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RESUMO

A utilizagcdo de cadaveres € indispensavel nos cursos da area da saude.
Praticas realizadas em laboratérios devem seguir normas que visam a saude e
a seguranca dos alunos, professores e funcionarios. Os usuarios de
laboratérios, mesmo com o uso do formol, estdo sujeitos aos risos de
contaminagdo por microorganismos patogénicos que podem estar presentes
nas pecas anatébmicas, no ambiente atmosférico e nos cadaveres. Visando a
seguranga e a saude dos usuarios, este trabalho teve por objetivos identificar
possiveis bactérias e fungos no ambiente e nas pecas do Laboratério de
Anatomia do Centro de Formagao de Professores da Universidade Federal de
Campina Grande, e assim, apresentar 0s potenciais riscos, o grau de
resisténcia de bactérias a antibidticos e a diversidade fungica, para propor
alternativas a melhoria das condicdes ambientais do Laboratério em uso. As
bactérias isoladas foram caracterizadas por gram positivas e gram negativas
pelo método de Gram. Disco difusao foi empregado para revelar o perfil de
sensibilidade. Os fungos filamentosos isolados sdo dos géneros: Aspergillus,
Cladosporium, Epicoccum, Stemphylium e a levedura Candida albicans. Os
dados gerados a partir de observagdes diarias, durante uma semana,
apresentam consideravel aumento das unidades formadoras de coldnias
bacterianas. O perfil de sensibilidade das bactérias gram positivas apresentou
maior sensibilidade aos 10 antibidticos testados e gram negativas
demonstraram maior resisténcia aos antimicrobianos. A importancia do
conhecimento do perfil de sensibilidade das bactérias relaciona-se a prevencgéo
de possiveis episddios infecciosos quando da manipulacdo das pecas,
principalmente, as bactérias potencialmente resistentes. Na identificagdo dos
fungos por cultivo em laminula verificou-se a predominancia do Aspergillus,
referido as causas alérgicas e infecgcdes respiratdrias e outras patogenicidades
que suscitam severos agravos a saude dos usuarios. Depreende-se que, a
ocorréncia e o conhecimento dos agentes microbianos em ambientes de maior
circulacdo de usuarios sao imprescindiveis a prevencao e controle de fatores
de risco e agravos a saude.

Palavras-chave: Cadaveres, micro-organismos, risco.



ABSTRACT

The use of corpses is indispensable for an undergraduate course in the health
area. Practices performed in laboratories should follow regulations for the health
and safety of students, teachers and employees. Even by formol, laboratory
users are subject to the risk of contamination by pathogenic microorganisms.
That may be present in anatomical tools, in the atmospheric environment and in
corpses. For the safety and health of users, this study aims to identify bacteria
and fungus in the environment and in the tools of the Anatomy Laboratory of the
Training Center of Teachers of the Federal University of Campina Grande,
Then, to present the potential of risks, the degree of resistance of bacteria to
antibiotics and fungal diversity, to propose alternatives to improving the
environmental conditions for the laboratory. The bacteria isolated were
characterized by gram-positive and gram-negative by the Gram method. Disk
diffusion was used to reveal the sensitivity profile. The isolated filamentous fungi
are of the genus: Aspergillus, Cladosporium, Epicoccum, Stemphylium and the
yeast Candida albicans. The data generated from daily observations, during
one week, presented a considerable increase of the bacterial colony forming
units. The susceptibility profile of the gram-positive bacteria presented greater
sensitivity to the 10 tested antibiotics and the gram-negative showed greater
antimicrobial resistance. The importance of knowing the sensitivity profile of
bacteria is related to the prevention of possible infectious episodes when
manipulating the tools, especially the ones with potentially resistant bacteria. In
the identification of the fungi by coverslip cultivation, the predominance of
Aspergillus was verified referring to allergic causes and respiratory infections
and other pathogenicities that cause severe health problems to users. It is
understood that the occurrence and knowledge of microbial agents in
environments with greater circulation of users are essential to the prevention
and control of risk factors and health problems.

Keywords: Corpses, microorganisms, risk.
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1 INTRODUGCAO

As pecgas anatbmicas e os cadaveres sao extremamente necessarios a
aulas praticas em laboratério quando o assunto € corpo humano. Mas eles nem
sempre recebem os cuidados necessarios para evitar possiveis contaminacoes
e colocar a saude dos usuarios em perigo. E elevado o risco de contaminagao
em ambiente laboratorial, por serem lugares com alta incidéncia de micro-
organismos, as praticas realizadas devem seguir normas, tendo como
finalidade a seguranca e bem estar dos envolvidos nesse meio, sejam eles
funcionarios ou estudantes (ZOCHIO, 2009).

Os agravos a saude das pessoas que manipulavam micro-organismos
em laboratérios levaram a preocupacdo com esses riscos biolégicos, mas,
somente a partir dos anos 80, as normas de seguranca no trabalho tiveram
melhor visibilidade e ficaram mais especificas (CIORLIA; ZANETTA, 2007).
Estes ambientes estdo repletos de micro-organismos, tais como bactérias
anemodfilas e fungos, cujos esporos sao liberados no ar atmosférico, podendo
ser facilmente inalados pelos usuarios e vir a causar problemas respiratérios,
ou provocar alergias e dermatites.

Os cadaveres utilizados em aulas praticas em Laboratério de Anatomia,
em face da contaminacdo ambiental e da manipulacdo durante os estudos
morfoanatémicos sugerem riscos a saude dos usuarios (professores, técnicos e
alunos), vez que, quando retirados dos tanques de preservacao e conservacao
ficam expostos para aeragéo e liberacdo de odores do formol, que interferem
nas atividades teorico-praticas, consistindo intenso desconforto.

Conjectura-se que, durante o periodo da exposicdo, os cadaveres
tendem a ser “atacados” por micro-organismos patogénicos e oportunistas,
podendo vir a causar infecgdes, alergias e outras possiveis patologias aos
usuarios do laboratério. Assim, este trabalho tem por objetivo identificar micro-
organismos patogénicos que possam estar presentes nos cadaveres e no ar do
laboratério de anatomia, assim como propor alternativas preventivas visando a

seguranga de seus usuarios.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Caracteristicas Gerais dos Fungos

A Micologia, ciéncia que estuda os fungos, € relativamente recente,
quando comparada a Botanica e a Zoologia. Muitos grupos de fungos sao
conhecidos somente ha 30-40 anos. Representam o segundo maior grupo,
perdendo apenas para os insetos, com um numero total de espécies estimado
em um milhdo e 500 mil (RAVEN, 2011). E um grupo pouco conhecido, com
aproximadamente 70.000 espécies descritas que correspondem ha pelo menos
5% das espécies existentes. Poucos conhecem a importancia dos fungos, mas
suas aplicacdes estao presentes em areas da Medicina, Veterinaria, Zootecnia,
Agronomia, Bioquimica, Genética e Citologia. Estudos ultraestruturais e
moleculares mostraram que os fungos estdo muito mais préximos dos animais
do que das plantas, considerando-se que sao heterotréficos e apresentam
quitina constituindo sua parede celular (CHOW et al., 2007).

O Reino Fungi esta representado pelas classes Chytridiomycetes,
Zygomycetes, Ascomycetes e Basidiomycetes (CHOW et al., 2007). Sé&o
organismos eucariontes, aclorofilados, heterotréficos e absorvem componentes
organicos como fonte de energia, os fungos sao aerébicos em sua grande
maioria, embora existam alguns anaerobicos estritos e facultativos. Podem ser
uni ou multicelulares e reproduzirem-se nas formas sexuada ou assexuada, a
sua parede celular é rigida, devido a presenca de celulose, glicanas, mananas
ou quitina e membrana celular contendo esterdis, o seu principal material de
reserva € o glicogénio (VIEIRA; FERNANDES, 2012). Tais organismos sao
encontrados nos mais variados ambientes, devido seus esporos resistentes e
facilmente dispersos no ar, sédo parte da microbiota anemdfila (SOUZA, 2012).

Os fungos filamentosos sao formados por hifas, que podem ser septadas
ou cenociticas, verdadeiras e falsas, sendo hifas verdadeiras as que crescem
sem interrupcao, a partir de germinacao de um esporo e falsas ou pseudo-hifas
as que crescem por gemulagédo ou por brotamento sucessivo. Os esporos sao
classificados em artroconidios, que se formam pelo simples desmembramento
das hifas septadas e blastoconidio, que se forma por gemulacado (OLIVEIRA,
2014).

A maioria dos fungos sao saproéfitos, quando dependem de matéria
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organica morta, e por isso chamados de decompositores ou redutores ou
biotréficos, quando dependem de matéria organica viva, e para isso formam
associacdes simbidnticas com outros seres. Os decompositores vivem em
substratos como solo, troncos e animais mortos (CHOW et al., 2007).

As leveduras sao eucariontes, unicelulares, desenvolvem-se na
fermentacao alcodlica. Apresentam membrana celular bem definida, pouco
espessa em células jovens, e rigidas em células adultas. Nao formam
filamentos, s&o imoveis, quimio-heterotroficos e aerdbios facultativos
(metabolismos oxidativo e fermentativo). Reproduzem-se assexuada e
sexuadamente. (VIEIRA; FERNANDES, 2012). Ndo sdo capazes de utilizar
amido e celulose como fonte de carbono. Muitas leveduras tém de 5 a 30 um
de comprimento e de 1 a 5 um de largura (VIEIRA; FERNANDES, 2012).

2.2 Doencas Causadas por Fungos

As infeccbes causadas por fungos sao chamadas de Micoses,
geralmente sdo cronicas e podem ser classificadas de acordo com o
envolvimento no tecido e modo de entrada no hospedeiro como sistémica,
subcutanea, cutanea, superficial e oportunista (TORTORA, 2005).

As micoses superficiais invadem as camadas externas da capa cornea
da pele ou a haste livre dos pelos. As micoses cutaneas invadem toda a
espessura da capa cérnea da pele ou a parte queratinizada intrafolicular dos
pelos ou a lamina ungueal. As micoses subcutaneas se caracterizam pela
inoculacao do fungo no tecido subcutaneo, levado por via linfatica, porém
limitada ao territério aquém do linfonodo regional. As micoses sistémicas se
dao devido a inalagdo de propagulos fungicos, sendo, consequentemente a
lesdo primdria pulmonar, com tendéncia regressdo espontanea. As micoses
oportunistas sdo causadas por fungos termotolerantes, de baixa viruléncia, que
“atacam” pacientes com graves deficiéncias do sistema imunodefensivo
(MORAES et al., 2009).

Apesar das infecgdes humanas por alguns fungos ocorrerem mais
comumente nas regides tropicais, 0 numero de individuos infectados tem
aumentado em todas as regides do mundo (RAVEN, 2011). Aproximadamente
100 tipos de fungos causam doencas em humanos, atacando a pele, cabelos,
pelos, unhas e érgaos internos (SOMENZI et al., 2006). Fungos como os dos
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géneros Aspergillus, Alternaria, Penicillium, Cladosporium (Hormodendrum)
causam alergias, as quais sdo manifestadas através do aparelho respiratério,
como rinites e asma brénquica (OLIVEIRA, 2014). O génrero Aspergillus
apresenta reprodugdo assexuada caracterizada pela producao de fidlides e
conideos em cadeia. O conidiéforo é simples, asseptado terminando em uma
vesicula, na qual ficam inseridas as fialides (SILVA, 2012).

2.3 Caracteristicas Gerais das Bactérias

A Bacteriologia - estudo das bactérias teve inicio a partir das primeiras
observagdes dos raspados de dentes de Van Leeuwenhoek e ainda hoje sao
encontradas novas bactérias patogénicas (TORTORA, 2012). Ha evidéncias de
gue a vida microbiana existe ha 3,6 bilhdes de anos (VERMELHO et al., 2007).
Estes seres sdo procariéticos, ndo possuindo todas as estruturas internas das
células eucaridticas, sendo mais simples em todos os niveis, menos no seu
envoltério celular.

A parede celular das bactérias lhes confere forma e rigidez, divisdo
celular e manutencdo osmatica, apresenta espessura de aproximadamente 10
a 20 milimetros e é formada por peptidoglicano, de importancia pratica na
taxonomia bacteriana. Existem bactérias chamadas gram-negativas, por
apresentarem uma fragdo menor do total da parede em relacdo as gram-
positivas (NOGUEIRA; MIGUEL, 2009). A membrana plasmatica é constituida
de fosfolipidios e proteinas, com funcao seletiva, sede de véarias enzimas, que
limita o citoplasma, sendo bastante importante para o transporte de ions e
metabdlitos e em numerosos processos biossintéticos (NOGUEIRA; MIGUEL,
2009).

O citoplasma dos procariotos € espesso, aquoso, semitransparente e
elastico, tendo uma area nuclear, onde esta o DNA, ribossomos e inclusdes.
Existem proteinas filamentosas responsaveis pela forma helicoidal e de
bastonete da célula bacteriana. O citoplasma de uma célula procaridtica
contém dezenas de milhares de ribossomos, estruturas pequenas com funcao
de sintese proteica. Na regido chamada de nucléolo esta situado o
cromossomo bacteriano, molécula Unica, longa e continua de fita dupla, com
frequéncia arranjada de forma circular, que carrega todos os dados necessarios
para realizar todas as fungdes celulares (TORTORA, 2012). Também esta
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presente no citoplasma uma estrutura de DNA circular extracromossomial, de
duplicacdo independente chamada plasmideo, que confere resisténcia a
antibiéticos a algumas bactérias (NOGUEIRA; MIGUEL, 2009).

Quando os nutrientes essenciais tornam-se escassos, algumas bactérias
gram-positivas como as dos géneros Clostridium e Bacillus formam células
especializadas de ‘“repouso”, chamadas enddsporos, que liberados no
ambiente sobrevivem a condi¢des desfavoraveis. (TORTORA, 2012).

Existem muitos tamanhos e formas de bactérias. A maioria tem de 0,2 a
2,0 ym de didametro e de 2 a 8 um de comprimento. Elas possuem algumas
formas basicas: cocos esféricos, bacilos em forma de bastdo e espiral. As
bactérias que se assemelham a bastdes curvos sdo chamadas de vibrides,
quando possuem forma helicoidal e tem corpo rigido sdo chamadas de espirilo
e quando possuem um corpo flexivel sdo chamadas de espiroqueta
(TORTORA, 2012).

Externamente a parede celular existe um composto formado de
polissacarideo, polipeptideo ou ambos, chamado de glicocélice. Geralmente é
produzido dentro da célula e secretado para a superficie celular. Quando
organizado e firmemente aderido a parede celular, o glicocalice é descrito como
uma capsula, que em certas espécies, sao importantes para a contribuicao da
viruléncia bacteriana (medida do grau com que um patdgeno causa doencga),
pois as protegem da fagocitose realizada pelas células do hospedeiro
(TORTORA, 2012).

Os flagelos sao longos apéndices filamentosos que propelem as
bactérias. Quando as bactérias ndo possuem estes filamentos sdo chamadas
de atriqueas. Podem ser classificados em peritriqueos, quando estdo
distribuidos ao longo de toda a célula, ou polares, quando estdo em um ou
ambos os polos da célula. Se for polar, o flagelo pode ser monotriqueo, tendo
um unico flagelo, lofotriqueo, quando possui um tufo de flagelo na extremidade
da célula ou anfitriqueo quando estdo em ambas as extremidades celulares. A
mobilidade permite a uma bactéria se mover em direcdo a um ambiente
favoravel ou “fugir’ para longe de um ambiente adverso, e este movimento é
denominado taxia (TORTORA, 2012). Também classificados como estruturas
externas a parede celular, o Pili ou fimbria, sdo apéndices filamentosos
compostos de pilina (proteina), que nas bactérias Gram-negativas sdo mais
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finos, mais curtos e geralmente mais numerosos que os flagelos. Conferem
aderéncia a superficies e possui funcao sexual, permitindo a fixacdo de células
doadoras e receptoras, fazendo com que ocorra troca de material genético em
um processo chamado conjugacao (NOGUEIRA; MIGUEL, 2009).

2.4 Doencas Causadas por Bactérias

Micro-organismos patogénicos sdo aqueles capazes de causar doencas
e 0 grau de patogenicidade é chamado de viruléncia, e envolve duas
caracteristicas: infecciosidade (capacidade de poder iniciar uma infeccao) e a
gravidade da infeccdo. A multiplicacdo de células bacterianas pode ocorrer
dentro (intracelular) ou fora (extracelular) das células do corpo humano,
embora, as intracelulares obrigatérias sejam protegidas de anticorpos, da
fagocitose e de alguns antimicrobianos. A faringe aprisiona a maioria das
bactérias que sao inaladas, tornando o trato respiratério superior a porta de
entrada para a colonizacéao inicial por muitos patégenos (NOGUEIRA; MIGUEL,
2009).

As areas mais colonizadas por bactérias sdo a uretra e a vagina, uma
vez que as bactérias que chegam a bexiga sao eliminadas ora pela atividade
bactericida das células uroepiteliais, ora pelo jato de urina no seu esvaziamento
(MURRAY, 2006). A pele humana proporciona varios nichos diferentes, pois
possui regides mais secas e mais Umidas. Nas regidbes mais secas
predominam Staphylococcus epidermidis e Propionibacterium acnes. Nas
areas mais umidas, como virilhas, axilas, genitdlia e perineo, predominam
Staphylococcus aureus e Corynebacterium sp (NOGUEIRA; MIGUEL, 2009).

A Haemophilus influenzae. ¢ um bacilo gram-negativo que provoca
meningite, infecgbes do ouvido médio e, mais raramente, pneumonia, também
€ responsavel, juntamente com Staphylococcus pneumoniae, pela sinusite e
pela epiglotite (SOUZA, 2012). Bactérias como Prevotella, Clostridium,
Fusobacterium e Peptostreptococus sdo encontradas nos sulcos gengivais e
quando aspirados, podem causar abcessos pulmonares (LEVINSON, 2010).

2.5 Biosseguranca

A Biosseguranca envolve todas as acbes voltadas para a prevengao e
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protecdo do trabalhador, diminuicAo de riscos inerentes as atividades de
pesquisa, producao, ensino, desenvolvimento tecnolégico e prestacdo de
servigos que visem a saude do homem, dos animais, preservagdo do meio
ambiente (TEIXEIRA; VALLE, 1996). Todo laboratério tem por obrigacédo
adoptar um manual de seguranga, que identifigue perigos conhecidos e
potenciais e que especifique as praticas e as normas para evitar os riscos de
contaminacao (BRASIL, 2004).

Alguns fungos e bactérias sdo altamente patogénicos e dependendo do
sistema imunoldgico, pode afetar a saude do ser humano. No ambiente
laboratorial, as principais vias de contaminacéo por agentes biol6gicos sao a
dérmica e a respiratoria. (FRANKLIN et al., 2009).

Os micro-organismos sdo classificados em quatro classes, de acordo
com o risco individual e coletivo, relativo a viruléncia e gravidade da infecgéao
em seres humanos e animais, probabilidade de propagacao, tratamento e
medidas preventivas. Bactérias como Bacillus subtillis; B. thuringiensis; B.
sphareous; Lactobacillus spp e fungos como Trichoderma, Helminthosporium
spp estao alocados na classe de risco |, que se refere a um risco individual e
coletivo muito baixo. Na classe de risco Il estdo bactérias como Bacilo Calmette
Guerin (BCG), Bactérias enteropatogénicas, Corynebacterium, Campilobacter,
Escherichia, Bordetella pertussis, Mycobacterium leprae, Neisseria,
Pseudomonas, Salmonella, Vibrio e fungos como Aspegillus spp, Céandida,
Malassezia, Microsporum spp, Paracoccidioide, pois apresentam risco
moderado e baixo risco coletivo. A classe de risco lll aloca bactérias e fungos
com um elevado risco individual e baixo risco coletivo, tais como Brucella sp,
Mycobacterium tuberculosis, M. bovis, Yersinia; Histoplasma sp, Coccidioidis
immitis; Rickéttsia sp (BRASIL, BAHIA, 2001).

A classe de risco IV inclui os agentes biol6gicos com grande poder de
transmissibilidade principalmente por via respiratoria. Até o momento ndo ha
nenhuma medida profilatica eficaz contra infeccbes ocasionadas por estes
(NICESIO, 2012).

Para protecdo individual torna-se necessario o uso de vestimentas
adequadas, aventais, sapatos fechados, mascaras, 6culos de protecdo sempre
que for necessario proteger os olhos e a face de salpicos, impactos de objetos

e raios artificiais ultravioleta e luvas. Apds utilizagdo, as luvas devem ser
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retiradas de forma asséptica e as maos devem ser bem lavadas apdés o
manuseio de material infeccioso e antes de sair das areas de trabalho do
laboratério. E proibida a utilizagdo de roupa de protecdo laboratorial fora do
laboratério bem como comer, beber, fumar e maquilhar-se nas éareas de
trabalho do laboratério. Técnicas inadequadas podem comprometer a saude do
pessoal de laboratério. Dessa forma, o profissional consciente da importancia
da seguranca e bem informado sobre a forma de reconhecer e controlar os
possiveis incidentes nos laboratérios torna-se uma peca fundamental para
prevenir infec¢des. Todo acidente ou exposigao efetiva/potencial a materiais
infecciosos deve ser notificado ao supervisor do laboratério, assim como se
deve manter um registro escrito de acidentes e incidentes (BRASIL, 2004).
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3 OBJETIVOS
3.1 Geral

Prospectar e identificar agentes microbianos de cadaveres em condi¢oes
laboratoriais e submetidos ao manuseio para estudos morfoanatémicos em

Laboratério de Anatomia.

3.2 Especificos

e Isolar micro-organismos - fungos e bactérias -, do ambiente laboratorial
e de cadaveres antes e ap0s 0 manuseio;

e Identificar os micro-organismos isolados (bactérias e fungos);

e Apresentar e discutir os possiveis riscos microbioldgicos a saude dos
USUArios;

e Propor alternativas e metodologias preventivas, visando a segurancga
dos usuarios do Laboratoério de Anatomia.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Caracterizacao da area de estudo

A coleta de dados foi realizada no Laborat6rio de Anatomia Humana,
sendo os testes realizados no Laboratério de Microbiologia do Centro de
Formacado de Professores da Universidade Federal de Campina Grande,
Campus de Cajazeiras - PB. Foram preparadas 140 placas de Petri, sendo 60
para o isolamento de fungos, onde foi adicionado antibidtico, e 60 para
bactérias. As amostras foram coletadas diariamente, durante uma semana,
submetidas a meios de culturas, analisadas e identificadas em nivel de género,
para fungos; e grandes grupos segundo arranjos, para bactérias, com o auxilio
dos professores Jose Cezario de Almeida e Savio Benvindo Ferreira.

4.2 Coleta de fungos

A coleta dos fungos foi realizada no periodo 06 a 10 do més de fevereiro
de 2017. Com base na técnica de isolamento de fungos anemofilos foram
coletadas 15 amostras constituidas de material do ar atmosférico dos setores
do laboratério de anatomia. Para isso as placas contendo PDA (&gar batata
dextrose) com cloranfenicol ficaram expostas em diferentes setores do
laboratério por 15 minutos, para deposicao de esporos, como preconizado por
LACAZ et al., (2002).

Foram coletadas 45 amostras de micro-organismos em cadaveres, de
modo que serdo retirados das cavidades toracica, abdominal e pélvica, assim
como dos membros inferiores e dos 6rgdos, utilizando-se swabs estéreis
individuais e transferidos para as placas de Petri contendo meio de cultura e
antibiético, sendo que em cada placa foram feitas trés estrias com movimentos
de zig-zag.

Em seguida, as placas foram fechadas, identificadas e levadas ao
laboratério de microbiologia, incubadas a temperatura ambiente até a formacéao
de unidades formadoras de col6nias (UFC), sendo observadas a cada trés dias
para acompanhar o crescimento fungico (SILVA, et al., 2011).

Para conservacdo das culturas flngicas, fez-se necessaria uma
repicagem das colbnias antigas e, realizado um microcultivo em laminula para

obtencédo de melhores resultados, fotografias melhores.
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O repique continuo é bastante utilizado para manutencao de colénias em
constante utilizacdo durante um periodo curto (GUIMARAES, 2011). Com a
repicagem totalizaram-se 84 placas, as quais foram observadas a cada trés

dias, até o nono dia, de modo a visualizar melhor as estruturas.
4.2.1 Preparacao de laminas

Depois de formadas as colbnias, os fungos foram repicados para novas
placas, inserindo laminulas para visualizagdo a cada trés dias. Passado o
devido tempo, preparavam-se as laminas para observagao ao microscépio e
para isto, foram utilizadas laminas estéreis, laminulas, corante azul de
metileno, papel filtro, alca de platina, bico de Bunsen e etiquetas. Apos
preparacdo das laminas, os fungos coletados estavam prontos para

visualizagdo no microscopio.
4.3 Coleta de bactérias

A coleta das bactérias foi realizada entre os dias 27 e 31 de margo de
2017. Para melhor processamento dos dados, a semana de coletas foi
organizada como Dia 01, 02, 03, 04 e 05. Os materiais utilizados foram o meio
de cultura Mueller Hinton, swabs estéreis, papel filme, fita adesiva, caneta e
discos de antimicrobianos cedidos pela professora Me. Zilka Nanes Lima da
Universidade Estadual da Paraiba.

Inicialmente, os swabs estéreis foram rolados no cadaver alojado no
Laboratério de Anatomia Humana. Foram selecionadas as regides da face,
abdome, membros inferiores, além da exposi¢cdo ao ambiente. Em seguida, os
swabs foram semeados em placas de petri contendo o meio de cultura Agar
Mueller-Hinton, sendo destinadas 3 placas para cada regido do cadaver e 3
para o ambiente, totalizando 12 placas para cada dia de coleta. Em seguida, as
placas foram incubadas em estufa a 37° C durante 48 horas. Apds o periodo de
incubacao, fez-se o repique de cada coldnia isolada e incubou novamente por
24 horas para se obter um maior numero de colbnias para os testes seguintes.

Logo depois, realizou-se a coloragcdo de Gram de cada colénia isolada,
de modo a classifica-las em gram positivas ou gram negativas. Em seguida foi
determinado o perfil de resisténcia a antimicrobianos comerciais, das bactérias
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isoladas, por meio do antibiograma. Este teste foi realizado pelo método de
Disco-difusdo a fim de saber quais bactérias apresentariam resisténcia ou
sensibilidade.

A determinacdo do perfil de sensibilidade a antimicrobianos comerciais
foi utilizado o método de disco-difusdo, seguindo o protocolo Performance
Standards for Antimicrobial Disk Susceptibility Tests, de acordo com as

recomendagdes do Clinical and Laboratory Standards Institute.

4.3.1 Inéculo bacteriano

As cepas bacterianas foram inoculadas em placas de petri contendo
agar Mueller Hinton e levadas a estufa por 24 horas a 35 + 2° C. Passado o
periodo de incubagéo, foram selecionadas da placa de agar de trés a cinco
colénias, bem isoladas, do mesmo tipo morfoldgico. A superficie de cada
colénia foi tocada com uma alga, e os micro-organismos foram transferidos
para um tubo contendo 4-5mL de solugdo salina estéril, de modo a obter uma
turbidez Optica comparavel a da solucdo padrdo de McFarland a 0,5. Isso
resulta numa suspensdo contendo aproximadamente de 1 a 2 x 10® UFC/mL
(CLSI, 2009).

4.3.2 Método de Disco Difusao

O teste de disco-difusdo em agar foi descrito em 1966, por Bauer e
Kiroy. O teste fornece resultados qualitativos. E um dos métodos de
suscetibilidade mais simples, confidvel e mais utilizado pelos laboratérios de
microbiologia. O seu principio basico é a difusdo do antimicrobiano na
superficie do agar, a partr de um disco impregnado com 0 mesmo
antimicrobiano.

Um swab de algodao estéril foi mergulhado na suspenséo ajustada do
in6culo bacteriano e girado varias vezes e apertado firmemente contra a
parede interna do tubo, acima do nivel do liquido a fim de retirar qualquer
excesso de indculo no swab. Em seguida, a superficie seca da placa de agar
Mueller-Hinton foi inoculada esfregando o swab em toda a superficie estéril do
agar. Este procedimento foi repetido outras duas vezes, esfregando e girando a
placa aproximadamente 60° cada vez, a fim de assegurar a distribuicao
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uniforme do in6culo.

Posteriormente, os antimicrobianos Peniciina G (DME, Brasil),
Gentamicina (DME, Brasil), Sulfametoxazol + Trimetoprim (DME, Brasil),
Doxiciclina (DME, Brasil), Oxacilina (DME, Brasil), Cefepime (DME, Brasil),
Ciprofloxacina / Norfloxacino (DME, Brasil), Tetraciclina (DME, Brasil),
Eritomicina (DME, Brasil) e Amoxicilina + Ac. Clavulanico (DME, Brasil) foram
colocados na superficie da placa de agar semeada e pressionados de encontro
a placa, de maneira a assegurar contato completo com a superficie de agar.
Foram colocados 5 discos em cada placa com agar, sendo utilizado 10
antimicrobianos, ou seja, 2 placas para cada col6nia isolada. Apos isso, as
placas foram invertidas e colocadas numa estufa, a 35° C durante 16-18 horas
de incubacédo e os didmetros dos halos de inibicdo (area sem crescimento
bacteriano detectavel a olho nu) foram mensurados com o auxilio de um
paquimetro, incluindo o didmetro do disco.

Os tamanhos dos halos de inibicdo foram interpretados e classificados
como sensiveis, intermediarios, ou resistentes aos agentes testados, de acordo
com os critérios estabelecidos pelo Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) (CLSI, 2009).

Os antimicrobianos Oxaciclina, penicilina e eritromicina ndo séao
recomendados no tratamento clinico para gram negativas, devido sua variacdo
no tamanho dos halos de inibicao, portanto n&o estarao presentes nos graficos,
embora tenham sido verificados e medidos os halos que apareceram.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao longo da pesquisa observou-se o crescimento das coldnias fungicas
(geralmente até 12 dias), incubadas em laboratério e bacterianas (24h-48h),
incubadas em estufa bacteriolégica. As colbnias fungicas apresentaram
desenvolvimento considerado normal mesmo diante das variagdes de
temperatura do Laboratério de Microbiologia, ocorridas provavelmente em
razao do sistema de refrigeracao desligado nos fins de semana.

Possiveis Isolados fungicos dos cadaveres de 01 (um) dia ap6s serem
retirados dos tanques de formal a 10% nao formaram colénia. Przybysz e
scolin, (2009) relatam que o formaldeido a 10% atua como bactericida,
fungicida, virucida e esporicida, o que pode explicar o ndo desenvolvimento das
colbnias fungicas.

Em relacdo as bactérias, também houve inibicdo, uma vez que o
namero de coldnias foi demasiado pequeno em comparagao com os demais
dias de coleta, sendo observada a formacao de duas UFC’s. Considerando a
capacidade que o formol tem de realizar lise da parede celular dos micro-
organismos, alcalinizar os grupos amino e sulfidrilo, proteinas e atomos do anel
de nitrogénio das bases de purina (PRZYBYSZ; SCOLIN, 2009). Para as
bactérias nado foi possivel identificar seus respectivos géneros, devido, a
escassez de equipamentos e reagentes especificos.

Importante destacar que os géneros de fungos isolados e identificados
segundo o género foram Aspergillus, Cladosporium, Epicoccum, Stemphylium e
Candida albicans, estando presentes trés dos géneros mais comuns para as
regides brasileiras, segundo LACAZ et al., (2002). Na identificagdo dos fungos
por cultivo em laminula verificou-se a predominancia do Aspergillus,
extremamente referido as causas alérgicas e infec¢des respiratérias e outras
patogenicidades que suscitam severos agravos a saude dos usuarios.

A observacdo macroscopica das colbnias fangicas permitiu a
visualizacdo de hifas e de micélio aéreo. A exemplo de Stemphylium sp. de
superficie algodonosa e coloracao clara e Aspergillus sp, apresentando a
coloracao caracteristica da espécie, tons escuro (negro) (Fig.1).
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Figura 1. Observacao macroscépica de col6nias fungicas. A — superficie algodonosa;
B — Aspergillus sp.
Fonte: SILVA, 2017.
Aspergillus sp.

O género Aspergillus foi catalogado pela primeira vez em 1729, pelo
botanico italiano Pier Antonio Micheli (CARVALHO, 2013). Pertence a Familia
Trichocomaceae, Ordem Eurotiales, Classe Eurotiomycetes, Filo Ascomycota
(SILVA, 2012). Frequentemente encontrado no ar, no solo e em materiais em
decomposicdo, seus representantes sao causadores de problemas
respiratérios (Aspergiloses) em humanos, através da inalacdo de esporos
(CARVALHO, 2013) arranjados em fileiras, nos conidiéforos (Fig. 2).

Aspergillus esta entre os principais géneros de fungos encontrados no ar
do laboratério (ANDRE; WEIKERT, 2000). Algumas espécies apresentam
resisténcia ao formol a 10 % que € utilizado na conservacdo de pecas
anatdmicas em Laboratérios de Anatomia Humana, como Aspergillus flavus e
Aspergillus niger (PRZYBYSZ; SCOLIN, 2009).

Esses agentes sdo relatados como causadores de infeccdo em seres
humanos desde 1847, pelos estudos de Sluyter, ao inferir a aspergilose como
micose oportunistica, sendo sua manifestacdo clinica associada ao aspecto
imunolégico do hospedeiro (GUAZZELLLI, 2011).
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Figura 2. Conidioforo de Aspergillus. Fotografia C — aumento de 160 X; Fotografia D -
aumento de 200 X. Microcultivo em laminula com seis dias de crescimento.
Fonte: SILVA, 2017.

Cladosporium sp.

O género Cladosporium spp, criado por Link, em 1816, compreende
mais de 189 espécies, incluindo patégenos de plantas e parasitas de outros
fungos. Sao fungos de crescimento lento, atingindo a maturidade dentro de 14
a 21 dias. Os conidios de Cladosporium (Fig. 3) representam o mais comum

componente de fungos isolados do ar (MENEZES, 2017).

Figura 3. Cladosporium sp. aumentado 200 X. Microcultivo em laminula com nove
dias de crescimento.
Fonte: SILVA, 2017.
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Cladosporium pertence a Familia Davidiellaceae, Ordem Capnodiales,
Classe Dothideomycetes e Filo Ascomycota (ITIS, 2017). Sdo cosmopolitas
(PRZYBYSZ et al, 2009), considerado alérgico podendo causar asma (NETO;
COLOMBO, 2015). Cladosporium spp constitui 0 taxon mais importante na
atmosfera (ZOPPAS et al, 2011). Esporos deste género sdo 0s mais
abundantes do espectro aéreo, devido ao elevado numero de espécies
(SABARIEGO et al, 1999).

Algumas espécies de Cladosporium estao relacionadas a efeitos toxicos
no sistema digestério, devido a producao de acido epicladospdrico, toxina que
causa Aleucia téxica alimentar (DATABIO, 2014).

As infec¢des mais comuns incluem alergias, infec¢des locais superficiais
e profundas, pneumonia, abscesso cerebral, e infeccdo disseminada
(MENEZES et al, 2017).

Epicoccum sp.

O género Epicoccum pertence a Familia Pleosporaceae, Ordem
Pleosporales, Classe Dothideomycetes e Filo Ascomycota (ITIS, 2017).

E um género de fungo cosmopolita, com duas espécies. Habitam
residuos vegetais, solo e pele humana. Pode se desenvolver em varios
substratos, desde papel a insetos. Apresentam pigmentacéo de laranja.

Epicoccum (Fig. 4) nao é considerado patégeno, mas pode causar
asma, devido sua disseminagdo de esporos no ar, onde sado geralmente
encontrados. (PRZYBYSZ; SCOLIN, 2009).
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Figura 4. Epicoccum sp aumentado 200 X. Microcultivo em laminula com trés
dias de crescimento.
Fonte: SILVA, 2017.
Stemphylium sp.

O género Stemphylium (Fig. 5) pertence a Familia Pleosporaceae,
Ordem Pleosporales, Classe Dothideomycetes e Filo Ascomycota (ITIS, 2017).

b
Figura 5. Stemphylium aumentado 200 X. Microcultivo em laminula com seis dias de
crescimento.
Fonte: SILVA, 2017.

O género Stemphylium (Walbroth, 1833), apresenta conidios
pigmentados, que sao produzidos por um poro apical do conidiéforo, que
prolifera de um modo percorrente. Esta forma de proliferagdo é uma
caracteristica inerente ao género (SILVA, 2011). Nao é relatado nenhum caso
de doencas em seres humanos causado por este género de fungo, embora
seja causador da mancha de estenfilio em plantas como o tomateiro (MIRANDA
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et al, 2010).

Candida albicans (Robin) Berkhout (1923)

Em 1842, Gruby descrevia o sapinho das criancas; Robin, em 1853,
descreveu o parasito como Oidium albicans, de 1890 até 1923, quando
Berkhout criou o género Candida, aceito atualmente (OLIVEIRA, 2014). C.
albicans pertence a ordem Saccharomycetales, Classe Saccharomycetes e Filo
Ascomycota (ITIS, 2017).

C. albicans é uma levedura diploide que apresenta dimorfismo fungico
(BARBEDO, 2010). Encontrada na mucosa dos tratos gastrointestinal e
genitourinario e pode causar candidiase, uma infegcdo oportunista que se
manifesta nas mucosas oral e vaginal. Este fungo tem a capacidade de
apresentar diferentes formas, sendo elas de levedura (Fig.6), pseudo-hifa e hifa
verdadeira (CARDOSO, 2013).

Figura 6. Candida albicans em aspecto leveduriforme aumentado 200 X.
Fonte: SILVA, 2017.

A patogenicidade de C. albicans depende de varios fatores de viruléncia
e do aspecto imunolégico do hospedeiro (CARDOSO, 2013). Macréfagos e
neutréfilos sdo as principais células envolvidas de defesa contra infec¢des por
C. albicans (COSTA et al, 2008).

Para as bactérias, apds a coleta e incubacao das placas, foi realizada a

contagem das UFC’s (Fig. 7), onde foi observado um aumento no numero de
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colénias na medida em que as pegas ficavam expostas no decorrer da semana.

Figura 7. Observagdo macroscopica de colbnias bacterianas ap6s 24h de incubagéo.
Fonte: SILVA, 2017.

As bactérias coletadas no dia 01 levaram um tempo maior para formar
coldnias, um total de 48 horas e apresentou crescimento bacteriano em apenas
uma das 12 placas incubadas. Esta placa continha duas colénias
macroscopicamente diferentes. Isto pode ter ocorrido devido o formol ainda
esta muito ativo, ja que ele possui propriedade antibacteriana.

No Dia 02 houve um aumento no ndmero de colénias. Das 12 placas
semeadas, foi possivel observar crescimento bacteriano em trés placas, sendo
que em uma delas havia duas UFC, e nas outras duas placas, foi visualizada
uma UFC por placa.

No Dia 03, foi observado um aumento no numero de UFC’s, em
comparacao com o dia anterior. Das 12 placas coletadas, duas apresentaram
crescimento bacteriano, onde foram encontradas trinta e trés UFC e 17 UFC,
respectivamente. Para as placas coletadas Dia 04, houve um aumento
significativo no numero de colbnias isoladas por placa. Das 12 placas
semeadas, sete apresentaram crescimento bacteriano, somando um total de
136 UFC. Das 12 placas semeadas no Dia 05, foi possivel visualizar
crescimento bacteriano em trés delas, somando o total de 244 UFC.

Em quase todas as placas houve crescimento bacteriano, restando
apenas trés placas sem UFC. Embora as placas do dia 05 tenham tido um
maior numero de colbnias, apenas as trés colénias aparentemente diferentes
foram repicadas, coradas e testadas com antibiéticos.
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Os dados obtidos durante a semana de coleta mostram um aumento
continuo e progressivo do numero de colénias bacterianas (Grafico 1). Tal
resultado corrobora com o trabalho de Przybys e Scolin, (2009), no qual
justifica 0 aumento do numero micro-organismos nas pecgas anatémicas pela
exposicao das estruturas cadavéricas formalizadas a temperaturas ambientes,
que leva a evaporagao do formol, logo, quanto maior o tempo de exposicao das
pecas, mais formol evapora e, consequentemente, melhores se tornam as

condigbes para o desenvolvimento de micro-organismos.

Grafico 1. Aumento do nimero de colénias em relagdo ao numero de dias.
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Para a diferenciagdo das colénias encontradas, foi realizada uma analise
macroscopica das UFC’s isoladas, como demonstrado na Figura 8. Apds a
analise, foram distinguidas 29 cepas bactérias, onde seguiram para a
realizacdo da coloracao de gram para que seja feita a observacao microscépica
bacteriana. Estas apresentaram variacdo na coloracdo e no aspecto das

colénias, como esperado.

Figura 8. Visualizagdo macroscopica apds 24h do repique de duas colbnias de
espécies distintas.
Fonte: SILVA, 2017.



36

Das 29 colbnias, foram caracterizadas 10 colb6nias apresentaram
coloragao roxa, sendo assim classificadas como gram positivas e 19 mostraram
coloracdo avermelhada/rosa, sendo assim consideradas gram negativas
(Gréfico 2).

Grafico 2. Porcentagem e classificagdo das bactérias isoladas apds coloragdo de

gram.

ColOnias

H Gram Positivas

i Gram Negativas

Apds a coloragéo de gram, foi possivel observar a forma das bactérias,
diferenciadas pela cor, nota-se a presenca de cocos gram positivas e bacilos

gram negativos, como demonstrado na Figura 9.

Figura 9. Coloracéo de gram - E — Colénia 01 (gram positiva), F Colonia 14 (gram

negativa). Aumentado em 1000X.
Fonte: SILVA, 2017.
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A Figura 10 (G e H gram negativas) (I, gram positiva) mostra os halos de
inibicao formados pela atuacdao dos antimicrobianos testados no antibiograma.
Nota-se também a diferenca no tamanho dos halos de inibicdo para cada

antibiético em coldnias diferentes.

Figura 10. Col6nias e Halos de inibicao de crescimento bacteriano.
Fonte: SILVA, 2017.

O perfil de sensibilidade das bactérias gram positivas demonstrou que a
maioria foi sensivel aos antimicrobianos testados (Grafico 3), no entanto, para
as gram negativas houve um aumento significativo de bactérias resistentes aos
antimicrobianos testados (Grafico 4).

Grafico 3. Perfil de sensibilidade a antimicrobianos comerciais das bactérias Gram
positivas isoladas.
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Grafico 4. Perfil de sensibilidade a antimicrobianos comerciais das bactérias gram
negativas isoladas.
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Em relacdo ao perfil de resisténcia das bactérias isoladas, as gram

negativas demonstraram uma taxa maior de resisténcia aos antibi6ticos

testados, quando comparadas as gram positivas (Grafico 5).

Segundo Baptista (2013), a membrana celular das bactérias gram

negativas confere uma penetragcdo mais lenta do antibiético, sendo a passagem

pela membrana externa realizada através das porinas. Tal fato pode explicar os

resultados obtidos, uma vez que, a permeabilidade da membrana celular
determina o efeito dos antibiéticos (BRUNTON; GOODMAN, 2008).

Grafico 5. Perfil de resisténcia das bactérias isoladas de cadaveres fomalizados
testados frente antimicrobianos comerciais.
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6 CONCLUSOES

Depreende-se que, a ocorréncia e 0 conhecimento dos agentes
microbianos em ambientes de maior circulacdo de usuarios, como laboratérios
de estudos e pesquisas que envolvem a presengca de publico, sao
imprescindiveis a prevencao e controle de fatores de risco e agravos a saude.
A indicagcdo de presenca de agentes microbianos, como fungos e bactérias
constituem importantes indicadores ao severo controle dos riscos a saude dos

usuarios;

Fungos e bactérias tém sido relatados como causadores de doencas
oportunisticas, principalmente em pessoas imunocomprometidas, e recorrente
em clinicas, hospitais, Unidades de Terapia Intensiva (UTIs) causadores de
sepse. No espaco do Laboratério de Anatomia do CFP/UFCG ocorre a
circulacdo de varias pessoas do servigo de ensino e praticas com as pecgas
cadavéricas, além das aberturas laterais do prédio, podem eventualmente
contribuir com o nivel de contaminagcdo e serem atingidos pelos agentes

microbianos;

A importancia do conhecimento do perfil de sensibilidade das bactérias
relaciona-se a prevengdo de possiveis episddios infecciosos quando da
manipulagdo das pecas, principalmente, as bactérias potencialmente

resistentes;

Este estudo buscou apresentar o grau de risco pelos possiveis agentes
patogénicos (fungos e bactérias), sem, no entanto esgotar o tema, mas sugerir
o0 maior controle e adoc&o de medidas de biosseguranca inerentes ao ambiente
de laboratério.
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