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Apresentacao

Este guia, foi produzido a fim de auxiliar os educadores e
estudantes de nivel medio, gue cursam o componente curricular
Biologia, a aprenderem o conteudo de microbiologia por meio de

experi

as au

mentos praticos gue permite obter dinamismo durantes
as, na perspectiva das metodologias ativas contribuindo

para obtencao de aprendizagem significativa.

A todos um bom uso.
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..... Segue a lista de algumas normas que devem ser obedecidas durante as
. aulas de microbiologia no laboratorio:

) Apenas é permitida a entrada de
pessodas autorizadas nos laboratérios
ou salas de preparo.

4) Utilizar os equipamentos de protecdo
individual (luvas, touca, mascara, etc) de
acordo com a orientagdo do professor,
técnico e/ou monitor.

2) Nunca trabalhar sozinho no
laboratério. E conveniente fazé-lo
durante o periodo de aula ou na
presenca do técnico e/ou professor.

S) Ndo é permitido beber, comer, ou
aplicar cosmeéticos dentro do
laboratério, em decorréncia do alto risco
de contaminacgao.

3) Usar o jaleco de mangas compridas,
sempre que estiver dentro de um
laboratdorio, mesmo que ndo esteja
trabalhando.

6) Utilizar roupas e calgados adequados
que proporcionem maior seguranca,
tais como: Calga comprida e sapato
fechado.



..... 7) Tomar cuidado com os cabelos, | 1) Nao trabalhar com material
.. mantendo-os presos e/ou uso de | imperfeito, principalmente vidros que
touca. tenham arestas cortantes. Todo

material quebrado deve ser
8 Ler sempre o procedimento | desprezado.

experimental com a certeza de ter

entendido todas as instrugdes. Em caso | 12) Ndo deixar sobre a bancada, vidros
de duavidas, ou se algo anormal tiver | quentes e frascos abertos.

acontecido, chame o professor, técnico

ou monitor imediatamente. 13) Utilizar 6culos de seguranca quando

9) Para utilizar os produtos quimicos ou | Se fizer necessario.

qualquer equipamento, & necessario

auxilio e autorizacdo de professores, | 14) Usar luvas apropriadas durante a
técnicos ou monitores. manipulagcdo de objetos quentes e de
substancias que possam ser
absorvidas pela pele (corrosivas,
irritantes, cancerigenas, téxicas ou
nocivas).

10) Manter sempre limpo o local de
trabalho, evitando obstdaculos que
possam dificultar as andlises.



15) Caso vocé tenha alguma ferida
exposta, esta deve estar devidamente
protegida.

16) Em caso de acidentes, avise
imediatamente o professor, técnico ou
monitor responsavel.

17) Cada equipe é responsdavel pelo seu
material, portanto, ao término de uma
aula pratica, tudo o que vocé usou
deverd ser limpo e guardado em seus
devidos lugares.

18) Quando houver quebra ou dano de
materiais ou aparelhos, comunique
imediatamente aos professores,
técnico ou ao monitor responsavel.

19) Na falta de algum material, a equipe
ficara responsavel pela sua reposicao.

20) NA@Go utilizar o material de outra

equipe.

21) Ndao fazer uso de materiais ou
equipamentos que nao fazem parte da
aula pratica.

22) O material disponivel no laboratério
€ de uso exclusivo para as aulas
praticas, por isso nNAo promova
brincadeiras com ele.



23) Todo o0 material utilizado nos

experimentos, como por exemplo, as | 25) Terminado o trabalho pratico, deixar

placas de Petri e os tubos de ensaio | a bancada em ordem. O material
contendo meios de cultura ou solugoes, | contaminado nunca deve ser

deverao ser devidamente identificados | descartado na pia ou lixo. Deve-se
para observagoes posteriores. (Estes | observar orientacdo para esse fim.
devem conter: disciplina, data, curso,

equipe, microrganismo ou material

utilizado). 26) Sempre lavar as mdos com agua e

“ sabdo antes e apés terminar o trabalho
24) As pipetas usadas, ldminas e | pratico.

laminulas (quando for o caso), etc,
devem ser colocados em recipientes
apropriados contendo solucdo
desinfetante ou detergente.
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......................................................................... 11
.. . Para obtencao do melhor rendimento do microscopio, € necessario que sejam seguidos alguns

procedimentos durante o processo de focalizacao da imagem:

OOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOO
.............................................................................

Tubo ou canhao

Revolver

- 3. Movimentando o controle do micrometrico, focalize a : Brago ou coluna—_ Objetivas

-~ amostra, primeiro olhando apenas pela ocular sem ajuste de

: Pinca
-~ dioptria. No caso de tubos binoculares com dois ajustes de b Platina
. : : ; . ; Y Parafuso

-~ dioptria, ou ainda oculares com ajuste proprio de dioptria, € macrométrico P
. importante observara posicao em que estao esses ajustes = .

® 4 . . . . ~Y . . | ‘ ﬁ-'

. antes de iniciara focalizacdo, pois isto pode atrapalhar o Parafuso __——17 | gr3-—-Onia caille
- | micrométrico | kA . :
o processo........... | i =es=iol pa
................................................. jw.\ M

. 4. Ajuste a distancia interpupilar que melhor se adapta a sua, . S 1

. . até obter uma uUnica imagem;



ooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooo

e b, Ajuste a dioptria para o outro olho possibilitando a -
focalizacao completa;

6. Para observar a amostra em um aumento maior, utilize o - -
revolver para mudar a posigao das objetivas. E ent&o utilizaro -
Objetivas = sontrole do micrométrico para ajustar o foco;

Pinca | o 0 oL L L

Tubo ou canhao )
Revadlver

l ’

-~ Brago ou coluna\. Vo7

R = Platina 7. Com ajuda do movimento do diafragma de iris, controle a ' -
macrométrico\' Diafragma quantidade de luz para melhorar a definicao da imagem; u
parafuso/!ﬂ_“:kFoﬂtedemZ e
Sl | . - . , I
mlcrometr'ih ~_Base ou pé 8. Para utilizar a objetiva de 100X oil, apos a focalizacao - .
2™\ — — correta nas objetivas menores, deve-se pingar uma gota de
AW N~ f\\\l’-"’—/

1 Oleo de imersao sobre a lamina e mudar para a objetiva de
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, 100X, utilizando apenas o micrometrico para melhorar a
............................ focalizagéo.
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Conceito: Sa0 o conjunto de substancias necessarias
para O crescimento e multiplicacao  dos
mMicrorganismaos, servido para isolar OS
Mmicrorganismos presentes no ambiente, promovendo
assim culturas puras em um ciclo artificial. Podem
ser liquidos, solidos ou semissolidos.



Meios de Cultura
No ciclo artificial tentamos reproduzir as condicoes naturais fornecendo:

Substancias nutritivas com: Condicdes ambientais favoraveis:

» Fonte de carbono » Temperatura

» Fonte de nitrogénios » Atmosfera aerdbica ou
~ontes de fosforos anaerdbica

-ontes de sais e ions » oH(de2a9)
-ontes de lipidios » Pressdo osmotica
-ontes de enxofre » Umidade




MATERIAIS A SEREM DEMONSTRADOS:

« Placas de Petri vazias (Bandejas Plasticas ou vidrarias alternativas);
« Placas de Petri (Bandejas Plasticas) com meios de cultura prontos;

« Frasco com meio de cultura comercial;
« Erlenmeyer para esterilizacao em autoclave ou panela de pressao;
« Béqguer;

« Bastao de vidro;



« Balanca;
» Pipeta graduada ou Proveta;
« Panela para agquecer agua;

« Fogareiro;

« Meio de Cultivo Alternativo:
* Gelatina Incolor Pacote (12 gramas);
* Amido de Milho (10 gramas);
* Caldo de carne em tablete;
* Agua destilada (150ml).



PREPARQ DE MEIQ DE CULTURA:

o Pesar 10 gramas de Amido de Milho;

« Dissolver o Amido em 100mL de agua destilada em uma panela pequena;

« ApOs dissolvido o amido, inserir a gelatina incolor aos poucos mexendo até diluir na mistura;

« Acrescentar a mistura de gelatina e amido o tablete de caldo de carne e diluir;

« Acrescentar na mistura mais 50mL de agua destilada e levar ao fogo baixo;

« A mistura passara de um aspecto leitoso marrom para caramelo brilhante e
espesso. Sempre mexer a mistura ate ferver.



« Depois de ferver a mistura, ja esta pronto o meio de cultura;

» Distribuir o meio de cultura pronto em placas ou tubos, previamente esterilizados.
O processo de esterilizacao dos materiais pode ser feito em autoclave ou em
panela de pressao com materiais resistentes a altas temperaturas.

« Armazenar os meios de cultura em geladeira para solidificacao, apos adquirirem
temperatura ambiente.

« ApOs o preparo do meio de cultura alternativo, as amostras de microrganismo podem
ser inoculadas, deixando o meio de cultura contendo os microrganismos incubados em
local apropriado (ex. a temperatura ambiente ou em uma estufa). O crescimento
microbiano significa o desenvolvimento de uma populacao a partir de uma ou algumas
celulas. Este podera ser evidenciado a olho nu, sob a forma de:

* Turvacao guando cultivados em meio liguido;

* Formacao de colonias ou biomassa bacteriana quando em meio solido/semissolido.
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Conceitos importantes

Isolamento de um microrganismo: consiste na obtencao de uma cultura
pura que sao colonias isoladas de um unico microrganismo. Com o

isolamento consegue-se identificar ©0s microrganismos usando
caracteristicas morfologicas, bioquimicas, sorologicas e patogénicas.

Semeadura: consiste na inoculacao ou plantio de um microrganismo em
um meio de cultura, a partir de um material contaminado qualquer.




Semeadura em Placas de
Petri:

Deve-se espalhar o material com o auxlio de uma alca
bacteriologica, fazendo estrias sucessivas até o esgotamento
do material, de modo a obter-se um perfeito isolamento das

bactérias existentes na amostra.




Material por bancada

e Ol placa de Petri (bandeja com 5 espacos) contendo meio
de cultura por bancada;

« Swab de algodao ou hastes flexiveis com ponta de
algodao para esgotamento em placa;
« Lamparina a alcool ou vela;




Execucao

» Cada grupo devera reproduzir as tecnicas de semeadura por
espalhamento com swab de algodao.

» As amostras serao coletadas dos seguintes locais:

« A primeira amostra os proprios estudantes decidiram em grupo de
onde retiraram suas amostras do ambientes sendo que esta devera
estar relacionada a algum objeto utilizados por eles no cotidiano.

« A segunda sera proveniente da mucosa oral;

A terceira amostra sera proveniente de alimentos saudaveis;

« A quarta amostra sera proveniente de alimentos em processo de

decomposicao. -




» A amostras devem ser coletadas com hastes flexiveis com ponta de
algodao;

» Uma area servird como controle, ndo sendo feito nenhuma semeadura:

» Os materiais devem ser identificados e incubadas a 33 °C, por 48h em

estufa bacteriologica.




Interpretacao dos
resultados e
discursao

Avaliar o crescimento e
multiplicacao microbiana nas
diferentes amostras e
relacionar a presenca dos
microrganismos Nno meios de
cultura com o local da
amostra.

26
1) O que esperam obter no grupo controle?

2) O que esperam visualizar na amostra do ambiente?

3) O que esperam visualizar na amostra da mucosa oral?
4) O que esperam visualizar na amostra de alimento
saudavel?

5) O que esperam visualizar na amostra de alimento em
decomposicao?

6) O que ocorreu no grupo controle, foi o que esperavam?
7) O que aconteceu na amostra do ambiente, foi o que
esperavam?

8) O gque aconteceu na amostra da mucosa oral, foi o que
esperavam?

9) O que aconteceu na amostra de alimento saudavel, foi
O que esperavam?

10) O que aconteceu na amostra de alimento em
decomposicao, foi o que esperavam?
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A microbiota das maos contém uma populacdo muito diversificada de microrganismos
representada por diferentes géneros. A microbiota é classificada em trés tipos:

Microbiota residente: s3o os microrganismos que colonizam os foliculos pilosos e pele, estao
aderidos a camada mais profunda na pele.

Microbiota transitoria: sao microrganismos patogénicos ou nao que raramente se
multiplicam na pele, estao mais superficiais na pele, sao de facil remocao.

Microbiota resistente: sao microrganismos que estao firmemente aderidos a pele sendo de
dificil remocao, necessitando utilizar antissepticos para remogcao ou inibicao.

Os microrganismos presentes na microbiota das mao representam elevado risco de
contaminacao, pois as maos agem como um veiculo de transmissao de microrganismos
patogénicos, podendo causar surtos de intoxicacoOes alimentares, infeccoes intestinais e
infeccoes hospitalares.



Para a antissepsia das maos existe uma serie de produtos comerciais, cabendo ao usuario a
escolha de acordo com as vantagens e desvantagens de cada um dos produtos. O controle
artificial da populacao microbiana, por agentes quimicos e fisicos, propicia a obtencao de
condicOes assepticas e de esteriidade em ambientes e varios materiais. O controle da
populacao microbiana em nivel de pele mucosa € um problema constante.

Alem dos cuidados com os tecidos vivos, quando nao se tem condicao de fazer a retirada total
dos microrganismos de determinados ambientes ou superficie inanimada, fazemos o controle
da populacao microbiana atraves de agentes quimicos desinfetantes. Estes agentes tém a
propriedade de eliminar parcialmente os microrganismos (sobretudo os patogénicos),
entretanto, deve-se sempre ter conhecimento do mecanismo de acao do desinfetante, qual a
concentracao a ser usada e tempo de acao.



AGENTES FISICOS UTILZADOSNO - AGENTES QUIMICOS UTILIZADOS NO
CONTROLE DOS MICRORGANISMOS:; ' CONTROLE DOS MICRORGANISMOS:

1.Filtracao: Membranas filtrantes;
2.Calor:

 Calor Seco: Incineracao, flambagem,
forno de pasteur;

Alcoois, Aldeidos (formol), Fendis
(creolina), Halogénios (iodo, cloro),

o N o Esterilizantes gasosos (Oxido de
» Calor Umido: Autoclavacao, ebulicao, : , .

. Etileno), Agentes de superficie
pasteurizacao;

3. Radiacio: - tensoativos (Saboes e detergentes,).

« Radiacoes Nao lonizantes
(ultravioleta);

» RadiacOes lonizantes (raio-x e Gama);
» Micro-ondas.



Antissepsia das maos:

A antissepsia das maos € um dos procedimentos mais simples e dos mais eficazes
na prevencao e controle das infeccoes hospitalares, demais infeccdes de modo
geral e contaminacao de alimentos e insumos industriais.

A lavagem basica das maos € realizada com agua e sabao por 30 a 45 segundos.
Visa a remocao da maioria dos microrganismos da microbiota transitoria e alguns
da microbiota residente, presentes em celulas descamativas, pelos, no suor, e em
areas mais oleosas. O objetivo da lavagem das maos e reduzir a transmissao de
microrganismos pelas maos, prevenindo e controlando as infeccoes.




----- Procedimento da lavagem

L das maos: e

......... T
......... 1° umedeca as mdos Esiﬂ'iiﬂ 3° Esfregue e lave
e e os antebracos s as maos na seguinte
......... com dgua Doy sequencia por 1
minuto.

& S S —

UNHA E PONTA

DORSOS E
ANTEBRACOS

......... 4° Enxdgue as 6° Aplique Alcool gel
......... mdos e antebragos com papel toalha desinfetante nas

......... (no max. 2 folhas) mdos 2




Material por bancada

« Solucao antisseptica: alcool.
« Barra de sabao ou detergente;

« 02 placas de meio de cultivo simples;
« Toalhas de papel;
« Lamparina a alcool ou Vela.




.................................. 3L| .
""" Agéodeantissépticossobrea . -
microbiota das maos: Execucao -

o « Com 0 uso de caneta de marcacao permanente, dividir a parte externa s
S do fundo de uma placa de Petri com agar simples em 3 setores .
. marcando: |, Il e llI; L
« Sem lavar as maos, abrir a placa proximo a chama do bico de Bunsen e

tocar o dedo indicador o

« NO setor | e fechar a placa; L

. Lavar as méaos demoradamente (3 a 5 minutos) com agua e sabao neutro. S

Enxugar as maos com toalha esteril e tocar com o mesmo dedo indicador

no setor i .

« Passar a solucao antisseptica nas maos (alcool iodado ou um antisseptico L
comercial), enxugar em toalha estéril e tocar com o dedo indicador no

setorftt; e

« |[dentificar o material e incubar a placa a 33 °C. S



Acao de antissepticos sobrea -
microbiota das maos: Leitura e L
Interpretacao e

N Retirar as placas com o meio de cultura da estufa e observar o crescimento (.. ..
bacteriano nas diferentes dreas da placa caracterizando os tipos
morfologicos das colonias € o seu numero em cada um dos setores e
marcados. O crescimento na area | qualifica a microbiota transitoria ou S
flutuante, principalmente. O crescimento na area Il qualifica a microbiota L
residente ou permanente. O crescimento na area lll qualifica a microbiota o oa

resistente ao antisseptico usado. L



""" Acao de antissepticossobrea -~
mlCPOblOtadasmaOS”—e'tu—rae e
lnt_eI‘MGQ s
Tipos de Colonia
Procedimentos Aspecto
Setor N° Colonias P .
morfologico

Maos antes da
lavagem

Maos apos a

I
lavagem (sabao)

Maos apos a

, , Il
antissepsia
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Com coloracao: o0os microrganismos sao
corados e fixados nas laminas, sendo
observados mortos pelo calor ou pelas
interacdes quimicas causadas No pProcesso
de coloracao. O material fixado e corado
tem a vantagem de as celulas ficarem mais
visiveis podendo serem transportadas sem
risco (pois o material esta fixado), alem de
diferenciar ceélulas de morfologia variada
com diferentes coloracoes como tambem
conseguir observar algumas estruturas
bacterianas como parede celular,
endosporos, flagelos e capsula

Sem coloracao: os microrganismos sao
observados  vivos, servindo @ para
visualizacao da mobilidade, morfologia,
alteracoes na divisao celular e formacao
de esporos. Geralmente utiliza-se um
microscopio de campo escuro, pPois as
bactérias ao microscopio de campo
claro tendem a aparecer transparentes.



..... fixagécdaamcstrapar‘a

..... COlOl‘agéo

O esfregaco do material deve ser pouco espesso e homogéneo. Deve ser feito em area de
seguranca biologica, a partir de um caldo preferencialmente, ou do material diluido em salina,
espalhado com alca bacteriologica em lamina de vidro limpa, desengordurada e seca.
Posteriormente, a lamina devera ser seca ao ar. Apos a secagem, a lamina devera ser fixada,
antes de iniciarmos o processo de coloracao.

A fixacao evita que as células dos microrganismos sejam lavadas e perdidas durante o
processo de coloracao. Alem disto, a fixacao permite a aderéncia das ceélulas a lamina, @
matando o0s microrganismos atraves da coagulacao do citoplasma, preservando suas | |
estruturas na forma e posicao originais. O calor €¢ o metodo de fixacao frequentemente
utilizado. Para fixarmos, passamos a lamina com o esfregaco voltado para cima, por trés vezes | .
atraves da chama. Evitar o superaguecimento testando a cada passada na chama a
temperatura da lamina no dorso da mao.



..... Preparagéodoesfregagoe LlO

..... fixagéodaamostrapar‘a

..... COIOPaQéO

Marcar com lapis o lado da lamina oposto ao do esfregaco e colocar sobre ela o material
contendo 0s microrganismos.

Amostras de meio de cultura, solidos ou semi solidos, devem ser diluidas anteriormente com
uma gota de agua destilada sobre lamina com auxilio de uma alca de platina esteéril com
movimentos circulares ate formar uma fina camada sobre a lamina.

Deixar a lamina secar ao ar, em repouso. A secagem ao ar evita a formacao de aerossois
que acontecem quando fixamos a lamina antes que a mesma esteja seca. Os aerossois se
constituem de fonte de contaminacao, pois nestes estao contidos 0s microrganismos
presentes no material.

Na secagem do esfregaco, nao deve-se soprar ou balancar a lamina ao ar, pois outros
microrganismos podem contaminar a amostra.



Preparacao do esfregaco e
fixacao da amostra para
coloracao

Amostra de meio liquido Amostra de meio solido

~ Faga movimentos circular na lamina
com a alca bacterioldgica

— —_ Inserir 2 gotas de dgua destilada

Inserir 2 gotas com mit:rnrnanismﬁs na e realizar movimentos
lamina e realizar movimentos circulares

circulares

Os organismos estao dispersos em _ _
toda area do circulo Selecione uma guantidade pequena de

organismos com agulha de inoculagao,
coloque sobre a agua na lamina e
realize movimentos circulares

A lamina e passada sobre uma chama de bico de Bunsen para matar os organismos pelo calor e fixa-los.




Foi criada por Hans Christian Joachim Gram para colorir bactérias usando derivados da
rosanilina (violeta genciana, cristal-violeta, metilvioleta, etc.) e depois de iodo (solucao iodo-
lodetada, conhecida como lugol), para formar um composto de coloracao escura roxa ou azul
escuro, nas bactérias Gram positivas, com o composto fortemente retido e nao sendo
facilmente removido posteriormente com o alcool, ao passo que nas Gram negativas este
composto e faciimente descorado pelo alcool.

A diferenca na estrutura quimica da parede celular das bacterias fazem algumas se colorirem
de roxo/azul e outras de rosa. Num primeiro momento, todas as bactérias, Gram positivas e
negativas, absorvem igualmente o cristal violeta (corante basico que possui afinidade pelos
seus citoplasmas. A seguir, o lugol reage com o cristal violeta formando o complexo iodo-
cristal violeta, que se fixa e cora a celula mais intensamente.
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Posteriormente, quando tratamos o esfregaco com alcool, as bacterias se
comportam de maneira diferente:

..........
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.....

. Bactérias  Gram negativas sao
descoradas pelo tratamento com o
alcool. Estas bacteérias possuem uma fina

- Bacterias Gram positivas nao se
descoram facilmente pelo

tratamento com o alcool. Isto se
explica pelo fato dessas bacterias
possuirem uma espessa parede
celular (varias camadas de
peptidoglicanos). A bacteria Gram
positiva permanece com a
coloracao (coram-se em roxo) ate o
final.

camada de peptidoglicano (que nao e
suficiente para impedir a passagem do
solvente) e outros 3 componentes
(lipoproteina, membrana externa e
lipopolissacarideo). As bacterias Gram
negativas descoram com o alcool, depois
sao contra coradas pelo corante
secundario, gue € a fucsina (coram-se em
rosa.).



Coloracao de Gram

Violeta Genciana Lugol (lodo) Alcool Absoluto Fucsina
(1 minuto) (1 minuto) (30 segundos) (30 segundos)

LAVAR i i
COM AGUA Gram-positiva

Gram-negativa

Corante purpura Mordente Descoloracao Contracorante




45

1) ApoOs ter realzado a coloracao de Gram,
conseguiram visualizar a olho nu se existem bacterias
na amostra? Se sim consegue dizer a classificacao se
sao Gram positivas ou Gram negativas?

2) Apos ter realzado a coloracao de Gram,
conseguiram visualizar no microscopio se existem

Interpretacao dos bactérias na amostra? Se sim, consegue dizer a
resultados e classificacdo se sdo Gram positivas ou Gram
discussao negativas?

3) No microscopio quais sao 0s numeros das objetivas
gue existem?

4) No microscopio qual ou quais 0s numeros das
objetivas foi possivel observar os microrganismos?
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