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COMPORTAMENTOS EM LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA

Os laboratorios de Microbiologia sdo locais especiais, ambientes por vezes Unicos, capazes de
promover a disseminacdo de agentes causadores de doencas infecciosas nas pessoas que neles
trabalham ou com quem estas contactam.

Qualquer microorganismo, por mais indcuo que seja, interage com o meio e com as outras formas
de vida que o envolvem. Porque esta interacgao pode ser indesejavel ou mesmo perigosa, ha que
observar algumas regras durante as operac@es laboratoriais com microorganismos.

As regras e comportamentos que se determinam pretendem também contribuir para evitar a
propagacdo de contaminacgdes cruzadas, susceptiveis de perturbar o sucesso das experiéncias
laboratoriais dos proprios e de terceiros.

NIVEL DE SEGURANCA 1

O nivel do risco associado ao contacto dependera do microorganismo propriamente dito, seu
tipo, forma e quantidades, das formas de vida e do tipo de contacto que é estabelecido e da
duracéo desse contacto.

Tendo em conta principalmente a seguranca dos operadores, consideram-se geralmente quatro
niveis de seguranca biolégica ("Biohazard") dependentes da perigosidade para o homem ou para o
ambiente dos microorganismos que ai sdo manipulados. Estéo tipificados os graus de contencéo
requeridos para os diferentes niveis de seguranca biol6égica.

Nos trabalhos que se desenvolverdo no laboratdrio durante a execucgéo das praticas aplicar-se-a
um nivel de seguranca 1, adequado para ensino e treino para graduacgao universitaria. Este nivel
de seguranca bioldgica ndo requer mais que a pele do préprio operador como barreira de
contencdo, porque os microorganismos utilizados néo representam risco especial para o homem,
guando manipulados de acordo com boas praticas laboratoriais, nem para o ambiente.

Um microorganismo normalmente néo associado a doengas humanas podera, contudo, ser lesivo
em situagdes particulares, como a imunodeficiéncia ou outras.

REGRAS

Para além do risco para o operador, associado a manipulacdo de microorganismos, as
experiéncias que se realizar@o sdo certamente novidade para alguns dos estudantes, com
experiéncia laboratorial limitada e rotinas de boas préaticas laboratoriais ndo estabelecidas.
Importa, por isso, prevenir. E preciso proteger a saide do proprio experimentador e de terceiros,
gue também poderéo ser alvo de praticas menos adequadas. O sucesso das experiéncias
dependera do grau de rigor com que as mesmas forem executadas e dos baixos niveis de
contaminacdes cruzadas que for possivel manter.

E boa pratica observar, cumprir e fazer cumprir as regras, procedimentos e comportamentos que
se indicam:

Acesso

O acesso ao laboratério de microbiologia € restrito as pessoas qualificadas para o efeito, que
incluem os estudantes / formandos apenas durante os periodos de aulas previstos.

Bata

O uso de uma bata comprida, limpa e devidamente ajustada ao corpo € indispensavel sempre
gue se opere em laboratdério. A bata protege o operador e 0 seu vestuario de eventuais
acidentes. Idealmente a bata devera ser usada apenas no laboratoério de microbiologia, sendo
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vestida a entrada e despida a saida. Desta forma, além de proteger o experimentador, a bata
minimiza o transporte de microorganismos exteriores para o laboratdrio, permitindo a
manutencédo de uma baixa carga contaminante e evita a propagacado indesejavel no exterior dos
microorganismos manipulados no laboratorio.

Cabelos

Os cabelos compridos deverdo sempre ser atados e nédo é permitido o uso de pecas de vestuario
soltas, como batas desabotoadas, lencos de pescoco ou gravatas soltas. Além da movimentacédo
excessiva de ar que provocam, a sua eventual inflamacéo nos bicos de gas podera ter
consequéncias desastrosas.

Maos

A entrada e a saida do laboratorio é preciso lavar bem as mé&os com abundante agua e sabao,
também para minimizar as contaminacdes cruzadas. Dependente do tipo de microrganismo a
manipular, o uso de luvas impermedaveis, mascaras ou outras proteccdes, podera ser exigivel.
Mesmo quando normalmente ndo recomendado, o uso de luvas podera ser necessario em
situagdes de solucdo de continuidade na pele das maos do operador.

Comer e beber

E expressamente proibido comer, beber, fumar, manipular lentes de contacto ou aplicar
cosméticos durante a execucdo de experiéncias laboratoriais. Usar sempre pipetas mecanicas,
nunca pipetar com a boca. E aconselhavel adquirir o habito de manter as méos longe da boca.

Bancada de trabalho

O local de trabalho devera estar sempre devidamente limpo, para o que se impde proceder a
desinfeccdo da bancada antes de iniciados os trabalhos, para ndo permitir a contaminacéo das
préprias experiéncias com microrganismos de sessdes anteriores, e depois das manipulacGes
terminadas para minimizar a propagacao dos microorganismos com que se operou.

Livros e cadernos

SO é permitido levar para a bancada o material de apoio estritamente indispensavel a execucao
do trabalho, como o protocolo experimental, um bloco de notas ou um caderno e um lapis. Todos
0s restantes pertences do operador, como pastas, casacos ou sacos deverdo ser acondicionados
em local proprio, antes de iniciada a experimentagao.

Materiais

Todo o equipamento e material de laborat6rio amovivel, utilizado durante a experimentacéo,
devera ser reposto no local indicado depois de concluida a sua utilizacédo. Particularmente as
placas e tubos contaminados para rejeitar deverdo ser desinfectados ou colocados em local
préprio para descontaminacéo.

Acidentes

Qualquer acidente devera ser de imediato reportado ao responsavel pela sessdo de trabalho.
Liquidos ou outro material infectado, inadvertidamente transferidos para fora dos contentores a
gue se destinam deveréo ser de imediato desinfectados com o apoio do responsavel.
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Planeamento

N&o iniciar qualquer experiéncia sem o conveniente planeamento. O conhecimento e
compreensdo prévios dos procedimentos experimentais, grelhas adequadas para registo dos
resultados e a efectiva disponibilidade de todos os recursos materiais necessarios constituem
elementos importantes para o sucesso das experiéncias. O tempo "perdido" num planeamento
inicial é largamente compensado pelo nivel da aprendizagem conseguido e pela prevencéo da
necessidade de repeticdo de experiéncias eventualmente bloqueadas.

PROCEDIMENTOS GERAIS

Todos os procedimentos deverdo ser efectuados tendo em mente a minimizacdo da
contaminacdo do material em uso e a formacéo de aerossois ou respingos. A manipulacéo de
microorganismos viaveis ou de meios de cultura em placas ou tubos nédo fechados devera se
efectuada nas proximidades da chama, onde o ambiente € menos propicio a contaminacao com
outros agentes aéreos. Correntes de ar ou insectos voadores deverdo ser evitados, quanto
possivel. Também no mesmo sentido deverdo ser evitadas movimentacdes ou conversas
desnecessarias durante a execucdo dos procedimentos laboratoriais.
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REGISTOS E RELATORIOS

E conveniente usar um bloco ou caderno para registo de todas as ocorréncias e dos resultados da
experimentacgdo. Sugere-se o0 uso de caderno de laboratério, de preferéncia com folhas ndo
amoviveis, por forma a que ndo sejam eliminadas notas ou registos considerados irrelevantes na
altura, como sucede com frequéncia quando se passam os apontamentos "a limpo", mas de
grande utilidade para consulta futura para eventual repeticdo da experiéncia. O rigor e
pormenor dos registos efectuados facilitardo a aprendizagem, a interpretacédo dos resultados
obtidos e a redaccao posterior do relatério do trabalho.

Um qualquer relatdrio de uma experiéncia laboratorial deverd documentar de forma téo
completa quanto possivel o procedimento executado e os resultados obtidos. Para além disso
devera ser também objectivo do relator redigir um documento compreensivel para o leitor e
susceptivel de apoiar a eventual repeticdo da mesma experiéncia em idénticas condicoes.

Para a elaboracéo dos relatdrios sugerem-se, como orientacdo, as seguintes seccoes:

Titulo - Identificador do conteldo do relatério.

Resumo - Pequeno texto de que constem o0s objectivos almejados e as conclusdes obtidas.
Objectivo - Razéo de ser do trabalho realizado.

Introducéo - Dados conhecidos que justificam a realizacédo da experiéncia relatada.

Palavras chave - Termos directamente relacionados com o trabalho.

Material e reagentes - Listagem exaustiva do equipamento, reagentes e outro material usado

Protocolo experimental - Marcha geral dos procedimentos aplicados. Deveréo ser relatados os
procedimentos concretos executados, com referéncia a eventuais desvios relativamente ao
procedimento recomendado / descrito.

Resultados - Registo das observacdes efectuadas e dos dados recolhidos.
Discusséo - Comentario critico aos resultados obtidos.

Concluséo - Descricdo do cumprimento ou incumprimento do objectivo, decorrente dos
resultados obtidos.

Nota critica - Comentario a globalidade da experiéncia, com recomendacfes para a sua
repeticao.

Bibliografia - Referéncias consultadas ou utilizadas para a realizac@o do trabalho.
Dependente do tipo do trabalho executado e da forma do relatério, algumas das seccGes

descritas poderdo ser fundidas, como "Resultados e discussdo" ou "Discussdo e conclusdes”, por
exemplo.




TECNICAS LABORATORIAIS BASICAS EM MICROBIOLOGIA

Os microorganismos sdo ubiquos. Podem encontrar-se no solo, no ar, na agua, na comida, nos
esgotos e nas superficies corporais, entre outros locais. Ou seja, existem por todo o lado a nossa
volta, o nosso ambiente esta repleto de microorganismos. A microbiologia separa estas
populacBes mistas em espécies individuais para efeitos do seu estudo. Uma cultura que contenha
uma Unica espécie de células é designada por cultura pura. Para isolar e estudar os
microorganismos em cultura pura, o microbiologista necessita de equipamentos laboratoriais
bésicos e da aplicacdo de técnicas especificas usando materiais particulares:

Equipamento | Autoclave

Esterilizacdo

Ansas e agulhas. Pipetas
Transferéncia de culturas
Banhos de agua e estufas
Céamaras de cultura
Frigorificos

Materiais Meios de cultura

Caldo nutritivo
Semi-sélido

Solido

Agar em rampa

Agar profundo

Placas de agar

Tubos para cultura, Placas de Petri
Técnicas Espalhamento

Riscado

Incorporacao / diluicdo

MEIOS DE CULTURA

A sobrevivéncia e o suporte de vida dos microorganismos depende do fornecimento adequado de
nutrientes e convenientes condi¢des para o seu crescimento. Quanto aos nutrientes, grande
parte dos microorganismos apenas necessitam de substancia solUveis de baixo peso molecular,
usualmente originadas pela degradacao enzimatica de outros nutrientes mais complexos. Uma
solucdo contendo estes nutrientes é designada como meio de cultura. Em geral, os meios de
cultura sao liquidos, semi-solidos ou sé6lidos. Um meio liquido sem agente solidificante é
designado por caldo nutritivo. Um caldo nutritivo suplementado com um agente solidificante,
usualmente o agar, origina um meio so6lido ou semi-solido. O agar é um extracto de algas
marinhas, um carbo-hidrato complexo que contem maioritariamente galactose e possui muito
pouco valor nutritivo. O agar € muito adequado como agente solidificante porque se liquefaz a
100°C e solidifica a 40°C. Devido a estas propriedades, 0s microorganismos, em especial 0s
patogénicos, podem ser cultivados a temperaturas da ordem dos 37°C sem receios de liquefaccéo
do meio solidificado. Um meio de cultura bem solidificado exige uma concentracdo de agar da
ordem dos 1,5 a 1,8%. Uma concentracao inferior a 1% resulta num meio semi-sélido. A grande
vantagem e utilidade do meio sélido reside no facto da existéncia de uma superficie dura, em
gue os microorganismos podem crescer, adequada a utilizacdo de técnicas especiais para o
isolamento de colo6nias separadas. Cada coldnia é formada por um conjunto de células
resultantes da multiplicacdo de uma Unica célula e representa o crescimento de uma espécie
microbiana Unica. Uma colénia bem definida e isolada constitui uma cultura pura. Alem disso, 0
agar quando ainda sélido a temperatura elevada, pode ser distribuido por tubos de ensaio que,
depois de arrefecidos e solidificado o meio servem para a cultura em profundidade, para teste
da producéo de géas, ou em meio inclinado para cultura em rampa, para teste de caracteristicas
ou preservacao de culturas.
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Para além das necessidades nutritivas, varios outros factores ambientais precisam de ser
controlados para o sucesso da cultura dos microorganismos, como sejam o pH, a temperatura, o
ambiente gasoso ou a pressdao osmotica.

ESTERILIZACAO

A esterilizagcdo é ponto-chave para o sucesso do trabalho em microbiologia. Para trabalhar em
condicOes de esterilidade é fundamental o uso de material estéril e a aplicacéo de técnicas
adequadas. A esterilizacéo é processo pelo qual sdo eliminadas todas as formas de vida de
gualquer meio ou material. As principais técnicas para a esterilizacédo de rotina no laboratoério de
microbiologia sdo as seguintes:

Calor Calor seco (ar quente)

160°C a 180°C durante 1/2 hora a 3 horas

Material de vidro em vazio

Calor humido (vapor)

Circulagéo de vapor a 100°C. Esterilizacédo intermitente
(solugBes termo-labeis)

Autoclave. Vapor sob pressédo, temperaturas acima dos 100°C
(meios de cultura, solucGes termo-estaveis)

Filtragcdo Membranas filtrantes com poros de 0,05 um a 0.8 um
Remocéao de microorganismos de solucGes termo-labeis por
filtracé@o
Produtos Oxido de etileno

quimicos | Material de pléastico
Beta-propiolactona
Tecidos vivos, materiais bioldgicos

TUBOS DE CULTURA E PLACAS DE PETRI

Tubos de ensaio em vidro e placas de Petri em vidro e plastico constituem os principais suportes
para o desenvolvimento das culturas de microorganismos. Um meio nutritivo adequado na forma
de caldo nutritivo ou de agar é usado em tubos de ensaio, enquanto nas placas de Petri apenas
se usa meio solido. Um ambiente estéril é preservado nos tubos de cultura por varios tipos de
tampas. Historicamente é o rolhdo de algodao hidrofobo, desenvolvido por Schroeder e von
Dusch no século dezanove. Hoje em dia, a maior parte dos laboratérios usam tampas em forma
de manga, em metal ou plastico resistente ao calor. A vantagem destas tampas reside no facto
de ndo exigirem tanto trabalho na sua preparacéo e serem mais facilmente removidas e
reintroduzidas nos tubos.

As placas de Petri disponibilizam uma maior superficie para cultura e crescimento dos
microorganismos. Sdo compostas por uma base circular inferior, onde é colocado o meio e por
uma tampa do mesmo formato e ligeiramente maior que se encaixa na base. Existem placas de
Petri de varias dimensdes para diferentes exigéncias laboratoriais. Na rotina sdo usadas placas de
aproximadamente 15 cm de diametro. O meio nutritivo estéril, contendo agar, num volume de
15 a 20 ml é vertido nas placas quando ainda quente apds fusdo do agar e deixado arrefecer a
temperatura inferior a 40°C. Depois de inoculadas com 0s microorganismos as placas sao
incubadas em posicdo invertida para evitar que as gotas de condensacdo, formadas na tampa
durante o arrefecimento do agar, caiam sobre a superficie do agar.

INSTRUMENTOS PARA TRANSFERENCIA DE CULTURAS

Existe a necessidade de transferir os microorganismos de um meio de cultura para outros, desde
culturas de armazenamento e manutencédo para culturas de analise, para o isolamento de
culturas puras ou para a expansdo da massa de microorganismos. E o processo de subcultura que
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tem de necessariamente ser efectuado com técnica estéril para evitar potenciais contaminac6es
das subculturas.

As ansas e agulhas, usualmente fabricadas com metais inertes como a platina e inseridas em
cabos proprios para a manipulacdo, sdo instrumentos muito duraveis de facil utilizacdo. Sao
facilmente esterilizaveis no momento da sua utilizacédo por incineracdo a chama, numa posicao
guase vertical até o metal ficar ao rubro. Importara depois deixar arrefecer entre 10 a 20
segundos, fora da chama, mas na sua proximidade, onde a carga de microorganismos ambientais
viaveis é inferior. Depois de arrefecidos, para ndo inactivar os microorganismos a transferir,
podem ser usadas para "picar' uma cultura sélida ou liquida e inocular outro meio. Uma vez
esterilizada, a ansa devera ser de imediato utilizada antes de ser de novo colocada na bancada.

As pipetas sdo outros dos instrumentos de transferéncia de culturas de uso muito generalizado.
Sao calibradas e permitem a transferéncia de quantidades de culturas liquidas preestabelecidas.
Sao de vidro ou plastico, com uma extremidade afilada e outra para a aspiracédo e expulséo do
liquido que contenham. Podem ser esterilizadas por calor seco ou himido, conforme o tipo de
material de que séo constituidas. Apesar de tradicionalmente serem instrumentos para "pipetar a
boca" é proibido usar a boca para aspirar microorganismos. Existem auxiliares mecanicos
disponiveis para o efeito, como peras de borracha ou corpos de seringa que se adaptam na
extremidade larga da pipeta.

CAMARAS DE CULTURA

Das condigfes para crescimento dos microorganismos, uma das mais relevantes é a sua
temperatura 6ptima de crescimento. As estufas séo usadas para a manutencéo da temperatura
Optima dos microorganismos em crescimento durante o periodo de cultura. Sdo camaras em que
a temperatura ambiente interior é controlada por termostato, de forma a que a mesma seja
mantida dentro de limites apropriados para o crescimento celular. Usam em geral um sistema de
circulacdo de ar aquecido e, para evitar a desidratacdo dos meios em incubacgdo, deveréo conter
também uma fonte de vapor de agua (um copo com agua no seu interior, por exemplo).

Os banhos de agua (banho-maria) com agua a temperatura controlada por termostato constituem
outro dos instrumentos frequentemente empregues para a criagdo das condi¢des de temperatura
optima de crescimento dos microorganismos. O intimo contacto da agua a temperatura
controlada com o recipiente onde crescem 0s microorganismos apresenta a vantagem de permitir
uma mais rapida e eficaz transferéncia do calor. Além disso, os banhos com agitacao facilitam
também o arejamento das culturas, de grande importancia para o crescimento dos
microorganismos aerobios. A desvantagem do banho de agua reside no facto de sé poder ser
usado para as culturas em meio liquido, ao contrario das estufas de ar, que servem tanto para
culturas em meio liquido como em meio sélido.

FRIGORIFICO

O frigorifico € outra das pecas fundamentais em laboratério de microbiologia. O ambiente de
baixa temperatura que disponibiliza é da maior relevancia para a manutencéo e armazenamento
das culturas em fase de ndo crescimento entre os periodos de subcultura, e para a conservacéao
dos meios esterilizados e outros reagentes. Também as solucdes e compostos termo-labeis tém
periodos de conservagdo mais alargados quando armazenados a baixas temperaturas.
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METODOS DE ESTERILIZACAO

Esterilizacdo € um processo que elimina todos 0s organismos vivos que se encontrem a superficie
ou no interior de um material, podendo ser alcancado pela exposicdo do material a agentes
letais fisicos ou quimicos ou, no caso dos liquidos, pela separacdo mecéanica dos organismos
através de filtracGes. Existem muitas formas de esterilizar materiais e meios, e a sua escolha
depende da natureza dos materiais a serem esterilizados bem como da disponibilidade de meios
de trabalho.

A nocéo de esterilidade (estéril = infecundo) encontra-se frequentemente associada a duas
outras: a de assepsia (auséncia de sepsis = putrefaccéo) e a de desinfeccéo (livrar da infecgéo).
Estes significados literais correspondem, de facto, as nocdes técnicas destas terminologias. Em
microbiologia referimo-nos a esterilizacdo quando se pretende impedir a propagacdo de
microorganismos; a assepsia quando se pretende trabalhar em ambiente desprovido de
microorganismos e a desinfeccéo quando se aplicam técnicas destinadas a eliminar
microorganismos potencialmente patogénicos para o operador.

Destas noc¢Ges, a adquirir no exercicio da experimentacao que se desenvolvera na disciplina,
importa considerar em particular as técnicas que se utilizam em microbiologia para a eliminacéo
de microorganismos viaveis: a esterilizacdo.

ESTERILIZACAO PELO CALOR

A. Calor Himido

O aparelho mais usado para esterilizar materiais e meios de cultura é a autoclave. As autoclaves
trabalham a semelhanca de panelas de pressdo domésticas. As autoclaves de laboratorio operam
normalmente sob uma pressédo de 1,02 Bar a uma temperatura de 121°C. A autoclave esteriliza a
maioria dos materiais em 15-30 minutos, sendo a variacdo do tempo de esterilizacdo devida a
relacdo superficie/volume dos materiais a serem esterilizados.

Aspectos da esterilizacdo por vapor-pressao

Temperatura

Os endoesporos das bactérias sdo as formas de vida mais resistentes ao calor, e a sua destruicédo
pode ser conseguida se for aplicado vapor sobre pressdo. Uma temperatura de 121°C oferece
uma boa margem de seguranca se for mantida durante um espaco de tempo apropriado.

Humidade

A coagulacéo do protoplasma bacteriano em temperaturas moderadas requer humidade e ha
medida que esta é removida a temperatura necessaria para haver coagulacdo aumenta
rapidamente. Se o vapor for sobreaquecido ficard mais "seco" o que ocasiona um aumento da
temperatura e do tempo de exposi¢cdo para a esterilizagdo, que na situacdo extrema de
esterilizagdo em calor seco sera de 170°C durante uma hora. Em concluséao, vapor
excessivamente quente perde alguma da sua eficacia como agente letal para além de poder ser
lesivo para os materiais a serem tratados.

Presséao

A pressao, nos valores usados na autoclave, por si s6 ndo exerce qualquer efeito na esterilizacéo,
sendo Util para elevar a temperatura do vapor acima dos 100°C.
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Tempo

O tempo € necessario para que o vapor penetre e agueca 0s materiais a serem esterilizados.
Mesmo quando as temperaturas de esterilizacéo sdo atingidas, os esporos ( e as células
vegetativas) ndo sdo todos mortos de uma vez. A velocidade de morte € uma constante a uma
dada temperatura e por cada unidade de tempo de exposicdo ao agente letal, uma proporcéo
constante de uma dada populacédo € morta. Normalmente demora 11 a 12 minutos a 121°C (calor
humido) para matar os endoesporos das bactérias termofilicas.

Purga

O ar relativamente frio na camara de esterilizacdo € muito mais pesado que o vapor a
temperatura de esterilizacdo. Se néo for permitida a saida do ar cria-se uma estratificacéo no
autoclave que conduz a uma falta de uniformizagdo das temperaturas desenvolvidas. Uma vez
gue o ar e o vapor sdo lentos a misturarem-se, as diferencas de temperatura entre camadas pode
ser muito grande, por isso a necessidade de se substituir todo o ar por vapor (purga).

Natureza do carregamento

Geralmente, os materiais mais volumosos requerem um maior tempo de esteriliza¢éo, sendo
preferivel esterilizar pequenos volumes de cada vez, por exemplo é preferivel esterilizar 5
balBes de litro de cada vez do que esterilizar apenas um baldo com cinco litros. Os frascos
devem ser tapados com algoddo ou papel. Se for necessario usar rolhas roscadas, devem ir pouco
apertadas para a autoclave de modo a permitirem a saida de ar e entrada de vapor, evitando-se
assim o rebentamento de frascos na autoclave.

Procedimento para operacdo da autoclave

- Verificar as tampas dos frascos (ndo apertadas, para permitir a troca de gases com o exterior).

- Introduzir na autoclave o material a esterilizar.

Fechar a autoclave e apertar a tampa seguindo os cuidados adequados recomendados.

Abrir a torneira de saida de vapor para permitir a purga do ar no interior.

Ligar a corrente eléctrica e colocar o termostato para a posicdo maxima.

- Aguardar que a corrente de vapor que sai pela torneira seja bastante intensa. (Completa
substituicdo do ar no interior por vapor de agua)

- Fechar a torneira de saida do vapor.

- Aguardar que o termdémetro atinja a temperatura de esterilizacio desejada (121°C), ou que 0
indicador de pressdo marque 1,02 Bar.

- Reduzir a poténcia do termostato de modo a manter constante a temperatura.

- Atingida a temperatura de esterilizacao, iniciar a contagem do tempo (por exemplo 20
minutos).

- Desligar a autoclave.

- Aguardar até o indicador de presséo indicar 0.

- Abrir a torneira de purga (pode ainda haver pressao e o ar estara muito quente).

- Abrir a autoclave. Remover os materiais esterilizados,
(ATENCAO: os materiais esterilizados podem estar muito quentes)

- Depois do arrefecimento conveniente fechar os frascos mal roscados

B. Calor seco

O calor seco é usado para esterilizar material de vidro, outros materiais sélidos termoestaveis e
alguns componentes de meios ou alimentos que ficariam improprios se expostos ao vapor. Trata-
se também de um dos métodos de esterilizagdo mais usados e de muito facil aplicagdo. O
equipamento indispensavel é apenas uma estufa de alta temperatura (160 - 200°C). Para além de
ter de ser tida em conta a resisténcia térmica dos materiais a esterilizar por esta técnica, a
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outra precaucao a considerar prende-se com a minimizacédo da possibilidade de contaminar esses
materiais depois da esterilizacéo.

C. Esterilizacdo por gases

O recente incremento do uso de material de plastico de utilizacdo Unica ("disposable™) como
seringas, caixas de Petri, tubos de cultura, filtros, etc., levou ao desenvolvimento de uma nova
forma de esterilizacdo que usa gases toxicos para a eliminacao dos microorganismos de materiais
termo-sensiveis. A aplicacdo desta técnica requer a utilizacdo de equipamentos préprios que
forcem a circulacéo do gas toxico através de todas as superficies dos materiais, o que a torna de
dificil utilizacdo em laboratoérios de tipo nédo industrial.

O oxido de etileno é o gas usado com maior frequéncia neste tipo de esterilizacGes. Este gas, ao
contrario de muitos produtos quimicos toxicos, &€ pouco corrosivo e nao altera os materiais a
serem esterilizados, sendo facilmente removido por arejamento. As suas desvantagens incluem a
necessidade de longos periodos de exposicdo para se obter a esterilizacdo (varias horas), a
reactividade com componentes dos meios e certos tipos de plasticos e a necessidade de
equipamentos préprios e disponibilidade do gas, como se referiu.

D. RadiagBes

Alguns processos comerciais usam as radiacGes para a esterilizacdo a frio de certos materiais
como produtos farmacéuticos, por exemplo. A irradiacéo é o uso de radiacGes ionizantes de alta
energia que incluem raios gama produzidos a partir de cobalto-60 ou césio-139 e de raios
catodicos produzidos em geradores e aceleradores de electrdes.

A irradiacdo com luz ultravioleta ndo € uma forma muito satisfatéria de esterilizagcdo dada a sua
fraca capacidade de penetracio nos materiais e produtos a esterilizar. E, contudo, de utilizac&o
frequente na diminuicéo do nivel de contaminacéo de espacos confinados, como salas estéreis ou
pequenos ambientes.

E. Filtracdo estéril

O principal método para a esterilizacédo de liquidos que contenham componentes termo-sensiveis
tais como vitaminas, proteinas séricas e antibidticos, por exemplo, é a filtracéo.
Tradicionalmente os microbiologistas esterilizavam estes produtos recorrendo a filtros feitos a
partir de terra de diatomaceas e fibras de asbesto, previamente esterilizados em autoclave.
Presentemente estes filtros foram substituidos por filtros de acetato de celulose ou
policarbonatos nos quais os tipos de poros desenvolvidos permitem filtraces com elevados graus
de precisdo. Existem actualmente disponiveis no mercado filtros esterilizantes de varios poros e
capacidades filtrantes. Os mais frequentes e, por isso, mais acessiveis séo filtros de poros de
0,45 um ou 0,2 um de didmetro, que retém os microrganismos presentes nas solucoes.

Para esterilizar uma solucéo por filtracdo, ndo ha mais que passar essa solucéo através de um
destes filtros pela aplicacdo de uma pressao positiva no liquido a filtrar (filtros de seringa, por
exemplo) ou na rarefaccé@o do ar no contentor que recebe o filtrado. Em qualquer dos casos esta
técnica requer a recolha do filtrado em condicBes de assepsia para impedir a contaminacéo do
liquido esterilizado.
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O MICROSCOPIO

A Microbiologia é, por definicdo, uma ciéncia que estuda os organismos vivos demasiado
pequenos para poderem ser vistos a olho nu. Necessario serd, por isso, usar microscopios para
poder observar os microorganismos. Se bem que existam varios tipos de microscépios, todos eles
sdo basicamente constituidos por dois sistemas de lentes, uma fonte de luz e mecanismos
mecéanicos de ajuste das distancias focais.

COMPONENTES PRINCIPAIS DO MICROSCOPIO

O Microscdpio dptico

Platina

A platina do microscopio é uma S
plataforma com uma abertura central para Tubo
permitir a passagem da luz, abaixo dos Imagem no tubo
sistemas de lentes. Esta plataforma E—
constitui a superficie de suporte para
colocagdo das amostras. Em geral as
amostras de microorganismos sao
colocadas em laminas de vidro Platina

Objectivas

transparente sobre a abertura central da Condensador
platina. A maior parte dos microscopios S
tém também mecanismos mecanicos que iluminagéo

permitem a movimentagdo das laminas na
horizontal para posicionamento da
amostra.

Fonte luminosa

A fonte de luz encontra-se por baixo da amostra. A iluminacdo pode ser exterior ao microscopio,
natural ou artificial, conduzida para a amostra por espelhos que a concentram ou ser
proveniente de uma fonte prépria directamente dirigida por lentes.

Condensador

Este componente encontra-se imediatamente abaixo da platina e é constituido por lentes que
permitem a concentracdo da luz nos sistemas das lentes de amplificac@o, depois de passar pela
amostra a ser observada. Usualmente tem também acoplado um diafragma para regulacéo do
nivel de luminosidade adequado a observagao.

Lentes

O corpo do microscopio é constituido por um tubo onde estao alojados os dois sistemas de lentes
para ampliagdo. No cimo do tubo existem as oculares, por onde se observa, e no extremidade
inferior as objectivas que recolhem a luz proveniente da fonte de iluminac&o depois de passar
pela amostra. Um sistema mecanico permite aproximar e afastar a objectiva do objecto de
acordo com a ampliacdo a usar e para focagem.
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PRINCIPIOS TEORICOS

Para a utilizacéo eficiente do microscopio convird compreender os principios basicos do
microscopio, que a seguir se indicam.

Ampliacéo

A capacidade de ampliacdo depende dos conjuntos de lentes instaladas no tubo do microscépio:
a ocular e a objectiva. A objectiva, na parte inferior do tubo, produz uma imagem real
projectada no plano focal, imagem essa depois ampliada pela ocular para a producdo da imagem
final observavel. Os microscopios mais frequentes séo equipados com um tambor que contem
varias objectivas com diferentes capacidades de ampliacdo. A ampliacdo total da amostra resulta
do produto da capacidade de ampliacdo da objectiva pela capacidade de ampliacdo da ocular:

Ampliacéo Ampli_agép Tl
(Objectiva) (Ocular) (Otci)JCeuclg;/)a X
4 X 10 X 40 X
10X 10X 100 X
45 X 10 X 450 X
100 X 10 X 1000 X

Resolucdo

Apesar da ampliagdo ser importante, deve notar-se que néo € ilimitada pelo simples aumento da
capacidade de ampliacéo das lentes oculares e objectivas. A capacidade de ampliacdo das lentes
esta limitada pelo seu poder de resolucéo. O poder de resolucéo € definido pela capacidade da
lente em permitir a identificacdo de dois objectos adjacentes como entidades discretas. Quando
a discriminacéo deixa de ser possivel, isto é, quando dois objectos se confundem num sé, a lente
perdeu a sua capacidade de resolucdo. Maiores ampliacBes ndo corrigem esta perda, apenas
permitem a observacdo de imagens dos objectos cada vez mais difusas. O poder de resolucéo de
uma lente depende do comprimento de onda da luz, da abertura numérica, caracteristica de
cada lente e dependente do seu didmetro e da relacéo deste com a distancia focal e do indice de
refraccdo do material da lente.

lluminacdo

Para uma boa observacéo € necessario que a quantidade de luz seja apropriada a ampliacédo. A
iluminacao é regulada pelo condensador e pelo diafragma que permitem uma concentracéo da
luz na amostra em quantidades apropriadas. Demasiada luz obscurece o objecto, por falta de
contraste e luz insuficiente ndo permite a observagdo. A intensidade da luz para a observacéo
depende também do tipo de amostra a observar, do nivel da sua transparéncia e/ou
concentracao.
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Com regra, quando a ampliacéo das lentes aumenta, diminui a distancia de trabalho (entre a
objectiva e o objecto) e aumenta a abertura numérica (exige mais luz). As relagdes praticas
aproximadas entre as distancias de trabalho e as objectivas sé&o:

Objectiva Distancia de trabalho Objectiva Distancia de trabalho
4 X 9 -10 mm 45 X 0,5-0,7 mm
10 X 5-8mm 100 X 0,13 - 0,18 mm

OBSERVACAO AO MICROSCOPIO

Os passos que se indicam deverdo ser cumpridos para uma correcta e eficiente utilizacdo do
microscépio.

Afastar a objectiva da platina
Colocar a l1dmina na platina de forma a centrar o objecto da observacéo
Rodar o tambor das objectivas posicionando a de menor ampliacdo

Aproximar a objectiva da lamina a uma distancia inferior a prevista (ver tabela acima). Nunca
movimentar o tubo observando pela ocular.

Afastar a objectiva da lamina, observando pela ocular, até a obtencdo de uma imagem nitida

Regular a intensidade luminosa e focagem usando o diafragma (ou regulador da fonte de
iluminagdo) e o condensador

Centrar no campo visual o microorganismo a observar

Muitos microscépios uma vez focados com a objectiva de menor ampliacéo ficam focados para as
restantes

Rodar o tambor das objectivas para a ampliacdo pretendida (a observacdo com objectiva de 100
requer o uso de Oleo de imersao entre a lente e a lamina)

Acertar a focagem com o parafuso micrométrico
Observar e registar observagdo, movimentando a lamina na horizontal, se necessario

Remover a amostra. Limpar a platina e a lente. Posicionar a objectiva de menor ampliacéo.
Descer o tubo ocular.
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MORFOLOGIA DAS BACTERIAS

A morfologia dos microorganismos s6 pode ser observada ao microscopio. Mas devido ao seu
reduzido tamanho e ao seu indice de refraccdo, muito préximo do indice de refraccéo da agua,
ndo é facil a observacdo microscopica de microorganismos em geral e de bactérias em particular.
Sendo também, em geral, ndo pigmentadas, a observacdo microscopica so se torna acessivel
aumentando o contraste entre o meio envolvente e o conteddo celular. Para permitir o estudo
das propriedades das bactérias e classifica-las em grupos para efeitos de diagnéstico, varias
coloracdes bioldgicas e procedimentos especificos foram desenvolvidos.

CORANTES

Quimicamente um corante pode ser definido como um composto organico que contem um nucleo
benzénico ligado a um cromdéforo e a um grupo auxocrémico:

Benzeno Solvente organico incolor

+ Cromogénio:
Cromoforo | Grupo quimico que introduz cor no anel Composto corado (ndo corante) Corante
+ benzénico

Grupo quimico ligado ao cromogénio e que

Auxocromo . s
pode ligar-se as estruturas celulares

Um dos corantes frequentemente usados para contrastar o meio citoplasmatico de bactérias e
células é o azul-de-metileno. Quando em solucdo ioniza-se, originando um cromogénio
positivamente carregado, e reage reversivelmente com os componentes celulares de carga
negativa. A imagem documenta as trés partes constituintes do corante: nicleos benzénicos,
Croméforo (anéis aromaticos com duplas ligacGes) e o auxocromo (ido cloreto):

AZUL DE METILENO

.
(CH,), N s N (CH,),| ¢l

Quanto as suas caracteristicas iénicas, os corantes podem ser basicos ou cationicos (como o azul
de metileno) e acidos ou anidnicos que se ionizam em cromogénios de carga negativa e se ligam
as estruturas celulares de cargas positivas.

As técnicas de coloracdo podem subdividir-se em técnicas simples para visualizacao directa da
morfologia, como é exemplo o azul-de-metileno, ou diferenciais, que possibilitam a
discriminacgdo entre tipos morfoldgicos diferentes de bactérias ou determinadas estruturas
subcelulares.

Coloragdo do meio envolvente das Nigrosina
bactérias Tinta da china
(Morfologia - cocos, bacilos, etc. - e | Acidos
Coloracdo simples associagOes entre bactérias - pares, | Basicos
cadeias, cachos, etc.) Indiferenciados
Gram
Acido-resistente
Flagelos
Capsulas
Esporos
Nucleos

Coloragédo negativa

Tipos de
coloracdes Separacgédo entre grupos

Coloracao diferencial
Visualizacéo de estruturas
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Coloracdo de Gram

A coloracédo de Gram, desenvolvida em 1884, é a coloracao diferencial mais utilizada em
microbiologia e permite classificar as bactérias em dois grupos: as Gram negativas e as Gram
positivas.

GRAM positiva GRAM negativa
I - [ cptidoglicanc NN !m:;:ﬂ-l-:';-‘i.::

e T e

~ membrana

eriplasma
citoplazmica s

~— membrana

ijep'l'idugli:ann citoplasmica

Parede rigida Parede externa
Peptidoglicano + — +
Acido Teicoico — — +
Polisacaridos — — +
Proteina — — +
Lipopolisacaridos — + —
Lipoproteina +0uU — + —
Acido resistentes nunca sao podem ser
Sensibilidade a:
Sulfamidas pouco sensiveis muito sensiveis
Penicilina pouco sensiveis muito sensiveis
Azida de sodio pouco resistentes resistentes

O processo da coloracéo baseia-se na capacidade que certos microorganismos possuem em reter
a coloracéo do cristal violeta por descoloracdo com alcool, sdo as Gram positivas. As que se
deixam descorar, as Gram negativas, sdo depois contrastadas com um corante de cor diferente.

A capacidade de reter a coloracéao inicial, nas condi¢cdes do procedimento, é devida a diferente
estrutura da parede celular (ver imagem e tabela de caracteristicas). Em particular as varias
camadas do peptidoglicano existente nas bactérias Gram positivas sdo responsaveis por impedir a
remocédo dos complexos, que se formam entre o cristal violeta e o0 mordente (substancia que
aumenta a afinidade entre a célula e o corante), no passo da lavagem com alcool.

Basicamente a coloracédo de Gram consta de uma exposicédo inicial da bactéria ao cristal violeta,
apos o que é adicionada uma solucdo de iodo. O iodo penetra com facilidade na célula e forma
complexos insollveis com o cristal violeta. A adicdo do alcool no passo seguinte permite a
eliminacéo dos complexos por passagem através da fina camada de peptidoglicano das Gram
negativas, mas € insuficiente para os fazer passar através da grossa camada das gram positivas.
Depois da lavagem com o alcool, as Gram negativas, que ficaram descoradas, sdo contrastadas
com um segundo corante, de cor diferente e menos intenso que o primeiro. O passo critico é a
remocao dos complexos do cristal violeta - iodo pelo alcool. Um tratamento excessivo pode
descorar as bactérias Gram positivas e um tratamento insuficiente ndo removera a cor violeta
das bactérias gram negativas.
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MEIOS DE CULTURA

TIPOS DE MEIO

Existem varios tipos de meios em que as bactérias podem crescer. Os meios podem ser definidos
ou complexos.

Nos meios quimicamente definidos, quantidades determinadas de reagentes quimicos puros sdo
misturados para a preparacédo do meio de cultura. Contém, em geral, sais inorganicos que
incluem fontes de carbono e de azoto. Outros componentes indispensaveis ao crescimento
bacteriano sdo necessarios em tao pequenas quantidades que as pequenas contaminacdes dos
reagentes quimicos usados na preparacdo do meio sao suficientes.

Meios complexos, que contém todos os ingredientes necessarios ao crescimento do
microorganismo, sdo compostos por misturas de proteinas e outros extractos de origem biologica,
em que as quantidades precisas de cada aminoacido ou glicido, por exemplo, nédo sdo
conhecidas. Alguns dos componentes dos meios complexos sdo resultantes de digestdes
preliminares de produtos bioldgicos. Estas digestdes permitem uma melhor acessibilidade do
microrganismo aos materiais plasticos de que necessita. Peptonas e triptonas, hidrolizados
enzimaticos de proteina animal e de levedura, respectivamente, sao dois frequentes
constituintes dos meios complexos.

Um exemplo de cada um destes dois tipos de meio:

Meio definido Meio complexo
NaNO, 0.1 9/1 Triptona 5,0 g/I
KoHPO, 0.5 ¢g/1 Extracto de levedura 2,59/l
CaCO; 5.0 g/1 Glucose 1,0 g/1
MgSO, . 7 H,0O 0.2 g/I Agar 15,09/1
FeSO, . 7 H,0 0.005 g/I
NaCl 0.5 g/I

Para além de definidos ou complexos, os meios de cultura poderem também ser classificados de
outras forma, Nomeadamente:

Meios Enriquecidos - Quando contém também alguns importantes factores de crescimento como
vitaminas, aminoacidos ou componentes do sangue. S840 meios necessarios para fazer crescer
microorganismos mais exigentes;

Meios Selectivos - A utilizacdo deste tipo de meios permite a selec¢cdo de um microorganismo
particular de entre uma populacdo em que 0s restantes microorganismos presentes nao
conseguem crescer. Os aditivos para tornar estes meios selectivos sdo os antibiéticos ou outros
compostos toxicos;

Meios Diferenciais - Como o nome indica, este tipo de meio permite a separacdo de
microorganismos de diferentes caracteristicas, como a coloracéo das coldnias ou da regido
envolvente do meio de cultura.

Meios Salinos Minimos - S&o meios quimicamente definidos que contém apenas 0s sais inorganicos
indispensaveis ao crescimento bacteriano (o exemplo de meio definido atras € um meio salino
minimo). Uma determinada fonte de carbono pode ser adicionada, dependendo do tipo de
microorganismo a fazer crescer no meio.
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Alguns meios podem ser considerados, em simultaneo, englobados em mais de uma das
categorias indicadas. Um agar salino de manitol, por exemplo, € um meio complexo, diferencial
e selectivo.

PREPARACAO

A preparagao pratica de um meio de cultura é relativamente simples e pode ser conseguida com
sucesso se as regras seguintes forem devidamente aplicadas:

Usar sempre material de vidro bem lavado e enxaguado com agua destilada, para evitar
contaminacdes com detergentes ou outros quimicos;

Usar sempre espatulas limpas na pesagem dos componentes;

Os rétulos dos meios desidratados contem instrucdes para a sua preparacao e referéncia as
guantidades de agua para a sua dissolucéo;

Os componentes devem ser pesados individualmente para receptaculos individuais. Nunca
devolver ao frasco original quaisquer quantidades do componente removidas em excesso;

E preferivel adicionar os componentes a agua previamente colocada no vaso para a dissolucdo. O
contrario pode originar a formacédo de agregados colados ao fundo do frasco de dificil dissolugéo;

Se 0 meio contem muitos componentes é preferivel dissolvé-los individualmente antes de
efectuar a mistura. A adicdo de agar devera ocorrer no fim da preparacéo e s6 depois dos
restantes componentes ja se encontrarem dissolvidos;

Nao preparar nenhum meio se ndo for possivel esteriliza-lo de imediato;

Nunca autoclavar um meio em frasco que esteja a mais de meio. As rolhas ou tampas ndo
deverdo estar apertadas durante a autoclavagem.
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CONTAGENS DE MICROORGANISMOS

Os estudos em microbiologia obrigam com frequéncia a determinacao do nimero de
microorganismos num determinado volume, para caracterizagdo da populacdo presente numa
certa amostra, ou para avaliagdo do crescimento do microorganismo em consideracdo. Varios
métodos podem ser usados para o efeito, dependendo do tipo de microorganismo, dos recursos
laboratoriais disponiveis e do objectivo do estudo.

AVALIACAO DIRECTA

O método por ventura mais simples e rapido é executado por diluicdo da amostra e contagem
directa dos microorganismos ao microscopio.

Dada uma populacéo de microorganismos a quantificar, ha que dilui-la de forma apropriada e
contar o namero total de microorganismos num determinado volume da diluigdo. Existem
laminas de microscépio que contém camaras de contagem de volumes conhecidos. Estas cAmaras
permitem a determinacdo da concentracdo de microorganismos na amostra de partida por
calculos efectuados a partir do numero de microorganismos observados na superficie delimitada.

Sendo um processo pratico, nédo é, contudo, aplicavel a fungos ou bolores, por exemplo, onde é
dificil identificar células individuais ao microscopio. Para estas situacGes, outras medidas
indirectas sdo aplicaveis. A pesagem da matéria seca (ap6s eliminacdo do meio de cultura ou
solvente) constitui um indicador da massa presente na amostra, por exemplo.

A avaliacdo da capacidade de uma suspensdo de microorganismos em dispersar e absorver a luz
incidente &, dentro de certos limites, proporcional a concentracéo da matéria insolivel em
suspensdo. Utilizando espectrofotometros apropriados € possivel construir curvas de absorcéo, de
dispersdo ou reflexdo da luz em funcdo da concentracdo de determinado microorganismo em
suspensdo. Dada uma amostra problema, o seu comportamento face a um raio de luz incidente
permite posicionar o resultado observado na curva padrdo e assim determinar a sua
concentracao relativa.

Quaisquer destes métodos permitem determinar o niUmero de microorganismos numa unidade de
volume da amostra em estudo, mas ndo fornece indicagdes sobre as concentracdes de
microrganismos viaveis ou cultivaveis.

CONTAGEM DE VIAVEIS

Os métodos de contagem apos crescimento permitem a avaliacdo das populacGes de
microorganismos viaveis e baseiam-se na capacidade de desenvolvimento de uma cultura (ou
coldnia), a partir de uma Unica célula. A partir da amostra em estudo procede-se a diluicdes
sucessivas, inoculacdo de meios de cultura apropriados e avaliacdo do nimero de
microorganismos cultivaveis.

Quando se pretende determinar o niUmero de microorganismos presentes em amostras de leite ou
agua, por exemplo, usa-se a chamada técnica de contagem em placa. Estas contagens sdo
efectuadas por incorporacdo de um volume conhecido da amostra (frequentemente diluida), em
agar nutritivo adequado e conveniente incubacdo. Da mesma forma o espalhamento uniforme de
um volume conhecido da amostra na superficie de um agar solido origina a formacé&o de coldnias
discretas, cada uma delas proveniente de um microorganismo que se posicionou nesse local. A
concentracdo de microorganismos presentes na amostra inicial é calculada a partir do nimero
total de coldnias que se desenvolveu na placa, das diluicdes efectuadas e do volume de diluicao
incorporado ou espalhado sobre o agar.

Quando a concentracdo de microorganismos na amostra em estudo é baixa as contagens de
microorganismos sao efectuadas ap6s conveniente concentracdo da amostra. Para o efeito é
regra proceder-se a filtragdo de um volume conhecido da amostra por filtros esterilizantes (que
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retém as bactérias presentes) e inoculacéo do filtro sobre superficie de agar nutritivo. Nos locais
do filtro em que foram retidas bactérias havera o desenvolvimento de uma colénia e o nimero
total de coldnias correspondera ao nimero de bactérias cultivaveis presentes no volume de
amostra filtrado.

As contagens podem também ser efectuadas por crescimento microbioldgico em meio liquido.
Para tanto ha que proceder a multiplas diluices sequenciais da amostra em estudo, até para
além da probabilidade de existéncia de um s6 microorganismo no volume de diluicdo a inocular
no meio de cultura. Apés conveniente incubagéo de todos os meios inoculados, observar-se-a o
crescimento até uma certa diluicdo e auséncia de crescimento nas maiores diluicdes
subsequentes. Tendo em conta a primeira diluicdo em que se nédo observa crescimento e a Ultima
em que ainda existe esse crescimento (correspondente a inoculacéo de, pelo menos, uma
bactéria), o nUmero de réplicas efectuadas e as diluicdes sequenciais, determina-se o nimero
mais provavel de microorganismos presentes na amostra inicial, de acordo com procedimentos
estandardizados e tabelas estatisticas apropriadas.
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ISOLAMENTO DE COLONIAS EM MEIO SOLIDO

SEMENTEIRA POR ESPALHAMENTO

Se aplicarmos uma aligota de cultura bacteriana liquida ou suspensdo de bactérias sobre a
superficie de um meio com agar numa caixa de Petri, e se a espalharmos uniformemente com
uma vareta de vidro dobrada (semeador de vidro) ou com o auxilio de pequenas esferas de vidro
esterilizadas, de tal maneira que as células bacterianas presentes fiquem uniformemente
afastadas umas das outras, apés incubacdo obteremos col6nias individualizadas.

Espalhamanto

Placa de agar =olido

Para o sucesso no isolamento de colénias pela técnica do espalhamento é necessario que o
ndmero de bactérias viaveis presentes seja discreto e ndo muito elevado. Para uma placa de
Petri de 10 cm de diametro é adequado utilizar um nimero de bactérias da ordem da centena.
Se 0 numero de bactérias total da suspenséo a usar ndo € conhecido, deverdo efectuar-se
diluicdes prévias do indcuo.

SEMENTEIRA POR RISCADO

A técnica conhecida como riscado € das mais frequentemente empregues em microbiologia para
o isolamento de colénias, dada a facilidade da sua execucéo.

alta concentragéo

baixa .
concentragdo

Existem varias técnicas de riscado, todas elas dando excelentes resultados se executadas
correctamente. O objectivo do riscado € o de produzir colonias bem separadas umas das outras a
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partir de uma suspensédo de células concentrada. As células ficam muito juntas no inicio do
riscado, dando coldnias confluentes, mas a medida que o riscado continua cada vez menos
células permanecem na ansa ocasionando a que se depositem cada vez mais afastadas umas das
outras no meio de cultura, formando colénias cada vez mais separadas (Ver Figura). Uma boa
placa de riscado resulta de varios movimentos continuos ou descontinuos (com esterilizagcdo a
chama e arrefecimento) da ansa ou semeador ao longo da placa.

Antes de executar os seus riscados em placa atente na demonstracéo feita, dando especial
atencdo a esterilizacdo da ansa entre cada série de riscos, bem como ao seu arrefecimento
subsequente (para nao inactivar as células a que vai tocar a seguir).

Procedimento geral

Utilize placas de Petri com LB/agar/amp. Com a ansa de inoculacgéo, risque cuidadosamente uma
cultura mista sobre as placas utilizando uma das técnicas ilustradas na figura. Preste atencéo a
forca com que aplica a ansa na superficie do agar, de forma a ndo a rasgar.

Coloque as placas, em posicao invertida, na estufa de incubacéo a 37°C. Nao esquecer de
identificar convenientemente as placas com o seu nome, data e conteudo.

Ap6s incubacdo, estude o crescimento bacteriano das nas placas. Observe as diferencas em
termos de forma, tamanho e aparéncia das colonias formadas. Avalie se a técnica de riscado foi
aplicada correctamente para o isolamento de colonias.

I Guadrante Radiante
I Continuo H i emT
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CONDICOES AMBIENTAIS DE CRESCIMENTO DOS MICROORGANISMOS

Para além dos nutrientes para a sintese dos seus componentes vitais e da energia quimica
necessaria ao seu metabolismo, outras condicdes ambientais sdo necessarias para um adequado
crescimento microbiano no laboratério. Entre os parametros a controlar merecem especial
destaque as concentracges relativas de oxigénio, os valores do pH no meio e a temperatura para
0 seu crescimento.

OXIGENIO

Entre os microrganismos existe uma grande variacdo quanto as suas necessidades em oxigénio.

Os aeroébios estritos (ou obrigatdrios) crescem apenas na presenca de oxigénio. Encontram-se
normalmente a superficie de plantas, nas camadas superficiais do solo e em suspenséo nas
poeiras. Estes organismos possuem apenas metabolismo respiratorio e usam o oxigénio como
unico aceitador final na sua cadeia transportadora de electrGes.

Os anaerobios estritos (ou obrigatorios) ndo necessitam de oxigénio para o seu crescimento, 0
oxigénio é de facto toxico para este tipo de microrganismos. Encontram-se geralmente em zonas
pantanosas, no estdmago dos ruminantes, no interior do intestino humano e de outros animais
ndo ruminantes ou alojados nos tecidos de feridas profundas, o metabolismo deste tipo de
microrganismos € normalmente fermentativo.

Os microrganismos com metabolismo fermentativo, e que portanto ndo usam oxigénio no seu
metabolismo, mas que a sua presenca nao tem efeitos téxicos designam-se por anaerobios
aerotolerantes.

Para além destes podem ainda considerar-se outros grupos de microrganismos atendendo as suas
necessidades em oxigénio, assim tem-se ainda os microaerofilicos que requerem oxigénio livre
para o seu crescimento mas numa concentragdo muito baixa (2 a 10%).

A maioria dos microrganismos conhecidos encontra-se algures entre os dois extremos dos
aerobios estritos e dos anaerdbios aerotolerantes. Sdo os anaerobios facultativos que crescem
tanto na presenca como na auséncia de oxigénio. Estes organismos respiram quando dispem de
oxigénio e fazem metabolismo fermentativo quando este se esgota. Atendendo a que obtém mais
energia quando respiram estes organismos crescem mais depressa em condicdes aerébicas do que
em condic¢des de anaerobiose.

Se um microrganismo anaerobio facultativo for inoculado em meio de cultura apropriado e
incubado, as células vao respirar até todo o oxigénio ser consumida a partir dessa altura o seu
metabolismo passa a fermentativo, 0 seu crescimento continua mas mais lentamente. Esta
situacdo acontece frequentemente em ambientes aquaticos onde se da a deposicdo de detritos
animais e vegetais e em processos de fermentacéo controlados para a obtencédo de determinados
alimentos e bebidas.

O conhecimento do modo como o oxigénio afecta o metabolismo de determinado microrganismo
deve sugerir a melhor maneira de o estabelecer em cultura (fazer crescer) e de o classificar.

Para além de aceitador final na cadeia transportadora de electrdes na respiragdo o oxigénio
altera o potencial de oxidacdo - reducao das células. Muitos sistemas enzimaticos das bactérias
exigem condi¢Bes extremamente reduzidas, ou seja um potencial de oxidacéo - reducdo baixo
para que possam funcionar e vice-versa.

O tipo de crescimento microbiano ao longo de um tubo de ensaio reflecte a sua necessidade
relativa de oxigénio. Os aerobios estritos cresceram apenas a superficie do meio no tubo, os
anaerdébios facultativos devem crescer ao longo de todo o tubo, os aerotolerantes anaerébios
cresceram também ao longo de todo o tubo mas provavelmente cresceram melhor junto ao
fundo. O crescimento dos anaerobios estritos depende de até que ponto o oxigénio se consegue
difundir no meio de cultura e da sensibilidade das células em questdo as formas téxicas de
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oxigénio. Anaerobios que sejam muito sensiveis a ambientes que contenham oxigénio podem
nunca conseguir crescer, mas outros crescerdo desde o fundo até ao topo do tubo.

PH

O pH constitui outro dos factores que influéncia o crescimento microbiano. Cada espécie cresce
numa gama definida de pH e tem um pH 6ptimo para o seu desenvolvimento. Os microrganismos
acidéfilos tém o seu 6ptimo de crescimento entre 0 e 5,5. Os neutroéfilos entre 5,5 e 8 e 0s
alcaldfilos entre 8,5 e 11,5. Os alcaléfilos extremos tém o seu 6ptimo de crescimento a valores
de pH superiores a 10. De um modo geral cada tipo de microrganismos tem preferéncia por uma
gama caracteristica de pH. A maioria das bactérias e protozoarios sdo neutréfilos. A maioria dos
fungos prefere ambientes ligeiramente acidos, entre pH 4 e 6. As algas também parecem preferir
condicGes ligeiramente acidas.

Embora os microrganismos, de um modo geral, possam crescer numa gama relativamente grande
de pH existem limites para a sua tolerancia. Variacdes drasticas no pH podem causar o
rompimento da membrana celular ou inibir a actividade enzimatica ou os transportadores
membranares de proteinas.

Apesar das possiveis variacdes de pH no habitat, o pH interno da maioria dos microrganismos
situa-se préximo da neutralidade (5 a 5,5). Varios mecanismos tém sido apontados como
responsaveis por esta situacdo. A membrana plasmatica pode ser relativamente impermeavel aos
prot6es. Os neutdfilos aparentemente trocam potassio por protdes recorrendo a um sistema de
transporte activo. Os alcaldfilos extremos mantém o seu pH interno préximo da neutralidade
trocando ides sodio internos por protdes externos. Para além disso existe uma certa capacidade
tampao a nivel interno que contribui para esta homeostasia do pH.

Os microrganismos frequentemente alteram o pH do seu habitat através da producao de produtos
do seu metabolismo de caracter acido ou basico, por esta razéo sao normalmente incluidos nos
meios de cultura tampdes cuja finalidade é evitar que os metabolitos excretados alterem o pH
de tal forma que seja inibitério para o crescimento.

TEMPERATURA

A temperatura constitui outro factor que influencia profundamente o crescimento microbiano,
tal como acontece para todos 0s outros organismos. Os microrganismos sdo particularmente
sensiveis a temperatura uma vez que sdo geralmente unicelulares e poiquilotérmicos (a sua
temperatura varia com a temperatura externa). A temperatura influencia de forma decisiva o
crescimento microbiano uma vez que interfere na velocidade das reacgfes enzimaticas. A taxa
de cada reaccao aumenta a medida que aumenta a temperatura, deste modo o metabolismo
como um todo é mais activo a altas temperaturas e o microorganismo cresce mais depressa. A
partir de determinados valores o crescimento acaba por ser menor, e temperaturas demasiado
altas podem mesmo ser letais. Estas temperaturas provocam a desnaturacéo das enzimas, dos
transportadores de membrana e outras proteinas. Temperaturas muito elevadas provocam a
rotura das membranas celulares uma vez que a dupla camada lipidica se altera por acgdo do
calor. Assim e embora em termos funcionais as enzimas operem mais rapidamente a
temperaturas elevadas, o crescimento microbiano acaba por sofrer decréscimos na medida em
gue os estragos causados por estas temperaturas ndo podem ser reparados de forma adequada.
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Definem-se 5 classes de microrganismos de acordo com a sua gama de temperatura de
crescimento:

Classe Temperatura
(°C)
Psicrofilos 0-15
Psicrotroficos 0-35
Mesofilos 15-45
Termofilos 45 - 80
Hipertermofilos 65 - 110

Os psicréfilos crescem bem a 0°C e a sua temperatura 6ptima de crescimento situa-se nos 15°C
ou abaixo disso. As membranas celulares destes microrganismos tém niveis elevados de acidos
gordos insaturados que permanecem num estado semi-fluido a baixas temperaturas e 0s seus
sistemas enzimaticos, de transporte e sintese proteica estdo adaptados a estas condigfes. A
temperatura maxima que toleram é 20°C, a partir deste valor as membranas celulares sofrem
disrupgdo e a célula perde o seu contetdo. Estes microrganismos vivem nas zonas do Arctico e
Antarctico.

Os psicotrdficos ou psicréfilos facultativos podem crescer a 0°C, embora a sua temperatura
optima de crescimento se situe entre os 20 e 30°C. A temperatura maxima que toleram é 35°C.
Estes microrganismos, normalmente bactérias e fungos, sdo a principal causa de deterioracao de
alimentos refrigerados.

Os mesofilos tém uma temperatura optima de crescimento entre 20 e 45°C e toleram
temperaturas minimas de 15 a 20°C e maximas de 45°C. A maioria dos microrganismos pertence a
esta classe. Quase todos os agentes causadores de doencas no Homem sdo mesofilos.

Os temofilos podem crescer a temperaturas de 55°C ou superiores, o0 minimo que toleram é 45°C
e a sua temperatura optima de crescimento situa-se entre os 55 e 65°C. Na sua grande maioria
sdo bactérias que proliferam em silagens, compostos ou linhas de agua sobreaquecidas. Os seus
sistemas enzimaticos e proteinas sdo mais estaveis que os dos mesofilos e os lipidos de
membrana sdo mais saturados.

Os hipertermofilos tém a sua temperatura 6ptima de crescimento entre 80 e 110°C,
normalmente ndo crescem bem a temperaturas inferiores a 65°C. Foram encontrados alguns
microrganismos deste tipo a crescer a grandes profundidades no mar, em zonas muito quentes.
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PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

P1 - MICROORGANISMOS NO MEIO AMBIENTE

Introducédo

O nosso meio ambiente esta repleto de microorganismos. Podemos encontra-los no ar, na agua,
nos varios objectos e superficies que nos circundam, etc. e é por isto que o trabalho em
microbiologia devera ser executado em condi¢des de assepsia que impecam a contaminacao dos
meios usados com microorganismos adventicios.

Este trabalho pretende ilustrar a ubiquidade dos microorganismos.

Material e Reagentes

- Estufa de incubacéo
- Placas de Petri com agar nutritivo
- Placas de Petri com meio de mosto

Procedimento experimental

Testar varios ambientes e objectos existentes no laboratério, usando placas de Petri contendo
meio solido nutritivo para a revelacédo dos microorganismos a detectar. Cada grupo devera eleger
um dos seguintes elementos a testar.

1. Identificar as placas, no fundo, com:
a. Data, Operador, Inécuo
2. Abrir uma placa sobre a bancada e deixa-la exposta durante cerca de 30 minutos

Tossir para a superficie do agar

&

Espalhar agua da torneira sobre o agar. Aguardar alguns minutos. Remover o excesso com
papel absorvente

Tocar com os dedos em varios locais da superficie do agar
Tirar um cabelo e "cola-lo" a superficie do agar
Use a imaginacgédo para inocular outras placas

Incubar as placas de Petri em estufa a 25°C durante, pelo menos, uma noite

© 00 N O O

Observar as placas e registar
a. Numero de colonias totais e Nimero de colénias diferentes
b. Aspecto geral da placa e das col6nias

10. Descrever as caracteristicas das colénias, acompanhando de esbocos dos aspectos
observados, relativamente a:

a. Superficie e bordos da colonia (lisa, rugosa, granular, irregular, filamentosa, etc.)
b. Caracteristica 6pticas (cor, transparéncia, brilho, etc.)

c. Consisténcia (membranar, butirosa, quebradica, etc.)
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Colénias em agar
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Registo de resultados

MICROORGANISMOS NO MEIO AMBIENTE

Operador: Data: / /

In6cuo: Total de coldnias:

Caracterizacgao das col6nias observadas
Dimensao Aspecto Cor Consisténcia Num(?rq de Desenho
colonias
Notas:
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P2 - OBSERVACAO COMPARADA DE BACTERIAS, FUNGOS E PROTOZOARIOS

Introducédo

Os microorganismos ndo sé@o todos iguais embora partilhem a caracteristica comum de na sua
maioria serem individualmente invisiveis a olho nu, necessitando por isso de ampliacédo de forma
a serem visualizados. Os microorganismos diferem entre si ha sua organizacéo celular, na sua
aparéncia e na sua actividade. A dimensao celular s6 por si pode-nos auxiliar na constituicéo de
diferentes grupos.

Podemos dividir os microrganismos em dois grandes grupos baseados no tipo de organizagao
celular. Os microorganismos eucariéticos e 0s microorganismos procariéticos. Os
microorganismos eucarioticos incluem trés grandes grupos; os protozoarios, as algas e os fungos.
Estes ultimos, os fungos, sdo divididos em dois subgrupos em fungdo da sua organizacao
multicelular ou unicelular, bolores e leveduras respectivamente. Os microorganismos
procariéticos incluem as bactérias e as cianobactérias.

Protozoarios. Considerados como simples "animais" unicelulares dada a complexidade das suas
estruturas celulares. Sdo conhecidas muitas espécies que colonizam ambientes aquaticos ricos
em nutrientes tais como lagoas, mares e agua do solo. A maioria é de vida livre e inofensivos
para o homem apesar de algumas espécies serem patogénicas causando doencas tais como a
malaria e a doenca do sono. Sdo microorganismos eucarioticos possuindo um ou mais nucleos.
Frequentemente moveis possuindo como meios de locomocéo cilios, flagelos ou pseudépodes. As
suas dimensdes sdo variaveis podendo variar de alguns m a varios mm.

Algas. Trata-se de um grupo de organismos que realizam a fotossintese e que se disseminam por
guase todos os ambientes aquaticos. Alguns destes microorganismos atingem grandes dimensdes
sendo macroscopicamente visiveis, no entanto a maioria sdo microscopicos. As algas
microscépicas sdo normalmente organismos livres encontrados em locais onde agua e luz estejam
presentes. Sdo normalmente visiveis como uma pelicula verde a superficie de lagoas e aquarios.

Fungos. Grupo muito diverso a largamente disseminado de microorganismos eucariéticos
unicelulares e multicelulares (incluindo cenociticos). Nos fungos podemos distinguir dois tipos; os
bolores e as leveduras. Os bolores sdo normalmente organismos pluricelulares em que as células
se organizam em estruturas tubulares semi-rigidas designadas por hifa. Uma massa de hifas toma
a designacdo de micélio. De acordo com as espécies, as hifas podem ser de 3 tipos; ndo septadas
(cenociticas), septadas com células mononucleadas e septadas com células multinucleadas. O
diametro de uma hifa varia de 1 m a dimensdes visiveis a olho nu. Num micélio podemos
encontrar hifas vegetativas e hifas férteis. Estas Gltimas albergam estruturas reprodutivas dos
fungos (esporos), podendo ser do tipo sexuado ou assexuado. As leveduras sdo uma categoria de
fungos normalmente caracterizada com base em aspectos morfolégicos e fisiologicos. Organizam-
se normalmente na forma unicelular podendo desenvolver estruturas alongadas resultantes de
divisdes celulares incompletas (pseudomicélio). Fermentam uma larga gama de acglcares e 0 seu
modo de reproducao assexuada é, caracteristicamente, por gemulacéo. As suas dimensdes sdo
reduzidas (alguns m) sendo geralmente maiores que as bactérias.

Bactérias. Microorganismos procariéticos unicelulares muito diversificados e de distribuicdo
ubiquitaria. Por possuirem parede celular rigida, possuem formas caracteristicas designadas por
bacilos (bacillus), cocos (coccus), espiraladas (spirillum) e vibrido (vibrio). As espécies de
bactérias moveis possuem flagelos que podem estar inseridos na célula em diferentes
localizagGes (polar, lofotrica e peritriquial) O seu processo de multiplicacdo é por fissdo binaria.
As suas dimensbes podem ser inferiores a 1 m, sendo na sua maioria entre 1 e 10 m.

Cianobacterias (algas verdes-azuis). Grupo heterogéneo de microorganismos procarioticos que
realizam fotossintese com producéo de 02, ao contrario do que acontece com as bactérias
fotossintetizantes. Distinguem-se das microalgas pois ndo possuem cloroplastos bem como outros
organitos caracteristicos da célula eucaridtica. Podem ser organismos unicelulares embora
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existam muitas espécies caracteristicamente coloniais ou filamentosas. As suas dimensdes sdo
muito semelhantes as das bactérias.

Material e Reagentes

- cultura de E. coli - Solugéo salina estéril
- cultura de Rhizobium - LAminas e lamelas

- cultura de S. cereviseae - Microscépio e Lupa

- cultura de fungos - Azul metileno

- suspensédo de Leishmania - Infuséo de palhas

- Agua de poca “organica” - Ansas

Procedimento experimental

1. Sobre uma lamina de vidro coloque uma pequena gota de corante azul metileno diluido,
sobre a qual coloca uma ansada do material que pretende observar, observando cuidados
de assepsia.

2. Com o auxilio da ansa homogeneize a suspenséo obtida.
3. Cubra a suspensdo com uma lamela, pressionando levemente.

4. Observe ao microscopio, aumentando progressivamente de ampliacdo. Quando usar a
objectiva 100 x utilize éleo de imersao.

5. Para a observacdo de fungos filamentosos, nédo abra as placas de Petri, procedendo as
observacoes através do vidro da placa usando a lupa.

6. Fazer esbocos das células observadas, tendo em atencdo a complexidade celular observavel
e a dimensdo relativa dos espécimes.
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Registo de resultados

OBSERVAGAO COMPARADA DE BACTERIAS, FUNGOS E PROTOZOARIOS

Operador: Data: / /

Esboco da . ~
. . Dimensao -
Organismo morfologia relativa Comentario

predominante

E. coli

Rhizébio

S. cereviseae

Leishmania

Cultura de fungos

Agua de pocga “organica

Infusdo de palhas

Notas:
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P3 - MEIOS DE CULTURA

Introducédo

Quando no laboratério se pretende cultivar microorganismos é necessario fornecer-lhes as fontes
de nutrientes (materiais plasticos e energéticos) indispensaveis ao seu crescimento. Os meios de
cultura, para cumprir as suas fungdes terdo de estar isentos de contaminantes susceptiveis de
também crescer nas condigdes em que 0 microorganismo em teste se vai propagar.

Neste trabalho preparar-se-4 um meio de cultura sélido e testar-se-a a capacidade do estudante
para a sua preparacéo esteéril.

Material e Reagentes

- Autoclave - Extracto de carne

- Estufa de incubacéo - Peptona

- Potenciometro - Agar

- Baldo Erlenmeyer de 250 ml - 0,1IN HCI e 0,1N NaCH
- Placas de Petri esterilizadas - Agua destilada

Procedimento experimental

© 00 N O O b~ W N P
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14.
15.
16.

Medir 200 ml de agua destilada para o balédo Erlenmeyer

Pesar os seguintes produtos:

Extracto de carne 0,75 gr

Peptona 1,25 gr

Adicionar ao baldo e agitar até dissolucao

Verificar e acertar a pH 7.2, se necessario, com as solu¢des de NaOH ou HCI
Adicionar agua destilada ao volume final de 250 ml

Adicionar 3,75 gr de agar (1,5% final)

Homogeneizar por agitacdo (o agar ndo dissolve a frio)

Esterilizar o meio de cultura na autoclave a 121°C durante 15 minutos

. Apos a esterilizacdo agitar o baldo para homogeneizar o contetdo

Deixe arrefecer até cerca de 45°C (quando o calor se comeca a suportar na mao)

Distribuir esterilmente por placas de Petri (meia altura) evitando a formacéo de
bolhas de ar

Deixar solidificar sobre a bancada (placas tapadas)
Incubar na estufa a 30°C durante 24 horas

Observar, registar e rejeitar as placas eventualmente contaminadas
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Registo de resultados
MEIOS DE CULTURA
Operador: Data: / /

Numero de placas preparadas (A): Numero de placas contaminadas (B):

Taxa de sucesso
100 - (100 x B 7 A):

Notas:
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P4 - CULTURAS PURAS

Introducéo

Um microorganismo, colocado num meio de cultura s6lido adequado ao seu crescimento,
multiplicar-se-a no local em que foi colocado, dado que o meio solido nédo lhe permite
movimentar-se livremente. Se num meio sélido os microorganismos forem colocados
suficientemente afastados uns dos outros, cada um constituira um nucleo de crescimento a partir
do qual surgird uma massa macroscopicamente visivel - uma coldnia.

Neste trabalho pratico isolar-se-ao culturas puras de bactérias usando o método do riscado € o
método das placas de inclusdo

Material e Reagentes

- Estufa de incubacéo - Placas de Petri

- Banho Maria a 45°C - Placas de Petri com agar nutritivo
- Vortex - Tubos com agar nutritivo fundido
- Ansa - Salino estéril

Procedimento experimental

Riscado

1. Marcar uma placa de Petri contendo agar nutritivo (in6cuo, operador, data, técnica do
riscado)

Esterilizar a ansa na chama e arrefecer nas proximidades

Tomar uma porcéo de cultura com as bactérias a isolar

Espalhar o conteldo da ansa na superficie do agar (escolha um dos métodos atras descritos)
Repita o isolamento noutra placa usando uma técnica de riscado diferente

Incubar as placas, em posicéo invertida, na estufa a 30°C durante 24 horas

~N o 0o A WDN

Observar as placas e registar a existéncia de colonias isoladas

Placas de inclusdo

Marcar uma placa de Petri estéril (inécuo, operador e data)

Tomar um tubo com agar fundido do banho-maria

Adicionar uma ansada de cultura em estudo. Homogeneizar no vortex

Verter o contelido do tubo na placa de Petri cobrindo todo o fundo

Deixar solidificar sobre a bancada

Ressuspender uma ansada de cultura em 1 ml de solugéo salina estéril

Tomar uma ansada e repetir o processo para isolamento de colénias (passos 2 a 5)

Incubar as placas, em posi¢éo invertida, na estufa a 30°C durante 24 horas

© 00 N oo o B~ W DN P

Observar o crescimento bacteriano e registar a existéncia de colonias isoladas
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Registo de resultados

CULTURAS PURAS
Operador:

In6cuo:
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Data: / /

Isolamento por riscado

Técnica exercitada

Numero de colénias

Aspecto geral da placa isoladas

Percentagem da cultura
em isolamento

Isolamento por placas de inclusdo

Quantidade de in6cuo

Numero de colénias

Aspecto geral da placa isoladas

Percentagem da cultura
em isolamento

Notas:
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P5 - COLORACAO DE BACTERIAS. MORFOLOGIA E ASSOCIACAO

Introducéo

Para a observacdo microscépica de microorganismos é necessario diferenciar o seu conteddo
interno do meio exterior envolvente.

Neste trabalho observar-se-ao varias caracteristicas de bactérias por observacédo ao microscépio
de preparacdes submetidas a processos de coloracéo diversos. Pretende-se observar bactérias
vivas e respectiva mobilidade, contrastadas por coloracdo do meio envolvente, discriminacéo
entre microorganismos Gram positivos e Gram negativos e identificacdo do tipo de associa¢do
entre as células individuais.

Material e Reagentes

- Microscépio - Azul-de-metileno
- Ansa - Tinta-da-china
- Laminas e lamelas de microscépio - Reagentes para coloragdo de Gram

Procedimento experimental

Preparacéo das laminas

1. Lavar as laminas com sabdo e com alcool para eliminar vestigios de gordura
2. Limpar com papel absorvente. Secar bem ao ar

3. Manipular as laminas tocando apenas nos bordos

Preparacgdo de um esfregaco

1. Identificar laminas numa das extremidades

2. Tomar uma gota de cultura com uma ansa (a partir de meios liquidos)

w

Colocar a suspensdo no centro da lamina

a. Para meios sélidos tomar uma gota de salino no centro da Iamina e homogeneizar uma
colénia de cultura com a ansa

Espalhar bem toda a suspenséo bacteriana com movimentos circulares da ansa

4
5. Deixar secar completamente ao ar

6. Fixar a preparacgdo "cortando" a chama 3 x com a lamina (suspensdo para cima)
7

Corar pelo método escolhido

Coloragdo negativa (observacéo vital)

Identificar lAminas numa das extremidades

Colocar uma gota de tinta-da-china no centro, a 2/3 do comprimento da lamina
Adicionar uma gota de suspensao da bactéria (ou ansada com uma colénia)
Colocar lamela para observacao vital

Observar ao microscépio de imediato

o O A W DN P

Registar a mobilidade observada, se aplicavel
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Coloragéo negativa

o 01~ WN P

Preparar uma suspensao bacteriana em tinta-da-china (como atras)

Tocar com a extremidade de outra lamina na gota (posi¢éo inclinada)

Deslocar as duas laminas arrastando a suspensdo para formar uma fina camada

Deixar secar bem ao ar

Observar ao microscépio procurando uma zona da lamina em que a observacéo seja possivel

Registar a forma das bactérias e o tipo de associacao das células individuais

Coloragao simples

o O A WDN P

Colocar a l1dmina com o esfregaco fixado sobre duas varetas na tina de lavagem

Colocar | ou Il gotas de solucéo de azul-de-metileno (suficiente para cobrir o esfregaco)
Deixar actuar o corante durante 30 segundos a dois minutos

Passar a lamina por varias "mudas” de dgua até ndo ser arrastado corante visivel

Deixas secar ao ar

Observar ao microscépio e registar as observacdes

Coloragdo de Gram

(respeitar rigorosamente os tempos indicados)

© 00 N oo o~ W DN P
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Colocar a lamina com o esfregaco fixado sobre duas varetas na tina de lavagem
Cobrir o esfregaco com a solugéo de cristal violeta. Deixar actuar durante 1 minuto
Eliminar rapidamente o corante com agua corrente (jacto suave) - cerca de 5 segundos
Cobrir o esfregaco com solucéo de iodo. Deixar actuar durante 1 minuto
Eliminar rapidamente o iodo com agua corrente (jacto suave) - cerca de 5 segundos
Descorar com alcool a 95° corrente até sair sem cor (10 - 20 segundos)
Lavar com agua corrente (jacto suave) - cerca de 5 segundos
Cobrir o esfregaco com solugdo de safranina. Deixar actuar durante 30 segundos
Lavar com agua corrente até nado ser arrastado corante visivel
Eliminar excesso de agua com papel absorvente. Deixar secar ao ar
Observar ao microscopio
Registar as observacdes:

Desenhar os diferentes tipos de bactérias observadas

a

b. Forma das bactérias
c. Tipo de associagéo
d

Propriedade Gram (positivo ou negativo)
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Registo de resultados
COLORACAO DE BACTERIAS. MORFOLOGIA E ASSOCIACAO
Operador: Data: / /

Coloragéo negativa

Amostra Mobilidade Forma / Associacdo Desenho

Coloragao simples

Amostra Forma Associacao Desenho

Coloragdo Gram

Amostra Gram Forma Associacao Desenho

Notas:
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P6 - QUANTIFICACAO DE MICROORGANISMOS

Introducédo

Os estudos em microbiologia obrigam com frequéncia a determinacao do nimero de
microorganismos num determinado inécuo, para caracterizacio da populacdo presente numa
certa amostra, ou para avaliagdo do crescimento do microorganismo em consideracéo.

Avaliar a concentragdo de microorganismos numa solucdo problema, fornecida para o efeito,
constitui o objectivo deste trabalho. Utilizar-se-a a técnica de contagem por espalhamento de
volume conhecido de diluicdo da amostra sobre a superficie de placas de agar nutritivo.

Material e Reagentes

Micropipetas, pontas e microtubos
Pipetas pasteur ou espalhador
Pipetas graduadas (1 ml)

Placas de Petri com agar nutritivo
Estufa de incubacéo

Procedimento experimental

1. A partir da amostra em estudo efectuar diluicdes decimais sequenciais, conforme ao

esquema
10 10 10 10 10° 10°®
Amostra (10°) 100m |- - - - -
Diluigéo anterior | - 100 [ 100 | 100 | 100 M | 100 i
Solvente 900 m | 900m |900m |900m |900m | 900N

2. Homogeneizando bem apds cada diluicio

3.  Tomar 200 n da diluicdo 10™ e espalhar a superficie de uma placa de agar nutritivo até ao
completo esgotamento do liquido, com auxilio de um espalhador ou de pipeta pasteur
dobrada. Marcar a placa

Repetir o passo anterior com a diluicéo 10
Repetir com a diluicdo 10°
Incubar em estufa a 37°C durante 48 horas, em posic¢ao invertida

Observar as placas e contar o nimero de colénias de cada placa

o N oo o b~

Determinar a concentracdo da amostra inicial (10°%)
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Registo de resultados

QUANTIFICACAO DE MICROORGANISMOS
Operador:

Amostra:

RS/
\4% D

Oé, EVOQS.

Data: / /

Contagens

Diluicdo Volume inoculado

Numero de colénias

Concentracdo (xx/ml)

10°

10t

102

10°®

10

10°

10°®

Notas:
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P7 - CADEIA DE TRANSMISSAO

Introducéo

Os microorganismos, particularmente os patogénicos, podem ser dispersos na populacao
susceptivel por varias vias: por contacto directo, por gotas ou aerossois ou por vectores, como os
insectos. Uma via frequente de transmissdo por contacto directo é mediada pelo "aperto de
maos" inadequadamente limpas.

Este exercicio pretende documentar o contacto directo na transmissao de agentes infecciosos e a
determinagéo do foco inicial de irradiagéo da infecgéo.

Problema

Das varias bolas fornecidas, apenas uma estara "contaminada" com uma levedura nédo patogénica
(Saccharomyces cerevisiae). Qual?

Material e Reagentes

- Estufa de incubacéo

- Bola de algoddo embebida
- Placas com meio de mosto
- Luvas

Procedimento experimental

1. Atribuir um nimero a cada estudante e preencher a tabela durante a execucéo do trabalho
2. Calcar uma luva na méo direita

3. Dividir ao meio uma placa de meio de mosto e marcar cada lado com 2 e 3

4

Rolar a bola de algodéo fornecida com os dedos da méo enluvada
(a mesma bola para todos os elementos do mesmo grupo)

(6]

Cada elemento devera "apertar a mao" a um colega de outro grupo
6. Repetir a ronda de "apertos de mao" com outro colega, diferente do anteriores

7. Inocular a placa de mosto, na zona 2, por contacto dos dedos da luva com a superficie do
agar

8. Repetir a ronda de "apertos de mao" com outros colegas, diferentes dos anteriores
9. Inocular a placa de mosto, ha zona 3, com idéntico procedimento

10. Incubar as placas de agar em estufa a 30°C durante 72 h.

11. Observar as placas e registar a presenca de leveduras

12. Analisar os resultados e determinar a origem da infeccdo
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Registo de resultados
CADEIA DE TRANSMISSAO
Operador: Data: /
4 Nome 1° ape~rto 20 ape~rto Cultura 3° ape~rto Cultura
de méo de méo (s/n) de méo (s/n)
Nome 4 1° ape~rto 20 ape~rto Cultura 3° ape~rto Cultura
de méo de méo (s/n) de méo (s/n)
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15

Origem da infeccéo:

Notas:
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P8 - TESTE DO PAPEL HIGIENICO

Introducéo

Neste trabalho pretende-se avaliar a eficacia do papel higiénico como barreira a contaminacao

com agentes bacterianos simulando uma situacéo corrente da sua utilizagao.

Material e reagentes

Papel higiénico

Placas com meio MacKonkey
Luvas de latex

Copo com &gua e lixivia

- Toalha turca
- Sabonete
- Placa com crescimento de E. coli

Procedimento experimental

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.

Identificar convenientemente uma placa de Petri com meio MacKonkey

Tracar um risco que a divida ao meio e identificar uma das metades como “antes” e a outra

como “depois”

Calcar uma luva e envolver um dedo em papel higiénico (1, 2, 3, 4 e 5 folhas, conforme o
grupo)
Um ou dois elementos da turma executar&o a experiéncia a partir do nimero 11

Passar com o dedo envolvidos no papel higiénico por uma superficie do crescimento de
E. coli

Deitar o papel para o recipiente que contém agua e lixivia

Voltando a placa com meio MacKonkey inocular o dedo na metade identificada como
“antes”

Lavar a mao (com a luva) em agua corrente e sabao e secar na toalha turca, como
normalmente faz ap6s o uso dos sanitarios

Inocular agora 0 mesmo dedo da luva na metade da placa com meio de MacKonkey
identificada como “depois”

Ainda com a luva calgada, passar as maos por alcool e so depois retirar e rejeitar a luva
(Para os elementos que ndo executaram a experiéncia anterior):

Inocular um dedo de luva na metade “antes” da placa com meio MacKonkey

Lavar as mdos como em 8, usando 0 mesmo sabonete e toalha dos colegas

Inocular o mesmo dedo da luva na metade “depois” da placa com meio MacKonkey

Incubar as placas a 37°C durante uma semana

Observar o tipo e abundancia de crescimento em cada uma das metades das placas de Petri

inoculadas
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Registo de Resultados

TESTE DO PAPEL HIGIENICO

Operador: Data: / /
Amostra Aspecto do crescimento bacteriano Observacdes

"antes"

"depois"

Notas:

45



RS/
44% D

-y
T\
9
vl

P9 - CONDICOES AMBIENTAIS DE CRESCIMENTO MICROBIANO

Introducédo

Para além dos nutrientes para a sintese dos seus componentes vitais e da energia quimica
necessaria ao seu metabolismo, outras condicdes ambientais sdo necessarias para um adequado
crescimento microbiano no laboratério.

Entre os pardmetros a controlar merecem especial destaque as concentracgdes relativas de
oxigénio, os valores do pH no meio e a temperatura para o seu crescimento. Neste trabalho
estudar-se-ao os efeitos de diferentes valores destes pardmetros no crescimento bacteriano.

Material e Reagentes

- Estufas de incubagéo (20°C, 30°C e 37°C) - Meio de agar nutritivo semi-sélido

- Banho-maria - Crescimentos de E. coli, Rhizobium, S.
- Vortex cerevisiae

- Ansa - Meio de mosto liquido (pH 4, 7 e 9)

- Tubos esterilizados - Caldo nutritivo (pH 4, 7 e 9)

Procedimento experimental

Efeito do O,

1. Tomar um tubo contendo agar nutritivo fundido (no banho-maria)

2. Inocular com a bactéria E.coli

3. Homogeneizar suavemente, mas de forma a espelhar a bactéria por todo o agar
4. Colocar o tubo na vertical e deixar solidificar a temperatura ambiente

5. Proceder do mesmo modo inoculando Rhizobium em outro tubo de agar

6. Incubar em estufa a 30°C durante 48 horas

7. Observar o crescimento e registar os resultados

Efeito do pH e da temperatura

(Marcar convenientemente todos os tubos a usar)

Inocular 1 tubo contendo meio de mosto a pH 4 com S. cerevisiae
Inocular 1 tubo contendo meio de mosto a pH 7 com S. cerevisiae
Inocular 1 tubo contendo meio de mosto a pH 9 com S. cerevisiae
Inocular 1 tubo contendo caldo nutritivo a pH 4 com E. coli
Inocular 1 tubo contendo caldo nutritivo a pH 7 com E. coli
Inocular 1 tubo contendo caldo nutritivo a pH 9 com E. coli

Homogeneizar bem todos os tubos

o N oo oA WN P

Incubar em estufa, durante 48 horas:
GrupoAeD® 20°C GrupoBeE® 30°C GrupoCeF® 37°C
9. Observar o crescimento bacteriano nos diferentes tubos

10. Registar os resultados obtidos por todos os grupos da turma
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Registo de resultados

CONDICOES AMBIENTAIS DE CRESCIMENTO MICROBIANO
Operador: Data: / /

In6cuo / Meio de cultura pH | Temperatura | Resultado Observacdes

S. cerevisiae 4 20
meio de mosto

30

37

7 20

30

37

9 20

30

37

E. coli 4 20
caldo nutritivo

30

37

7 20

30

37

9 20

30

37
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Registo de resultados

CONDIGOES AMBIENTAIS DE CRESCIMENTO MICROBIANO

Operador:

Data:
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N,
S

Oé, EVOQS.

S. cerevisiae
(Meio de mosto)

Temperatura

20

30 37

pH 4

pH pH 7

pH 9

E. coli
(Caldo nutritivo)

Temperatura

20

30 37

pH 4

pH pH 7

pH 9

Notas:
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P10 - ANTIBIOTICOS

Introducéo

As espécies microbianas frequentemente inibem o crescimento umas das outras tanto pela
excrecdo de produtos resultantes do seu metabolismo que alteram as condi¢cdes ambientais,
como pela producéo de algumas substéancias quimicas especificas: os antibidticos. Os antibidticos
podem inibir o crescimento ou eliminar microorganismos com que contactem e, para poderem
ser utilizados clinicamente, ndo deverao afectar significativamente os organismos eucarioticos
nas doses terapéuticas.

Neste trabalho documentar-se-ao os efeitos de alguns antibiéticos sobre algumas espécies
bacterianas.

Material e Reagentes

- Cultura de E. coli - Solugéo salina estéril

- Cultura de Rhizobium - Rolhdo de algod&o estéril

- Cultura de Actinomices Placas de agar nutritivo

- Solugéo de Kanamicina Discos de papel esterilizado
- Solucéo de Estreptomicina - Pinca

- Solucéo de Espectinomicina Estufa de incubacéo

Procedimento experimental

Teste de susceptibilidade (Uma bactéria por grupo)

Transferir 10 ml de solucéo salina estéril sobre placa com crescimento bacteriano
Suspender as bactérias com auxilio de rolhdo de algodéo estéril

Humedecer uniformemente a superficie do agar de uma placa nova com o rolhdo de algodao
Deixar secar na estufa (~10 minutos)

Marcar a placa, dividindo em 4 partes

Mergulhar um disco de papel esterilizado em solugdo de antibi6tico (um por antibiético)
Escorrer excesso de solucdo

Colocar no centro do quadrante da placa de Petri marcada

© 0O N oo 0o~ W DN P

Repetir passos 6 e 7 com solucao salina estéril

H
e

Incubar na estufa até crescimento visivel da bactéria:
a. E.colia37°C
b. Rizobium e Actinomices a 30°C
11. Observar inibicdo de crescimento ao redor dos discos de papel

12. Medir os circulos de inibicdo e registar os resultados
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Registo de resultados

ANTIBIOTICOS (teste de susceptibilidade)

Operador:

Data: /

4gRSIb

un,
S

Oé, EVOQS.

Antibidtico

[x]/ ml

Didmetro de inibigdo

E. coli

Rhizobium

Actinomices

Kanamicina

Estreptomicina

Espectinomicina

Salino

Sensibilidade relativa aos antibidticos testados

Maior

Intermédia

Menor

Resisténcia

E. coli

Rhizobium

Actinomices

Notas:
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P11 - ANTI-SEPTICOS E DESINFECTANTES

Introducédo

Multiplos reagentes quimicos sdo diariamente utilizados para controlo da disseminacéo de
microorganismos. Os produtos usados na "limpeza" de utensilios diversos, frequentemente
demasiado toxicos para ser usados directamente no Homem, sdo chamados de desinfectantes. Os
produtos que aplicamos na pele, com 0 mesmo objectivo de eliminar eventuais microorganismos,
sdo anti-sépticos. A promocéo de artigos de higiene corporal e limpeza doméstica refere-se
muitas vezes a propriedades antibacterianas desses produtos. Alguns serdo bactericidas (matam
ou inactivam as bactérias) outros serao bacteriostaticos (impedem o crescimento das bactérias,
sem as inactivarem)

Neste exercicio testar-se-a a capacidade antibacteriana de agentes anti-sépticos e
desinfectantes de uso comum.

Material e Reagentes

Produto a testar

Placas de Petri com agar nutritivo
Pinca

Rolhao de algodao estéril

Circulos de papel de filtro esterilizado

Procedimento experimental

(Cada estudante devera trazer de casa um pouco de pasta de dentes, sabonete, champé,
detergente da louca ou outro produto que pretenda testar)

1. Recolher e marcar convenientemente as placas de Petri com agar nutritivo a usar
2. Preparar solucdes ou suspensdes dos materiais a testar

3. Esterilizar uma pinca, mergulhando em alcool e flamejando.
ATENCAO AO ALCOOL NAS MAOS e a proximidade do alcool da chama !!!

4. Usando técnica asséptica, mergulhar um rolhdo de algodéo esterilizado na cultura de
bactérias

5. Inocular uma placa espalhando as bactérias contidas no algodao de forma uniforme na
superficie do agar

6. Tomar um circulo de papel de filtro esterilizado e mergulhar na solugédo a testar, eliminando
0 excesso de liquido (com pinga estéril)

7. Depositar o circulo de papel sobre a superficie da placa inoculada, aconchegando com a
pinca

8. Marcar convenientemente a posicdo na placa e a amostra a testar

9. Repetir com outros materiais, no maximo de 6 por placa de Petri

10. Incubar a 30°C durante 48 horas

11. Observar os crescimentos bacterianos

12. Registar os resultados medindo o didametro de inibicdo de crescimento bacteriano a volta dos
filtros

13. Comparar a efectividade antibacteriana de cada material testado (ter em conta a diluicdo
inicial e o uso recomendado do produto)
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Operador: Data: / /
Produto Diluicdo Diametro de inibigdo Efectividade Observacdes

antibacteriana

Notas:
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P12 - MICROBIOLOGIA DAS AGUAS

Introducéo

A presenca de microorganismos em todos os ambientes susceptiveis de suportar a vida é um dado
ja adquirido. A agua, como suporte da vida terrestre, € um bem fundamental de utilizacéo
generalizada em que o nivel e o tipo de microorganismos que a contaminem sdo da maior
relevancia para as suas utilizacdes. Sdo multiplos os testes que tém sido desenvolvidos para
avaliacdo da qualidade bacterioldgica da agua com vista a prevenir a transmisséo de doencas
infecciosas pelo seu consumo.

Dado que os agentes patogénicos para 0 Homem, eventualmente presentes na dgua, existem aqui
em quantidades muito pequenas, a sua detecgdo por amostragem é muito falivel. Recorre-se
entdo a pesquisa de organismos indicadores que possam reflectir os niveis de contaminacéo fecal
da agua. Dependendo dos usos a que a agua se destina, assim sdo definidos os niveis maximos de
coliformes permitidos por unidade de volume.

Neste exercicio laboratorial avaliar-se-a a qualidade microbioldgica de uma agua pela deteccéo
de eventuais coliformes presentes e pela determinacéo do nimero mais provavel de
microorganismos.

Material e Reagentes

- 9 tubos de caldo de lactose 2X (dupla - Sistema para filtracéo estéril
concentracéo e tubo de Durham) - Filtros esterilizantes
- 10 ml cada - Sistema de filtracdo estéril

- pipetas estéreis - Meio ENDO (s6lido)

- estufa de incubacgédo 37°C - Amostra de agua

Procedimento experimental

Determinacdo NMP (NUmero Mais Provavel)

1. Marcar e identificar os tubos com caldo de lactose:

a. 3tubos: #0,1

b. 3 tubos: #1

c. 3tubos: #10

Adicionar a cada tubo #10 um volume de 10 ml de agua a testar

Adicionar a cada tubo #1 um volume de 1 ml de agua a testar+9 ml 4gua estéril
Adicionar a cada tubo #0.1 um volume de 0.1 ml de 4gua a testar + 10 ml agua estéril
Incubar em estufa a 37°C.

Observar a formacao de gas nos tubos de Durham entre as 24 e as 48 horas seguintes.
Registar o nimero de tubos positivos.

Determinar o NMP/100 ml usando a tabela de NMP.

0 N o O~ WDN
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Filtracdo por membrana

Montar assepticamente a membrana no sistema de filtracéo

Ligar a fonte de vacuo

Filtrar a agua a analisar (50 ml, 100 ml, 200 ml)

Transferir o filtro para meio sélido (ENDO) em placa

Observar, registar os resultados

Contar as colonias avermelhadas com superficie de aspecto metalizado

1
2
3
4
5. Incubar em estufa a 37°C durante 24 horas
6
7
8

Calcular o nimero de coliformes por 100 ml

Tabela NMP

RS/,
\4% D

S

Oé, EVOQS.

TABELA NMP
Bx10ml+3X1ml+3X0,1ml)

Namero de tubos positivos indice NMP Ndmero de tubos positivos indice NMP
#10 #1 #0.1 /100 ml #10 #1 #0.1 /100 ml

0 0 0 <3 3 0 0 23

0 0 1 3 3 0 1 39

0 1 0 3 3 0 2 64

1 0 0 4 3 1 0 43

1 0 1 7 3 1 1 75

1 1 0 7 3 1 2 120

1 1 1 11 3 2 0 93

1 2 0 11 3 2 1 150

2 0 0 9 3 2 2 210

2 0 1 14 3 3 0 240

2 1 0 15 3 3 1 460

2 1 1 20 3 3 2 1100

2 2 0 21 3 3 3 > 2400

2 2 4 28
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MICROBIOLOGIA DAS AGUAS
Operador: Data: / /

Amostra de agua:

NMP

Tubos Positivos Negativos NMP /7 100 ml

#10

#1

#0,1

Filtracdo por membrana

Volume filtrado NUmero de coliformes

Notas:
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P13 - ANALISE MICROBIOLOGICA DO LEITE

Introducédo

O leite é dos alimentos mais ricos e completos e, por isso, dos mais susceptiveis a contaminacdes
microbianas. O leite animal utilizado no consumo publico tem de ser submetido a diversos
processos para diminuicdo da carga bacteriana tanto normal como adventicia, resultante das
praticas zootécnicas da sua recolha. Para garantia da seguranca alimentar importa verificar o
estado microbiologico do leite.

Neste trabalho executar-se-&o algumas técnicas simples para demonstracao do estado de
contaminacao bacteriana de leites crus (ndo tratados) e de leites pasteurizados.

Material e Reagentes

- Banho-maria - Leite cru - Tubos com agar nutritivo

- Estufa de incubacéo (37°C) - Leite UHT (fundido)

- Azul-de-metileno (1:25.000) - Tubos com 5 ml de caldo de - Placas de Petri esterilizadas
lactose 2X - Tubos de ensaio estéreis

Procedimento experimental

Teste da reductase

1. Transferir 10 ml de cada leite por tubo de ensaio
a. (2 por amostra)

Adicionar 1 ml de azul de metileno (1:25.000) a cada tubo

Tapar com parafilm. Homogeneizar por inversdo duas vezes

Aquecer um tubo de cada leite em banho-maria fervente durante 3 minutos (controlos)
Incubar na estufa a 37°C, durante 5 minutos

Homogeneizar de novo por inversao

Incubar na estufa a 37°C, sem agitar

0 N o o B~ WD

Observar a alteracdo da coloracdo por comparacdo de cada tipo de leite aos tempos
indicados

9. Registar as observages (viragem a 4/5 do volume)

Interpretacdo:
Classe 1: Excelente - ndo descora até as 8 horas

Classe 2: Bom - descora em menos de 8 horas
Classe 3: Razoavel - descora em menos de 6 horas

Classe 4: Mau - descora em menos de 2 horas
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Contagem de microorganismos

[

Diluir cada tipo de leite a 102, 10, 10* e 10 (volume final de 10 ml)
2. Leite cru:

a. Inocular 5 ml de cada diluicdo em 5 ml de caldo de lactose 2X
Leite UHT:

a. Incorporar 0,1 ml de cada diluicdo em agar nutritivo

w

Incubar em estufa a 37°C durante 48 horas
Observar a producao de gas nos tubos de Durham as 24 e 48 horas

Observar crescimento bacteriano nas placas e contar colénias as 24 horas

~N o o b~

Registar as observacdes
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Registo de resultados

ANALISE MICROBIOLOGICA DE UM LEITE

Teste da reductase

Operador: Data: / /

Tempos Cru UHT Tempos Cru UHT

0:15 3:00

0:30 4:00

0:45 5:00

1:00 6:00

1:30 7:00

2:00 8:00

Qualidade do leite
Cru UHT

Notas:
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Registo de resultados

ANALISE MICROBIOLOGICA DE UM LEITE

Contagem de microorganismos

Operador:

Data:
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Leite Cru (caldo de lactose)

24 H

48 H

Observacoes

102

10°°

10

10°

Leite UHT (agar nutritivo)

NUmero de colénias

Bactérias / ml

Observacoes

102

10°°

10

10°

Notas:
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P14 - PREPARACAO DE UM IOGURTE

Introducéo

A fermentacgdo microbiana é desde ha séculos usada como meio de preparacéo e preservacao de
certos alimentos. O iogurte, o vinho, os picles, certos molhos de soja, o sauerkraut sdo apenas
alguns exemplos de produtos de fermentagao microbiana. As alteracdes quimicas que ocorrem
durante a fermentacédo permitem a preservacéo dos alimentos e fazem com que as
caracteristicas organolépticas do produto final, nomeadamente o sabor e 0 aroma, assumam um
caracter atractivo para o consumidor. Para além disso, particularmente no caso do iogurte, a
ingestdo de grandes quantidades de bactéria acido-lacticas que estes produtos contém parece
ter efeitos benéficos para a saide humana.

As bactérias responsaveis por algumas fermentacdes, como é o caso do sauerkraut ou dos picles,
fazem normalmente parte da flora nativa dos vegetais. As condicdes de crescimento favoraveis
a fermentacéo proporcionam a proliferacdo dos microorganismos desejados. Ja para a producdo
de outro tipo de alimentos fermentados, tal como o iogurte, normalmente adiciona-se uma
stater culture para iniciar a fermentacao. Esta starter culture contém um ndmero elevado de
microorganismos especificos necessarios a fermentacdo desejada para que resulte um produto
final de alta qualidade.

A fermentacao do leite para a obtencao de iogurte é principalmente levada a cabo por bactérias
acido-lacticas, nomeadamente estreptococos e lactobacilos. A producéo de acido lactico a partir
do acucar do leite (lactose) feita por estas bactérias resulta na coagulagao das proteinas do leite
formando-aquilo a que vulgarmente se chama uma coalhada.

Material e Reagentes

- logurte fresco - Recipiente de plastico - Copo de vidro

(ou starter culture) - Placa de aquecimento - Laminas de microscopio
- Leite fresco magro - Potenciometro - Corantes de Gram
- Leite em po - Termémetro

Procedimento experimental

1. Colocar 100 ml de leite fresco magro num copo de vidro de 250 ml.
2. Medir e registar o pH.

3. Aquecer o leite a 85°C durante 15 minutos. Durante este periodo agitar suavemente o leite e
controlar a temperatura com o termémetro colocado dentro do copo.

4. Passados 0s 15 minutos adicionar 3 g de leite em p0 e agitar para dissolver.

Arrefecer a mistura até 40 a 42°C e adicionar a starter culture ou duas colheres de cha de
iogurte fresco por cada 100 ml de leite.

6. Verter o contetdo do copo para um recipiente de plastico, cobrir com papel de aluminio e
incubar a 40 ou 42°C de 18 a 24 horas.

7. No final do periodo de incubacao verificar o pH do produto (iogurte) e observar o seu
aspecto, particularmente a consisténcia o sabor e 0 aroma.

8. Preparar um esfregaco da starter culture ou do iogurte fresco usado na inoculacdo e do
produto obtido e corar para observacdo do Gram.
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PREPARACAO DE UM IOGURTE
Operador: Data: / /
Observacédo / Determinacao Valor / Registo Notas
pH do leite

Gram do iogurte fresco (ou
starter culture)

Aspecto do produto obtido

Sabor do produto obtido

Aroma do produto obtido

pH do produto obtido

Gram do produto obtido

Notas:
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P15 - ISOLAMENTO DE RHIZOBIUM.
OBSERVACAO DE NODULOS E BACTEROIDES

Introducédo

A presenca de nodulos na raiz levou os investigadores a atribuir desde muito cedo a
responsabilidade destas estruturas na fixacdo de N2. No entanto, apenas em 1888 BEIJERINCK
provou experimentalmente que os nédulos contém bactérias sendo estas responsaveis pela
fixacdo do azoto atmosférico. Para tal terd certamente utilizado a metodologia recentemente
desenvolvida por ROBERT KOCH no estabelecimento das relagdes causa-efeito determinadas pela
accao de micrébios. Segundo esta metodologia, a identificacdo de um microrganismo como
responsavel por uma determinada sintomatologia, implica o seu isolamento em cultura pura,
bem como a reproducdo daquela em condi¢Bes experimentalmente definidas - POSTULADOS DE
KOCH.

Este trabalho pratico consiste na tentativa de demonstragcao de que a bactéria com as
caracteristicas a seguir descritas é a responsavel pela formacédo de nddulos e fixacdo de azoto
em hospedeiros compativeis.

Caracteristicas

Células em forma de bastonete curto, Gram -, com dimens@es que variam entre 0,5 e 0,9 mm
por 1,2 a 3,0 mm, ocorrendo isolados ou aos pares, moveis por flagelos polares, subpolares ou
peritriquiais, ndo formam esporos e em culturas envelhecidas apresentam granulacdes de poli-b-
hidroxibutirato. Apresentam bom crescimento em meio de Manitol Levedura, podendo em meios
gelificados desenvolver col6nias planas, convexas ou umbilicadas. Estas sdo normalmente
brancas e opacas, por vezes translicidas, apresentando frequentemente producédo de goma de
natureza polissacaridica. A inclusdo de vermelho do Congo no meio de cultura ndo conduz a uma
forte absorcéo deste corante pelas colonias, podendo certas estirpes apresentar ligeira absorcao.
As estirpes de crescimento rapido produzem coldnias de 4 a 6 mm de diametro em 5 dias de
incubacgédo a 26-30°C provocando acidificacdo do meio de cultura. As estirpes de crescimento
lento produzem colénias com 1 mm de didmetro em 10 dias de incubacéo a 28-30°C, provocando
a alcalinizacdo do meio de cultura. Induzem a formacéo de nddulos na raiz de leguminosas
compativeis, colonizando-os e podendo ai desenvolver actividade diazotrofica em simbiose. No
interior dos n6dulos podem sofrer pleomorfismos apresentando células de formas muito variadas.
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12 Sessdo

Objectivo

Observacdo de nodulos e bacteroides.

Inicio do isolamento em cultura pura.

Material necessario

Bioldgico Diverso
- Raizes de leguminosas noduladas; trevos, luzernas, - Pincas de ponta fina, Tesouras,
vicias e serradelas recolhidas no campo. Bisturis, Varetas de vidro

Caixas de Petri esterilizadas

Bico de Bunsen ou lamparinas de
alcool

Laminas de vidro para microscopia

Microscopio 6ptico

Ansas de cromoniquel

Pipetas de Pasteur esterilizadas

Papel de filtro

- Copos de vidro de 250 ml

BalBes Erlenmeyer de 250 ml,
esterilizados

Estufas de incubacéo

Fosforos

Caixa para guardar preparacoes.

Quimico

- Solucdo de etanol 90%

- Solucéo de H,0, a 3-5%

- Solugéo de NaCl a 0,85% (Salina)

- Solucéo de Safranina

- Meio de Agar Manitol Levedura (AML) com Vermelho
do Congo

- Meio de Agar Manitol Levedura (AML) com
Cyclohexamida

- Oleo de imers&o para microscopia ptica

- Xilol

Procedimento

Observacdo da nodulacdo em diferentes leguminosas

Identifique as leguminosas que encontra sobre a sua bancada de trabalho. Corte a parte aérea
das plantas e coloque as raizes num copo de vidro, utilizando um copo para cada género de
leguminosa. Lave vigorosamente as raizes em agua corrente de modo a remover toda a terra e
outras impurezas. Retire uma raiz de cada copo e coloque-as sobre folhas de papel de filtro.
Distenda a raiz, separando bem as raizes secundarias, deixando a raiz principal numa posicao
central. Observe e anote o nimero de nddulos na raiz principal e raizes secundarias, a sua
distribuicéo ao longo da raiz e as suas dimensdes. Observe a coloracéo exterior dos nddulos e
ap0s seccionar com bisturi alguns noédulos, observe a coloracéo interior do tecido nodular.
Compare a forma dos nddulos nas diferentes leguminosas.

Observacado de bacteroides

Escolha uma raiz de vicia e uma raiz de trevo bem noduladas e destaque um nddulo proeminente
localizado na raiz principal de cada uma delas, colocando-a sobre uma gota de solugéo salina no
fundo de uma caixa de Petri. Com uma vareta de vidro proceda ao esmagamento do nodulo de
forma a obter um macerado. Coloque uma gota de solucéo salina sobre uma lamina de
microscopia e transfira uma ansada do macerado obtido para a gota de solucdo salina,
homogeneize e proceda ao espalhamento da suspensdo de modo a obter um esfregaco. Faca a
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coloracéo da preparagdo com solucdo de safranina durante 5 minutos. Remova o excesso de
corante, lave a preparacao com agua e deixe secar. Observe ao microscépio utilizando objectiva
de ampliacdo 100x, com 6leo de imersdo. Apos observacdo de bacteroides, limpe a objectiva
com xilol e identifique as preparacdes com data, espécime e grupo de trabalho, guardando-as
em caixa distribuida para o efeito.

Isolamento de Rhizobium leguminosarum bv. trifolii

De uma das raizes de trevo retire alguns nédulos da raiz principal, com o cuidado de deixar cerca
de 1-2 mm de raiz para cada um dos lados do nédulo. Coloque-0s numa caixa de Petri com
solucéo etanol 90% durante 30 segundos, transferindo-os de seguida para outra caixa de Petri
contendo solugdo de H,0, a 3-5%, deixando actuar durante 4-5 minutos. Seguidamente transfira
assepticamente os nédulos para uma caixa de Petri com agua destilada esterilizada. Depois de
uma passagem pela agua destilada, transfira os nédulos para o fundo de uma caixa de Petri,
colocando cada um sobre uma gota de solucéo salina. Com vareta de vidro esterilizada, proceda
ao esmagamento dos nodulos de forma a obter um macerado tao uniforme quanto possivel. Com
este macerado inocule placas MLA com Vermelho do Congo e Cyclohexamida*.

Proceda a inoculacéo de placas por riscado, com flambagem da ansa entre cada série de riscos,
de forma a obter coldnias individualizadas apds a incubacéo. Inocule 2 caixas de Petri por cada
nédulo. Ap6s a inoculagéo inverta as placas e coloque-as na estufa de incubacdo a temperatura
de 28°C. Lave e arrume a bancada de trabalho.
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22 Sessao

Objectivo

Familiarizacdo com as caracteristicas coloniais e morfologia celular de Rhizobium, repicagem de
coldnias para obtencéo de culturas "puras" e observagao diferencial de bactérias e bacteroides.

Material necessario

Bioldgico Quimico

- Coldnias obtidas pelos crescimentos resultantes das - Corantes para coloracéo de Gram
inoculages realizadas na sesséo anterior - Solugéo de Cristal Violeta

- Bacteroides em esfregacos corados - Solucéo de lodo

- Alcool lodado
- Solucéo de Safranina

Diverso - Solugéo de NaCl a 0,85% (salina)

- Laminas de vidro para microscopia - Oleo de imers&o para microscopia

- Ansas de cromoniquel dptica

- Caixas de Petri - Xilol

- Pipetas de Pasteur - Meio de Agar Manitol Levedura (AML)
- Microscopio 6ptico com e sem Azul de Bromotimol

- Bico de Bunsen ou lamparina de alcool - Meio de Agar Peptona Glucose com

- Esguicho para agua Vermelho Neutro

- Peras de borracha - Solucéo de etanol 90%

Estufas de incubacéo

Procedimento

Caracterizac@o da morfologia colonial, morfologia celular e reac¢@o de Gram de isolamentos de
Rhizobium leguminosarum bv. trifolii

Retire da estufa de incubacgéo as placas inoculadas na sessdo anterior. Observe 0s crescimentos
obtidos e tente encontrar col6nias perfeitamente individualizadas. Com o auxilio da bibliografia
fornecida, procure identificar coldnias com as caracteristicas descritas para o género Rhizobium.
Atenda essencialmente a dimensao, forma, textura, elevacéo e pigmentacdo das coldnias. Dé
especial atencdo ao grau de absorcdo do corante utilizado no meio de cultura. Escolha algumas
coldnias individualizadas com caracteristicas que mais se assemelhem com as descritas para a
bactéria em estudo e proceda a sua descricdo. Com o auxilio de uma ansa flambada, transfira
uma pequena porcao de cada uma das colonias para gotas de solucdo salina sobre lamina de
microscopia. Homogeneize e espalhe sobre a lamina a suspensdo assim obtida. Elabore
esfregacos seguindo o protocolo habitual e proceda a coloracdo de Gram sobre tais esfregacos.
Observe as preparacdes ao microscopio com objectiva de 100x e 6leo de imersao. Verifique a
morfologia celular, a reac¢do aos corantes e a presenca de contaminantes Gram positivos.
Compare a morfologia celular encontrada nestes esfregacos com a obtida nos esfregacos
realizados na sessdo anterior. Identifique e guarde todas as preparacfes coradas.
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Inoculacdo de meios para a sessdo seguinte

Proceda a repicagem de coldnias que, e apds observacdo ao microscopio, ndo apresentem
contaminantes e cuja morfologia celular esteja de acordo com a descrita para o género,
inoculando meio AML com Azul de Bromotimol*1 , Agar de Peptona Glucose com Vermelho Neutro
e MLA sem corante. Neste tltimo meio faca um riscado que permita um crescimento em massa, 0
gue podera obter se nado esterilizar a ponta da ansa entre cada série de riscos. Lave e arrume a
bancada de trabalho.

1~ Aincorporacso de Azul de Bromotimol permite verificar a natureza acida ou alcalina dos metabdlitos resultantes da
utilizago da fonte de energia do meio de cultura. A inoculagdo de Meio de Agar Peptona Glucose com Vermelho Neutro,
pretende despistar contaminantes, dado que o rizébio ndo cresce neste meio de cultura.
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32 Sessdo

Objectivo

Realizacdo do ensaio gnotobiotico para verificacdo dos "Postulados de Koch" e avaliacdo de
isolamentos.

Material necessario

Biologico Diverso

- Crescimentos resultantes das inoculagdes realizadas na - Baldes Erlenmeyer de 150 ml,
sessdo anterior esterilizados

- Radiculas de Trifolium subterraneum cv.Mount Barker - Frascos soroldgicos de 25 ml,

esterilizados
- Areia esterilizada
- Tubos de ensaio com tampa de

Quimico -
N rosca, esterilizados
- Soluggo de NaCl a 0,85% ) - Pipetas volumétricas de 5 ml,
- Solugéo nutritiva de Jensen com e sem azoto combinado escoamento total, esterilizadas
- Solucao de etanol 90% o - Caixas de Petri, esterilizadas
- Solugéo de HgCl, a 0,1%, acidificado com HCI puro 5miI/l . sac0s de polietileno 8x12 cm
- Agar de agua 0,8% - Eléasticos
- Agua destilada esterilizada - Camara climatizada

Procedimento

Nesta 32 sessdo procede-se a inoculacdo de plantulas de trevo subterraneo, obtidas por
germinacdo asséptica de sementes desinfectadas. Nao sendo exequivel, por questdes
essencialmente de tempo, a obtencao pelos alunos de tais plantulas, procede-se a demonstracéo
da desinfeccéo e embebicdo de sementes para rapida germinacéo (+ 24 horas), sendo
acompanhada com comentarios sobre a técnica utilizada. Os alunos encontram, assim, na
bancada de trabalho caixas de Petri com sementes germinadas assepticamente sobre agar de
agua, com cerca de 1 cm de radicula e prontas a serem transferidas. Também os frascos com
areia e solucdo nutritiva estdo ja previamente preparados e esterilizados.

Preparacgdo de suspensdes e inoculacdo de plantulas

Observe os crescimentos obtidos nos diferentes meios de cultura inoculados na sessdo anterior, e
baseando-se no resultado dessa observagdo escolha uma das placas MLA inoculada para
crescimento em massa e junte cerca de 20 ml de solucéo salina no interior da caixa de Petri.
Com o auxilio da ponta de uma pipeta esterilizada, procure suspender a massa de células que se
encontra sobre o agar, de modo a obter uma suspensdo densa. Transfira a suspensao por
pipetagem para um balé@o Erlenmeyer 150 ml esterilizado e homogeneize a suspensdo recorrendo
ao enchimento e esvaziamento vigoroso da pipeta para o interior do baldo. Repita varias vezes
este procedimento. Com uma ansa esterilizada e arrefecida, transfira plantulas para frascos de
areia com solucdo nutritiva. Quando terminar a transferéncia de plantulas inocule 10 frascos com
1 ml da suspensao anteriormente obtida. Procura manter cuidados de assépsia em toda a
execucédo do trabalho. Elabore tratamentos testemunha ndo inoculados, com utilizagéo de
solugdo nutritiva de Jensen com e sem azoto combinado e em nimero idéntico ao dos
inoculados. Identifique claramente todos os frascos com data, espécime, tratamento e grupo de
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trabalho. Cubra os frascos com sacos de polietileno, fixando a boca do saco contra o frasco
utilizando um elastico. Coloque todos os frascos no interior da cAmara climatizada, procurando
gue a sua distribuicdo seja feita ao acaso. Programe as condicdes de temperatura e fotoperiodo
nas quais pretende o desenvolvimento das plantas. Inocule tubos com meio MLA com 0s
isolamentos utilizados na inoculagdo de plantulas. Lave e arrume a bancada de trabalho.

68



4g{’xSlb

$ -y
T\
9
vl

42 Sessao

Esta tem lugar 6 semanas apos a 32 sessao

Objectivo

Confirmacéo de isolamentos e avaliagdo da efectividade simbidtica.

Material necessario

Bioldgico Diverso

- Plantas de trevo subterraneo preparadas na 32 sessdo desta
Unidade Pedagdgica

Idéntico ao da 12 sessao

Folhas de papel de aluminio

Alfinetes ou fios de
cromoniquel

Estufa ventilada

Quimico
- Idéntico ao da 12 sessao

Procedimento

Avaliacdo da efectividade simbiotica

Retire as plantas da camara climatizada e remova os sacos de polietileno. Separe as plantas
pelos tratamentos realizados ( inoculados, ndo inoculados sem azoto combinado e ndo inoculados
com azoto combinado) e compare o desenvolvimento das plantas nos 3 tratamentos. Proceda a
remocao da parte aérea das plantas, cortando-a junto ao colo. Com papel absorvente retire as
gotas de agua que eventualmente se encontrem sobre folhas e caules. Coloque cada uma das
plantas recolhidas (s6 parte aérea) sobre um pedaco de folha de aluminio, dobre com cuidado e
abra pequenos orificios para circulacéo de ar. Cologue as plantas assim acondicionadas na estufa
ventilada a 65°C. Identifique claramente o material colocado na estufa.

Confirmagao de isolamentos como Rh. leguminosarum bv. trifolii

Em &gua corrente remova a areia dos frascos soroldgicos, retirando as raizes com todo o cuidado.
Proceda a remocao de todas as particulas de areia tentando ndo as confundir com nédulos.
Verifique a presenca ou auséncia de nodulos em todas as raizes, quer inoculadas quer néao
inoculadas. Escolha alguns dos nédulos obtidos, proceda ao seu esmagamento e com 0s
macerados resultantes, inocule meio MLA, procedendo de forma idéntica ao trabalho realizado
na 12 sessdo. Lave e arrume a bancada de trabalho.
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52 Sessdo

Objectivo

continuacédo do trabalho da sesséo anterior

Material necessario

Bioldgico Diverso

- Crescimentos resultantes das inoculacdes realizadas na sessdo anterior - Idéntico ao da 12
- Parte aérea das plantas recolhidas na sessdo anterior sessdo

- Esfregacos corados e guardados desde a 22 sessao. - Balanca analitica

- Exsicadores

Quimico
- Idéntico ao da 12 sesséao

Procedimento

Avaliacdo da efectividade simbiotica

Munindo-se de uma pinca, retire da estufa ventilada os pequenos embrulhos contendo a parte
aérea das plantas utilizadas no ensaio, colocando-as rapidamente no exsicador, ndo mantendo
este aberto mais tempo que o necessario. Dirija-se para a bancada onde se encontra a balanca
analitica e proceda a pesagem de cada um dos pequenos embrulhos, respeitando os
procedimentos relativos a abertura e fecho do exsicador. A medida que sdo efectuadas as
pesagens um outro colega de grupo retira o contetido dos pequenos embrulhos, limpa os
envélucros colocando-os novamente dentro do exsicador. Quando terminarem as pesagens dos
embrulhos, iniciam-se as pesagens dos envélucros. Tome nota dos valores das pesagens e
determine o peso seco da parte aérea das plantas utilizadas no ensaio.

Confirmagao de isolamentos como Rh. leguminosarum bv.trifolii

Retire as placas de Petri com meio AML inoculadas na sesséo anterior e compare as
caracteristicas do crescimento colonial com as mesmas que anotou na 22 e 32 sessdes. A partir de
coldnias isoladas elabore esfregacos e faca a coloracdo de Gram, comparando ao microscopio as
preparacdes agora obtidas com as da segunda sessao.
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P16 - BACTERIOFAGO DE E. COLI

Introducéo

Todos os virus sao parasitas intracelulares obrigatérios e sdo incapazes de se propagar em meios

nutritivos como acontece com grande ndmero de bactérias e outras células. Cada tipo de virus

requer um hospedeiro adequado para se replicar. Ha virus que conseguem infectar diferentes

tipos de hospedeiros e outros de maior especificidade para um tipo particular de células.

No caso dos bacteriéfagos (="comedores de bactérias"), os hospedeiros nos quais se podem

multiplicar sdo bactérias.

Neste trabalho isolar-se-ao bacteriéfagos de E. coli em placas de lise.

Material e reagentes

- Suspensao de bacteriofago litico de E. coli - Agar NZY (NZY contendo 1,5% de Bacto Agar)

(I -DASH) - TOP NZY (NZY contendo 0,7% de agarose)
- Suspensao de cultura recente de E. coli (P2) Solucéo salina estéril
- Meio de cultura NZY MgSO4 10mM

NaCl 59 - Pipetas pasteur

MgS0O4 7H20 24 - Microtubos esterilizados

Yeast extract 59 - Micropipetas (200 e 1000) e respectivas
N7 amine (casein hydrolysate)-- 10 g pontas esterilizadas

H20 ad 1000 ml

Procedimento (por grupo)

Preparacdo das bactérias:

Tomar 10 ml de meio de cultura liquido NZY adicionado de maltose a 0,2%
Adicionar 200 m células E.coli P2

Incubar a 37°C durante uma noite sob agitacdo constante

Centrifugar 10 minutos a 1 000 rpm

Decantar e suspender o sedimento em 5ml 10mM MgSO4

o 01~ W N P

Conservar a suspensdo celular a 4°C entre 2 horas (minimo) até 1 més (maximo)
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Plagueamento dos fagos:

1.

[
o

Diluir a suspensao de fagos em agua estéril:

Tubo # 1 2 3 4 5
Amostra inicial 100 ni - - - -
Diluicdo anterior - 100 | 100 m | 100 i
Agua 900mM | 900 | 900 M | 900 M | 900 M
Diluig&o final 10 10 10 10 -

Tomar 100 i células E.coli P2 (anteriormente preparadas) para tubo de ensaio
Adicionar 0,5 m de cada diluicdo dos fagos

Incubar a 37°C durante 25 minutos

Adicionar 8 ml TOP NZY a 50°C

Rodar tubo para misturar

Verter rapidamente sobre placas Petri contendo agar NZY

Deixar solidificar sobre a bancada (10 a 15 minutos)

Incubar em estufa a 37°C durante uma noite

. Observar as placas e registar as observacoes

72

RS/
\4% D

-y
5 -
9
vl



Registo de Resultados

BACTERIOFAGO DE E. COLI

Operador:

4gRSIb

un,
S

Oé, EVOQS.

Placa | Amostra | Numero de placas

Observacdes

#1

#2

#3

#4

#5

Titulo da suspensao inicial de bacteriéfagos:

Notas:

Unidade infecciosas /7 ml

de Apoio e Protocolos
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