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RESUMO

Este trabalho tem como objetivo analisar a presenca de bactérias nas solas dos calcados de
estudantes do Centro Universitario Doctum de Tedfilo Otoni e cidades vizinhas. A pesquisa
envolve a coleta de amostras bacterianas das solas de sapatos, seguida pelo cultivo em meios de
agar, incubacdo, e analise microscopica. Utilizando a técnica de coloragdo de Gram para
determinar a classificacdo das bactérias em Gram-positivas e Gram-negativas. Os resultados
destacaram a diversidade bacteriana presente nas solas dos sapatos, evidenciando a importancia
de praticas de higiene mais rigorosas para prevenir possiveis contaminacdes. O estudo contribui
para o conhecimento sobre a dispersdo de bactérias em ambientes académicos e pode servir de
base para futuras pesquisas na area.
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1 INTRODUCAO

As bactérias habitam os mais diversos ambientes e organismos vivos na Terra. Elas
desempenham um papel crucial tanto ecologicamente quanto economicamente. Muitas bactérias
sao fundamentais para a produgdo de oxigénio através da fotossintese, a absor¢ao de nutrientes
pelas plantas, a decomposi¢do de residuos industriais e agricolas, e o controle biologico de
pragas. Além disso, sdo essenciais para a biorremediacao, processos industriais de fermentacao,
engenharia genética, decomposicdo de organismos mortos, € os ciclos biogeoquimicos de
elementos como oxigénio, nitrogénio, carbono, fésforo e enxofre. As bactérias também tém
inameras aplicagdes na biotecnologia, entre outras areas (Campos, 2012).

Esses, sao organismos unicelulares procariotos, caracterizados por sua estrutura simples.

Elas ndo possuem membrana nuclear, mitocondrias, complexo de Golgi ou reticulo

1 Aluno do Curso de Farmacia do Centro Universitario Doctum - UNIDOCTUM - em Teéfilo Otoni/MG.
2 Aluno do Curso de Farmacia do Centro Universitario Doctum - UNIDOCTUM - em Tedfilo Otoni/MG.
3 Aluno do Curso de Farmacia do Centro Universitario Doctum - UNIDOCTUM - em Tedfilo Otoni/MG.

4 Doutor em Bioinformatica pela Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Professor e
Coordenador do Curso de Farmacia do Centro Universitario Doctum - UNIDOCTUM - em Tedfilo
Otoni/MG. Orientador deste trabalho.



endoplasmatico, e se reproduzem através de divisao assexuada. A parede celular das bactérias ¢
complexa e pode ser de dois tipos principais: nas bactérias Gram-positivas, a parede celular ¢
composta por uma camada espessa de peptidoglicano; nas bactérias Gram-negativas, a parede
celular tem uma camada fina de peptidoglicano, além de uma membrana externa sobreposta
(MURRAY et.al., 2004).

Algumas bactérias ndo possuem estrutura tipica de parede celular e compensam essa
auséncia sobrevivendo exclusivamente no interior de células hospedeiras ou em ambientes
hipertonicos. O tamanho (de 1 a 20 um ou mais), forma (esférica, em bastonete, espiral) e o
arranjo espacial (células isoladas, em cadeias, em grupos) sdo critérios utilizados para a
classificagdo preliminar das bactérias. A classificacdo definitiva, por sua vez, baseia-se nas
propriedades fenotipicas e genotipicas dessas bactérias (MURRAY et.al., 2004).

A relevancia deste estudo de transporte reside na ampliagdo do conhecimento sobre a
microbiota presente em um calgado humano frequentemente. Além disso, os resultados poderao
fornecer insights sobre a potencial necessidade de praticas de higiene mais rigorosas,
contribuindo para a saude e o bem-estar dos estudantes.

A metodologia a ser utilizada incluird a coleta sistematica das amostras, o cultivo das
bactérias em meio apropriado, a realizacao da coloragao de Gram e a analise microscopica das
amostras. Esta abordagem permitird identificar a natureza das bactérias presentes e fornecer uma
base solida para futuras pesquisas na drea. Em suma, este estudo pretende explorar um aspecto
pouco investigado da microbiologia ambiental, oferecendo uma nova perspectiva sobre a
dispersdo bacteriana em ambientes académicos.

Este trabalho tem como objetivo geral desenvolver uma andlise bacteriologica para
identificar as principais bactérias presentes nas solas dos sapatos de estudantes da cidade de
Teotilo Otoni e cidades vizinhas que estudam na rede Doctum de ensino, no polo de Teoéfilo

Otoni.

2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Meios de cultura

Os meios de cultura utilizados em microbiologia sdo variados e desempenham fun¢des
especificas. Os meios sélidos geralmente sdo uilizados para obter colonias isoladas, € os meios
liquidos sdo utilizados para facilitar o desenvolvimento microbiano, mas ndo permitem a

obtencao de coldnias isoladas (AGUIAR, 2008).



A cultura bacteriana ¢ uma técnica fundamental na microbiologia, usada para isolar,
identificar e estudar microrganismos em amostras ambientais, clinicas ou alimentares,
permitindo a observagdo direta do crescimento bacteriano, facilitando a caracterizagdo de
microrganismos por meio de suas caracteristicas morfologicas, bioquimicas e de
comportamento. Também ¢ essencial para avaliar a suscetibilidade antimicrobiana e determinar
a presenca de patdgenos em amostras diversas (MADIGAN et al, 2020)

O meio de cultura Mueller-Hinton ¢ amplamente utilizado na microbiologia clinica,
especialmente em testes de suscetibilidade a antimicrobianos. E preferido devido a sua
composi¢ao simples e ao fato de promover o crescimento de uma vasta gama de bactérias. Esse
meio ¢ padronizado pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) e pela Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) para testes de sensibilidade a antibidticos, sendo utilizado em
diversos estudos para verificar a resisténcia bacteriana (Brown, 2017).

Além do Mueller-Hinton, outros meios de cultura sdao usados na microbiologia para
diferentes propdsitos. O dgar sangue, por exemplo, ¢ utilizado para o isolamento e diferenciagdo
de bactérias com base em sua capacidade de hemolisar eritrocitos. E essencial para o cultivo de
bactérias fastidiosas, como Streptococcus e Neisseria, permitindo a diferenciacao entre bactérias
hemoliticas e ndo hemoliticas (Prescott, et al, 2020).

Os meios de cultura podem variar quanto ao nivel de inibigdo que exercem. Alguns
possibilitam o crescimento de praticamente todas as enterobactérias, ja que certas espécies so se
desenvolvem na auséncia de agentes altamente inibitorios. Entre os meios menos seletivos, que
proporcionam uma analise mais precisa da flora Gram-negativa, destaca-se o Agar EMB
(Falcao, et al., 1979). Este ¢ um meio de cultura seletivo utilizado para o isolamento e
identificacdo de bactérias pertencentes a familia *Enterobacteriaceae*. FEle permite o
crescimento tanto de microrganismos fermentadores quanto ndo fermentadores de lactose, sendo
amplamente empregado em analises microbiologicas para diferenciar e caracterizar essas
bactérias com base em sua capacidade de metabolizar a lactose (COSTA et al., 2016).

Segundo Madigan e Martinko (2018), outro meio amplamente utilizado ¢ o agar
MacConkey, que ¢ seletivo para bactérias Gram-negativas e diferencial para a fermentacao de
lactose. Ele ¢ particularmente util na diferenciagao de bactérias entéricas, como Escherichia coli
e Salmonella, destacando sua utilidade em estudos epidemiologicos e ambientais. Este contém
sais biliares e cristal violeta, que inibem o crescimento de bactérias Gram-positivas,
promovendo o crescimento seletivo de enterobactérias.

Em seu estudo, Levy (2004), também descreve o Agar Sangue como um meio rico e nio
seletivo que ¢ diferencial para hemolise, permitindo o crescimento da maioria dos Gram
negativos e Gram positivos, além de fungos, filamentosos e leveduras, exceto algumas espécies
de hemoéfilos e outros microrganismos fastidiosos; o Agar chocolate, como um meio rico e nio
seletivo que suporta o crescimento da maioria das bactérias aerdbias e facultativas, e quando
incubado em CO2, também favorece o crescimento de microaerdfilos e pode mostrar halos
esverdeados com coldnias alfa-hemoliticas; o Agar MacConkey, como um meio seletivo que
viabiliza o crescimento de Gram negativos, e diferencial para a utilizacdo de lactose, inibindo o
crescimento de Gram positivos. Bactérias lactose positivas aparecem avermelhadas, enquanto
lactose negativas mantém a coloragdo inalterada. Excepcionalmente, Enterococcus, Candida e



Bacillus podem crescer; o dgar Salmonela-Shigella como um meio seletivo que viabiliza o
crescimento de Salmonela e Shigella, diferencial para a utilizacdo de lactose (coloracdo rosea) e
produgdo de H2S (coloragdo negra) respectivamente; o Agar Salmonela-Shigella como um meio
seletivo, que viabiliza o crescimento de Salmonela e Shigella, diferencial para a utilizagdo de
lactose (coloragdo résea) e producao de H2S (coloracdo negra) respectivamente; e por fim o
Agar Thayer Martin Modificado, caracterizado como um meio seletivo que através da adigio de
colistina, vancomicina e nistatina, inibe o crescimento de enterobactérias, Gram positivos,
fungos e algumas Neisserias saprofitas.

2.2 Potencial de crescimento

Segundo Levy (2004), o crescimento dos microrganismos em diferentes meios de cultura
fornece informagdes cruciais para a sua identificacdo, e ¢ fundamental compreender o potencial
de crescimento de cada meio e adapta-lo ao perfil bacteriano esperado para cada tipo de material.

As condi¢des de incubacdo, como temperatura, pH e a presenca de oxigénio, também
desempenham um papel crucial no sucesso da cultura bacteriana. Diferentes tipos de bactérias
requerem condi¢des especificas de crescimento. bactérias aerdbicas, como Pseudomonas
aeruginosa, necessitam de oxigénio para crescer, enquanto bactérias anaerdbicas, como
Clostridium difficile, crescem melhor em ambientes sem oxigénio (Atlas, Bartha, 2017).

Para viabilizar o crescimento dos microrganismos, sdo utilizados os meios de
crescimento, classificados como meios seletivos, meios ndo seletivos, meios de base e meios
diferenciais, sendo que cada um tem diferentes propriedades de crescimento e especificidades
distintas para cada tipo de microrganismo a ser cultivado. Os meios seletivos contém substancias
que inibem o crescimento de grupos de bactérias especificos; os meios nio seletivos sdo
suplementados para facilitar o crescimento microbiano de uma maior variedade de
microrganismos; os meios diferenciais, que sdo utilizados como prova bioquimica para avaliar a
presenca de enzimas especificas responsaveis por vias metabolicas (AGUIAR, 2008).

2.3 Métodos de coleta microbiologica

A coleta microbioldgica ¢ um processo crucial para a deteccdo, isolamento e
identificacdo de microrganismos presentes em diversas superficies e ambientes. A escolha do
método adequado para a coleta depende do tipo de amostra, do ambiente a ser analisado e do
objetivo da pesquisa. Métodos eficazes de coleta garantem que a amostra representativa seja
mantida vidvel at¢é o momento da andlise laboratorial, permitindo resultados confiaveis
(FORBES, et al. 2007).

Um dos métodos mais comuns para a coleta de amostras microbiologicas em superficies
¢ o uso de swabs estéreis. Segundo Moreira e Cardoso (2018), swabs embebidos em solugdes

salinas ou soro fisiologico estéril sio amplamente utilizados para a coleta de microrganismos em



superficies solidas e em areas onde ¢ necessario garantir a precisdo da coleta. Esse método ¢
ideal para amostras ambientais, como solas de sapatos, onde hd uma grande diversidade
microbiana. Os swabs permitem que os microrganismos sejam transferidos para o laboratorio
em um estado viavel, prontos para cultivo e identificacao.

Além dos swabs, outro método comum ¢ o uso de placas de contato, que permitem a
coleta direta de microrganismos de superficies planas. Esse método ¢ particularmente Util em
ambientes controlados, como salas limpas e hospitais, onde ¢ necessario avaliar a presenga de
contaminantes em superficies especificas. Segundo Barros e Fernandes (2019), as placas de
contato sao faceis de usar e permitem a quantifica¢ao direta de unidades formadoras de colonias
(UFC), oferecendo uma visdo clara da carga microbiana presente na superficie.

Outro aspecto importante do processo de coleta € o transporte adequado das amostras.
De acordo com Silva e Pereira (2020), o uso de tubos Falcon estéreis ¢ recomendado para o
transporte de swabs e outras amostras ambientais, como solos, dguas e superficies. Os tubos
Falcon fornecem um ambiente estéril e controlado, reduzindo o risco de contaminag¢ao durante o
transporte. Esse tipo de recipiente ¢ amplamente utilizado em estudos ambientais, garantindo a

integridade da amostra até que seja processada no laboratoério.

2.4 Classificacao de bactérias

As bactérias sdo organismos procariotos unicelulares com uma estrutura simples. Elas
nao possuem membrana nuclear, mitocondrias, complexo de Golgi ou reticulo endoplasmatico e
se reproduzem por divisdo assexuada. A parede celular bacteriana ¢ complexa e varia entre dois
tipos: nas bactérias Gram-positivas, a parede celular tem uma camada espessa de
peptidoglicano; nas bactérias Gram-negativas, a parede celular possui uma camada fina de
peptidoglicano e uma membrana externa adicional (MURRAY, ef al.,2004)

As células bacterianas podem apresentar varias formas, tais como: Bacilo (em forma de
bastdo), cocos (esféricos ou ovoides) e os espirilos (em forma de saca-rolha ou curvados), que
sdo as formas mais comuns. Também, podem apresentar forma de estrela ou quadrada. Podem
formar pares, cadeias, grupos ou outros agrupamentos (TORTORA, FUNKE, CASE, 2012).

As formas das bactérias vistas ao microscopio Optico revelam uma diversidade
impressionante. Cada espécie bacteriana pode exibir uma forma celular distinta, como cocos,
bastonetes, vibrides, filamentos, entre outras. Além disso, células filhas, derivadas de uma célula
mae, frequentemente se organizam em arranjos especificos, como amontoados ou cadeias.
Algumas espécies sdo pleomorficas, o que significa que podem alterar sua forma ao longo do

ciclo de vida, como os actinomicetos e micoplasmas. Essas caracteristicas morfologicas e os



padrdes de agrupamento sao influenciados por fatores como género, familia, espécie,
subespécie, cepa, meio de cultura (seja liquido, s6lido, composi¢ao) e idade da cultura (Shah,
2023).

A estrutura das bactérias compreende um citoplasma contendo organelas, uma
membrana citoplasmatica e uma parede bacteriana tnica. Esta ultima € crucial para a forma e
estrutura da bactéria, protegendo-a contra a pressdo osmotica e proporcionando resisténcia
estrutural. Além da parede, existem estruturas externas a membrana, como capsulas, cilios,
flagelos e fimbrias (pilis), além das esporas bacterianas, formas especiais de resisténcia
encontradas em certos géneros bacterianos, como Clostridium e Bacillus (Mahon; Lehman,
2023).

O material genético das bactérias ¢ composto pelo cromossomo bacteriano ou nucledide,
plasmideos independentes e elementos genéticos mdveis com certa autonomia, como fagos,
transposons, sequéncias de insercdo, integrons, ilhas de patogenicidade e de resisténcia. O
cromossomo bacteriano ¢ uma molécula circular de DNA que contém todas as informacdes
genéticas essenciais para o metabolismo e reprodugdo bacteriana. Em bactérias patogénicas, o
cromossomo pode incluir genes responsaveis pela sintese de fatores de viruléncia e mecanismos

de resisténcia a desinfetantes e/ou antibioticos (Mahon; Lehman, 2023).

2.4.1 Bactérias Gram negativas

As bactérias Gram-negativas possuem uma parede mais fina e complexa. O
peptidoglicano forma uma camada de cerca de 5 nm de espessura, circundada por uma
membrana externa semelhante a membrana plasmatica, onde diversos antigenos, como o
antigeno somatico 'O', estdo fixados. O espago periplasmatico fica entre a membrana
citoplasmatica e a membrana externa. Além da membrana externa, as bactérias Gram-negativas
apresentam uma camada de proteina ou polissacarideo, conhecida como camada S, glicocalice,

capsula ou zoogloea (Chaughule; Lokur, 2023).

2.4.2 Bactérias Gram positivas

As bactérias Gram-positivas apresentam uma parede espessa (20 a 80 nm), com aspecto
homogéneo, composta principalmente por peptidoglicano associado a certos carboidratos e
acido teicoico. O periplasma ¢ delimitado pela membrana citoplasmatica e pela parede
bacteriana. Em algumas espécies deste grupo, uma camada de proteina ou polissacarideo cobre a

parede, conhecida como camada S, glicocalice, capsula ou zoogloea (Chaughule; Lokur, 2023).



2.4.3 Peptidoglicano

O peptidoglicano (PDG) ¢ um complexo polimérico tridimensional que inclui dois amino
agucares e pelo menos quatro aminoacidos diferentes, os quais juntos formam o muropeptideo, a
unidade polimérica. A composi¢ao e estrutura do muropeptideo variam conforme a bactéria. Nas
bactérias Gram-negativas, o PDG ¢ constituido por duas a trés camadas, enquanto nas bactérias
Gram-positivas, por cerca de 10 camadas sobrepostas. As variagdes na composi¢ao quimica e na
natureza das ligacdes covalentes sdo mais significativas entre bactérias Grampositivas do que

entre as Gram-negativas (Stepec, Wunch, Skovhus, 2024).

2.5 Coloraciao de Gram

O termo Gram origina do nome de Christian Gram, pesquisador dinamarqués que, em
1884, desenvolveu, de maneira empirica, o método de coloracao que passou a ter o seu nome €
que permite dividir as bactérias em dois grandes grupos: Grampositivos e Gram-negativos. O
método, ou técnica de Gram, consiste, essencialmente, no tratamento sucessivo de um esfregacgo
bacteriano, fixado pelo calor, com os seguintes reagentes: cristal violeta, lugol, alcool e fucsina
(TRABULSI et al.,2015).

Essa técnica permite diferenciar as bactérias em dois tipos. As Gram-positivas, que
adquirem uma cor azul ou roxa, e Gram-negativas, que adquirem uma cor rosa ou vermelha. A
teoria por tras da diferenciagdo na coloracao de Gram baseia-se na estrutura da parede celular e
no componente lipidico das bactérias (TRABULSI et al.,2015).

A coloragdo de Gram se fundamenta em duas teorias principais, chamadas de teoria da
parede celular e teoria dos lipidios. De acordo com o estudo de (Shen; Zhang,2017), nas
bactérias Gram-positivas, a parede celular € rica em peptidoglicano, o que facilita a desidratacao
pela acdo do alcool. Isso faz com que o complexo cristal violeta fique retido na parede celular,
mantendo a coloragdo roxa caracteristica (Shen; Zhang,2017).

Nas bactérias Gram-negativas, a parede celular possui uma alta concentragao de lipidios
(10-15%), o que permite ao alcool remover facilmente o complexo cristal violeta. Apos essa
descoloragdo, a parede celular, que fica incolor, ¢ tingida com safranina, adquirindo uma
coloracdo rosa ou vermelha (Shen; Zhang,2017).

Sendo assim, a coloragdo de Gram ¢ um método empregado para classificar bactérias
com base em caracteristicas como tamanho, morfologia celular e reacdo aos corantes. Em
laboratérios de microbiologia clinica, esse procedimento ¢ utilizado como um teste rapido
adicional para o diagnostico de agentes infecciosos, além de avaliar a qualidade das amostras
clinicas. A interpretacdo dos esfregacos coloridos pelo Gram leva em consideragdo aspectos



como a coloracgdo, o tamanho, a forma e o agrupamento das células, que podem ser influenciados
por fatores como a idade da cultura, o meio de cultivo, a atmosfera de incubacao e a presenga de
substancias inibidoras (Levy, 2004).

2.6 Solas de sapatos como veiculo de microrganismos

Segundo estudo realizado por Rashid et al. (2020), as solas de sapatos sdo
frequentemente contaminadas por bactérias resistentes a antibidticos, especialmente em
ambientes hospitalares. Esse estudo mostrou que os sapatos de profissionais de satde e
visitantes eram fontes comuns de microrganismos, criando um risco potencial para a
transmissao de infec¢des dentro do ambiente hospitalar.

Um estudo de Gerba et al. (2016) indicou que as solas de sapatos sdo frequentemente
mais contaminadas do que outras superficies, como maganetas e superficies de trabalho, devido
a sua exposi¢do constante ao solo e a areas potencialmente contaminadas, como banheiros
publicos e ruas. O estudo analisou sapatos usados por uma semana e encontrou uma média de
421.000 unidades formadoras de colonias (UFC) de bactérias nas solas. Além disso, 96% das
solas estavam contaminadas com coliformes fecais, indicando contato com fezes humanas ou
animais.

No contexto de ambientes urbanos e escolares, estudos como o estudo de Amoah et al.
(2017) sugerem que as solas de sapatos de estudantes podem ser veiculos de microrganismos
patogénicos, especialmente em locais onde o saneamento ¢ inadequado. A pesquisa realizada
em escolas da Africa Ocidental mostrou que os sapatos usados em banheiros publicos
transportavam Escherichia coli e outras bactérias entéricas, destacando a necessidade de
medidas de higiene e politicas de prevengdo para minimizar o risco de contaminacao cruzada.

Além disso, a pesquisa de Boulanger et al. (2018) investigou o papel das solas de sapatos
na propagacao de virus respiratorios, como influenza e o SARS-CoV-2, e concluiu que as solas
podem, de fato, transportar particulas virais. Embora a transmissdo direta de virus por sapatos
seja menos comum do que por goticulas respiratorias, a pesquisa demonstrou que particulas
virais podem se aderir a superficies de solas e permanecer viaveis por horas, aumentando o risco
de contaminag¢do em ambientes como hospitais e lares de idosos.

De acordo com os estudos citados, entende-se que as solas de sapatos tém sido
amplamente reconhecidas como um vetor significativo de microrganismos entre diferentes
ambientes, especialmente em locais com alta circulagdo de pessoas, como hospitais, escolas e
areas publicas. Estudos demonstram que as solas de sapatos podem carregar uma ampla gama de

microrganismos, incluindo bactérias patogénicas, fungos e até virus, que sdo transportados de



ambientes contaminados para ambientes limpos, contribuindo para a propagagao de doencas

infecciosas.

3 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

A coleta das amostras bacterianas foi realizada no sagudo do Bloco D da Faculdade
Doctum, localizada em Teofilo Otoni — MG, no dia 06/11/2024. A amostragem foi feita
especificamente das solas dos sapatos dos alunos, devido ao potencial de acumulagdo de
microorganismos trazidos do ambiente externo.

O material foi coletado com a utilizagao de cotonetes estéreis, que foram umedecidos
previamente com soro fisiologico e esfregados vigorosamente na superficie das solas dos
sapatos dos alunos, e as amostras coletadas foram identificadas com o nome dos locais de onde
os alunos voluntarios vinham (seja cidade ou bairro), com o objetivo de identificar possiveis
micro-organismos aderidos a essas superficies. Apos a coleta, os Swabs foram armazenados em
sacos plasticos estéreis (Cordeiro et al, 2017).

Apos realizacdo da coleta, as amostras foram transportadas imediatamente para o
laboratério e semeadas em placas de Petri contendo o meio de cultura Mueller Hinton, Agar
Padrao e EMB (Eosina Azul de Metileno), que foram selecionados por suas caracteristicas de
promover o crescimento de uma ampla gama de bactérias. As placas foram incubadas a 37°C por
36 horas com o auxilio da estufa, para permitir o crescimento das coldnias bacterianas. (PEGAS
etal., 2015)

Apos o periodo de incubagdo, as colonias crescidas foram submetidas ao processo de
coloracdo de Gram, onde os resultados permitiram a classificagdo das bactérias em Gram-
positivas ou Gram-negativas. A técnica foi realizada conforme protocolo padrao, com a fixacao
das amostras em laminas, aplicagdo dos corantes, e posterior visualizagdo em microscopio
optico. Os esfregagos foram corados utilizando genciana por 1 minuto, € em seguida, lavados
com 4gua corrente. Apds a aplicacdo da solugdo de lugol, por 1 minuto e sua remoc¢ao com
descorante, procede-se a adi¢do do corante fucsina por 30 segundos e a lavagem com agua
corrente e apds a secagem ficaram prontas para analise, onde foram identificadas as bactérias em
Gram-positivas e Gram-negativas (SANTOS et al., 2020).

O tratamento com cristal violeta (Genciana), permitiu a visualizagdo microscopica das
bactérias Gram-positivas, e foi utilizado Lugol como mordente para intensificar a fixagdo do
cristal violeta. A aplicacdo do corante fucsina foi realizada como contracoloragdo, permitindo a
visualizag¢do de células Gram-negativas, como mostra na Figura 1. A coloragdo diferencia tipos
bacterianos com base na composicao de suas paredes celulares.



Figura 1. Etapas do método de Coloracio de Gram.
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Posteriormente, foi realizado o teste de Catalase, utilizado para identificar a presenca da
enzima catalase, caracterizando as bactérias como catalase-positivas e catalase-negativas. O
teste foi realizado pingando uma pequena quantidade perdxido de hidrogénio (H20:) sobre as
coldnias bacteriana crescidas, observando a formagao de bolhas de oxigénio indicando resultado
positivo e a nio formagio indicando resultado negativo (CUNHA, ZOLLNER,2022).

4 ANALISE E DISCUSSAO

Demos inicio ao experimento no dia 06/11/2024 com a realizagao da coleta das amostras
no sagudo do bloco D da faculdade Doctum, onde foram coletadas as amostras das solas de
sapatos dos alunos. A coleta foi realizada utilizando cotonetes estéreis e soro, sendo que a sola
dos sapatos a serem coletadas as amostras foram umedecidas com soro, e foi passado
vigorosamente o cotonete no local, que também havia sido umedecido com soro previamente, e
posteriormente o material foi envolvido em saco estéril contendo uma pequena quantidade de
SOrO0.

Analisando a distribui¢cdo da quantidade de amostras coletadas por diferentes cidades, de
acordo com o Grafico 1, a cidade de Tedfilo Otoni destaca-se como a localidade com o maior
nimero de amostras coletadas, totalizando 25, o que representa uma concentracao significativa
em relacdo as demais cidades. Outras localidades, como Franciscopolis, Pescador, Carlos
Chagas, Ouro Verde, Novo Cruzeiro e Malacacheta, apresentam numeros consideravelmente
menores, variando de 1 a 3 amostras, sendo Carai-MG a segunda maior contribui¢ao com 3
amostras.



Grafico 1. Quantidade de amostras/cidade.
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Podemos observar que houve um maior quantitativo de amostras coletadas da cidade de
Tedfilo Otoni, sendo assim, foi realizada uma subdivisdo detalhada das amostras por bairro. O
Grafico 2, apresenta o nimero de amostras coletadas em diferentes locais, listados no eixo
horizontal, enquanto a descri¢do dos bairros e locais de onde os estudantes vieram ¢ indicada no
eixo vertical. Observa-se que os bairros de onde obtivemos 0 maior nimeros de amostras, foram
os bairro Sdo Jacinto e Centro, ambos com 4 amostras, em seguida, vem Hospital Santa Rosalia
e o Bairro Manoel Pimenta com 3 amostra coletadas, e do bairro Marajoara obtivemos 2
amostras. Dos bairros Tabajaras, Bela Vista, Ipiranga, Jardim Iracema, Manoel Pimenta, Sao
Diogo, Vila Pedrosa e da Escola Grao Para obtivemos apenas uma amostra cada.

Grafico 2. Amostras coletadas em Teofilo Otoni.
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Apos a realizagdo da coleta, as amostras foram encaminhadas imediatamente ao
laboratério de microbiologia para darmos inicio ao processo de inoculagdo nas placas de Petri,
que haviam sido preparadas previamente e estavam prontas para a inoculacao.

As amostras foram inoculadas proximas a chama do bico de Bunsen, com o intuito de
garantir a integridade do experimento, assepsia e cuidado para evitar possivel contaminagao
propria. O processo foi realizado atrito do cotonete sobre o meio de crescimento de forma suave
e em formato de Z. Na sequéncia, as amostras foram encaminhadas para a estufa de crescimento
e foram incubadas por 36 horas a 37 °C.

Na manha do dia 08/11/2024 as 08:00 horas demos inicio ao processo de analise, onde
foi feita a fixagdo das amostras em laminas de observagdo, coloragdo para teste de Gram e
posteriormente teste de catalase. O experimento teve duracao de 14 horas para a conclusao de
todos os testes e analises, finalizando as 22:00 do dia 08/11/2024.

A fixacdo das amostras de colonias crescidas foi realizada utilizando a técnica do

esfregaco como mostra a Figura 2, com a utilizacdo de ldmina microscopica limpa, soro estéril,
bico de Bunsen e alca de platina. A 1amina foi previamente envolvida ao calor da chama para
garantir a esterilidade e posteriormente foi introduzida uma gota de soro estéril sobre a ldmina; a
alca de platina foi flambada e, em seguida, foi coletada uma pequena quantidade da colonia
crescida; o material foi esfregado de forma suave sobre a 1dmina com soro fazendo movimentos
circulares suaves; o bico de Bunsen foi utilizado posteriormente, para fazer a secagem das

laminas, cuidando sempre para nao deixar que a lamina se aquecesse demasiadamente.

Figura 2. Representacio da preparacio dos esfregacos.

Preparacio dos os esfregacos (fixacio das lﬁm'ilnas) 1 v B

Apos realizados os esfregacos, foi realizado o processo de coloragdo como mostra a
Figura 3. As amostras foram colocadas em uma base de material inoxidavel; e as amostras
foram tratadas com o corante Genciana que agiu por 1 minuto, e posteriormente as laminas
foram lavadas com agua corrente. Em seguida foi aplicado Lugol em todas as amostras e

deixado agir por 1 minuto, sendo novamente lavadas utilizando solugao descorante. Por fim, as



foi aplicado Fucsina em todas as amostras por mais 30 segundos e lavado com dgua corrente em
seguida. Apds a realizacdo do procedimento descrito acima, as ldminas estavam prontas para

serem analisadas.

Figura 3. Colorac¢ao de Gram.

a-tratamento com gensiana b-tratamento com lugol i | c-tratamento com fucsina

No total, foram semeadas 126 placas resultando em 177 coldnias diferentes, que foram
classificadas através do experimento em Gram-positivas, Gram-negativas, Staphilococos e
Streptococus, catalase positiva ou catalase negativa. Na Figura 4, por exemplo, a primeira
imagem representa a visualizagdo microscopica de bactérias do tipo Staphilococus Gram
positivas e a segunda imagem representa a visualizacdo microscopica de bactérias do tipo

Streptococus Gram negativas.

Figura 4. bactérias Gram- positivas e Gram- negativas.

a-Staphilococos Gram positivas b- Streptococus Gram negativas

pA

Os resultados obtidos nos diferentes meios de cultura revelaram distintas capacidades de
crescimento bacteriano de acordo com a Tabela 1, evidenciando a diversidade ¢ as

caracteristicas especificas das bactérias coletadas.



No Agar Padrio, foram analisadas 77 amostras, das quais 26 (33,8%) apresentaram
crescimento de bactérias gram-positivas e 51 (66,2%) apresentaram crescimento de bactérias
gram-negativas. Este meio ¢ amplamente utilizado para o cultivo geral de microrganismos,
sendo eficaz para uma grande variedade de bactérias, conforme esperado. A elevada propor¢ao
de amostras negativas pode indicar uma menor carga bacteriana viavel em algumas das solas
analisadas ou condi¢des menos favoraveis para o crescimento de determinados microrganismos.

No Agar Mueller Hinton, 65 amostras foram analisadas, com 22 (29,3%) apresentando
crescimento de bactérias gram-positivas e 53 (70,7%) apresentaram crescimento de bactérias
gram-negativas. Este meio, conhecido por seu uso em testes de sensibilidade antimicrobiana, ¢
menos nutritivo que o Agar Padrio. A leve diminui¢io na propor¢do de amostras positivas pode
ser atribuida & menor capacidade deste meio de suportar o crescimento de bactérias mais
exigentes em termos nutricionais.

No Agar EMB, 15 coldnias foram analisadas, e todas apresentaram crescimento de

bactérias gram-negativas.

Tabela 1. Teste de Gram

Tipo de Contagem Contagem Contagem  de
Bactéria de AP de MH EMB

Gram — 51 53 15

Gram + 26 22 0

Total 77 65 15

Geral

Ainda, as bactérias foram classificadas quanto aos seus tipos de acordo com o formato. A
Tabela 2, mostra os resultados da contagem de bactérias Estafilococos e Estreptococos em trés
diferentes meios de cultura: Agar Padrio (AP), Mueller-Hinton (MH) e Eosina Azul de Metileno
(EMB). Os valores representam o niimero de colonias observadas para cada bactéria em cada
meio, com os totais gerais apresentados na ultima linha para facilitar a analise comparativa. No
Agar padrio foram encontradas 45 bactérias do tipo Staphilococos e 32 do tipo Streptococos, no
Agar Mueller Hinton 40 bactérias do tipo Staphilococos e 24 do tipo Streptococos, e no Agar
EMB 10 bactérias do tipo Staphilococos e 6 do tipo Streptococos.

Tabela 2. Formato das bactérias

Forma  das Contagem Contagem Contagem de




bactérias de AP de MH EMB

Staphilococos 45 40 10
Streptococos 32 25 5
Total Geral 77 65 15

Para garantir a integridade do experimento, realizamos a inoculagdo e incubacdo pelo
mesmo periodo de tempo (36 horas) do soro que foi utilizado na coleta e no transporte das
amostras (o resultado final garantiu que ndo houve nenhum tipo de contaminagdo, pelo ndo
crescimento de coldnias nas placas inoculadas). Realizamos o mesmo experimento com trés
exemplares dos meios de crescimento utilizados sem adi¢do de qualquer amostra, obtendo €xito
no experimento, pelo ndo crescimento de colonias nos exemplares, e garantindo que as placas

ndo estavam previamente contaminadas, conforme esta descrito na Figura 5.

Figura 5. teste de integridade do soro e meios de crescimento

a- integridade do soro b- integridade dos meios
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Apo6s o término dos esfregacos para o teste de gram foi realizado o teste de catalase em
todas as placas, com a introdugao de peroxido de hidrogénio sobre todas as colonias crescidas,
com o auxilio de uma pipeta dosadora. O resultado positivo pdde ser observado pela formacao
de espuma sobre as colonias, e o resultado negativo pela ndo formagao de espuma. Os resultados
do teste de catalase podem ser observados no Grafico 3, ¢ tabela com todos os resultados pode
ser vista no ANEXO I deste artigo. No Grafico 3, no eixo vertical, ¢ indicado o nimero de
amostras (variando de 0 a 45), enquanto o eixo horizontal mostra os diferentes meios de cultura
avaliados. Os resultados estdo distribuidos em tres categorias, onde a cor azul representa os
resultados negativos, a cor laranja os resultados positivos, € a cor cinza representa os resultados
positivos/ negativos. Os resultados positivos/ negtivos sdo explicados porque no mesmo meio
de crescimento foram observados resultados positivos em uma das coldnias crescidas e
negativos em outras colonias.



Grafico 3. Resultados dos testes de catalase
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Os dados indicam a predominancia de resultados negativos na maioria das colonias
testadas, sendo mais evidente nos meios AP (Agar Padrio) ¢ MH (Mueller Hinton),
evidenciando. O meio EMB apresentou a maior diversidade nos resultados, incluindo todas as

categorias.

5 CONCLUSAO

Os resultados mostraram a presenca significativa de bactérias, com predominancia de
microrganismos Gram-negativos e, em menor quantidade, Gram-positivos. Além disso, foi
possivel identificar colonias pertencentes aos géneros Staphylococcus e Streptococcus,
corroborando a diversidade microbiana esperada nesse tipo de amostra

Os achados ressaltam a importancia dos calgados como vetor de microrganismos
potencialmente patogénicos, reforcando a necessidade de medidas preventivas, como
higienizacao regular e barreiras sanitarias em locais de grande circulacdao. Apesar das limitagdes,
como o nao isolamento de espécies especificas e o pequeno tamanho amostral, o estudo contribui
para uma melhor compreensao da microbiota presente em superficies frequentemente expostas a
diferentes ambientes.

A partir dos resultados, recomenda-se a realizacao de pesquisas futuras que aprofundem
a identificagdo de espécies bacterianas e avaliem a resisténcia antimicrobiana desses
microrganismos. Assim, serd possivel expandir o conhecimento sobre os riscos a satde publica

decorrentes a contaminagao microbiologica associada aos calgados.



Conclui-se que o controle da microbiota em ambientes coletivos ¢ fundamental para a
preveng¢do de infecgdes, e os dados obtidos no presente estudo reforcam a relevancia de praticas

sanitarias nesse contexto.
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Anexo | - Resultados dos testes de catalase

lj Local de Coleta AP EMB MH
1 Carlos Chagas, MG Positivo Positivo Positivo
2 Franciscopolis, MG Positivo Sem crescimento  Positivo
3 Sao jacinto Pinto, T.O, MG Positivo Sem crescimento  Positivo
4 Jardim Iracema, T.O MG Positivo Positivo Positivo
5 Manoel Pimenta, T.O, MG Positivo/Negativo  Sem crescimento POSIUYO/
Negativo
6 Pescador, MG Positivo/Negativo  Positivo Positivo
7 Bairro Marajoara, T.O, MG Positivo Positivo Positivo
8 Carlos Chagas MG Positivo Sem crescimento  Positivo
9 Hospital Santa Rosalia, T.0, Positivo Positivo Positivo
MG
(1) Ouro Verde, MG Positivo Sem crescimento  Positivo
1 Hospital Santa Rosalia, T.O, Positivo Positivo Positivo
1 MG
1 Bairro Manoel Pimenta, T.O, .. . ..
Positivo Sem crescimento  Positivo
2 MG
; Ipiranga, T.O, MG Positivo Sem crescimento  Positivo
‘1‘ Escola Grao Para, T.O, MG Positivo Sem crescimento  Positivo
; Marajoara, T.O, MG Positivo/Negativo Sem crescimento  Positivo
é Novo Cruzeiro, MG Positivo Sem crescimento  Positivo
; Carai, MG Positivo Sem crescimento  Positivo
; Centro, T.O, MG Positivo Positivo Positivo
; Bairro Tabajaras, T.O, MG Positivo/Negativo  Positivo Positivo
g Sao Diogo, T.O, MG Positivo Positivo Positivo
i Bela Vista, T.O, MG Positivo Sem crescimento  Positivo
; Carai, MG Positivo Positivo Positivo
; Bairro Manoel Pimenta, T.0, Positivo Positivo Positivo

MG
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Setubinha, MG

Novo Cuzeiro, MG

Catuji, MG

Vila Pedrosa, T.O, MG
Centro, T.O, MG

Centro, T.O, MG

Carai, MG

Bairro Sao Jacinto, T.O, MG
Bairro Séo Jacinto, T.O, MG
Medina, MG

Mucuri, MG

Novo Oriente, MG

Bairro Sdo Jacinto, T.O, MG

Malacacheta, MG

Hospital Santa Rosalia, T.O,
MG

Novo Oriente, MG
Distrito de Carai
Ouro Verde, MG

Centro, T.O, MG

Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo/Negativo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo

Positivo

Sem crescimento
Sem crescimento
Sem crescimento
Sem crescimento
Positivo

Sem crescimento
Sem Crescimento
Sem crescimento
Sem crescimento
Positivo/Negativo
Sem crescimento
Positivo/negativo
Positivo
Negativo

Sem crescimento
Sem crescimento
Sem crescimento
Sem Crescimento

Sem crescimento

Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo

Positivo

Positivo/
Negativo

Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo

Positivo




Anexo Il — Resultados dos testes de Gram

Teste de Gram

N° Agar Padrao MH EMB

1 Gram + Gram + Gram -

2a Gram + Gram +

2b Gram - Gram -

3a Gram - Gram -

3b Gram - Gram -

3c Gram - Gram -

4a Gram + Gram + Gram -

4b Gram +

5a Gram + Gram - Sem Crescimento
5b Gram -

6a Gram - Gram - Gram -

6b Gram - Gram -

7a Gram - Gram - Gram -

7b Gram -

8a Gram - Gram + Sem Crescimento
8b Gram + Gram - Sem Crescimento
9a Gram - Gram - Gram -

9b Gram - Gram -

10a Gram + Gram + Sem Crescimento
10b Gram + Gram +

11a Gram - Gram + Gram -

11b Gram - Gram -

12a Gram - Gram - Sem Crescimento
12b Gram + Gram -

13a Gram - Gram - Sem Crescimento
13b Gram - Gram -

14 Gram - Gram - Sem Crescimento
15a Gram - Gram + Sem Crescimento
15b Gram - Gram -

16a Gram - Gram - Sem Crescimento
16b Gram - Gram -

16¢ Gram -

17a Gram - Gram - Sem Crescimento
17b Gram - Gram -




18a
18b
19a
19b
19c¢
20a
20b
21a
21b
22a
22b
23a
23b
23c
24a
24b
25a
25b
26a
26b
27a
27b
28a
28b
29a
29b
30

31a
31b
32a
32b
32c¢
33a
33b
34a
34b
35a
35b
35¢
36a
36b
36¢
37a
37b
38

39a
39b

Gram -
Gram -
Gram +
Gram -

Gram -

Gram -

Gram +
Gram -
Gram -
Gram -
Gram -
Gram +
Gram +
Gram +
Gram +
Gram -
Gram -
Gram -
Gram -
Gram -

Gram -
Gram +
Gram +
Gram +
Gram -
Gram -
Gram -
Gram -
Gram +
Gram -
Gram -
Gram +
Gram -
Gram -
Gram -
Gram -

Gram +
Gram +
Gram +
Gram -
Gram -

Gram -

Gram -
Gram -
Gram +
Gram -
Gram +
Gram -
Gram +
Gram +

Gram -

Gram +

Gram +

Gram -
Gram +
Gram -

Gram -
Gram -
Gram -
Gram -
Gram -
Gram -

Gram -

Gram +
Gram +
Gram +
Gram -
Gram -
Gram -
Gram -
Gram -
Gram -
Gram -
Gram +

Gram +
Gram +

Gram -

Gram -

Gram -

Sem Crescimento

Gram -

Gram -

Gram -

Sem Crescimento

Sem Crescimento

Sem Crescimento

Sem Crescimento

Gram -

Sem Crescimento

Gram -
Sem Crescimento

Sem Crescimento

Gram -

Gram -

Sem Crescimento

Gram -

Sem Crescimento

Sem Crescimento

Sem Crescimento
Sem Crescimento



40a
41b
41a
41b
42

43a
43b

Gram -
Gram +
Gram -

Gram +
Gram +
Gram -

Gram -
Gram -
Gram -
Gram -
Gram +

Gram -

Sem Crescimento

Sem Crescimento

Sem Crescimento
Sem Crescimento

Anexo Il - Resultados da analise microscépica das coldnias de bactérias.

NO

AP

MH

EMB

1
2a
2b
3a
3b
3c
4a
4b
5a
5b
6a
6b
7a
7b
8a
8b
9a
9b
10a
10b
11a
11b
12a
12b
13a
13b
14
15a
15b
16a
16b
16¢
17a
17b
18a
18b

Estafilococos
Estafilococos
Estafilococos
Estafilococos
Estafilococos
Estafilococos
Estafilococos
Estreptococos
Estafilococos

Estreptococos
Estreptococos
Estafilococos

Estreptococos
Estafilococos
Estafilococos
Estafilococos
Estafilococos
Estafilococos
Estafilococos
Estafilococos
Estafilococos
Estreptococos
Estafilococos
Estreptococos
Estafilococos
Estreptococos
Estafilococos
Estreptococos
Estreptococos

Estafilococos
Estafilococos
Estafilococos
Estafilococos

Estafilococos
Estafilococos
Estafilococos
Estafilococos
Estafilococos
Estafilococos
Estafilococos

Estreptococos
Estafilococos
Estreptococos
Estafilococos
Estafilococos
Estafilococos
Estafilococos
Estafilococos
Estreptococos
Estreptococos
Estreptococos
Estreptococos
Estafilococos
Estreptococos
Estafilococos
Estreptococos
Estafilococos
Estafilococos
Estafilococos
Estreptococos
Estreptococos
Estafilococos
Estafilococos
Estafilococos
Estreptococos
Estafilococos
Estafilococos

Estafilococos

Estafilococos

Estreptococos

Estreptococos

Estafilococos

Estafilococos




19a
19b
19c¢
20a
20b
21a
21b
22a
22b
23a
23b
23c
24a
24b
25a
25b
26a
26b
27a
27b
28a
28b
29a
29b
30

31a
31b
32a
32b
32c
33a
33b
34a
34b
35a
35b
35¢
36a
36b
36¢
37a
37b
38

39a
39b
40a

Estreptococos
Estreptococos

Estreptococos

Estreptococos

Estreptococos
Estreptococos
Estreptococos
Estafilococos
Estreptococos
Estafilococos
Estafilococos
Estafilococos
Estreptococos
Estafilococos
Estreptococos
Estafilococos
Estafilococos
Estreptococos

Estreptococos
Estafilococos
Estafilococos
Estafilococos
Estreptococos
Estafilococos
Estreptococos
Estafilococos
Estreptococos
Estreptococos
Estreptococos
Estafilococos
Estafilococos
Estafilococos
Estreptococos
Estafilococos

Estafilococos
Estreptococos
Estafilococos
Estreptococos
Estreptococos
Estreptococos

Estreptococos
Estreptococos
Estreptococos
Estreptococos
Estafilococos

Estreptococos
Estreptococos
Estreptococos

Estreptococos

Estreptococos

Estafilococos

Estreptococos
Estafilococos

Estreptococos

Sem amostra
Estreptococos
Estreptococos

Estreptococos
Estreptococos
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Estreptococos
Estreptococos
Estafilococos
Estreptococos
Estafilococos

Estafilococos

Estafilococos

Estreptococos
Estafilococos

Estreptococos
Estreptococos
Estreptococos
Estreptococos
Estreptococos
Estreptococos
Estreptococos
Estafilococos

Estafilococos
Estafilococos

Estreptococos

Estreptococos

Sem amostra

Sem amostra
Sem amostra

Estafilococos

Estafilococos

Estafilococos

Estafilococos



41b
41a
41b
42

43a
43b

Estafilococos
Estafilococos

Estafilococos
Estreptococos
Estafilococos

Estreptococos
Estafilococos
Estafilococos
Estafilococos
Estreptococos
Estreptococos
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