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APRESENTACAO

O laboratorio de Microbiologia e Higiene dos Alimentos € utilizado para o
isolamento de microrganismos e diferentes analises microbioldgicas. Esta equipado para
rotinas microbioldgicas que sdo fundamentais para diferentes areas, desde aulas
praticas, pesquisas e prestacdo de servigos.

Este localizado no Campus | da Universidade Catolica de Brasilia, no Bloco Sao
Gaspar Bertoni, sala M-123/124. Conta com uma érea total de Area: 150,07 m?, dividida
em area de uso comum (com bancadas, pias, tanques, armarios e mobiliario) e interlab
(com bancada e armarios e material de uso mais restrito - material bibliografico,

equipamentos de projetos de pesquisa).



2.3 PLANO DE AVALIACAO PERIODICA DOS ESPACOS
2.4 PLANO DE MANUTENCAO E GUARDA PATRIMONIAL
2.5 PLANO DE LIMPEZA E ORGANIZACAO
2.6 PLANO DE ATUALIZACAO DOS EQUIPAMENTOS
2.7 AGENDAMENTO DE AULAS PRATICAS

HiGIENE DE ALIMENTOS
MICROBIOLOGIA DOS ALIMENTOS
MICROBIOLOGIA BUCAL

5 - PROCEDIMENTOS ...ttt b et sr et e e e eneas 7

5.1 EQUIPAMENTOS DE PROTECAO INDIVIDUAL - EPI
5.2 EQUIPAMENTOS DE PROTECAO COLETIVA - EPC
5.3 HIGIENIZACAO/DESINFECCAO
5.4 OPERACOES DOS EQUIPAMENTOS

5.5 TECNICAS REALIZADAS NO LABORATORIO
5.6 COLETAS, ACONDICIONAMENTO E RECOLHIMENTO DOS RESIDUOS

6 - CONDUTAS A SEREM ADOTADAS EM CASOS DE ACIDENTES........cccooviniineeneceene, 14
6.1 CONTATOS DE EMERGENCIA
T = ANEXO | oot 16

INDICE

L OBJIETIVO oo st s st s e eee st eee s ee s 4
2 — RESPONSABILIDADE .....oovvoeeveoeeeeeeseeeeeeeeeseseseesesesesseseesssseaessssesessseeesesseesssseseseseesssseessseseseseeees 4
2.1 CURSOS QUE UTILIZAM O LABORATORIO: «..veeeveeeeeeeeeeeeeeseeeeseesesesssesesasessseesssaessssssesssessnenes
2.2 PESSOAS ENVOLVIDAS DIRETAMENTE COM O LABORATORIO: . ...viveeieveeeeeeeeeeseeeereeeseeeeeaneens

3 - NORMAS DO LABORATORIO ..ottt e e s see s seseseseseseseseseseeesesesesesesesenenaees 6
4 - ATIVIDADES DESENVOLVIDAS. ..o oottt ettt eeeee e et et aesee et et aeseeeesaeseee et eeeeseset et seeeeenesaeaeenes 6
IMICROBIOLOGIA APLICADA ...vu ettt e et e e et et e et et e e s e st eesea et eeeanteeeesseeeesnreeeannreeennnns
B ACTERIOLOGIA ... ettt ettt e ettt e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e ee e e e e e ee e e e e e e eeeeenaneeerenanees
IMICROBIOLOGIA GERAL «.ttittettttee s et eeeteesttteessesetteessssaasseeessses s ssaassessetesstssanteeseeseessssannreeeseressres

Espectrofotdmetro: VOItAgEM 220V........co.iiiiieieeeee ettt 8
Estufas De Secagem E Esterilizacdo Modelo 400-De: Voltagem 220 V E Estufa Para Fungos

IVIBICA ELICAL .....vvvvoveveeseis ettt bbbt 8
Estufa Bacteriol0gica MOUEI0 502.........cceceiierieieeeeiee et eneans 9
Estufa Bacteriologica Ma 032/3-4-5: Voltagem 220V ............cccovenininiiniininie, 9
Deionizador De Agua: VOItagem 220V ..ottt 9
Fluxo Laminar: VOIAGEM 220V .........ccoiiiiiiiiiiiiitesietiseee ettt 9
AULOCIAVE: VOIAGEM 220V......c.eiiiiiieiiiiiieete ettt b bbb bt se et st ne et nes 10
Banho-Maria MetabOlico Tipo DUBNOTT..........ccviiiiiiiieses s 10
Banho-Maria SOr0IOQICO........ccciiiiiiiiescc ettt ae st et sn e e eneas 11
Y Lol o T O=T o1 {0 T - VRS 10
MICIOSCOPIO OIYMPUS. ...ttt b bbbt b e et ne et et nr e e 12
Balangas ANAITHICAS ........c.erieiirieiit bbbttt bbb 13
Balangas 08 PESAGEM ..ottt bbbt 13

....... 4
....... 4



) K Universidade
.. _Catolica de Brasilia

UNIVERSIDADE CATOLICA DE BRASILIA .
LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA E HIGIENIZACAO DOS

ALIMENTOS
MANUAL DE PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO | Pégina 4 de 68
Data:
EMISSAO 02/04/2018
Elaboracéo: Assinatura ou Rubrica Data:
Ana Claudia Alves/ Elias Rosa de 02/04/2018
Souza
Reviséo: Assinatura ou Rubrica Data:
Samuel Dias Araujo Janior
Aprovacao: Assinatura ou Rubrica Data:
Samuel Dias Araujo Janior

1-OBJETIVO

Descrever de forma simples e objetiva as técnicas, atividades e operagdes

realizadas no laboratério.

2 - RESPONSABILIDADE

2.1 Cursos que utilizam o laboratério:

Regular
e Biomedicina
e Ciéncias Biologicas

e Farmacia

e Engenharia Ambiental

e Nutricdo
e Medicina

e Gastronomia

2.2 Pessoas envolvidas diretamente com o laboratério:

- Coordenacéo do EAP’S
e Thalita Tormim
- Técnicos:

e Elias Rosa

2.3 Plano de avaliacéo periodica dos espacos
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A verificacdo dos laboratdrios é feita diariamente pelo técnico que identificando algum
problema de infraestrutura abrird um chamado via sistema SISPRED para que a equipe
de manutencdo providencie 0s reparos necessarios.

2.4 Plano de manutencéo e guarda patrimonial

Anteriormente ao inicio do semestre a limpeza dos equipamentos e geladeiras séo feitos,
e se necessario, as calibracGes internas de equipamentos especificos sempre no inicio e
no fim dos semestres afim de preparar os equipamentos para inicio das aulas préaticas.

2.5 Plano de limpeza e organizacao

O piso € limpo todos os dias pelos servidores do servigo de limpeza e conservacéo,
conforme escala estabelecida pela gestdo de Higienizacao da UCB.

As bancadas sdo limpas com sabdo neutro e alcool 70°no inicio e ao término de todas as
aulas. Equipamentos e materiais sdo encaminhados para a limpeza e desinfeccdo ao
término de cada aula (ex: tubos de ensaio, espatulas, almotolias etc.), primeiramente
ficam por cerca de 24h de molho em solucéo de cloro a 1%, em seguida sdo enxaguados
e lavadoras normalmente com sabdo neutro e novamente enxaguados com agua corrente
e preferivelmente pelo menos trés enxagues com agua destilada. No caso de
derramamento fluidos bioldgicos dentro de equipamentos (centrifugas, estufas etc.)
deve imediatamente ser descontaminados com hipoclorito 1% e em seguida passar
alcool 70%.

O laboratdrio possui identificacbes quanto ao que esta em cada armario e gaveta, bem
COmoO 0s riscos quimicos e bioldgicos.

2.6 Plano de atualizacdo dos equipamentos

Anualmente ocorre uma previsao orcamentaria de Investimentos para o laboratorio, seu
grau de importancia e urgéncia.

2.7 Agendamento de aulas praticas

Ao inicio do semestre é solicitado aos professores que utilizam os laboratérios, bem
como os coordenadores dos cursos, os planos de ensino com as datas e roteiros das
praticas. O agendamento é solicitado por e-mail para o reservasala@uch.br e sdo
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acompanhadas via sistema VBI, bem como planilha compartilhada com os laborat6rios
de Microbiologia, Parasitologia e Tecnologia de Alimentos para controle pessoal.

3-NORMAS DO LABORATORIO

e Nao € permitida a presenca de pessoas nao autorizadas no laboratério.

e A chave do laboratério estd na responsabilidade do técnico do laboratério e somente
sera liberada aos alunos e pesquisadores que tiverem autorizacao.

e E obrigatério o uso de EPI — Equipamento de Protecdo Individual (jaleco, sapato
fechado, e luvas sempre durante a realizacdo de qualquer procedimento além de gorro e
méscara caso se faca necessario) dentro do laboratdrio (Portaria da reitoria n® 143
NRO6).

e Todos os alunos que utilizarem o laboratorio devem ser orientados pelo professor e
técnico quanto ao seu funcionamento antes do inicio das atividades no laboratorio.

e E proibida a entrada e o consumo de qualquer tipo de alimento ou bebida.

e ApoGs os procedimentos realizados no laboratério o aluno deverd deixa-lo limpo e

organizado, e verificar se desligou todos o0s equipamentos que utilizou.

4 - ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

Aulas préticas, projetos de pesquisa, prestacdo de servico e monitorias.
AULA PRATICA (anexo 1)
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Microbiologia Aplicada
Bacteriologia

Microbiologia Geral

Higiene De Alimentos
Microbiologia Dos Alimentos
Microbiologia Bucal

5- PROCEDIMENTOS
5.1 Equipamentos de Protecdo Individual - EPI

o Para manipulacdo de reagentes: Jaleco, dculos, luvas e méscara.
o Para manipulacéo de corantes: jaleco e luvas.
5.2 Equipamentos de Protecéo Coletiva - EPC

Capela de Fluxo Laminar: E importante que a cabine esteja funcionando no minimo
30 minutos antes do inicio do trabalho e permaneca ligada mais 30 minutos apos a
concluséo do trabalho, e ser submetida a processo de limpeza, descontaminacdo e
desinfeccdo, nas paredes laterais e internas e superficie de trabalho antes do inicio das

atividades, e na ocorréncia de acidentes e derramamentos de respingos.

o Limpar o interior do equipamento com bucha e sabao

o Higieniza-lo com alcool 70%

o Ligar o fluxo apertando o botdo verde, localizado na parte anterior

o Selecionar a chave metalica para cima (em direcdo a palavra  “germicida”)

o Apds 30 minutos, retornar a chave metalica para baixo (em direcdo a palavra
“luz”)

o Desligue o aparelho apertando o botdo vermelho e para desligar a luz branca

deixe a chave metalica entre “germicida” e “luz”.
Lava-olhos de Emergéncia: E um equipamento utilizado para acidentes na mucosa
ocular, o jato de agua também deve ser forte e dirigido aos olhos. Quando ocorrer
acidente com derrame de material nos olhos, estes devem ser lavados por, no minimo 15
minutos, para remocdo da substancia, reduzindo danos ao individuo.
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Chuveiro de Emergéncia: posicionar-se em baixo do crivo e acionar a haste tipo
triangulo de acionamento. Tomar uma ducha por 15 minutos. Despir-se caso a roupa
estiver contaminada. Procurar assisténcia médica imediatamente.

5.3 Higienizagéo/Desinfecgéo

o O piso é limpo duas vezes ao dia pelos servidores do servico de limpeza e
conservagao.

o As bancadas sdo limpas com sabao e alcool 70° ao término de todas as aulas.

e Locais infectados com materiais bioldgicos deverdo ser descontaminados com
solucdo de cloro a 1,0% ou alcool 70%.

o Equipamentos e materiais sdo lavados ao término de cada aula, e se estiverem

contaminados por fungos e/ou bactérias, sdo autoclavados.
5.4 Operacg0es dos equipamentos

Espectrofotometro: Voltagem 220v

o Ligar o botdo do equipamento, localizado na parte posterior, 15 minutos antes de
utilizé-lo.

. Aperte a tecla “mode” até que seja selecionado o tipo de espectro desejado.

o Na tecla “wevelength” ajuste o comprimento de onda selecionando as teclas para

cima e para baixo até que seja alcangado o valor desejado.

o Zerar 0 equipamento: Em uma cubeta, colocar 2,5 ml de meio puro e apertar o
botdo 100% abs

o Colocar 2,5ml de meio na cubeta, fechar o equipamento e anotar a leitura.

o Apbs utilizacdo do aparelho, retirar as cubetas e desliga-lo no botédo localizado

na parte posterior.

o Retirar o equipamento da tomada.

Estufas De Secagem E Esterilizagdo Modelo 400-De: Voltagem 220 V E Estufa
Para Fungos Marca Etica

o Pressionar a chave liga /desliga ( botbes verde e vermelho simultaneamente)
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o Ajustar o controlador de temperatura: Pressiona-se o botdo branco do controlador
de temperatura acionando-se o led vemelho e ajusta-se a mesma através das
teclas de subida e descida da temperatura. --Pressiona-se novamente a tecla
branca.

o Para ajustar o temporizador é necessario pressionar a chave verde e girar o anel

exterior do temporizador até a posi¢do (tempo) desejada.

Estufa Bacterioldgica Modelo 502

o Ligar a chave geral
o Girar o botdo de ajuste de temperatura para a direita até a temperatura desejada,
observando a lampada de aquecimento acesa, indicando o ciclo de aquecimento.

o Verificar a temperatura da estufa através de termémetro de mercurio

Estufa Bacteriologica Ma 032/3-4-5: Voltagem 220v

o Ligar a chave geral

o Ligar o botdo, localizado na parte anterior do equipamento

o Com o auxilio das teclas para cima e para baixo ajustar a temperatura

o Utilizar um termémetro para verificar se o termostato estd registrando a

temperatura correta

o A cada bimestre a estufa deve ser higienizada com alcool e formol.

Deionizador De Agua: Voltagem 220V

o Ligar o adaptador a entrada da coluna.

o Ligar o tubo de alimentacgéo a rede de agua.
o Abrir a torneira.

o Abrir a torneira de alimentacéo.

. Ligar a Célula Condutimétrica a corrente.

Fluxo Laminar: Voltagem 220v
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o Limpar o interior do equipamento com bucha e sab&o
o Higienizé-lo com alcool 70%
o Ligar o fluxo apertando o botdo verde, localizado na parte anterior
o Selecionar a chave metalica para cima (em direcao a palavra “germicida”)
o Apbs 30 minutos, retornar a chave metalica para baixo (em dire¢do a palavra
“luz”)
o Desligue o aparelho apertando o botdo vermelho e para desligar a luz branca

deixe a chave metalica entre “germicida” e “luz”.

Autoclave: Voltagem 220v

o Colocar agua até a altura do descanso do cesto

o Colocar o material dentro da autoclave

o Fechar a tampa apertando os parafusos por igual e em forma de cruz

o Abrir a valvula de saida do vapor

o Ligar a chave comutadora no calor méximo

o Esperar até a saida continua de vapor no bico do registro e em seguida fechar a
saida

o Esperar até que seja atingida a pressdo de 121 kgf/cm?

o Mudar a chave comutadora para o calor minimo

o Esperar de 15 a 20 minutos para esterilizacdo de meios e vidrarias,

respectivamente, e 30 minutos para descontaminagao

o Desligar a chave comutadora

o Esperar até a autoclave esfriar e 0 mandmetro voltar a zero

o Depois do uso limpar e secar a autoclave para prevenir corroséo
o Retirar da tomada

Banho-Maria Metabdlico Tipo Dubnoff

10
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o Adicionar agua destilada no interior da cuba, o volume final fica a critério do

usuario, entretanto, é aconselhavel que o volume seja igual ao dos recipientes a
serem agitados.

o Conectar adequadamente os recipientes nas garras em ago inoxidavel, se acaso as
garras estiverem sem presséo, deve-se pressiona-las para baixo afim de promover
o efeito mola.

o Conectar o cabo elétrico a uma tomada compativel de voltagem 220 volts.

o Selecionar a velocidade desejada fazendo uso do Knob (ajuste RPM)

o Selecionar a temperatura desejada fazendo uso das teclas do controlador de
temperatura (“/ e FN”)

o O display sempre mostrara a temperatura real, para visualizar ou alterar a
temperatura aperte a tecla “FN” e aparecera “SP”, mesmo que piscando, utilize as
teclas

o para diminuir ou aumentar a temperatura a ser programada, ap0s esse
procedimento, acione novamente a tecla “FN” e o programa estara concluido
com os novos valores de temperatura.

Banho-Maria Sorologico

o Adicionar adgua destilada no interior da cuba, até a altura do cesto de aluminio

Conectar o cabo elétrico a uma tomada compativel de voltagem 220volts.

Selecionar a chave “liga/desliga”

Selecionar a temperatura desejada no botdo °C.

Micro Centrifuga

o Conectar o aparelho em tomada 220V.

o Pressionar o botdo “liga/desliga”, na frente do equipamento, para ligar a
centrifuga.

o Colocar as amostras de interesse dentro da centrifuga de forma balanceada.

11
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Regular a velocidade o tempo da centrifugacéo, utilizando os botdes “+ ou ”,
“time” e “temp” correspondentes a essas fung¢des, respectivamente.

o Pressionar 0 botdo “#” e aguardar o tempo de centrifugacéo necessario.

o Finalizada a centrifugacdo a tampa abrird automaticamente retire as amostras
com cuidado para evitar que o centrifugado ressuspenda na solu¢do da amostra.

. 2.8 Desligar o aparelho, pressionando o botdo “liga/desliga”. Desconectar a centrifuga

da tomada.

Microscopio Olympus

o Seqiéncia de ajuste inicial do microscépio
o Ajuste a voltagem com o seletor de voltagem do microscopio de acordo com
acordo com a voltagem da rede elétrica local

o Ligue a fonte luminosa

J Coloque a ldamina na platina

o Destrave a trave mecanica de pré-focalizacao

o Focalize a lamina com a objetiva 10 x

o Ajuste a distancia interpupilar a correcao dioptrica

o Coloque a objetiva adequada para observacgao

o Ajuste a intensidade da luz com o reostato deslizante

o Focalize com o botdo macrométrico e micrométrico

. Trave a pré-focalizagéo

o Ajuste o contraste de imagem com o diafragma de abertura, estando o

condensador na posicdo maxima superior.
o Para observacdo com a objetiva 100 x , é necessario uma gota de Oleo de
imersdo sintético para microscopia.
Importante: Depois do uso, limpe o 6leo sintético com um pano macio e
um pouco de xilol ou éter sulfurico na superficie 6tica. Nunca deixe o 6leo
nas superficies Gticas depois do trabalho.

12
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As lentes devem estar sempre limpas. Poeira fina nas superficies pode ser
removida com um pano ou pincel limpos e impressdes digitais limpam-se
com um pouco macio e um pouco de xilol, benzina ou éter sulfarico. Nao
use solucbes orgénicas para limpar as superficies dos componentes,

especialmente nas partes plasticas, deve ser usado detergente neutro.

Balancas Analiticas

o Ligar a balanga no botéo “on/off”

o Aguardar estabilizacdo

o Para zerar a balanga aperte a tecla “TARE”

o Para autocalibracdo, aperte a tecla CAL, a mensagem CAL sera exibida, se o

prato n&o estiver vazio, aparecera a mensagem “UNLOAD” e o prato deve ser
descarregado. A mensagem “Error” sera exibida se a calibracdo nado for feita
por causa de vibracdes ou da corrente elétrica. Tao logo a mensagem “0.0000” &
exibida, a balanga retornaré para as condi¢des normais de pesagem.

o Para calibracOes externas, pressione a chave CAL com o prato vazio. Varios
hifens na horizontal, serdo exibidos (- - - - - ) . T@o logo os valores do peso
comegarem a piscar, coloque o peso no prato. Espere pela mensagem “O”
piscar. Retire o peso do prato. Se a operacao tiver sido com sucesso, a balanca
retornard as normais condi¢des de pesagem, caso contrario, repita a operagéo.

Balancgas de Pesagem

o Ligar a rede
o Ligar no botao “liga/desliga”
o Aguardar estabilizacdo

o Para zerar a balanga, aperte a tecla “TARE”.

5.5 Técnicas realizadas no laboratdrio

e Preparo de aulas préticas:

Conforme determinado em cada planejamento (anexo 1);

13
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e Preparo dos meios de cultura:
Conforme descricédo do rétulo de acordo com o fabricante;
e Repicagem de material:
Repicar as bactérias e fungos na sala de procedimentos microbioldgicos préximo a
chama (bico de Bunsen), com auxilio de l1&minas de bisturi e alca de platina,
periodicamente, conforme a demanda das aulas e semestralmente para conservagéo

das cepas;

5.6 Coletas, Acondicionamento e Recolhimento dos residuos

Todos os residuos gerados no laboratorio sdo segregados e devidamente
acondicionados, conforme legislacdo vigente e da seguinte maneira:

o Residuos infectantes - meios de cultura com bactérias e fungos. Os residuos séo
descontaminados através do processo de autoclavacdo e dispostos em sacos
brancos leitosos identificados. Os sacos sdo recolhidos e encaminhados para o

Abrigo de Residuos Infectantes (préximo ao bloco S);

o Residuos de alimentos utilizados em analises laboratoriais sdo dispostos em sacos
brancos leitosos identificados. Os sacos sdo recolhidos e encaminhados para o
Abrigo de Residuos Infectantes (proximo ao bloco S);

o Residuos perfurocortantes — Sao dispostos em coletores adequados de material
resistente. Quando atingem 2/3 de sua capacidade s&o acondicionados em saco
branco leitoso, identificados e encaminhados ao abrigo de Residuos Infectantes

(proximo ao bloco S);

o Demais residuos — Lixeira comum (ao final do expediente segregados conforme

classificacdo de reciclaveis);

o Os residuos sdo recolhidos diariamente pela equipe de higienizacdo e
transportados para 0 armazenamento externo (abrigos). O recolhimento se da em
horério pré-estabelecido e, quando necessario, imediatamente apos a sua geracao.

6 - CONDUTAS A SEREM ADOTADAS EM CASOS DE ACIDENTES

14
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E fundamental informar a Brigada de Incéndio, ao Servico Especializado de

Seguranca e Medicina do Trabalho (SESMT), a Coordenacdo do EAP’s e aos

Responsaveis pelo laboratorio a ocorréncia de qualquer acidente no laboratdrio.

Ocorrendo acidentes com produtos quimicos, proceder conforme a ficha de

emergéncia do referido produto.

Acidentes envolvendo materiais bioldgicos, lavar a regido com agua e sabao

bactericida e alcool 70°. No caso de olhos, lavar com &gua imediatamente.

Entrar em contato com 0 SESMT e /ou a enfermaria mais proxima.
Choques elétricos: interromper a descarga, com desligamento da chave

imediato.

6.1 Contatos de emergéncia

Brigada de Incéndio — 3356-9439

Servico Especializado de Seguranca e Medicina do Trabalho (SESMT) — 3356-
9100 / 3356-9287

Coordenacao dos EAPs — 3356-9050 /

Bombeiro/Defesa Civil - 193/199

Laboratorio de Microbiologia — 3356-9360

15
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7 - ANEXO |

DISCIPLINA: MICROBIOLOGIA APLICADA

AULA PRATICA N°1

Nessa aula os alunos irdo realizar duas atividades: 1) Observar micro-organismos
ao microscépio 6tico e 2) Demonstrar a ubiquidade dos micro-organismos.

Atividade 1: O objetivo dessa atividade é reconhecer os micro-organismos utilizando a

microscopia éptica.
Materiais:

e Laminas preparadas de bactérias (Gram positivas e negativas), fungos e

protozoarios .
e Microscopios

Atividade 2: O objetivo dessa atividade é demonstrar a presenca de micro-organismos
em todos 0s ambientes e amostras.

Materiais:
Os alunos trabalhardo em grupos (normalmente tenho 5 ou 6 grupos)

e Meio de cultura — agar nutriente em frascos, ja fundidos.
o Manter em banho maria. (os alunos irdo verter o meio)
o Quantidade suficiente para 3 placas por grupo

e Placas de Petri estéreis

e Swabs

16
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e Pipeta Pasteur de plastico (néo precisa ser estéril)

e Uma placa contendo coldnias de bactéria (pode ser E. coli) — controle positivo
(eu faco 1 para a turma)

AULA PRATICA N° 2

NESSA AULA OS ALUNOS IRAO REALIZAR ANALISE MICROBIOLOGICA
DE AMOSTRAS DE AGUA.

Serdo realizadas: 1) contagem de coliformes totais pela técnica de tubos multiplos
2) Contagem de coliformes fecais utilizando-se Collilert 3) contagem de
heterotroficos em meio PCA.

Amostras de agua: A coleta sera realizada pelos alunos — sem necessidade de
preparacdo de material pelo laboratdrio de microbiologia.

Atividade 1: Teste de tubos multiplos. (ver anexo)

Materiais (por grupo):
% Tubos de Durham
¢+ Tubos com Caldo LST: 5 tubos grandes, 10 tubos pequenos — na primeira série
serdo inoculados 10 mL, na segunda série serdo inoculados 1 mL e na terceira
série serdo inoculados 0,1 mL da amostra de 4gua

X/
£ %4

Pipetas de vidro e pera

X4

Micropipetas e ponteiras de

*,

¢+ Incubar em estufa bacterioldgica a 35°C + 0,5 por 24 horas.
Atividade 2: Teste de Colilert.
Materiais (1 para a turma toda)

X/

» 1 frasco autoclavado de volume de 250 mL.

R

¢+ Proveta esterilizada (para medir um volume de 100 mL).

*
A X4

Material para o colilert sera fornecido pelo lab de dguas

RS

» Incubar em estufa bacterioldgica a 35°C + 0,5 por 24 horas.

17
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Atividade 3: Contagem de heterotréficos
Materiais (pro grupo):

¢ 9 placas de Petri com meio PCA.

X3

A

3 Tubos com 9 mL solucdo salina (ou 4gua peptonada)

X4

Micropipetas e ponteiras de 1 mL e de 200 mL.

L)

>

% Alcas Drigalsky e alcool para esterilizagéo.

L)

L X4

Bico de Bunsen, alcool, fosforo.

18
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AULA PRATICA N°3

NESSA AULA OS ALUNOS IRAO ISOLAR MICRO-ORGANISMOS
PRODUTORES DE ENZIMAS A PARTIR DE UMA AMOSTRA DE SOLO.

Os alunos receberdo uma amostra de solo com profundidades de 0-5 cm; 5-10cm e
10 -20 cm.

Atividade 1: Os alunos irdo preparar dilui¢des seriadas das amostras de solo (que ja
foram coletadas e estdo armazenadas no lab de microbiologia). Os alunos irdo pesar 1 g
de solo e diluir em 50 mL de solucéo salina. A seguir irdo transferir 1 mL dessa
suspenséo para 4 tubos contendo 9 mL de solucéo salina.

Materiais:

e Tubos tipo Falcon de 50 mL (4 frascos, um para cada grupo)

e 200 mL de olucéo salina estéril para primeira diluicdo

e Espatulas e balanca (um frasco para apoiar o tubo Falcon na balanca.
e Tubos contendo 9 mL de solucgéo salina (4 para cada grupo)

e Micropipetas de 1 mL

Atividade 2: Os alunos irdo inocular o volume de 0,1 mL em meio sélido contendo
diferentes fontes de Carbono.

Materiais:

e Micropipetas de 200uL e alca de platina (+ alcool)

e Meios solido: Meio M9 + 1% da fonte de carbono: amido, ou celulose, ou leite

em pd. Meio M9 sem fontes de carbono adicionadas. Agar nutriente

e Duas ou trés placas de cada tratamento, por grupo. (sdo 5 tratamentos, ver
acima)

e As placas devem ser incubadas a temperatura ambiente.

19
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AULA PRATICA N° 4

NESSA AULA OS ALUNOS IRAO ISOLAR MICRO-ORGANISMOS
DEGRADADORES DE OLEO A PARTIR DE UMA AMOSTRA DE COLUNA
DE WINOGRADSKY E DE UMA AMOSTRA DE SOLO

Introducéo: A turma de Microbiologia aplicada do ano passado preparou colunas de
Winogradsky a partir de duas amostras: solo do jardim da Catdlica e solo onde houve
um derramamento de 6leo. As colunas foram preparadas com 50 g de solo em 100 mL
de solucdo M9. Essa solugdo contém (por L): 12,8 g de Na;HPO4 x 7H20, 3,0 g de
K2HPO4; 0,5 g de NaCl e 1,0 g de NH4CI (adicionar 2mM de MgSO4 = 0,24g/L e 0,4%
de fonte de carbono). Foram adicionadas 10 gotas de 6leo Singer para enriquecimento
de bactérias degradadoras de 6leo.

A coluna foi aerada com o auxilio de uma bomba de aquério e deixada na luz. Ao final
do semestre a coluna foi recolhida e deixada na luz natural durante um ano, sem aeragao
e sem adicdo de outra fonte de carbono.

Na aula pratica desse semestre iremos isolar bactérias dessas colunas e verificar a sua
habilidade de degradar 6leo.

Atividade: Inocular micro-organismos em placas contendo tributirina como fonte de
Carbono.

Parte 1: Os alunos irdo preparar diluicdes seriadas das amostras de solo (as mesmas da
aula pratica 3) e da coluna ( que sera fornecida pela professora). Os alunos irdo pesar 1
g de solo e diluir em 50 mL de solucéo salina. A seguir irdo transferir 1 mL dessa

suspensdo para 4 tubos contendo 9 mL de solucéo salina.

Materiais:
e Tubos tipo Falcon de 50 mL (4 frascos, um para cada grupo)
e 200 mL de olucdo salina estéril para primeira dilui¢cdo

e Espatulas e balanga (um frasco para apoiar o tubo Falcon na balanca.

e Tubos contendo 9 mL de solucéo salina (4 para cada grupo)

20
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e Micropipetas de 1 mL

Parte 2: Os alunos irdo inocular o volume de 0,1 mL em meio sélido contendo meio

com tributirina.

Materiais:

Micropipetas de 200uL e alca de platina (+ alcool)

e Meios s6lido: Meio M9 + 1% de tributirina e Meio M9 sem fontes de carbono

adicionadas. Agar nutriente
e Duas ou trés placas de cada tratamento, por grupo. (sdo 3 tratamentos, ver
acima)

e As placas devem ser incubadas a temperatura ambiente.

DISCIPLINA: BACTERIOLOGIA

21
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AULA PRATICA N° 1

1) observar as laminas do

organizados

DATA | HORARI | AULAPRATICA—No1 | GRUPOS | MATERIAL TOTAL
O
19/02 5B Microscopia: visualizacdo |S&o 25 Dividir nas bancadas:
de bactérias estudantes |- 12 microscopios
(serdo - 12 caixas de colecao de

laminas do Laboratério (01

laminario em duplas) |para cada dupla)
- separar 1 caixa de
laminario para cada dupla| 11 duplas +
com as seguintes laminas: |1 grupo com
lamina 1 - bacilo Gram pos |3 alunos Material de uso comum:
lamina 3 - Staphylococcus - Papel toalha
lamina 4 - E. coli - Sabéo para lavar as maos
l&amina 6 - Sarcina
lamina 12 - saliva
lamina 13 - Streptococcus
AULA PRATICA N° 2
DATA | HORARI | AULA PRATICA —Ne2 | GRUPOS MATERIAL TOTAL
O
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26/02 5B

laminas — a partir das
culturas em placa de Petri

e/ou de coletas dos colegas

2) fazer as coloragdes de
Gram, Ziehl-Neelsen e Ryu

3) deixar algumas caixas de
laminério disponiveis para
0s estudantes que quiserem
observar as laminas do

laboratorio.

4) deixar focalizada no
microscopio laminas de
micobacteria corada pelo
Ziehl-Neelsen

Microscopia, esfregaco e |S&o 25
coloracGes estudantes
divididos

1) preparar esfregaco em em

5 grupos

Dividir nas bancadas:

- 03 culturas com crescimento
em placa de um coco Gram
positivo: Streptococcus
epidermidis (01 placa por
bancada, para cada 2 grupos + 1
grupo)

- 03 culturas com crescimento
em placa de um bacilo Gram
negativo: E. coli (01 placa por
bancada, para cada 2 grupos + 1
grupo)

- 05 estantes (01 para cada
grupo)

- 15 alcgas bacteriolégicas (3 por
grupo)

- 10 tubos com solucéo salina
(cerca de 3 mL) — (02 para cada
grupo)

- 10 lamparinas (2 por grupo)
Verificar se as lamparinas estéo
abastecidas com alcool e
funcionando

- 5 microscépios (1 para cada

grupo - bancada)

Material de uso comum:

- Lenco de papel (para limpar
as laminas e as lentes do
microscopio)

- Papel toalha
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- Sabéo para lavar as méaos

- Laminas limpas

- pipetas Pasteur descartaveis
com bulbo

- Swabs

- Abaixadores de lingua

- Palitos

- 02 conjuntos para coloragéo
de Gram

- 02 conjuntos para coloragéo
de Ziehl-Neelsen — colocar uma
lamparina perto para aquecer a
fucsina

- 02 conjuntos para coloragéo
de Ryu

- Descarte para as laminas
usadas

AULA PRATICA N° 3

Parte 1: Preparo de meios de cultura
Parte 2: Semeadura em meios de cultura

24
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Parte 2: Técnicas de
semeadura em placas
1) técnica quantitativa no
meio de CLED

2) técnica qualitativa
(esgotamento) nos meios de
EMB e MacConkey

Cada grupo vai usar 3
placas de cada, onde irdo
semear cada bactéria nos 3
meios:

S. aureus semear em CLED,
EMB e MacConkey

E.coli semear em CLED,
EMB e MacConkey

Proteus semear em CLED,

DATA | HORARI | AULA PRATICA-Ne3 | GRUPOS MATERIAL TOTAL
O
12/03 5A/5B
Parte 1: Preparo dos Sao 25 1: Colocar na bancada do
meios de cultura: estudantes | professor:
- BHI divididos - material para pesagem
- &gar nutriente em - reagentes para 0S meios que
- MacConkey 5 grupos serdo preparados
- 4gar manitol
2 grupos
fardo o BHI

2: Materiais para semeadura
divididos nas bancadas para

0S grupos

- 05 tubos com crescimento em
caldo: Staphylococcus aureus,

E.coli e Proteus (distribuir 01

tubo com caldo para cada
grupo)

- 15 alc¢as bacteriologicas (03
por grupo)

- 05 estantes (para colocar a
alca e os tubos com crescimento
- 01 para cada grupo)

- 15 lamparinas (03 por grupo)

- 15 placas com meio de CLED
- 15 placas com meio de EMB
- 15 placas com meio de
MacConkey
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EMB e MacConkey

Organizar 0s materiais nas
pontas das bancadas

(distribuir 03 placas de cada
meio para cada grupo)

Material de uso comum:

- Papel toalha

- Sabéo para lavar as méaos
- Alcool para limpar as
bancadas

- Canetas para identificar as
placas

Estufa bacteriologia a 37°C ou
36,5°C para incubar os meios
semeados

AULA PRATICA N° 4

DATA | HORARI | AULAPRATICAno4 | GRUPOS MATERIAL TOTAL
O
CONTAGEM DE Séo 25 Para cada grupo:
26/03 5B BACTERIAS estudantes |01 tubo com crescimento bacteriano.
divididos |Pode ser qualquer bactéria com bom

26




UNIVERSIDADE CATOLICA DE BRASILIA

* Universidade J 5
| K Catdlica de Brasilia LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA E HIGIENIZAGAO DOS

ALIMENTOS

MANUAL DE PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO | Pagina 27 de 68

meio solido para

método da diluicdo
seriada

2 — Contagem em

contagem de col6nias —

camara de Neubauer

3 — Medida da turbidez

1 — Plagueamento em em5

grupos

crescimento: E. coli.

01 conjunto com 6 tubos com 9 mL de
meio BHI.

03 placas de Petri — pode ser LB ou
agar nutriente ou Mueller Hinton

01 caneta retroprojetor

01 estante para tubos

02 alc¢as de Drigalski em becker com
alcool

03 lamparinas ou mais

Pipetas estéreis de 1 mL ou 5 mL ou 10
mL

Pipetadores (verificar se estdo
funcionando)

02 tubos Eppendorf

Solucéo de azul de metileno (01 para
cada 2 grupos)

01 Pipeta monocanal de 100 puL com
ponteiras

01 Cémara de Neubauer

Laminulas

Descarte nas bancadas para as ponteiras
e outros materiais

Material de uso comum:
05 microscopios - 01 para cada grupo
(colocar na ponta da bancada)

Espectofotdmetro (absorbancia: 610
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nm)

01 tubo com meio BHI sem crescimento
— deixar préximo ao espectrofotdmetro
(para ser o branco da leitura)

Cubetas

Descarte para as cubetas proximo ao
espectrofotdmetro

Pisceta com agua destilada para lavar as
cubetas

Lencos de papel

Descarte para as pipetas

Papel toalha

Sabdo para lavagem das méos

AULA PRATICA N°5

DATA |HORARI| AULAPRATICA-Ne5 | GRUPOS MATERIAL TOTAL
O
10/04 5B Provas de identificacdo: |S&o 25 Para cada grupo (séo 5
estudantes [grupos):
Conjunto para identificacdo | divididos |- 01 cultura em placa de Petri (em
de enterobactérias: TSI, em5 meio MacConkey) com
SIM e grupos crescimento de enterobactéria
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Meio de Citrato de
Simmons

- semear bactérias
numeradas

Prova da catalase
- em lamina

Meio de manitol
- semear S. aureus e S.
epidermides

Prova da coagulase

(uma espécie para cada grupo):
Proteus, Klebsiella, Salmonella,
E. coli, Shigella, ....
ATENCAO: numerar as
culturas, os alunos ndo devem
saber com qual bactéria estdo
trabalhando.

- 05 conjuntos para identificacdo
de enterobactérias: TSI, SIM e
Meio de Citrato de Simmons

- 05 canetas retroprojetor

- 05 estantes para tubo

- 10 alcas bacterioldgicas (duas
para cada grupo)

- 10 agulhas bacteriolégicas
(duas para cada grupo)

- 10 lamparinas (duas para cada
grupo)

- 05 conjuntos para a prova da
catalase (H202) (um para cada
grupo)

- 03 placas de Petri com
crescimento de Staphylococcus
em &gar nutriente, para a prova
da catalase. (01 para cada dois
grupos)

- 03 placas de Petri com
crescimento de Streptococcus em
agar nutriente, para a prova da
catalase. (01 para cada dois)

- 10 pipetas de bulbo descartaveis
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(duas para cada grupo)

- 05 tubos com S. aureus em
caldo para inoculo no agar
manitol (01 para cada grupo)

- 05 tubos com S. epidermides em
caldo para inoculo no &gar
manitol (01 para cada grupo)

- 15 placas com agar manitol (03
para cada grupo)

- 05 conjuntos prontos para
demonstracéo da prova da

coagulase

AULA PRATICA N° 6

DATA

HORARIO

AULA PRATICA -N° 6

MATERIAL TOTAL

23/04

2B

Controle de
microganismos e
antibiograma:

1) efeito de agentes
guimicos no crescimento de
bactérias — &lcool 70 %;
desinfetante; solucéo de
iodo; solucéo de &gua

estudantes
divididos em |- 05 estantes ou suportes para

Materiais divididos nas
bancadas para os grupos:
- 05 canetas retroprojetor

tubo

- 05 culturas com
crescimento em caldo de um
coco Gram positivo:
Streptococcus ou
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sanitaria.

2) efeito da lavagem das
maos
na eliminacdo de

microrganismos

3) antibiograma — técnica
de Kirby Bauer

4) ) efeito da radiagdo UV
sobre o crescimento das
bactérias

Staphylococcus

- 05 culturas com
crescimento em caldo de um
bacilo Gram negativo: E. coli
- 15 alc¢as bacterioldgicas (3
alcas para cada grupos)

- alcas de Drigalski (quantas
tiver)

- 15 lamparinas (3 para cada
grupo)

- 20 placas de Petri com
meio nutriente (4 para cada
grupo)

- 10 placas de Petri com
meio de Mueller Hinton (2
para cada grupo)

- 05 becker com alga de
Drigalski e pincas
mergulhados na solucdo de
alcool 70 %

- Discos comerciais para o
antibiograma de bactérias
Gram positivas

- Discos comerciais para o
antibiograma de bactérias
Gram negativas

Material de uso para cada 2
grupos:

- Discos de papel de filtro
estéreis
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- Solucéo de alcool a 70 %
- Solucédo de iodo

- Desinfetante comercial
(Lysoform)

- descartes

Equipamento:
Camara de Seguranca
Bioldgica

Material de uso comum:
- Papel toalha
- Sabéo para lavar as maos

DISCIPLINA: MICROBIOLOGIA GERAL

PROGRAMAGCAO DAS AULAS PRATICAS MICROBIOLOGIA FORMACAO
GERAL - MEDICINA

AULA PRATICA N° 1

1) observar as laminas do

laminéario

organizados
em duplas)

DATA [ HORARIO | AULA PRATICA-N°1 GRUPOS MATERIAL TOTAL
19/02 5B Microscopia: visualizacdo | Séo 25 Dividir nas bancadas:
de bactérias estudantes |- 12 microscopios
(serdo - 12 caixas de colecdo de

laminas do Laboratoério (01
para cada dupla)
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- separar 1 caixa de
laminério para cada dupla| 11 duplas +
com as seguintes laminas: |1 grupo
lamina 1 - bacilo Gram pos |com 3 Material de uso comum:
lamina 3 - Staphylococcus |alunos - Papel toalha
lamina 4 - E. coli - Sabéo para lavar as méaos
ldamina 6 - Sarcina
lamina 12 - saliva
lamina 13 - Streptococcus
AULA PRATICA N2
DATA | HORARIO | AULAPRATICA—Ne2 | GRUPOS MATERIAL TOTAL
26/02 5B Microscopia, esfregaco e |S&o 25 Dividir nas bancadas:
coloracdes estudantes |- 03 culturas com crescimento
divididos em placa de um coco Gram
1) preparar esfregago em em positivo: Streptococcus
laminas — a partir das 5 grupos epidermidis (01 placa por

culturas em placa de Petri
e/ou de coletas dos colegas

2) fazer as coloracdes de
Gram, Ziehl-Neelsen e Ryu

3) deixar algumas caixas de

bancada, para cada 2 grupos + 1
grupo)

- 03 culturas com crescimento
em placa de um bacilo Gram
negativo: E. coli (01 placa por

bancada, para cada 2 grupos + 1
grupo)
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laminario disponiveis para
0s estudantes que quiserem
observar as laminas do
laboratorio.

4) deixar focalizada no
microscopio laminas de
micobacteria corada pelo
Ziehl-Neelsen

- 05 estantes (01 para cada
grupo)

- 15 alcgas bacterioldgicas (3 por
grupo)

- 10 tubos com solucéo salina
(cerca de 3 mL) — (02 para cada
grupo)

- 10 lamparinas (2 por grupo)
Verificar se as lamparinas estéo
abastecidas com alcool e
funcionando

- 5 microscépios (1 para cada

grupo - bancada)

Material de uso comum:

- Lenco de papel (para limpar as
l&aminas e as lentes do
microscopio)

- Papel toalha

- Sabdo para lavar as maos

- Laminas limpas

- pipetas Pasteur descartaveis
com bulbo

- Swabs

- Abaixadores de lingua

- Palitos

- 02 conjuntos para coloragéo
de Gram

- 02 conjuntos para coloragéo
de Ziehl-Neelsen — colocar uma

lamparina perto para aquecer a
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fucsina

- 02 conjuntos para coloracéo
de Ryu

- Descarte para as laminas

usadas

AULA PRATICA N° 3

Parte 1: Esfregaco e coloracdo de Gram

Parte 2: Indculo das provas bioquimicas para enterais

2) fazer a coloracao de
Gram

DATA [ HORARIO | AULA PRATICA-N°3 GRUPOS MATERIAL TOTAL
5/03 5D Parte 1: Séo 53 Em cada laboratorio

Microscopia, esfregaco e |estudantes Dividir nas bancadas:
coloracgdes divididos Parte 1:

em duas - 02 culturas com crescimento
1) preparar esfregaco em turmas em placa de um coco Gram
laminas — a partir das positivo: Streptococcus
culturas em placa de Petri 4 grupos epidermidis (01 placa por
e/ou de coletas dos colegas |paracada |bancada, para cada 2 grupos)

laboratério |- 02 culturas com crescimento

em placa de um bacilo Gram
negativo: E. coli (01 placa por
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3) deixar algumas caixas de
laminério disponiveis para
0s estudantes que quiserem
observar as laminas do
laboratorio.

4) deixar focalizada no
microscopio laminas de
micobacteria corada pelo
Ziehl-Neelsen

Parte 2:
Provas de identificacao

Conjunto para identificacdo
de enterobactérias: TSI,
SIM e

Meio de Citrato de
Simmons

- semear bacterias

numeradas

bancada, para cada 2 grupos)
- 04 estantes (01 para cada
grupo)

- 12 alcas bacterioldgicas (3
por grupo)

- 08 tubos com solucéo salina
(cerca de 3 mL) — (02 para
cada grupo)

- 08 lamparinas (2 por grupo)
Verificar se as lamparinas
estdo abastecidas com alcool e
funcionando

- 8 microscoépios (2 para cada
grupo - bancada)

Parte 2:

- 04 conjuntos para
identificacdo de
enterobactérias: TSI, SIM e
Meio de Citrato de Simmons
(01 para cada grupo)

Material de uso comum:

- Lenco de papel (para limpar
as laminas e as lentes do
microscopio)

- Papel toalha

- Sabéo para lavar as méaos

- Laminas limpas

- pipetas Pasteur descartaveis
com bulbo

- Swabs

- Abaixadores de lingua
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- Palitos
- 02 conjuntos para coloracéo
de Gram

AULA PRATICA N° 4

sanitaria.

2) efeito da lavagem das
maos
na eliminacdo de

microrganismos

DATA | HORARIO | AULA PRATICA—No4 | GRUPOS MATERIAL TOTAL
10/04 5D Controle de Séo 53 Em cada laboratorio M-122 e
microrganismos e estudantes | M-124. Dividir nas bancadas:
antibiograma: divididos
em duas Para cada lab (s&o 4 grupos
1) efeito de agentes turmas em cada lab):
guimicos no crescimento - 04 canetas retroprojetor
de bactérias — &lcool 70 |4 grupos - 04 estantes ou suportes para
%; desinfetante; solucdo |paracada [tubo
de iodo; solucdo de agua |laboratério |- 04 culturas com crescimento

em caldo de um coco Gram
positivo: Streptococcus ou
Staphylococcus

- 04 culturas com crescimento
em caldo de um bacilo Gram
negativo: E. coli
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3) antibiograma — técnica
de Kirby Bauer
ANTIBIOGRAMA
PRONTO

- uma placa com
antibiograma para Gram
positivo e uma placa com
antibiograma para Gram
negativo para cada grupo
fazer a leitura

- tabela para leitura para

cada grupo

4) efeito da radiacdo UV
sobre o crescimento das
bactérias

- 8 algas bacteriologicas (2 algas
para cada grupos)

- alcas de Drigalski (quantas
tiver)

- 8 lamparinas (2 para cada
grupo)

- 16 placas de Petri com meio
nutriente (4 para cada grupo)

- 04 becker com alca de
Drigalski e pingcas mergulhados
na solucdo de alcool 70 %

Material de uso para cada 2
grupos:

- Discos de papel de filtro
estéreis - Solucéo de alcool a 70
%

- Solugéo de iodo

- Desinfetante comercial
(Lysoform)

- descartes

Material de uso comum:
- Papel toalha

- Sabdo para lavar as maos

Equipamento:
- Camara de Seguranca
Bioldgica para uso do UV

38




- Universidade UNIVERSIDADE CATOLICA DE BRASILIA
K Catdlica de Brasilia LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA E HIGIENIZAGAO DOS
. . ALIMENTOS

MANUAL DE PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO [ Pagina 39 de 68

DISCIPLINA: HIGIENE DE ALIMENTOS
AULA PRATICAN°1

CURVA DE CRESCIMENTO BACTERIANO : INFLUENCIA DA T°, PHE
NUTRIENTE

OBJETIVO

Evidenciar a influencia da Temperatura, do pH, e dos nutrientes presentes no meio
sobre a velocidade de crescimento de microrganismos através da leitura no
espectrofotOmetro.

PROCEDIMENTO:

Uma cultura iniciadora de Escherichia coli , foi preparada em um Erlemmeyer
contendo 250ml de meio LB. (peptona, extrato de levedura e NaCl) deixando 24h o
frasco a temperatura ambiente.

Dessa cultura iniciadora, 10ml serdo colocados em um erlemmeyer contendo 150ml de

meio de cultura e essa amostra sera colocada nas condicdes experimentais especificada.

Grupo Condicgdes experimentais
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Temperatura (°C) pH Meio de cultura
I 37° 7,5 LB
1 45° 7,5 LB
Il 37° 5 LB
v 15° 7,5 LB
\Y 37° 7,5 LB + 2% NaCl
Vi 37° 75 LB (50% diluicéo)

LEITURA DE ABSORBANCIA

Retirar assepticamente com pipeta automatica 3,5ml do meio de cultura e colocar em

cubeta de espectrofotdmetro. Agitar cuidadosamente, limpar com papel a cubeta e fazer

a leitura de adsorbancia a 600nm.

Colocar o Erlemmeyer de volta imediatamente nas condi¢Ges experimentais e aguardar

0 proximo tempo de amostragem.
(Medir o pH)
A partir dos dados obtidos nas leituras, tragar as curvas de crescimento :
DO=1{(t)
log10=1(t)

horas de leituras (aproximativas) :

to:
t1:
t:
t3:
ta:
ts:
t6:
t7:
ts :

8:00
8:30
9:00
9:30
10:00
10:30
10:45
11:00
11: 15
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Estudo comparativo sera realizado por contagem em placa de Agar Padrdo: a cada
amostra, colocar um algada numa placa e espalhar com alga de Drigalsky. Deixar a
37°C, 48h e fazer contagem das colonias.

Estabelecer a curva N° col6nias = f(t).

AULA PRATICA N°2
CONTAGEM DE COLIFORMES TOTAIS E COLIFORMES A 45°C

Objetivo
Detectar em alimentos, o numero mais provavel (NMP) de coliformes totais e
coliformes a 45°C através da técnica de tubos multiplos.

Procedimento:
Cada grupo de alunos devera preparar os tubos de Caldo LST/verde brilhante que serdo
usados na pratica.

- Preparo do meio de cultura

Material

01 erlenmeyer de 250ml;

Meio LST ou verde brilhante;

09 tubos de cultivo e 09 tubos de Durham;
Balanca;

Espatula;

Pipeta de 10ml e pipetador;

Agua destilada.

Procedimento
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Pesar 0 meio LST/verde brilhante conforme especificado no rétulo e acrescentar a
quantidade exata de 4gua destilada, homogeneizar o meio e pipetar 9ml do caldo em
cada tubo de cultivo contendo um tubo de Durham. Autoclavar a 121°C por 15min.

- Preparacdo da amostra

Material

01 erlenmeyer de 300ml com 225 ml de agua peptonada estéril e 02 tubos com 9ml de
agua peptonada preparados previamente.

01 saco estéril;

Pinca e bisturi.

Procedimento

Pesar 25g de amostra no saco plastico estéril e adicionar os 225ml de agua
peptonada. Colocar o saco plastico no homogeneizador durante 30-60 seg. obtendo
assim uma diluicéo 10 1.

Inocular Iml do homogeneizado no 1° tubo de H20 sp. (dilui¢do 10 —2) e ap6s
agitagdo no “vortex”, inocular 1ml da dilui¢ao 10 —2 no 2° tubo (diluicdo 10 —-3).

- Inoculacao da amostra

Material

Pipetas de 1ml ou 5ml esteéreis;

09 tubos de LST preparados no inicio da pratica.

Procedimento
Inocular 1ml de cada diluicdo em 3 tubos. (3 tubos por diluicéo)

Incubacéo a 35,5°C

- Leitura dos resultados
Ap0s 48h de incubagdo a 35°C, verificar o nimero de tubos positivos — presenca
de gas nos tubos de Durham. Com esse numero, determinar o NMP (nimero mais

provavel) de coliformes totais de acordo com a tabela.
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Obs.: Para calcular o NMP de coliformes fecais: Inocular 1ml de cada tubo positivo em
9ml de caldo EC, incubar a 45°C e observar a presenca de gas (bolhas) apos 24 -48h.

AULA PRATICA N°3
CONTROLE DE CONTAMINACAO E AVALIACAO DA HIGIENIZACAO

IMPORTANTE: O protocolo esta calculado para 1 (uma) turma. Preparar 0 material
de acordo com a quantidade de turmas que fardo aula pratica na semana!!!

Meio Quant. |pesar | agua
Vidraria/volume

H20 pep. | Erlen./2000ml 01 409 2000ml
H>O pep. | Erlen./1000ml 01 209 1000ml
H20 pep. |Erlen./125ml 01 1,29 60ml
BDA Erlen./250ml 01 5,859 |150ml
PCA Erlen./500ml 04 7,05g |300ml
BP Erlen./500ml 02 18,31g | 300ml

12 erlenmeyers de 500ml contendo 250ml de agua peptonada

12 tubos contendo 5ml de 4gua peptonada
e 06 placas de BDA
e 48 placas de PCA

e 24 placas de BP
- Autoclavar e deixar em geladeira pronto para o uso.

MATERIAL QUE DEVE SER COLOCADO NAS BANCADAS (POR GRUPO):
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12 pratica

03 placas de PCA,;

01 alca de Drigalski;

01 pinga;

12 discos de papel de filtro;
Solucdes de alcool (50/70/90%);
Solucao de cloro e pinho.

28 prética

01 placa de PCA;

01 placa de BDA.

3% pratica

02 sacos estéreis;

02 erlenmeyers com 250ml de agua peptonada;
04 placas de PCA,;

01 alga de Drigalski;
Micropipeta de 1000pul.

42 préatica

04 placas de BP;

04 Swabs;

02 tubos de agua peptonada;
Micropipeta de 1000pl.

OBS.: Autoclavar ponteiras de 1000ul;

Colocar pissetas com alcool 70%, detergente, solucao de iodo e hipoclorito na pia para a

lavagem das maos na prética 03.
Separar as placas de BDA na estufa de fungos;
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AULA PRATICA N°4

HIGIENJZAQAO DE HORTALICA: EFICIENCIA DA SANIFICAQAO COM
SOLUCAO CLORADA
Material

Erlenmeyer 500ml

TUBOS DE ENSAIOS
Pipeta 5ml, 1ml

Saco plastico para homogenizacdo de amostra
Homogeneizador de amostra

Pinca e bisturi.

Pipetas de 1ml ou 5ml estéreis;

09 tubos de LST preparados no inicio da prética.
Reagentes

Agua peptonada

Meio LST e EC
Solucdes de sanificacbes
Procedimento

Durante a aula sera comparada a eficiéncia da higienizacédo de alface.
Cada mesa realizara 4 testes de higienizagédo em tempo controlado, conforme tabela 1

Cortar com faca esterilizada a alface em dois.

I antes da higienizacao
a- Preparacdo da amostra
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Pesar 25¢g de amostra (folhas ndo lavadas) no saco pléastico estéril e adicionar os 225ml
de agua peptonada. Colocar o saco plastico no homogeneizador durante 30-60 seg.
obtendo assim uma diluicdo 10 2.

Inocular 1ml do homogeneizado no 1° tubo de H2O sp. (diluicdo 10 2) e apbs

agitagdo no “vortex”, inocular 1ml da diluigdo 10 2 no 2° tubo (diluicdo 10 ~3).

b- Inoculacéo da amostra

Inocular 1ml de cada diluicdo em 3 tubos. (3 tubos por dilui¢ao)

Incubacéo a 35,5°C

c- Leitura dos resultados

Apds 48h de incubacao a 35°C, verificar o nimero de tubos positivos — presenca de gas
nos tubos de Durham. Com esse numero, determinar o NMP (nimero mais provavel) de
coliformes totais de acordo com a tabela.

Obs.: Para calcular o NMP de coliformes fecais: Inocular 1ml de cada tubo positivo em
9ml de caldo EC, incubar a 45°C e observar a presenca de gas (bolhas) ap6s 24 -48h.

Il Depois da higienizacgéo

Com a segunda metade realizar a higienizacao das folhas conforme as condic6es

descritas na tabela I.
Preparar a amostra 2 com 0 mesmo procedimento que a primeira amostra.

Tabela 1 condicbes de Higienizacao

Mesa 1 Mesa 2 Mesa 3
Grupo 1 2 3 4 5 6
Amostral | Sem Lavagem Sem Lavagem Sem Lavagem
Amostra 2 lavagem Lavagem |lavagem lavagem lavagem lavagem
Sanificacdo |sem 50 ppm 100 ppm 200 ppm Vinagre Kiboa
2,5% 200ppm
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imersao

Tempo de 5 min 5min 5 min

DISCIPLINA: MICROBIOLOGIA DOS ALIMENTOS

AULA PRATICA N°1
CONTAGEM DE COLIFORMES 35°C E 45°C, CONTAGEM DE
BOLORES/LEVEDURAS, PSICROTROFICOS E AEROBIOS MESOFILOS.

1) Fazer a assepsia da bancada com alcool 70%. Trabalhar assepticamente perto
da lamparina.

2) Preparar a amostra do alimento: alface

Material
1 erlenmeyer de 300ml com 225 ml de &gua peptonada estéril e 08 tubos com 9ml de

agua peptonada;

1 saco estéril;

Pipetas estéreis;

Balanca para pesagem do alimento

Procedimento
- Pesar 25g de amostra no saco pléastico estéril e adicionar os 225ml de &gua peptonada.

Colocar o saco plastico no homogeneizador durante 30-60 seg obtendo assim uma
diluicdo 102 - Inocular 1ml do homogeneizado no 1° tubo com 9 ml de 4gua peptonada
(diluicdo 1072) e apds agitagdo no “vortex”, inocular 1ml da diluicdo 102 no 2° tubo
(diluicdo 1073).

Contagem de Coliformes 35°C e Coliformes 45°C
OBJETIVO:
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Detectar em alimentos, o numero mais provavel (NMP) de coliformes totais e
coliformes a 45°C através da técnica de tubos maltiplos.

Material
Pipetas;
18 tubos de LST

3) Inoculacédo das amostras das dilui¢bes preparadas

- Inocular 1ml de cada dilui¢cdo em 3 tubos. (3 tubos por diluigéo)

- Incubacdo a 35,5°C por 48 h

- Fazer a leitura com a monitoria — 5C  anotaios resultados e guardar os tubos na
geladeira para a préxima aula

Contagem de bolores/leveduras, psicrotroficos e aer6bios mesoéfilos
OBJETIVO:
Fazer as contagens desses indicadores em placas.

4) Inoculagédo das amostras das diluicdes preparadas
a) aerdobios mesofilos:

Material

Pipeta automatica de 100 pl e ponteiras estéreis;

3 placas de PCA

- Pipetar 0,2ml (100 pl) de cada diluigdo (101; 102; 10-%) em placa de Petri com meio
PCA e espalhar com alca de Drigalski

- Incubar a 36°C + 1°C por 48 h

- Fazer a leitura com a monitoria— 5C  calcugar a UFC/g e anotar os resultados

b) psicrotroficos:

Material

Pipeta automatica de 100 pul e ponteiras estéreis;
3 placas de PCA

- Pipetar 0,1 ml (100 pl) de cada diluigdo em placa de Petri com meio PCA e espalhar
com alga de Drigalski

- Incubar a 4°C por 7 dias.

- Fazer a leitura na proxima aula (26/08)  calcular a UFC/g e anotar os resultados

¢) bolores e leveduras:

Material

Pipeta automatica de 100 pul e ponteiras estéreis;

3 placas de PCA com cloranfenicol ou meio DRBC

- Pipetar 0,1 ml (100 pl) de cada diluicdo (10°%; 10°%; 10-%) em placas de Petri com o
meio, espalhar com alga Drigalski

- incubar a 25° £ 1°C por 3 dias (12 leitura), deixando na incubacao por mais 5 dias (22
leitura).
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- Fazer a 12 leitura com 2 dias com a monitoria — 5C ou 5D e anotar o resultado;
- Fazer a 2?2 leitura na proxima aula (26/08)  calcular a UC/g e anotar os resultados

AULA PRATICA N°2
ANALISE DE SALMONELLA
Método tradicional - Presenca e auséncia

Pré- enriquecimento

» Recuperacdo de células injuriadas
* Incubacdo em condicGes ndo seletivas- 18horas- no minimo
«  Opcdes: Agua peptonada (ISO 6579), caldo lactosado (BAM/FDA)
Enrigquecimento em caldo seletivo
 Inibir a multiplicacdo da microbiota acompanhante e promover o crescimento
preferencial da Salmonella, 18 a 24H
» Dois meios- cepas resistentes

— RV (Rappaport- Vassiliadis modificado) ou RVS (Rappaport- Vassiliadis
Soja)- verde de malaquita, pressao osmotica (cloreto de magnésio em
alta concentracéo) e pH acido (5,1)- selecdo da Salmonella

— TT (tetrationato)- Verde brilhante, bile, iodo e tiossulfato de sodio-

crescimento de bactérias redutoras do tetrationato- Salmonella
— Inibicéo de coliformes e enterobactérias ndo redutoras

— Proteus — pode crescer- adi¢cdo de novobiocina.
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Plaqueamento seletivo diferencial

« Desenvolvimento preferencial de Salmonella, com caracteristicas tipicas
+ Distincdo das competidoras
» Recomenda-se plagueamento em mais de um tipo de meio

 HE (agar Entérico de Hectoen), XLD (Agar Xilose Lisina Deoxicolato)...-
fermentacdo da lactose e producao de H2S.

« Agar Verde brilhante (BG)- fermentago da lactose se producéo de H2S- cepas

ndo produtoras
« Agar bismuto sulfito (BS)- ndo fermentac&o da lactose, com producio de H2S.

Confirmacao

» Verificar se as colonias tipicas séo mesmo Salmonella

« Provas bioguimicas e sorologia

Procedimento

2.1) Preparo das amostras — pré- enriquecimento

— diluicdo da amostra e 4gua peptonada 25g e 225mL de agua peptonada
— Incubacéo a 37°C por 18 +- 2H

2.2) Fase de Enriguecimento Seletivo das amostras

—  Da mistura pré-enriquecida, deve-se transferir com o auxilio de uma pipeta
automatica, 0,AmL e 1mL para tubos contendo 10 mL do caldo Rappaport-
Vassiliadis (RV) e 10 mL de caldo Tetrationato, respectivamente...

— Caldo RV devera ser incubado por 24 + 2 h a 42 £0.2°C
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— Caldo TT por 24 £ 2 h a 37°C- banho-maria ou estufa.

2.3) Fase de plagueamento em meios seletivos

« A partir dos caldos de enriquecimento seletivo, realizar estrias em placas com
agar Sulfito de Bismuto (BS), agar Xilose-Lisina-Desoxicolato (XLD) e agar
Hektoen (HE),

* Incubar em estufa bacterioldgica por 24 + 2 h at 35°C.

» Morfologia tipica de col6nias de Salmonella:

« Agar BS: col6nias marrons ou pretas com ou sem brilho metalico. O meio ao
redor das colénias muda gradativamente para uma coloracdo marrom a preta,
com o prolongamento do tempo de incubacao.

« Agar XLD: colonias cor de rosa escuro, com ou sem centro preto. Cepas
fortemente produtoras de H2S podem produzir coldnias com centro preto grande
e brilhante, ou mesmo inteiramente pretas.

« Agar HE: coldnias verde-azuladas, com ou sem centro preto. Cepas fortemente
produtoras de H2S podem produzir col6nias inteiramente pretas.

Morfologia de colbnias atipicas de Salmonella:

. Na auséncia de col6nias tipicas ou suspeitas de Salmonella, procura-se por
colbnias atipicas, como as descritas a seguir:

« Agars HE e XLD: as salmonelas podem aparecer na forma de col6nias
amarelas, com ou sem centro negro Na auséncia de coldnias tipicas apos 24 + 2
h de incubacdo, entdo tome 2 ou mais das atipicas para confirmacdo bioquimica
posterior.

« Agar BS: algumas cepas podem se apresentar na forma de colonias verdes com
pouco ou nenhum escurecimento do meio adjacente. Na auséncia de coldnias
tipicas apds 24 + 2 h de incubagdo, reincube as placas por mais 24 £ 2 h
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adicionais. Se ndo houver colbnias suspeitas ap0s esse periodo, entdo tome duas

ou mais coldnias atipicas e transfira para tubos de TSI e LIA.

Validacdo: Nessa fase de plagueamento seletivo devem ser utilizadas cepas
padrdes de Salmonella para evidenciamento de reagfes caracteristicas e ndo
caracteristicas do patégeno nos trés meios de cultura empregados.

- cepa controle com morfologia tipica: Salmonella typhimurium (ATCC 14028)

- cepas controle com morfologia atipica: Salmonella diarizonae (ATCC 12325)
—lac (+) e H2S (+), Salmonella abortus equi (ATCC 9842 ou de bacterioteca
nacional) —lac (-) e H2S (-)

2.4) Confirmacdo preliminar das coldnias de Salmonella

E feita com as col6nias tipicas e atipicas de Salmonella isoladas nos agars

seletivos ja citados.

A transferéncia das col6nias é feita com o auxilio de uma agulha de inoculagéo.
— Agars TSl e LIA.

Incubar por 35°C for 24 £ 2 h.

Reacdo tipica de Salmonella em TSI: rampa alcalina (vermelha) e fundo &cido
(amarelo), com ou sem producdo de H2S (escurecimento do agar). Reacgéo
atipica em TSI, que ndo deve ser descartada se as demais reacdes em LIA se
apresentarem tipicas: rampa e fundo acidos (amarelos), com ou sem producdo de
H2S (Fig. 1).

Reacdo tipica de Salmonella em LIA: fundo e rampa alcalinos (pdrpura, sem
alteracdo daa cor do meio), com ou sem a producéo de H2S (escurecimento do
meio). Reacdo atipica em LIA, que ndo deve ser descartada se as demais reacoes
em TSI se apresentarem tipicas: fundo amarelado com rampa alcalina, com ou
sem producéo de H2S (Fig. 1) .
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Acervo: LACOMA (2003)

Figl:TSl e LIA tipicos

2.5) Testes soroldgicos e bioguimicos para confirmacao definitiva

« Serdo realizados os seguintes testes a partir das colénias puras:
— Teste de urease (-)*
— Teste de lisina descarboxilase (+)*
— Teste VP (-)*

— Teste de indol (-)*
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— Teste de B- galactosidase (-)*
Ou Kit AP20E

* Seréo consideradas como Salmonella todas as col6nias que apresentarem as
caracteristicas

2.6) Testes soroldgicos e bioquimicos para confirmacéo definitiva

« Deteccdo dos antigenos sométicos O ou polivalente(A, B, C1, C2, D, E1, E2,
E3, E4)

« Deteccdo de antigeno Vi (capsular)
» Deteccdo de antigenos flagelares (poli H)
— Interpretacao:

Procedimentos
 Diluicdo das amostras- 1:10, 1:100, 1:1000

« Inoculacdo em Agar Baird-Parker (BP) (0,1mL)
* Incubacéo e contagem de colbnias- 35-37°C por 48H
— Contagem- placas com 20 a 200 coldnias- somente as tipicas

— Circulares, pretas ou cinzas escuras, lisas, convexas, bordas perfeitas,
massa de células esbranquicadas nas bordas, rodeadas por zona opaca e/
ou halo transparente

— Confirmacéo das coldnias tipicas- BHI-Teste da coagulase
— TSA- reservar colbnias testes adicionais
— Calculo dos resultados:

— UFC/g ou mL- N° de col6nias x diluicdo x10 x% de confirmadas
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MANITOL

Testes adicionais
— TSA

— Teste da catalase, teste da termonuclease, teste de sensibilidade a
lisostafina, teste de utilizagdo anaerdbica da glicose e do manitol.

Interpretacgéo dos resultados

caracteristica S. aureus S. epidermidis | Micrococcus
catalase + + +
coagulase + - -
termonuclease + -Interpretacéo -

dos resultados

lisostafina sensivel sensivel resistente
Utilizacdo anaerdbica + + -
da glicose

Utilizacdo anaerdbica + - -
do manitol

AULA PRATICA N°3:
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CONTAGEM DE STAPHYLOCCOCUS COAGULASE POSITIVO
Material (3 grupos)

e Coagulase
Tubos com 0,5 mL de meio liquido BHI da aula passada
Prova da coagulase
3,0mL Plasma coagulase EDTA
Lamparina ou bico de Bunsen
e Peroxidase
Laminas de vidro
Ponteiras azuis e amarelas estéreis
P100
Fazer previamente um controle para a aula

e Controle positivo- Peroxidase

0,5 mL de meio liquido BHI com S. aureus Crescido por 24H a 37°C
e Salmonella- XLD, HE e BS
Pratica I: Contagem de Staphyloccocus coagulase positivo
Legislacdes sanitarias dos alimentos — verificacdo de adequacao dos resultados obtidos
durante as préticas

Material (3 grupos)
Amostras da aula anterior para a prova da coagulase

Fazer previamente um controle para a aula

e Controle positivo - Coagulase
0,5 mL de meio liquido BHI com S. aureus + 0,5mL de Plasma coagulase EDTA-
incubagéo 24-48h.
Salmonella- leitura do XLD, HE e BS
Inoculacéo das provas bioquimicas
Leitura das provas bioquimicas.
DISCIPLINA: MICROBIOLOGIA BUCAL
AULA PRATICA N°1
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ANALISE DOS PADROES SALIVARES

Objetivo: Avaliar a viscosidade, fluxo saliva e capacidade tampao da saliva

Materiais:

1.

Frasco para coleta

2. Pipeta graduada

3. Cronometro

4,

5. Solucéo de &cido cloridrico 0,005
6.

Dique de borracha

Fita indicadora de pH

Meétodos:

1.

2.

Fluxo salivar: Sialometria em repouso

Tempo de coleta: 5 minutos

Paciente sentado

Olhos abertos, sem conversar ou abrir a boca

Pescoco inclinado frontalmente e para baixo para favorecer o escoamento
passivo da saliva

Né&o deglutir a saliva durante o tempo de coleta

Medir a quantidade de saliva coletada

Secrecgéo salivar expressa em ml/min

Valore sialométricos (repouso)

0,0ml/min assialia
0,1 a 0,24ml/min hipossialia
0,3 a 0,4ml/min ideal

Fluxo salivar: Sialometria estimulada

Paciente sentado mastigando ( goma sem acucar, pedaco de dique de
borracha ou parafina com ponto de fusédo de 42 a 44°) por 1 min
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e Despreza-se essa saliva e coleta-se a saliva formada nos 5 minutos
subsequientes em proveta graduada

e A secrecdo salivar — expressa em ml/min

Valore sialométricos (estimulado)

1,0 a 3,0 ml/min normal
0,7a1,0 ml/min baixo
< 0,7 ml/min hipossalivacao

3. Capacidade Tampao( capacidade da saliva em neutralizar o acido
formado)

e Adiciona-se 3 ml de &c. cloridrico 0,005 em 1 ml de saliva estimulada

e Ap0s 2 minutos medir o pH com fita indicadora

e Valores abaixo de pH 4,0 — baixa capacidade tampéo

4. Fiabilidade
-Coleta da saliva em repouso
Qualidade-Fiabilidade

Serosa Nao forma fio
Fluida + 2 cm de fio
Viscosa > 5 cm de fio

AULA PRATICA 2:
IDENTIFICACAO DE MICRORGANISMOS NO BIOFILME DENTAL
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OBJETIVO:

Avaliar as caracteristicas morfologicas e os aspectos relativos a coloracdo de Gram de

amostras biofilme dental supra e subgengival.

MATERIAIS:
Curetas periodontais estéreis

Laminas

Corantes de Gram

METODOS

Coletar amostras de biofilme supragengival das faces livres dos dentes, com
auxilio de cureta estéril

Sobre uma lamina de vidro, colocar uma gota de agua e emulsionar o material na
gota de agua. Deixar secar.

Passar o esfregaco na chama do bico de Bunsen trés vezes a fim de fixar o
material.

Coletar amostras de biofilme subgengival com auxilio de cureta estéril

Sobre uma lamina de vidro, colocar uma gota de agua e emulsionar o material na
gota de 4gua. Deixar secar.

Passar o esfregaco na chama do bico de Bunsen trés vezes a fim de fixar o
material.

Executar a coloracdo de Gram

Coloracdo de Gram

Cobrir o esfregago seco com violeta genciana e deixar por 1 minuto.

Esgotar a ldamina e cobrir com solucéo de lugol e deixar 1 minuto.

Esgotar a lamina e, mantendo a mesma inclinada, pingar gotas de alcool até que
nédo se desprenda mais corante da preparacao.

Lavar com agua corrente.

Cobrir a lamina com solugéo de safranina e deixar por 30 segundos.

Lavar a ldmina e cobrir com papel de filtro.

Examinar ao microscopio com a objetiva de imerséo.

Observar ao microscopio, com objetiva de imersao, as preparacdes indicadas.
Desenhar e identificar, nos espacos abaixo, as observaces microscopicas.
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RESULTADOS

Nome:
Forma:
Arranjo das células:

Nome:
Forma:

Arranjo das células

Nome:
Forma:
Arranjo das células

Cor:
Gram:

Cor:
Gram:

Cor:
Gram:

INTERPRETACAO:

Houve diferenca no perfil microbioldgico das amostras de

biofilme coletada da regido supragengival e subgengival? Justifique

AULA PRATICA N°3

DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO DA CARIE DENTAL

OBJETIVO:
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Avaliar o risco a cérie dental, de acordo com a contagem de Streptococcus mutans na

saliva.

MATERIAIS:

Saliva estimulada

Placas com &gar Mitis salivarius com sacarose e bacitracina- MSB ou meio
SB20

Tubos com pérolas de vidro

Tubos com 9ml de diluente

Alca de Drigalski

Lamparina

METODOS
Experimentol:

Coletar saliva estimulada:

- Paciente sentado mastigando ( goma sem acuUcar, pedaco de dique de borracha
ou parafina com ponto de fuséo de 42 a 44°) por 1 min

- Despreza-se essa saliva e coleta-se a saliva formada nos 5 minutos
subsequentes em frasco de coleta

Transferir 2ml de saliva para um tubo de ensaio contendo peérolas de vidro
Homogenizar a saliva por 30 segundos

Fazer diluicdes decimais da saliva:

- Com uma pipeta estéril, adicionar a tubos contendo 9 mL de diluente, 1 mL
das amostra a ser analisada (diluicdo 101)

- Agitar para que haja uma perfeita homogeneizacgéo

- Com outra pipeta estéril, transferir 1 mL deste tubo para um segundo tubo
contendo 9 mL de diluente (diluicdo 102%) proceder assim até completar as
diluigdes necessérias para a analise da amostra

Semeadura pelo método de espalhamento em placa (“spread plate™)
- As placas de Petri deverdo ser abertas proximas ao bico de Bunsen para evitar

contaminagdo com microrganismos do ar
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- Inocular uma aliquota de 0,1 mL de amostra direta ou diluida na placa
contendo agar Mitis salivarius com sacarose e bacitracina- MSB ou SB 20

- Espalhar essa amostra com a alca de drigalski, previamente esterilizada (forno,
por 2 horas a 180°C, ou em autoclave, a 121°C por 30 minutos) ou ainda pode-
se fazer uma esterilizacdo imediata mergulhando a algca em alcool absoluto e em
seguida passando na chama (3 vezes consecutivas).

e Tempo de incubagéo: 48-72 horas em microaerofilia

AULA PRATICA N°4
IDENTIFICACAO DE MICRO-ORGANISMOS ASSOCIADOS AS DOENCAS
PERIODONTAIS

OBJETIVO:
Avaliar as caracteristicas morfoldgicas dos microrganismos presentes em amostras
biofilme dental supra e subgengival de pacientes com doenca periodontal.
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MATERIAIS:

Laminas preparadas a partir de amostras de biofilme coletadas de pacientes portadores

de doenga periodontal atendidos nas Clinicas Odontolégicas da UCB.

METODOS:

1. Examinar no microscépio 6tico com objetiva de imersdo, as laminas preparadas

2. Desenhar e identificar, nos espacos abaixo, as observagdes microscopicas

Nome:
Forma:
Arranjo das células:

Nome:
Forma:
Arranjo das células

Nome:
Forma:
Arranjo das células

Cor: Cor: Cor:
Gram: Gram: Gram:
Nome: Nome: Nome:
Forma: Forma: Forma:
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Arranjo das células:

|

Arranjo das células

|

Arranjo das células

Cor:
Gram:

Cor:
Gram:

Cor:
Gram:

1- O que predomina na gengivite? E na Periodontite?

AULA PRATICA N°5

IDENTIFICACAO DE LEVEDURAS

e Introducao:

A identificacdo dos fungos €, em grande parte, baseada em sua morfologia. Como eles

habitam os mais variados substratos, apresenta em decorréncia uma variagdo de tipos

morfologicos, dos mais simples aos mais complexos. Considera-se no seu estudo,

aspectos da morfologia macroscopica (col6nias filamentosas, cremosas, cotonosas,

pulverulentas, formacdo de pigmentagéo,

microscoépica.

etc) como também da morfologia
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Materiais
1. Placas de cultivo (Agar Sabouraud) inoculadas
2. Laminas
3. Microscapio 6tico
4. Corantes de Gram
Meétodos
Etapa 1: Estudo da morfologia macroscépica

Eta

1. Algumas placas de Agar Sabouraud foram inoculadas a partir de esfregacos
realizados com SWAB de pacientes com suspeita clinica de Candidiase bucal,
atendidos nas Clinicas Odontoldgicas da UCB.

2. Morfologia macroscopica das col6nias (tipo de colonia bem como outras

caracteristicas) presentes em cada seguimento de cada placa de Agar Sabouraud

pa 2: Estudo da morfologia microscopica

-flambar a al¢a de platina

-retirar um poco do crescimento fungico da placa de Agar Saboraud com auxilio
da alga de platina

-faz

er o esfregaco em lamina

-flambar a al¢a de inoculacao
-fixar o esfregaco
-Executar a coloracdo de Gram

Col

oracdo de Gram

Sobre uma ldmina de vidro, colocar uma gota de agua. Com a alca de platina tocar
levemente na superficie da colénia e emulsionar o material na gota de agua (caso o
microrganismo seja fornecido em suspensdo, colocar uma gota desta sobre a
lamina). Deixar secar.

Passar o esfregaco na chama do bico de Bunsen trés vezes a fim de fixar o material.
Cobrir o esfregaco seco com violeta genciana e deixar por 1 minuto.

Esgotar a ldamina e cobrir com solugéo de lugol e deixar 1 minuto.

Esgotar a lamina e, mantendo a mesma inclinada, pingar gotas de alcool até que nédo
se desprenda mais corante da preparacéo.
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= Lavar com agua corrente.

= Cobrir a lamina com solucéo de safranina e deixar por 30 segundos.

= Lavar a lamina e cobrir com papel de filtro.

= Examinar ao microscopio com a objetiva de imers&o.
a) Observar ao microscopio, com objetiva de imersao, as preparacdes indicadas.
b) Desenhar e identificar, no espaco abaixo, as observa¢fes microscopicas.

I.  dentificacdo de leveduras - Aspectos microscépicos

e Observar as Laminas ja preparadas
e Identificar os aspectos morfologicos das leveduras

e Procurar as estruturas das pseudohifas
Desenhar e identificar, no espaco abaixo, as observacfes microscopicas.
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