a sua multiplicagdo, como evitar que isto
ocorra sem danificar a célula hospedeira?

Questao 3:

Na pédgina do curso existe uma figura das subunidades de um virus que serve como modelo
em papel de um virus icosaédrico. Monte a estrutura e discuta com os seus colegas o
porqué de particulas virais possuirem geralmente 20 lados.

39



MICROBIOLOGIA

FIGURA 14: Tipos de virus: A) virus esféricos — icosaédricos, B) virus alongados, C) virus envelopados,

D) bacteriéfagos

FIGURA 15: Ciclo viral - HIV 1) adesdo e encapsulamento; 2) Replicacio (no caso do HIV com a
formacio de uma fita de DNA a partir de uma cépia de RNA pela enzima transcriptase reversa; 3)
migracio da fita de DNA para o nucleo e incorporacio ao genoma do hospedeiro; 4) transcricio e

replicagdo viral; 5) montagem do virus no citoplasma e 6) brotamento

40



AULA I

Microorganismos e Ciclos
Biogeoquimicos

A ciclagem de nutrientes no ambiente é grandemente influenciada
pela comunidade microbiana. Alguns nutrientes inclusive nio poderiam
ser reciclados sem a presenca dos microrganismos.

Descreveremos com mais detalhe o ciclo do nitrogénio e a contribuicdo
que microrganismos tém na disponibilizacdo destes compostos no
ambiente. Este ciclo é ilustrativo e serve de modelo para outros
ciclos biogeoquimicos. Um exercicio interessante e pedagdgico é a
descri¢ao por parte do aluno de outros ciclos, como o ciclo do enxofre
ou carbono. Isto podera ser feito na forma de grupo de discussio
quando do encontro no centro de estudos.

CICLO DO NITROGENIO

O nitrogénio é um dos mais importantes componentes de ciclos
biogeoldgicos. Em seres vivos esta presente como constituinte dos
aminoacidos e proteinas e cidos nucléicos. Na atmosfera é o componente
gasoso mais abundante sendo também encontrado no solo e nos oceanos.
Apesar da grande quantidade presente no planeta, a disponibilidade
de nitrogénio é um dos fatores limitantes no desenvolvimento vegetal
e animal. Plantas ndo podem assimilar diretamente o nitrogénio
atmosférico gasoso e necessitam de nitrogénio na forma de amoénia
ou nitrato para o seu desenvolvimento. Animais por outro lado
obtém nitrogénio através do consumo de compostos nitrogenados
de outros organismos. Portanto a disponibilidade de nitrogénio na
maioria dos ecossistemas estd na dependéncia de matéria orginica
viva e morta. Este estoque de nitrogénio reentra os ciclos biogeoquimicos
pela decomposi¢ido de matéria orgénica através de microrganismos
decompositores do solo como bactérias, actinomicetos e fungos.
Estes organismos convertem a amonia (NHS) a sais amoniacais
soliveis (NH,). Aménio pode ser adsorvido em particulas do solo
formando coldides que podem ser liberados e convertidos a nitrito



MICROBIOLOGIA

42

(NO,) por bactérias do género Nitrosomonas. Bactérias Nitrobacter
podem utilizar nitrito e converté-lo a nitrato (NO,). O processo de
oxida¢do da amonia a nitrato é conhecido como nitrificacio. Nitrato
é extremamente solavel e é facilmente carreado pelo fluxo de dgua
até os cursos d"dgua e o oceano. Nestes ambientes, e em solos anaerdbios,
o nitrato é denitrificado por bactérias heterotréficas e liberado na
atmosfera. Apesar de nitrogénio atmosférico poder ser incorporado
ao solo pelas chuvas ou raios, a maior parte do nitrogénio disponivel
para o crescimento de organismos é incorporada a partir da atividade
debactérias, actinomicetos e cianobactérias. Descreveremos em mais
detalhes alguns destes processos mediados por microrganismos.

Fixacao bioldgica de nitrogénio

Em termos gerais o processo de fixa¢ido de nitrogénio pode ser
sumarizado na seguinte equagio:

N, + 8H+ 8e + 16 ATP <=> 2NH, + H, + 16ADP + 16 Pi

Esta equacdo é realizada apenas por procariotos e necessita da
enzima nitrogenase. A nitrogenase é uma enzima extremamente
bem conservada entre organismos que fixam nitrogénio atmosférico
e é constituida por duas subunidades protéicas, uma complexada ao
ion ferro e a outra ao ion molibdénio. As rea¢des ocorrem quando o
N, atmosférico se liga a nitrogenase e a subunidade férrica da enzima
é reduzida por elétrons doados de uma molécula de ferrodoxina. A
subunidade férrica da nitrogenase agora liga uma molécula de ATP e
reduz a por¢do molibdénica da enzima doando elétrons para a molé-
cula de nitrogénio produzindo HN=NH. Dois novos ciclos de redugéo
levaram esta molécula HN=NH até H N-NH,, que por sua vez sera
reduzida a 2NH,. A nitrogenase pode ser encontrada em organismos
de vida livre ou simbidticos. Entre os de vida livre encontramos
organismos aerdbicos (Azotobacter, Beijerinckia, Klebsiella e Cyano-
bacteria) e anaerébios (Clostridium, Desulfovibrio, bactérias purpuras
e verdes redutoras ou nio de enxofre). Entre as simbiontes temos as
consorciadas a leguminosas (Rhizobium) e outras plantas (Frankia e
Azospirilum).

O processo de associagdo do Rhizobium e leguminosas é de grande
interesse agrondmico e muitos estudos se preocupam com a sua elu-
cidagdo. O processo de nodula¢io se inicia com a migracdo ativa de
bactérias Rhizobium do solo para arizosfera de umaleguminosa susce-
tivel. Esta migracdo se da pelo reconhecimento por parte da bactéria
de exudatos produzidos pela planta. Deste reconhecimento resulta a
adesio de células de Rhizobium aos pélos radiculares da leguminosa.
Flavondides presentes no exudato da planta induzem a expressio de
genes Nod da bactéria que produzira fatores de nodulagdo, os quais
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induziram o pélo radicular a se curvar (Figura 16). Como resultado
deste curvamento forma-se (a partir do metabolismo vegetal) um
canal de infec¢do, por onde as bactérias se dividem e crescem em direcio
ao cortex da raiz (Figura 16). Os fatores de nodulagio continuam
sendo produzidos, induzindo a constante divisio celular das células
da raiz e resultando na formacao de um nédulo. Neste nédulo, inimeras
bactérias sdo encontradas e a maior parte delas apresenta formas
aberrantes, os bacteridides. Estes bacteridides sdo envoltos pela
membrana plasmatica da planta e nestes locais a nitrogenase intracelular
do bacteriéide se torna ativa. A reagdo de fixacdo de nitrogénio sé
ocorre na auséncia de oxigénio. Para a manutenc¢io de condi¢bes
anaerobicas a planta produz uma proteina, a leghemoglobina que de
maneira similar a hemoglobina liga O, atmosférico e mantém a atividade
da nitrogenase.

Como visto o processo de fixagdo de nitrogénio por Rhizobium é um
processo complexo e que necessita de diversos fatores, tanto vegetais
como bacterianos para o seu estabelecimento.

Nitrificacao

O processo de nitrificagdo é a oxidagio da amoénia até nitrato e é feita
por bactérias quimioautotréficas, que aproveitam a energia gerada
no processo de conversio da amoénia para produzir compostos
organicos a partir do CO, atmosférico. Geralmente os processos de
nitrificacido acontecem consorciados, ou seja, bactérias que oxidam
amonia a nitrito normalmente sdo encontradas no mesmo ambiente
com bactérias que convertem nitrito a nitrato. Esta associa¢ao possui
conseqiiéncias ambientais importantes. Em solos sadios a taxa de
nitrificacio é extremamente alta e resulta na conversio quase total
da aménia a nitrato. Plantas podem assimilar tanto aménia como
nitrato, entretanto amonia, por ser carregada positivamente, tende a
adsorver as particulas do solo, enquanto o nitrato é facilmente carreado
pelo fluxo d’agua, resultando em diminuicdo da quantidade total
assimilavel no solo. Como bactérias Nitrossomonas, que convertem
amoénia a nitrito, sdo inibidas por concentrac¢des crescentes de
nitrito e Nitrobacter converte nitrito a nitrato, os niveis de nitrito
se mantém baixos e garantem o desenvolvimento de Nitrossomonas,
que por sua vez garantem o suprimento de nitrito para as Nitrobacter.
Como nitrato decai no solo com rapidez, a atividade da Nitrobacter é
constante e dai a alta conversdo de aménia a nitrato.

Denitrificacao

Denitrificacdo é o processo pelo qual nitrato é convertido até 6xido
nitrico, nitroso ou N, e liberado na atmosfera. Este processo é realizado
por bactérias anaerdbicas através da respiracdo anaerdbica. Neste
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processo o nitrato é utilizado como aceptor de elétrons na cadeia
respiratoria ao invés do O,. Bactérias dos géneros Pseudomonas, Alkaligenes
e Bacillus sio responsaveis por esta conversio e os totais de denitrificacio
sdo préximos aos observados nos processos de fixacdo, resultando
em um balanc¢o de nitrogénio préximo do neutro.

Como visto através da interacdo destes diversos ciclos biolégicos,
ocorre a ciclagem de matéria mineral no planeta. Modifica¢ées
nestes processos, como a adubagdo nitrogenada na agricultura ou
criagdo pecudria extensa, podem modificar os totais de nitrogénio
disponivel e portanto resultar em modifica¢des nestes processos
biogeoquimicos.

Isolamento de Rhizobium de nédulos de feijao

A partir de plantas de feijio previamente inoculadas com Rhizobium,
retire cuidadosamente a por¢aoradicular do feijio e proceda a assepsia
do material em banho de dlcool 70% por 2 min e hipoclorito de sédio
2% por 15 min. Apés, enxagiie em dgua destilada estéril e macere o
nédulo em solugio fisioldgica estéril. Note a colora¢do do macerado.
Transfira 100 pl da solugdo para meio de cultura manitol extrato de
levedura (Anexo 4) e incube por 72 h 4 temperatura ambiente.



AUTO-AVALIACAO

Por favor responda as seguintes questdes:

Questao 1:

Qual a morfologia da colénia? Retire uma algada da colénia e proceda a coloragio de Gram.
Como certificar-se de que a bactéria isolada é mesmo Rhizobium?

Questao 2:

Discuta com os seus colegas os ciclos biogeoquimicos do enxofre e do carbono. Como
a atividade humana pode alterar estes ciclos e modificar as taxas de conversdo destes
compostos?
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FIGURA 16 (da esquerda para direita): Infec¢io de células de Rhizobium em raiz de leguminosas.
a) Note o dobramento do pélo radicular da planta e multiplicacdo das bactérias em seu interior
(células azuis). b) Formagdo do canal de infec¢do por onde as bactérias cresceram e atingiram o
cértex da raiz (seta)



AULA K,

Microbiologia e 0 Homem

INTRODUCAO

Os microrganismos e o homem interagem constantemente e das
mais variadas formas. Desta intera¢do resultam processos patogénicos,
sendo o homem hospedeiro de diversas bactérias, fungos e virus,
como relagdes mutualisticas, como a da microbiota intestinal e os
processos de homeostase do homem. O homem também utiliza os
microrganismos nos mais diversos processos industriais e agricolas,
como fonte de alimento e de biorremedia¢io. Neste capitulo descre-
veremos um processo patogénico entre o homem e um virus, um
processo de mutualismo entre as bactérias probiéticas e o processo
digestivo. Evidentemente estes exemplos sio apenas ilustrativos e
didaticos. O aluno entretanto deve procurar outros exemplos e com-
partilha-los com os colegas nos grupos de discussdo. Na pagina do
curso diversos temas ilustrativos da interacio entre o homem e os
microrganismos estdo citados. Escolha um, e apresente um resumo
para os seus colegas.

HIV

Os virus sdo parasitas intracelulares obrigatérios e de sua interagio
com o hospedeiro nio raramente efeitos deletérios sdo observados.
Uma virose extremamente importante e que vem sendo estudada
com atencio é a intera¢io entre o virus da imunodeficiéncia adquirida
humana e o homem. Este virus infecta células do sistema de defesa
do homem, gerando uma diminui¢io na capacidade do hospedeiro
em responder a infec¢des.

Historico

Em 1978 homens homossexuais nos EUA e Suécia desenvolveram
uma doenga debilitante do sistema imune, que hoje é chamada de
AIDS (sindrome da imunodeficiéncia adquirida). Na mesma época
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homens heterossexuais apresentaram sinais similares na Tanzinia
e Haiti. No ano de 1980 o nimero de mortes por AIDS foi estimado
em 31 casos. Jd em 1981, 234 casos foram reportados. O Centro para
Controle de Doencas de Atlanta nos EUA reporta nesta época um
aumento de morbidade de doencgas pouco comuns entre homossexuais
e alerta para uma nova doenca que em 1982 foi ligada a transmisséo
de um agente infeccioso pelo sangue. O CDC utiliza o termo AIDS
pela primeira vez e o nimero de casos fatais reportados é de 853. Em
1983 um laboratério francés e em 1984 um laboratério americano
isolam um virus do sangue de pacientes com AIDS e o denominam
HIV. Com o isolamento do virus em 1985, o primeiro teste soroldgico
para a detec¢do do virus é comercializado. O namero de mortes pela
doenca ja é de 5.636 e, dentre estes, diversos artistas e celebridades,
0 que aumenta a preocupagio da doenca entre o ptblico em geral. Em
1987 o AZT, a primeira droga antiviral para o tratamento da AIDS,
é disponibilizado. Em 1990 o nimero de mortes nos EUA por AIDS
éde 18.447. Até o ano 2000 apenas nos EUA é de meio milhio de
pessoas. A AIDS é uma das doencas da era moderna melhor docu-
mentadas quanto a sua epidemiologia. Acredita-se que em 2005
existiam 40,9 milhées de pessoas no mundo infectados com o virus
e que 3,1 milhdes de pessoas morreram em decorréncia da doenca
em 2005.

Ciclo da Doenca

O virus HIV possui pouca estabilidade no ambiente, sendo inativado
facilmente fora do organismo. Entretanto em liquidos corpéreos
como sangue e sémen o virus pode se manter por grandes periodos de
tempo. Por este motivo, as formas de infec¢io do virus sdo através do
contato sexual desprotegido, compartilhamento de seringas e mate-
rial sanguineo. A transmissdo do virus entre mies e feto também é
possivel. Uma vez no corpo do hospedeiro, o virus preferencialmente
infecta linfécitos que possuem o receptor CD4. Muitas das drogas
antivirais utilizadas no tratamento da AIDS procuram impedir a
ligacdo efetiva da particula viral e o receptor CD4. Uma vez a ligagdo
ocorrendo, o virus entra na célula hospedeira ap6s a fusio de seu
envelope com a membrana plasmdtica. O material genético do virus
é uma fita de RNA que através da enzima transcriptase reversa viral
é transcrita em uma molécula de DNA. Algumas drogas que, como o
AZT, inibem a a¢do da transcriptase reversa sio utilizadas no con-
trole da doenca. A molécula de DNA viral entra no ntcleo do linfé-
cito CD4 e se integra no DNA do hospedeiro. Uma vez integrado, o
DNA viral pode se manter latente no hospedeiro por muitos anos. A
ativacio da replicagio viral leva a produ¢io de RNAm e transcrigdo
do material protéico viral, que resultard na montagem do virus que
é liberado por brotamento para infectar outras células. Como este
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virus infecta uma célula chave no sistema imune do hospedeiro, o
infectado perde a capacidade plena de resistir a outras infec¢oes e
geralmente sucumbe de infec¢bes oportunistas.

Perspectivas

A infecgdo pelo HIV é um exemplo do processo epidemiolégico de
desenvolvimento de doenca. Em apenas 20 anos os casos da doenca
saltaram de unidades para milhées de infectados. A progressdo de
novas infec¢des vem diminuindo gracas a programas de prevencio e
tratamento, principalmente em paises desenvolvidos e também no
Brasil. Infelizmente a situagdo ainda é cadtica em alguns paises africanos.

PROBIOTICOS

Alimentos probiéticos sio definidos pela FAO (Food and Agriculture
Organization - ONU) como microrganismos vivos que quando ingeridos
em quantidades adequadas resultam em efeitos benéficos para o
hospedeiro. Geralmente os probiéticos sdo bactérias e leveduras,
sendo as bactérias do género Lactobacillus ou Bifidobacterium as mais
empregadas, apesar de outros géneros como Escherichia, Enterococcus,
Bacillus e a levedura Saccharomyces também serem utilizados como
probidticos.

Efeitos dos probioticos

A populagdo como um todo considera benéfico o consumo de alguns
produtos fermentados, principalmente de origem lactea. Investigacao
cientifica criteriosa tende a concordar com estes efeitos. Os efeitos
da ingestdo de probiéticos vdo desde a melhoria nas condi¢tes de
imunidade de idosos e imunocomprometidos até o controle de
infeccdes. Como isso ocorre ainda é alvo de discussdes, mas varios
mecanismos de a¢do sdo propostos. Uma teoria atesta que a imensa
comunidade microbiana encontrada nos seres humanos (na ordem
de 10 células, enquanto um individuo possui aproximadamente
10 células) mantém-se em equilibrio através de competicdo por
espaco e nutrientes, impedindo o estabelecimento de outros micror-
ganismos patogénicos. Microrganismos endosimbiontes sdo encon-
trados no trato digestivo, na pele, no sistema urogenital, etc. No
sistema digestivo, microrganismos auxiliam no processo de digestdo
dos alimentos, principalmente da lactose em individuos lactose-
intolerantes. Muitos microrganismos do trato digestivo também
produzem vitaminas que sio assimiladas pelo individuo e portanto
resultam em melhoria no estado geral do individuo.
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Produtos probidticos

Uma das fontes mais comuns de agentes probidticos sdo os produtos
fermentados do leite como os iogurtes. Estes produtos possuem
Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium, Lactobacillus bulgaricus e
Streptococcus thermophilus que funcionam como probiéticos. Vérios
suplementos alimentares sio comercializados como agentes probidticos.
Os mais conhecidos no Brasil sdo L. casei Shirota e B. breve linhagem
Yakult, presente em leite fermentado.

O estudo da comunidade microbiana mutualista no organismo
humano e animal é uma area de estudo em microbiologia extremamente
promissora. Pesquise e apresente para seus colegas exemplos de probidticos
e seus efeitos.



AUTO-AVALIACAO

Por favor responda as seguintes questdes:

Questao 1:

Por que o ntmero de casos da AIDS cresceu exponencialmente e hoje em alguns paises
tende a diminuir ? Vocé esperaria o mesmo para outras doencas?

Questao 2:

Quais pontos do ciclo de vida do virus vocé usaria para o desenvolvimento de estratégias
de controle dessa doenca?
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ANEXO §

Normas para Trabalhos
Praticos em Microbiologia

BIOSSEGURANCA

1. Os alunos deverio adquirir e trazer para todas as aulas praticas: fésforo
ou isqueiro (para uso do bico de Bunsen); caneta para retroprojetor
(para identifica¢do do material em uso); guarda-pé.

2. O uso do guarda-pé é OBRIGATORIO.
3. Observar RIGOROSAMENTE o horério da aula pratica.

4. Manter sobre a drea de trabalho apenas o material estritamente
necessario para a realizagdo da atividade pratica (material supérfluo
deve ser depositado nos escaninhos ao fundo da sala).

5. Manter o ambiente de trabalho calmo. Evitar deslocamentos
desnecessarios.

6. EM CASO DE ACIDENTE - COMUNICAR O OCORRIDO
IMEDIATAMENTE AO PROFESSOR.

7. O material de trabalho deve ser mantido nos suportes adequados,
e ndo abandonado sobre a bancada.

8. Ao acender o bico de gas, aproximar primeiro a chama ao bico,
em seguida abrir a torneira. Ao fim do procedimento experimental,
apagar imediatamente a chama.

9. As algas, agulhas e espatulas metdlicas de repicagem devem ser
flambadas antes e ap6s a sua introdugio nos tubos ou placas de cultura.
Os tubos deverdo ter as bocas flambadas ap6s a retirada da rolha e
antes de sua recolocag¢io.

10. LER O ROTEIRO DE AULA PRATICA ANTES DE INICIAR O
TRABALHO.
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11. IDENTIFICAR TODO MATERIAL PRODUZIDO.
12. Lavar as mios antes e apds o procedimento experimental.

13. NUNCA LAVAR MATERIAL CONTAMINADO NAS PIAS DO
LABORATORIO.

14. NAO LEVAR NADA A BOCA NO LABORATORIO. E PROIBIDO
COMER, BEBER, MAQUIAR-SE ETC.



ANEXO Rl

Manual para a Confeccao de Relatorio

INTRODUCAO

O relatério é o principal veiculo de comunicagio entre o experimentador
e seu publico. E a maneira formal pela qual as atividades laboratoriais
sdo descritas e analisadas.Geralmente os agentes que produzem os
relatérios sdo alunos, técnicos ou profissionais contratados para fins
especificos e os mesmos sdo lidos e analisados pelos respectivos
professores, chefes e contratantes. Portanto, mais do que um simples
relato o relatério é um documento de trabalho que certifica procedimentos
e resultados. Como o relatério é normalmente o principal, se nio o
unico, documento que veicula uma atividade com seu publico alvo é
de extrema importincia que sua confec¢io receba especial atengio
quanto a precisio, correcdo e concisio. Um relatério deve ser escrito
de maneira clara e objetiva, evitando informac¢es desnecessarias
e supérfluas que poderio confundir o leitor. Deverd também ser
escrito com todos os detalhes necessarios para que o experimento
possa ser compreendido, repetido e analisado pelo leitor. Para assegurar
que o leitor possa compreender o experimento é necessario que uma
introducio ao assunto seja incluida no relatério. Esta introdug¢io
deve descrever o “estado da arte” da 4rea de interesse do relatério.
Deve ser completo, porém sucinto, evitando informac¢des que sio
de dominio comum, mas ao mesmo tempo fornecendo ao leitor os
dados necessarios para a compreensdo do procedimento. Neste item
é conveniente citar trabalhos publicados por outros autores que
possam servir de referéncia para a anélise. O procedimento em si
deve ser descrito de maneira clara e que garanta a reprodutibilidade
do ensaio. Procedimentos corriqueiros ndo devem ser descritos, mas
citados, e quando necessario uma cita¢io do descritor do procedimento
deve ser feita. Os resultados devem ser reportados em forma de
texto e figuras, tabelas e graficos devem ser adicionados apenas
quando complementarem e facilitarem a descri¢ido dos resultados.
Finalmente, o relatério deve conter uma discussio dos resultados
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obtidos, que deve contemplar o confronto entre os dados gerados
com os conhecidos na literatura. Para este fim existem diversos
formatos de relatério, mas a grande maioria segue o modelo que
descreveremos a seguir em mais detalhe.

TITULO

O titulo é o primeiro contato do leitor com o assunto a ser relatado.
Deve situar o leitor quanto ao assunto e relevancia do trabalho, o
método utilizado, os principais resultados e as conclusées obtidas
de maneira a seduzir o leitor a leitura. Entretanto, deve fazé-lo em
apenas uma sentenca, o que torna a redacio de um bom titulo muito
dificil. Por exemplo, a nossa primeira aula pratica abordara a presenca
de microrganismos em todos os ambientes da terra. Para tanto,
placas de Petri contendo meio de cultura serdo expostas ao ar e ap6s
um periodo de incubagio o crescimento de microrganismos sera estimado
pela contagem de coldnias filamentosas e cremosas. Para enriquecer
o experimento, dois meios de cultura diferentes e tempos de exposi¢io
diversos serdo empregados. Um possivel titulo para este relatdrio
seria: “Exposi¢do ao ar por 5 e 10 minutos de placas de Petri contendo
os meios dgar-Sabouraud e dgar-simples e subseqiiente incubac¢io
das preparag¢oes a 25 e 37 °C por 7 dias seguidos da contagem do
numero de colonias filamentosas e cremosas visando demonstrar a
presenca de microrganismos neste ambiente.” Este titulo contempla
todos os quesitos descritos anteriormente, mas infelizmente o faz
de maneira prolixa. Um outro titulo mais conciso poderia ser:
“Contagem de coldnias cremosas e filamentosas formadas em meio
de cultura Sabouraud e simples, apds exposi¢io do meio ao ar por
5 e 15 minutos.” Este titulo é mais conciso e contém quase todas
as informagdes importantes para a compreensio do experimento,
mas peca em nio introduzir o leitor no objetivo do experimento. Um
outro titulo poderia ser “Ubiqiiidade de microrganismos”. Este titulo
é extremamente conciso, mas nio informa o procedimento em si.
Talvez um titulo mais adequado fosse: “Caracterizacio de fungos e
bactérias do ar através de cultura em meios especificos”. Vocé tem
outras idéias?

Introducao

A introdugio fornece ao leitor os dados necessarios para a compreensio
do experimento e deve conter obrigatoriamente uma descri¢do do
“estado da arte” da area abordada pelo trabalho. Deve indicar ao
leitor o objetivo do trabalho, trabalhos relacionados ja publicados e
a importancia e relevancia do estudo. Deve referenciar os trabalhos
importantes da drea (vide normas ABNT para citagdo cientifica), para
permitir que o leitor tenha acesso, caso necessario, a outras fontes
de informacio pertinentes. Novamente a descri¢ido deve ser concisa
e precisa. O objetivo do trabalho deve ser explicitado na introdugao.
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Material e métodos

O item “Material e métodos” deve descrever todo o procedimento
utilizado visando permitir que o leitor seja capaz de compreender e
reproduzir o experimento. Novamente a concisio é primordial. Para
que ela seja alcan¢ada, procedimentos corriqueiros e de dominio do
publico alvo devem ser evitados. Para um publico de microbiologistas
nio existe a necessidade de se descrever as técnicas de assepsia e
esterilidade, pois estas sdo corriqueiras a todos os microbiologistas.
Entretanto, se o objetivo do experimento for testar estas técnicas,
a descricdo é essencial. Técnicas complexas, de conhecimento geral,
devem ser referenciadas e nao descritas. Assim, se vocé fizer uso de
um gel de eletroforese, ndo existe a necessidade de descrever todo o
procedimento, mas apenas o tipo de gel, concentragio, etc., e referendar
o leitor a descrigio do método por Lamelli, 1970. Isto permite ao leitor
ter acesso a técnica, conhecer os ajustes feitos pelo experimentador para
a obtencio dos resultados e garante a reprodutibilidade do procedimento.
Quando necessario o item “Material e métodos” pode conter figuras,
graficos e tabelas, mas de maneira alguma estes recursos podem substituir a
descri¢io do procedimento em forma de texto. As figuras, gréficos e tabelas
devem ser citadas no texto, como o descrito nas normas da ABNT.

Resultados

Este item deve descrever os resultados obtidos. A descricido deve ser
feita de maneira concisa e direta. Apenas o observado deve ser relatado.
Os dados nio devem ser discutidos neste item, apenas citados. A
andlise estatistica dos resultados numéricos é obrigatdria. Os resultados
devem sempre ser descritos em forma de texto. Caso a observagio
grafica ou tabular dos resultados numéricos permita uma melhor
compreensao dos resultados, grificos e tabelas podem ser anexados
ap6s a descricdo em texto do dado e citagdo da ilustrag¢do. No caso de
descri¢bes morfoldgicas, o observado deve ser descrito em texto e,
caso necessario, uma figura do observado pode ser anexada, apds a
descri¢do no texto e citagio. Figuras, tabelas e graficos sdo ilustra¢ées
do procedimento/resultado. Devem ser anexadas ao texto somente
quando inequivocamente acrescentem ao leitor uma melhor compreensio
dos resultados. Ilustracées ndo sdo objetos de decoracio. Elas devem
ser claras e precisas. Toda ilustra¢io deve ser numerada seqiiencialmente
e anexada ao texto em local adjacente a sua citagio no texto também
sequencialmente. Toda ilustragio deve conter uma legenda que permita
ao leitor, apés a leitura, compreender a ilustragio sem a necessidade de
recorrer ao texto. Fotos, desenhos e outros recursos graficos devem
conter uma barra representando a escala do observado, permitindo
ao leitor estimar o tamanho do objeto. O aumento das objetivas do
microscépio ndo demonstra o tamanho do objeto, pois, durante a
reproducdo, novamente o tamanho do objeto é modificado pela
amplia¢do da foto/desenho, portanto nunca indique o aumento do
microscépio.
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Discussao

Neste item o observado no resultado deve ser confrontado com o
descrito na literatura (sabiamente citado pelo autor na introdugio) e
as divergéncias e congruéncias entre os dados analisados criticamente.
O autor deve, a luz do procedimento experimental, confrontar o seu
objetivo inicial com os resultados obtidos e propor explica¢cbes para
o observado. Na discussio, a adequagio do procedimento, e as suas
implicagdes na exatiddo dos resultados deve ser analisado criticamente
pelo autor e sugestées de modificagbes metodoldgicas devem ser
sugeridas.

Referéncias Bibliograficas - Use as normas ABNT.

As citagbes sdo elementos (partes, frases, paragrafos, etc.) retirados
dos documentos pesquisados durante a leitura da documentacio e
que se revelam uteis para sustentar o que se afirma pelo autor no
decorrer do seu raciocinio. Ex.: (Severino, 1992, p. 85). “As cita¢des
bibliograficas devem ser: exatas, precisas, e averiguaveis por todos.
Através delas é possivel identificar e localizar a fonte.” Elas podem
aparecer no texto (autor, ano, paginas) ou em notas de rodapé.

Tipos de citacao

Cita¢bes formais ou diretas ou transcri¢do: quando transcrevem lite-
ralmente trechos de obras. Devem aparecer entre aspas, respeitando
pontuac¢io e ortografia. Sdo apresentadas em forma de referéncias
bibliograficas, acompanhadas de indica¢bes exatas dos documentos
de onde foram recolhidas, uma vez que “a virtude fundamental do
citador é a fidelidade” (Salvador, 1978, p. 206).

Cita¢bes conceptuais ou indiretas ou parafrase; citacdo livre do texto:
quando sinteses pessoais reproduzem fielmente as idéias de outros
autores. Ndo é necessario indicar a pagina, simplesmente o sobrenome
do autor e a data de publica¢io do trabalho.

Ex.: conforme Fontes (1987).

Em caso de cita¢io de dois ou mais trabalhos do mesmo autor com
o mesmo ano de publica¢io, diferenciar cada um utilizando letras
minusculas junto a data.

Ex.: Souza, 1978

Souza, 1978a

Citagdo de citacdo: quando for absolutamente indispensavel a
mencdo a um trabalho ao qual o autor nio teve acesso, mas do qual
tomou conhecimento apenas por estar citado em outra publicagdo.
Para simplificar a forma de apresentac¢io é necessario o emprego da
expressao latina “Apud” no texto. Ex.: Silva (1978) Apud Souza (1985).
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¢ No texto:

BRADLEY Apud ARMITAGE (1991)

o Na bibliografia:

ARMITAGE, W. J. Supply of corneab issue in the United Kingdom Br.
Journal Ophitalmology, v. 74, p. 650-3, 1991.

As cita¢oes devem se ater ao essencial:

a) Elipse ou supressées: é permitida a omissio de palavras na
citagdo quando seu sentido nio é alterado. Tal omissio é indi-
cada por reticéncias entre parénteses (...). Quando sdo omitidos
um ou diversos paragrafos, deve-se usar uma linha pontilhada.
ASSIIN ettt e

b) Interpolagdo ou comentdrios: a exatiddo é fundamental na
citagdo. Portanto, qualquer correcdo ou observacio feita deve
ser indicada corretamente. Corrige-se da seguinte forma:

e inserindo a expressdo "sic" entre colchetes ou parénteses: (sic), [ sic];
o inserindo a corregdo entre colchetes ou parénteses: [...];

o inserindo frases indicando a corregio, entre colchetes ou parénteses.
Quando for utilizado o grifo (negrito, italico, etc.), isto deve ser
mencionado: (grifo do autor) ou (grifo meu);

o ¢ indispensivel mencionar os dados necessarios a identificacio
da fonte da citagio. Estes dados devem aparecer no texto e listas
no fim de texto.

Observacoes:

o Qualquer obra utilizada, citada ou nio no texto, devera aparecer
na bibliografia final.

e A chamada ou entrada usada no texto deve ser a mesma na
bibliografia.

Definicao

Conjunto de indica¢des precisas e minuciosas, retiradas do préprio
documento, permitindo sua identifica¢io no todo ou em parte. Os
elementos de referéncia bibliografica de documentos (livros, textos,
periédicos, anais de congressos, folhetos, etc.) considerados no todo
ou em parte devem ser retirados sempre que for possivel da folha de
rosto da obra consultada. Dividem-se em essenciais e complementares.

Elementos

Essenciais: sio informacdes indispensaveis a identificacdo do documento.
Estio estritamente ligados ao suporte documental e variam, portanto,
conforme o tipo de documento. Ex.: autor, titulo, local, editora, data
de publicac¢io, pagina inicial e final (quando se tratar de capitulos ou
partes de um documento).
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Complementares: sdo informacbes que, acrescentadas aos elementos
essenciais, permitem melhor caracterizar o documento. Ex.: edi¢io,
editor, paginas, porte fisico, ilustra¢des, dimensdes, série. Todos estes
elementos juntos permitem caracterizar, localizar e datar publica¢ces
referenciadas em bibliografias, resumos e/ou recensdes.

Localizacao

A referéncia bibliografica pode aparecer no fim de texto ou de capitulo.

Organizacao

As referéncias bibliograficas sdo organizadas em ordem alfabética
por sobrenomes de autores, titulos ou assuntos, sempre observando
a entrada que foi dada no texto.

Pontuacao

Deve ser uniforme para todas as referéncias.

a) Os viérios elementos da referéncia bibliografica (nome do autor,
titulo da obra, edi¢do, notas tipograficas — imprensa — , notas
bibliogréficas e notas especiais) devem ser separados, entre si,
por ponto seguido de dois espagos.

Ex.: SILVA, Jodo da. A histéria da moeda. 3. ed.

b) Oselementos das notas tipograficas (local, editor, data) e biblio-
graficas devem ser separados, entre si, por dois pontos. Datas
sdo separadas por virgula.

Ex.: Sao Paulo, Atlas, 1986

c) A nota de série e/ou cole¢io é, por tradi¢io, apresentada entre
parénteses, indicando-se os titulos e sua numeracio.

Ex.: (Série os historiadores)
(Os economistas)
(Texto para discussio, 31)

d) Ligam-se por hifen as paginas inicial e final das partes referenciadas,
bem como as datas-limite de determinado periodo da publica¢io.

Ex.: p. 55-68

e) Ligam-se por barra transversal as datas-limite do periodo a que

se refere a publicacdo referenciada.

Ex.:1976/1989
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Tipos ou fonte (estilo de letra)

Empregam-se maitsculas (tipo caixa alta) nos sobrenomes dos
autores individuais, nos nomes de entidades coletivas, nos titulos
de periédicos e na primeira palavra do titulo quando constituirem a
entrada da referéncia.

Elementos de referéncia bibliografica
Autorias:

a) Autor pessoal: responsavel pela criacio, conteido intelectual
ou artistico de um documento. Inicia-se a entrada pelo tltimo
sobrenome do autor, em letras maitsculas, seguido pelo(s)
nome(s). Emprega-se virgula entre o sobrenome e o(s) nome(s).
Os nomes sdo transcritos como aparecem nos documentos.

Ex.: SILVA, L
TEIXEIRA, J. S.

b) Sobrenomes ligados por hifen

Ex.: DUQUE-ESTRADA, O.

¢) Sobrenomes que indicam parentesco

Ex.: ARARIPE JUNIOR, I. A.
FERRARI FILHO, H.

d) Sobrenomes compostos de um adjetivo mais um substantivo.

Ex.: CASTELO BRANCO, C.
ESPIRITO SANTO, H.
SANTA CRUZ, A.

e) Sobrenomes cuja forma composta é a mais conhecida

Ex.: ECA DE QUEIROZ, J. M.
MACHADO DE ASSIS, A. M.

f) Sobrenomes espanhdis:

Ex.: GARCIA MARQUEZ, G.
RODRIGUEZ LARA, J.

g) Documentos elaborados por um autor, dois autores, trés autores,
mais de trés autores

Ex.: HUNT, L.
HUNT, L.; HUBBERMAN, J.

HUNT, L.; HUBBERMAN, J.; SILVA, M.
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Entrada coletiva

Autor, entidade, instituicio(des), organizagio(des), empresa(s),
comité(s), entre outros, responsavel(eis) por publicacdo em que ndo
se distingue autoria pessoal. Trabalhos de cunho administrativo ou
legal. Ex.:

No texto:
(FUNDACAO, 1982, p. 57)
Na bibliografia:

FUNDACAO DE ECONOMIA E ESTATISTICA. Agricultura no Rio
Grande do Sul. Porto Alegre: 1982 (25 Anos da Economia Gatcha, v. 3)

Quando a entidade coletiva é hierarquicamente vinculada aos
governos federal (Ministério), estadual e municipal (Secretarias),
conselhos e universidades:

No texto:
BRASIL (1995, p. 125)
RIO GRANDE DO SUL (1996, p. 101)
PORTO ALEGRE (1997, p. 27)
CONSELHO (1987, p. 5)
UNIVERSIDADE (1985, p. 30)

Na bibliografia:

BRASIL. Ministério da Educacdo e Cultura. A educac¢io no Brasil ano
2000. Brasilia: 1995. 223 p.

RIO GRANDE DO SUL. Secretaria de Agricultura. Agricultura em
numeros. Porto Alegre: 1995. 193 p.

PORTO ALEGRE. Prefeitura Municipal de Porto Alegre. Departa-
mento Municipal de Aguas e Esgotos. Relatério anual. Porto Alegre:
1997.190 p.

CONSELHO FEDERAL DE EDUCACAO. Curriculos minimos de cursos
de graduacio. 8 ed. rev. atual. Brasilia: 1987. 498 p.

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL. Estatuto,
regimento geral. Porto Alegre: 1985. 74 p.

Trabalho apresentado em eventos (congressos, encontros, simp6-
sios, etc.):
MALDONADO FILHO, E. A transformacio de valores em preco de
producio e o fenémeno da absorcéo e libera¢io de capital produtivo.

In: ENCONTRO NACIONAL DE ECONOMIA, 15. Salvador: ANPEC,
1-4, dez. 1975. Anais... p. 157-75.
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Evento no todo:
SIMPOSIO BRASILEIRO DE REDES DE COMPUTADORES, 13. 1995.
Belo Horizonte. Anais... Belo Horizonte: UFMG, 1995. 655 p.

Eventos em meio eletrénico, no todo ou em parte:
CONGRESSO DE INICIAGAO CIENTIFICA DA UFPel, 4. 1995. Recife.
Anais eletrénicos... Recife: UEPel, 1996. Disponivel em: <http://www.
propesq.ufpel.br/anais/anais.htm>. Acesso em: 21 jan. 1997.

GUNCHO, M. R. A educacio a distancia e a biblioteca universitéria.
In: SEMINARIO DE BIBLIOTECAS UNIVERSITARIAS, 10. 1998.
Fortaleza. Anais...Tec Tralha, 1999. 1 CD.

Publica¢bées andnimas ou nido assinadas: entrar diretamente pelo
titulo, sendo a primeira palavra em maitscula.

ANTOLOGIA Latina. 6. ed. Madrid: Credos, 1968. 291 p.

Coletanea de textos:
Autor, coordenador, editor diferentes da parte referenciada:

BACHA, L. Hierarquia e remuneragio gerencial. In: TOLIPAN, R.; TINELLI,
A.C.A.Controvérsia sobre Distribuicio de Renda e Desenvolvimento. Rio
de Janeiro: Zahar: 1975. p. 124-55 (Biblioteca de Ciéncias Sociais)

BERTOLA, G.; CAVALLERO, R. Sustainable intervention polices
and exchange rate dinamics. In: KRUGMAN, P; MILLER, M. (Ed.)
Exchange Rate Target and Currency Banks. Cambridge: University
Cambridge, 1992.

Autor, coordenador, editor igual ao autor da parte referenciada:

GAROFALQ, L.; CARVALHO, C. Teoria Microeconémica. 2. ed. Sao Paulo:
Atlas, 1986. Cap. 4. Os modelos de formacio de precos. p.338-59.
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ANEXO BRI

Técnicas de Assepsia

Assepsia é a diminui¢do do nimero de microrganismos presentes em
uma &area ou material. Diversas técnicas podem ser utilizadas para
este fim, sendo o enxdgiie da area a ser limpa com alcool 70% a mais
comum. M3os e dreas cirurgicas podem ser limpas com uma solu¢io
de alcool-iodado ap6s o expurgo por lavagem com sab&o ou solugio
antisséptica.

Esterilidade é a total elimina¢do de qualquer microrganismo de uma
regido ou material. Isto pode ser feito de varias maneiras, mas em
condig¢des de laboratério normalmente é obtido através da passagem
do material pela chama ou autoclavagem.

Discutiremos as principais técnicas de assepsia e esterilidade a serem
utilizadas na realizagdo das aulas praticas a seguir:

Como vocés observardo na primeira pratica, diversos microrganismos
sdo encontrados no ar e por conseguinte na superficie de bancadas e
materiais. Para evitar a contaminag¢io por estes organismos no material
laboratorial recomenda-se:

a) Assepsia da bancada de trabalho: Isto pode ser feito pelo
enxdgiie da bancada com uma solug¢do de dlcool 70%. Cuidado
especial deve ser tomado para o manuseio desta solu¢io devido
a suas caracteristicas inflamaveis.

b) Esterilizacdo do ar em volta da drea de trabalho. O ato de abrir
placas ou meios de cultura resulta na exposicio destes materiais
ao ar e conseguinte contamina¢io. Para evitar tal problema
recomenda-se que qualquer material estéril ou que se deseja
evitar a contaminacio seja aberto préximo a uma chama acesa.
Numa area de duas vezes a altura da chama e uma vez o seu raio,
todo ar presente apds certo periodo terd passado pela chama.
Isto se da pelo deslocamento do ar aquecido em volta da chama,
que deixard espago para o ar frio. Isto resultard numa ciclagem
do ar em volta da chama, evitando que material suspenso no ar
caia na bancada ou material antes de ter passado pela chama.
A simples passagem pela chama é suficiente para resultar em
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)

d)

esterilizacdo do ar. Tubos e placas que serdo abertos devem ter
a sua boca flambada (exposi¢do a chama) imediatamente apds
serem abertos ou antes de serem fechados, para evitar a conta-
mina¢io com material nio estéril em sua superficie.

Esterilizacdo de instrumental microbiolégico. Alcas que trans-
portaram inéculo correto devem ser flambadas até que a ponta
se torne vermelha. Este procedimento, além de garantir a
esterilidade, permite que todo material organico presente na
al¢a seja calcinado e nio modifique a composi¢cio dos meios de
cultura utilizados. Apés o aquecimento da ponta da alca até o
rubro, o resto da al¢a (que entrard em contato com o material) deve
ser passado rapidamente pela chama para esterilizacdo. Todo
material deve ser flambado apés a realiza¢io do procedimento
para evitar contaminacdo quando de outro procedimento.

Esterilizacio de meios e solu¢des. Quando possivel a autoclavagio
é o procedimento a ser utilizado. A autoclave funciona a partir
do vapor d’agua que saturando um reservatério resulta em
uma temperatura de 121 °C. Como o vapor d’dgua é um 6timo
transmissor de calor e permeia todos os materiais presentes no
interior da autoclave, a exposi¢do do material a estas condi¢des
por 15 a 20 min resulta na total inviabilizacdo de todo material
bioldégico presente no interior da campanula da autoclave.



ANEXO BAY

Meios de Cultura

Meios de cultura sdo solu¢cdes ou substratos sélidos contendo
nutrientes, osmolaridade e pH adequados para o desenvolvimento
de microrganismos de interesse. Ao longo do curso utilizaremos os
seguintes meios de cultura:

MEIO TSA - (TRYPTIC SOY AGAR)

Meio para o isolamento de bactérias do solo composto por:

Peptona de soja 15 g/1
Cloreto de sédio 5 g/l
Agar 15 g/1

MEIO SABOURAUD

Meio para isolamento de fungos:
Peptona1l,0g
Extrato de Levedura 0,5 g
Glicose 2,0 g
Agar 15¢g
Agua destilada 100 ml
pH 6,5

MEIO BDA (BATATA DEXTROSE AGAR)

Meio geral para fungos:

300 g de filtrado de d4gua de batata (Batatas cozidas até macias)
20 g de glicose
15 g de 4gar
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MEIO MINIMO

Meio geral para bactérias:
Peptona1,0g
NaCl0,5¢g
Extrato de Carne 0,3 g
Agar1,5¢g
Agua destilada 100 ml
pH 7,2-7,4

MEIO MANITOL EXTRATO DE LEVEDURA

Isolamento de Rhizobium:
manitol, 10 g
KyHPOy, 0,05 g
MgS0Oy, 0,02 g
NacCl, 0,01 g
extrato de levedura, 0,5 g
agar,15¢g
pH ajustado em 6,8
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Testes Bioquimicos

Teste Meio Aspecto do meio Resultado
Oxidase Solucdo de Tetrametil- - Adicionar uma gota da solugio ao topo
p-phenylenediamina (1%) da colénia e caso a solugdo torne-se
azulada-arroxeada em 20 s o resultado é
positivo. Nio leia a reacdo ap6s 30 s.
Catalase Peréxido de Hidrogénio 3%  |---- Adicionar gotas de peréxido de hidrogénio
e observar a formacio de bolhas
Nitrato Caldo Simples:100 ml Meio Liquido Incolor Adicionar gotas dos reagentes A (icido
) o sulfanilico) e B (Naftilamina). Caso o
Nitrato de Potassio: 0.1 g
meio torne-se vermelho, o teste é positivo.
pH 7,6
Fenilalanina Extrato de levedura: 3 g Meio sélido inclinado e Adicionar gotas de cloreto férrico sobre
. . incolor a colonia. Caso as coldnias tornem-se
DL-fenilalanina: 2 g
verdes o teste é positivo.
NaPO,:1g
NaCl5¢g
Agar 12¢
Agua dest. para1l
Uréia Peptona: 1g Meio liquido amarelo Caso o meio torne-se vermelho o teste
é positivo
NaCl:5¢ P
KH,PO,:2 g
Glicose: 1g
Vermelho de Fenol 2%: 6 ml
Uréia: 10 g
Agua dest. para 11
pH 6,9
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continua
Teste Meio Aspecto do meio Resultado

Lactose Agua peptonada: 100 ml Meios liquidos, ligeiramente | Caso o meio torne-se vermelho o teste
réseos é positivo. Observe a formagdo ou nio

Glicose Indicador de Andrade: 1 ml P § ]
de gés no tubo de Durhan no interior do

Manitol 1 g de Glicose ou Lactose ou tubo de glicose.
Manitol

Lisina O teste é composto por|Tubos de coloragio roxa com | Os dois tubos amarelos indicam resposta

Descarboxi-lase

2 tubos, o controle sem a
adicio de lisina e o teste com
aadigio de 0,5% lisina em um
meio liquido base composto

por:
Peptona: 5 g

Extrato de Levedura: 3 g
Glicose:1¢g

Vermelho de Bromocresol: 1 ml
Agua Dest. para1l

pH 6,7-6,8

Camada superior de 6leo

mineral.

uma camada superficial de

6leo mineral

negativa.

Um tubo amarelo e o outro roxo indicam

teste positivo.

Os dois tubos roxos indicam teste incon-

clusivo.

Malonato

Extrato de Levedura: 1 g
Sulfato de Aménio: 2 g
K,HPO,:0,6 g

KH,PO,: 0,4 g

NaCl:2¢g

Malonato de Sédio: 3 g
Glicose: 0,25 g

Azul de Bromotimol: 0,025 g

Agua dest. para 1l

Meio liquido esverdeado

Meio de coloragio azulada indica resul-

tado positivo.
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continua
Teste Meio Aspecto do meio Resultado
Meio SIM Caseina: 20 g Meio sélido nio inclinado e |Adicionar ao topo do meio o reativo de
transparente Erlich-Bohme  (p-dimetil-aminobenzal-
Peptona de carne: 6,1 g
deido e persulfato de aménio). Caso a
Sulfato de ferro e aménia: 0,2 g solugio torne-se rosea o teste é positivo
Tiosulfato de Sodio: 0.2 g para Indol. Observe o crescimento em
volta da picada. Crescimento difuso
Agar:3,5¢g indica teste positivo para motilidade.
Agua dest. para 11 Presenca de precipitado negro no meio
pH7,3 indica teste positivo para H,S.
Citrato NaCl:5¢g Meio sélido inclinado, esver- | Meio azulado indica resultado positivo.

Sulfato de Magnésio: 0.2 g
Fosfato de Aménio: 1 g
Fosfato de Potdssio: 1 g
Citrato de Sédio: 5 g

Azul de bromotimol: 0,08 g
Agar: 20 ¢

Agua dest. para 11

pH 7,0

deado
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Teste de Gram

TESTE DE GRAM

Retire com a al¢a de platina uma pequena quantidade do caldo
de cultura, transfira-a para o centro de uma ldmina e com
movimentos circulares espalhe o liquido até obter um esfregaco
homogéneo.

Passe aldmina sobre a chama do bico de Bunsen até o aparecimento
de vapores. Retire aldmina da chama, espere e repita a operacio
até que o liquido seque totalmente.

Cobrir o esfregaco fixado com uma solugio de cristal violeta e
acrescentar 2 a 3 gotas de bicarbonato de sédio. Incube por 2 min.

Lavar o esfregaco com dgua e cobri-lo com lugol por 2 min.

Lavar novamente com dgua e descorar com solugio de acetona-éter
por até 30 s.

Lavar o esfregaco com dgua e cobri-lo com solu¢io de safranina
por 2 min.

Lavar novamente, secar a ldmina e examinar ao microscépio.
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