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DEDICATORIA

Existe um provérbio africano que diz: “Se quer ir rapido, va sozinho,; mas, se quiser
ir longe, va acompanhado”. Portanto, este manual é dedicado a todos os que ja
passaram pelo VBlab e colaboraram na construcao de sua historia.

Dedicamos também a todos os futuros estagiarios, alunos de iniciagao cientifica,
de mestrado e de doutorado que, certamente, levardao a historia deste laboratoério

muito além do que podemos imaginar.

Renata Lopes



APRESENTACAO

Estagios representam um importante papel na formagdo dos alunos, pois
proporcionam a vivéncia inicial aos futuros profissionais em ambiente que possibilita
a aplicacao dos conceitos tedricos e tedrico-praticos adquiridos ao longo das aulas dos
cursos de graduacdo, desenvolvendo suas competéncias. A combinacao de
conhecimentos, habilidades e atitudes em atividades laboratoriais promove o
crescimento de competéncias para o desempenho profissional. O estadgio permite
desenvolver atividades praticas por meio de atribuicdes e funcdes referentes a
profissao que sera exercida, futuramente, pelo estudante. Além disto, o estagio pode
ser encarado como um instrumento de integracao do aluno ao mundo do trabalho,
saberes e relagdes interpessoais.

Assim, entendendo o estagio como ferramenta significativa para a formagao dos
alunos, os responsaveis pelo Laboratorio de Virus Bacterianos da Uniso (VBlab) tem
oferecido sistematicamente oportunidades de estagio para alunos de diversos cursos
da instituicdo. Adicionalmente, verificando-se que os alunos devem ser
supervisionados em suas atividades para um real aprendizado, vislumbrou-se a
possibilidade de desenvolver um manual técnico ilustrando as principais atividades
desenvolvidas. Ao longo dos anos, foram sendo observadas algumas dificuldades
encontradas pelos alunos ao iniciarem um estagio no VBlab. Neste sentido e, por
iniciativa da aluna de mestrado do Programa de Pds-Graduagdao em Processos
Tecnoldgicos e Ambientais da Uniso (PPGPTA-UNISO), Renata Lopes, surgiu o “Manual

Técnico do Estagiario do VBlab".



O Manual foi concebido com linguagem simples e direta, de modo a ser um
elemento esclarecedor naquilo que é basico e fundamental no trabalho em um
laboratdrio de pesquisas em Microbiologia e Biotecnologia. O Manual traz algumas
das técnicas e principais atividades realizadas no VBlab, para o estudante poder tirar o
maximo proveito durante seu estagio.

Este Manual foi preparado para vocé, aluno, que estd comecando sua jornada
no mundo das vidrarias, reagentes e equipamentos laboratoriais! Esperamos que este
Manual possa ser Util nesta sua caminhada. Da nossa parte, € um prazer e uma honra
ver um estagiario se tornar um especialista!

Seja muito bem-vindo ao VBlab!

Victor M. Balcdo

Marta M. D. C. Vila
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O estagio €, na verdade, um momento fundamental na vida de qualquer estu-
dante universitario, pois € aqui que vocé ira conseguir ver conteidos que aprendeu

em sala de aula sendo utilizados na pratica!

Este manual ira te auxiliar naquilo que vocé precisa saber antes de comecar um
estagio em laboratério, condutas que vocé deve seguir, procedimentos basicos e, saber
o que fazer em algumas situacdes que podem acontecer nas atividades laboratoriais.
E ai, vamos 18?

Aqui no VBlab-Uniso trabalhamos com algumas bactérias como a Salmonella
spp., Klebsiella spp., Pseudomonas ssp., Xanthomonas spp., Escherichia coli, entre outras.

Mas, trabalhamos principalmente com bacteriéfagos.

Bacteriéfagos (ou fagos) séo virus que infectam exclusivamente bactérias e as levam a sua
morte. Por isso, hoje sao vistos como uma grande aposta frente ao crescente problema de
resisténcia bacteriana que a humanidade vem enfrentando.

Um bacteri6fago se parece com um virus comum, subdividido em:

capsideo (onde fica seu material genético), cauda e pecas de fixagao (que

sdo usadas para fixagdo na célula hospedeira).

As terapias com bacteriéfagos ou fagoterapia apresentam vantagens

importantes no combate as bactérias. Sdo altamente especificas,

apresentam elevado potencial para dose unica, sem resisténcia cruzada,

diversas opg¢des de aplicacéo, boa penetracao em biofilme e menor impacto
ambiental.

Para saber mais sobres os bacteri6fagos, visite 0 nosso manual
‘Explorando o universo viral dos predadores bacterianos:

Procedimentos laboratoriais basicos”.




Vamos comecar entao?

Inicialmente, vamos conhecer o nosso laboratoério.

Figura 1 — Laboratério de Virus Bacterianos da Uniso

Fonte: Arquivo pessoal.

O Laboratério de Virus Bacterianos da Universidade de Sorocaba (VBlab-Uniso)
foi fundado em 2016, sob supervisdao dos professores Drs. Victor M. Balcao e Marta M.
D. C. Vila. Esta localizado no Campus Cidade Universitaria Prof. Aldo Vannucchi, no
prédio Apoio 04.

O laboratério foi fundado com o objetivo de desenvolver sistemas antimicrobi-
anos inovadores visando o tratamento de infec¢des bacterianas causadas por cepas
resistentes aos antibiéticos ou de interesse na saude publica mundial. Também busca
desenvolver formas de veiculacao para as particulas fagicas em aplicacdes biotecnolo-

gicas nas areas alimentar, (bio)farmacéutica e ambiental.



Inicialmente o laboratorio foi equipado com o apoio da Fundagdao de Amparo a
Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP) e, conta atualmente com pesquisadores dos
Programas de Pds-graduagao em Ciéncias Farmacéuticas e em Processos Tecnoldgicos
e Ambientais, Iniciacdo Cientifica e estagiarios de diferentes areas do conhecimento.

Nosso laboratério também ja contou com um aluno de intercambio, o douto-
rando Stephen Chijioke Emencheta, da Universidade da Nigéria, que veio até a Uniso

para estudar um fago contra a bactéria Klebsiella pneumoniae.



Ufa, agora vocé ja conhece o nosso laboratério e deve estar se perguntando:
Mas o que eu, estagiario, irei fazer aqui?

Bom, no nosso laboratério desenvolvemos diversos testes e analises que, muitas
vezes, sao extensos e trabalhosos, portanto, sempre estamos precisando de ajuda.

Portanto, além de auxiliar os mestrandos e doutorandos em suas pesquisas e
testes rotineiros, vocé sera responsavel por muitas outras coisas.

Dentre elas:
4 [oJLENIFETEL dos materiais do laboratério;

2 A £ EHLTETNIL ETEL das vidrarias;

4 R EIPEYEL Y RN EVEGEIR solicitados pelos pesquisadores;
4 S EX CANEIEEIR para os experimentos;
4 S E CRNEE I EYAITE] e placas de cultivo;

4 (ol ELIF£YEL) da bancada, armaérios e geladeiras.

Sabemos que sdo muitas atividades, mas fique tranquilo, vocé nao estara
sozinho! Sempre havera um professor, doutorando ou mestrando por perto para lhe
ajudar e sanar possiveis duvidas.

O nosso laboratério também conta com uma sala de estudos, portanto, fique a
vontade para fazer pesquisas para se aprofundar sobre diversos temas cientificos liga-
dos a tematica bacteridfagos.

E caro estagiario, sempre recomendamos que vocé leve uma caderneta que

caiba no bolso do seu jaleco para poder anotar todos os procedimentos que aprender!
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Bom agora que ja sabemos as fun¢des do estagiario e ja conhecemos 0 nosso
laboratorio. Precisamos entender que acidentes acontecem, mas a chave pode estar
em saber o que fazer e como se prevenir deles.

Entdo eis aqui uma listagem de coisas que levam a um bom desempenho nas

atividades a serem realizadas no laboratério

4 Antes de se iniciar qualquer atividade, L ERLEE LR ER IR R [T EX

dos equipamentos, as vidrarias, o que precisa ser esterilizado, etc.JajKe=NeNo[=

duvida, ndo se acanhe. PERGUNTE!

4 (el IMETIEN NI EL 25! Ndo se distraia com celulares e conversas. Lembre-se, toda

a atencao é pouca!

i Mcomo bolsas, sacolas, pacotes, mochilas, cadernos etc., [ELXe(S%=111 8]y

CLEVEL LENMETYETELER! O nosso laboratério conta com armarios para os estagi-

arios guardarem seus materiais e ainda com uma sala de estudos.

A N (e ER ELE TN EXE L L TELE), avental de manga longa, calgado

fechado, 6culos de seguranca e mascara (se houver necessidade) e cabelos presos!
Mexemos com bactérias potencialmente nocivas ao ser humano, portanto,

CUIDADO!

ESING 0 comer ou beber enquanto realiza as atividadesfeleNE]eleIE:1lelgTeR
ESIN 3o fumar no laboratério;

Todo material do laboratério utilizado deve ser mantido em ordem=Rlis]ele}

Sempre verificar a limpeza das balangas, vidrarias, autoclave e bancada, e ainda,

colaborar com a sua organizacao.

Em casos de acidente (queimaduras, cortes, vidrarias quebradas, etc.), comuni-
que IMEDIATAMENTE ao mestrando ou ao doutorando responsavel e aos professores.

11



4 Cortes ou ferimentos mesmo que leves precisam ser desinfectados, lavados (com
agua abundante e clorexidina) e cobertos;

4 Queimaduras produzidas por fogo ou material quente devem ser lavadas em agua
em temperatura ambiente por cerca de 1 minuto e procurar atendimento para
tratamento adequado.

4 Em caso de vestimentas pegarem fogo ou a prdpria bancada utilizar os extinto-

res ou o chuveiro.

12



5 ESTERILIZACAO

Vamos entao, comecar pela parte mais importante de qualquer trabalho no la-

boratério. Garantir que nossos experimentos ndo irao contaminar o ambiente e de que

0S Nossos materiais estarao limpos e prontos para um novo experimento!

Primeiramente, o que é uma esterilizacao? A esterilizacdo é um processo que

visa destruir todas as formas de vida microbiana que possam estar contaminando um

produto, material ou objeto.

Assepsia ou Antissepsia?

Assepsia é o conjunto de
medidas que usamos para
impedir a penetracao de um
microrganismo em um ambiente

onde ele ndo é natural.

Antissepsia € o processo de
eliminagao ou inibicdo do
crescimento de microrganismos

na pele ou tecidos vivos.

4 CLORO (hipoclorito de sodio)

E importante lembrarmos que o processo
de esterilizacao precisa ser precedido por uma
limpeza ja que muitos dos produtos germicidas
(como alcool) ndo sao eficientes na presenga de
matéria organica.

Abaixo vocé vai encontrar uma lista dos
principais produtos germicidas que usamos
aqui e, em qualquer outro laboratério de
microbiologia. Importante salientar que por se
tratarem de produtos quimicos e bactérias
nocivas a saude humana, o wuso de
equipamento de protecdo individual (EPI) é

indispensavel.

E um germicida quimico facilmente encontrado e, com acdo em grande nimero

de bactérias. Geralmente usamos a solucao de hipoclorito de sdédio a 1% (m/v). Em

casos mais extremos, seja pela presenca de matéria organica, ou microrganismos

mais resistentes, podem ser usadas solucdes de até 5% (m/v).
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ALcools
Com propriedades semelhantes ao cloro, sao eficientes contra bactérias, fungos
(exceto esporos) e virus. Porém para garantir eficacia é necessario, concentra-
¢Oes proximas a 70% (v/v). Sua grande vantagem é que nao deixa vestigios nos

materiais tratados com essa solucao.

PERIOXIDO DE HIDROGENIO e PERACIDOS:

Sao fortes oxidantes que atuam contra muitos microrganismos. Geralmente,
esses compostos estdao disponiveis na concentracdo de 3% (v/v), mas desta
forma apresenta uma acao limitada contra os microrganismos. Portanto, em
laboratorios, se prioriza a utilizacao de concentragoes de 30% (v/v).

Apesar da sua eficacia, pode ser corrosivo em aluminio, cobre, latdo e zinco, sem
falar nos efeitos danosos a pele humana. Portanto, esse produto deve ser mani-
pulado com luva e apds o uso, o material deve ser lavado abundantemente com
agua. Também deve ser armazenado longe de fontes de calor e protegidos da

luz.

2 DESCONTAMINANDO O LOCAL DE TRABALHO

A bancada é o nosso principal local de trabalho, e deve ser um ambiente além
de organizado, limpo e asséptico, exigindo uma combinagdo de agentes desinfetantes.

Portanto, primeiramente deve ser limpo e retirado todo o material organico,
para que as solugdes desinfetantes possam agir corretamente.

Para as superficies podem ser utilizadas uma solucao de hipoclorito de sédio a

1% (m/v) ou mesmo a solugdo de perdxido de hidrogénio a 3% (v/v).

14



2 DESCONTAMINAGAO DO FLUXO

O fluxo (ou cabine de seguranca biologica) é outro ambiente de trabalho que
usamos. Como o nome indica, as cabines de seguranca sdo usadas para conter agentes
de risco biolégico, diminuindo a possibilidade de contaminacao do profissional, das
amostras e do ambiente.

Para a limpeza do fluxo usamos solucao de alcool 70% (v/v) para a limpeza fisica
da parte interna e luz ultravioleta (UV) para a degradacéo das particulas microbianas
que podem ter restado.

Portanto, SEMPRE antes da utilizacao do fluxo é importante passar a luz UV, por
15 minutos, para garantir a limpeza do meio.

No caso, nosso laboratoério possui dois fluxos, sendo um manual (Figura 2) e um
automatico (Figura 3). Abaixo vocé vera um esquema de como ligar o fluxo e a UV em

cada um deles.

Figura 2 — Fluxo laminar manual

Fonte: Arquivo pessoal.
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Para ligar a cabine fluxo de operacdo manual vocé devera seguir o passo a passo
descrito abaixo:
a) Pressionar botdo LIG/DESL, para ligar o fluxo;
b) Pressionar botdo MOTOR, para ligar o ventilador;
c) Pressionar botdo L/UV, para comecar a desinfeccao com luz UV;
d) Contar 15 minutos;
e) Pressionar botado L/UV, para desligar a luz UV;

f)  Pressionar botao L/FRIA, para acender as luzes do fluxo.

Figura 3 — Fluxo laminar automatico

Fonte: Arquivo pessoal.
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Para ligar a cabine de fluxo com operagdo automatica vocé devera seguir o

passo a passo descrito abaixo:

: ~ (! .
a) Pressione o botao O para ligar o fluxo;

b) Usando atecla €, digite a senha do fluxo (0000);

¢) Usando os botdes da lateral, selecione o simbolo "X, e selecione com a tecla €
para iniciar a desinfeccao;
d) Digite a senha do fluxo (0000), utilizando a tecla ¢ e selecione a opcao i/ e

novamente <';

]
-

e) Na proxima tela, selecione aopgcdo ™+ e novamente ¢ .E pronto, o temporizador
do fluxo ja esta configurado para desligar depois de 15 minutos;
f)  Apos os 15 minutos, a luz ira desligar automaticamente;

g) Usando atecla <, selecione o simbolo (=;

Cw

h) Para acender a luz de trabalho, selecione na tela principal o simbolo “+°, utilizando
atecla «;

i) Para desligar, basta repetir o processo apresentado em 1 e 2.

i LAVAGEM e/ou DESCONTAMINAGAO DAS MAOS

Quando estamos falando de um laboratorio de microbiologia, principalmente
um que trabalhe com bactérias com potencial nocivo ao ser humano, o uso de luvas
(de nitrilo) é ESSENCIAL, porém nao dispensa a lavagem correta e regular das maos.
Geralmente a lavagem com agua e sabao é o suficiente para eliminar mecanicamente
as bactérias das maos. Porém, em casos de elevado risco biolégico recomenda-se a
utilizacdo de sabdes germicidas. Abaixo, segue um modelo exemplificando e

orientando sobre a lavagem correta das maos.

17



Figura 4 — Esquema para lavagem de maos

Como Fazer a Fricgao Antisséptica das Como Higienizar as Maos
Maos com Preparagoes Alcodlicas? com Agua e Sabonete?

Aplique na palma da mao quantidade
Aplicue uima quantidade sficiente de preparacio alcodics em uma Molhe a8 maos com agus. sufiiente de sabonete lgido para

M3 em forma de concha para cobir fodas as superficies das maos. cobair tods as superficies das mios.

'R

Friccione as palmas Friccione a palma direita contra o dorso da mao Frtrclace 03 dedos o friccione
s muios entre <& esquends entrelacando os dedos e viceversa, 08 espacos interdigitais.

w = = )
6

;__.___)j%\
Friccione o dorse dos dedos de uma mo com friccione o polygar escuesd, com o anilo Friccione as polpas diglais ¢ unhas da mio

a palma da mio oposta, segurand os dedos, da palma da mio direita, utilizando-se diresta contra a palma da mao esquerda,
com movimento de vai ¢ vom ¢ vicovernsa, de movimenio crcular © Vice-vers. fazendo movimenio circular ¢ vice-versa,

Crocigue bem Secue as mMdos com papel No caso de tomeiras com
M08 com dgua. t0alha descarivel contat manual para fechamenio,
sempre wilize papel 10alha.

20-30 seg.
40-60 seg.

Quando estiverem secas,
Suas MA0S estardo seguras. AROMa, a8 M30s estio seguras.

Fonte: SAO PAULO (Cidade). Prefeitura Municipal. Secretaria Municipal da Saude. Higiene das
Maos. Sdo Paulo, 2 maio 2024. Disponivel em:
https://capital.sp.gov.br/web/saude/w/vigilancia_ em saude/doencas e agravos/328460.
Acesso em: 25 fev. 2025.
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4 ESTERILIZACI':\O EM AUTOCLAVE

A esterilizacdo por vapor saturado sob pressdo (na autoclave) é o método mais
eficaz e seguro para esterilizar os materiais do laboratério.

Uma autoclave pode ter diferentes ciclos. O ciclo que usamos aqui no VBlab é o
de 30 min a 121°C. Porém, é importante frisar que os materiais contaminados sédo des-
contaminados nas autoclaves do Apoio 2 da Uniso e, aqui no nosso laboratério, usa-
mos para esterilizar materiais ja limpos e para fazer solugdes estéreis.

Antes de falarmos de como funciona a autoclave, é importante lembrarmos que
os materiais ANTES de serem autoclavados precisam ser embalados em papel Kraft,
identificados quanto ao seu contelido, datado e com o nome do pesquisador respon-
savel (Figura 5). Importante também dizermos que os materiais autoclavados e emba-
lados em papel Kraft apresentam duracao de uma a duas semanas. Aqui no VBlab tam-
bém é usual colocarmos um pedaco de fita identificadora de autoclave, que consiste
em uma fita com frisos, que quando atinge a temperatura correta muda de cor,

colaborando com a identificacao de materiais autoclavados.

Figura 5 — Exemplo de material autoclavado embalado em papel Kraft

Fonte: Arquivo pessoal.
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Portanto, apds autoclavar um reagente, este deve ser guardado na geladeira de
reagentes, se nao for ser usado na hora. Materiais, como, pipetas, ponteiras e tubos
Eppendorfs, podem ser deixados na bancada na parte indicada como "materiais auto-
clavados”.

Abaixo (Figura 6) esta explicado como é feito a esterilizacdo dos materiais no

nosso laboratoério, pois sao duas autoclaves automaticas.

Figura 6 — Autoclave automatica do VBlab e etapas para seu funcionamento

Fonte: Arquivo pessoal.

a) Verifique o nivel da agua (acima do “X");

b) Coloque a bacia da prépria autoclave;

c¢) Coloque os materiais a serem esterilizados;

d) Feche a tampa e rosqueie as travas (sempre em “X" para criar pressao);
e) Abra avalvula de seguranca;

f) Ligue a autoclave;

g) Aguarde a autoclave comegar a pegar a pressao (emitira um estalo);

h) Feche a valvula de seguranca;

i) Aguarde o ciclo completo (30 min.);
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j) Quando finalizar o ciclo, espere sair toda a pressao e abra a valvula de segurancga e
as travas. CUIDADO COM O VAPOR QUENTE que ira sair quando abrir a auto-
clave.

Ja para a descontaminacao dos materiais la no Apoio 2, é um pouco diferente,

pois as autoclaves sdo manuais. Abaixo (Figura 7), seguem as explicacdes passo a

passo.

Figura 7 — Autoclave manual Apoio 2 e etapas para seu funcionamento
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Fonte: Arquivo pessoal.

a) Verifique o nivel da agua (acima do "X");

b) Coloque a bacia da propria autoclave;

c¢) Coloque os materiais a serem esterilizados dentro de dois sacos de autoclave;

d) Feche a tampa e rosqueie as travas (sempre em “X" para criar pressao);

e) Abra avalvula de seguranca;

f) Coloque a autoclave no MAX;

g) Quando a autoclave comecar a pegar pressao (essa autoclave comeca a pingar na
valvula de seguranca) feche a valvula;

h) Aguarde a autoclave atingir 121°C;

i) Quando atingir a temperatura (121°C), diminua a poténcia para MED;

j) Conte 30 minutos;
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k) Depois do tempo, DESLIGUE a autoclave e abra a valvula de seguranca devagar para
liberar a pressao;
L) Quando atingir o zero, abra a autoclave e retire os materiais;

m) Confira a agua da autoclave se esta limpa.

Se acaso a agua estiver suja:
a) Aguarde a autoclave esfriar e retire toda a agua (abra a valvula na lateral da auto-
clave);
b) Com uma bucha e detergente, lave o interior da autoclave, o suporte e a bacia;
c) Enxague bem;

d) Feche avalvula lateral e reponha a agua, suporte e bacia.
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Primeiramente, o que sdo meios de cultura? Sdo meios que oferecem nutrientes

para o crescimento e desenvolvimento de fungos e bactérias. Os meios podem ser

classificados em:

CLASSIFICAGAO FiSICA:

2

2

Liguido (caldos): crescimento com turvacao do meio — Tryptic Soy Broth (TSB), Brain

Heart Infusion (BHI);
Semi-sélidos: menos agar para permitir mobilidade bacteriana — Molten;
Sélidos: crescimento de coldnias isoladas — Agar, Agar Tryptic Soy (TSA), Agar Ma-

cConkey;

CLASSIFICACAO quanto a APLICACAO:

Meio de Enriquecimento: geralmente liquido, rico em nutrientes com a fungdo de

permitir que as bactérias da amostra aumentem em nimero — BHI, caldo nutritivo

(CN), TSB;

Meio de Transporte: meio isento de nutrientes, com um agente redutor, pH favo-
ravel, previne desidratacao, evita oxidacdo e autodestruicao — Meio de Stuart, Meio
de Cary-Blair;

Meio Seletivo: esse meio seleciona as espécies que se deseja isolar e impede o

desenvolvimento de outros microrganismos — Agar Manitol, Agar Shigella-Salmo-
nella;

Meio Diferencial: possibilita a distincdo entre género/espécie de um microrga-

nismo sendo através de uma mudanca de coloracdo ou morfologia — Agar Mac-
conkey, Agar Hektoen;

4 Meio Indicador: permite o estudo das propriedades bioquimicas das bactérias

para a sua identificacdo — TSI, Agar Citrato De Simmons.
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E ai, quais sao os meios de cultura que mais usamos no VBlab?

4 TSB: Tryptic Soy Broth (caldo soja triptona): € um meio liquido de enriquecimento,
com diversas aplicacbes, principalmente para cultivo e manutencao de fungos e
bactérias, presentes em amostras (clinicas ou ambientais).

Esse caldo pode ser distribu-
ido em tubos de ensaio (de 4
a 5ml por tubo) e também
deve ser autoclavado!

249 (TSB) = 800 mL (agua ultrapura)

4 TSB 2X: mesma coisa que o TSB, porém concentrado duas vezes.

489 (TSB) - 800 mL (agua ultrapura)

4 €Nz caldo nutriente: meio liquido de enriquecimento usado para crescimento e

cultivo de diferentes bactérias e fungos.

13g (CN) 2> 1000 mL (agua ultrapura) Esse meio deve ser autocla-
vado!

4 BHI: Brain Heart Infusion: é um meio liquido de enriquecimento nao seletivo usado

para isolamento e cultivo de uma variedade de bactérias.

Esse meio deve ser autocla-
37g (BHI) = 1000 mL (agua ultrapura) vado!

4 TSA: Agar Tryptic Soy: € um meio de cultura sélido, amplamente usado para o

crescimento de fungos e bactérias. Nao é seletivo nem diferencial.

Esse meio deve ser autocla-
vado!

249 (TSB) + 9,69 (agar) > 800 mL

(agua ultrapura)
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. Agar SS: Agar Shigella-Salmonella: é um meio de cultura solido, especifico e

diferencial para bactérias E. coli, Shigella e Salmonella.

Esse meio NAO deve ser
autoclavado. Apenas fer-
vido.

63g (SS) 2> 1000 mL (agua ultrapura)

4 Molten, ou Top-agar, ou MTA-TSB: é um meio de cultura semissolido, usado para
distribuir o bacteriéfago e células bacterianas, uniformemente em uma camada

fina sobre uma placa de Petri contendo meio TSA, por exemplo.

159 (TSB) + 3g (agar) > 500 mL Esse meio deve ser autocla-
(agua ultrapura) vado!

As vezes, ainda usamos a famosa Solugao Salina, que € uma solucao indicada
para o preparo, dilui¢do e transporte de microrganismos ou amostras clinicas. E tam-

bém é um meio que necessita ser autoclavado apds o preparo.

3,6g (NaCl) > 400 mL (agua ultrapura)

E ainda, usamos muito a Solugao Tampao Fagico (ou SM Buffer ou Tampao
Fagico) que é uma solucdo empregada para manter a estabilidade e viabilidade dos
virus durante experimentos e armazenamento. Depois do preparo, a solucao precisa

ser autoclavada.

6,069 (Tris-base) = 50 mL (agua ultrapura)

Ajustar o pH para 7,5. Depois adicionar:

5,8g (NaCl) + 2g (MgS0.) > Completar o que falta para 1000 mL

(agua ultrapura)
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Entdo, vamos colocar a mao na massa? Nesse capitulo apresentamos grande
parte dos procedimentos basicos que realizamos no nosso laboratério.

Porém, querido estagiario, uma coisa € vocé lé-los em um papel, outra bem
diferente, € realiza-los na pratica no laboratério. Portanto, antes de qualquer atividade,
se vocé nao tem certeza, PERGUNTE a qualquer um do laboratorio. Sem julgamentos
e sem caras feias, no fundo no fundo, desde o estagiario mais recente até o doutorando
mais experiente, estamos todos aqui para aprender e todos aqui comecamos igual a
vOoceé.

Entdo, "bora” la!

- - APPEA

A pipeta € um dos instrumentos que usamos mais rotineiramente, e servem para
gue consigamos pegar quantidades exatas de um liquido.

Aqui no VBlab usamos pipetas de microlitros (uL). O que vocé precisa saber
sobre elas € que TmL equivale a 1000 pL.

Pensando na durabilidade das pipetas é essencial que vocé se lembre de duas
coisas.

a) Nunca se deve inclinar a pipeta, pois assim o liquido pode escorrer para dentro do
mecanismo e danificar o equipamento;
b) Depois de usar a pipeta volte para o limite maximo dela

indicada no topo.

E como é feita a pipetagem correta (Figura 8)?
a) Pressione até sentir a primeira resisténcia;
b) Insira a pipeta no liquido a ser extraido e solte devagar;
c) Nao balance a pipeta e leve-a para onde vocé deseja liberar o liquido;

d) Pressione novamente até sentir resisténcia.
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Figura 8 — Passo a passo da pipetagem.

Fonte: Arquivo pessoal.

Se atente aos marcadores da pipeta. Na parte de cima (a colorida) vocé ira ver
que possui dois numeros (exemplo 0,2 — 200), isso indica o limite minimo (0,2) e ma-
ximo da pipeta (200) em microlitros. Porém no visor da pipeta sdo marcados somente
trés numeros, portanto, no caso das pipetas de 500 — 5000 uL, quando o visor estiver
aparecendo 050, é o equivalente a 500 uL e quando marcar 500, significa 5000 uL
(Figura 9).

Figura 9 — Passo a passo da pipetagem

Fonte: Arquivo pessoal.
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E como eu devo escolher qual ponteira usar para cada pipeta? Nosso laboratério
trabalha com quatro tipos de ponteiras. As brancas, azuis, amarelas e transparentes.
Para saber qual ponteira vai em qual pipeta basta vocé sequir a linha de cores ou a que

melhor se encaixa a ponta do ejetor (Figura 10).

Figura 10 — Esquema para identificacdo de pipetas e ponteiras

Fonte: Arquivo pessoal.
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Esta € a atividade que o estagiario realizara com mais frequéncia. Acredite, vocé
ird fazer muito disso!
Como é feito? Bem simples, segue o passo a passo (Figura 11):

a) Apos preparado o meio de cultura e autoclavado, aguarde esfriar, de modo que
consiga segurar o recipiente;

b) Leve o recipiente ao fluxo e verta um pouco do liquido em placas de Petri
descartaveis. Para uma placa de Petri padrao (90-100 mm de diametro) coloque
cerca de 15-20 mL de meio;

c) Cada receita inteira de meio de cultura, produz em torno de 60 a 80 placas;

d) Tome cuidado para nao deixar formar bolhas no meio, portanto verta devagar e
sempre realize movimentos circulares na placa para garantir que o meio ficou bem
espalhado;

e) Aguarde o meio solidificar, tampe e guarde na geladeira de materiais estéreis com
a tampa voltada para baixo;

f) Atencao, esse procedimento nao pode demorar muito (cerca de 15 a 30 min), pois

o meio pode solidificar no vidro e ndo conseguiremos verter para as placas de Petri.

Figura 11 - Esquema para preparar uma placa com meio de cultura

©

Fonte: Adaptado de American [...], 2021.
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O ajuste de pH é um procedimento bem simples do laboratério e que usamos

em diferentes ocasides, mas principalmente no preparo do tampao que ja vimos aqui.

Sabemos que solugdes mais Vocé conhece a régua do pH?

acidas possuem pH mais baixos e as Escalade pH

solugdes mais alcalinas, possuem 7 8 910 1 12 13 14

0000000
B

Neutro Alcalino

pH mais alto.

Portanto quando estamos falando de acidificar ou alcalinizar um meio, falamos
no ajuste de pH adicionando base ou acido na solugao.

Entao:

ACIDIFICAR o meio = REDUZIR pH = adicionar ACIDO (HCI);
ALCALINIZAR o meio = AUMENTAR pH = adicionar BASE (NaOH);

A diluicao é outro procedimento que realizamos muito em laboratérios e, serve
para preparar uma solugao de menor concentracao a partir de outra de maior concen-

tracao. A Figura 12 apresenta um esquema do processo de dilui¢ao.
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Figura 12 — Esquema de diluicao de solucao
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Fonte: Adaptado de Tashima, 2020.

De todas as técnicas que usamos no VBlab, o repique € um dos procedimentos
mais realizados. O repique € uma técnica que permite a manutencao e o cultivo de
bactérias a partir de uma coldnia.

Abaixo, o passo a passo (Figura 13):

a) Retire um caldo de enriquecimento da geladeira e aguarde atingir a temperatura
ambiente.

b) Com uma alca estéril pegue uma coldnia bem isolada de bactéria na placa;

¢) Coloque em um tubo com um caldo de enriquecimento;

d) Leve para estufa por 24h até turvar. O turvamento indica crescimento bacteriano.
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Figura 13 - Etapas de um processo de repique

Fonte: Arquivo pessoal.

A semeadura de bactérias em placas é o que realizamos ap6s o caldo de
enriquecimento ter turvado. Quando o meio fica turvo significa, como ja vimos, que
existem bactérias crescendo naquele meio de cultura. A proxima etapa, é colocar o
caldo (com as bactérias) em um meio soélido observando-se a formacdo de colbnias
apos incubacao.

Para isso, segue o passo a passo (Figura 14):

a) Retire uma placa com meio de cultura da geladeira e aguarde atingir a temperatura
ambiente;

b) Identifique a placa com o nome do pesquisador, tipo de amostra e data do
procedimento;

¢) Com o tubo com caldo de enriquecimento retirado da estufa, use uma alca estéril
para retirar um pouco do liquido;

d) Passe suavemente a alca Umida ao longo de toda a placa, fazendo "zig-zags”

dividindo a placa em trés setores.
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Figura 14 - Plagqueamento de bactéria

Fonte: Arquivo pessoal.
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A identificagdo de bactérias é um outro procedimento extremamente comum
dentro de qualquer laboratério de microbiologia.

A identificagdo bacteriana, nada mais é do que a realizacdo de testes de
coloragdo com as bactérias cultivadas. Assim, observamos algumas de suas
caracteristicas, que nos ajudam a identificar a bactéria estudada. Alguns dos destes

testes estao descritos logo abaixo.

COLORAGCAO DE GRAM:

A coloragao de Gram é o método empregado na identificagdo de bactérias que
permite separar as bactérias em Gram positivas (Gram +) e Gram negativas (Gram
-), com base na retengao de corantes, em funcao de diferentes propriedades da parede
celular das bactérias. Assim, as bactérias podem ser visualizadas e analisadas ao
microscépio Optico tornando possivel a identificagdo em Gram + e Gram -.

As bactérias identificadas como Gram + ficam na coloracao roxa/azul. Ja as
identificadas como Gram -, ficam na coloragdo vermelha/rosa, como na Figura 15,

abaixo.

Figura 15 — Bactérias Gram + e Gram

Fonte: Arquivo pessoal.
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A coloracao é feita da seguinte maneira: Se lembre da frase:

a) Em uma lamina de microscopio colocar um VI LUlu ALi Fumando!

pouco da bactéria com o auxilio de uma alca

esteril;
b) Diluir com 50uL de agua ultrapura;
c¢) Deixar secar naturalmente;
d) Colocar uma gota de cristal violeta, esperar 1 minuto;
e) Lavar em fio de agua;
f) Colocar uma gota de lugol, esperar mais um minuto e escorrer;
g) Colocar uma gota de alcool, ou acetona, esperar 30 segundos e escorrer;
h) Colocar uma gota de fuscina, esperar 30 segundos e lavar em fio de agua.

Com a coloracao de Gram, também conseguimos identificar a morfologia da

bactéria, como mostra o desenho abaixo (Figura 16).

Figura 16 — Morfologia bacteriana
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Fonte: Neves, [S. d.].
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IDENTIFICAGAO DE BACTERIAS UTILIZANDO TESTES ENTEROKIT B:

A segunda parte na identificagdo de bactérias é feita através de testes bioqui-
micos, onde iremos ver diferentes caracteristicas da bactéria.

Um teste amplamente utilizado em diferentes laboratoérios € o Enterokit B® (S.
d.), comercializado pela empresa Probac do Brasil, e funciona para a identificacdo de
enterobactérias como Shigella, Salmonella E. coli e Yersinia enterocolitica.

O Enterokit B® (S. d.) é composto por trés tubos de ensaio com os meios de
cultura EPM, MILi e Citrato de Simmons. Sendo que cada um deles faz o teste de

algumas propriedades bioquimicas (Figura 17).

Figura 17 — Enterokit B

Fonte: Enterokit B®, (S. d.).

O meio EPM é um meio que analisa a producédo de gas por fermentacdo de
glicose, producdo de HzS, hidrolise de ureia e desaminacao de triptofano. J& o meio

MILi € um meio que tem a intencao de avaliar a motilidade da bactéria, producao de
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indol e descarboxilizagdo de lisina. E por ultimo, o meio Citrato de Simmons, avalia a
capacidade da bactéria de utilizar citrato como Unica fonte de carbono.
Para que a identificacdo seja correta, é necessario inocular a bactéria em cada

meio de maneira adequada sendo (Figura 18):

a) Com o auxilio de uma alga estéril (ou descartavel) pegar uma colonia bem isolada
da bactéria.

b) Inocular no meio Citrato e Simmons deslizando a alga na superficie inclinada do
meio.

c¢) Em sequida, passar para o meio EPM, introduzindo a alca até o fundo do meio,
retira-la e depois estriar na superficie inclinada do meio.

d) E por ultimo, no meio MiLi introduzir a al¢a no centro do meio, até atingir o fundo.

e) Incubar o Enterokit B® a 35°C + 2°C, por 24h e fazer a leitura.

Figura 18 — Esquema de inoculagdo da amostra no Enterokit B®

| —

CITRATO MILi EPM

Fonte: Elaboragéo propria.
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Depois dos tubos Enterokits B®, ficarem 24h na estufa, os resultados devem ser
analisados (Figura 19). Os resultados sao dados a partir de alteragdes no meio, como
mudanga de coloragdo, surgimento de bolhas e reacao a reagentes adicionados

posteriormente. Mas calma! Vamos avaliar tubo a tubo!

MEIO EPM:
Producdo de gas: aparecimento de bolhas no meio de cultura;
Producao de H>S: enegrecimento do meio;
Hidrélise de ureia: aparecimento de cor azul ou verde azulada da base para o
meio do tudo;
Desanimacao do triptofano (LTD): aparecimento da cor verde-garrafa na super-

ficie do meio.

MEIO MiLi:
Motilidade (MOT): cresce uma linha além da picada nas bactérias moveis (olhar
contra a luz);
Descarboxilagdo da lisina: meio adquire uma cor purpura quando a lisina é des-
carboxilada, em caso negativo, o meio fica amarelado;
Producao de Indol: apds adicionar 3 a 4 gotas do reativo de Kovacs, quando

positivo, aparece uma linha avermelhada na superficie.

MEIO CITRATO DE SIMMONS

A utilizagdo do citrato aparece como positiva quando o meio adquire cor azul.
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Figura 19 — Enterokit B® apds incubagado de 24h

Fonte: Arquivo pessoal.

Depois de identificar as alteragdes ocorridas nos meios, precisamos aprender a
ler esses resultados. Para isso, vocé ira utilizar a tabela abaixo, e para cada resultado

positivo, vocé ira usar o nimero a frente (Quadro 1):

Quadro 1 - Os 3 conjuntos de provas e seus valores do Enterokit B®

A

Lactose = 4 Urease = 4 Indol = 4
Gas =2 LTD =2 Lisina = 2
H.S = 1 MOT = 1 Citrato = 1

Legenda: LTD = desaminacdo do triptofano; MOT = mobilidade

Fonte: Elaborado pelos autores.
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A soma deles ira resultar em um ndmero de trés algarismos. Esse nimero vocé
ira buscar a bactéria correspondente no manual do proprio Enterokit B® fornecido

pela empresa. A Figura 20 apresenta a lista bactérias identificadas no Enterokit B®.

Figura 20 — Lista de bactérias identificadas no Enterokit B®

NUMERO ESPECIE BACTERIANA 404 Escherichia coli
406 Escherichia coll
000 Shigella sonnei - Yersinia pestis - Shigella spp 410 Serratia liquefaciens
004 Shigella spp - Yersinia enterocolitica - Escherichia coli 411 Citrobacter freundii - Enterobacter cloacae - Serratia sp.

006 Escherichia coli 412 Serratia liquefaciens
011 Citrobacter freundii 413 Serralia sp

012 Hafnia alvei 414 Escherichia coli

013 Serratia marcescens - Hafnia alvei 415 Citrobacter diversus

014 Escherichia coli 416 Escherichia colf
015 Citrobacter diversus 417 Serratia odorifera

016 Escherichia coli : .

035 Providencia stuartii - Providencia alcalifaciens ::; ﬁ:ﬁgzzgﬂ '::;[;T:mae

451 Citrobacter freundii - Enterobacter cloacae
455 Citrobacter diversus

511 Citrobacter freundii

551 Citrobacter freundii

604 Escherichia coli

606 Escherichia colf

607 Klebsiella oxytoca

610 Serratia liquefaciens

611 Citrobacter freundii - Enterobacter cloacae - Serratia sp
612 Serratia liguefaciens

613 Enterobacter aerogenes - Serratia sp

614 Escherichia colf

615 Citrobacter diversus

616 Escherichia coll

643 Klebsiella preumoniae

647 Klebsiella oxytoca

651 Citrobacter freundii - Enterobacter cloacae
655 Citrobacter diversus

711 Citrobacter freundii

751 Citrobacter freundii

040 Yersinia pseudotuberculosis - Yersinia enterocolitica
044 Yersinia enterocolitica

051 Citrobacter freundii

053 Serratia marcescens

055 Citrobacter diversus

070 Proteus penneri

074 Morganella morganii

075 Providencia stuartii - Providencia rettgerii

111 Citrobacter freundii

112 Salmonella Typhi

113 Salmonella spp

151 Citrobacter freundii

170 Proteus mirabilis - Proteus penneri

171 Proteus mirabilis

174 Proteus vulgaris

175 Proteus vulgaris

202 Hafnia alvei

204 Escherichia coli

206 Escherichia coli

210 Salmonella Paratyphi A - Serratia liquefaciens
211 Citrobacter freundii - Serratia liguefaciens
212 Hafnia alvei - Salmonella Choleraesuis - Serratia

Fonte: Adaptado de ENTEROKIT B® [S. d.].

Para mais informagdes acerca do Enterokit B®, leia a bula oficial do kit, dispo-

nibilizado no site da Probac do Brasil.

IDENTIFICA(;AO UTILIZANDO REGUAS API 20E:

Outro método muito usado na identificagdo de bactérias, sao as Reguas API 20E
(Biomérieux, S. d.). Também é um método que identifica enterobactérias.

Este método consiste em 20 microtubos que fazem diferentes testes a partir de

uma coldnia bem isolada da bactéria a ser analisada (Figura 21).
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Figura 21 - Régua API 20E, antes do preparo

Fonte: Biomérieux API®, [S. d.].

Inicialmente é preciso preparar a galeria, que consiste em uma régua solta, e
uma caixa de plastico, onde serao adicionados 5mL de agua destilada ou ultrapura e
devidamente identificada.

Em seguida passa-se para a preparacao do indculo. Com uma alga descartavel
retirar uma colonia fresca (18 a 24 h de cultivo) e bem isolada de bactéria. Emulsionar
em 5mL de agua ultrapura estéril para obten¢do de uma suspensao bacteriana homo-
génea.

Por ultimo, como auxilio de uma pipeta descartavel distribuir essa solugao nos
pocos da galeria. Cuidado para nao deixar ocorrer formacgao de bolhas (incline a galeria
para frente para ajudar). Nos pogos CIT, GEL e VP encher o tubo e a clpula, nos outros
somente o tubo. Ja nos pocos ADH, LDC, OD, H>S e URE adicionar uma gota de éleo
mineral para criar um ambiente anaerdbico. Incubar as réguas a temperatura de 36°C

+ 2°C por 24 h. A Figura 22 apresenta uma régua API20E apos a inoculagdo de bactéria.
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Figura 22 — Réguas API 20E, logo apds inoculacao de bactéria.
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Fonte: Biomérieux API®, [S. d.].

A interpretacao ocorre depois que trés ou mais pogos alterarem a sua coloragao,

com excegao do poco GLU. Caso ndo haja trés pogos alterados, pode-se deixar mais

24 h na estufa e analisar no proximo dia. Em caso positivo alguns pogos necessitam da

aplicacao de um reagente.

TDA: 1 gota do reagente TDA, caso assuma cor acastanhada, indica positividade.
IND: 1 gota do reagente JAMES, caso assuma cor rosa, indica positividade.

VP: 1 gota do reagente VP1 e 1 gota do reagente VP2, aguardar 10 minutos, e se
aparecer cor rosa/vermelha indica positividade.

Por ultimo realizar o teste com INDOL e nao fechar mais a galeria, pois alguns

gases emitidos na reacao podem alterar outros resultados.

A Figura 23 apresenta uma imagem de uma régua APl 20E apds 24h de

incubacao.

Figura 23 — Resultados apos 24 h de incubacao da régua API 20E

Fonte: Biomérieux API®, [S. d.].
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A interpretacao do teste se da pela alteragao de cor do meio sendo apresen-

tada no Quadro 2.

Quadro 2 - Conjuntos de provas e de resultados da Régua APl 20E

ONPG Incolor Amarelo

ADH Amarelo Vermelho alaranjado
LDC Amarelo Vermelho alaranjado
OBC Amarelo Vermelho alaranjado
CIT Verde palido/amarelo Azul esverdeado/azul
H2S Incolor/acinzentado Deposito preto/linha fina
URE Amarelo Vermelho alaranjado
TDA Amarelo Castanho avermelhado
IND Incolor/verde amarelo palido Rosa

VP Incolor/rosa palido Rosa / vermelho
GEL Sem difusdo Difusdo de pigmento preto
GLU Azul/ azul esverdeado Amarelo

MAN Azul/ azul esverdeado Amarelo

INO Azul/ azul esverdeado Amarelo

SOR Azul/ azul esverdeado Amarelo

RHA Azul/ azul esverdeado Amarelo

SAC Azul/ azul esverdeado Amarelo

MEL Azul/ azul esverdeado Amarelo

ANY Azul/ azul esverdeado Amarelo

ARA Azul/ azul esverdeado Amarelo

Fonte: Adaptado de Biomérieux API®, (S. d.).

Apos a identificagdo dos resultados positivos e negativos, sera necessario trans-
crevé-los para uma ficha fornecida com o teste. A Figura 24 apresenta uma ficha para

identificacao da bactéria.
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Figura 24 — Ficha para identificacdo de bactérias segundo a Régua API 20E

Fonte: Biomérieux API®, (S. d.).

A ficha ira separar os testes em nove grupos (contendo trés testes em cada), e
dessa separacdo e soma dos positivos sera obtido um algarismo de 9 ndmeros. Este
numero devera ser transcrito para o APIWEB (usuario e senha fornecidos no momento

da compra do kit) e assim sera identificada a bactéria.

44



Neste capitulo vocé ira encontrar uma espécie de roteiro, sé para ficar facil de

VOCé se organizar e saber a ordem que ird aprender cada coisa aqui no BVlab.

a) EQUIPAMENTOS: vamos comecar do basico, vamos te ensinar como mexer na
maior parte dos equipamentos como fluxo, autoclaves, espectrofotometros e
centrifugas;

b) DESCONTAMINAGAO: iremos separar um dia para explicar os cuidados que
devem ser tomados na descontaminagdo dos materiais, como é feito esse processo
e vamos ajudar vocé a se organizar e preparar uma rotina para isso;

c¢) PREPARO DE MATERIAL: vamos fazer juntos placas de TSA, preparar o Molten, o
tampao e tubinhos de TSB ou BHI;

d) MEXER COM BACTERIAS: vamos aprender na pratica a fazer um repique,
plaquear, descongelar uma bactéria do biofreezer e medir a densidade 6tica (DO).

Entdo € isso, agora vocé ja tem todas as ferramentas necessarias para comecar

o seu estagio. Portanto aproveite MUITO, pergunte sempre e participe! O mais impor-

tante é ter certeza de que acima de qualquer coisa vocé, assim como um doutorando,

ou um mestrando, esta aqui para aprender! Entdo nao tenha medo de errar e se sinta

a vontade em perguntar, questionar e pedir que lhe ensinem algo novo. No fundo,

todos nds que estamos aqui, adoramos um estagiario proativo e interessado na

pesquisa.
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