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RESUMO

No Brasil é cada vez mais comum a cria¢do de animais silvestres e exoticos como animais de
companhia, destacando-se 0s pequenos mamiferos (coelhos, porquinhos-da-india), aves
(periquitos, calopsitas), répteis (iguanas, jabutis) e peixes ornamentais (peixe-betta, neon
cardial). Os animais criados em cativeiro sdo susceptiveis a diversas enfermidades, entre elas
as que sdo causadas por micro-organismos, que podem ter origem tanto primaria como
secundaria. Com isso, maior € a demanda por atendimento com médico veterinario
especializado e por métodos diagndsticos eficazes na identificagdo das diversas patologias que
podem acometer esses animais. O presente estudo teve como objetivos descrever as atividades
realizadas no laboratdrio de microbiologia veterinaria da UFERSA, no periodo de 03 de Junho
a 31 de Julho, destacando-se a analise das amostras provenientes da clinica de animais
silvestres; apresentar a casuistica dos casos recebidos; e relatar um caso de Candida albicans
em psitacideo da espécie Nymphicus hollandicus. Conclui-se que o diagndstico microbiol6gico
é um importante auxiliar para os médicos veterinarios, pois ainda ha poucos dados relatados
acerca dos principais agentes etiolégicos que acometem animais silvestres e exoticos, sobre o
a forma como eles agem no organismo do animal, e sobre a sensibilidade ou resisténcia desses

agentes aos antimicrobianos.

Palavras-chave: levedura, diagnostico microbiologico, psitacideo.



ABSTRACT

In Brazil it is increasingly common to raise wild and exotic animals as companion animals,
especially small mammals (rabbits, guinea pigs), birds (parakeets, cockatiels), reptiles (iguanas,
jabutis) and fish ornamental (betta fish, neon cardial). Animals being bred in captivity are
susceptible to various diseases, including those caused by microorganisms, which may have
both primary and secondary origin. Thus, the greater the demand for care with specialized
veterinarians and for effective diagnostic methods in identifying the various pathologies that
can affect these animals. This study aimed to describe the activities carried out at the UFERSA
Veterinary Microbiology Laboratory, from June 3 to July 31, highlighting the analysis of
samples from the institution's wildlife clinic; present the case series of the received cases; and
report a case of psittacine candidiasis of the species Nymphicus hollandicus. It is concluded that
the microbiological diagnosis is an important aid for veterinarians, as there are still few data
reported about the main etiological agents that affect wild and exotic animals, how they act in

the animal's organism, and on the sensitivity or resistance of these agents to antimicrobials.

Keywords: yeast, microbiological diagnosis, Psittacine
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1 INTRODUCAO

O Brasil é o quarto maior pais em populacdo total de animais de estimacdo, tendo
aproximadamente 54,2 milhGes de cées, 39,8 milhdes de aves, 23,9 milhdes de gatos, 19,1
milhdes de peixes, e mais 2,3 milhdes de répteis e pequenos mamiferos, segundo estimativa do
Instituto Pet Brasil (IPB) para o ano de 2018 (GERALDES, 2019). Observa-se, assim, um
crescente interesse da populagdo em possuir como animais de companhia ndo somente cées e
gatos, mas também animais silvestres ou exoticos, representados por pequenos mamiferos
(coelhos, porquinhos-da-india), aves (periquitos, calopsitas), répteis (iguanas, jabutis) e peixes
ornamentais (peixe-betta, neon cardial) (WERTHER, 2004).

Em relagdo aos pets silvestres e exoticos, os que acumularam maior crescimento nos
lares brasileiros, em comparacao aos dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE), do ano de 2013, foram os peixes com 6,1% de alta, seguido por répteis e pequenos
mamiferos, que registraram alta de 5,7%, e aves com 5% de alta (GERALDES, 2019). Esses
dados demonstram que a quantidade de animais silvestres e exoticos criados em cativeiro
aumenta a cada ano, tornando-se frequente a busca por meédicos veterinarios especializados.
Entre as principais enfermidades que podem acometer esses animais destacam-se as de origem
infecciosa, incentivando o acesso as diversas formas de diagndstico, entre eles o
microbioldgico, para identificacdo dos agentes etioldgicos causadores da doenca.

O diagnostico microbioldgico é feito em laboratdrios especializados na identificacdo
dos micro-organismos de importancia na medicina veterinaria. As formas mais comuns de
identificacdo ocorrem por meio de citologia, cultivo e provas bioguimicas. Também é rotineira
a realizacdo de antibiograma para analisar o grau de sensibilidade ou resisténcia do micro-
organismo aos diversos antimicrobianos, e com isso, auxiliar no melhor tratamento do caso
investigado.

Os médicos veterinarios que optam como o exercicio profissional o diagnostico
laboratorial tém o estagio supervisionado obrigatério como uma importante ferramenta de
ensino, pois contribui para a formacao profissional do aluno, o qual adquire experiéncia na area
escolhida. Em relagdo & microbiologia veterinaria, essa é uma area de grande importancia, na
qual abrange a anéalise de amostras de diversas espécies animais, inclusive as que ocorrem
menos frequentemente, sendo possivel contribuir para maior obtencdo de dados acerca da
espeécie analisada e, assim, auxiliar os médicos veterinarios especializados na clinica de animais

silvestres e exoticos.

14



A produgcdo cientifica no Brasil, nos Gltimos anos, tem tido muitos avangos, destacando-
se as publicages relacionadas a Medicina Veterinaria. Ao se analisar essas publicagdes, reflete-
se 0 interesse do Médico Veterinario pela area de animais selvagens (CONSELHO FEDERAL
DE MEDICINA VETERINARIA, 2013).

Em um estudo de revisdo que analisou o perfil das publicacdes brasileiras que
abordaram medicina de animais selvagens de janeiro de 2010 a dezembro de 2012, foram
identificadas sete areas tematicas, com alguns agrupamentos conforme afinidade. Essas
publicacbes abordaram Anatomia/Fisiologia (162/451), Parasitologia (97/451), Patologia
(91/451), Saude Publica/Epidemiologia (52/451), Microbiologia (25/451),
Cirurgia/Anestesiologia (18/451) e Biologia/Ecologia (6/451) (CONSELHO FEDERAL DE
MEDICINA VETERINARIA, 2013). Com isso, pode-se observar que a area de microbiologia,
que correspondeu a apenas 5,6 % dos assuntos abordados, ainda pode ser amplamente estudada.

Com isso, objetivou-se descrever as atividades realizadas no laboratério de
microbiologia veterinaria da Universidade Federal Rural do Semi-arido, no periodo de 03 de
Junho a 31 de Julho de 2019, com foco nas amostras recebidas da clinica de animais silvestres
e ex0ticos; apresentar a casuistica; e relatar um caso de Candida albicans em calopsita

(Nymphicus hollandicus).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Histdria da Microbiologia

A ciéncia da microbiologia evoluiu de uma série de significantes descobertas. O Inglés
Robert Hooke, em 1665, marcou o inicio da teoria celular — todos 0s seres vivos s&o compostos
de células — e em 1667, descreveu sua descoberta de fungos filamentosos, em seu livro
intitulado Micrographia. Ja o comerciante holandés e microscopista amador Anton van
Leeuwenhoek foi o primeiro a observar 0s micro-organismos (ou “pequenos animaliculos”
como ele se referia), presentes em &guas de rios, infusdes de pimenta, saliva, fezes, usando um
microscopio simples de lente Unica. Esta observacdo foi publicada em 1684 pelo Royal Society,
em Londres (CISTIA, 2015; MADIGAN et al, 2016; PELCZAR JR; CHAN; KRIEG, 1997;
TORTORA; FUNK; CASE, 2017).

A origem desses micro-organismos descobertos por Leeuwenhoek incitou diversas
discuss@es surgindo assim duas teorias, a teoria da abiogénese ou geracdo espontanea e a teoria
da biogénese. De acordo com a primeira, acreditava-se que 0S micro-organismos surgiam
espontaneamente a partir de plantas ou animais em putrefacéo, enquanto que a segunda defendia
gue 0s micro-organismos originavam-se de células vivas preexistentes (PELCZAR JR; CHAN;
KRIEG, 1997; TORTORA; FUNK; CASE, 2017).

A controvérsia continuou por anos até que, em 1864, Louis Pasteur construiu um frasco
de colo longo e curvado, semelhante ao pescogo de cisne, que foi preenchido com caldo
nutritivo e aquecido até a ebulicdo, sendo entdo esterilizado. O ar passava livremente através
dos frascos abertos, porém as curvas no gargalo impediam a entrada de micro-organismos na
solucdo nutriente. O crescimento microbiano ocorreu somente ap6s a abertura completa do
recipiente. Este experimento finalizou a controvérsia da geracao espontanea para sempre. Além
desse feito, Pasteur também foi responsavel por estudar os processos fermentativos e por dar
origem ao processo de pasteurizacdo (CISTIA, 2015; PELCZAR JR; CHAN; KRIEG, 1997).

Outra pessoa importante foi 0 médico alemdo Robert Koch, o primeiro a descobrir o
agente do carbunculo e que, em 1882, conseguiu corar 0 bacilo da tuberculose com azul de
metileno. Com a etiologia da Tuberculose, Koch conseguiu, pela primeira vez na historia,
identificar um micro-organismo patogénico (CISTIA, 2015). Além disso, formulou os
postulados de Koch, para associar definitivamente causa e efeito em uma doenca infecciosa. O
primeiro postulado de Koch salientava a importancia da cultura laboratorial do provavel agente

infeccioso, seguida pela introdugdo desse agente suspeito em animais sadios, e entdo, a
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recuperacdo do patégeno dos animais doentes ou mortos (MADIGAN et al, 2016; PELCZAR
JR; CHAN; KRIEG, 1997).

Em 1798, um médico inglés chamado Edward Jenner coletou raspados das feridas de
vacas com variola bovina e inoculou em um garoto. Posteriormente injetou amostras que
continham o agente da variola humana, a qual ocasionava quadros mais sérios que a variola
bovina, e 0 garoto ndo adquiriu a variola humana. Anos mais tarde, Pasteur aplicou este
principio de imunizacdo em galinhas, para prevencéo da colera aviaria. Ele descobriu que a
bactéria causadora da colera aviaria perdia sua capacidade de causar a doenca ap0ds cultivo em
laboratério por longos periodos. Com isso, Pasteur utilizou o termo vacina para cultura de
micro-organismos avirulentos utilizados para inoculagdo preventiva (PELCZAR JR; CHAN,;
KRIEG, 1997; TORTORA; FUNKE; CASE, 2017).

O segundo postulado de Koch afirmava que um patégeno suspeito devia ser isolado e
crescido longe de outros microrganismos em uma cultura laboratorial. Assim, R. Koch e seu
colega Walther Hesse observaram que, quando um meio cultura sélido era incubado em
ambiente aerdbio, massas de células bacterianas, chamadas de coldnias, se desenvolviam, cada
uma exibindo cores e formas caracteristicas. Koch deduziu que cada col6nia correspondia a
uma populacdo de células idénticas, as quais formavam uma cultura pura (MADIGAN et al,
2016; PELCZAR JR; CHAN; KRIEG, 1997).

Esses meios de cultura utilizados geralmente eram compostos por gelatina. Porém, em
1881, W. Hesse obteve sucesso ao utilizar o agar, um polissacarideo de algas, como um agente
para 0s meios de cultura, pois agar é resistente a digestdo microbiana e a liquefacdo. Assim,
este polissacarideo passou a ser utilizado pelos cientistas em substituicdo da gelatina
(MADIGAN et al, 2016; PELCZAR JR; CHAN; KRIEG, 1997).

Quanto ao cientista alemao-polonés Ferdinand Cohn (1828-1898), interessado na
resisténcia térmica apresentada por bactérias, descobriu que algumas bactérias formavam
enddsporos, como os Bacillus. Descobriu também que as células vegetativas de Bacillus, mas
ndo seus enddsporos, eram mortas pela dgua em ebulicdo, além de desenvolver métodos
altamente eficazes para prevenir a contaminacdo de meios de cultura, como a utilizagdo de
algodao para fechar os frascos e tubos (MADIGAN et al, 2016).

Em 1839, a micose foi a primeira doenca humana causada por fungos a ser encontrada,
e em seguida houve o reconhecimento de Candida albicans como a causa do sapinho. Mas foi
somente em 1910 foi que Sabouraud introduziu um meio que apoiaria o crescimento de fungos
patogénicos (BD DIAGNOSTICS, 2009).
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No ano de 1860, um cirurgido inglés chamado Joseph Lister pesquisava maneiras de
manter as incisdes cirargicas livres de contaminacdo pelos micro-organismos. Ele descobriu
que o fenol destruia as bactérias e passou a usa-lo nas cirurgias. Seus experimentos deram
origem as técnicas assépticas atuais que previnem infeccdes (PELCZAR JR; CHAN; KRIEG,
1997).

Em relacdo ao patologista dinamarqués Hans Christian Gram, no ano de 1884, este
desenvolveu, de maneira empirica, 0 método de coloracdo que passou a ter seu nome e que
permitiu dividir as bactérias em dois grandes grupos: Gram-positivos e Gram-negativos
(TRABULSI; ALTERTHUM, 2008). Posteriormente, no ano de 1887, um associado de Koch
chamado Richard J. Petri inventou a chamada placa de Petri, que revolucionou microbiologia.
Com a invencao da placa de Petri, o foco voltou-se para formula¢es de meios de cultura (BD
DIAGNOSTICS, 2009; PELCZAR JR; CHAN; KRIEG, 1997; MADIGAN et al, 2016).

No que se refere a atividade antibidtica, esta foi relatada pela primeira vez em 1929,
quando um médico e bacteriologista escocés, Alexander Fleming, observou a formacdo de um
halo inibitorio ao redor de colbnias de fungo do género Penicillium sp., onde o crescimento
bacteriano havia sido inibido. O principio ativo do fungo foi chamado de penicilina. Porém, o
sucesso da purificacdo da penicilina s6 ocorreu em 1940 por Florey e Chain, o que permitiu o
prosseguimento dos testes clinicos do antibidtico e, em seguida, a producdo em larga escala do
antimicrobiano (QUINN et al, 2007; TORTORA; FUNKE; CASE, 2017).

A expansdo do estudo de microbiologia comecou apds a Segunda Guerra Mundial, com
o0 crescimento da biologia molecular, biotecnologia e estudo da genética . O nascimento da
biologia molecular teve inicio em 1953 ap0s a publicagdo por Watson e Crick da estrutura do
DNA. Nesse mesmo ano, os virus foram definidos por Luria como ‘“‘submicroscopicas
entidades, capazes de serem introduzidos em condicdes de vida célulares e de se reproduzem
dentro de tais celulas apenas”. O cultivo dos virus em embrides de galinhas levaram ao
desenvolvimento das vacinas (BD DIAGNOSTICS, 2009).

Como uma ciéncia bioldgica aplicada, a microbiologia esta na linha de frente de varios
avancos importantes na medicina humana e medicina veterinaria. Desde causadores de doengas
infecciosas, até aqueles usados em combustivel de automdveis, 0s micro-organismos afetam a
vida cotidiana dos seres humanos e animais tanto de forma benéfica quanto de forma prejudicial
(MADIGAN et al, 2016).
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2.2 Procariotos e eucariotos

A partir da descoberta e do inicio dos estudos dos micro-organismos, ficou claro que a
divisdo dos seres vivos em dois reinos, animal e vegetal, era insuficiente. Assim, o zoologista
alemédo E.H. Haeckel, em 1866, sugeriu a criacdo de um terceiro reino, denominado Protista, 0
qual englobava bactérias, algas, fungos e protozoérios (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008;
PELCZAR JR; CHAN; KRIEG, 1997).

Porém, com os avancos da microscopia eletronica da década de 1940, pode-se observar
muito mais a estrutura celular interna do que era possivel com 0s microscopios opticos. Assim,
uma descoberta importante quanto a taxonomia foi de que as células microbianas, anteriormente
denominadas Protistas, poderiam ser divididas em duas categorias, com base na forma como a
substancia nuclear se apresenta no interior da célula, em procariotica e eucariotica (PELCZAR
JR; CHAN; KRIEG, 1997). Na primeira, 0 equivalente nuclear, representado por um unico
cromossomo, ndo € circundado pela membrana nuclear, enquanto que na segunda o nucleo é
limitado pela membrana nuclear que separa o nucleo do citoplasma da célula (TRABULSI;
ALTERTHUM, 2008).

Ja no ano 1977, Carl Woese e colaboradores, baseando-se no sequenciamento
comparativo de moléculas de RNAr e evidéncia gendmica e bioquimica associada, propuseram
que a classificacao dos seres vivos fosse substituida por um esquema baseado em trés Dominios:
Bacteria, Archaea e Eucarya, sendo os dois primeiros exclusivamente microbianos e compostos
por células procaridticas, e o terceiro Dominio, Eucarya, aquele que engloba todos os
organismos eucariotos, sendo este dominio subdividido em quatro reinos: Animalia, Plantae,
Fungi e Protista, segundo a classificacdo proposta por Whittaker, em 1969 (BROOKS et al.,
2014; MADIGAN et al., 2016; MONTEIRO, 2017).

Os procariotas, que incluem os dominios Bacteria e Archaea, consistem em células
pequenas, em geral da ordem de 0,5 a 5 um de didmetro, e estruturalmente bastante simples,
com auséncia de membrana nuclear e de organelas, e com ribossomos dispersos no citoplasma.
O DNA de quase todas as bactérias € circular, representando por um (nico cromossomo
procarioto, sendo a regido especializada da célula que contém DNA denominada nucleoide.
Quanto a divisdo celular, esta geralmente ocorre por fissdo binaria (BROOKS et al., 2014;
TORTORA; FUNKE; CASE, 2017; VERMELHO et al., 2014; MADIGAN et al., 2016).

Os eucariotas, que pertencem ao dominio Eukarya, sdo caracteristicamente maiores que
0s procariotas e contém em suas células uma variedade de estruturas citoplasmaticas envoltas
em membranas chamadas de organelas, como mitocondrias e cloroplastos. Os agentes

responsaveis pela motilidade das células eucarioticas s@o os flagelos ou cilios, estruturas
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complexas que ndo se assemelham aos flagelos dos procariotos. Quanto as paredes celulares,
quando estdo presentes, sdo quimicamente simples e a divisdo célula geralmente ocorre por
mitose (MADIGAN et al., 2016; BROOKS et al., 2014; TORTORA; FUNKE; CASE, 2017).

2.2.1 Bacteérias

As bactérias, do dominio Bacteria, podem ser divididas em trés grupos principais:
Gram-positivas, Gram-negativas e Micoplasmas. Esses micro-organismos sdo classificadas em
trés grupos basicos, de acordo com a forma em cocos, bacilos e espiroqueta. A orientacdo e o
grau de ligacdo das bactérias durante a divisdo celular determinam os arranjos. Quanto a
estrutura, as bactérias podem apresentar uma parede celular composta por um polissacarideo
complexo, o peptideoglicano, que permite diferenciar as bactérias em Gram-negativas e Gram-
positivas (LEVINSON, 2010).

As bactérias do tipo Gram-negativas compdem um grupo heterogéneo que possui um
complexo envelope celular (do tipo gram-negativo) constituido de membrana externa, espaco
periplasmatico contendo uma camada interna delgada de peptidoglicano (que contém &cido
muramico) e membrana citoplasmatica. Ja o envelope dos organismos gram-positivos consiste
em uma espessa e uniforme parede celular composta por peptidoglicano e acidos teicéicos, que
determina a forma celular, e também possui uma membrana citoplasméatica (BROOKS et al.,
2014; QUINN et al., 2007).

Quanto aos micoplasmas, estes sdo microrganismos que carecem de parede celular e
ndo sintetizam os precursores do peptidoglicano, sendo delimitados por uma membrana
plasmética. Os micoplasmas sdo microrganismos altamente pleomérficos cujo tamanho varia
de formas vesiculares a formas filtraveis muito pequenas (0,2 um) (BROOKS et al., 2014).

Em relacdo as arqueobactérias, pertencentes ao dominio Archaea, estas tém como
caracteristica apresentar parede celular com auséncia de peptideoglicano. Além disso, esses
micro-organismos apresentam muitas caracteristicas similares as das células eucaridticas e
podem ser encontrados em ambientes extremos (elevado teor de sal, altas temperaturas,
anaerdbios) (BROOKS et al., 2014; QUINN et al., 2007; TORTORA; FUNK; CASE, 2017).

2.2.2 Fungos

Fungos sdo organismos eucariotos, ndo fotossintéticos. Alguns podem ser
microscopicos em tamanho, enquanto outros sao muito maiores, como 0s cogumelos. Possuem
parede celular rigida, composta principalmente de quitina, e podem ser uni ou multicelulares.

Como todos os eucariontes, as células fungicas possuem pelo menos um nucleo circundado pela
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membrana nuclear e diversas organelas (BROOKS et al., 2014; PELCZAR JR; CHAN; KRIEG,
1997; TORTORA; FUNK; CASE, 2017).

Os fungos podem ser divididos em dois grupos, de acordo com a morfologia de seu talo,
em filamentosos ou bolores (multicelulares) e leveduras (unicelulares). Os fungos filamentosos
tém uma variacdo muito grande. Eles podem iniciar o seu desenvolvimento a partir de um
conideo, que é uma estrutura de reproducdo assexuada. Quando submetido a condicGes
favoraveis, o conideo germina dando origem a uma estrutura tubular que é denominada hifa, de
2 a 10 um de diametro. Esta cresce linearmente, invadindo o substrato sobre o qual se encontra.
Ao se ramificarem, as hifas formam um emaranhado que é denominado micélio, que cresce até
tornar-se visivel a olho nu (bolor) (CRUZ, 2010; BROOKS et al., 2014).

Ja as leveduras sdo unicelulares, geralmente de forma esférica a ovoide, de elipsoide a
filamentosa, de 3 a 15 pum de diametro, que ndo formam micélio e ndo possuem meio de
locomoc¢do. Como as col6nias e a morfologia microscopica de inimeras leveduras sdo muito
semelhantes, as espécies sdo identificadas com base em testes bioquimicos e algumas diferengas
morfologicas essenciais (BROOKS et al., 2014; PELCZAR JR; CHAN; KRIEG, 1997). As
leveduras se dividem por brotamento, formando os blastoconideos, que podem desprender-se
da célula-mae ou permanecer, em algumas espécies, ligados a ela, produzindo brotos que nédo
se separam uns dos outros formando uma pequena cadeia de células, denominada pseudo-hifa
(TORTORA; FUNKE; CASE, 2017).

As principais subdivisdes (phyla) dos fungos sdo: Chytridiomycota, Zygomycota,
Ascomycota, Basidiomycota e os "deuteromicetos” (ou fungos imperfeitos).

O filo Ascomycota (ou ascomicetos) abrange mais de 60% dos fungos conhecidos e
cerca de 85% dos patdgenos de humanos e animais. Os demais fungos patogénicos sdo
membros do filo Basidiomycota (basidiomicetos) ou do filo Glomerulomycota. O filo
Ascomycota (ascomicetos) é comporto por leveduras, como Saccharomyces e Candida, e por
bolores como os Coccidioides, Blastomyces e Tricophyton. Quanto ao filo Basidiomycota
(basidiomicetos), este possui como exemplos os cogumelos e o Cryptococcus. Ja o filo
Glomerulomycota tem como representantes o0s Rhizopus, Lichtheimia, Mucor e
Cunninghamella. (BROOKS et al., 2014).

2.3. Laboratorio de Microbiologia Veterinaria

Todos os profissionais que trabalham em laboratorio de microbiologia estdo diretamente

em contato com 0s mais diversos materiais clinicos e também com 0s micro-organismos
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isolados de culturas, portanto ha potencialmente um grande risco de infeccdo (OPLUSTIL el
al., 2010).

Para minimizar o risco nos laboratorios de microbiologia de se trabalhar com micro-
organismos infecciosos e com amostras suspeitas de conté-los, o Departamento dos Estados
Unidos Saude e Servigos Humanos publicou diretrizes para manuseio desses agentes e materiais
(BD DIAGNOSTICS, 2009).

As diretrizes descrevem quatro niveis de biosseguranca em que os laboratorios de
microbiologia podem ser divididos, descritos a seguir:

» As praticas do laboratério de nivel de Biosseguranca 1 sdo aplicaveis quando o
trabalho é feito com estirpes definidas e caracterizadas de organismos viaveis que ndo causam
doencas ao homem e com baixo risco para os colaboradores do laborat6rio e para 0 meio
ambiente. O trabalho é feito em bancadas abertas seguindo as boas praticas de laboratério;

* As praticas do laboratorio de nivel de Biosseguranca 2 sdo aplicaveis aos laboratorios
em que o trabalho é feito com o amplo espectro de agentes indigenas de risco moderado para
os colaboradores do laboratorio e para 0 meio ambiente;

* As praticas do laboratdrio de nivel de Biosseguranca 3 sdo aplicaveis aos laboratérios
que trabalham com agentes que apresentam risco infeccioso elevado e que podem causar
infeccOes graves e potencialmente letais. Todas as manipulagBes laboratoriais devem ser
realizada em um gabinete de seguranca bioldgica ou outro equipamento fechado para proteger
0 pessoal e 0 ambiente da exposicdo a aerossois potencialmente infecciosos;

* As praticas do laboratério de nivel de biossegurancga 4 sdo aplicaveis ao trabalho com
agentes altamente periosos que podem ser transmitidos via a rota do aerossol, para a qual ndo
existe vacina disponivel ou terapia e para o qual equipamento especializado e instalacdes sao
necessarias.

(BD DIAGNOSTICS, 2009; OPLUSTIL et al., 2010)

2.4 Esterilizacao

A esterilizacdo é uma pratica comum nos laboratdrios de microbiologia, e se refere a
qualquer processo ou procedimento projetado para eliminar completamente toda e qualquer
celula viva em crescimento ativo de um material ou meio, seja na forma vegetativa ou em
laténcia, incluindo os enddsporos bacterianos. A esterilizacdo ndo deve ser confundida com
desinfecgéo, sanitizacdo, pasteurizacdo ou antissepsia, as quais apenas se destinam a inativar,

inibir ou remover os microorganismos em sua forma vegetativa. A esterilizacdo pode ser
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realizada pelo uso de calor, produtos quimicos, radia¢do ou filtracdo (BD DIAGNOSTICS,
2009; CASAL, 2004).

O calor é o método de eleicdo usado para o controle do crescimento e para eliminar 0s
micro-organismos por ser seguro, econdmico e nao formar produtos toxicos (VERMELHO et
al., 2014). Existe a esterilizacao por calor umido e por calor seco. A a¢do do calor umido (vapor
saturado) promove a desnaturacdo e coagulacdo de proteinas estruturais e enzimas, levando a
perda da integridade celular e morte, ja o calor seco promove a morte dos micro-organismos
por oxidacdo (ABDI; ABIHPEC; SEBRAE, 2015; TRABULSI; ALTERTHUM, 2008;
PELCZAR JR; CHAN; KRIEG, 1997; VERMELHO et al., 2014).

2.4.1 Esterilizacdo por calor umido

A esterilizacdo por calor umido pode ser conseguida somente por meio de
autoclavagem. Porém, ha duas técnicas capazes de reduzir o nimero de micro-organismos
viaveis em uma amostra, a fervura e a pasteurizacdo (MADIGAN et al, 2016).

A fervura (100°C) inativa todas as formas vegetativas dos patdgenos, muitos virus,
fungos e seus esporos em até 15 minutos, mas é necessaria uma temperatura mais alta para
matar endosporos bacterianos resistentes e alguns virus em um periodo razoavel de tempo.
Assim, esse método € mais empregado para tornar alimentos e &gua seguros para serem
ingeridos (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008; CASAL, 2004; TORTORA; FUNKE; CASE,
2017).

Ja a pasteurizacdo utiliza um aquecimento precisamente controlado para reduzir o
namero total de micro-organismos presentes no leite e em outros liquidos que seriam destruidos
se autoclavados. Nas temperaturas e tempos utilizados para a pasteurizacdo de alimentos,
atualmente 72°C em 15 segundos, todas as bactérias patogénicas sdo mortas (MADIGAN et al.,
2016; TORTORA; FUNKE; CASE, 2017).

Para realizar a esterilizacdo de materiais e meios de cultura, o aparelho mais utilizado é
aautoclave, que é um dispositivo de aguecimento selado que emprega vapor d’agua sob pressao
e alcanca temperaturas acima da fervura da &gua (120°C). Geralmente, as autoclaves de
laboratdrio funcionam sob a pressdo de vapor de 1 atm a temperatura de 121°C, o que ajuda na
penetracao de calor para o material a ser esterilizado, e, de uma forma geral, os materiais ficam
esterilizados em 15-40 minutos (CASAL, 2004; BD DIAGNOSTICS, 2009; MADIGAN et al.,
2016; TORTORA; FUNKE; CASE, 2017).

2.4.2 Esterilizacéo por calor seco
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O calor seco é efetivo apenas em niveis consideravelmente maiores de temperaturas e
tempos mais longos do que o calor umido. A forma mais simples de esterilizacéo por calor seco
¢ a flambagem. Os microbiologistas empregam este procedimento rotineiramente em
laboratdrio ao esterilizar as alcas de platina (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008; TORTORA;
FUNKE; CASE, 2017).

O calor seco pode ser usado para materiais como instrumentos de metal, que seriam
corroidos pelo calor imido, e também para p6s, pomadas, 6leos e materiais densos que nédo
seriam facilmente penetrados pelo vapor. A esterilizacdo pode ser feita em forno a temperatura
de 160 ° C por 120 minutos (VERMELHO et al., 2014; PELCZAR JR; CHAN; KRIEG, 1997).

A incineracdo também é uma forma de esterilizacdo que emprega calor seco, sendo
usada para queimar sacos e copos de papel, plastico, carcaca de animais, materiais descartaveis,
etc (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008; PELCZAR JR; CHAN; KRIEG, 1997).

2.4.3 Esterilizacdo Quimica

As substancias quimicas que tém efeitos deletérios sobre os organimos agem,
normalmente, causando hidrélise de proteinas, enzimas ou de acidos nucleicos (TRABULSI,
ALTERTHUM, 2008).

Os agentes quimicos empregados no controle dos micro-organismos podem ser
esterilizantes ou desinfetantes. Os esterilizantes matam todos 0s micro-organismos em um
ambiente ou material e os desinfetantes reduzem a carga microbiana. O termo desinfetante €
usado para designar o agente quimico capaz de provocar a desinfeccdo de superficies
inanimadas. J& o termo antisséptico é utilizado para caracterizar tipos de desinfetantes usados
em tecidos vivos, em um processo denominado antissepsia (TRABULSI; ALTERTHUM,
2008; TORTORA; FUNKE; CASE, 2017).

Na esterilizacdo quimica pode-se empregar esterilizantes gasosos e liquidos para
determinados instrumentos médicos e industriais. Os gases incluem o6xido de etileno,
formaldeido e beta-propiolactona. Ja os esterilizantes liquidos incluem glutaraldeido, peréxido
de hidrogénio, acido peracético, didxido de cloro e formaldeido. A esterilizacdo quimica ndo
deve ser empregada na preparacdo de meio de cultura devido a efeitos desfavoraveis sobre o
desempenho (BD DIAGNOSTICS, 2009; PELCZAR JR; CHAN; KRIEG, 1997).

2.4.4 Esterilizacdo por Radiacdo
A esterilizacdo por radiacdo é um tratamento opcional para materiais sensiveis ao calor.

Isso inclui radiagdo ndo-ionizante e radiacdo ionizante.
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A luz ultravioleta, um tipo de radiagdo ndo-ionizante, € quimicamente ativa e causa
excitacdo de atomos dentro da célula microbiana, particularmente os &cidos nucléicos,
produzindo mutacgdes letais. Esta acdo faz com que o0 micro-organismo pare de reproduzir.
Como a luz ultravioleta carece de poder penetrante, suas aplicacdes limitam-se apenas a
tratamentos de superficie e de ar, sendo amplamente utilizada para descontaminar e desinfetar
fluxos laminares equipados com uma lampada UV, e também para desinfetar o ar circulante em
hospitais e salas de preparacdo de alimentos (MADIGAN et al., 2016; TORTORA; FUNKE;
CASE, 2017).

A radiacdo ionizante, ao contrério dos raios ultravioletas, penetra profundamente em
atomos e causa ionizacdo dos elétrons, formando radicais super-reativos (superoxidos) e estes
reagem com componentes celulares organicos, dentre eles o DNA, matando ou inativando 0s
micro-organismos (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008). A radiacdo gama € usada com mais
frequéncia que os raios X ou elétrons de alta energia para fins de esterilizagdo, sendo empregada
para tratar de produtos sensiveis ao calor, incluindo materiais e equipamentos médicos,
farmacéuticos, bioldgicos e equipamentos de laboratério (TORTORA; FUNKE; CASE, 2017).

2.4.5 Esterilizacdo por Filtragéo

Em 1884, Charles Chamberland, que desenvolveu a autoclave, descreveu o uso de filtros
para remover bactérias de dgua potavel (PELCZAR JR; CHAN; KRIEG, 1997). A filtracdo é
um meétodo Util para esterilizar liquidos e gases. Por este método exclui-se micro-organismos
ao invés de destrui-los. Para isso, um liquido ou gas passa através de um filtro, um dispositivo
contendo poros de dimensdes muito pequenas que impedem a passagem de quaisquer células
que possam estar presentes. Dois tipos principais de filtros podem ser usados, filtros de
membrana e filtros de profundidade. O primeiro retira as particulas, enquanto que a
profundidade do segundo as aprisiona (BD DIAGNOSTICS, 2009; MADIGAN et al., 2016).

2.5 Conservacgao dos micro-organismos

O alvo de qualquer método de conservacédo € preservar a viabilidade e principalmente
proporcionar estabilidade genética do microrganismo ao isolamento, pelo maior tempo
possivel, evitando assim a formacdo excessiva de mutacdes que alterem suas caracteristicas
(SOLA et al., 2012). Para se conservar 0s micro-organismos € necessario metabolismo seja
reduzido tanto quanto possivel, pois, nessas condi¢des, 0 micro-organimo permanece viavel por
um tempo mais prolongado (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).
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Uma das técnicas mais simples consiste em inocular o microrganismo em meio
adequado, incubar em ambiente favordvel a multiplicacdo e depois estocar em baixas
temperaturas. Nesta situacédo, € aconselhavel o armazenamento de culturas sob refrigeracéo (5
a 8°C). Os microrganismos podem permanecer vidveis por muito tempo, sendo em média de
um a trés meses para leveduras, e em torno de cinco a doze meses para bactérias (SOLA et al.,
2012).

Outra técnica consiste em recobrir a cultura com uma camada de 6leo mineral estéril,
reduzindo assim o suprimento de oxigénio e, consequentemente, o0 metabolismo microbiano.
Um dos problemas de se utilizar esse metodo de conservagdo é que, com o decorrer do tempo,
muitos micro-organismos podem sofrer mutagdes e, com isso, terem suas caracteristicas
alteradas (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008; SOLA et al., 2012).

Além dessas, ha o congelamento comum, que se baseia na conservacédo de agentes em
temperaturas relativamente baixas entre -4 e -20°C. Esse € um dos métodos de manutengdo
mais simples e baratos, além de oferecer boa seguranca para 0 armazenamento de diversos
microrganismos por periodos de trés meses a dois anos, devido a uma reducéo significativa no
metabolismo celular. Como desvantagem, verifica-se possivel reducdo da viabilidade de alguns
microrganismos, em funcdo dos danos causados as células em decorréncia da formacdo de
cristais de gelo e da variacdo eletrolitica na faixa de temperatura utilizada (TORTORA,
FUNKE, CASE, 2017; DELLARETTI, 2014).

Também pode-se recorrer a técnica de dessecacdo por liofilizacdo, que é considerada
uma das técnicas mais eficientes para a manutencdo de microrganismos, por garantir a
viabilidade dos agentes por 17 a 20 anos. A técnica se baseia na remocédo da &gua intracelular
de materiais biol6gicos congelados, por sublimacdo, evitando a formacdo de cristais de gelo
capazes de provocar danos as estruturas celulares, aléem de poder degradar enzimas presentes
no citosol, levando a morte dos agentes (DELLARETT]I, 2014).

Outra técnica utilizada é a conservacdo ultrabaixas temperaturas, utilizando-se de
nitrogénio liquido (-179 °C). Empregando as duas técnicas — liofilizacéo e nitrogénio liquido —
, 0S micro-organismos podem ser guardados por muito tempo, até mesmo durante anos, sem
que haja necessidade de renovacdo e sem alteracbes em suas propriedades (TRABULSI,;
ALTERTHUM, 2008).

2.6. Diagnostico Microbiologico

2.6.1 Isolamento de micro-organismos em cultura pura
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As amostras tipicas recebidas em um laboratdrio de diagnostico clinico incluem sangue,
urina, fezes, escarro, pelos, liquido cerebrospinal ou secrecdo de ferimentos. Para coleta desses
materiais, suabes estéreis sdo frequentemente utilizados. Em alguns casos, pequenos
fragmentos de tecido (bidpsia) podem ser obtidos para a cultura ou exame microscopico
(MADIGAN et al, 2016).

A transferéncia de um micro-organismo para um meio de cultura pode ser chamada de
repique, semeadura, ou inoculacdo. Dependendo do caso, podem-se utilizar algas ou agulhas de
inoculacdo, alca de Drigaslky, pipetas comuns, pipetas Pasteur, micropipetas automaticas e
suabes (VERMELHO et al., 2014). A amostra pode ser inoculada na superficie de um meio
s6lido ou em tubo contendo meio de cultura liqguido (MADIGAN et al, 2016).

Existem diversas técnicas de inoculacdo, entre elas a técnica de esgotamento por estrias
¢ a mais utilizada. Nesse processo faz-se o esgotamento do material contido numa al¢a ou
agulha de semeadura na superficie do meio, por meio de estrias, de modo que, ao final, a alca
podera depositar células isoladas no &gar. Outra técnica consiste na semeadura em superficie,
na qual o indculo em suspensao é espalhado na superficie do dgar com auxilio de uma alca de
vidro. Uma outra abordagem é o método Pour-plate, no qual o in6culo em suspensdo é
misturado em agar fundido que tenha sido resfriado a 45°C, e distribuido em placas de Petri
estéreis (BROOKS et al., 2014; PELCZAR JR; CHAN; KRIEG, 1997).

Durante a incubacdo do meio inoculado, as células individuais multiplicam-se e
produzem um grande nimero de células, que juntas formam uma colénia, que é uma cultura
pura com um ancestral Unico, visivel a olho nu (PELCZAR JR; CHAN; KRIEG, 1997).

2.6.2 Citologia

O microscopio optico de campo luminoso é o mais empregado em microbiologia de
rotina, e consiste em duas series de lentes (objetiva e ocular), que funcionam em conjunto na
resolucdo de imagens. Estes microscopios geralmente empregam uma objetiva com poder de
aumento de 100 vezes, com uma ocular de aumento de 10 vezes, aumentando uma amostra
1.000 vezes, o que possibilita a visualizagdo de diversos micro-organismos, como fungos e
bactérias (BROOKS et al., 2014).

Em relacdo as bactérias de interesse médico, estas podem apresentar diferentes formas
e arranjos. Quanto a forma podem ser esféricas (cocos), cilindricas (bacilos) ou espiraladas. Os
cocos sao redondos, mas podem ser ovais, alongados ou achatados em uma das estremidades.
Quando as bactérias em forma de cocos se dividem, as células podem permanecer unidas umas

as outras, surgindo em decorrécia cocos aos pares (diplococos), cadeia (estreptococos) e cachos
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(estafilococos). Menos frequentes sdo aquelas que se dividem em dois ou trés planos,
permanecendo unidas em grupos de 8 individuos (sarcinas) (TRABULSI; ALTERTHUM,
2008; MADIGAN et al., 2016; PELCZAR JR; CHAN; KRIEG, 1997; TORTORA; FUNKE;
CASE, 2017).

Os bacilos podem se apresentar aos pares (diplobacilos) ou em cadeia (estreptobacilos).
Alguns bacilos se assemelham a langas, outros tém extremidades arredondadas ou entéo retas.
Outros bacilos assemelham-se tanto aos cocos que, por isso, sdo chamados cocobacilos.
Bactérias espiraladas podem ter um ou mais espirais. Quando tém o corpo rigido e sdo como
virgulas, sdo chamadas vibrides, e espirilos quando tém a forma de saca-rolhas. H& ainda um
grupo de organismos espiralados, mas de corpo flexivel, os espiroquetas (TRABULSI;
ALTERTHUM, 2008; PELCZAR JR; CHAN; KRIEG, 1997; TORTORA; FUNKE; CASE,
2017).

A forma das bactérias € uma caracteristica genética e geralmente as bactérias sdo
monomorficas, isto €, mantém uma unica forma. Entretando, algumas condi¢des ambientais ou
de cultivo faz com que alguns poucos micro-organismos apresentem-se como pleomorficos
(TRABULSI; ALTERTHUM, 2008; TORTORA; FUNKE; CASE, 2017).

Uma vez que 0os microrganimos sdo transparentes, é frequente o uso de corantes para
melhor visualizacdo da forma e do tipo de arranjo. Os métodos de coloracdo mais empregados
na bacteriologia médica sdo os de Gram e de Ziehl-Neelsen (TRABULSI; ALTERTHUM,
2008). Em relacdo aos fungos, o exame microscopico direto é o método mais utilizado no
diagnostico de rotina. Além de ser rapido e sensivel, permite a visualizacdo do micro-organismo
e, em muitas ocasides, sua identificacdo (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).

Por possuirem morfologia bastante variada, os fungos filamentosos sdo mais faceis de
identificar por meio de citologia em comparacdo aos fungos leveduriformes, que sédo
morfologicamente semelhantes. Entrando, alguns géneros de leveduras como Candida,
Cryptococcus, Rhodotorula, Geotrichum, Malassezia e Trichosporon, podem apresentar
caracteristicas especificas (BRASIL, 2004).

2.6.2.1 Preparacdo do esfregaco

A limpeza das laminas histologicas € imprescindivel para confeccdo de um bom
esfregaco. Elas normalmente séo lavadas com agua e sab&o, enxaguadas em agua e deixadas
em um recipiente com etanol a 95%. Antes da utilizacdo, as laminas devem ser retiradas do

recipiente com uma pinga e secas com papel-toalha (VERMELHO e al., 2014).
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2.6.2.2 Coloragéo de Gram

Essa técnica foi desenvolvida em 1884 pelo bacteriologista dinamarqués Hans Christian
Gram e é coloracdo diferencial mais utilizada em bacteriologia. Esta coloracdo separa as
bactérias em dois grandes grupos: as Gram-positivas e as Gram negativas (VERMELHO et al.,
2014; TORTORA; FUNKE; CASE, 2017). O método ou técnica de Gram, consiste no
tratamento sucessivo de um esfregaco bacteriano, fixado pelo calor, com os seguintes reagentes:
cristal violeta, lugol, alcool e fuccina (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).

Toda bactéria, quer seja Gram-positiva, quer seja Gram-negativa, absorve de maneira
idéntica o cristal-violeta e o lugol, adquirindo a cor roxa devido ao complexo insoltvel formado
pelas duas substancias no citoplasma da célula. Entretando, com a adi¢éo do solvente organico,
que pode ser um alcool ou uma solucéo de alcool-cetona, a por¢éo lipidica da membrana externa
das bactérias Gram-negativas e o complexo cristal violeta-iodo é removido, descorando as
células. J& no caso das bactérias Gram-positivas, que possuem uma parede celular mais espessa
e diferente das bactérias Gram negativas, o0 complexo cristal violeta-iodo se liga a componentes
presentes na parede celular e o corante primario é retido, assim, as células permanecem coradas
(ABDI; ABIHPEC; SEBRAE, 2015; VERMELHO et al., 2014; TORTORA; FUNKE; CASE,
2017).

Em seguida, a amostra é tratada com um corante secundario, a fucsina bésica, que é
aplicada para corar as bactérias Gram-negativas que se tornaram incolores apds a lavagem com
solucdo descorante. Quando se observa no microscopio as bactérias que adquirem a coloracéo
purpura sdo chamadas de Gram-positivas e aquelas que adquirem a coloracdo cor-de-rosa a
vermelha sdo chamadas de Gram-negativas (ABDI; ABIHPEC; SEBRAE, 2015; VERMELHO
etal., 2014; TORTORA; FUNKE; CASE, 2017).

Os procedimentos para se corar as bactérias pelo método de Gram consistem em: corar
o esfregaco com cristal violeta por 1 minuto, remover o corante com agua destilada; colocar a
solucdo de lugol sobre o esfregaco durante 1 minuto; remover a solucdo de lugol com agua
destilada; lavar o esfregaco com solucdo descorante até que a lamina fique transparente;
remover a solu¢do com agua destilada, adicionar fuccina durante 30 segundos e lavar com &gua
destilada. Esperar a lamina secar para olhar ao microscopio (VERMELHO et al, 2014).

As interpretacdes dos esfregacos corados pelo Gram envolvem consideragdes
relacionadas com as caracteristicas da coloragdo, tamanho, forma e agrupamento das células
(BRASIL, 2000).
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2.6.2.3 Coloragéo simples

A coloragéo das bactérias ou de outros micro-organismos com um unico corante basico
é denominada coloracdo simples. Apo6s o esfregaco ser fixado, essa coloracdo € aplicada e
deixada para agir por um determinado periodo. A lamina € entdo lavada com agua destilada e,
apos secar, pode ser examinada. Alguns exemplos de corantes simples sdo: azul de metileno,
cristal violeta e safranina (TORTORA; FUNKE; CASE, 2017).

2.6.2.4 Coloracéo diferencial acido resistente (método de Ziehl-Neelsen)

A coloragdo &cido resistente se liga fortemente as bactérias que apresentam um material
seroso em sua superficie, assim, essa técnica é utilizada para identificacdo de bactérias do
género Mycobacterium e também para identificacdo de linhagens patogénicas do género
Nocardia, sendo essas bactérias consideradas acido resistentes (TORTORA; FUNKE; CASE,
2017).

Para se proceder essa coloragdo, o corante vermelho carbolfucsina é aplicado a um
esfregaco fixado, e a lamina é aquecida levemente por alguns minutos, pois o calor facilita a
penetracdo do corante pela parede da bactéria. Apds a ldamina ser resfriada e lavada, o esfregaco
é tratado com um solvente descorante alcool-acido, que remove o corante vermelho das
bactérias que n&o sio acido-resistentes. E utilizado, entdo, um contracorante, o azul de metileno,
que cora de azul as bactérias ndo acido resistentes. As bactérias acido resistentes sao coradas
de vermelho pela carbolfucsina (BROOKS et al., 2014; TORTORA; FUNKE; CASE, 2017;
VERMELHO et al., 2014).

2.6.2.5 Coloragdes especiais
As coloracGes especiais sdo aquelas utilizadas para corar por¢cdes dos micro-
organismos, como os endésporos, flagelos ou capsulas (TORTORA; FUNKE; CASE, 2017).

2.6.2.5.1 Coloracdo de flagelos (Método de Leifson)

Os flagelos bacterianos s&o estruturas de locomogao muito pequenas e finas para serem
visualizadas ao microscopio. Assim, pelo método de Leifson, utiliza-se um mordente, como o
acido tanico, para ser depositado de forma continuada sobre as células, provocando a formagéo
de um precipitado macico sobre as paredes celulares. Com isso, o didmetro aparente dos
flagelos aumenta. A adicdo subsequente de fuccina basica torna-os visiveis a0 microscopio
optico (BROOKS et al., 2014; TORTORA; FUNKE; CASE, 2017; VERMELHO et al., 2014).
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2.6.2.5.2 Coloragdo de endosporos (Técnica de Schaeffer-Fulton)

Enddsporo é uma estrutura especialmente resistente, dormente, formada dentro de uma
célula que protege a bactéria de condigdes ambientais adversas (TORTORA; FUNKE; CASE,
2017). Bactérias anaerdbicas do género Clostridium e Desulfotomaculum e aerdbicas do género
Bacillo sdo exemplos de micro-organismos que desenvolvem essas formas de resisténcia
denominadas endosporo. Estes enddsporos ndo se coram facilmente, e os métodos de coloragao
normalmente utilizam o calor como forma de facilitar a penetracdo do corante (VERMELHO
etal., 2014).

O método de coloracdo de enddsporos mais comumente utilizado é o de Schaeffer-
Fulton. Nesse método, a coloracdo primaria verde-malaquita é aplicada a um esfregaco ja
fixado, o qual é aguecido em vapor por cerca de cinco minutos. Entdo a preparacao € lavada até
que seja removido o corante de todas as partes da célula, exceto dos enddsporos. A adicdo do
contracorante safranina cora apenas as células vegetativas de vermelho, e os enddsporos
aparecem em verde dentro dessas células (TORTORA; FUNKE; CASE, 2017; VERMELHO
etal., 2014).

2.6.2.5.3 Coloracdo para capsulas (Método de Welch)

Muitos micro-organismos contém uma cobertura gelatinosa, chamada de céapsula
(TORTORA; FUNKE; CASE, 2017). Para corar as capsulas das bactérias € necessario usar o
corante cristal-violeta, seguido de um agente descolorante que também age como contracorante,
o sulfato de cobre. Nesse método, o0 esfregaco deve apenas ser seco ao ar, pois a fixacdo pelo
calor causa encolhimento da capsula. Apds secar, deve-se adicionar o corante cristal violeta na
amostra, que cora tanto a célula quanto a capsula. Em seguida, acrescenta-se o sulfato de cobre,
que se liga a capsula, gerando uma coloracao diferencial. Ao microscopio, a capsula aparece na
cor azul clara, enquanto que o restante das células e 0 meio a sua volta apresentam uma
coloracdo purpura devido ao cristal violeta (BROOKS et al., 2014; VERMELHO et al., 2014).

2.6.3 Cultura

O meio de cultura consiste em um material nutritivo preparado para o crescimento de
micro-organismos em laboratorio. Tendo em vista a ampla diversidade metabolica dos micro-
organismos, existem varios tipos de meios de cultura que satisfazem as variadas exigéncias
nutricionais. Porém, além dos nutrientes, € preciso também fornecer condigdes ambientais
favoraveis ao desenvolvimento dos micro-organismos, tais como pH (geralmente entre 6,5 e

7,5), pressdo osmotica, disponibilidade de &gua, temperatura (crescimento a 37°C para a
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maioria das bactérias patogénicas), atmosfera (aerdbia, microaerébia ou anaerobia), dentre
outros (ABDI; ABIHPEC; SEBRAE, 2015; QUINN et al, 2007).

Basicamente existem dois grandes grupos de meios de cultura: 0s meios quimicamente
definidos e os meios complexos. Os meios quimicamente definidos sdo aqueles cuja
composicdo quimica exata é conhecida. Para que as bactérias possam crescer nesse meio, elas
devem ser incubadas em presenca de luz e em condicbes de aerobiose. Também pode-se
adicionar fontes organicas de energia como glicose ou aminoacido triptofano (TRABULSI;
ALTERTHUM, 2008; MADIGAN et al., 2016; TORTORA; FUNKE; CASE, 2017).

Se o objetivo for cultivar micro-organismos mais exigentes pode-se enriquecer 0 meio
com substancias altamente nutritivas, como o extrato de carne. Nesse momento, 0 meio passa
a ser chamado complexo, pois contém um produto cuja composicdo quimica ndo €
qguimicamente definida. Esse tipo de meio emprega as mais variadas substancias em sua
composicdo como peptonas; extratos de 6rgdo de animais como figado, cérebro e coracao;
extratos de vegetais como soja, arroz; ou outras como sangue, soro, etc (TRABULSI,
ALTERTHUM, 2008; MADIGAN et al., 2016).

Além destes, hd 0 meio seletivo, que contém compostos que inibem seletivamente o
crescimento de alguns micro-organismos, mas ndo de outros. Muitas vezes a seletividade do
meio depende da adi¢do de algum composto inibidor dos indesejaveis. Assim, por exemplo, 0
agar de MacConkey (que contém corante basico) seleciona bactérias Gram-negativas, enquanto
qgue a azida sodica inibe as bactérias Gram-negativas em detrimento das Gram positivas
(TRABULSI; ALTERTHUM, 2008; BROOKS et al., 2014).

Um tipo especifico de meio seletivo é o meio de enriquecimento. Esse meio € preparado
para favorecer a multiplicacdo de micro-organismos de interesse, quando estes estdo presentes
em pequeno namero em relacdo a microbiota de acompanhamento (VERMELHO et al., 2014).
O meio fornece nutrientes e reproduz o ambiente natural (“nicho”), 0 que favorece o
crescimento de um micro-organismo especifico e ndo de outros. Com frequéncia, essa
metologia é empregada em amostras de solo e fezes (BROOKS et al. 2014; TORTORA;
FUNKE; CASE, 2017).

Ao contrério, existem os meios nao-seletivos, como o agar-sangue e o agar-chocolate,
que sustentam o crescimento de diferentes bactérias. Esses meios sdo destinados ao isolamento
de diferentes espécies, tantas quanto possivel, produzindo inimeras colbnias bacterianas
(BROOKS et al., 2014).

Ja os meios diferenciais sdo aqueles que conferem caracteristicas especiais as colonias
que, em condi¢des normais, seriam idénticas (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008). Para isso
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adiciona-se um indicador ao meio que revela, através de uma mudanca de coloracao, se uma
reacdo metabdlica em particular ocorreu durante o crescimento (p.ex., formagéo de col6nia rosa
a vermelha em Agar MacConkey por bactérias que fermentam lactose) (MADIGAN et al.,
2016). Também pode-se avaliar a expressdo de enzimas extracelulares que pode ser detectada
como zonas claras circundando as colbnias (p.ex., zonas de hemdlise em &agar sangue)
(BROOKS et al., 2014).

Também existem 0s meios para o crescimento de anaerdbios, os chamados meios
redutores. Esses meios contém ingredientes, como o agente redutor tioglicolato de sddio, que
se combina quimicamente com o oxigénio e torna-o indisponivel para os micro-organismos. Os
laboratdrios podem utilizar sistemas de incubagdo dos micro-organismos em caixas e jarras
seladas, nas quais um catalisador de paladio acelera a reacdo do hidrogénio com o oxigénio,
formando agua apds as placas de cultura serem introduzidas e o recipiente ser selado
(TORTORA; FUNKE; CASE, 2017; VERMELHO et al., 2014).

Um meio de cultura quanto a consisténcia pode ser solido (como &gar ou gelatina),
semissolido (pouco agar ou gelatina) ou liquido. Para que um meio torne-se sélido, o agar, que
é um polissacarideo complexo derivado de alga marinha, é adicionado (TORTORA; FUNKE;
CASE, 2017).

Os meios de cultura mais utilizados no laboratério de microbiologia veterinaria da
UFERSA para identificacdo de micro-organismos de amostras clinicas sdo o agar sangue
Base®, 4gar MacConkey®, agar BHI® (Brain Heart Infusion), caldo BHI, agar Sabouraud® e

agar Mueller Hinton®.

2.6.3.1 Agar e caldo BHI

O agar Brain Heart Infusion (BHI) deriva os seus nutrientes dos componentes da infusdo
de cérebro-coracdo, da peptona e da dextrose. Esse € um meio de utilizacdo geral, adequado
para a cultura de uma grande variedade de tipos de organismos, incluindo bactérias, leveduras
e fungos filamentosos provenientes de amostras clinicas. Também pode ser utilizado na
preparacdo do indculo para teste de susceptibilidade aos antimicrobianos, para realizacdo de
teste de coagulase em tubo, para teste de crescimento bacteriano a 42 e 44°C e para teste de
motilidade em lamina (BRASIL, 2013).

Ja o caldo BHI é utilizado na recuperacdo de micro-organismos fastidiosos ou néo,
incluindo bactérias aerdbicas e anaerobicas, e fungos. A turvacdo do meio indica crescimento
de micro-organismos (BRITO, 2010).
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2.6.3.2 Agar sangue

Agar sangue é um meio rico, ndo seletivo e diferencial para hemdlise. Nesse meio
crescem a maioria das bactérias Gram negativas e Gram positivas, fungos filamentosos
(bolores) e leveduras, exceto algumas espécies de hemofilos e outros micro-organismos
fastidiosos (BRASIL, 2013). Este meio propicia o desenvolvimento da maioria das bactérias
patogénicas de importancia médica (VERMELHO et al., 2014).

Para ser confeccionado necessita de um meio comercial que pode ser o Blood Agar
Base, Columbia Agar Base, Agar BHI ou Agar Mueller Hinton. Essa base deve ser esterilizada
em autoclave e, apds atingir a temperatura de 45 a 50 graus, deve-se acrescentar 5 ml de sangue
desfibrinado de carneiro ou coelho para cada 100 ml de meio (BRASIL, 2013; BD
DIAGNOSTICS, 2009).

Na interpretacdo do resultado pode-se identificar a beta hemdlise, em que ha presenca
de um halo transparente ao redor das col6nias semeadas (lise total dos eritrocitos), a alfa
hemolise, em que ha presenca de halo esverdeado ao redor das colnias semeadas (lise parcial
dos eritrocitos), ou gama hemolise (sem hemdlise), em que ha auséncia de halo ao redor das

col6nias (eritrocitos permanecem integros) (BRASIL, 2013).

2.6.3.3. Agar MacConkey com cristal violeta

O agar MacConkey é um meio seletivo para bactérias Gram negativas e diferencial para
a utilizacdo de lactose, sendo utilizado principalmente para isolar bacilos Gram-negativos
(enterobactérias e ndo fermentadores). Esse € um meio especifico para bactérias Gram-
negativas pois o cristal violeta inibe o crescimento de micro-organismos Gram-positivos,
especialmente Enterococos e Estafilococos. Também € utilizado para verificar a fermentacao
ou ndo da lactose, ja que as bactérias Gram-negativas, que produzem &cido lactico a partir deste
acucar, podem ser diferenciadas das bactérias Gram-negativas que ndo o produzem. As colbnias
que utilizam lactose, formando &cido lactico, tornam-se rosa a avermelhadas, uma vez que o
indicador de pH vermelho neutro também faz parte do meio. J& as coldnias ndo fermentadores
de lactose séo incolores (BRASIL, 2013; BD DIAGNOSTICS, 2009; PELCZAR JR; CHAN;
KRIEG, 1997).

2.6.3.4 Agar Sabouraud-Dextrose acrescido de cloranfenicol
Esse é um meio de pH &cido (5,8) e que contém elevado teor de glicose, que favorecem
o crescimento de diversos fungos leveduriformes e filamentosos (BRASIL, 2013). Nesse meio

pode-se adicionar antimicrobianos, como cloranfenicol, que € inibitdrio a uma ampla gama de
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bactérias gram-negativas e gram-positivas, e também, pode-se acrescentar cicloheximida, que
€ um agente antifngico ativo principalmente contra fungos sapréfitas. A vantagem desse
antifangico é que ele ndo inibe leveduras ou dermatofitos (BD DIAGNOSTICS, 2009).

2.6.3.5 Agar Mueller Hinton

O 4gar Mueller Hinton é um meio de cultura recomendado para a realizacdo de
antibiograma. Esse meio possui uma substancial fonte de proteinas e carboidratos que
proporcionam o desenvolvimento e crescimento de cepas bacterianas de interesse clinico. Além
disso, a baixa concentracdo de timina e timidina e niveis adequados de Calcio e Magnésio,
evitam falsos resultados de sensibilidade ou resisténcia microbiana (BRITO, 2014; BD
DIAGNOSTICS, 2009).

2.6.3.6 Chromagar

O Chromagar é um meio de isolamento e identificacdo para Candida albicans, C.
tropicalis e C. krusei de amostras clinicas. Esse meio pode ser utilizado como meio de
isolamento seletivo para outras espécies de leveduras e para fungos filamentosos, além de
possuir uma acao inibidora para as bactérias (BD DIAGNOSTICS, 2009).

A utilidade de um meio seletivo e diferencial para o isolamento primario de espécies de
Candida tem sido observado h& muito tempo. Em 1953, Nickerson desenvolveu um meio
seguindo um estudo de reducéo de sulfito pelas espécies de Candida. Em 1958, Pagano et al.
teria adicionado cloreto de trifenil tetraz6lio em meio Sabouraud Dextrose para diferenciar C.
albicans de outras leveduras. Atualmente, com a incluséo de substratos cromogénicos no meio,
as coldnias de C. albicans, C. tropicalis e C. krusei produzem cores diferentes, permitindo
assim a deteccdo direta destas espécies de levedura na placa de isolamento (BD
DIAGNOSTICS, 2009).

Coldnias de C. albicans aparecem verde claro a verde médio, coldnias de C. tropicalis
aparecem as colonias de aparecem azuis esverdeadas a azul metalizado e C. krusei parecem
rosa claro com uma borda esbranquicada. Outras leveduras podem desenvolver sua cor natural
(creme) ou aparecem de cor clara a escura (por exemplo, C. glabrata). Uma vantagem adicional
deste meio consiste € a facil deteccdo de culturas mistas de leveduras devido a apresentagéo das
suas coldnias com cores diferentes (BD DIAGNOSTICS, 2009).

2.6.4 Testes bioquimicos
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Os resultados das provas bioquimicas sdo amplamente utilizadas em associacdo aos
resultados obtidos por meio de citologia e cultivo para se fazer uma avaliagdo presuntiva de um
patdgeno bacteriano, visto que as propriedades metabdlicas sdo Unicas para cada espécie
(QUINN et al, 2007, VERMELHO et al., 2014). A identificacdo definitiva da bactéria esta
geralmente baseada em testes bioquimicos e sorolégicos. Testes adicionais podem ser usados
para auxiliar na identificacdo de micro-organismos especificos (QUINN et al, 2007).

As provas bioquimicas estdo fundamentadas principalmente na pesquisa de enzimas
estruturais, importantes no metabolismo do micro-organismo (ex. fenilalanina, catalase), na
pesquisa de produtos metabolicos e catabdlicos (ex. indol, acidos organicos), e na sensibilidade
a diferentes compostos (ex. bacitracina, novobiocina) (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).

Teste bioquimicos especificos podem ser utilizados para identificar diferentes grupos
de bactérias como Enterobactérias, cocos Gram-positivos, bacilos Gram-negativos nédo
fermentadores, bactérias anaerobicas estritas e leveduras (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).

2.6.4.1 Prova de Citrato

Determina se um micro-organismo € capaz de utilizar o citrato como Unica fonte de
carbono para o seu metabolismo e crescimento, com alcalinidade resultante. E utilizado para
diferenciar géneros e espécies de enterobactérias, de micro-organismos Gram-negativos
relacionados e de bactérias ndo fermentadoras (MACFADDIN, 2004).

O meio mais comumente utilizado € o citrato de Simmon, no qual o citrato de sodio é a
unica fonte de carbono e o fosfato de Aménia, a Unica fonte de nitrogénio. As bactérias que
produzem a enzima citratase conseguem utilizar o citrato como Unica fonte de carbono. Quando
a bactéria utiliza o citrato, este é removido do meio e CO ¢ liberado. Esse CO2 combina-se
com o sodio do citrato de sédio e dgua para formar carbonato de sddio, que alcaliniza o meio.

O reagente utilizado como indicador de pH é o azul de bromotimol (VERMELHO et
al., 2014). Se for positivo, 0 meio adquire uma intensa cor azul no bico de flauta ou crescimento
no local do indculo. Se for negativo ndo ha crescimento e a cor permanece verde (BRASIL,
2013; MACFADDIN, 2004).

2.6.4.2 Bile-esculina

E uma prova que diferencia géneros e espécies de enterobactérias e micro-organismos
ndo fermentadores e que também é usada para identificacdo presuntiva de espécies de
Enterococcus e Streptococcus. O teste verifica se a bactéria é capaz de hidrolisar a esculina na

presenca de bile. A hidrdlise da esculina resulta na formagéo de glicose e de um composto
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chamado esculetina. A esculetina reage com citrato férrico do meio, formando um complexo
de coloragdo marrom escuro ou preto, indicando resultado positivo. Se for negativo a coloragéo
permanece inalterada (palha) (BRASIL, 2013; TRABULSI; ALTERTHUM, 2004).

2.6.4.3 Agar DNase

Determina a capacidade de um micro-organismo de produzir a enzima
desoxirribonuclease (DNAse) capaz de despolimerizar o 4&cido desoxirribonucleico
(MACFADDIN, 2004).

E uma prova de identificacdo que separa os principais micro-organismos de importancia
clinica, entre eles tem-se os DNase positivos: Staphylococcus aureus, Serratia spp. e Proteus
spp., Stenotrophomonas maltophilia, Cryseobacterium meningosepticum, Moraxella
catarrhalis; e os DNase negativos: Staphylococcus coagulase negativa, demais enterobactérias,
e os demais bacilos Gram negativos ndo fermentadores (BRASIL, 2013).

Com auxilio da alca de platina, deve-se tocar nas colénias em estudo e fazer um
esfregaco circular e denso na placa de DNase, que deve ser incubada em estufa bacterioldogica
durante 24 horas. As cepas de alguns micro-organismos produzem as enzimas DNase e
endonuclease termoestavel as quais hidrolisam acido desoxirribonucléico (DNA) contido no
meio de cultura (BRASIL, 2013).

Ap0s 24 horas, deve-se colocar &cido cloridrico (HCI) sobre o crescimento bacteriano
até banhar totalmente a superficie do meio e aguardar aproximadamente 3 minutos ou até que
0 meio fique opaco. O resultado é positivo quando ha presenca nitida de halo claro na parte
inferior e em volta da col6nia, e é negativo quando ha auséncia de halo claro em volta da coldnia
(BRASIL, 2013).

2.6.4.4 Agar fenilalanina

Essa prova determina a capacidade da bactéria de produzir acido fenilpiravico a partir
da fenilalanina por via enzimatica, com a producdo de acidez (MACFADDIN, 2004). E
utilizada para diferenciar géneros e espécies de enterobactérias, principalmente Proteus,
Morganella e Providencia. O teste consiste na deteccdo de acido fenilpirtvico, apds o
crescimento do micro-organismo em meio contendo o aminoacido. O aparecimento de uma
coloragéo verde escura apos a adicao do reagente cloreto férrico 10% sobre a superficie do meio
indica resultado positivo. O resultado € negativo quando a cor do meio permanece inalterada
(amarelo palha) (BRASIL, 2013; TRABULSI; ALTERTHUM, 2004).
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2.6.4.5 SIM

A prova SIM determina a habilidade do micro-organismo de metabolizar o triptofano,
por meio da enzima triptofanase, em indol, acido piravico e amonia. O teste indol é baseado na
formacéo de um complexo vermelho quando o indol reage com o reagente de Erlich ou Kovacs,
apos a adicdo de 5 gotas de um destes reagentes (VERMELHO; TRABULSI E ALTERTHUM,
2004). Se o teste for indol positivo serd formado um anel vermelho na superficie do meio, e se
for indol negativo, o anel sera amarelo (BRASIL, 2013).

Por essa prova também realiza-se a leitura da motilidade e do H2S. Se for motilidade
positiva, 0s micro-organismos moveis migram pela linha do in6culo e difundem-se no meio
causando turbidez, e se for motilidade negativa a bactéria tem um crescimento acentuado ao
longo da linha do indculo, em volta continua limpido (BRASIL, 2013).

A habilidade de certas bactérias de formar H2S a partir de compostos que contenham
enxofre é uma caracteristica importante para sua identificacdo. O H2S é produzido € partir da
acdo de uma tiossulfato-redutase sobre o tiossulfato de sédio, sendo evidenciado pela reacdo do
H2S com o citrato férrico amoniacal, originando sulfeto de ferro, um sal insoltvel de cor negra.
Nesse caso o resultado é positivo. Se for H2S negativo ndo havera formacdo de cor negra em
torno do in6culo (TRABULSI; ALTERTHUM, 2004).

2.6.4.6 NaCl 6,5%

A tolerancia ao NaCl a 6,5% € uma prova utilizada para verificar a capacidade de alguns
micro-organismos crescerem em presenca do sal. Essa prova diferencia Enterococcus spp. que
sdo NaCl 6,5 % positivo, de Streptococcus spp., que sdo NaCl 6,5% negativos. Se o resultado
for positivo ocorre crescimento bacteriano (turvacdo do meio) com ou sem viragem do
indicador. Se for negativo ha auséncia de crescimento e 0 meio permanece com a cor original

purpura e sem turvacdo (BRASIL, 2013).

2.6.4.7 Reducdo de nitrato

E utilizado para detectar a habilidade do micro-organismo para reduzir nitrato a nitrito,
por meio da enzima nitrogénio redutase. Se a reducdo ocorre, hd também formacéo &cido
nitroso, que entdo reage com o Reagente | (sulfato sufanilico), formando um composto que
reage com o Reagente Il (alfa-naftilamina), para formar outro composto que possui uma cor
vermelho intensa, sendo o resultado positivo. A auséncia de coloracdo no meio apds a adigdo

dos reagentes | e Il indicam negatividade para o teste (VERMELHO et al., 2014).
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2.6.4.8 Prova de oxidacdo e fermentacgéo (O/F)

Essa prova auxilia na identificagdo das bactérias aerdbicas e anaerdbicas facultativas
(MACFADDIN, 2004). A conversdo de carboidratos em produtos &cidos pode ocorrer tanto
aerobicamente, pela oxidacdo, como anaerobicamente, pela fermentacdo. De forma geral, a
maioria das bactérias de interesse médico sdo anaerobicas facultativas (VERMELHO et al.,
2014).

Nessa prova pode-se diferenciar bacilos Gram negativos e cocos Gram positivos quanto
ao tipo de metabolismo empregado em utilizar carboidratos. Pra isso, deve-se fazer a inoculagédo
da bactéria em estudo em dois tubos, sendo que em um dos tubos acrescenta-se 1,0 ml de 6leo
mineral e no outro tubo n&do se coloca 6leo mineral (BRASIL, 2013).

No tubo contendo 6leo mineral observa-se se houve fermentacdo, que é processo
metabolico de 6xido-reducdo que ocorre em anaerobiose, e, em vez de oxigénio, um substrato
organico serve como aceptor final de hidrogénio. Na reacdo de fermentacdo de agucares, ha
formacdo de &cidos orgénicos como metabdlitos. A producdo desses acidos provoca uma
diminuicdo do pH do meio. Assim, o teste consiste em detectar a acidificacdo do meio de
cultura, utilizando um indicador de pH, o vermelho de fenol, que em pH é&cido é amarelo
(TRABULSI; ALTERTHUM, 2004).

O micro-organismo € oxidador quando no tubo aberto a cor do meio fica amarela e no
tubo fechado fica inalterada (verde). Quando é fermentador, tanto o tubo aberto quanto fechado
desenvolve cor amarela. E é assacarolitico (inerte) quando tubo aberto e fechado ndo mudam a
coloracdo (verde) (BRASIL, 2013).

2.6.4.9 Agar Triplice agucar (TSI)

Esse € um meio empregado na triagem de enterobactérias (TRABULSI; ALTERTHUM,
2004). Este meio contém trés acucares: glicose, lactose e sacarose; vermelho de fenol para
deteccdo da fermentacgéo de carboidratos; e sulfato de ferro para detec¢do da produgéo de sulfato
de hidrogénio (indicado pela cor preta na base do tubo). A fermentacéo é indicada pela mudanca
da cor do indicador de pH de vermelho para amarelo (BRASIL, 2013).

O é&gar fundido é deixado solidificar, formando uma superficie inclinada. Essa
configuracgdo origina duas camaras de reagdo dentro do mesmo tubo. A porg¢éo inclinada ou
bico, exposta em toda sua superficie ao oxigénio atmosférico, € aerdbia. A porcao inferior,
denominada profundidade ou fundo, esta protegida do ar e € relativamente anaerdbia (BRASIL,
2013).
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A cor original do meio € vermelho laranja, levemente opalescente. A leitura deve
ocorrer entre 18 e 24hs. A cor pdarpura indica alcalinidade, e a cor amarelo indica acidez.
Reac0es: se o apice for cor purpura e a base amarela, € indicativo de fermentacao apenas da
glicose (lactose e sacarose negativos). Se for amarelo/amarelo, indica a fermentacédo da glicose
+ lactose e/ou sacarose (2 ou 3 agucares). Pode haver presenca de gas (CO?), identificada como
bolhas ou meio fragmentado. E H2S positivo, se houver presenca de precipitado negro
(BRASIL, 2013).

2.6.4.10 Teste da urease

Determina a habilidade do micro-organismo de hidrolisar a ureia em duas moléculas de
amonia pela acdo da enzima urease, resultando na alcalinizacdo do meio (MACFADDIN,
2004). Essa amdnia produzida leva a um aumento do pH, o que causa uma mudanca de cor no
indicador de fenol, que passa a ser rosa. Isso indica resultado positivo para o teste. Se nao
houver mudanca de cor o teste é negativo. O meios para utilizados para identificacdo de urease
sdo: caldo Stuart e agar de Chistensen (VERMELHO et al., 2014).

Quando o resultado fica positivo rapidamente, de 1 a 6 horas, é indicativo para Proteus
spp. Se o resultado ficar positivo tardiamente, de 24 horas a 6 dias (ou mais), é indicativo de
algumas cepas de Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter, Haemophilus (BRASIL, 2013).

2.6.4.11 Vermelho de metila (VM)

O teste de vermelho de metila (VM) é utilizado para identificar espécies bacterianas que
produzem acidos organicos (lactico, acético e formico) a partir da fermentacdo da glicose.
Muitas espécies de enterobactérias utilizam essa via de fermentacéao da glicose. A formacéo dos
acidos pode ser detectada pela adicdo do indicador vermelho de metila, que se for positivo vai
apresentar a superficie vermelha e se for negativo ndo tem mudanca de coloracdo (TRABULSI;
ALTERTHUM, 2004; VERMELHO et al., 2014).

2.6.4.12 Voges-Proskauer (VP)

Uma outra via de fermentagdo de glicose que as bactérias podem utilizar é a via da
acetoina. O acido piruvico e formado pela degradacao fermentativa da glicose. Para o teste de
VP deve-se adicionar ao tubo o reagente de Barritt “A” (que contém alfa-naftol) e apds, aplicar
o reagente “B” (que contém KOH). Se a acetoina ¢ produzida a partir do 4cido piruvico oriundo

do metabolismo da glicose, ele reagird com o alfa-naftol e KOH produzindo uma coloragdo
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vermelha ao meio. Se a acetoina ndo for produzida, a rea¢do fornece uma colora¢do amarelada
ou cor de cobre, indicando um teste negativo (VERMELHO et al., 2014).

2.6.4.13 Prova de catalase

Este teste ¢ utilizado para identificar organismos que produzem a enzima catalase, que
decompde o perdxido de hidrogénio (H.0,) em agua e oxigénio. E utilizada para diferenciar
espeécies de Staphylococcus e Micrococcus da espécie Streptococcus, que é catalase negativa
(MACFADDIN, 2004; TRABULSI; ALTERTHUM, 2004).

A maioria das bactérias aerdbicas e anaerdbicas facultativas produz peréxido de
hidrogénio a partir de flavoproteinas, gerando oxigénio livre ao final da reacdo. Se o perdxido
de hidrogénio se acumula na célula, ele se torna tdxico porque o peréxido € uma molécula
altamente reativa que promove danos aos componentes celulares. Por isso, muitas bactérias
produzem a enzima catalase (VERMELHO et al., 2014).

Com auxilio da alca de platina, deve-se pegar uma amostra da col6nia em estudo,
colocar sobre uma lamina de vidro, e sobre ela depositar uma gota de peréxido de hidrogénio a
3%. O resultado é positivo quando se tem a presenca imediata de bolhas, devido a formacéo de
oxigénio (O2) pela quebra do peréxido de hidrogénio (H20>), e € negativo quando ha auséncia
de bolhas ou efervescéncia (BRASIL, 2013; MACFADDIN, 2004; TRABULSI,
ALTERTHUM, 2004).

2.6.4.14 Prova de oxidase

O teste de oxidase é baseado na producdo intracelular da enzima oxidase pela bactéria.
Essa prova ajuda a distinguir ndo fermentadores (oxidase positiva) de enterobactérias (oxidase
negativa). Com auxilio de um palito de madeira ou plastico, deve-se espalhar a colénia a ser
testada sobre a fita de oxidase. Se for oxidase positiva ha producdo de cor roxa imediatamente
no local da inoculacdo da bactéria. Se for oxidase negativa ndo ha mudanca da cor do papel no
local da inoculacéo da bactéria (BRASIL, 2013).

2.7 Antibiograma

Antibiogramas séo testes que tém por objetivo verificar a sensibilidade de determinado
micro-organismo a varios antibidticos mediante comparacéo usando um padréo preestabelecido
(VERMELHO et al., 2014). Em muitas situac6es, sob o ponto de vista do clinico, os resultados
do antibiograma sdo considerados mais importantes do que a propria identificacdo do micro-

organismo envolvido no processo infecciosos (SBPC/ ML, 2015).
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Os laboratérios de microbiologia clinica podem escolher diversos métodos, desde o0s
convencionais até as metodologias mais modernas, para realizacdo de testes de sensibilidade.
Entre os mais utilizados pode-se citar os métodos de difusdo em disco, microdiluicdo em caldo,
diluicdo em agar, metodologia do E test e métodos automatizados, sendo o método de difusédo
em discos (ou teste Kirby-Bauer) o mais utilizado (QUINN et al., 2007).

O método de difusdo em disco tem como vantagem a sua simplicidade de execucao,
flexibilidade na escolha dos antimicrobianos, seu baixo custo, sua constante padronizacao pelo
CLSI (Clinical Laboratory Standards Institute), ndo necessitar de equipamento especial, e sua
facil interpretagdo pelos clinicos. Sua maior limitagdo é ndo poder ser utilizado para algumas
espécies bacterianas, fornecer somente resultados qualitativos e ndo fornecer a concentracéo
inibitéria minima (CIM ou MIC) (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).

Os discos de antimicrobiano praparados comercialmente devem ser conservados
refrigerados (2 a 8 graus) ou congelados (abaixo de -10 °C). Antes de serem utilizados, deve-
se deixa-los a temperatura ambiente por cerca de duas horas, pois a abertura precoce dos
mesmos causa condensacao de dgua no interior do frasco, aumento da umidade e consequente
inativacdo do antibiotico com queda em sua atividade (LABORCLIN, 2011).

Um meio de cultura liquido, crescido com a bactéria isolada que sera testada, deve ser
diluido até se obter uma leitura de turbidez de 0,5 na escala de McFarland. Alternativamente,
quatro ou cinco col6nias de crecimento bacteriano puro podem ser diretamente suspensas em
caldo ou solucdo salina (LABORCLIN, 2011).

A inoculacdo bacteriana é feita, utilizando-se um suabe de algoddo estéril. O meio de
cultura, geralmente Muller Hinton é semeado uniformemente em toda superficie, de forma que
todos os espagos sejam preenchidos e o crescimento ocorra sobre todo o meio de cultura
(VERMELHO et al.,, 2014). Apos esse procedimento, discos comerciais de papel filtro
impregnados com quantidades padronizadas de diversos antimicrobianos, com concentracdes
conhecidas, sdo aplicados sobre a superficie da placa de agar, previamente semeada com
inéculo padronizado do micro-organismo a ser testado (LABORCLIN, 2011; TRABULSI;
ALTERTHUM, 2008).

Quinze minutos apo6s a colocagdo dos discos, as placas devem ser incubadas invertidas
a uma temperatura de 37°C por 18 a 24 horas para permitir o crescimento da bactéria e também
para que os antimicrobianos possam se difundir no interior do agar, formando uma espécie de
gradiente de concentracdo da droga ao redor dos discos, de modo que a concentragao do
antimicrobiano decresce a medida que se distancia do disco (VERMELHO; TRABULSI;
ALTERTHUM, 2008; MADIGAN; TORTORA; FUNKE; CASE, 2017).

42



Ap0s 18 a 24 horas de incubacéo, procede-se a leitura dos halos de inibi¢&o, utilizando-
se um régua milimetrada (TRABULSI E ALTERTHUM, 2008). Se um organismo € suscetivel
a um antibidtico, uma zona clara aparece ao redor do disco, onde o crescimento do organismo
foi inibido. O tamanho dessa zona de inibicdo depende da sensibilidade da bactéria a um
antibidtico especifico e da habilidade de difusdo do antibidtico contido no disco através do agar
(VERMELHO et al., 2014).

Assim, o halo de inibicdo é medido e categorizado, de acordo com o0s critérios
estabelecidos por documentos padronizados. Diversos documentos para padronizacdo e
interpretacdo do antibiograma estéo disponiveis. No Brasil, os mais rotineiramente adotados
sdo Clinical and Laboratory Standards Institute — CLSI e o European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing — Eucast (LABORCLIN, 2015)

De modo geral, os resultados dos testes de avaliagdo de sensibilidade aos
antimicrobianos, podem ser divididos em trés categorias interpretativas:

= Sensivel, o que em geral significa que a infec¢do devida ao micro-organismo estudado
pode ser adequadamente tratada com a dosagem habitual do antimicrobiano testado e
recomendado para este tipo de infecao.

= Intermediério, significa que o micro-organismo pode ser inibido por concentragdes
atingiveis de certas drogas se doses maiores puderem ser administradas ou se a infeccéo
ocorre em local que o antimicrobiano é fisiologicamente concentrado (trato urinério,
por exemplo).

= Resistente, quando o isolado ndo ¢ inibido pela concentracdo do antimicrobiano obtida
no local da infeccdo ou quando 0 micro-organismo patogénico apresenta mecanismos
especificos de resisténcia.

(TRABULSI; ALTHERTUM, 2008).

Os objetivos deste teste sdo detectar possivel resisténcia ao medicamento em patdégenos
comuns e assegurar a suscetibilidade a drogas de escolha para infecgdes especificas. O
antibiograma liberado pode fornecer dados para ajudar o clinico a decidir as drogas de escolha
ou, ainda, as doses dos agentes antimicrobianos adequadas ao tratamento da infecgéo
(LABORCLIN, 2015).

2.8 CIM (concentragéo inibitoria minima)

Neste método sdo usadas dilui¢cbes dos antimicrobianos. O objetivo é definir qual a
menor concentracdo de um antimicrobiano capaz de inibir completamente o crescimento do
organismo testado in vitro (VERMELHO et al., 2014; MADIGAN et al., 2016). A MIC ¢
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determinada pela preparacdo de uma sequéncia de concentra¢des decrescentes de um farmaco
em um caldo seguida da inoculagdo com a micro-organismo (que pode ser uma bactéria ou
fungo) a ser testado (TORTORA; FUNKE; CASE, 2017).

A escolha do numero de concentracbes a serem testadas varia de acordo com o
antimicrobiano, com a espécie do micro-organismo e, eventualmente, com o local da infecgéo
(TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).

Para esta técnica, utiliza-se uma placa de microdiluicdo com 96 pocos. Uma suspensao
do microrganismo deve ser preparada em meio de cultura, sendo sua concentracéo ajustada para
0,5 na escala McFarland por comparagao visual através de um tubo de ensaio comercial com
turbidez padronizada. Devem ser pipetados 50 pl de suspensdo do micro-organismo em cada
poco, aos quais sdo acrescentados 50 pl de uma determinada concentracdo do antimicrobiano,
totalizando 100 pl de volume no pogo. As dilui¢cdes de antimicrobianos comumente colocadas
em cada pogo da microplaca séo: 16, 8, 4, 2, 1, 0,5 e 0,25 pl/mL. As placas devem ser incubadas
em estufa bacterioldgica a 37°C por 18 a 24 horas. A leitura da turbidez é realizada em
espectofotdmetro (MADIGAN et al., 2016; VERMELHO et al., 2014).

A vantagem dessa metologia é a formacdo de resultados quantitativos, ou seja,
informacdo da concentragdo inibitdria minima (MIC) dos agentes antimicrobianos diante do
micro-organismo testado, além de ser um métodos padronizado e aceito para avaliagdo da
sensibilidade de micro-organismos anaerdbios e algumas espécies fastidiosas que ndo poderiam
ser corretamente avaliadas pela metologia da difusdo em disco. Entretanto, as metologias que
proporcionam resultados de concentracdo inibitéria minima (MIC) nem sempre sdo mais Uteis
para o clinico. Assim, devem ser escolhidas em situacdes clinicas especiais ou na deteccao mais
precisa de resisténcia de certos micro-organismos (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).

2.9 Animais silvestres e exdticos

O Brasil € o quarto maior pais em populacdo total de animais de estimacédo, tendo
aproximadamente 54,2 milhdes de cées, 39,8 milhdes de aves, 23,9 milhdes de gatos, 19,1
milhGes de peixes, e mais 2,3 milhdes de répteis e pequenos mamiferos, segundo estimativa do
Instituto Pet Brasil (IPB) para o ano de 2018 (GERALDES, 2019). Observa-se, assim, um
crescente interesse da populagdo em possuir como animais de companhia ndo somente cées e
gatos, mas também animais silvestres e exoticos, representados por pequenos mamiferos
(coelhos, porquinhos-da-india), aves (periquitos, calopsitas), répteis (iguanas, jabutis) e peixes
ornamentais (peixe-betta, neon cardial) (WERTHER, 2004).
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As aves sdo classificadas em muitas ordens, conforme diversos critérios, dentre os quais,
habito alimentar, tipo de bico e de pé. As nove principais ordens sdo: Reiformes
Ciconiformes; Anseriformes; Psitaciformes; Passeriformes; Galiformes; Columbiformes
Falconiformes; e Estrigiformes. No Brasil, os psitaciformes e passeriformes sdo muito
populares como animais de estimacao, provenientes tanto de criagdes regularizadas, quanto de
comércio ilegal (FRAGA, 2014).

Os Passeriformes compreendem a ordem de aves mais abundante em todo o mundo,
sendo distribuidas em aproximadamente 45 familias, dentre as quais 38 ocorrem no Brasil,
(CUBAS; SILVA; CATAO-DIAS, 2014). Essas aves sdo apreciadas por suas habilidades
canoras e por serem consideradas capazes de tornar-se animais de estimacdo (PREUSS;
SCHAEDLER 2011).

Ja a ordem Psittaciforme também possui muitos representantes no Brasil. Essas aves sdo
as mais frequentemente mantidas como animais de estimacdo, devido a sua natureza sociavel,
inteligéncia, coloragdo exuberante e capacidade de imitar sons. A ordem psitaciformes é
subdivida em duas familias, Psittacidae e Cacatuidae, sendo o Brasil considerado o pais mais
rico em representantes da familia Psittacidae. As aves que pertencem a essa familia sdo
representadas pelas araras, periquitos e papagaios, que sdo conhecidas como aves de “bico
redondo” (CUBAS; SILVA; CATAO-DIAS, 2014; SICK, 1997). Em relacdo a familia
Cacatuidae, a calopsita é a espécie mais representativa, sendo a segunda espécie de psitaciforme
mais criada no mundo como animal de estimacdo, perdendo somente para o periquito
australiano (Melopsittacus undulatus) (SILVEIRA, 2012).

Os pequenos mamiferos e os peixes ornamentais também tém sido criados como
animais de companhia, tendo sua quantidade aumentada a cada ano no Brasil. Em comparacéo
aos dados do IBGE, do ano de 2013, os peixes obtiveram 6,1% de alta no ano de 2018, seguido
por répteis e pequenos mamiferos, que registraram alta de 5,7%, (GERALDES, 2019). Isso
pode ser visualizado pela maior quantidade de atendimento desses animais na clinica de animais
silvestres e pelo maior nimero de amostras recebidas em laboratorios de diagndstico, como no
de microbiologia.

A aquariofilia, que faz parte do “Mercado Pet” € um segmento que tem crescido em
todo o mundo. No Brasil, a producdo de peixes ornamentais, uma das mais lucrativas da
piscicultura nacional, tem sido fundamentada, principalmente, na reproducdo de espécies
exoticas. Dentre as mais comercializadas, destaca-se o peixe Betta splendens um Perciforme,
da familia Osphronemidae, que tem origem asiatica (FARIA, 2018; LAMI, 2009). Dentre as

caracteristicas que atraem as pessoas para compra de peixe-betta destacam-se sua coloracdo e
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conformacdo da cauda, principalmente nos machos, que apresenta grande exuberancia; além de
ser um animal de estimac&o relativamente resistente e de facil cuidado, necessitando de pequeno
espaco para ser mantido, quando comparado a outras espécies (SANTILLAN, 2007).

Em relacdo ao coelho (Oryctolagus cuniculus), esse € um mamifero da ordem
lagomorpha, da familia Leporidae, cuja procura como animal de estimacdo tem crescido
anualmente. A preferéncia por coelhos é explicada por serem animais educados e doceis com
seus donos, faceis de manejar, baratos de manter, facilmente adaptaveis a diversos ambientes,
por ocuparem pouco espaco, além de fazerem menos barulhos, quando comparado a outras
espécies, como o cdo (HEKER, 2015; FALCONE; KLINGER; TOLEDO, 2017).

Devido a criacdo em cativeiro, 0s animais ficam susceptiveis a diversos tipos de

doencas, destacando-se as doencas infecciosas.

2.9.1 Psittaciformes

Inimeras sdo as doencas bacterianas que afetam as aves ornamentais, sejam como
agentes primarios ou secundarios. Nas aves, as bactérias Gram-negativas sdo consideradas mais
patogénicas em relacdo as Gram-positivas, sendo estas geralmente agentes oportunistas em
animais imunodeprimidos, tendo menos importancia como agentes priméarios (CUBAS;
GODOY, 2004).

Os psitacideos sdo sensiveis a diversas doengas causadas por diferentes virus, bactérias,
fungos e parasitas. Dentre os agentes bacterianos, os que mais afetam psitacideos mantidos em
cativeiro sdo Escherichia coli, Salmonella sp., Klebsiella sp., Proteus sp., Bordetella sp.,
Citrobacter freundii, Pseudomonas sp., Staphylococcus sp., Streptococcus sp., Enterococcus
sp., Mycobacterium sp., Chlamydophila psittaci, e Mycoplasma sp. Ja os agentes flngicos mais
comuns de serem isolados sdo Candida albicans, Macrorhabdus ornithogaster, Cryptococcus
neoformans e Aspergillus sp. (CUBAS; GODOQY, 2009).

Dessas, as bactérias da Familia Enterobactereaceae sdo as principais responsaveis por
causar infecgOes intestinais e extra-intestinais em aves imunocomprometidas. Assim, 0s
psitacideos podem ser afetados por bactérias oportunistas como Klebsiella, Enterobacter,
Proteus e Citrobacter ou por bactérias consideradas zoondticas como Escherichia coli e
Salmonella que também podem ser transmitidas para outros animais (LOPES, 2016).

Em um estudo realizado por Godoy e Matushima (2001), em S&o Paulo, foram
necropsiadas 26 diferentes espécies de Psitacideos, sendo 18 espécies brasileiras e 7 espécies
exoticas. Dos 130 animais necropsiados, 0s processos infecciosos foram responsaveis pelo

maior numero de oObitos, totalizando 60,8% dos casos. Os agentes bacterianos foram
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relacionados ao 6bito de 30,8% das aves, seguidos por agentes parasitéarios (16,1%), clamidias
(5,4%), agentes fangicos (3,1%) e virais (1,5%).

No trabalho realizado por Corréa (2012), em Santa Maria, RS, foram relatadas as
principais enterobactérias isoladas de psitacideos mantidos em criadouro conservacionista
utilizando-se amostras de suabes cloacais. As bactérias encontradas foram Escherichia coli
(40%), Serratia odorifera (26,9%), Enterobacter aerogenes (10%), Salmonella spp. (6,6%),
Proteus vulgaris (6,6%), Providencia spp. (3,3%), Serratia liquefaciens (3,3%) e Klebsiela
oxytoca (3,3%).

Maia (2009), na cidade de Fortaleza, CE, avaliou 60 calopsitas quanto a presenca de
leveduras, utilizando material coletado da cavidade oral, da cloaca, e do inglavio. A cavidade
oral (53,33%) e o inglavio (58,33%) foram os sitios com maior prevaléncia e maior numero de
isolados de leveduras. Das treze espécies isoladas, 32,5% eram Candida albicans, sendo a
espécie mais prevalente, seguida de C. tropicalis (20%) e Trichosporon asteroides (12,5%).

Em outro estudo, realizado por Lima (2016) em Fortaleza, CE, foram colhidas amostras
de suabes cloacais de calopsitas (Nymphicus hollandicus). As bactérias isoladas pertenciam aos
géneros Pantoea, Citrobacter, Serratia, Escherichia coli, Providencia spp., Enterobacter sp,
Shigella, Proteus e Pseudomonas, sendo Pantoea agglomerans a mais prevalente. Na mesma
cidade, Machado et al. (2016) também isolaram enterobactérias, mas em amostras de suabe
cloacal de periquito cara-suja (Pyrrhura griseipectus). As trés bactérias de maior isolamento
corresponderam a Escherichia coli, com quatro cepas (28,6%), Pantoea agglomerans e as do
género Klebsiella, ambas com trés cepas (21,4%). Quanto ao género Enterobacter, foram
quantificadas duas cepas (14,3%) e um Unico isolamento de Serratia spp. (7,2%) e Hafnia alvei
(7,2%).

Em um estudo realizado por Lamb et al. (2014), Nos Estados Unidos, foram retiradas
amostras de pele de 75 psitacideos saudaveis, compreendendo 25 papagaios cinzentos
(Psittacus erithacus), 25 periquitos (Melopsittacus undulatus) e 25 calopsitas (Nymphicus
hollandicus). As amostras foram retiradas da regido axilar e cultivadas. Os organismos
bacterianos mais frequentemente identificados pertenciam ao género Staphylococcus seguido

por Corynebacterium.

2.9.2 Passeriformes
Em um estudo realizado por Godoy (2006), em S&o Paulo, foi feita a necropsia de 360
aves oriundas do trafico, e constatou-se que o0s processos infecciosos foram responsaveis pela

morte de 78,6% dos animais, apreendidos no municipio de Sdo Paulo. Do total, as infec¢bes
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virais foram responsaveis pelo maior nimero de perdas, ou seja, 38,2% seguida por processos
fangicos (23%); processos parasitarios (18,3%); processos infecciosos mistos (13,8%);
processos bacterianos (3,5%) e causas indeterminadas (3,2%).

Sanches (2008) também realizou a necropsia de passerifomes no municipio de S&o
Paulo, totalizando 149 aves, sendo 42,3% de vida livre e 57,7% oriundas do trafico. Nesse caso,
0s processos infecciosos foram responsaveis pelo 6bito de 51, 17% das aves provenientes do
trafico, principalmente devido a infec¢bes mistas por bactérias e fungos; e foram responsaveis
pelo dbito de 24,42% das aves de vida livre, que tiveram como principal causa de 6bito o
traumatismo. Os agentes microbianos isolados com maior prevaléncia foram Escherichia coli
e Candida albicans.

Marinho et al. (2010) avaliaram a microbiota fungica de passerifomes criados em
cativeiro no estado de S&o Paulo. Foi verificada a presenca de 25% de Penicillium spp., 19,4%
de Trichosporon spp., 13,9% de Cryptococcus gattii, 11,1% de Cryptococcus neoformans,
11,1% de Candida spp., 8,3% de Rhizomucor spp., 8,3% de Aspergillus spp., 2,8% de
Nigrospora spp. e 2,8% de Geotrichum spp.

Em outro estudo, feito por Braconaro (2012), em S&o Paulo, foram analisados suabes
cloacais de passeriformes apreendidos do tréafico, os quais foram soltos posteriormente. Houve
crescimento microbiano em 62,5% das culturas, sendo que em 48,6% houve somente
crescimento bacteriano, em 1,6% somente crescimento flngico e em 12,3% houve crescimento
de fungos e bactérias. Os géneros de microrganismos de maior ocorréncia foram
Staphylococcus, spp., Micrococcus spp., Escherichia sp., e Klebsiella spp., seguidos por
Bacillus spp., Streptococcus spp e Candida spp. As bactérias Gram-positivas representaram
60,7% do total de amostras positivas.

2.9.3 Perciforme

Muitos dos patdgenos que causam doengas nos peixes estdo continuamente presentes
na agua, substrato, ar ou mesmo nos préprios animais. Sob condi¢cGes ambientais favoraveis, 0s
peixes sdo resistentes & maioria desses patdgenos, porém, quando submetidos a condi¢des
estressantes, como ma qualidade da agua, alta densidade de estocagem, transporte, lesdes
traumaticas e alimentagéo inadequada, essa resisténcia é quebrada (FARIA et al., 2006).

As bactérias Gram-negativas sdo reconhecidas como agentes causadores de muitas
doencas bacterianas que atacam peixes ornamentais. S&o usualmente isoladas Aeromonas sp.,
Citrobacter sp, Flavobacterium sp, Edwardsiella sp, Mycobacterium sp, Pseudomonas sp e
Vibrio sp. (MUSA et al., 2008; ROBERTS; PALMEIRO; WEBER, 2009). Ja as bactérias
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Gram-positivas mais comuns que causam doencas em peixes séo Streptococcus spp; e outros
géneros gram-positivos que estdo intimamente relacionados ao Streptococcus spp., que incluem
Lactococcus sp., Enterococcus sp. e Vagococcus sp. (ROBERTS; PALMEIRO; WEBER,
2009). Em um estudo realizado por Leme et al. (2011), foram identificados fungos patogénicos
em peixes fluviais. As culturas mostraram que a maioria das leveduras eram do género Candida
spp., mas foram também identificados Phoma spp. e Yarrowia lipolytica.

No ano de 2014, na cidade de Mossoro, RN, foi identificada uma bactéria Gram-
negativa denominada Alcaligenes faecali, em uma fémea de peixe-betta de 6 anos de idade. O
animal apresentava despigmentacéao, perdas de escamas do epitélio e aumento de volume na
regido lateral esquerda. Na necropsia constatou-se que o animal também apresentava exoftalmia

bilateral, opacidade de cArnea, ascite e um abscesso (OLINDA et al., 2014).

2.9.4 Lagomorpha

As doencas que mais comumente afetam os coelhos sdo as do trato respiratorio e as
intestinais. Muitas dessas doencas estdo presentes na colonia de forma subclinica e podem
aparecer como surtos em consequéncia do estresse. Os agentes das doencas de origem
bacteriana incluem Pasteurella multocida, Bacillus piliformis, Bacillus fusiformis, Salmonella
sp., Yersinia pseudotuberculosis, Treponema cuniculi, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus sp e Streptococcus sp. E os agentes fingicos mais comuns sdo o Trychophyton
spp e Microsporum spp. (ANDRADE; PINTO; OLIVEIRA, 2002; FALCONE; KLINGER;
TOLEDO, 2017).

Vérias doengas comuns em coelhos podem apresentar como causa primaria ou
secundaria, a contaminagdo por agentes microbianos. Uma doenca que ocorre com frequéncia
¢ a enterite, em que os principais agentes etioldgicos envolvidos sdo Escherichia coli,
Clostridium spiroforme, Clostridium piliforme e Salmonella typhimurium e Salmonella
enteritidis. Em relagdo as infeccBes bacterianas do trato urinario, as bactérias patogénicas
isoladas com mais frequéncia sdo E. coli, Klebsiella sp. e Pseudomonas sp. (QUINTON, 2005).

Em relacdo a bactéria Pasteurella multocida, esta é um habitante comensal do trato
respiratorio superior e digestivo dos coelhos. Porém, devido a fatores estressantes como
prenhez, lactacdo, manejo incorreto e alta densidade populacional, a resisténcia corporea
diminui, favorecendo o aparecimento de infec¢cdo (MAKINO; NAKAGH, 2005).

A Pasteurella multocida, costuma ser responsavel por causar diversas doengas em
coelhos, podendo estar associada a casos de metrite em coelhas; estar presente em secrecdo de

abcessos, os quais sdo relacionados a infecgbes generalizadas; causar otite, uveite aguda e
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conjuntivite crénica; e causar disturbios respiratérios. Frequentemente esta associada a outras
bactérias, como Staphylococcus aureus (QUINTON, 2005).

Em um estudo, realizado por Cooper, Mclellan e Rycroft (2001), na Inglaterra, foram
coleados suabes conjuntivais de ambos os olhos de 70 coelhos domésticos sadios para verificar
o crescimento de microrganismos. As espécies de Staphylococcus (57%) foram os organismos
mais comumente recuperados, seguidos por Micrococcus sp. (25%) e Bacillus sp. (19%).
Outros organismos isolados incluiram o Stomatococcus sp. (8%), Neisseria sp. (8%),

Pasteurella sp. (6%), Corynebacterium sp. (6%), Streptococcus sp. (6%) e Moraxella sp. (4%).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral:
Descrever as acdes do estagio curricular obrigatorio de término de curso no laboratério de

microbiologia veterinaria da UFERSA.

3.2 Objetivos Especificos:

- Descrever os procedimentos realizados em laboratério;

-Apresentar a casuistica referente aos diagnosticos microbiol6gicos de amostras recebidas da
clinica de animais silvestres e exoticos;

-Relatar um caso de Candida albicans em Nymphicus hollandicus.
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4 INFRA-ESTRUTURA DO LABORATORIO E DESCRICAO DAS ATIVIDADES

O laboratério de microbiologia veterinaria (LAMIV) esta localizado na Universidade
Federal Rural do Semi-arido, na cidade de Mossor0, no campus oeste, tendo funcionamento em
dois turnos. O estagio teve como orientador o professor Francisco Marlon Carneiro Feijé e a
supervisao foi realizada pelo técnico Caio Sergio Santos.

O LAMIV é classificado como nivel um de biosseguranca, e é divido da seguinte forma:
area de esterilizacdo, sala de identificacdo de fungos filamentosos e leveduras, area de

identificacdo de bactérias, perfazendo um total de 42 m?:

Sala 1 - Sala de identificacdo de bactérias

A sala de identificacdo de bactérias (figura 1) contém uma bancada para a realizacéo
dos testes, experimentos e preparacao de materiais. Sobre a bancada ha um microscopio optico
para visualizacdo dos micro-organismos. Ha também vérios armarios distribuidos pela sala,
fixados tanto na parte superior das paredes quanto na parte inferior. Neles, sdo armazenados
diversos materiais utilizados em laboratério, como tubos de ensaio, erlenmeyer, béqueres,
provetas, pipetas e meios de cultura.

Sobre os armarios, dispostos na parte inferior, ao longo de 6 metros, fica uma bancada
que contém: um forno micro-ondas e um fogédo de bancada, ambos para aquecimento dos meios
de cultura; uma capela de fluxo laminar, para manipulagcdo de materiais em ambiente estéril,
quatro estufas, sendo duas para o fornecimento de uma temperatura ideal ao crescimento dos
micro-organismos cultivados e outras duas para secagem de materiais; equipamento para
banho-maria, utilizado para aquecer substancias de forma lenta e uniforme; uma centrifuga, que
faz a separacdo de amostras por meio de rotacdo; uma jarra de anaerobiose, que permite o
crescimento de micro-organismos anaerobicos em atmosfera de CO2 ou H»; uma balanca
analitica de precisdo, para pesagem dos meios de cultura; e um espectofotbmetro, que mede a
quantidade de fétons (intensidade de luz) absorvida depois de passar por uma amostra.

Héa também uma pia para lavagem de materiais limpos e para realizar a antissepsia das
mé&os; um computador onde s&o digitados e emitidos os laudos; e quatro refrigeradores, sendo
um destinado ao armazenamento de amostras contaminadas, e outros trés que estocam 0s meios
de cultura, discos de antibiograma, antimicrobianos e reagentes utilizados nos testes de

diagnostico.
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Fonte: arquivo pessoal

Area de esterilizacio
A éarea de esterilizagdo contém uma autoclave, que é utilizada tanto para esterilizagdo
de materiais limpos quanto contaminados (Figura 2).

Figura 2 - Autoclave

Fonte: arquivo pessoal

Sala 2 — Sala de identificacdo fungica
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A sala de identificacdo fungica (figura 3) contém uma capela de fluxo laminar para
manipulacdo de culturas fungicas. Também é onde ocorrem as aulas préaticas de microbiologia,
havendo diversos microscopios épticos distribuidos sobre uma bancada. Além disso, contém
uma pia destinada a lavagem de materiais sujos apés a esterilizacdo em autoclave, para posterior
reutilizacdo. Ademais, h& uma estufa incubadora BOD (demanda bioquimica de oxigénio) para
incubacéo de culturas fungicas em uma area anexada a sala de identificacdo de fungos.

Figura 3 — sala de identificacdo fungica

Fonte: arquivo pessoal

4.1 Descrigéo das atividades

O estégio supervisionado obrigatério teve inicio no dia 03 de junho de 2019 e término
no dia 31 de Julho de 2019, totalizando 240 horas. As atividades foram realizadas no laboratorio
de microbiologia veterinaria (LAMIV) da Universidade Federal Rural do Semi-arido
(UFERSA) sendo realizadas as seguintes atividades: recepcao de material; preparo de meios de
cultura; autoclavacéo de materiais limpos; identificacdo dos microrganismos, que poderiam ser
fungos ou bactérias, por meio de citologia, cultivo e provas bioquimicas; realizacdo de
antibiograma; autoclavacdo de materiais sujos e descarte de lixo bioldgico.

4.1.1 Preparo dos meios de cultura
Para o preparo dos meios de cultura foram utilizados equipamentos de protecédo

individual (EPI’s) como jaleco e luvas de procedimento. A pesagem do meio comercial, que
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apresentava-se sob a forma de pd, foi feita em balanca analitica de precisdo de acordo com as
recomendacdes do rétulo. Em seguida, o meio foi adicionado a uma vidraria adequada, como
erlenmeyer ou béquer, e hidratado em pequena quantidade de agua destilada até que ficasse
umido. Apds, o meio foi firmemente agitado por alguns segundos, até se obter uma suspenséo
homogénea, para depois adicionar o restante da agua destilada ao recipiente. Os recipientes
foram tampados com papel aluminio e papel jornal e selados com barbante para serem
esterilizados em autoclave.

Os meios de cultura foram esterilizados em autoclave juntamente com outros materiais
como placas de Petri devidamente embaladas, tubos de ensaio tampados com algodéo,
ponteiras, etc., sendo o tempo de esterilizacdo para materiais limpos de 15 minutos, a
temperatura de 121°C e pressao de 1 atm.

Apds o término da esterilizacdo, os materiais foram retirados da autoclave com auxilio
de luvas térmicas. Os meios de cultura foram entéo levados para a capela de fluxo laminar para
serem vertidos nas placas de Petri estéreis, se fossem sélidos, ou em tubos de ensaio estéreis,
se fossem liquidos. Em seguida, foram armazenados em refrigerador a temperatura entre 2 a
8°C para posterior utilizacdo. Devido a chance de ocorrer desidratacdo, 0os meios em placas
foram embalados em papel filme, para minimizar a perda de umidade, e estocados em posicao

invertida. Todos os meios foram levados a temperatura ambiente antes de seu uso.

4.1.2 Recepcao do material

O recebimento das amostras foi realizado somente quando estas estavam armazenadas
adequadamente em recipiente estéril, como tubo “eppendorf”, e devidamente identificadas com
0 nimero do registro geral (RG) do animal e acompanhada de requisicdo do médico veterinario
responsavel (Figura 4). Na requisi¢cdo constava-se o RG do animal, nome, idade, espécie, raca,
sexo, nome do tutor, data da realizacdo do exame, suspeita clinica e local de onde o material foi
coletado. As amostras provenientes da clinica médica de animais silvestres foram levadas
imediatamente apds a coleta para o LAMIV. Aquelas que ndo poderiam ser processadas
rapidamente foram armazenadas em refrigerador a temperatura entre 2 a 8°C por até 2 horas

para posterior manipulagéo.
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Figura 4 —Requisicdo do médico veterinario

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO SEMI-ARIDO - UFERSA
HOSPITAL VETERINARIO DIX-HUIT ROSADO MAIA — HOVET - (84) 3317-8310
SOLICITACAO DE EXAMES — LABORATORIO CLINICO UFEHSA

ware: 1018151 -,
Proprietario: Data:_0S /.06 |20
l;ome do Animal:___ S, % Espécie:__P- bomiwicania Raca: =
EeXO0:, — #
Suspeita clinica:__ (S:000770  ces aaos. .,I.d-a; . e dor
/4 /7

Hematologia (__) Alanina Aminotransferase (ALT/TGP) () Glicose

(__) Hemograma () Amilase (__) Hemoglobina Glicosilada
() Entrograma (__) Aspartato Aminotransferase (AST/TGO) (__) Proteinas Totais

() Leucograma () Bilirrubina (__) Proteinograma

() Contagem de Plaquetas () Cikio (__) Triglicérides

(__) Fibrinogénio () Colesterol () Uréia

() Tempo de Protrombina (TP) (__) Colinesterase
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Fonte: arquivo pessoal

4.1.3 Processamento das amostras recebidas

As amostras, em sua maioria, foram de transudatos e exsudatos caseosos. O
processamento destes materiais foi feito em capela de fluxo laminar, ap6s a descontaminacéao
com luz ultravioleta (UV). Os meios de cultura adequados para o crescimento bacteriano, que
poderiam ser gar Brain Heart Infusion (BHI) ou agar sangue de sangue de carneiro (5%) e gar
MacConkey, foram utilizados para o isolamento dos micro-organismos. Ja para o crescimento
de culturas fangicas, foi utilizado o &gar Sabouraud-dextrose acrescido de cloranfenicol
(50ug/ml).

Com a chama do bico de Bunsen ligada, os transudatos que estavam dentro de tubos
“eppendorf” eram manipulados com auxilio de uma pinca para realizacéo do cultivo, semeando-
se aamostra primeiro no agar BHI ou &gar sangue de carneiro (5%), depois em dgar MacConkey
e posteriormente em agar Sabouraud-dextrose acrescido de Cloranfenicol (50ug/ml).

O mesmo procedimento foi feito com os exsudatos caseosos, porém, estes foram
colocados em uma placa de Petri estéril de 20mm x 90mm, e em seguida, cortados com lamina
de bisturi estéril para que somente a parte interior do exsudato caseoso fosse semeada (Figura
5). Os meios de cultura bacterianos semeados foram incubados em estufa bacteriologica a 37°C
graus por um periodo de 24 a 48 horas. E 0 meio de cultura fungico foi armazenado em estufa
incubadora BOD (demanda bioquimica de oxigénio), a 28°C, por um periodo de até quatro

semanas.
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Figura 5 — Processamento da amostra. (A)
exsudato caseoso contido em tubo “eppendorf”,
(B) manipulagdo do exsudato caseoso, com
auxilio de pinga, proximo a chama do bico de
Bunsen, (C) fragmentacdo da amostra, com
auxilio de bisturi estéril, em placa de Petri estéril

(D) semeadura da amostra em meio de cultura

agar MacConkey.

Fonte: arquivo pessoal

4.1.4 Identificacdo de bactérias

Apbs o periodo de incubacdo, foi observado o crescimento de coldnias bacterianas. As
amostras muito contaminadas, ou seja, aquelas que apresentavam crescimento de diversas
coldnias, foram descartadas. Se houvesse crescimento de até duas coldnias utilizava-se aquela
mais prevalente. As caracteristicas da coldnia foram anotadas de acordo com o aspecto, textura,
cor, bordos, concavidade e odor (como no caso de Pseudomonas aeruginosa, que tem um odor
adocicado caracteristico).

Em seguida, a cultura foi levada para capela de fluxo laminar para que fosse feita a
citologia da amostra. Apos flambar a alca de platina na chama do bico de Bunsen, coletava-se
uma aliquota da coldnia bacteriana, a qual era depositada em uma lamina de vidro, devidamente
limpa, e depois fixada pelo calor. Em seguida, foi feita a coloracdo de Gram e as caracteristicas
do micro-organismo foram vistas em microscopio optico, no aumento de 1000 vezes, e anotadas

quanto a forma, arranjo e coloracao.
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Por fim, duas amostras de colonia foram isoladas em dois diferentes tubos de ensaio
contendo caldo BHI, uma para posterior utilizagdo em provas bioguimicas e outra para
realizacéo de antibiograma (Figura 6). As bactérias isoladas foram identificadas de acordo com
as caracteristicas macro e microscéopicas bem como por provas bioquimicas conforme descrito
por MacFadiin (2004).

Figura 6 — Identificacdo bacteriana. (A) Citologia referente a Estreptococos, (B) cultura
em agar sangue em que se observa beta-hemdlise, (C) prova de fenilalanina (positivo do
lado direito e negativo do lado esquerdo) (D) prova de urease (positivo do lado esquerdo
e negativo do lado direito) (E) prova de NaCl a 5% (positivo do lado esquerdo e negativo
do lado direito).

Fonte: arquivo pessoal

4.1.5 ldentificacdo de fungos

Apb6s o periodo de incubagdo, foi observado se houve crescimento de col6nia
filamentosa ou glabra. As amostras muito contaminadas com fungos sapréfitas foram
descartadas, sendo somente as colbnias puras utilizadas para analise. As caracteristicas da
col6nia foram anotadas quanto a pigmentacdo (presenca ou auséncia, cor do pigmento, difuso,
restrito a coldnia), textura, cor do reverso, bordas (regulares, irregulares, radiadas), superficie
(lisa, fissurada, rugosa), velocidade de crescimento, topografia (plana, convexa, umbilicada,
pregueada, cerebriforme), e aspecto (brilhante, opaco, seco, Umido).

Os fungos podem formar colonias de dois tipos: leveduriformes e filamentosas. As
colbnias leveduriformes geralmente sdo pastosas ou cremosas e caracterizam 0 grupo das
leveduras. Ja as coldnias filamentosas, caracteristica dos bolores, podem ser algodonosas,
aveludadas, pulverulentas, cotonosas, serosas, e com 0s mais variados tipos de pigmentagéo
(TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).

As culturas fungicas foram manipuladas na capela de fluxo laminar para realizagdo da

citologia. Com auxilio de uma pipeta Pasteur, foi colocada uma gota de azul de algod&o sobre
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uma ldmina de vidro, devidamente limpa. Ap6s flambar a alca de platina na chama do bico de
Bunsen, foi distribuida uma por¢do da col6nia sobre o corante azul de algod&o e, em seguida,
colocada uma laminula por cima. As caracteristicas do micro-organismo foram vistas em
microscopio optico no aumento de 200 a 400 vezes, e anotadas quanto as caracteristicas do
conideo, presenca de hifas e conidioforo. Os fungos filamentosos e leveduras isolados foram
identificados de acordo com caracteristicas macro e microscopicas (Figura 7), bem como por

provas bioquimicas de acordo com Hoog e Guaro (1995).

Figura 7 — Identificacdo fangica. (A) Citologia de levedura do tipo
Candida sp., (B) cultura em agar Chromagar em que se observa
colénias de Candida tropicalis (C) cultura em agar Chromagar em

que se observa coldnias de Candida krusei.

Fonte: arquivo pessoal

4.1.6 Antibiograma

Os testes foram realizados em meio de cultura agar Muller-Hinton, empregando-se o
método de disco difusdo, segundo a técnica de Bauer et al. (1996). Apos ligar a chama do bico
de Bunsen, a placa de Petri contendo o meio de cultura 4gar Muller-Hinton foi levada até a
capela de fluxo laminar. Com um suabe estéril, foi coletada uma amostra de cultura bacteriana
que havia crescido em caldo BHI (com turvacdo de 0,5 da escala de MacFarland), e esse suabe
foi semeado uniformemente por toda a placa.

Apbs esse procedimento, foi colocado o disco de sensibilidade, com auxilio de uma
pinca, o qual foi levemente pressionado para assegurar o contato com a superficie do agar
(Figura 8). O meio de cultura foi incubado em estufa bacterioldgica por 24 horas. A
interpretagdo dos testes foi realizada pela medida do didmetro do halo de inibicdo do
crescimento do micro-organismo, utilizando-se uma régua milimetrada. A interpretacdo dos
resultados foi feita com base na bula CLSI (Clinical Laboratory Standard Institute), edi¢éo de
2019.
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Figura 8 — Realizacdo de antibiograma. (A) Coleta de uma aliquota de cultura
bacteriana, cultivada em caldo BHI, utilizando-se suabe estéril, (B) distribuicdo
uniforme do indculo em meio de cultura Mueller Hinton (C) colocacéo de disco-

difusdo, contendo antimicrobianos, na superficie do meio de cultura.

Fonte: arquivo pessoal

4.1.7 Descarte de material biologico
Os materiais sujos foram esterilizados em autoclave a uma temperatura de 121°C e

pressao de 1atm por 30 minutos. Apos a retirada do material, o contetdo foi descartado em lixo

bioldgico, e os materiais foram posteriormente lavados e secados.
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5 CASUISTICA

No Laboratério de Microbiologia Veterindria da UFERSA sdo recebidas amostras das
clinicas de pequenos animais, grandes animais e animais silvestres. No entanto, neste trabalho,
foi descrita somente a casuistica referente aos animais silvestres e exoticos, por ter um
quantitativo maior em relagéo ao total de amostras recebidas.

Durante o periodo de estagio, de 03 de Junho a 31 de Julho, foram recebidas amostras
de 30 animais, dessas: 90% (27) eram de aves, 6,66% (2) de coelhos (Oryctolagus cuniculus);
e 3,33% (1) de peixe-betta (Betta splendens), conforme descrito na Tabela 1. As aves cujas
amostras foram recebidas, pertenciam as ordens Psittaciforme e Passeriforme. Do total de aves
33,33% eram da espécie Nymphicus hollandicus, 13,33% Agapornis sp., 10% Cyanocompsa
brissonii, 6,66% Serinus Canaria, 3,33% Erythrura gouldiae, 3,33% Eupsittula cactorum,
3,33% Melopsittacus undulatus, 3,33% Paroaria dominicana, 3,33% Platycercus eximius,

3,33% Psittacula krameri, 3,33% Sporophila nigricollis.

Tabela 1 — Relacdo das espécies animais cujas amostras foram enviadas para analise no

Laboratorio de Microbiologia Veterinaria (LAMIV) dentro do periodo estudado.

Nome cientifico Nome popular Quantidade % em relacéo ao total
de animais de animais
Aves
Nymphicus hollandicus Calopsita 10 33,33
Agapornis sp. Agapornis 4 13,33
Cyanocompsa brissonii Azulédo 3 10
Serinus Canaria Canario 2 6,66
Erythrura gouldiae Diamante-de-Gould 1 3,33
Eupsittula cactorum Periquito-da- 1 3,33
caatinga
Melopsittacus undulatus Periquito-australiano 1 3,33
Paroaria dominicana Cardeal-do-nosdeste 1 3,33
Platycercus eximius Rosela 1 3,33
Psittacula krameri Periquito-de-colar 1 3,33
Sporophila caerulescens Coleirinho 1 3,33
Sporophila nigricollis Coleiro-baiano 1 3,33

Peixe
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Betta splendens Peixe-betta 1 3,33

Mamifero

Oryctolagus cuniculus Coelho 2 6,66

Em relacdo ao tipo de amostras recebidas 66,66% (20) eram transudato; 13,33 (4)
exsudato caseoso; 6,66% (2) debris tegumentares; 6,66% (2) transudato e fragmento de figado
3,33% (1) transudato e sangue; e 3,33% (1) liquido cavitario (Tabela 2).

Tabela 2 — Tipo de amostra recebida no LAMIV, dentro do periodo estudado.

Tipo de amostra Quantidade (%)
Transudato 20 66,66
Exsudato caseoso 4 13,33
Debris tegumentares 2 6,66
Transudato e fragmento de tecido 1 6,66
Transudato e sangue 1 3,33
Liquido cavitario 1 3,33

Do total de amostras (30), 21 amostras foram para realizacdo de cultivo fangico e
bacteriano; 6 para cultivo fangico e 3 para cultivo bacteriano. Das 24 culturas bacterianas
observou-se crescimento microbiano em 18 amostras. Foram identificados 8 géneros distintos
de bactérias, sendo as do tipo Gram-negativas mais prevalentes (75%) em relacdo as gram-
positivas (25%) (Tabela 3).

Tabela 3 — Quantitativo das amostras positivas e negativas para crescimento bacteriano, em

relacdo a classe animal.

Positivo Negativo Total
Aves 15 6 21
Mamiferos 2 0 1
Peixes 1 0 2
Total 18 6 24

Das espécies gram-negativas, Pseudomonas aeruginosa teve maior ocorréncia
(33,33%), seguida por Escherichia coli (11,11%), Acinetobacter sp. (11,11%), Citrobacter
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freundi (5,55%), e Proteus sp (5,55%) e Pasteurella sp. (5,55%). Das espécies Gram-positivas
destacou-se Staphylococcus sp. (22,22%), seguida de Enterococcus sp (5,55%) (Tabela 4).

Tabela 4 — Géneros bacterianos identificados a partir de amostras recebidas no LAMIV, dentro

do periodo estudado.

Género Quantidade Total (%)
Pseudomonas sp 6 33,33
Staphylococcus sp. 4 22,22
Escherichia sp. 2 11,11
Acinetobacter sp. 2 11,11
Citrobacter sp. 1 5,55
Enterococcus sp. 1 5,55
Pasteurella sp. 1 5,55
Proteus sp. 1 5,55
Total 18 100

Em relacdo ao total de 18 amostras positivas, foi solicitada realizacdo de antibiograma
em 12 casos. Pode-se observar 100% de resisténcia dos micro-organismos aos antimicrobianos
amoxicilina/acido clavulénico e Ampicilina. Houve também alta resisténcia (91,66%) a
cefalotina e ao cefepime. Quanto a sensibilidade, houve 75% de sensibilidade dos micro-
organismos ao antimicrobiano ciprofloxacina, e 50% aos antimicrobianos amicacina e

piperacilina/tazobactam (Tabela 5).

Tabela 5 — Resultados do numero absoluto e porcentagem dos testes de susceptibilidade in vitro

de 12 amostras positivas para crescimento bacteriano, frente a 15 antimicrobianos.

Antimicrobiano Sensivel Intermediéario Resistente
N % N % N %
Amoxicilina/Ac. Clavuléanico 0 0 0 0 12 100
Amicacina 6 50 2 16,66 4 33,33
Ampicilina 0 0 0 0 12 100
Aztreonan 3 23 1 8,33 8 66,66
Ceftazidima 1 8,33 1 8,33 10 83,33
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Cefalotina 1 8,33 0 0 11 91,66
Cefoxitina 0 0 3 23 9 75

Ciprofloxacina 9 75 2 16,66 1 833
Cloranfenicol 3 23 1 8,33 8 66,66
Cefepime 1 8,33 0 0 11 91,66
Ceftriaxona 3 23 5 41,66 4 33,33
Gentamicina 5 41,66 3 23 4 33,33
Piperacilina/Tazobactam 6 50 0 0 6 50

Sulfazotrim 3 23 1 8,33 8 66,66
Tetraciclina 4 33,33 2 16,66 6 50

Do total de solicitacdes de diagnéstico fungico (27), observou-se o crescimento em 6

amostras (Tabela 6).

Tabela 6 — Quantitativo das amostras positivas e negativas para crescimento flngico, em relaco

a classe animal.

Positivo Negativo Total
Aves 5 21 24
Mamiferos 0 0 0
Peixes 1 0 1
Total 6 21 27

Do total de amostras positivas, houve crescimento de Candida sp., sendo 33,33%
Candida krusei/Candida tropicalis; 16,66% Candida krusei, 16,66% Candida tropicalis,
16,66%, Candida albicans e 16,66% Candida sp. (Tabela 7).

Tabela 7 — Espécies fungicas identificadas das amostras recebidas no LAMIV, dentro do

periodo estudado.

Género Quantidade Total (%)
Candida krusei/Candida tropicalis 2 33,33
Candida tropicalis 2 16,66
Candida krusei 1 16,66
Candida albicans 1 16,66
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Candida sp.

16,66

Total

100
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6 RELATO DE CASO

No dia 19 de Julho de 2019 foi atendida uma calopsita (Nymphicus hollandicus) no
hospital veterinario Jerénimo Dix-Huit Rosado Maia, localizado na Universidade Federal Rural
do Semi-arido, Campus Mossoro, RN, no setor de animais silvestres e exéticos. O animal tinha
3 meses de idade e pesava 94 gramas. Como sintomas apresentava crosta na comissura do bico
(Figura 9) e secrecdo esbranquicada na cavidade oral. No histdrico, foi relatado que a leséo
apareceu havia cinco dias, e que a tutora levou o animal para ser consultado em casa
agropecuaria, onde foi receitado um antisséptico topico para aplicar na lesdo, porém o paciente
n&o apresentou melhora.

Assim, o médico veterinario residente que atendeu o animal optou por fazer um suabe
da lesdo. Para realizacdo da coleta foi utilizado um suabe estéril, o qual foi friccionado pela
lesdo e pela secrecdo oral, e depois foi armazenado em tubo “eppendorf”. Apos a coleta, o
material foi imediatamente levado ao Laboratério de Microbiologia Veterinaria da UFERSA
para ser processado. Na requisicao foi pedida a realizacdo de cultura fungica, pois a principal

suspeita era de infeccdo por Candida albicans.

Figura 9 — Crosta em comissura de bico de ave da

espécie Nymphicus hollandicus (circulo vermelho).

Fonte: arquivo pessoal

Ja no laboratdrio, foi realizada a descontaminacéo do fluxo laminar com lampada UV

por 5 minutos. Apds acender a chama do bico de Bunsen, o meio de cultura agar sabouraud-
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dextrose, acrescido de cloranfenicol, foi levado junto ao suabe até a capela de fluxo laminar
para ser feita a semeadura da amostra no meio de cultura.

Apds 48 horas de incubacéo a temperatura de 28°C em incubadora BOD, foi observado
crescimento de col6nias brancas, lisas, brilhantes e com bordos regulares no meio de cultura
(figura 10A). Para identificacdo do micro-organismo, inicialmente foi feita a citologia, na sala
de identificacdo fungica. Na capela de fluxo laminar, apds ligar a chama do bico de Bunsen, foi
utilizada uma lamina de vidro limpa sobre a qual foi colocada uma aliquota da col6nia, com
auxilio da alca de platina. Apos, foi adicionada uma gota de corante azul de algodao lactico, e
em seguida, foi posta uma laminula sobre a ldmina para posterior visualiza¢cdo em microscopio.

Com um aumento de 400 vezes, observou-se estruturas ovalares semelhantes & Candida
sp. (Figura 10B). Assim, para identificacdo da espécie, foi feita a cultura em Chromagar, prova
bioquimica de fermentacdo de carboidratos e prova da coroa radiata em meio EMB. A amostra
foi semeada em Chromagar e incubada em estufa bacterioldgica a 37°C. Observou-se
crescimento fungico apds 24 horas de incubacdo, em que as coldnias apresentavam uma

coloracdo esverdeada, caracteristica da espécie Candida albicans (Figura 10C).

Figura 10 — (A) colbnias de Candida albicans em meio de cultura agar Sabouraud-dextrose
acrescido de cloranfenicol, (B) citologia de Candida albicans corada com azul de algodéo

lactico, (C) colbdnias de Candida albicans, de coloracdo verde-claro, em agar Chromagar.

Fonte: arquivo pessoal

Em relacdo ao cultivo realizado em EMB (eosina azul de metileno), foi inoculada
Candida sp. no centro da cultura disposta em placa de Petri, a qual foi incubada em jarra de
anaerobiose por um periodo de cinco dias. A col6nia formada apresentou coloragdo lilas, de
aspecto liso e ndo apresentou franja, como é descrito em casos de crescimento de Candida
albicans (Sermento et al., 2008) (Figura 11).
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Figura 11 - Cultivo de Candida albicans em meio de cultura EMB.
(A) Jarra de anaerobiose, (B) incubacdo de Candida albicans em

ambiente anaerdbico, (C) crescimento de Candida albicans em

meio EMB (circulo branco)

i— 2l B

Fonte: arquivo pessoal

Por fim, foi realizada a prova bioguimica de fermentacdo de carboidratos, sendo
utilizados glicose, maltose, sacarose e lactose. Foram utilizados oito tubos de ensaio, 0s quais
foram divididos em pares. Cada par continha um tipo de actcar. Em todos os tubos foi inoculada
a Candida sp., sendo que em um tubo de cada par foi colocado 6leo mineral e no outro ndo. A
incubacdo foi feita em estufa bacterioldgica a 37°C por um periodo de quatro dias. Foi
observado que a levedura fermentou a sacarose, glicose e maltose, mas ndo fermentou lactose
(Figura 12), o que, juntamente com a coloracdo em Chromagar e crescimento em meio EMB,

a caracteriza como sendo da espécie Candida albicans.

Figura 12 - Prova de assimilagédo e fermentacé@o de carboidratos.

(L — lactose; G — glicose; S — sacarose; M — maltose).

Fonte: arquivo pessoal
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O animal foi tratado com o antifngico Nistatina, solucdo oral, administrado por meio
de seringa, a cada 12 horas, por um periodo de 14 dias, quando houve a completa remisséo dos

sintomas.
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7 DISCUSSAO

A Candida albicans faz parte da microbiota do trato gastrintestinal das aves, porém, por
ser uma levedura comensal e oportunista, seu desequilibrio populacional pode resultar em
alteracdes clinicas (CUBAS; SILVA; CATAO-DIAS, 2014).

A Candida albicans é o principal agente de candidiose em aves, mas outras espécies,
como C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei e C. rugosa também tém sido identificadas como
causadoras de infeccdo em aves (MAIA, 2009). A ingestao de alimentos ou dgua Sao 0S meios
habituais para transmissdo da doenca (FRIEND; FRANSON, 1999), sendo o trato
gastrintestinal superior o sistema mais afetado, em particular orofaringe, ingluvio e es6fago.

A candidiose ocorre secundariamente a imunossupressdo ou fatores como terapia
antimicrobiana que alteram a microbiota residente nas superficies mucosas, podendo facilitar o
crescimento excessivo de leveduras, levando a invasdo tecidual (TRABULSI; ALTERTHUM,
2008). Também, a infec¢do pode decorrer da falta de higiene, estresse de transporte e manejo
inadequado das aves, afetando, muitas vezes, os psittaciformes, como Nymphicus hollandicus,
por serem altamente suscetiveis a infecgdes flngicas (CUBAS; SILVA; CATAO-DIAS, 2014;
MAIA, 2009).

Em aves adultas, a candidiose caracteriza-se pela formacdo de placas
pseudomembranosas esbranquicadas na cavidade oral e no trato digestorio, placas necroticas
ou recobertas por material caseoso que dificultam a degluticéo e a respiracdo (CUBAS; SILVA,
CATAO-DIAS, 2014). A forma cutanea em psitacideos pode ocorrer na comissura do bico,
epiderme nasal, na regido da cloaca e em foliculos por todo corpo, podendo causar
hiperqueratose. Também pode acometer o trato respiratdrio, porém é raro (CUBAS; GODOY,
2004). Em relagdo a aves jovens, por possuirem o sistema imune imaturo e a microbiota
gastrointestinal ainda estar em formacdo, a doenca ocorre de forma priméaria (SOUBHIA,
2008).

O animal escolhido para fazer o presente relato de caso era jovem (3 meses) e
apresentava a forma cutanea da doenga, caracterizada por crosta na comissura do bico, e
secregédo esbranquicada limitada somente a cavidade oral, ndo sendo observada manifestacdo
sistémica. Pode-se pressupor que a infecgdo por Candida albicans ocorreu de forma priméria,
pois aves jovens sdo imuno-incompetentes e mais susceptiveis a doencas. Além disso, o animal
néo era submetido ao manejo inadequado ou estresse, e se alimentava de forma correta.

De acordo com Cruz (2010) e Miotto et al. (2004) podem ser analisadas amostras

obtidas de raspagens de pele e unhas, urina, material purulento, crostas de pele, aspirados,
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escarros, secre¢es bronquicas, sangue, liquor, suabes orais ou cloacais e tecidos. A coleta
dessas amostras clinicas pode ser realizada por meio de raspado cutaneo, carpete ou suabe
estéril (SANTOS, 2017). O método de coleta e o tipo de amostra escolhidos estdo de acordo
com o proposto por Santos (2017) e Cruz (2010), pois no caso relatado a amostra foi coletada
de crosta da comissura do bico e de secrecdo em cavidade oral, utilizando-se suabe estéril.

Quanto ao diagndstico, o material biolégico observado estd conforme descrito por
Murray; Rosenthal e Kobayashi (2000) que afirmaram que a maioria dos procedimentos
laboratoriais disponiveis para identificacdo do fungo Candida sp. consistem na observacéo das
suas caracteristicas morfoldgicas, fisiologicas e bioquimicas.

O cultivo em meio de cultura &gar Sabouraud-dextrose acrescido de cloranfenicol
corresponde ao recomendado na literatura, por Miotto et al. (2004). De acordo com Cardoso
(2013), 0 meio de cultura deve ser incubado a temperatura de 30 °C durante pelo menos dois
dias, o que esta de acordo com o procedimento realizado no LAMIV, em que a incubacéao
ocorreu a 28°C por 48 horas.

Conforme descrito por Santos (2017) e Cruz (2010), a colénia pode apresenta-se
macroscopicamente de coloracdo branca a creme, formato circular, aspecto brilhoso ou opaco,
textura cremosa ou membranosa, com superficie rugosa, lisa ou sulcada, e odor de levedo, 0
que estd de acordo com o encontrado, pois as coldnias apresentavam-se brancas, lisas, com
formato circular, brilhosas, de textura cremosa e superficie lisa.

O processamento da amostra para realizacao de citologia estd em concordancia com o
proposto por Cruz (2010), em que deve-se retirar uma aliquota da coldnia com alca de platina,
colocando sobre a lamina e apds, adicionar uma gota de corante azul de algodao lactico entre
lamina e laminula para posterior visualizacdo ao microscopio. Em relacdo as caracteristicas
morfélogas observadas, elas estdo de acordo com Trabulsi e Alterthum (2008), que afirmam
gue a Candida é um fungo do tipo levedura, unicelular, de forma redonda ou oval, de
aproximadamente 5 a 8 um.

Aradjo et al. (2005) relata que diferentes meios cromogénicos de cultivo e a fermentacéo
de compostos especificos, tém sido utilizados para diferenciar Candida albicans e outras
leveduras de interesse clinico. Assim, para identificacdo da espécie de Candida encontrada no
caso, foi feito cultivo em adgar Chromagar, que € um meio diferencial e cromogénico. Apos 48
horas de incubacgéo a 37°C, foram observadas coldnias de coloracdo verde, por acdo de enzimas
espécie-especificas, sendo indicativo da espécie C. albicans. A coloragdo encontrada esta de

acordo com o que foi descrito por Yucesoy e Marol (2003) e Aradjo et al. (2005).
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Ja o teste de fermentacdo de carboidratos é utilizado para avaliar a capacidade do micro-
organismo usar um composto especifico anaerobicamente. O teste envolve a inoculagdo em
varios tubos contendo o in6culo do micro-organismo e um carboidrato a ser avaliado (MIOTTO
et al., 2004). Esse teste foi utilizado no caso relatado. A levedura analisada fermentou os
acucares maltose, glicose e sacarose (tardiamente), e ndo fermentou a lactose. Os resultados
encontrados correspondem ao descrito por Cruz (2010) e Mariano (2006) para identificagéo de
Candida albicans.

Em um estudo realizado por Sarmento (2008), as leveduras cultivadas em agar EMB
exibem um padrdo de cores com tons que podem variar entre o lilas/roxo, rosa e azul. Neste
estudo, em relagdo a cor, as leveduras da espécie C. albicans apresentaram 95,34% o tom
lilas/roxo. O crescimento da coldnia teve aspecto liso em 100% das espécies de C. albicans
avaliadas. Ja a presenca de franja foi observada em 100% das espécies de C. tropicalis, ndo
sendo essa caracteristica verificada em outras espécies do género Candida. Os resultados estdo
de acordo com o encontrado, pois a cultura apresentou coloracao lilas, de aspecto liso, sem
formacédo de franjas, sendo indicativo de Candida albicans.

E indicado o tratamento com antifiingico nistatina para as aves acometidas de candidose
(BRITO, 2009), mas também pode-se utilizar, cetoconazol, fluconazol, itraconazol e
anfotericina B, principalmente em casos de candidiose refrataria. Esses possuem espectro
contra as infec¢Bes mais comuns nas aves, causadas por Aspergillus spp. e Candida albicans
(SOUBHIA, 2008). Assim, para o tratamento da calopsita deste presente relato, foi utilizada a

nistatina como medicamento de primeira escolha do médico veterinario.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

O estagio supervisionado é um periodo que favorece ao estudante a solidificagdo do
aprendizado, tendo contato com o publico e com as amostras bioldgicas que facilitardo o
exercicio profissional. Durante o estagio foi possivel o aprendizado de confec¢cdo de meios de
cultura, esterilizacdo de materiais, identificacdo de bactérias e fungos, realizacdo de
antibiograma, e recepcdo de amostras provenientes da clinica de animais silvestres e exoticos.

Entre as amostras recebidas as mais frequentes foram provenientes de aves das espécies
Nymphicus hollandicus, seguida por Agapornis sp. O tipo de amostra mais comum foi
transudato e espécie bacteriana mais encontrada foi Pseudomonas sp. Em relagdo aos 15
antimicrobianos testados, aqueles que apresentaram maior resisténcia foram amoxicilina/acido
clavulanico e ampicilina. Quanto aos fungos, os mais isolados foram das espécies Candida
tropicalis e Candida krusei.

Assim, pode-se afirmar que o diagndstico microbiolégico é um importante auxiliar para
0s médicos veterinarios de animais silvestres e exoticos, pois ainda ha poucos dados relatados
acerca dos principais agentes etiologicos que acometem esses animais, sobre o a forma como
eles agem no organismo do animal, e sobre a sensibilidade ou resisténcia desses agentes aos
antimicrobianos. A descricdo do relato de caso de Candida albicans corrobora com isso, pois a
descricdo de candidiose ocorrendo de forma cutanea em aves jovens ainda é pouco relada. Além
disso, a identificacdo do micro-organismo auxiliou na escolha de um tratamento eficiente pelos

clinicos de animais silvestres e exoticos.
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