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APRESENTACAO

O laboratério de micologia (MICOLAB) faz parte do ambulatério de dermatologia do centro
de saude escola do Marco, localizado na cidade de Belém, Para, Brasil; Trata-se de um laboratorio
de ensino, pesquisa e extensdao, onde ha alta rotatividade de professores, pesquisadores,
estagiarios, alunos de graduacdo e pds-graduacao e funcionarios de manutencdo, tornando
imprescindivel o cumprimento dos parametros de biosseguranca € boas praticas laboratoriais,
por este motivo o manual tem por objetivo fornecer instrucdes escritas sobre boas praticas
laboratoriais para prevenir, controlar e eliminar riscos inerentes as atividades realizadas;
Padronizar e minimizar erros e repeticdes nas atividades realizadas; garantir a qualidade efetiva
dos processos pré-analiticos, analiticos e pds-analiticos; assegurar a confiabilidade dos servicos

laboratoriais prestados.




INTRODUCAO A MICOLOGIA

Os fungos sdo organismos que convivem conosco todos os dias. Estes organismos sao
encontrados praticamente em qualquer local do ambiente que nos cerca, inclusive no ar, onde
estruturas reprodutivas, na forma de esporos ou conidios, estdo prontas para, ao cair em um
substrato adequado, desenvolver novas estruturas vegetativas e reprodutivas; sdo Uteis,
decompondo residuos organicos, causando a decomposicao ou a degradagao de alimentos, ou
mesmo atacando seres vivos, parasitando-os e, eventualmente, causando a sua morte.

A Micologia &, portanto, a area da Biologia destinada ao estudo dos fungos.




ELEMENTOS FUNDAMENTAIS DOS FUNGOS

Os fungos sao:

O

Organismos  eucariontes, unicelulares  (leveduriformes) ou multicelulares
(filamentosos);

haploides (homo ou heterocariéticos);

Com parede celular contendo quitina e a-glucano;

®

Tém origem nos esporos (reproducao sexuada) ou conidios (reproducdo

Nao apresentam plastos ou pigmentos fotossintéticos.

assexuada), com poucas excecoes;

Os esporos ou conidios, para germinarem, necessitam de calor e umidade e o
resultado desta germinagao € a formacgao de um ou mais filamentos finos,
conhecidos como tubos germinativos.

Os filamentos simples ou ramificados que formam o micélio sdo denominados
hifas.

As hifas, por sua vez, podem ser apociticas (com septo) ou cenociticas (sem

septo).




o O ciclo de vida dos fungos compreende duas fases. Uma somatica, caracterizada
por atividades alimentares, e outra reprodutiva, onde os fungos podem realizar
reproducdo sexuada ou assexuada. Em ambos os casos, muitas estruturas sao

formadas, dependendo da espéecie.

o As estruturas assexuadas, como também as sexuadas, podem ser formadas

isoladamente ou em grupos, neste caso, formando corpos de frutificacao.

o De acordo com tipo de reproducao realizada, os fungos podem ser divididos em
trés grupos:
e . Holomorfo: aquele que no ciclo de vida realiza ambas as reproducoes,
sexuada e assexuada.
e . Anamorfo: aquele que no ciclo de vida realiza apenas a reproducao
assexuada.
e . Teleomorfo: aquele que no ciclo de vida realiza apenas a reproducao
sexuada.
Os fungos sdo considerados seres heterotroficos, necessitando de materiais
organicos ja formados, que servem como fonte de energia € como constituintes
celulares;
Sua nutricdo é por absorcdo de nutrientes sollveis simples;
Realizam respiracao celular ou fermentacdo para obtencdo de energia, e sua reserva
energética € sob a forma de glicogénio;
Devido a auséncia de clorofila nos fungos, torna-se necessario que o substrato
forneca as substancias ja elaboradas indispensaveis a alimentacgdo, obrigando os
fungos a viverem em estado de saprofitismo, parasitismo, simbiose ou mutualismo.

Eles podem ser subdivididos em:




e SAPROFITAS OBRIGATORIOS: vivem exclusivamente em matéria organica
morta, ndo podendo parasitar organismos Vivos.

e PARASITAS FACULTATIVOS OU SAPROFITAS FACULTATIVOS: capazes de
causar doencas ou de viver em restos organicos, de acordo com as
circunstancias.

e PARASITAS OBRIGATORIOS: vivem exclusivamente atacando organismos vivos.

o A temperatura ideal para o crescimento dos fungos fica entre O a 35°C, mas o 6timo

para a maioria fica entre 20 a 30°C e a umidade ideal fica em torno da saturacdo.




MICOLOGIA MEDICA

Objetivo - estabelecer o diagnodstico micologico das infeccdes por fungos, que por sua
vez se baseia em correta coleta e processamento de espécimes clinicos. A observacdo das
normas de preservacdo, e transporte adequados dos materiais clinicos até os locais de
processamento, como laboratério de Microbiologia/Micologia tambeém tem enorme importancia
para a obtencdo de resultados acurados.

Podemos dividir as micoses em grupos, como demonstrado a seguir:

MICOSES SUPERFICIAIS infecgbes causadas por fungos que
invadem as camadas mais superficiais da capa cornea da pele ou a
haste livre dos pelos. As lesdes se manifestam como mancha
pigmentar na pele, nédulo ou pelos. A forma invasiva do fungo €
uma hifa, caracteristica de cada micose, fazem parte deste grupo:

Pitirlase versicolor
Piedra preta
Piedra branca
Tinea nigra

O O O O

MICOSES CUTANEAS caracterizam por serem causadas por fungos
que invadem toda a espessura da capa coérnea da pele ou a parte
queratinizada intrafolicular dos pelos ou a lamina ungueal. Na pele,
as lesGes se manifestam como mancha inflamatéria, nos pelos como
lesdo de tonsura e na unha por destruicdo da lamina ungueal. O
contagio € feito através de animais, homens ou de solo infectado.
Estao entre as micoses cutaneas:

o Dermatofitoses

o Dermatotomicoses




MICOSES SUBCUTANEAS caracterizam por resultar da inoculacio
de um fungo patogénico por ocasido de um traumatismo,
manifestando-se como tumefagao ou lesdo supurada da pele ou do
tecido subcutaneo, produto da disseminagao do fungo por
contiguidade ou por via linfatica, porém limitada ao territério aquém
do linfonodo regional. Sao micoses subcutaneas:

Esporotricose
Cromomicose
Lobomicose
Rinosporidiose

O O O O

MICOSES  SISTEMICAS caracterizam por serem adquiridas por
inalacdo de propagulos fungicos, sendo, consequentemente a lesdo
primaria pulmonar, com tendéncia a regressao espontanea. O fungo
pode se disseminar pelo corpo através do sangue, originando lesdes
extrapulmonares nos individuos. Os agentes de micoses sistémicas
raramente sao implantados traumaticamente; quando isso ocorre,
determinam uma lesdo granulomatosa circunscrita, com ou sem
linfangite regional, que regride espontaneamente. Sdo micoses
sistemicas:

O O O O

Paracoccidioidomicose

Blastomicose
Histoplasmose
Coccidioidomicose

MICOSES OPORTUNISTAS causadas por fungos termotolerantes
(que crescem a uma temperatura de 37"C), de baixa viruléncia e
que determinam doencas em hospedeiros com graves deficiéncias
do sistema imunodefensivo. Esses fungos tém porta de entrada
variavel, usualmente provocam reacao supurativa necrética. Podem
acometer os mais variados 6rgaos, produzindo quadros polimorficos
que se apresentam como manifestacdo cutanea, subcutanea ou
sistémica. Os fungos invadem os tecidos como uma hifa. Sdo
micoses oportunistas:

o Criptococose

o Candidiase




LABORATORIO DE MICOLOGIA

O principal objetivo do laboratério de micologia € o isolamento e a correta
identificacdo dos fungos patogénicos. O diagndstico das micoses € realizado através da
visualizacdo do fungo nos espécimes clinicos (exame microscopico direto) e do seu cultivo
em meios adequados.

O exame direto € uma analise primaria da amostra, os métodos utilizados sdo:
preparo e clarificacdo em KOH, pesquisa direta para Cryptococcus e coloragdes. Ja as
amostras para cultivos em micologia devem ser inoculadas em meios combinados que
garantam o crescimento de todos os agentes de significado clinico.

A base para a identificacdo de um fungo, em geral, é feita pela associacao de
caracteristicas clinicas, morfolégicas MACROSCOPICAS - cor, aspecto, textura da colonia,
producdo de pigmento difusivel no meio, etc.), MICROSCOPICAS - forma e cor da hifa,
presenca ou nao de septos, tipo e arranjo de esporos e de velocidade de crescimento da
coldnia - lenta, moderada ou rapido.

O Laboratério de Micologia (MICOLAB), pertence a Universidade do Estado do
Para (UEPA), que tem por finalidade realizar analises laboratoriais em amostras biologicas,
auxiliar o ensino e participar de pesquisas técnico cientificas. Fazem parte desde
laboratorio: responsavel técnico, técnico de laboratério,  alunos de graduacdo de

Biomedicina e farmacia e de pds graduacao, nivel mestrado e doutorado.
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O MICOLAB faz parte do ambulatério de dermatologia do centro de saude escola
do Marco, localizado na cidade de Belem, Para, Brasil.

A infraestrutura fisica do laboratério clinico e do posto de coleta devem atender
aos requisitos da RDC/ANVISA n°. 50 de 21/02/2002, suas atualizagdes, ou outro
instrumento legal que venha substitui-la. Nesse sentido, o laboratério atende os requisitos
relacionados ao tamanho dos espacos pré-determinados, sendo a sala para coleta se for

somente uma deve ter dimensédo de 3,6m* e o laboratério de micologia 6,0 m?.

Os equipamentos disponiveis para funcionamento do laboratério de micologia sao:
estufa bacteriologica, autoclave, microscopio binocular, geladeira, forno microondas, cabine
de seguranca biolégica e o Bico de Bunsen. Neste ambiente sdo realizados os seguintes
ensaios: exame micolégico direto (Hidroxido de Potassio - KOH), semeadura nos meios

de cultura, microcultivo em lamina.
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BIOSSEGURANCA EM LABORATORIO

A biosseguranca laboratorial € um conjunto de praticas, equipamentos e instalacdes
voltadas para a prevencdo, minimizacdo ou eliminacdo de riscos inerentes as atividades de
prestacao de servicos, pesquisas, producao € ensino, visando a saude dos homens, a preservacao
do ambiente e a qualidade dos resultados.

O ambiente laboratorial tem sido considerado insalubre por agrupar atividades que
requerem o uso de equipamentos, maquinas, reagentes e materiais diversos, além de viabilizar
muitos procedimentos que oferecem riscos de acidentes e doencas para 0s usuarios em geral. A

Norma Regulamentadora (NR) n°® 5 classifica os riscos ambientais em cinco grupos (Figura 1):
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Figura 1: Classificacdo de Riscos Ambientais.

Substancias, compostos ou
produtos  que  possam
penetrar no organismo do
trabalhador pela via
respiratoria, nas formas de
poeiras,  fumos  gases,
neblinas, névoas ou vapores,
ou que seja, pela natureza
da atividade, de exposicao,
passam ter contato ou ser
absorvido pelo organismo
através da pele ou por
ingestao

Arranjo fisico inadequado,
maquinas € equipamentos
sem protecdo, iluminacdo
inadequada, eletricidade,
animais peconhentos,
probabilidade de incéndio ou
explosao, etc.

%

Risco fisico

Diversas formas de energia a
gue possam estar expostos
os trabalhadores, tais como:
ruido, calor, frio, pressao,
umidade, radiacoes
ionizantes e ndo-ionizantes,
vibracdo etc.

Bactérias, fungos, parasitas,

virus, entre outros.

Trabalho  fisico  pesado,
movimentos repetitivos,
jornada prolongada, postura
incorreta, tensoes
emocionais, monotonia,
exigéncia de uma maior
atencao, responsabilidade e
concentracao, jornadas
longas de trabalho,
treinamento inadequado ou
inexistente, conflitos, etc.
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Agentes biologicos que afetam o homem, os animais e as pla ntas sdo distribuidos em

classes de risco assim definidos (figura 2)

Figura 2: Classes de Agentes de Risco Biologico.

NENHUM ou BAIXO RISCO INDIVIDUAL E COMUNITARIO de causarem doencas no
1 homem ou nos animais adultos sadios

MODERADO RISCO INDIVIDUAL E LIMITADO RISCO PARA COMUNIDADE,
inclui os agentes biolégicos que provocam infecces no homem ou nos

2 animais, cujo potencial de propagacdo na comunidade e de
disseminacdo no meio ambiente ¢ limitado, e para os quais existem
medidas profilaticas e terapéuticas conhecidas

ALTO RISCO INDIVIDUAL E MODERADO RISCO PARA A COMUNIDADE,
inclui os agentes bioldgicos que possuem capacidade de transmissao,
em especial por via respiratéria, que causam doencgas em humanos ou

3 animais potencialmente letais, para as quais existem usualmente
medidas profildticas e terapéuticas. Representam risco se
disseminado na comunidade e no meio ambiente, podendo se
propagar de pessoa a pessoa

ALTO RISCO INDIVIDUAL E PARA A COMUNIDADE, inclui agentes
biolégicos com grande poder de transmissibilidade, em especial por via
respiratdria, ou de transmissdao desconhecida. Até o momento nao existe
nenhuma medida profildtica ou terapéutica eficaz contra infeccbes
ocasionadas por estes. Causam doencas em humanos e animais de alta

gravidade, com alta capacidade de dissseminacdao na comunidade e no
meio ambiente

ALTO RISCO DE CAUSAR DOENCA ANIMAL GRAVE e de disseminacdo no meio
ambiente. Inclui agentes bioldgicos de doenca animal ndo existentes no Pais e
Especial que, embora ndo sejam obrigatoriamente patogénicos de importdncia para o
/ homem podem gerar graves perdas econdmicas e/ou na producdo de alimentos.

Risco

Para a manipulagdo dos microrganimos pertencentes a cada uma das quatro
classes de risco e/ou de risco especial devem ser atendidos alguns requisitos de seguranca,
conforme o nivel de contencao necessario para permitir o trabalho com agentes bioldgicos

de forma segura para 0s seres humanos, os animais € o ambiente.
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Consiste na combinacdo de praticas e técnicas de laboratério, equipamentos de
seguranca e instalagdes laboratoriais. Existem quatro niveis de biosseguranca, NB-1, NB-
2, NB-3 e NB-4, (Figura 3) crescentes no maior grau de conten¢ao e complexidade do

nivel de protecao.

Figura 3: Classificacdo dos Laboratérios, segundo NB

Onde sdo manipulados os microrganismos pertencentes a classe de risco 1.

Laboratérios de ensino basico; ndo € requerida nenhuma caracteristica de
desenho, além de um bom planejamento espacial e funcional e a adogdo de boas
praticas laboratoriais.

Onde sao manipulados microrganismos da classe de risco 2.

Laboratorios clinicos ou hospitalares de niveis primarios de diagnéstico, sendo
necessario, além da adogdo das boas praticas, o uso de barreiras fisicas
primarias (cabine de seguranca bioldgica e equipamentos de protecdo

individual) e secundarias (desenho e organizacdo do laboratorio).

Onde sdo manipulados micorganismo da classe de risco 3 ou para manipulagao de
grandes volumes e altas concentragdes de microrganismos da classe de risco 2; para
este nivel de contencao sdo requeridos além dos itens referidos no nivel 2, desenho e

construcdo laboratoriais especiais; deve ser mantido controle rigido quanto a
operacao, inspecao € manutencao das instalagdes e equipamentos e o pessoal
técnico deve receber treinamento especifico sobre procedimentos de seguranca para
a manipulacdo destes microrganismos.

Onde sdo manipulados micorganismo da classe de risco 4, onde ha o mais alto nivel
de contencdo, além de representar uma unidade geografica e funcionalmente
independente de outras areas; esses laboratérios requerem, além dos requisitos fisicos
e operacionais dos niveis de contencdo 1, 2 e 3, barreiras de contencao (instalagdes,
desenho equipamentos de protecdo) e procedimentos especiais de segurancga.

&
®

O MICOLAB se enquadra no nivel de biosseguranca (NB-2), que envolve agentes
de risco moderado para os profissionais € para 0 meio ambiente, em geral agentes
causadores de doencas infecciosas (Classe de Risco Il). As instalagdes exigidas devem

atender as especificacdes estabelecidas para o NB-1 e NB-2.
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EQUIPAMENTOS DE PROTECAO INDIVIDUAL (EPI)

Considera-se EPI, todo dispositivo ou produto, de uso individual utilizado pelo
trabalhador, destinado a protecdo de riscos suscetiveis de ameacar a seguranca € a

saude fisica do trabalhador/estudante (NR 6 MTE).

AVENTAL/ JALECO : uso para todos que trabalham em
ambiente laboratorial, confeccionado em algodao, com
manga longa e punho sanfonado, na altura dos joelhos e

usado abotoado. N&o usar fora da area de trabalho, nem

guardar junto com objetos pessoais.

LUVAS: uso para todos que trabalham em ambiente
laboratorial, na manipulagao de amostras bioldgicas, preparo
de reagentes, lavagem de materiais, atendimento ao paciente.
Descartar sempre que estiverem contaminadas ou quando

sua integridade estiver comprometida. Podem ser de Nitrilica

(usadas em trabalhos gerais, preparo de solucdes, lavagem
de materiais) e de latex ou silicone descartavel ( usadas em
procedimentos que necessitem de protecdo contra material

bioldgico. Devem ser desprezadas apds uso).
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MASCARAS : protecio de boca e nariz contra respingos
e inalacdo de particulas em aerossol e substancias

quimicas volateis e toxicas.

GORROS/ TOUCA: o uso de gorros ou toucas

descartaveis proporciona barreira efetiva para o

=N
\ ' profissional, contra goticulas ou aerossois, ou ainda

queda de fios de cabelo sobre a superficie de trabalho.

OCULOS DE PROTECAO: destinado & protecio A

dos olhos contra respingos de material bioldgico, '

substancias quimicas e particulas.

SAPATOS: sdo destinados protecao dos pés contra
umidade, respingos, derramamentos e impactos de
objetos diversos, devem ser fechados. Nao sendo
permitido 0 uso de tamancos, sandalias e chinelos em

laboratorio.
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EQUIPAMENTO DE PROTECAO COLETIVA (EPC)

Considera-se EPC, todos os equipamentos que dizem respeito ao coletivo,

devendo proteger todos os trabalhadores expostos a determinado risco.

CABINE DE SEGURANCA BIOLOGICA: é o principal equipamento de
contencao fisica para agentes infecciosos. Protegem o material € o
profissional, na manipulagdo de materiais bioldgicos altamente

infectantes, substancias toxicas e cultura de células. Cumprir os prazos

de revisdo e troca de filtros. As cabines devem estar em local de pouco

transito e distantes de portas.

LAVA-OLHOS: usado quando ocorrem acidentes onde haja contato
de material bioldgico ou substancia quimica, com os olhos e/ou a
face. Os profissionais devem estar treinados quanto ao seu uso e as
orientacoes localizadas proximas ao equipamento. Manter o acesso

facilitado.
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CHUVEIRO DE SEGURANCA: usados quando ocorrem acidentes com
derramamento de grande quantidade de material biologico ou
substancia quimica sobre as roupas e pele do profissional, ou quando
as roupas estiverem em chamas. Os profissionais devem ser treinados
quanto ao seu uso e as orientagdes localizadas proximas ao

equipamento. Manter o acesso facilitado.

AUTOCLAVE: esterilizacdo por calor eficaz, tornando
material infeccioso seguro para ser eliminado ou

reutilizado.
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BOAS PRATICAS EM LABORATORIO CLINICO

o Proibido COMER, BEBER, FUMAR, GUARDAR ALIMENTOS E APLICAR COSMETICOS
na area tecnica.

o Prender os cabelos E EVITAR O USO DE BUUTERIAS.

o E VEDADO o uso de calcados abertos (CHINELOS E SANDALIAS).

o Toda AMOSTRA BIOLOGICA deve ser considerada POTENCIALMENTE
CONTAMINADA.

o OBRIGATORIO o uso de EPIS.

o PROIBIDO PIPETAR COM A BOCA.

o Obrigatéria a DESCONTAMINACAO DAS BANCADAS DE TRABALHO ANTES E APOS
o desenvolvimento das atividades.

o NUNCA MANIPULAR MATERIAIS NAO IDENTIFICADOS.

o SEGREGAR E ACONDICIONAR adequadamente residuos bioldgicos, quimicos e
ionizantes.

o Depositar todo MATERIAL CONTAMINADO EM RECIPIENTES APROPRIADOS para
autoclavacgao.

o HIGIENIZAR SEMPRE AS MAOS.

20



UTILIZACAO DE CABINES DE SEGURANCA

o Ligar a cabine e aluz 10 a 15 minutos antes do uso.

o Fechar as portas do laboratério e evitar circulagdo de pessoas durante o uso da
cabine.

o Colocar os equipamentos, meios de cultura, vidrarias etc. no plano de atividade da
area de trabalho.

o Limpar todos os objetos antes de introduzi-los na cabine e organizar os materiais
de modo que ndo se misturem os itens limpos e contaminados.

o Bicos de Bunsen ndo devem ser utilizados dentro da cabine, pois o calor pode
acarretar danos ao filtro HEPA e interromper o fluxo laminar de ar, causando

o Conduzir as manipulagdes no centro da cabine.

o Minimizar os movimentos dentro da cabine.

o Terminado o trabalho, a superficie de trabalho da cabine deve ser limpa com
desinfetante apropriado.

o Deixar a cabine ligada 10 a 15 minutos antes de desliga-la.

o Fazer controle da contagem de tempo do uso das lampadas UV, e de utilizacdo da

cabine para fim de manutencao e troca do pré-filtro.
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HIGIENIZACAO DAS MAOS

Maos contaminadas podem ser as principais vias de transmissao de infeccao. O
simples ato de lavar as maos com agua e sabdo liquido, visando a remogao de bactérias
transitérias e algumas residentes, como também células descamativas, pelos, suor,

sujidades e oleosidade da pele, contribui para a diminuicdo do risco de infeccado.

o Abrir a torneira € molhar as maos sem encostar-se a pia.
o Ensaboar as maos com sabdo liquido. Friccionar as maos por cerca de 30 segundos,
realizando todos os movimentos a seguir:
a) friccione circularmente palma com palma;
b) friccione circularmente dorso com palma;
c) lavar os espacos interdigitais deslizando uma mao sobre a outra;
d) friccione as articulagdes de uma mao sobre a palma da outra;
e) lave o polegar com auxilio da outra mao;
f) friccione circularmente as unhas (pontas dos dedos) na palma da outra mao;
g) friccionar os pulsos com a palma da mao.
o Enxaguar as maos retirando todo o residuo de sabdo.
o Enxugar as maos com papel toalha e fechar a torneira utilizando o mesmo papel (se a
torneira ndo for com acionamento automatico). Torneiras manuais devem ser mantidas

abertas até o término da lavagem das maos.
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PROCEDIMENTOS EM CASO DE ACIDENTES

Acidente com derramamento de Material Biologico

o Isolar a area atingida.

o Impedir a manipulacdo no local por pelo menos 30 minutos.

o Usar EPIs.

o Colocar papel toalha sobre o material derramado e sobre ele, solucdo de hipoclorito
de sédio a 2%, ou cloro ativo, aguardar 15 minutos.

o Recolher em recipiente com saco para residuo infectante ou saco autoclavavel as
toalhas de papel, luvas e todo material usado na descontaminacao.

o Estilhacos de vidro ou plastico deverdo ser recolhidos em caixa de perfurocortante.

o Refazer a descontaminagdo da area com solugéo de hipoclorito de sédio a 2%.
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Acidentes fora da cabine de seguranca com espécimes clinicos e culturas de

fungos que nao sdo potencialmente perigosos:

o Feche a ventilagdo da area e espere aproximadamente por 1h antes de entrar até que
0S aerossois possam ser depositados;

o Vista um jaleco de mangas compridas, mascara, e luvas de borracha; cubra o material
clinico ou a cultura quebrada com hipoclorito de sddio a 5% diluido a razdo de 1:10
para obter uma concentracao final de 5g/litro de cloro livre;

o Mantenha a area molhada com o desinfetante por aproximadamente 1h antes de
limpa-la;

o Todos os equipamentos contaminados ou potencialmente contaminados devem ser
desinfetados;

o Apds a desinfeccao do local do acidente, autoclave e descarte todos os residuos e os
EPIs usados. Se as maos entrarem em contato com o material contaminado, lave-as

com sabdo e agua, ou alcool isopropilico a 70%, ou ambos.
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Acidentes fora da cabine de seguranca envolvendo fungos perigosos:

o Feche a ventilagdo da area e espere, aproximadamente, por 1h antes de entrar na sala;

o Vista um macacao ajustado nos pulsos, mascara, luvas e cubra os sapatos. Coloque na
area do acidente hipoclorito de sddio a 5%. Espalhe o desinfetante ao redor do sitio
do acidente, mas nao diretamente sobre o derramado para ndo produzir aerossois;

o Cologue papel toalha embebida com o desinfetante sobre o derramado por 1h. A
descontaminacao com formol se faz necessaria, quando se tratar de agentes da classe
de risco 3;

o Autoclave todos os materiais contaminados durante o acidente;

o Limpe os equipamentos e acessoérios do laboratério com hipoclorito de sédio a 5%.

Acidente com derramamento de Produtos Quimicos

o Utilizar EPIs.

o Conter o liquido derramado em area reduzida.

o Cobrir o residuo com vermiculina ou areia € aguardar sua absorcao.

o Recolher todo o residuo e o material utilizado para limpar a area em saco plastico preto

para posterior descarte.
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INSTRUCAO PARA A LIMPEZA E HIGIENIZACAO
DE BANCADAS E SUPERFICIES

As superficies contaminadas podem servir como reservatorio de agentes
patogénicos, mas normalmente ndo sao associadas diretamente a transmissdo de
infeccdes para Profissionais da Area da Satde ou pacientes. Mesmo diminuindo o impacto
dessa transmissdo atraves da higienizacdo das maos, a realizacdo da limpeza e
desinfeccao das superficies € fundamental para a reducdo da incidéncia de infec¢des.

Os fatores que influenciam na escolha do procedimento de desinfeccdo das
superficies sao:

o natureza do item a ser desinfetado;

o numero de micro-organismos presentes;

o resisténcia do micro-organismo aos efeitos do germicida;
o quantidade de matéria organica presente;

o tipo e concentracdo do germicida usado;

o duragdo e temperatura do contato com o germicida;

o as especificagdes e indicacdes de uso do produto pelo fabricante.
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Limpeza de bancada e superficies

o As superficies das bancadas de trabalho sdo limpas e descontaminadas antes e apds os
trabalhos e sempre ap6s algum respingo ou derramamento, sobretudo no caso de material
bioldgico potencialmente contaminado e substancias quimicas.

o O élcoola 70%(v/v) é um dos desinfetantes utilizado para descontaminacdo de bancadas.

o Procedimento:
o Imergir o produto no alcool ou fricciona-lo na superficie;

= Deixar secar sozinho e repetir por 3 vezes
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COLETA, TRANSPORTE E ARMAZENAMENTO
DE AMOSTRAS

O tipo e a qualidade da amostra bioldgica, submetida ao laboratério de micologia, sdao
fatores pré-analiticos extremamente importantes para o sucesso do isolamento e identificagao
do verdadeiro agente etioldgico de infecgdes fungicas. Para tanto, a coleta do material bioldgico,
seu transporte e armazenamento adequados

devem ser cuidadosamente considerados.
O correto diagnostico laboratorial micoldgico também depende de outros aspectos como:
o EXPERIENCIA DO PROFISSIONAL que vai executar o exame;

o adequada COMUNICACAO ENTRE OS CLINICOS, VIGILANCIA E
LABORATORIO, essencial para direcionamento do tipo de amostra e quantidade

a ser coletada;

o cuidados de COLETA, FRASCOS E MEIOS UTILIZADOS PARA TRANSPORTE E
ARMAZENAMENTO das amostras;

o IDENTIFICACAO CORRETA DAS AMOSTRAS, incluindo a identificaciio do
paciente, data de coleta, presuncao de diagndstico, para auxiliar no
direcionamento das analises laboratoriais € tempo de resposta ao clinico pelo

laboratorio.
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RECOMENDACOES GERAIS DE COLETA E
TRANSPORTE DE AMOSTRAS

o A esterilizacdo e desinfeccdo dos materiais necessarios devera ser realizada
previamente, conforme recomendacoes especificas.

o Lavar as maos e seca-las.

o As amostras devem ser identificadas com nome do paciente, nUmero de registro, tipo
de amostra e data da coleta, entre outras informacdes adicionais para auxiliar o
laboratdrio no direcionamento dos exames.

o Coletar a amostra bioldgica apds antissepsia e coloca-la em recipiente estéril e vedado,
conforme orientacdo para pesquisa de agente, em quantidade suficiente (>2 mL ou
0,5 cm3 ou duplicada) e no perfodo de coleta apropriado, conforme especificacao do
agente em estudo, para permitir todos os procedimentos laboratoriais necessarios.

o Os swabs sdo usados para coleta apenas para realizacdo do exame cultura, de
materiais tais como: ouvido, nasofaringe, orofaringe e boca. Esses devem ser colocados
em tubos contendo salina estéril e devem ser transportados o mais rapido possivel
e/ou conservados a 4°C durante o prazo de 8 a 10 horas, de modo a evitar a
dessecacao da amostra;

o Os materiais ditos contaminados, tais como urina, fezes, pus, secre¢des de feridas ou
trato respiratério, devem ser enviados, sob refrigeracao a 4°C, ao laboratério, 0 mais

rapido possivel, até 18 horas;
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o Liguor e liquidos cavitarios devem ser coletados sob cuidados de antissepsia antes da
puncao e enviados em tubo estéril selado hermeticamente e transportados o mais

rapido possivel, para assegurar o diagnostico, mantidos a temperatura ambiente.

o Sangue e material de pun¢ao de medula 6ssea sdo os Unicos materiais bioldgicos que
devem ser semeados diretamente, em frascos contendo meio de cultura liquido ou
bifasico (liquido sobre soélido), de modo a evitar coagulacdo e consequente diminuicao
da sensibilidade do exame, o transporte deve ser em temperatura ambiente, entretanto
encaminhar o mais rapido possivel ao laboratério, uma vez que o processamento

dessas amostras deve ser realizado em, no maximo, & a 9 horas.

Recomendacgdes adicionais

o Sempre que possivel, coletar amostras antes do inicio da terapia especifica e,
particularmente, para lesées cutaneas de pele e unhas, orientar o paciente para evitar

uso de medicacdo topica por 4 a 5 dias antes da coleta de escamas.

o A requisicao médica que acompanha a amostra deve conter, sempre que possivel, as
hipoteses diagndsticas que auxiliardo o micologista na escolha da coloragao e do meio

de cultura mais adequado para o isolamento do agente etioldgico suspeitado.

o Em pacientes imunodeprimidos ou muito debilitados o estudo de um mesmo tipo de
amostra bioldgica, coletada em 2 ou 3 dias consecutivos, € importante para a
interpretacdo correta de resultados positivos para fungos considerados como
saprofitas, ou seja, contaminantes do meio ambiente, ou mesmo, constituinte da
microbiota normal do paciente. Nesses pacientes, os fungos saprofitas podem se tornar

oportunistas e o comportarem-se como patdgenos.
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PROCEDIMENTOS PARA COLETA DE

AMOSTRAS

Material Clinico

Procedimento de coleta

Escarro

Recolher, de preferéncia, a primeira expectoracdo da manha, apés
gargarejo com agua limpa ou fervida, em frasco de boca larga,
esterilizado. Nao deve conter saliva.

Aspirado gastrico

Aspirar cerca de 5 a 10 mL de suco gastrico, atraves de sonda
nasogastrica, pela manhd, em jejum.

Aspirado traqueal e
secrecao obtida por

broncoscopia

Procedimento realizado por médico treinado. O material colhido
deve ser colocado em recipiente estéril.

Sangue e aspirado de
medula ossea

Fazer antissepsia rigorosa no local da puncdo e coletar cerca de
5 a 6 mL de sangue venoso, que devera ser injetado diretamente
em frasco contendo no meio de cultura (ver detalhes no proximo
ftem). A Ultima gota de materialdeve ser distendida em uma lamina
de microscopia, para coloracdo de Giemsa.

Liquor

Fazer antissepsia rigorosa no local da puncao. Coletar 2 mL ou
mais, para exame microscopico e cultura para fungos. Os tubos
na rotina hospitalar devem ser usados na seguinte sequéncia: 1a
exame bioquimico, 2a exame de celularidade, 3a microbioldgico,
reduzindo assim a possibilidade de isolamento de contaminantes
da pele. Entretanto, a coleta da amostra em tubos especificos para
cada um desses exames aumenta a sensibilidade do exame
micoldgico e, por isso, deve ser recomendada.

Tecido obtido por
bidpsia, necropsia e
pecas operatorias

Colher assepticamente, utilizando instrumentos estéreis e colocar
o material em recipiente estéril, com salina. Nao adicionar nenhum
liquido fixador.

Urina

A amostra bioldgica mais apropriada para o diagnostico de micose
do trato urinario € obtida por sondagem ou citoscopia. Quando
ndao for possivel, e para evitar contaminagdo com micro-
organismos presentes nas areas vizinhas, fazer limpeza prévia da
regiao perineal com agua e sabao, desprezar

o primeiro jato de urina da manha, e colher 3 a 5 mL de urina em
frasco estéril. Colegdes de 24 horas ndao tém valor para
diagndstico micoldgico.
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Fezes

Fazer lavagem prévia da regido anal com agua e sabdo, coletar
porcoes de fezes em recipiente esteéril com tampa ou swab anal,
mergulhar o swab em salina esteéril e enviar o tubo ao laboratorio.

Secrecdo de conduto
auditivo externo

Colher material por curetagem da lesdao ou com swab estéril.
Mergulhar o swab umedecido em salina estéril e enviar o tubo ao
laboratorio.

Material de Micose

ocular

O melhor método para recuperacao de fungos requer raspado de
cornea, aspiracao de liquido intra-ocular ou bidpsia. A coleta com
auxilio de swab ndo € indicada em local de drenagem.

Lesdo de nariz e seios
paranasais

Coletar secrecao, material necrético ou tecido obtido por bidpsia
em recipiente estéril.

Mucosa oral e orofaringe

Coletar com swab estéril o material de lesao de mucosa jugal,
papilas linguais ou regidao tonsilar. Mergulhar o swab umedecido
em salina estéril e enviar o tubo ao laboratdrio.

Secrecdo vaginal

Com auxilio de espéculo, coletar material da lesdo ou do fundo de
saco vaginal com swab estéril. Mergulhar o swab umedecido em
salina estéril e enviar o tubo ao laboratdrio.

Liquidos corporais
(pleural, ascitico,
pericardico e sinovial)

Fazer assepsia rigorosa no local da puncdo. Coletar cerca de 5 a
10mL de liquido em tubo de ensaio estéril.

Pus e material de
abscesso

Devem ser colhidos de preferéncia, por aspiracdo de abscessos
fechados, com seringa e agulha estéril. Se a lesdao for aberta,
limpar o local com gaze esterilizada embebida em salina estéril,
para eliminar os exsudatos superficiais que sdo altamente
contaminados com bactérias. A seguir, colher o material com
swab. Mergulhar o swab umedecido em salina estéril e enviar o
tubo ao laboratério.

Pele e pelos

Se possivel, descontaminar a pele com alcool 70% antes da
coleta. Raspar com lamina de bisturi as escamas cutaneas da
borda das lesdes. Pode-se utilizar também uma lamina de
microscopia. Colocar o material entre duas laminas limpas, de
preferéncia esterilizadas, vedando-se as bordas das laminas com
fita adesiva para evitar perda do material. Os pelos tonsurados,
devem ser retirados com pinca estéril e acondicionados entre
laminas ou em potes, de preferéncia esterilizados.

Unhas

Fazer limpeza prévia das unhas escovando com agua e sabdo.
Cortar com tesoura e desprezar a parte descolada da unha e, com
lamina de bisturi, raspar as areas mais profundas e pulverulentas.
Colocar esse material entre laminas e veda-las.
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PROCESSAMENTO DE AMOSTRAS

O sucesso na visualizacdo e isolamento do agente etioldgico depende, além da COLETA,
TRANSPORTE, CONSERVACAO E ARMAZENAMENTO ADEQUADOS e VOLUME SUFICIENTE DA
AMOSTRA, DE SEU PROCESSAMENTO CORRETO ANTES DO EXAME MICOLOGICO.

o Pelos, cabelos, escamas de unha e pele devem ser aliquotadas para exame
microscopico direto e cultura, pois para exame sao clarificadas com solucdo aquosa
de KOH a 20% e, para cultura, ndo podem sofrer nenhum tratamento prévio, sendo

por isso, inoculadas diretamente na superficie do meio de cultura;

o Liquor, secrecdes e fluidos corporais como liquido pleural, ascitico, sinovial,
pericardico, aspirado transtraqueal, lavado gastrico e broncoalveolar (BAL) devem ser
concentrados por centrifugacao (1500 a 2000 rpm por 10 minutos). Os materiais
coletados com swabs devem ser eluidos em solugdo salina e devem ser centrifugados.

O sedimento obtido € o material adequado para 0 exame microscopico e semeadura.

o Para urina, € recomendavel que uma aliquota (alca calibrada) seja semeada, por
esgotamento, sobre o meio de cultura distribuido em placa de Petri, para exame
quantitativo, pela contagem de unidades formadoras de col6nias (UFC). A outra

aliquota deve ser centrifugada (1500 a 2000 rpm por 10 minutos) e o sedimento
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sera utilizado para exame microscopico e nova semeadura em tubo (cultura

qualitativa).

o Escarro pode ser digerido com enzima (v/v) N-acetil-L-cisteina (250 mg de enzima
dissolvidas em 1 L de solucao-tampao citrato ou solucdo fisioldgica), que fluidifica €
facilita a manipulagdo da amostra e formacdo de sedimento apos centrifugagao. Pode-
se utilizar, como alternativa, para digestdo da amostra, solugdo de KOH 20%. A
porcao purulenta da amostra € preferivel e por¢des liquefeitas ndo sdo adequadas
para isolamento do agente. A porcdo da amostra tratada com KOH, porém, sé pode
ser usada para exame microscopico, pois a potassa destrdi, apos algumas horas, as
estruturas do fungo, inviabilizando seu isolamento em meio de cultura. Nesse caso,

outra porcao da amostra deve ser centrifugada e o sedimento usado para cultura.

o Tecidos obtidos por bidpsia requerem fragmentacdo, com o auxilio de um bisturi estéril
ou maceracao (ganglio) com pistilo em almofariz; pode ser feito dentro de uma placa
de Petri estéril. Esse procedimento visa aumentar a area de superficie e expor o micro-

organismo ligado ao tecido, ao maior contato com o meio de cultura.

o Sangue e aspirado de medula 6ssea ndo necessitam preparacdo, sendo que 0 exame
microscopico tem baixa sensibilidade e, portanto, a cultura € importante para
identificacdo do agente. Para cultura, as amostras sao semeadas imediatamente, apos
a coleta, em frascos contendo meio de cultura. O meio pode ser bifasico (15 mL de
agar inclinado sob 50 mL de caldo) composto de infusdo de cérebro- coracdo (meio
BHI) ou Sabouraud. Meios contendo saponina para lise e posterior centrifugacao da
amostra sdo indicados. Na pratica, frascos para hemocultura bacteriologica (simples
ou automatizada) proporcionam isolamento adequado de fungos, desde que
respeitados 0s periodos necessarios ao seu desenvolvimento. Para fungos dimorficos,

de crescimento lento (>15 d), muitos autores consideram o método de lise-
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centrifugacao o mais sensivel. Sangue e medula 6ssea nao devem ser coletados em
seringas contendo EDTA, pois essa substancia se combina com elementos da parede
dos fungos, diminuindo a sensibilidade do exame. Um dos procedimentos
recomendados € a inoculacdo de 5 a 6 mL da amostra no frasco com meio bifasico
sendo uma parte para 10 partes do meio liquido, que deve ser entdo incubado a

temperatura de 30°C.
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ROTINA DE DIAGNOSTICO

A observacdo de um fungo na amostra bioldgica tem grande valor diagndstico, pois
demonstra sua presenca no tecido e permite uma informacao imediata a0 médico, a qual pode
ser crucial para determinar a terapia apropriada ao paciente.

O exame microscopico da amostra € realizado por varias técnicas, dependendo do tipo

da amostra e suspeita clinica.
e Exame microscépico direto com hidroxido de potassio (KOH) a 10-40%

No exame direto da amostra bioldgica, a estrutura fungica pode ser confundida com resquicios
de material celular de consisténcia fibrosa, proteinacea ou pigmentada. O KOH consegue
dissolver as estruturas teciduais e clarear os pigmentos sem alterar as estruturas fungicas,

tornando as células fungicas visiveis.

Procedimento:
o Colocar uma gota de KOH em uma lamina de microscopia;
o Adicionar sobre a gota uma aliquota ou fragmento da amostra clinica;
o Misturar bem, com a alca de platina e, se necessario, promover o desbridamento
do material com uma lamina de bisturi estéril;
o Cobrir a preparacdo com uma laminula e a pressionar suavemente com a base de

uma alca de metal, para alcancar uma monocamada de células;
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o Deixar a montagem em repouso por 10 a 30 minutos a temperatura ambiente
para clarificar o material ou acelerar o processo por maceracao por meio de
rapidas passagens da preparacao sobre a chama do bico de Bunsen.

o Examinar em microscopio Optico comum, inicialmente, com objetiva de 10x, seguida

de 40x.

Exame microscépico direto com Lactofenol azul-algodao (Lactofenol de Amann)

Tem a finalidade de visualizar o micélio vegetativo e reprodutor de um fungo filamentoso,
bem como as caracteristicas da célula vegetativa € reproducdo por brotamento de

leveduras.

Procedimento:

o Colocar uma gota de lactofenol azul- algoddo sobre a lamina;

o Retirar pequeno fragmento da cultura do fungo filamentoso ou levedura,
utilizando alca ou fio de platina e colocar sobre a gota de lactofenol e
homogeneizar;

o Cobrir com uma laminula e examinar ao microscépio nas objetivas de 10 e

40x.
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e Exame microscépico direto com tinta nanquim (tinta da China)
Utilizado em amostras de liquor, urina, secrecdes ou exsudatos, para visualizacdo de
leveduras capsuladas do género Cryptococcus, que se tornam mais evidentes contra o

fundo negro proporcionado pela tinta.

Procedimento:
o Colocar uma gota de tinta nanquim e uma gota do sedimento da amostra
centrifugada sobre uma lamina;
o Cobrir a preparagao com laminula e aguardar por 10 minutos para permitir a
acomodacgao das estruturas;
o Examinar com objetivas de baixo e alto poder e com média a forte

intensidade luminosa.

e Cultura
Apds o exame microscdpico direto, a CULTURA E NECESSARIA PARA O ISOLAMENTO E
IDENTIFICACAO DO FUNGO. O meio de cultura pode ser selecionado segundo tipo de amostra
e agente etioldgico, conforme a suspeita clinica. De acordo com os aspectos observados ao
exame microscopico da amostra, pode-se ainda redirecionar o procedimento para isolamento do

agente.
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O meio basico em laboratério de micologia € o agar Sabouraud dextrose (ASD), chamado
simplesmente, agar Sabouraud. O ASD é o meio mais utilizado, por ser relativamente barato e
permitir o crescimento de todos os fungos, com rarissimas excecdes. Em regra, usa-se um
antibidtico para impedir o crescimento de bactérias, fungos oportunistas e leveduras que
poderiam prejudicar o isolamento de fungos. O cloranfenicol € o mais indicado, pois resiste a
autoclavacgao. Pode ser colocado tanto no ASD como em outros meios de cultura para fungos. O
meio de cultura pode ser preparado tanto em placa quanto em tubo.

Para isolamento ou subcultivo de dermatofitos recomenda-se o agar batata, encontrado
no comeércio, sob forma desidratada, para aumentar a esporulacdo e facilitar a identificagao do
género e espécie do fungo.

Para fungos dimorficos, de crescimento lento (> 15 dias), recomenda-se o uso de meios
enriquecidos como o &gar infusao de cerebro-coracao (BHI) para obtencdo, em menor tempo,
de culturas melhor desenvolvidas. Pode ser acrescido de 5 a 10% de sangue de carneiro e de

antibidticos (de preferéncia, cloranfenicol ou penicilina e estreptomicina).

Procedimento:
o A semeadura ¢ feita usando uma alca bacteriologica
o Inoculando-se o material sobre o meio de cultura em pontos equidistantes, devera
ser semeada em movimentos de estrias (ziguezague) sobre a superficie de meios

solidos de cultura.
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e Cultura em lamina
A cultura em lamina € necessaria quando o exame direto e/ou a cultura nao forem
suficientes para o diagndstico definitivo do fungo em questdo. Essa técnica permite a observacao

das estruturas fungicas vegetativas e de esporulacao em sua integridade.

Preparo das placas de Petri para o cultivo em lamina
o Forrar o fundo da placa com papel filtro
o Introduzir em cada placa um suporte para a lamina, como um bastdo de vidro encurvado
em forma de U, uma lamina ou outro; uma lamina e uma laminula de microscopia;

o Esterilizar em forno Pasteur

Procedimento:

1. Umedecer o papel de filtro da placa com aguas estéril;

2. Liquefazer o agar dextrose batata em banho-maria;

3. Em uma placa de Petri 10 x 20 esterilizada, verter 15 mL do meio de cultivo liquefeito
e deixar solidificar.

4. Cortar o meio ja solidificado em pequenas porcdes de 1 cm?, com o auxilio de pequena
espatula ou bisturi, previamente flambada e em nimero suficiente para os cultivos das
amostras;

5. Com o proprio bisturi ou espatula, transferir as por¢cdes do meio de cultivo para a
superficie central da lamina de microscopia, disposta sobre o bastdo de vidro;

6. Semear pequenos fragmentos da colénia nos extremos do meio de cultivo, cobrindo
com a laminula, com o auxilio de pinca previamente flambada. Cobrir a placa de Petri

com a tampa;

40



7. Incubar a placa entre 25° € 30° C;

8. Controlar pelo exame microscopico se ha suficiente desenvolvimento miceliano e

esporulacdo do fungo na lamina.

PP » Bastao de vidro

Limina {e=

=» 4 indculos do funge

Laminula <.-------.-- ------

-
9 Cubo de aga:

‘reesesesssd Agua estéril sob
papel filtro
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CORANTES E MEIOS DE CULTURA MAIS
UTILIZADQOS

A coloragao € um meio utilizado em laboratérios de Micologia com o objetivo de
visualizar estruturas vegetativas e reprodutivas dos fungos, as formas de leveduras, e

realizar testes de viabilidade. As solucdes utilizadas sdo:

a) Solucao de hidroxido de potassio. KOH (solucdo clarificante)

Férmula (para solugdo 40%):

KOH em lentilhas 40g
Agua destilada 60 mL

Dissolver os dois ingredientes em movimentos giratorios,
até a total dissolu¢cao dos componentes. A solucao deve
ficar transparente. Armazenar em vidro escuro.

b) Lactofenol de Amann com azul de algodao - usado para tornar mais distintas as
estruturas hialinas dos fungos (corante citoplasmatico)

Acido fénico 209
Acido latico 20g
Glicerina 40g
Agua destilada 20mL
Azul de Poirrierblau 0,05g

Misturar todos os componentes e dissolver pelo calor.
Depois adicionar 0,059 de azul de Poirrierblau. Esperar 24
horas e filtrar.
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e Agar Sabouraud Dextrose (ASD)

Trata-se de um meio acido e nutricionalmente pobre. Nessas condicdes impede o
desenvolvimento de bactérias; entretanto fungos oportunistas e alguns patogénicos
crescem sem maiores problemas.

Dextrose 20-40g
Peptona 10g
Agar 20g
Agua destilada 1000mL

Misturar os ingredientes na agua destilada e aquecer para
dissolver. Dispensar em tubos/placas e autoclavar a 121°C,
por 15 minutos. Em caso de tubos inclinar e deixar solidificar

e Caldo Sabouraud dextrose (CSD)

Trata-se do mesmo meio, entretanto sem adicdo de agar.

Dextrose 20-40g
Peptona 10g
Agua destilada 1000mL

Misturar os ingredientes na agua destilada e aquecer para
dissolver. Dispensar em tubos/placas e autoclavar a 121°C,
por 15 minutos.
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e Agar ou Caldo Sabouraud Dextrose com Clorofenicol

Trata-se de agar ou caldo sabouraud acrescido de um potente anti-bacteriano.

Glicose 20g
Peptona 10g
Agar 20g
Agua destilada 1000mL
Cloranfenicol 100 a 200 mg

Dissolver 100 mg de clorafenicol em 10 mL de alcool 95°.
Adicionar em um litro de ASD antes da autoclavacao.

e Agar semente de niger

Meio recomendado para o isolamento quando o agente suspeito for do género

Cryptococcus. A producao de coldnias negras auxilia no reconhecimento dessa levedura.

Glicose 1g
Extrato de semente de niger 200mL
Cloranfenicol 50mg
Gentamicina 40mg
Difenil 10 mL
Agar 20g
Agua destilada 800mL
I —
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PREPARO DO EXTRATO DE NIGER: triturar 70g de semente
(alpiste) em liquidificador, ressuspendendo em 350 mL de agua
destilada, para autoclavar a 121° C por 15 minutos .Na sequencia,
o conteudo deve ser filtrado em gaze por trés vezes até que a
mistura figue aparentemente homogénia.

PREPARACAO DO MEIO: dissolver a quantidade proporcional de
agar puro para misturar ao extrato de niger. Em seguida deve ser
aquecido rapidamente ( em torno de trés minutos) em forno micro-
ondas para dissolver o agar com extrato de niger para obter uma
mistura homogénea. Finalmente, autoclavar a mistura a 121° C,
por 15 minutos.
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