MEIOS DE CULTURA

No Laboratério de Microbiologia o principal objetivo das andlises realizadas é a avaliacdo
do crescimento, isolamento e comportamento bioquimico das espécies de microorganismos
pesquisados. Por tanto é de grande importancia que se proporcione um ambiente adequado e
favordvel ao seu desenvolvimento, oferecendo-lhes os nutrientes adequados e em
concentracgdes suficientes ao seu metabolismo.

Sendo este ambiente, alcancado com um conjunto de substéncias formuladas de
maneira adequada e capaz de promover o crescimento bacteriano em condicdes de laboratério
com monitoramento e regulagem das condicées fisicas de pH, osmolaridade, umidade, aeracao
e temperatura.

Estes meios sdo preparados a partir de substancias basicas que |he conferem algumas
caracteristicas especiais, dentre elas diferentes estados fisicos.

1 Liquidos ou Caldos: (Sem adicao de Agar)
2 Solidos: (Agar 1,0 a 1,5%)
3 Semi-solido: (Agar 0,5%)

Pratica 1 — Preparo dos meios.
e Grupo A - Agar Sal Manitol (7,5):

Caracteristicas; seletivo para crescimento de estafilococos patogénicos em amostras clinicas e
alimentos. Composicao em g/L:

- 10,09 Peptona de carne;

- 1,09 Extrato de carne;

- 75,09 Cloreto de sédio;

- 10,09 Manitol;

-0,025g Azul de fenol;

-12,0g Agar;

- Ajuste de pH final - 7,5;

- Cor: Résea palido;

- Consisténcia sélida 1,3% de Agar.
Preparo:

- Dissolver 111,0g do pé desidratado em 1.000ml de dgua destilada, deixar hidratar por
15'min. E ferver por 1'min. ou até dissolver por completo. Levar a autoclave para esterilizacao
a 15lbs de pressao, 1212C por 15'min. deixar esfriar e distribuir 20ml em placas de petri estéril.
Se necessario estocar por longos periodos, autoclavar em tubos aliquotas de 20ml que poderao
ser aquecidas novamente na hora de uso para confeccdo das placas.

OBS.: Preparar quantidade suficiente para (qsp) 100ml.

e Grupo B - Agar Mueller Hinton:

Caracteristicas; ideal para determinacdo da susceptibilidade dos microorganismos a
agentes antimicrobianos e usado como base para formulacao de Agar sangue e
Agar chocolate.

Composicao em g/L:
- 3009 Infusao de carne;
-17,5g Caseina Acida Hidrolisada;
-1,5g Amido;



-17,09 Agar;

- Ajuste de pH final - 7,3;

- Cor: Amarelo claro levemente opaco;
- Consisténcia sélida 1,7% de Agar.

Preparo:

- Dissolver 38,0g do p6 desidratado em 1.000ml de &gua destilada, deixar hidratar por
15'min. E ferver por 1'min. ou até dissolver por completo. Levar a autoclave para esterilizacao
a 15lbs de presséo, 121°C por 15'min. deixar esfriar e distribuir 20ml em placas de petri estéril.
Se necessario estocar por longos periodos, autoclavar em tubos aliquotas de 20ml que poderao
ser aquecidas novamente na hora de uso para confeccao das placas.

OBS.: Preparar quantidade suficiente para (qsp) 200ml.

- Como base para Agar sangue:
Preparo:

- Deixar o Agar Mueller Hinton esfriar apés a esterilizacdo e atingir temperatura entre 50
a 45°C adicionar 5% de sangue desfibrinado de carneiro misturar e distribuir nas placas de
petri.

Ajuste de pH final - 6,8.

- Como base para Agar chocolate:
Preparo:

- Com o Agar Mueller Hinton & temperatura entre 802C apés a esterilizacdo adicionar 5%
de sangue desfibrinado de carneiro misturar e distribuir nas placas de petri.

Ajuste de pH final - 7,2.

e Grupo C - Agar Eosina Azul de Metileno (EMB ou TEAGUE):

Caracteristicas; seletivo para o crescimento e isolamento de enterobactérias patogénicas em
amostras clinicas e alimentos.

Composicao em g/L:

-10,0g Peptona de carne;
- 5,09 Sacarose;
- 5,09 Lactose;

- 2,09 K2HPOg;
- 0,49 Eosina;
- 13,59 Agar;
- Ajuste de pH final - 7,1;
- Cor: Violeta escuro;
- Consisténcia sélida 1,4% de Agar.

Preparo:

- Dissolver 36,0g do p6 desidratado em 1.000ml de 4gua destilada, deixar hidratar por
15'min. E ferver por 1'min. ou até dissolver por completo. Levar a autoclave para esterilizagao
a 15lbs de presséo, 121°C por 15'min. deixar esfriar e distribuir 20ml em placas de petri estéril.
Se necessario estocar por longos periodos, autoclavar em tubos aliquotas de 20ml que poderado
ser aquecidas novamente na hora de uso para confeccao das placas.
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OBS.: Preparar quantidade suficiente para (gqsp) 100ml.
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e Grupo D - Caldo tioglicolato:

Caracteristicas; seletivo para crescimento de microorganismos anaerdbios estritos,
facultativos e microaerdéfilos em amostras clinicas e alimentos, para testes de esterilidade e
transporte.

Composicao em g/L:

- 15,09 Peptona de carne;

- 5,09 Extrato de levedura;

- 5,59 glicose;

-2,5g Cloreto de sédio;

- 0,59 Cisteina;

- 0,59 Tioglicolato de Sddio;

- Ajuste de pH final - 7,1;

- Cor: Amarelo pélido a résea palido de aspecto limpido;

- Consisténcia liquida, 0,0% de Agar.
Preparo:

- Dissolver 28,59 do pd desidratado em 1.000ml| de dgua destilada, deixar hidratar por
15'min. E ferver por 1'min. ou até dissolver por completo, distribuir em tubos aliquotas de 20ml
e levar a autoclave para esterilizacdo a 15lbs de pressao, 1212C por 15'min.

OBS.: Preparar quantidade suficiente para (gsp) 60ml.

e Grupo E - Agar SS

Salmonella Shigella Agar (SS Agar) é um meio diferencial seletivo utilizado no isolamento
de bacilos entéricos patogénicos, especialmente os que pertencem ao género Salmonella
e/ou Shigella, provenientes de amostras clinicas e alimentos.

Composicao em g/L:

- 5,09 Extrato de carne;

- 2,59 Hidrolisado pancredtico de caseina;

- 2,5g Hidrolisado péptico de tecido animal,

- 109 Lactose;

- 8,59 Sais biliares;

- 8,59 Citrato de sédio;

- 8,59 Tiossulfato de sédio;

- 1,0g Citrato férrico;

- 0,025g Vermelho neutro;

- 13,59 Agar;

- 0,33mg Brilliant Green;

- Ajuste de pH final - 7,2;

- Cor: Vermelho claro a résea;

- Consisténcia sélida, 1,3% de Agar.
Preparo:

- Dissolver 60g em 1 litro de agua destilada. Hidratar por 10 a 15 minutos. aquecer
agitando frequentemente e ferver no maximo 1 minuto. O meio ndao deve ser autoclavado.
Esfriar até 45-509C. Distribuir 15-20 mL por placa de Petri estéril. Se nao for usado no mesmo
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dia, armazenar entre 2 e 82C em posicao invertida.
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Fungio das substancias do Agar e Caldo simples:

e Extrato de carne - Fonte de carbono organico, nitrogénio, vitaminas e sais minerais e,
nesse caso de energia.

e Peptona - proteina semi-digerida que serve como fonte de nitrogénio.

e Cloreto de sédio - aumenta a pressao osmética e mantém a isotonia do meio.

e Agar-4gar - Sulfato de &cido poligalacturdnico extraido de vérias espécies de algas do
género Gellidum e outras algas afins. Tem como fungao solidificar os meios e nao é
metabolizado por bactérias de interesse clinico.

Obs:

1. A adicao de extrato de levedura (0,5%) e glicose (0,5 a 1,0 %) ao caldo simples enriquece o
meio fornecendo vitamina B, fonte adicional de nitrogénio e carbono, e pode até permitir o
crescimento de alguns microrganismos exigentes.

2. Alguns meios de cultura sao preparados da mesma forma, porém se for necessario utilizar
algumas substancias termoldbeis (uréia) ou que reajam com as substancias dos meios
(aminoécidos, acucares).

3. 0s meios de cultura apés esterilizacdo devem ser incubados em condicbes ambientais
(temperatura e atmosfera) adequadas para verificacao da esterilidade (Prova da esterilidade).

4. A estocagem dos meios de cultura esterilizados e esfriados deve ser feita acondicionando-os
invertidos, em sacos plasticos fechados, para reduzir a desidratacao dos mesmos, colocando-os
em refrigeracdo por, no maximo 15 dias.

Caldo Simples - formulagao:
Extrato de carne.

1,09
Cloreto de sédio......... 0,59
Agua destilada........... 100,0ml

O agar simples é obtido adicionando-se 1,0 a 1,5 % de agar-dgar ao meio de
caldo simples (0 meio pode ficar um pouco amolecido, a depender da qualidade do
agar). Aumentando-se a concentracao de agar para 2,0% o meio fica bem sélido.

ESTERILIZAGAO

Para o bom funcionamento de um laboratério de microbiologia se faz necesséario um
rigoroso controle que vai desde a limpeza geral de pisos e bancadas a uma criteriosa
esterilizacdo das vidrarias e de todo material (meios cultura) utilizados para realizacdo dos
exames microbiolégicos.

Pratica 2 — Esterilizacdo dos meios.

Procedimento:

- Embalar os baldes ou tubos contendo os meios de cultura preparados na pratica 1, lacrar as

embalagens com fita adesiva;

- Levar a autoclave conferir o nivel de dgua antes de liga-lo, fechar a tampa superior, abrir

completamente a valvula de pressao;

- Ligar e ao observar elevacdo de temperatura fechar a valvula para que haja aumento também
da pressao;

- Observar a temperatura até atingir 121°C manter por 15'min., desligar e aguardar a reducado

da pressao e temperatura para retirada do material autoclavado.
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- Ao esfriar, retirar os meios desembald-los acondicionar os tubos em geladeira a temperatura
entre 2 - 82C, e utilizar o material dos baldes para o preparo das placas que nao poderao
serem armazenadas por periodo maior quel5 dias.

Aplicacdo da Esterilizacdo

A esterilizacdo é um processo de eliminacdo completa de microorganismos que emprega
método
Métodos de esterilizagao mais utilizados no laboratério de microbiologia.

O calor é o principal método de esterilizacdo utilizado em Microbiologia, podendo ser
seco ou
Umido.

O calor seco é utilizado em:

1 Incineracao: para a esterilizacao de alcas de metal, durante o repique de culturas
bacterianas;

2 Flambagem: utilizada para fixar laminas de microscépicos molhados com alcool metilado;

3 Fornos com ar quente: 160°C por 60 minutos para bisturis, tesouras e substancias
impermedveis ao calor Umido (6leo,cera);

4 Radiacéo infravermelha: raramente é utilizada hoje em dia.

O calor umido é alcancado por meio de:

1 Fervura em égua por 5,10 ou 20 minutos destréi as células vegetativas, mas nao
necessariamente todos os esporos, portanto, nao indicado para esterilizacao.
2 Autoclavagem é o processo de esterilizacdo que combina calor Umido com pressao,

sendo considerado o mais seguro e eficiente.

Em bacteriologia a autoclave é utilizada na esterilizacdo de material usado na
preparacao de meios de cultura e esterilizacdao em geral.

A autoclave é uma caldeira, construida por um tubo cilindrico e fechada
hermeticamente com tampa de cobre ou bronze, fixada por varios parafusos, munida
superiormente por uma valvula de seguranca, um manoémetro para registro de pressao e uma
torneira de escape do vapor d’dgua aquecida.

Dentro da autoclave existe um cesto de metal para acondicionamento do material,
deixando um espaco entre o fundo do aparelho e a sua parte inferior, reservado para conter
agua e as resisténcias de aquecimento. Externamente ha um interruptor indicando a poténcia
minima, média e maxima de aquecimento, quando ligada uma ou as duas resisténcias
elétricas.

A autoclavagem depende do vapor d’agua sob pressdo e, por isto, a temperatura é
superior a 100°C (p.ex., 121°C por 15 minutos ou 132°C por 3 minutos). Estas combinacbes de
tempo e temperatura tém sido escolhidas porque os experimentos mostram que destroem
esporos de clostridios e outros esporos patogénicos mais resistentes a outros processos de
esterilizacao.

O uso da autoclave confere muita eficiéncia ao processo de esterilizacdo, realizado
através da desnaturacdo protéica. No entanto, requer também bastante preparo de quem o
manuseia. Os cuidados tém inicio com a limpeza e secagem do material a ser esterilizado. Ele
deve ser acondicionado em pacotes, tambores, caixas metdlicas com furos e vidros com
tampao de algodao ou papel. Devem ser acomodados adequadamente, sem compactacao.

As recomendacoes do Ministério da Saude para a esterilizacdao com autoclaves:
1. obediéncia a indicacdo do fabricante com manutencao preventiva, no minimo semanal;
2. conhecimento e pratica da distribuicdo dos pacotes em relacdo a posicdo dos mesmos e

ao tipo de material submetido ao processo;

3. para invélucros o uso de tecido de algodao cru, embalagem de papel kraft ou de
papel grau cirlrgico;
4. a monitorizacdo deve ser realizada por testes biolégicos semanais;
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5. identificacdo visual dos pacotes com fita termossensivel, para assegurar que o pacote
passou pelo calor;

6. registro de controles de pressdo interna e externa das camaras, da pressao
negativa e temperaturas a cada ciclo de esterilizacao.
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