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Resumo: A Microbiologia é uma das areas da Biologia que estuda os seres microscopicos, como
as bactérias, fungos, virus e protozoarios. A fim de construir e proporcionar ao aluno uma
compreensao ativa sobre os contetdos relacionados a Microbiologia, este estudo teve como
objetivo confeccionar laminas microbioldgicas para serem utilizadas em aulas praticas e
contribuir para o enriquecimento do acervo do laboratério de Microscopia do UNIPAM. Nesse
sentido, foram confeccionadas 30 laminas com diferentes microrganismos: Eschechiria coli,
Salmonella sp, Staphylococcus aureus, Streptococcus sp, Streptobacillus sp, fungos filamentosos e
leveduras. Esses microrganismos podem causar diferentes doencas que podem acometer a satide
humana e animal, podendo, ainda, gerar prejuizos econdmicos. Concluiu-se com este estudo que
as laminas confeccionadas serdao de grande importancia no processo ensino aprendizagem,
auxiliando os docentes na realizagdo das aulas praticas e agregando o conhecimento aos discentes
da Educagao Basica e Educacao Superior de diversos cursos.

Palavras-chave: bactérias; leveduras; microcultivo; gram.

Abstract: Microbiology is a field of biology that studies microscopic organisms such as bacteria,
fungi, viruses, and protozoa. In order to build and provide students with an active understanding
of microbiology-related content, this study aimed to create microbiological slides to be used in
practical classes and contribute to the enrichment of the Microscopy laboratory collection at
UNIPAM. Thirty slides were created with different microorganisms, including Eschechiria coli,
Salmonella sp, Staphylococcus aureus, Streptococcus sp, Streptobacillus sp, filamentous fungi, and
yeasts. These microorganisms can cause various diseases that can affect human and animal health
and generate economic losses. It was concluded that the slides created will be of great importance
in the teaching-learning process, assisting teachers in practical classes and adding knowledge to
students in Basic Education and Higher Education in various courses.
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1 INTRODUCAO

A Microbiologia é uma das dreas da Biologia que estuda os seres microscdpicos,
abordando os diferentes tipos de organismos, como bactérias, fungos, virus e
protozoarios. A palavra microbiologia vem do grego mikros-, que significa pequeno, e —
biologia, do grego bios = vida + logos = estudo.

Acredita-se que os microrganismos foram as primeiras formas de vida a
surgirem no planeta ha bilhdes de anos, antes mesmo das plantas e animais. Nao é
possivel sua visualizagdo a olho nu de microrganismos, necessitando-se de um
microscopio para visualiza-los. Eles podem ser encontrados em praticamente todos os
lugares do ambiente sem serem notados pelos seres humanos (MADIGAN et al., 2010).

Para Kimura et al. (2013), a Microbiologia estuda o papel dos microrganismos
no mundo, em objetos, no meio ambiente, nos alimentos e no corpo humano. E possivel
perceber que as pessoas tém percepgoes equivocadas a respeito dos microrganismos de
forma geral. Abordar essa disciplina tanto no Ensino Basico quanto no Ensino Superior,
nas areas da saide na forma tedrica e pratica, possibilita que as duvidas sejam
esclarecidas principalmente em relagao a ideia que os microbios so trazem maleficios.

Para que os alunos possam ter motivacdo nas aulas de Biologia, no Ensino
Meédio, e Microbiologia, no Ensino Superior, as aulas praticas se tornam fortes aliadas na
fixacdo de um conteudo, a fim de tornar o ensino mais dindmico e atrativo, numa
proposta de inovagao nos curriculos escolares (BORGES, 2007).

Assim, as escolas e as universidades procuram cada vez mais relacionar a
Microbiologia com o dia a dia, para que a metodologia de ensino se torne cada vez mais
compreensivel, a fim de estimular e instigar os alunos na busca do conhecimento. O
aluno que consegue fazer a transposi¢ao do saber cotidiano para o saber cientifico
proposto em sala de aula consegue perceber por qual razdo estd aprendendo aquele
assunto, que torna o aprendizado e a compreensao mais significativos (KIMURA et al.,
2013).

O processo ensino-aprendizagem de alunos da Educagao Basica e Educagao
Superior por meio de aulas praticas com a utiliza¢do de laminas preparadas para estudar
0s microrganismos, por exemplo, € uma estratégia motivadora e inovadora para a
aquisi¢ao de conhecimentos cientificos.

Esse estudo teve como objetivo confeccionar laminas microbiologicas para
serem utilizadas em aulas praticas e, ainda, contribuir para o enriquecimento do acervo
do laboratdrio de Microscopia do Centro Universidade de Patos de Minas. A fim de
proporcionar ao aluno a compreensdao ativa sobre os conteidos relacionados a
Microbiologia e a verificagao deles no cotidiano, este estudo se justifica pela necessidade
de promover a¢des que possibilitem aos alunos ter uma motivagao para alcangarem o
aprendizado significativo nas salas de aulas e, ainda, propiciar a eles o interesse pelo
posicionamento critico-reflexivo.

38 | Revista Perquirere, vol. 20, n. 3, 2023



LAYS GONCALVES FARIA | RAFAEL FACHIM DE ARAUJO | JULIANA BORGES PEREIRA

2 MATERIAL E METODOS
2.1 LOCAL E COLETA DAS AMOSTRAS

Para a realizacdao deste trabalho, foram reutilizados materiais confeccionados
pelos alunos e professores nas aulas praticas dos diversos cursos que frequentam o
Laboratério de Microbiologia do Centro Universitdrio de Patos de Minas (MG). Foi
fornecido todo o material para utilizar as placas que seriam descartadas para a coleta de
bactérias e fungos para a produgao das laminas do acervo.

2.2 CONFECCOES DE LAMINAS DE BACTERIAS E LEVEDURAS

A producao das laminas de bactérias em aulas praticas foi realizada por meio
de cultura, expostas ao ambiente e colocadas nas estufas e aguardando um periodo de
24 a 48 horas para o crescimento das bactérias e, em seguida, foi realizada a preparagao
da lamina e sua coloracao.

Os microrganismos Gram positivos e Gram negativos foram cultivados em
placas com meio de cultura preparado pelo Laboratério de Microbiologia e foram
incubados em posicao invertida, numa temperatura de 35 a 37°C, por 24 horas.

Ap0s as aulas praticas dos alunos, em que as placas ja estavam prontas e os
microrganismos identificados, foi feita a técnica de esfregaco, que consistia em colocar
uma gota de solugdo salina na lamina e passava-se cuidadosamente a alga de platina na
superficie da placa que continha o crescimento do microrganismo e, em seguida, passava
levemente sobre a gota na lamina em “zigue e zague”; ap0s esse processo, deixou-se a
lamina secar e, apds estar completamente seca, foi realizada a coloragao de Gram. Apos
o processo de coloragao, com a lamina seca, ela deve ser observada no microscopio para
confirmacao da técnica e definir a morfologia e os arranjos bacterianos (BRASIL, 2001).

A técnica de coloragdo de Gram ficou mundialmente conhecida por ser um
método de coloragao de bactérias desenvolvido que permite diferenciar as bactérias com
seus diferentes tipos de estruturas de parede celular a partir das coloragdes. E possivel
verificar dois grupos de microrganismos apds o tratamento com agentes quimicos
especificos. O método de coloragdo consiste em realizar um esfregaco bacteriano,
fixando através do calor e com os reagentes de violeta de genciana, lugol, etanol-acetona
fucsina (BRASIL, 2001).

Para a realizagao da coloracdo de Gram, é preciso compreender que, na
microbiologia, existem dois diferentes grupos de bactérias que sdo: bactérias Gram
positivas, que apresentam altos teores de acido teicoico (peptideoglicano) em sua parede
celular e, com isso, se coram em roxo-azulado; bactérias Gram negativas, que possuem
lipopolissacarideos na membrana externa e somente se coram com o contracorante,
apresentando a cor rosa/avermelhada (BRASIL, 2001).

Para fungos leveduriformes, foi utilizada a placa com meio de dgar batata e,
apos o crescimento, foi realizada a técnica de “zigue e zague” na lamina e utilizada a
coloragao de Gram; apds esse procedimento, todas as laminas foram analisadas no
microscopio dptico modelo Nikon ECLISE E 200.
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2.3 CONFECCOES DE LAMINAS DE FUNGOS

Para a confec¢ao de laminas de fungos, foi utilizado o método de microcultivo,
utilizando placas com meio de cultura agar batata que foram disponibilizadas pelo
Laboratorio de Microbiologia. Essas placas ficavam abertas durante um periodo de 3
horas e, posteriormente, eram incubadas em estufa a 25°C por 7 dias.

Para Lacaz (2002), o microcultivo ou técnica de Riddel tem como objetivo
visualizar estruturas morfologicas de cada espécie de fungos. Nessa técnica, foi utilizado
o meio de cultura ASD ou 4agar batata para crescimento fingico adequado.
Primeiramente, foi colocado um cubo de agar sangue (ASD) ou agar batata sobre uma
lamina estéril e dentro de uma placa de Petri grande também estéril. A lamina nao pode
entrar em contato com a placa e, por isso, foram utilizados os palitos de fésforo para
servir como um suporte para a lamina.

Apos esse processo, com o fungo novo e fresco depois de ter ficado na estufa
por 7 dias, ele foi semeado nos quatro cantos do quadradinho de cubo de 4gar. Em
seguida, foi coberto esse cubo de agar com uma laminula estéril; para evitar o
ressecamento do meio, foram colocados 2 mL de dgua destilada esterilizada no fundo da
placa. Por fim, essa placa foi tampada e deixada a temperatura ambiente durante 7 dias
até o crescimento das hifas; cada uma possuia diferentes coloracoes e formatos.

A fim de inativar o crescimento dos fungos, foi embebido um chumago de
algodao em 1 mL de formol e vedada a placa por 24 horas. Esse processo consistiu em
inativar o fungo, e o formol auxilia na fixagao das estruturas a laminula. Apds o periodo
de 7 dias, a laminula foi retirada com um auxilio de uma pinga anatdmica com bastante
cautela, pois as hifas e os esporos do fungo estavam aderidos, e foi colocada sobre uma
lamina.

Para a técnica de coloragao, usou-se uma gota de corante azul de lactofenol-
algodao sobre a laminula e, sem seguida, colocada sobre uma lamina. A lamina que
estava embaixo do cubo de 4gar batata também possuia hifas e esporos e, com isso, foi
retirado o cubo de 4gar batata e adicionado outra gota de corante lactofenol-azul algodao
e coberta com uma laminula.

Por fim, para visualizar o resultado foi utilizado o microscopio 6ptico na
objetiva de 40x e feita a classificagdo como, por exemplo, a forma, o tipo, a disposicao e
a formacao dos esporos.

Ap0s realizar o processo de coloragao das laminas contendo as bactérias e os
fungos as laminulas, foram vedadas com cuidado, utilizando esmalte incolor em toda a
borda da laminula para sua preservagao.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Microbiologia é uma disciplina basica dos cursos da drea de ciéncias da saude
e ciéncias agrarias, e alguns conteidos sao desenvolvidos na Educacao Basica com a
disciplina de Biologia, na qual os alunos aprendem sobre as diferencas entre fungos
filamentosos e leveduriformes. Outros microrganismos, como as bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas, seus diferentes arranjos e morfologias e, principalmente,
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onde podem ser encontradas e quais os maleficios podem causar nos seres humanos e
nos animais, sao abordados tanto Biologia quanto na Microbiologia.

Durante as aulas praticas da disciplina de Microbiologia, faz-se necessario um
lamindrio com diversidade de microrganismos, contribuindo, assim, para o estudo da
morfofisiologia de diferentes bactérias e fungos.

Neste estudo, foram confeccionadas 30 laminas contendo os seguintes
microrganismos: Eschechiria coli (E. coli), Salmonella sp, Staphylococcus aureus,
Streptococcus sp, Streptobacillus sp, quatro tipos diferentes de fungos filamentosos e duas
leveduras, como demostrado na Tabela 1.

Tabela 1: Quantidades de laminas confeccionadas de
diferentes microrganismos destacando a morfologia

Microrganismo N¢ de laminas produzidas Gram Morfologia
Escherichia coli 30 Negativa Bacilos
Salmonella sp 30 Negativa Bacilos
Staphylococcus aureus 30 Positiva Cocos
Streptococcus sp 30 Positiva Cocos
Streptobacillus sp 30 Negativa Bacilos
Fungos filamentosos 120 - Hifas
Leveduras 60 - -

Fonte: dados da pesquisa, 2022.

As placas de Petri apresentadas na Figura 1 mostram o crescimento
macroscopico dos microrganismos em seus respectivos meios de cultura.

Figura 1: Imagem A: crescimento de E.coli; Imagem B: crescimento de Salmonella sp;
phylococcus aureus
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Para Nataro e Kaper (1998), a E. coli é uma bactéria anaerdbica facultativa,
Gram-negativa, possui formato de bacilo, sendo encontrada naturalmente no trato
gastrointestinal dos homens e dos animais homeotérmicos. Esse microrganismo pode
contaminar os alimentos e a dgua e causar doengas no homem e nos animais. A
contaminagdo por esse microrganismo pode causar sintomas como diarreias e febre,
levando a quadros de infec¢des urindrias e mastites, tornando-se uma bactéria
patogeénica a saude humana e animal, podendo, ainda, gerar prejuizos economicos.
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Beutin (1999) isolou as cepas da E. coli tanto do trato gastrointestinal e no trato
urogenital de caes. Ele verificou que as cepas apresentavam similaridade. De acordo com
o autor, os caes sao animais reservatorios desse patdgeno, podendo ser facilmente
disseminado para os seres humanos. A E. coli também pode ser encontrada acometendo
suinos, que se dissemina facilmente por meio da falta de biosseguridade correta, como
higienizag¢ao do local, nao realizacao do vazio sanitario, mistura de leitdes nos ambientes
que podem acarretar prejuizos econdmicos para o homem (MORES; MORES, 2012). A E.
coli pode ser encontrada também em bovinos causando um quadro frequente de diarreia
em bezerros com menos de 30 dias. Salvadori et al. (2003) detectaram tais
microrganismos em sua pesquisa ao realizar o isolamento de E. coli em bezerros com o
sintoma clinico de diarreia. Ele observou que os fatores de viruléncia estavam associados
a Colibacilose bovina.

A Salmonella é conhecida por ser uma bactéria intracelular facultativa, Gram-
negativa, aerdbica e anaerdbica facultativa e movel. Esse patogeno causa diversas perdas
econdmicas na produgao e, ainda, afeta a satide publica, uma vez que pode estar presente
nos alimentos de origem animal. Esse microrganismo pode causar sinais clinicos, como
diarreia, anorexia, queda de producao, febre, entre muitos outros sinais inespecificos.
Desse modo, torna-se importante realizar um correto diagnostico para tais sinais, pois o
uso demasiado de antibioticos favorece a resisténcia das bactérias.

De acordo com Penha Filho et al. (2016), em estudo sobre a resisténcia dos
antibioticos em aves, foi possivel perceber que aumentaram os surtos relacionados a
Salmonella ao longo dos anos e que eles quase sempre estdo ligados a falta das medidas
de biosseguridade. Outros animais como caes, bovinos, caprinos e suinos também
podem ser acometidos por esse microrganismo. E considerada uma zoonose de satide
publica, pois 0 homem pode ser contaminado. Além disso, pode interferir na economia.

A bactéria Staphylococcus aureus € um microrganismo Gram-positivo que possui
morfologia de cocos que lembram o formato de cachos de uva, sendo comumente
encontrada na pele dos animais e em aves. Essa bactéria pode ser transmitida aos
homens e aos animais por meio de alimentos contaminados e vem apresentando certa
resisténcia aos antibidticos.

Em um estudo realizado, Santos et al. (2007) identificaram a resisténcia de
bovinos e humanos aos antibidticos penicilina e ampicilina; sendo assim, torna-se
preocupante esse fato, uma vez que o uso excessivo de antibioticos para o tratamento de
diversas doencas pode resultar em uma resisténcia aos antimicrobianos.

Nesse mesmo estudo, os autores abordam a bactéria Sthaphylococcus aureus
como o agente causador da mastite em vacas leiteiras e, consequentemente, gerador de
prejuizos econdmicos aos produtores. Ademais, como o leite fica contaminado, caso nao
ocorra os métodos de sanidade basica na fazenda, esse leite pode ser consumido pelos
seres humanos. Tal fato ocorre quando a higienizagdo das maos dos operadores de
ordenhas nao é realizada da forma correta, ja que a bactéria estd presente na superficie
da pele humana. Estudos realizados por Bresolin et al. (2005) apontaram que a bactéria
estd presente nas maos de 31% dos operadores que foram avaliados.

Para Ruoff (2003), bactérias Streptococcus sp estdo presentes na pele e fazem
parte da microbiota natural das mucosas, podendo ser encontradas no trato genital e
gastrointestinal, entre outros, tanto de seres humanos quanto de animais. Esse
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microrganismo € um dos causadores da mastite bovina, além de elevar o niimero de
bactérias do leite nos rebanhos das fazendas. Apresentam-se de duas formas e podem
ser classificados como o contagioso, como S. agalactiae, e ambientais, os outros agentes
(ZADOKS et al., 2004).

Os Streptococcus sp podem ser encontrados no trato respiratdrio dos animais
como dos equinos, causando o garrotilho, doenca que possui alta taxa de morbidade e
baixa morbidade, além de gerar prejuizos econdmicos aos produtores (MOLONEY et al.,
2013).

Bactérias do género Streptobacillus sp foram relatas acometendo seres humanos
apo6s mordedura de ratos de estimagao adquiridos em pet shop, resultando em alteragoes
clinicas como febre, rigidez dos membros e poliartralgias como descrito no relato de caso
de Abboud et al. (2018).

Nesse estudo, foram confeccionadas algumas laminas de fungos filamentosos
utilizando a técnica de microcultivo em lamina que permite a observagao das estruturas
como os esporos micélios e hifas. E possivel observar o crescimento dos fungos pela
técnica de microcultivo, Figura 2.

A técnica de microcultivo proporciona um melhor crescimento e com isso uma
melhor visualizagao das estruturas (ALMEIDA, 2019). Ademais, os fungos sao uma das
principais causas de dermatofitoses em animais domésticos sendo de grande
importancia a sua identificagdo para a Dermatologia Veterindria e para os seres
humanos, uma vez que alguns fungos podem acometer os animais e 0 homem.

Figura 2: Crescimento de fungo filamentoso em microcultivo
apos 7 dias de incubacao em estufa fingica
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Fonte: arquivo dos aut:)res, 2022.

Entre as dermatofitoses que podem acometer tanto os animais quanto o homem,
temos o Microsporum canis, sendo o gato o principal disseminador da doenca. E de suma
importancia as orientagdes higiénicas e sanitarias aos tutores (NOBRE, 2001).

O agente Sporothrix schenckii € um fungo causador de micoses tanto nos seres
humanos quanto nos animais, especialmente no felino. E conhecido por ser o causador
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da esporotricose, que pode se apresentar de forma cutanea, linfatica e disseminada.
Como uma zoonose, a esporotricose € uma doenga considerada problema de satde
publica. No estado do Rio de Janeiro, a doenga possui notificagdo obrigatéria (PIRES,
2017).

Outro agente micotico considerado uma zoonose e causador de infecgao por
meio de inalagao dos esporos € Cryptococcus neoformans. A criptococose, desencadeada
por esse microrganismo, tem como transmissor o pombo encontrado nas areas urbanas.
Essa infec¢do causa sinais clinicos respiratérios como corrimento nasal com muco, seroso
ou com sangue, dispnéia e espirros (QUEIROZ et al., 2008).

Por fim, foram feitas laminas de leveduras utilizando dois tipos de leveduras
diferentes. Na Figura 3, é possivel observar o aspecto macroscopico das colonias de
leveduras utilizadas. Foi realizado o método de coloragdao de Gram, o qual é eficiente
para observagao das leveduras no microscopio.

Figura 3: Leveduras utilizadas para confeccionar as laminas
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Fonte: arquivo dos autores, 2022.

As leveduras também podem acometer os animais de produgao, causando
quadros de mastite, uma vez que o leite apresenta muitos nutrientes que sao excelentes
substratos para crescimento dos microrganismos, por falta de higiene e de limpeza na
ordenha, ma esterilizagao dos equipamentos, pré e pds dipping nao realizados de forma
correta, entre outros fatores (SPANAMBERG et al., 2009).

Nos pequenos animais, temos as leveduras do género Malassezia, que causam
doengas de pele e otites no meato acustico externo de caes e gatos. As otites sao bastante
recorrentes na clinica veterindria; o animal chega com sintomas de ouvido eritematoso,
apresentando cerumen, coceira e dor (MACHADO, 2010).

Outro exemplo de levedura que contamina os animais domésticos € o género
Candida, que acomete a pele. E encontrado no trato gastrointestinal, urinario e no sistema
reprodutor, por isso € importante que os tutores se atentem aos seus animais doentes,
pois as leveduras sdao oportunistas, consequentemente individuos que estejam
imunossuprimidos estao susceptiveis as infecgoes (BENTUBO et al., 2010).
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4 CONCLUSAO

Conclui-se com este estudo que as laminas confeccionadas serdao de grande
importancia no processo ensino-aprendizagem, auxiliando os docentes na realizagao das
aulas praticas e agregando o conhecimento aos discentes da Educacao Basica e Educagao
Superior de diversos cursos do Centro Universitario de Patos de Minas.
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