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1.1. Seguranca
1.1.1. Regras Gerais
Para conduzir trabalhos nos laboratérios de microbiologia, é necessdrio seguir alguns princi-
pios bisicos, essenciais para o bom desempenho do trabalho e para a seguranga dos que conduzem os
ensaios:
-lavar as mios antes e depois de terminar um trabalho;
- usar avental e, quando necessario, luvas esiéreis descartaveis:
-limpar e desinfestar as bancadas e capelas no inicio e no final do trabalho;
-nfo pipetar com a boca;
-nfo colocar na boca, qualquer material que tenha estado em contato com os agentes potencialmente
perigosos (incluindo lapis e caneta},
-ser cuidadoso com materiais que possam causar ferimentos na pele, como seringas, pipetas Pasteur e
vidros em geral;
-colocar qualquer material contendo contaminantes em um recipiente que permila a sua esterilizagfio:
-ler atentamente as especificagdes sobre os produtos quimicos que vio ser utilizados;
- fazer o descarte apropriado de materiais microbiologicos, quimicos e radioativos;

-ndo ingerir alimentos ou fumar no laboratério.
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1.1.2. Seguranca no Laboratério

Os acidentes que ocorrem em laboratérios sdo muitos e, nos de microbiologia, compreendem
tanto infecedes devido & manipulagio de microrganismos, como acidentes com produtos quimicos.

O controle dos laboratérios de microbiologia, no Brasil, € pequeno, mas em pafses onde o
controle € mais rigido ainda so relatadas centenas de inlecgdes adquiridas no local de trabalho. De
um modo geral, as vitimas desses acidentes sdo os pesquisadores, auxiliares ou alunos, por falta de
conhecimento, falta de prote¢io ou por descuido no trabalho. O treinamento adequado de todos os que
trabalham no laboratdrio, incluindo trabalhadores esporadicos, como o pessoal de limpeza, pode pre-
venir a maioria dos acidenles. '

1.1.3. Contaminac¢io por Microrganismos

Para evitar a contaminagéo por microrganismos deve-se conhecer:

a) conhecimento do perigo potencial dos materiais e organismos que estio sendo manipulados:

Os microrganismos que podem causar infec¢des sdo divididos em quatro grupos de risco ou
classes, ordenadas de 1 a 4. A classe | inclui microrganismos que ndo oferecem nenhum perigo ou
oferecem perigo minimo ao trabalhador ou & comunidade; 2 - microrganismos que oferecem risco
considerdvel aos que trabalham no laboratdrio e que provavelmente nfo oferecem nenhum risco a
comunidade; 3~ microrganismos que oferecem algum risco ao trabalhador e podem ser disseminados
a comunidade; e 4- microrganismos que oferecem riscos sérios aos trabalhadores do aboratdrio e a
comunidade.

De um modo geral, nos estudos de microbiologia do solo, 0s microrganismos nilo siio patogénicos
ao homem. Contudo, deve-se considerar que os meios de cultura utilizados, extremamente ricos em
nutrientes, podem permitir o crescimento de microrganismos polencialmente perigosos que existem
no solo, na dgua ou no ar. Além disso, cuidados especiais devem ser tomados com os microrganismos
modificados geneticamente, pois pouco se sabe sobre os riscos potenciais que oferecem. A transferén-
cia natural de plasmideos de microrganismos indcuos para patogénicos a0 homem nio é provével, mas
nido pode ser descartada.

Uma das maneiras mais faceis de evitar a contaminagfio é pela limpeza constante do laborato-
rio. Alguns cuidados, porém, devem ser tomados pelos que realizant essa limpeza. Meios de cultura ja
utilizados, pipetas ou quaisquer outros materiais que estiveram em contato com microrganismos que
oferegam algum risco devem ser esterilizados antes da lavagem. Aventais e luvas também sfio impor-

tantes para a protegdo do trabalhador.

b) conhecimento das vias de infeccia

Os microrganismos podem infectar o homem pela boca (ingestéio), pelos pulmdes (inalagfio) e

pela pele, particularmente por ferimentos e pelos olhos.
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A ingestdo pode ocorrer durante-o processo de pipetagem e pela contaminagio pelos dedos ou
guaisquer materiais contaminados do laboratério. Por isso o material do laboratdrio deve ser restrito
ao material deltrabalho, obedecendo-se a regra béisica de JAMAIS INGERIR ALIMENTOS OU FU-
MAR no laboratério. Deve-se procurar, ainda, restringir a area de trabalho e proceder continuamente
a limpeza e desinfestagdio. A higiene apos o trabalho € o uso de luvas e cdmara de fluxo, quando for
necessario, ndo devem ser esquecidos,

A contamlnaqao pela inalagéio de particulas liber adas durante o trabalho é, com certeza, uma
fonte de dificil controle; pode ocorrer através do trabalho com algas de platina, seringas, pipetas,
centrifugas, ou durante os processos de homogeneizagio e abertura de tubos de cultura, entre outros.

A contaminagio pela pele pode ser através de injegfio, por seringas ou material quebrado, entre
outros e, no caso de ferimentos na pele, a entrada de microrganismos € facilitada. Espirrar materiais

nos olhos &, freqiientemente, a causa de muitas infecgdes.

¢) métodos para evitar que esses microrganismos tenham acesso as vias de infeccio

Para evitar a contaminacio por microrganismos devem ser utilizadas algumas barreiras:

- barreiras primarias, ao redor dos microrganismos, para evitar a sua dispersfio. Isso inclui, cuidados
com pipetagem, com materiais que fiquem na area de contaminagdio, limpeza da capela e local de
trabalho apds a manipulagio de microrganismos e descarte adequado de materiais

- barreiras secundérias, ao redor do trabalhador, como o uso de aventais e luvas

- barreiras terciarias, para impedir que os microrganismos se espalhem na comunidade, relacionadas
principalmente com o descarte dos materiais contaminados.

No planejamento do laboratério, para trabalhar com as classes de microrganismos comumente
estudadas nos laboratérios de microbiologia do solo, ¢ essencial que as instalacdes sejam Faceis de
limpar e desinfestar e resistentes aos produtos quimicos utilizados. As bancadas devem ser preferen-
cialmente lisas, com altura confortavel para o técnico ¢ um local especial deve ser destinado a apare-
Ihos que oferegam algum risco, como autoclave. O chio deve ser de material que permita a desinfestago
constante, mas que nio seja escorregadio. A luz'e temperatura devem ser adequados, para permilir
conforto durante o trabalho. A pia'para lavagem das mios deve ser diferente daquela em que se lavam
os materiais de laboratdrio. Também deve haver um local que permita a estocagem de materiais este-
rilizados, como meios de cultura e demais acessérios.

Devem ter acesso ao laboratdrio somente as pessoas que realmente trabalham ali. Essas pesso-
as, sendo bem treinadas, saberfio quais os microrganismos potencialmente perigosos do laboratorio e
as técnicas para evitar sua disseminagio, além de saber como manter o laboratério limpo para evitar
contaminacio de todos os trabalhos ali conduzidos.

No caso de manipulagfio de microrganismos potencialmente perigosos & comunidade, deve-se
procurar orientaciio junto aos orgios de satde, que saberfio especificar os procedimentos para cada

€aso.

[ B8]
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1.1.4. Contaminacfio por Produtos Quimicos

E importante criar o hébito de, na chegada de cada reagente novo ao laboratdrio, ler o folheto
do fabricante ou o rétulo com as especificagdes do produto. Constam, ali, informagdes sobre a tempe-
ratura de estocagem do material, tempo de validade do principio ativo e cuidados que devem ser
tomados durante a sua manipulago. Vérios produtos empregados nos estudos de microbiologia do
solo sfo toxicos, cancerigenos ou teratog8nicos. é sempre recomendavel manter as especificagdes dos
produtos em um local de ficil acesso, pois ali estdo incluidos os procedimentos que devem ser toma-
dos em caso de acidentes. '

Deve-se preocupar, ainda, com a contaminagio do meio ambiente. Na mcc_lida do possivel,
produtos como o bicloreto de merciirio, algumas vezes recomendado para a desinfestagio de semen-
tes, podem ser substituidos por outros desinfetantes, como o hipoclorito de sédio. No caso de produtos
como o proprio bicloreto de merciirio, fendlicos, solventes orgénicos e outros, que podem contaminar
os lengdis fredticos, rios e lagos, infelizmente hoje, no Brasil, o controle ambiental depende do
discernimento dos responsdveis pelos laboratdrios. Nos Estados Unidos e na Europa, vérios desses
produtos sdo acondicionados em recipientes adequados e existe um departamento de seguranga
ambiental encarregado de fiscalizar o seu descarte. Como o Brasil nio dispde de regras para o descar-
te, um procedimento racional € o de procurar diluir a0 maximo possivel compostos que oferecam
algum perigo ao ambiente antes de descarti-los e, no caso de materiais altamente poluentes e toxicos,

deve-se providenciar um reservatério para o seu armazenamento.

1.1.5. Contaminagfio por Produtos Radioativos
O trabalho com radioisétopos exige que o laboratdrio se enquadre nas normas exigidas pela

Cormissdo Nacional de Energia Nuclear (CNEN). A autorizagio para o trabalho com radioisétopos e a

fiscalizagio também estdo sob responsabilidade da CNEN e, portanto, o assunto ndo sera abordado

aqui, mas convém lembrar apenas os principios basicos, ou seja:

- quando estiver utilizando material radioativo, fontes seladas ou equipamento que emite radiagio
ionizants, os cuidados devem ser redobrados;

- O transporte de material radioativo deve ser planejado com antecedéncia, tomando-se as precaugdes
necessérias. Todo o material radioativo deve ser mantido e transportado em pelo menos dois recipi-
entes pois, no caso de um deles quebrar, haverd uma barreira 4 contaminagio;

- 0 material radioativo ou em contato com ele deve ser guardado em um local separado no laboratério,
com avisos sobre a sua natureza;

- a area de trabalho deve ser restrita e, de preferéncia, forrada com papel absorvente ou plastico espe-
cial. No caso de contaminagio do local, isold-lo e proceder a limpeza cuidadosa;

o laboratério deve ser continuamente monitorado quanto aos niveis de radioatividade;

0 descarte de material deve obedecer s normas vigentes da CNEN.
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1.2. Equipamentos e Material de Consumo
1.2.1. Equipamentos

Um laboratério de microbiologia do solo necessita alguns equipamentos basicos, que serfio
descritos a seguir. A inspecdo e cuidados periddicos com os equipamentos impedem que eles ofere-
¢am problemas de seguranca aos que ali trabalham e aumentam a vida atil do equipamento. Qutro
ponto importante a ser considerado é o de que, no Brasil, a voltagem ¢ instavel. Quase todos os
equipamentos sdo especificados para paises que apresentam oscilagdes menores. Conseqlientemente,
JAMAIS ECONOMIZAR em filtros de linha, estabilizadores de voltagem e tomadas com fio terra. é
comum observar, em diversos laboratorios, que milhares de délares sdo gastos em equipamentos, mas

algumas dezenas sdo economizadas em protecfio contra oscilacdes de voltagem.

Microscdpios

Os microscopios sdio grandes aliados dos microbiologistas, nio sé para a identificagio das
caracteristicas morfolégicas dos microrganismos com os quais o laboratério trabalha rotineiramente,
como também para a execugiio dos trabalhos de pesquisa que envolvem avaliagdo e documentagdo
fotogréfica de eventos microscépicos.

Os microscopios podem ser dos seguintes tipos:

a)_ Microscopio estereoscopico
ar

Mais conhecido como lupa. Apesar de simples e com poder de resolugfio inferior ao dos mi-
Croscopios oplicos, € (til em diversos estudos como, por exemplo, nas alteragdes dos fenétipos das
raizes causadas por microrganismos, detalhes de morfologia de colénias de bactérias e fungos em
placas, observagdes de fungos micorrizicos vesfculo-arbusculares, etc. Um bom microscopio
estereoscopico deve possuir oculares com capacidade e aumento de 10X (dez vezes) e lentes com

aumentos variaveis de 0,8X a 5X.

b) Microscépio 6ptico (comuni. contraste de fase e flugrescéncia) (Figura 1.1)

No cotidiano, nfio ha necessidade de microscdpios dpticos sofisticados, mas alguns requisitos
minimos sfo essenciais:
- oculares com capacidade de aumento de, pelo menos, 10X;
- objetivas secas de baixa magnificagiio (10X e 40X);
- objetiva acromatica ou “planacromética” (planachromatic) para dleo de imersdo (90X a 100X);
- estativa movel;
- condensador;

- fonte de luz, preferencialmente com ajuste da intensidade luminosa.
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FIGURA 1.1. Representagio esquematica das partes de um microscopio optico.
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As instrugdes para operagio dos microscopios dependem de cada modelo. Alguns acessorios
podem melhorar o poder de observagio do microscépio, tais como os dispositivos para contraste de
fase, com condensador e objetivas (10X, 40X e 100X) especificas. Podem ser acoplados, ainda, aces-
sérios como contraste de fase, contraste por interferéncia diferencial, polarizagdo, cimara clara para
desenho microscépico, iluminador e filtros para epifluorescéncia, equipamento fotografico, stc. Com
esses acessorios, pode-se ter os.seguintes tipos de microscopio:

b.1)_microscépio de fluorescéncia

O microscopio de fluorescéncia € um microscopio 6ptico comum, mas com uma Jimpada
capaz de excitar o comprimento de onda necessério. Um filtro primério, também conhecido como
filtro de excitagdo, & colocado entre a fonte de luz e o espécime, permitindo a excitagio dos compri-
mentos de onda necessirios. Um segundo filtro é colocado entre o espécime e o observador, transmi-
tindo somente os comprimentos de onda emitidos pelo corpo fluorescente. A vantagem desse método
& que os compostos fluorescentes podem ser detectados em baixas concentragao; além disso, alguns

tecidos vivos, como os cloroplastos, sio autofluorescentes, facilitando a visualizaggo.
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b.2) microscépio de contraste de fase

O principio deste método € o contraste entre o limite de visibilidade do microscépio € o limite
de resolugéo, isto ¢, a capacidade de distinguir formas e dimensdes. O contraste avalia, entfo, a razéo
entre a intensidade do fundo (background) e a intensidade do objeto. A principal vantagem desse
método & que permite a resolugio’ de estruturas que ainda ndo sdo visiveis no microscdpio optico
comum por falta de contraste com o fundo, bem como permite a visualizagio de certas estruturas sem
corantes.

c).microscopio eletrdnico

Os microscopios mais sofisticados séo os eletrénicos, que podem ser de varredura e de trans-
missdo. Mais recentemente foram criados os de tunelamento. Os microscopios eletrénicos permitem
analises rigorosas dos mais variados espécimes, mas, devido ao custo elevado, nfio sfo acessiveis a
muitos laboratérios. '

c.1)_microscopio eletrdnico de transmissfo

O principio de funcionamento desse microscdpio consiste no aquecimento de um filamento e
da aceleragio dos elétrons para o anodo. O feixe intenso de elétrons com alta energia passa pelo
sistema do condensador, sendo ento focado no espécime. Os elétrons que passam pelo espécime séo
focados pela objetiva e lentes de projec¢io e formam uma imagem numa tela fluorescente.

c.2) microscopio eletrénico de varredura

Nesse microscopio, um feixe fino de eléirons passa pela superficie do espécime (“varre” a
superficie do espécime), em sincronizagiio com a luz de um tinel de raios catodos. Um detector
monitora a intensidade do sinal secundério do espécime e a luminosidade dos raios que passam pelo
tunel. Se, por qualquer razfio, a intensidade do sinal secundério alterar enquanto os elétrons estiverem

“varrendo” o espécime, a imagem do contraste aparecera.
Incubadoras

Existem diversos modelos de incubadoras, com vérios tamanhos e diversas aplicagfes. As
incubadoras menores estdo sujeitas a maiores flutuag@es de temperatura do que os modelos maiores,
principalmente quando a incubadora necessita ser constantemente aberta.

Nos trabalhos de microbiologia do solo, as temperaturas para o crescimento dos microrganis-
mos sfo muito variaveis, de menos de 0° C a mais de 50° C. Incubadoras para temperaturas superiores
4 ambiental sdo ajustadas mais facilmente do que quando se necessitam temperaturas inferiores ha-
vendo, nesta ﬁitima, necessidade de um mecanismo adicional de refrigeragdo. Nos casos em que €
necessario manter o nivel de umidade, a 4gua pode ser uma fonte de contaminagéio, particularmente

com fungos.
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Banhos-maria

Sdo empregados para os mais diversos fins no laboratdrio. Deve-se cuidar para que o nivel da
dgua no banho-maria esteja sempre no nivel do liquido no recipiente. Alguns equipamentos modernos
possuem agttadores elétricos, termostatos e superficies internas revestidas com poliestireno para evi-
tar perdas de calor. Alguns aparethos sfio acoplados a sistemas de refrigeragio para a obtengéio de
temperaturas mais baixas; neste caso, existe um reservatorio adicional de 4gua, com sistema de
resfriamento e fluxo continuo.

Centrifugas

a) Centrifugas comuns

De um modo geral, uma centrifuga para tubos de 15 mL a 50mL e velocidade de 4000 rpm &
adequada. Os tubos devem ser fechados, para maior seguranga, mas devem permitir a passagem dos
aerossois desprendidos durante a centrifugacgo. Os equipamentos devem, também, possuir travas au-
tomaticas que ndo permitam a abertura do rotor antes do término da operag3o. '

A colocagiio dos tubos na centrifuga, normalmente feitos de pldstico, vidro ou aluminio, deve
obedecer a posi¢des ortogonais balanceadas em termos de peso, Eles devem estar posicionados em
pares opostos, sendo conveniente marcar cada par para facilitar o reconhecimento.

As instrugdes gerais para o uso da centrifuga sio:

- selecionar dois tubos de mesmo tamanho ¢ espessura, adicionando o liquido a ser centrifugado em
um tubo e dgua (ou outra amostra ll'qﬁida) no outro tubo, equilibrando os pesos;

- colocar os tubos na centrifuga em posigdes opostas;

- fechar a centrifuga e regular a velocidade e tempo desejados. Algumas centrifugas exigem um au-
mento gradual de velocidade, evitando sobrecargas ao motor no inicio da operagfo. Nesse caso, 0
tempo de centrifugacio deve ser recalculado.

b) Ultracentrifiga

Alguns trabalhos exigem uma centrifuga que atinja velocidades maiores, permitindo a separa-
¢fo de particulas menores (baixo peso molecular). Para esses casos, existem ultracentrifugas, que
atingem velocidades de até 80.000 rpm. A refrigeragio nessas centrifugas é obrigatdria, evitando o
superaquecimento, mas também permite a manutencéo de temperaturas baixas que sio necessarias em
alguns ensaios. Ultracentrifugas, porém, exigem maiores cuidados no uso e inspegdes periodicas.
- Uma planilha de uso auxilia no plangjamento do tempo necessério para a inspegéo.

Observagﬁes gerais sobre o uso de ultracentrifugas:

- verificar, para a velocidade pretendida e tipo de centrifugagfo, qual o rotor e tubos apropriados; para
isso, consultar a tabela de especificagdes que acompanha a ultracentrifuga;

- nessas tabelas, é fornecido o campo de centrifugacfo relativo (RCF, relative centrifugal field), que
representa a aceleragio centrifuga em relagfo ao padriio de aceleragfio da gravidade (g=9.807mm/s?),
na velocidade maxima do rotor (esta, por sua vez, determinada pelo raio do rotor). Constam, ainda,
as velocidades em rpm (revolugbes por minuto) e g (aceleragéio da gravidade). A relagfio entre g e
rpm pode ser vista na Figura 1.2.

28



Seguranga, Equipamentos e Téenicas em um Laboratério de Microbiologia do Solo

g
1.000000 -
900.000 -
. _ . 800.000 3
Distdncia . Radial {mm) 700.000
600000 -
200 F 500000 -
80 % 400,000 -
160 -
I 300000 -
4o I A
120 :Z 200000 -
100
> 1 o008 -
© 3 i
0T 60000
60 50000 -
1 40000 —
50 - 30000 -
40 20000 ~
30
10,000 -]
2000 -
+ BO0O 3
7000 3
. 6000
20 5000 ]
4000
4 3,000 —
2.000 -
0 -
1.000 -

[ LN AL A R B

[ I BN LN B

IR A AL

rpm

80.000
75.000

TO.000

§5.000

60000

50,000

40.000

30000

20000

10000

FIGURA 1.2. Relagdo entre o difmetro do rotor e os valores de g e rpm em ultracentrifugas.
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- a velocidade maxima permitida para cada rotor ¢ indicada pelo seu nome (por exemplo, o rotor
SW55Ti permite 55.000 rpm);

- JAMAIS exceder a velocidade méxima recomendada para o rotor;

- o tempo recomendado para a centrifugag@o € considerado a partir do momento em que o rotor atinge
a velocidade desejada,

- se atrava da ultfacentl'iﬁlga apresentar algum problema, esperar o rotor parar completamente antes
de abri-1a.

¢} Microcentrifuga

Hoje, a maioria dos laboratérios possui, também, uma microcentrifuga. Esse equipamento per-
mite a centrifuga¢fic de pequenos volumes (os tubos t8m capacidade de 0,5 mL a 2,0 mL) a velocida-
des enire 10.000 rpm a 12.000 rpm. Essas centrifugas séo préticas e permitem a manipulagio de um
grande nimero de amostras.

Camaras de seguranca microbiolégica

Estas cémaras so utilizadas para capturar e reter particulas do ar durante as manipulacgdes,
diminuindo a contaminagfio do material manipulado. No caso de organismos patogénicos, as cAmaras
tém por finalidade, ainda, proteger os técnicos do laboratério contra infecgdes devido a inalagéo.

Existem modelos diferentes de cimaras para a manipulag¢io microbiolégica; esses equipamen-
tos utilizam o principio de fluxo continuo, sendo por isso também denominados de cdmaras de fluxo
laminar, caracterizadas pela circulagio constante de ar dentro do equipamento.

Existem, basicamente, dois tipos de fluxos laminares: fluxo vertical e fluxo horizontal.

a) Cdmaras de fluxo laminar vertical

Possuem filtros de ar na parte superior e um difusor, além de uma protecfio frontal para o
técnico (Figura 1.3). Devido a maior protegfio, esse tipo de equipamento é recomendado para manipu-
lagBes com organismos patogénicos.

b) Camara de fluxo laminar horizontal

Nesse tipo de cdmara, os filtros de ar também estdo localizados na parte superior, mas os
difusores estdo em posicéio frontal ao operador, expelindo o ar filtrado para fora (Figura 1.4). Como
ndo hd protecéo frontal na cAmara, o manipulador € exposto a inalagio do fluxo remanescente e, por
isso, esse equipziinento nio deve ser utilizado durante a manipulagfo de organismos patogénicos.

As cimaras normalmente vém equipadas com fontes de luz ultravioleta, para facilitar a
desinfestagdo. Uma protegiio contra a luz ultravioleta pode ser adquirida diretamente do fabricante,
mas também pode-se colocar qualquer material que bloqueie a passagem dos raios ultravioleta; todas
as pessoas do laboratorio devem ser avisadas sobre o perigo da exposigfo a esses raios. Uma inspegéo
periddica dos filtros de ar e do fluxo é necesséria, devendo-se proceder, periodicamente, a troca dos
filtros. Uma planilha com o niimero de horas de uso na capela auxilia o planejamento da época de

inspecdo.
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Recomenda-se desinfestar a cimara e liga-la cerca de 10 minutos antes de usé-la; apds cada
etapa de manipulagdo, convém esperar de dois a trés minutos, para que os aerossois desprendidos
possam ser filirados novamente. A eficiéncia das cdmaras depende tarpbém da localizagfio correta e
" manutengdo do equipamento, devendo-se evitar locais proximos a portas ¢ janelas. Recomenda-se o
posicionamento em locais mais reservados, livres de movimentagio constante de pessoas ou equipa- _
mentos e correntes de ar. }

Na falta desse equipamento, desde que nio se trabalhe com microrganismos patogénicos, pode-
se improvisar uma cdmara, conforme ilustrado na Figura 1.5.

Autoclaves

Dois tipos de autoclave sdo utilizados em laboratérios de microbiologia: autoclave tipo “panela
de pressao™ e os modelos automaticos.

O principio de funcionamento das autoclaves do tipo “panela de pressdo” € o da fervura da
dgua sob pressdo. O equipamento possui valvula de seguranga, mandmetro e valvula de descarte de ar
e vapor (Figura 1.6). Apds o aquecimento da dgua por queimadores externos, serpentina ou aquecedor
elétrico, o vapor entra na cimara interna da autoclave. Deve-se permitir que esse vapor remova todo o
ar do interior da cimara, antes de fechar a valvula de escape. O tempo e pressio desgjadas sio estabe- -
lecidos e, ac fim do processo, a fonte de aquecimento ¢ desligada, permitindo-se o resfriamento da
autoclave. Quando o mandmetro indicar pressio zero (o que, na verdade, indica a pressdo ambiente),
a valvula de descarga deve ser cuidadosamente aberta, permitindo a saida do excesso de vapor. Deve-
se dar atengdo a essa ltima etapa, pois se a autoclave ainda estiver sob pressio, pode haver explosao
de liquidos, queima de papel, derramamento de liquidos, etc. VARIOS ACIDENTES, COM QUEI-
MADURAS SERIAS, SAO RELATADOS CONSTANTEMENTE PELO USO INADEQUADO DE
AUTOCLAVES. Ainda que com pressio nula, os vapores de gases e liquidos quentes podem causar

acidentes.
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FIGURA 1.6. Esquema representativo de uma

autoclave do tipo “panela de pressio”.

Nas autoclaves automdticas, a descarga de vapor s3o controlados automaticamente, mas o prin-
cipio € 0 mesmo. _

Existem dois tipos de autoclavagem: o de exaustdo lenta, para liquidos em geral e o de exaustio
rapida, para vidraria fechada, filtros de papel, etc.

Outros equipamentos

Para o armazenamento de microrganismos, congeladores a -80° C, liofilizadores ou tambor
para nitrogénio liquido sdo os mais indicados, e mais detalhes serfio dados no capitulo 5 da secdo [11.

Nos trabalhos de rotina em microbiologia utiliza-se, constantemente, outros equipamentos como:
balanca analitica, potenciémetro, bomba de vdcuo, chapa de aquecimento, espectrofotdmetro, entre
outros. Estes equipamentos facilitam a rotina do laboratério.

Hoje, com os avangos nos estudos de biologia molecular, outros equipamentos foram incorpo-
rados a rotina de um laboratério de microbiologia: fonte de eletroforese, transiluminador com cimera

fotografica tipo Polaroid, sonicador, termociclador, concentrador a vacuo, entre outros.

1.2.2. Material de Consumo

Algas de platina para inoculacio

As algas mais utilizadas para a inoculagdo de meios de cultura sfo as de platina, que podem ser
compradas ou confeccionadas no préprio laboratério. Para isso, utiliza-se um cabo onde sio inseridas
as extremidades de um fio de platina 28-G. O fio é torcido varias vezes, deixando-se um circulo aberto
em sua extremidade (Figura 1.7). Outros metais menos nobres podem ser utilizados, mas nio siio
recomendadaos.
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FIGURA 1.7. Esquema de confecgio de
uma alga de platina,

Bastdo de vidro para espalhar o ingculo liguido

Também pode ser comprada ou confeccionada no proprio laboratério, Neste ultimo caso, uti-
liza-se um bastao com espessura aproximada de 4 mm, torneado ao fogo (Figura 1.8).

Vidraria

A vidraria empregada nos laboratdrios deve ser, preferencialmente, de “borossilicato”. As pla-
cas de Petri, de diversos tamanhos, podem ser esterilizadas iniimeras vezes. Essa esterilizagfo é nor-
malmente feita com ar quente, embrulhando-as em papel resistente. Existem, também, placas
descartaveis de plastico, que facilitam muitos trabalhos,

Tubos de ensaio e pipetas

Existem tubos de ensaio de diversos tamanhos, fabricados com vidro refratério, alguns com
tampa rosquedvel. Sdo disponiveis, também, diversos tipos de pipetas graduadas, pipetas tipo Pasteur
€ pipetas automaticas de um ou mais canais, com capacidade de 1 pL. a 50 mL.

Qutros tipos de vidraria

No laboratério & necessdrio ter, ainda: béqueres, erlenmeyers, provetas, “kitasatos” e outros
tipos de vidraria, que séo utilizadas em diversas etapas do trabalho rotineiro do laboratério.

Bico de Bunsen

Este equipamento € muito utilizado no dia a dia do laboratério de microbiologia, sendo utiliza-
do para a esterilizagio répida de instrumentos de vidro e metal, principalmente alcas de platinas.
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FIGURA 1.8. Esquema de confecgio de um
bastdo de vidro para espalhar
indculo liguido.

1.3. Técnicas Bdsicas em um Laboratério de Microbiologia
1.3.1. Esterilizacio e Desinfestacio

Através da esterilizagdo, procura-se eliminar completamente todos os organismos vivos, inclu-
indo esporos. J4 o termo desinfestar significa “tirar o que infesta”, devendo-se dar preferéncia a esse
termo em relagéo a outros como desinfeccionar e desinfetar, que significam “fazer desaparecer a
infecgdo”. Pela desinfestagdo, todos os organismos em estado vegetativo sdo eliminados o que ndo
inclui, necessariamente, os esporos.

1.3.1.1. Esterilizacio

A esterilizagdo expressa a probabilidade estatistica de produzir um sobrevivente e os métodos
empregados devem apresentar uma probabilidade inferior a 106 de permitir a sobrevivéncia de um
organismo. Diversos estudos foram conduzidos procurando determinar o tempo necessario para elimi-
nar os microrganismos e, exceto pela filtragem, os outros métodos avaliam a taxa de mortalidade do
processo. O valor D representa o tempo necessério, em uma determinada temperatura, para causar
uma redugdo decimal (90%) da populagio microbiana. De um modo geral, a temperatura necessdria é
indicada como um subscrito, por exemplo, D, Esse valor D ¢ estimado pela regressdo grafica ou
materndtica entre o tempo de esterilizagio e o numero logaritmico dos sobreviventes. Para o calculo
desse valor D, podem ser utilizados esporos resistentes ao calor ou o organismo a ser estudado. No
caso de indistrias, os estudos devem ser feitos, preferencialmente, com esporos incluindo-se, pelo
menos, trés repetigdes.
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Os métodos de esterilizagdo sio:

Pelo fogo

Utilizada principalmente para a esterilizago de instrumentos, como alga de platina e bastdes
de vidro.

Vapor sob pressdo (autoclavagem)

E o método mais comumente empregado nos laboratérios de microbiologia do solo. Serve para
esterilizar meios de cultura, equipamentos e vidraria. No caso de liquidos, deve-se observar que o
tempo de esterilizagdo depende do volume, conforme pode ser visto na Tabela 1.1.

Para meios de cultura, os tempos de esterilizagdo normalmente utilizados sgo:

até 500 mL 20 minutos
1000 mL 30 minutos
2000 mL a 4000 mL 40 minutos
5000 mL a 8000 mL 60 minutos

Calor seco (ar quente)

Método utilizado amplamente em hospitais ¢ diversos laboratérios, particularmente para a
esterilizacdo de vidraria, equipamento metalico e materiais que ndo podem ser esterilizados por calor
timido, como algumas graxas. O principio de esterilizagdo ¢ o de morte por oxidagio dos componentes
intracelulares, mas os esporos sfo mais resistentes. O tempo necessario para a esteriliza¢do por calor

seco & maior do que o necessédrio para esterilizagio por calor imido (Tabela 1.2).

TABELA 1.1. Tempo necessério para atingir a temperatura de 121° C, em uma autoclave, em fun-
¢fio do volume de liquido e do niimero de recipientes, considerando uma temperatura
inicial de 26° C a 28° C. Segundo Phillips & Miller (1975).

Volume do Liquido Numero de Tempo para Atingir Tempo Total do Ciclo
(L) Recipiente 121° C (min) (min)
0,5 30 19 29
1.0 20 34 44
2,0 10 37 47
3,0 8 43 53
4,0 5 52 62
5,0 5 60 70
6,0 4 62 72

3
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TABELA 1.2. Tempo necessdrio para a esterilizagéio pelo método calor seco (com ar quente).

Temperatura (° C) Tempo de Esterilizag#o (h)
170 1,0
160 _ ' 2,0
150 2.5

140 : 3,0

Vapor sem pressdo (Tyndallizagio)

Consiste de uma caixa de metal com agua e uma fonte de aquecimento na parte inferior; a
esterilizacio é feita pelo calor liberado durante a evaporagio da dgua, que é posteriormente condensada.
Esse processo ¢ extremamente lento, mas pode ser empregado para a esterilizagfio de alguns meios que

sofrem hidrolise em tempe raturas elevadas.
Gases

A esterilizagfio por gases € recomendada para os materiais que nfio podem ser esterilizados por
outros métodos, como alguns equipamentos cirurgicos. Os gases empregados normalmente séo o 6xi-

do de etileno e o formaldeido. -

Filtragem

A filtragem ¢é utilizada para emulsdes e soluces que podem ser desnaturadas em altas tempe-
raturas como, por exemplo, solugBes de antibidticos e vitaminas. Existem dois tipos de filtro, os filtros
de profundidade, que permitem a filtragem de volumes maiores e os filtros de membrana, muito
eficientes, mas capazes de filtrar apenas pequenos volumes. Esses tltimos sdo os mais empregados
nos laboratérios de microbiologia. Existem porta-filtros, de diversos didmetros, mas os mais comuns
sdo os de 25 mm e 47 mm. Internamente sdo colocados os filtros e o conjunto € esterilizado. Para a
. filtragem de bactérias deve-se utilizar filtros com poros < 0,2 pm, de material compativel com o

solvente,

Radiagiio

A tadiacio, empregada nos processos de esterilizagdo, pode ser ionizante ou ndo ionizante ¢ a

sua eficacia depende da dose absorvida e do material a ser esterilizado.
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Radiacio ionizante

Inclui as particulas beta ou elétrons e as radiagBes eletromagnéticas, com radiacio gama ou
raios X. As doses de radiagdo sdo expressas em rad, que é equivalente a energia de absorcdo de 100
ergs/g, sendo normalmente expressas em Mrad (10° rad). A esterilizag@o por elétrons, conseguida
através de aceleradores, apresenta baixo poder de penetragciio dos elétrons e niio é empregada nos
estudos de microbiologia do solo no Brasil. Os raios ultravioleta s3o utilizados em desinfestagdes,
conforme exposto anteriormente, mas o seu uso em larga escala ¢ dificultado pelo baixo poder de
penetragfo. Os raios X s#io mais ulilizados nas inddstrias de alimentos e seu uso € limitado, pois
freqiiéncias diferentes podem ser necessdrias para eliminar microrganismos diferentes.

O método de esterilizaco por radiagiio mais utilizado na Area de microbiologia do solo é pelo
uso de raios gama, havendo diversos estudos sobre o seu emprego na esterilizagfio da turfa para
inoculantes. De um modo geral 2,5 Mrad sdo suficientes para matar os organismos mais resistentes
mas, no caso da turfa, diversos trabalhos indicam que pelo menos 5,0 Mrad sdo necessérios para se
conseguir um bom nivel de desinfestagio. Com o aumento da venda de inoculantes em turfa esteriliza-
da o emprego dos raios gama pode aumentar consideravelmente.

1.3.1.2. Desinfestaciio

Diversos produtos quimicos sfo utilizados para a desinfestagfo e os mais comumente empre-
gados sdo o 4lcool e o hipoclorito. Os hipocloritos sio efetivos contra bactérias em estado vegetativo,
esporos e fungos. As concentragdes normalmente empregadas na rotina do laboratério de variam de
1:40 a 1:100 (peso:volume) e, no caso de hipoclorito comercial (dgua sanitdria), as dilui¢des emprega-
das variam de 1:10 a 1:25. No Brasil, o dlcool é muito utilizado na forma comercial, que normalmente
apresenta uma concentragio de 90%.

Para a esteriliza¢fio de incubadoras ou ambientes fechados, o formaldeido pode ser utilizado,
embora cause irritagio nos olhos. Para a desinfestagio das bancadas de trabalho, pode-se empregar
desinfetantes domeésticos diluidos em dgua conforme as recomendagdes dos fabricantes.

1.3.2. Téenicas de Inoculagiio de Bactérias

Para que a inoculagfio ou semeadura de um meio de cultura seja bem sucedida, algumas regras
basicas devem ser obedecidas: a alga de platina precisa ser flambada antes e depois de cada inoculagio,
todo o material contendo meio de cultura deve ser aberto perto do bico de Bunsen, as bocas dos tubos
de ensaio devem passar pela chama do bico antes e depois da retirada do material e a tampa nunca deve -
ser colocada sobre o balcfio de trabalho, devendo ser mantida presa na altura do dedo minimo.

Inaculacio em tubos ou frascos com meio Hauido, semi-sdlido e sélido

A inoculaciio é feita pela transferéncia do indculo com alga de platina ou com pipeta para o
meio liquido. No caso da inoculagio em meio semi-sélido (com 1,8 a 2,0 g de dgar/L), a alca de
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platina ou ponta da pipeta sio introduzidas a uma profundidade de 0,5 a 1,0 cm de profundidade, para
as bactérias que precisam de uma pressio de oxigénio mais baixa. No caso de transferéncia para meio
s6lido (15 a 20 g de 4gar/L), preferencialmente inclinado, deve-se fazer estrias na superficie do meio

(Figura 1.9). No caso de bactérias anaerdbias, é recomendada a transferéncia profunda em meio sélido.

Inoculacao em placa com meio sélido

Também conhecida como técnica de esgotamento. Consiste em espalhar um indculo inicial de
modo sucessivo, de modo a obter coldnias isoladas, existindo basicamente dois tipos de riscagem de
placa (Figura 1.10). A riscagem da Figura 1.10a é mais mais utilizada em isolamentos iniciais e a
representada na Figura 1.10b é empregada na obtengiio de col8nias isoladas (Figura 1.11). Alguns
cuidados basicos recomendados para a riscagem representada na Figura 1.10b sdo: flambar a alga
depois de cada movimento, esfriando-a no dgar na extremidade das placas; as placas devem ser inver-
tidas antes da incubagfio, evitando a contaminago por goticulas de dgua que condensam na parte
interna da tampa da placa.

Inoculag8o por plagqueamento

Essa técnica € mais conhecida pela denominagio de “pour plate”, sendo utilizada para a obten-
¢do de culturas isoladas ou para a contagem de coldnias em placas. Uma aliquota de indculo liquido €
transferida para plab'as estéreis a,';EIri ségu_ida, 15mL a 20 mL de meio ‘sc'llido._furi‘dido (méintido a
temperatura de-40° C a 45° C) & colocado sobre o indeulo. As placas sd0 rodadas s_uavér_nente para

misturar o inéculo com o meio. Apds a solidificagdo, elas sdo invertidas e incubadas.

FIGURA.1.9. Inoculagdo em um tubo contendo meio s6lido.
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Método 1 Método 2

FIGURA. 1.10 Representag@o esquematica da riscagem em placas com me10o
sélido. A esquerda, a técnica mais utilizada em isolamentos
iniciais e a direita, a técnica recomendada para a obtengdo

de coldnias isoladas.

FIGURA 1.11. Coldnias isoladas obtidas pela técnica de semeadura em placa com meio

solido.

40



Segurangn, Equipamentos e Técnicas em um Laboratorio de Microbiologia do Solo

1.3.3. Microscopia
1.3.3.1. Microscadpio Gptico

Permite uma série de estudos, devido ao poder de resolugiio maior em relagdo ao olho humano
(Tabela 1.3)

Coloracfo do material para o microscépio 6ptico

O objetivo da coloragio nos microscépios épticos é o de melhorar o contraste dos espécimes, 0
que permite a diferenciaggo de diversos elementos histoquimicos, Alguns corantes empregados estdo
listados na Tabela 1.4,

TABELA 1.3. Comparagéo entre o tamanho de diversas particulas e o poder de resolucdo do olho
humano e dos microscopios.

Particula/Microscdpio Tamanho ou Poder de Resolucéo
Mitocondria 0,1-1,0 um
Membranas intracelulares : 5,0-10,0 nm
Molécula de hemoglobina ' - : 5,0 nm
Ribossomo citoplasmatico 19,0-26,0 nm
Olho humano 100,0-200,0 pm
Microscopio dptico 0,2- 0,4 um
Microscapio eletrénico 1,0 - 2,0 nm
Espessura de cortes para microseépio 6ptico 1,0-10,0 pm~

<100,0 nm-

Espessura de cortes para microscépio eletrnico -

TABELA 1.4. Coloragfio adquirida apds a preparaciio de tecidos com corantes empregados nos estu-
dos de microscopia dptica.

Corante Particula Cor
Azul de toluidina RNA roXo
DNA azul
polifosfatos ~ vermelho
acidos policarboxilicos vermelho
polifenois verde ou azul-esverdeado
lignina verde ou azul-esverdeado
Reagente de Schiff amido vermelho

polissacar{deos da parede celular
calose

vermelho
sem coloragio

celulose . sem coloragdo
Negro Sudéo (Sudan black) cuticulas preto

suberina preto

parede celular vermelho

amido vermelho
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_ No preparo de materiais para o microscdpio de transmissﬁo, sdo utilizados corantes contendo
metais pesados, tais como:

- acetato de uranil (uranyl acetate) - os tecidos séio colocados em uma solucgio saturada de acetato de
uranil por 20 a 40 min., sendo entfio lavados com dgua destilada;

- citrato de chumbo (lead citrate) - os tecidos séo colocados em uma solugfo aquosa a 0,2%, por 1 a 10
min., procurando-se evitar a contaminagio com CO, pelo uso de hidréxido de sédio (NaOH); apos
esse periodo, procede-se a lavagem com dgua destilada.

Nenhuma técnica preserva a natureza in vivo do material estudado, mas deve-se procurar man-
ter a sua estrutura. Para isso, natécnica de microscopia de varredura, deve-se procurar; estabilidade
mecénica, remogdo ou imobilizagdo da dgua e o direcionamento dos elétrons. Isso pode ser consegui-
do pela fixagio do material por congelamento, seguida por fixacfo, desidratagfio e revestimento. Os
procedimentos geralmente incluem: 1- a fixacio em glutaraldeido; 2- desidratagdo em etanol e/ou
acetona; 3- emprego do ponto de congelamento critico; 4- revestimento com um filme de metal pesa-
do, como ouro ou palddio. Certamente os que tiverem acesso a um microscopio eletrénico terdo acesso
também ao treinamento necessario, por isso ndo serdo dados mais detalhes.

Hoje, existem inimeras variagdes e centenas de estudos sobre microscopia Optica e eletrdnica,
alguns dos quais sdo citados a seguir:

- imunocitoquimica - consiste do uso de anticorpos marcados que atuam como reagentes especificos,
localizando determinados constituintes do tecido (os antigenos) in situ. Tém sido utilizados em
ensaios enzimdticos (peroxidade, fosfatase alcalina), localizaciio de particulas fluorescentes, etc.;

- marcagdo imunoldgica com ouro (immunogold labelling) - utiliza particulas de 5 mm a 20 nm de
didmetro, permitindo a visualizagfo em microscéopio eletrdnico;

- incremento, pela prata, da marcagéio imunoldgica com ouro (silver enhancement) - através de uma
segunda camada de prata, permite a visualizag@io das particulas do item anterior em microscépio
optico;

- uso de anticorpos monoclonais - uso de anticorpos que reconhecem somente um epitopo (epitope)
do antigeno sendo, portanto, bastante especificos. Essa técnica tem sido empregada para reconhecer
componentes especificos das bactérias, nddulos, etc. |

Mais detalhes sobre os topicos aqui descritos podem se obtidos em outros livros, como Gerhardt
et al. (198A4); Collins et al. (1989) e Ribeiro & Soares (1993).

1.4. Consideracdes Finais

Antes de iniciar um trabalho em um laboratorio de microbiologia, é essencial receber um trei-
namento sobre os principios basicos de funcionamento, incluindo seguranga, principais equipamentos
e técnicas utilizadas. As atividades poderdo ser, entfo, maximizadas, sem oferecer quaisquer riscos a

quem as conduz.
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