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PROCEDIMENTOS DE SEGURANCA

0 trabalho laboratorial em Virologia envolve trés tipos principais de risco que importa considerar. O risco quimico, o
risco bioldgico e o risco radiolégico. Quase todos os paises tém regras préoprias para abordar este tipo de questdes que
se colocam a experimentacdo laboratorial. Também os laboratérios onde o trabalho se desenvolve adotam praticas
apropriadas ao tipo de trabalho que ai se desenvolve.

N3io se pretendendo discutir em detalhe os procedimentos de seguranga legalmente exigiveis, apontam-se apenas
algumas regras gerais e praticas laboratoriais a ser adotadas.

Apesar de qualquer dos trés riscos indicados colocarem problemas especiais, que requerem precaugdes de tipo
diferente, existe um conjunto de precaug¢des e procedimentos de seguranca aplicaveis a todos e que deverao ser
observados no trabalho laboratorial do &mbito da imunologia.

As regras que adiante se listam constituem um quadro geral no qual os procedimentos especializados, decorrentes das
situagdes particulares que se indicam, deverdo ser enquadrados.

RISCO QUIMICO

Os produtos quimicos empregues nos ensaios biolégicos distribuem-se por diversos tipos associados a diferentes
riscos para o operador. Quando apropriado, os riscos conhecidos dos reagentes a empregar serdo indicados, devendo
entdo ser adotadas as regras especificas mais aconselhadas, como seja o uso de luvas ou 6culos, trabalho em hotte, etc.

As praticas previstas no ambito desta disciplina ndo fardo uso generalizado de reagentes perigosos ou de grande risco
conhecido para a Satide Humana.

RISCO RADIOLOGICO

De todos os riscos associados com os trabalhos de virologia, o mais emotivo, que ndo necessariamente o mais sério, é a
radioatividade. Ao contrario dos outros reagentes quimicos, os compostos radioativos, por este fato, ndo podem ser
vistos e sdo isentos de cheiro, ndo se manifestando os seus efeitos no imediato. As regras para a manipulacio de
produtos radioativos sio bastante mais rigorosas e tornam-se muito mais restritivas ao trabalho a desenvolver. As
exigéncias para manipulacdo destes produtos no trabalho, acrescem procedimentos particulares para a eliminagio
dos residuos e monitorizagdo das pessoas e ambientes envolvidos.

Os trabalhos a executar no ambito desta disciplina néo fardo uso de reagentes ou outros compostos radioativos.

RISCO BIOLOGICO

Todas as amostras de produtos bioldgicos devem ser consideradas potencialmente infeciosas, em particular as que
sdo provenientes do Homem, em que uma eventual barreira de espécie na transmissdo dos agentes infeciosos nio
existe. As outras espécies de animais nio mamiferos, potencialmente usadas nos trabalhos laboratoriais, ndo
representam qualquer ameaca significativa para as pessoas que trabalham nos laboratérios.

Em qualquer dos casos convém ter presente que as principais vias de transmissdo de infe¢ées ocorrem em golpes
abertos ou outras solug¢des de continuidade na pele das maos do operador, por picada com agulhas contaminadas ou
por inalagio de aerosséis. E por isto que é fortemente recomendado que, quando se trate de trabalho direto com
amostras bioldgicas, ndo existam golpes nas mados do operador que ndo tenham sido previamente protegidos e
convenientemente impermeabilizados.

0 trabalho a desenvolver nas praticas da disciplina ndo fara uso de soros ou outros materiais bioldgicos de origem
humana, caso em que precaugdes especiais teriam de ser tomadas para minimizar o risco de associado aos agentes
infeciosos transmissiveis pelo sangue humano, como os agentes da SIDA ou das Hepatites. Em todo o caso, é sempre
aconselhavel considerar todos os materiais biolégicos a empregar como potencialmente infeciosos para o operador e
adotar as praticas mais adequadas ao cenario do "pior caso".

Adicionalmente ha que considerar que o trabalho pratico decorrera no laboratério de Microbiologia, onde
microrganismos de diferentes tipos sdo manipulados por outras pessoas. A possibilidade de contaminacio das
superficies e outros materiais também devera ser considerada.

REGRAS

Para além dos riscos para o operador, que atras se referem, as experiéncias que se realizardo sido certamente novidade
para alguns dos estudantes, com experiéncia laboratorial limitada e rotinas de boas praticas laboratoriais ndo
estabelecidas. Importa, por isso, prevenir.

E boa pratica observar, cumprir e fazer cumprir as regras, procedimentos e comportamentos que se indicam:
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Bata

0 uso de uma bata comprida, limpa e devidamente ajustada ao corpo é indispensavel sempre que se opere em
laboratério. A bata protege o operador e o seu vestuario de eventuais acidentes. Idealmente a bata devera ser usada
apenas no laboratorio, sendo vestida a entrada e despida a saida. Desta forma, além de proteger o experimentador, a
bata minimiza o transporte de potenciais agentes infeciosos para o exterior do laboratoério.

Mdos

A entrada e a saida do laboratério é preciso lavar bem as maos com abundante 4gua e sabdo, também para minimizar
potenciais contaminagdes cruzadas. Dependente do tipo de produtos a manipular, o uso de luvas impermeaveis,
mascaras ou outras protecdes, podera ser exigivel. Mesmo quando normalmente nio recomendado, o uso de luvas
podera ser necessario em situacdes de solucdo de continuidade na pele das mios do operador.

Comer e beber

E expressamente proibido comer, beber, fumar, manipular lentes de contato ou aplicar cosméticos durante a execucio
de experiéncias laboratoriais. Usar sempre pipetas mecanicas, nunca pipetar com a boca. E aconselhavel adquirir o
habito de manter as mios longe da boca.

Bancada de trabalho

0 local de trabalho devera estar sempre devidamente limpo, para o que se impde proceder a limpeza da bancada antes
de iniciados os trabalhos, para ndo permitir a contaminacio das préprias experiéncias com microrganismos de
sessdes anteriores, e depois das manipulagdes terminadas para minimizar a potencial propagacdo de agentes
infeciosos contaminantes dos materiais bioldgicos com que se operou.

Livros e cadernos

S6 é permitido levar para a bancada o material de apoio estritamente indispensavel a execugio do trabalho, como o
protocolo experimental, um bloco de notas ou um caderno e um lapis. Todos os restantes pertences do operador,
como pastas, casacos ou sacos deverdo ser acondicionados em local préprio, antes de iniciada a experimentagao.

Materiais

Todo o equipamento e material de laboratoério amovivel, utilizado durante a experimentagio, devera ser reposto no
local indicado depois de concluida a sua utilizagdo. Particularmente os materiais que tenham contatado com amostras
de origem bioldgica ou infeciosa deverdo ser rejeitados em local proprio para descontaminagio.

Acidentes

Qualquer acidente devera ser de imediato reportado ao responsavel pela sessdo de trabalho. Liquidos ou outro
material bioldgico, inadvertidamente transferidos para fora dos contentores a que se destinam deverdo ser de
imediato desinfetados com o apoio do responsavel.

PLANEAMENTO

Nio iniciar qualquer experiéncia sem o conveniente planeamento. O conhecimento e compreensao prévios dos
procedimentos experimentais, grelhas adequadas para registo dos resultados e a efetiva disponibilidade de todos os
recursos materiais necessarios constituem elementos importantes para o sucesso das experiéncias. O tempo
"perdido” num planeamento inicial é largamente compensado pelo nivel da aprendizagem conseguido e pela
prevencio da necessidade de repeticdo de experiéncias eventualmente bloqueadas.

PROCEDIMENTOS GERAIS

Todos os procedimentos deverdo ser efetuados tendo em mente a minimizagdo da contaminacdo do material em uso e
a formacdo de aerossoéis ou respingos, numa perspetiva de prote¢io do préoprio operador e de terceiros. Mais
importante que um conjunto de regras a obedecer é a presenca de bom senso nos trabalhos a realizar. E muito
importante usar a cabega antes das maos.
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REGISTOS E RELATORIOS

E conveniente usar um bloco ou caderno para registo de todas as ocorréncias e dos resultados da experimentagio.
Sugere-se o uso de caderno de laboratdrio, de preferéncia com folhas nio amoviveis, para que nio sejam eliminadas
notas ou registos considerados irrelevantes na altura, como sucede com frequéncia quando se passam os
apontamentos "a limpo", mas de grande utilidade para consulta futura na elaboragio do relatério final ou para a
eventual repeti¢do da experiéncia. O rigor e pormenor dos registos efetuados durante a execucio do trabalho
experimental facilitardo a aprendizagem e a interpretacio dos resultados obtidos, em especial quando estes sdo
inesperados.

Um qualquer relatério de uma experiéncia laboratorial devera documentar de forma tdo completa quanto possivel o
procedimento executado e os resultados obtidos. Para além disso devera ser também objetivo do relator redigir um
documento compreensivel para o leitor e suscetivel de apoiar a eventual repeticio da mesma experiéncia em idénticas
condigdes. Para a elaboragio dos relatérios sugerem-se, como orientacio, as seguintes secoes:

Titulo Identificador do conteudo do relatdrio

Resumo Pequeno texto de que constem os objetivos almejados e as conclusées
obtidas

Objetivo Razio de ser do trabalho realizado

Introducdo Dados conhecidos que justificam a realizacdo da experiéncia relatada

Palavras-chave Termos diretamente relacionados com o trabalho

Material e reagentes | Listagem exaustiva do equipamento, reagentes e outro material usado

Protocolo Marcha geral dos procedimentos aplicados. Deverio ser relatados os
experimental procedimentos concretos executados, com referéncia a eventuais desvios
relativamente ao procedimento recomendado / descrito

Resultados Registo das observacdes efetuadas e dos dados recolhidos
Discussdo Comentario critico aos resultados obtidos
Conclusdo Descricdo do cumprimento ou incumprimento do objetivo, decorrente dos

resultados obtidos

Nota critica Comentario a globalidade da experiéncia, com recomendag¢des para a sua
repeticio ou outras consideradas adequadas

Bibliografia Referéncias consultadas ou utilizadas para a realizac¢do do trabalho

Dependente do tipo do trabalho executado, da forma do relatdrio e da sensibilidade do relator,
algumas das sec¢des descritas poderio ser fundidas, como "Resultados e discussdo” ou "Discussio e
conclusdes”, por exemplo
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TECNICAS LABORATORIAIS BASICAS EM MICROBIOLOGIA /VIROLOGIA

Os microrganismos sdo ubiquos. Podem encontrar-se no solo, no ar, na 4gua, na comida, nos esgotos e nas superficies
corporais, entre outros locais. Ou seja, existem por todo o lado a nossa volta, o nosso ambiente esta repleto de
microrganismos. Para estudar qualquer tipo de microrganismo é necessario separar estas popula¢ées mistas, de
forma a manipular no laboratério as chamadas culturas puras, culturas de uma tnica estirpe. No caso particular dos
estudos em virologia, em que os virus precisam de "meios de cultura vivos", é necessario dispor de culturas puras das
células hospedeiras para a propagacio de culturas puras de estirpes virais.

Para isolar e estudar os virus e os microrganismos em cultura pura, o experimentador necessita de alguns
equipamentos laboratoriais basicos e da aplicagio de técnicas especificas usando materiais particulares. Nas praticas
que aplicaremos no decurso desta disciplina, em que estudaremos virus infeciosos para bactérias (bacteriéfagos), ter-
se-a de recorrer as técnicas base de microbiologia/bacteriologia com utilizacdo dos equipamentos e materiais
especificos que se indicam:

Equipamento Autoclave e dispositivos de filtragdo estéril
Ansas e agulhas. Pipetas e micropipetas
Banhos de agua e estufas

Frigorifico

Fluxo laminar (conveniente)

Materiais Agua destilada de qualidade

Meios de cultura (bactérias)

Liquido

Semissdlido

Sélido

Tubos para cultura

Placas de Petri

MEIOS DE CULTURA

Uma das carateristicas exclusivas dos virus, que os diferenciam dos restantes seres vivos, reside na sua necessidade
de infetar células vivas para se propagarem. O substrato para o crescimento dos virus ¢, assim, uma célula hospedeira.
Os meios de cultura necessarios ao trabalho em virologia respeitam as células infetadas pelos virus em estudo.

A sobrevivéncia e o suporte de vida dos microrganismos dependem do fornecimento adequado de nutrientes e
convenientes condi¢des para o seu crescimento. Quanto aos nutrientes, grande parte dos microrganismos apenas
necessitam de substancia soliveis de baixo peso molecular, usualmente originadas pela degradacdo enzimatica de
outros nutrientes mais complexos. Uma solugdo contendo estes nutrientes é designada como meio de cultura. Em
geral, os meios de cultura sdo liquidos, semissdlidos ou s6lidos. Um meio liquido sem agente solidificante é designado
por caldo nutritivo. Um caldo nutritivo suplementado com um agente solidificante, usualmente o agar, origina um
meio sélido ou semissoélido. O agar é um extrato de algas marinhas, um carbo-hidrato complexo que contem
maioritariamente galactose e possui muito pouco valor nutritivo. O agar é muito adequado como agente solidificante
porque se liquefaz a cerca de 100°C e solidifica a 40°C. Devido a estas propriedades, os microrganismos, em especial
os patogénicos, podem ser cultivados a temperaturas da ordem dos 37°C sem receios de liquefacdo do meio
solidificado. Um meio de cultura bem solidificado exige uma concentragio de agar da ordem dos 1,5 a 1,8%. Uma
concentragdo inferior a 1% resulta num meio semissoélido.

A grande vantagem e utilidade dos meios sélidos e semissélidos em estudos de virologia residem no fato de as células
hospedeiras poderem ser imobilizadas, mantendo a sua viabilidade, e de as particulas virais verem reduzida a sua
capacidade de difusdo no meio. Tal como para o isolamento de colénias de bactérias na superficie do agar, também
nos meios solidos e semissolidos se podem isolar individualmente as estirpes virais em presenca.

Para além das necessidades nutritivas, varios outros fatores ambientais precisam de ser controlados para o sucesso
da cultura dos microrganismos e de suporte das infe¢des virais, como sejam o pH, a temperatura, o ambiente gasoso
ou a pressdo osmotica.

Um outro aspeto relevante das "culturas de virus" relaciona-se com as quantidades relativas de virus e células
hospedeiras no inicio da infecdo e da capacidade dos hospedeiros para suportar a propagacdo viral. Isto implica, com
frequéncia, dispor de células em fase de crescimento exponencial para que a infe¢do viral possa ocorrer com sucesso.
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ESTERILIZACAQ

A esterilizacdo é um dos pontos-chave para o sucesso do trabalho em virologia. Para trabalhar em condigdes de
esterilidade é fundamental o uso de material estéril e a aplicagdo de técnicas adequadas. A esterilizagdo é processo
pelo qual sdo eliminadas todas as formas de vida de qualquer meio ou material. As principais técnicas para a
esterilizacdo de rotina em laboratério sdo as seguintes:

Calor Calor seco (ar quente)

160°C a 180°C durante 1/2 hora a 3 horas

Material de vidro em vazio

Calor humido (vapor)

Circulacdo de vapor a 100°C. Esterilizacdo intermitente (solucdes termolabeis)

Autoclave. Vapor sob pressio, temperaturas acima dos 1002C (meios de cultura, solu¢des termo-

estaveis)
Filtracdo Membranas filtrantes com poros de 0,05 um a 0.8 pm
Remocdo de microrganismos de solugdes termolabeis por filtracdo
Produtos Oxido de etileno
quimicos Material de plastico

Beta-propiolactona
Tecidos vivos, materiais biolégicos

TUBOS DE CULTURA E PLACAS DE PETRI

Tubos de ensaio em vidro e placas de Petri em vidro e plastico constituem os principais suportes para o
desenvolvimento das culturas de microrganismos que suportam a propagacio dos bacteriéfagos a utilizar. Um meio
nutritivo adequado na forma de caldo nutritivo ou de agar é usado em tubos de ensaio, enquanto nas placas de Petri
apenas se usa meio s6lido. Um ambiente estéril é preservado nos tubos de cultura por varios tipos de tampas.
Historicamente é o rolhdo de algodio hidréfobo, desenvolvido por Schroeder e von Dusch no século dezanove. Hoje
em dia, a maior parte dos laboratérios usam tampas em forma de manga, em metal ou plastico resistente ao calor. A
vantagem destas tampas reside no fato de ndo exigirem tanto trabalho na sua preparacido e serem mais facilmente
removidas e reintroduzidas nos tubos durante a manipulacao.

As placas de Petri disponibilizam uma maior superficie para cultura e crescimento dos microrganismos. Sdo
compostas por uma base circular inferior, onde é colocado o meio e por uma tampa do mesmo formato e ligeiramente
maior que se encaixa na base. Existem placas de Petri de varias dimensdes para diferentes exigéncias laboratoriais. Na
rotina sdo usadas placas de cerca de 10 cm de didmetro. O meio nutritivo estéril, contendo agar, num volume de 15 a
20 mL é vertido nas placas quando ainda quente apds fusdo do agar e deixado arrefecer a temperatura inferior a 402C.
Depois de inoculadas com os microrganismos as placas sdo incubadas em posi¢do invertida para evitar que as gotas de
condensacdo, formadas na tampa durante o arrefecimento do agar, caiam sobre a superficie do agar.

A imobilizagio das bactérias e a dificuldade de difusio das particulas virais nos meios sdlidos associados a pequena
espessura do suporte permite identificar e isolar bacteriéfagos individuais, como se vera no decurso do trabalho
experimental.

INSTRUMENTOS PARA TRANSFERENCIA DE CULTURAS

Existe a necessidade de transferir os microrganismos de um meio de cultura para outros, desde culturas de
armazenamento e manutengdo para culturas de andlise, para o isolamento de fagos ou para a sua expansido em massa.
E o processo de subcultura que tem de necessariamente ser efetuado com técnica estéril para evitar potenciais
contaminacdes das subculturas.

As ansas e agulhas, usualmente fabricadas com metais inertes como a platina e inseridas em cabos proéprios para a
manipulagio, sdo instrumentos muito duraveis de facil utilizacdo. Sdo facilmente esterilizaveis no momento da sua
utilizacdo por incineracido a chama, numa posi¢do quase vertical até o metal ficar ao rubro. Importara depois deixar
arrefecer entre 10 a 20 segundos, fora da chama, mas na sua proximidade, onde a carga de microrganismos
ambientais viaveis é inferior. Depois de arrefecidos, para ndo inativar os microrganismos a transferir, podem ser
usadas para "picar” uma cultura so6lida ou liquida e inocular outro meio. Uma vez esterilizada, a ansa devera ser de
imediato utilizada antes de ser de novo colocada na bancada.

As pipetas sdo outros dos instrumentos de transferéncia de culturas de uso muito generalizado. Sdo calibradas e
permitem a transferéncia de quantidades de culturas liquidas preestabelecidas. Sdo de vidro ou plastico, com uma
extremidade afilada e outra para a aspiracdo e expulsdo do liquido que contenham. Podem ser esterilizadas por calor
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seco ou humido, conforme o tipo de material de que sdo constituidas. Apesar de tradicionalmente serem instrumentos

para "pipetar a boca" é proibido usar a boca para aspirar microrganismos. Existem auxiliares mecanicos disponiveis
para o efeito, como peras de borracha ou corpos de seringa que se adaptam na extremidade larga da pipeta.

As pipetas Pasteur, tubos de vidro ndo graduados com uma das extremidades afiladas sdo também de uso muito
frequente em estudos de virologia, também pela sua facilidade de esterilizagdo extemporanea.

CAMARAS DE CULTURA

Das condig¢6es para crescimento dos microrganismos, uma das mais relevantes é a sua temperatura 6tima de
crescimento. As estufas sdo usadas para a manutenc¢io da temperatura 6tima dos microrganismos em crescimento
durante o periodo de cultura. Sio caimaras em que a temperatura ambiente interior é controlada por termoéstato, para
que a mesma seja mantida dentro de limites apropriados para o crescimento celular. Usam em geral um sistema de
circulacdo de ar aquecido e, para evitar a desidratagdo dos meios em incubagio, deverdo conter também uma fonte de
vapor de dgua (um recipiente com agua no seu interior, quando ndo venham preparadas para o efeito de origem).

Os banhos de agua (banho-maria) com agua a temperatura controlada por termdstato constituem outro dos
instrumentos frequentemente empregues para a criagdo das condi¢des de temperatura 6tima de crescimento dos
microrganismos. O intimo contato da agua a temperatura controlada com o recipiente onde crescem os
microrganismos apresenta a vantagem de permitir uma mais rapida e eficaz transferéncia do calor. Além disso, os
banhos com agitacgdo facilitam também o arejamento das culturas, de grande importancia para o crescimento dos
microrganismos aerébios. A desvantagem do banho de agua reside no fato de s poder ser usado para as culturas em
meio liquido, ao contrario das estufas de ar, que servem tanto para culturas em meio liquido como em meio sélido.

Os virus porque s6 podem crescer em células que estejam em crescimento requerem, naturalmente, o mesmo tipo de
camaras de cultura usadas para os respetivos hospedeiros.

FRIGORIFICO

O frigorifico é outra das pecas fundamentais em laboratdrio de virologia. O ambiente de baixa temperatura que
disponibiliza é da maior relevancia para a manutengio e armazenamento das culturas celulares em fase de nio
crescimento entre os periodos de subcultura, para a manutencido das suspensdes virais e para a conservacdo dos
meios esterilizados e outros reagentes. Também as solugdes e compostos termolabeis tém periodos de conservagio
mais alargados quando armazenados a baixas temperaturas.
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METODOS DE ESTERILIZACAO

Esterilizagdo é um processo que elimina todos os organismos vivos que se encontrem a superficie ou no interior de
um material, podendo ser alcangado pela exposicdo do material a agentes letais fisicos ou quimicos ou, no caso dos
liquidos, pela separagdo mecanica dos organismos através de filtragdes. Existem muitas formas de esterilizar
materiais e meios, e a sua escolha depende da natureza dos materiais a serem esterilizados bem como da
disponibilidade de meios de trabalho.

A nogdo de esterilidade (estéril = infecundo) encontra-se frequentemente associada a duas outras: a de assepsia
(auseéncia de sepsis = putrefagdo) e a de desinfegdo (livrar da infe¢do). Estes significados literais correspondem, de
fato, as nog¢oes técnicas destas terminologias. Em microbiologia referimo-nos a esterilizagdo quando se pretende
impedir a propagacido de microrganismos; a assepsia quando se pretende trabalhar em ambiente desprovido de
microrganismos e a desinfecdo quando se aplicam técnicas destinadas a eliminar microrganismos potencialmente
patogénicos para o operador. A forma de eliminacdo da infecciosidade viral depende das carateristicas do virus em
causa.

Destas nog¢des, a adquirir no exercicio da experimentacdo que se desenvolvera na disciplina, importa considerar em
particular as técnicas que se utilizam em microbiologia para a eliminacido de microrganismos viaveis: a esterilizacdo.

ESTERILIZACAO PELO CALOR

A. Calor Hiimido

0 aparelho mais usado para esterilizar materiais e meios de cultura é a autoclave. As autoclaves trabalham a
semelhanca de panelas de pressdo domésticas. As autoclaves de laboratério operam normalmente sob uma pressao de
1,02 Bar a uma temperatura de 1212C. A autoclave esteriliza a maioria dos materiais em 15-30 minutos, sendo a
variacdo do tempo de esterilizagdo devida a relacdo superficie/volume dos materiais a serem esterilizados.

Aspetos da esterilizacdo por vapor-pressdo

Temperatura

Os endésporos das bactérias sdo as formas de vida mais resistentes ao calor, e a sua destruicdo pode ser conseguida se
for aplicado vapor sobre pressdo. Uma temperatura de 1212C oferece uma boa margem de seguranca se for mantida
durante um espaco de tempo apropriado.

Humidade

A coagulagdo do protoplasma bacteriano em temperaturas moderadas requer humidade e ha medida que esta é
removida a temperatura necessaria para haver coagulacdo aumenta rapidamente. Se o vapor for sobreaquecido ficara
mais "seco"” o que ocasiona um aumento da temperatura e do tempo de exposi¢do para a esteriliza¢do, que na situacdo
extrema de esterilizacdo em calor seco sera de 1702C durante uma hora. Em conclusio, vapor excessivamente quente
perde alguma da sua eficacia como agente letal para além de poder ser lesivo para os materiais a serem tratados.

Pressédo

A pressio, nos valores usados na autoclave, por si s6 ndo exerce qualquer efeito na esterilizacdo, sendo ttil para
elevar a temperatura do vapor acima dos 100°C.

Tempo

0 tempo é necessario para que o vapor tenha a oportunidade de penetrar e aquecer os materiais a serem esterilizados.
Mesmo quando as temperaturas de esterilizacdo sdo atingidas, os agentes virais ou microbianos nio sio todos mortos
de uma vez. A velocidade de morte é uma constante a uma dada temperatura e por cada unidade de tempo de
exposic¢do ao agente letal, uma proporgio que é constante para uma dada populacdo. Normalmente demora 11 a 12
minutos a 121°C (calor htimido) para matar os endésporos das bactérias termofilicas, os agentes mais resistentes nas
manipulagdes do dia-a-dia.

Purga

0 ar relativamente frio na cimara de esterilizagdo é muito mais pesado que o vapor a temperatura de esterilizagio. Se
ndo for permitida a saida do ar cria-se uma estratificacdo na autoclave que conduz a uma falta de uniformizagdo das
temperaturas desenvolvidas. Uma vez que o ar e o vapor sio lentos a misturarem-se, as diferencas de temperatura
entre camadas podem ser muito grandes, por isso a necessidade de se substituir todo o ar por vapor (purga).
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Natureza do carregamento

Geralmente, os materiais mais volumosos requerem um maior tempo de esterilizacdo, sendo preferivel esterilizar
pequenos volumes de cada vez, por exemplo é preferivel esterilizar 5 balGes de litro de cada vez do que esterilizar
apenas um baldo com cinco litros. Os frascos devem ser tapados com algoddo ou papel. Se for necessario usar tampas
roscadas, devem ir pouco apertadas para a autoclave de modo a permitirem a saida de ar e entrada de vapor,
evitando-se assim o rebentamento de frascos na autoclave.

B. Calor seco

O calor seco é usado para esterilizar material de vidro, outros materiais s6lidos termoestaveis e alguns componentes
de meios ou alimentos que ficariam impréprios se expostos ao vapor. Trata-se também de um dos métodos de
esterilizacdo mais usados e de muito ficil aplicacdo. O equipamento indispensavel é apenas uma estufa de alta
temperatura (160 - 2002C). Para além de ter de ser tida em conta a resisténcia térmica dos materiais a esterilizar por
esta técnica, a outra precaugdo a considerar prende-se com a minimizag¢do da possibilidade de contaminar esses
materiais depois da esterilizagio.

ESTERILIZACAQ POR GASES

0 recente incremento do uso de material de plastico de utilizacdo tinica ("disposable") como seringas, caixas de Petri,
tubos de cultura, filtros, etc., levou ao desenvolvimento de uma nova forma de esterilizacdo que usa gases toxicos para
a eliminacdo dos microrganismos de materiais termo-sensiveis. A aplicagdo desta técnica requer a utilizacdo de
equipamentos proprios que forcem a circulacdo do gas toxico através de todas as superficies dos materiais, o que a
torna de dificil utilizacdo em laboratdrios de tipo nio industrial.

0 o6xido de etileno é o gas usado com maior frequéncia neste tipo de esteriliza¢des. Este gas, ao contrario de muitos
produtos quimicos toxicos, é pouco corrosivo e ndo altera os materiais a serem esterilizados, sendo facilmente
removido por arejamento. As suas desvantagens incluem a necessidade de longos periodos de exposi¢do para se obter
a esterilizagdo (varias horas), a reatividade com componentes dos meios e certos tipos de plasticos e a necessidade de
equipamentos proprios e disponibilidade do gas, como se referiu.

RADIACOES

Alguns processos comerciais usam as radiacdes para a esteriliza¢do a frio de certos materiais como produtos
farmacéuticos, por exemplo. A irradiagio é o uso de radiacdes ionizantes de alta energia que incluem raios gama
produzidos a partir de cobalto-60 ou césio-139 e de raios catddicos produzidos em geradores e aceleradores de
eletrdes.

A irradiagdo com luz ultravioleta ndo é uma forma muito satisfatéria de esterilizagdo dada a sua fraca capacidade de
penetracio nos materiais e produtos a esterilizar. E, contudo, de utilizagio frequente na diminui¢io do nivel de
contaminacdo de espagos confinados, como salas estéreis ou pequenos ambientes, sendo particularmente tteis
também para a redugdo da infecciosidade viral devido as alteracdes induzidas no material genético das particulas
virais expostas.

FILTRACAOQ ESTERIL

0 principal método para a esterilizacdo de liquidos que contenham componentes termo-sensiveis tais como vitaminas,
proteinas séricas e antibidticos, por exemplo, é a filtracdo. Tradicionalmente os microbiologistas esterilizavam estes
produtos recorrendo a filtros feitos a partir de terra de diatomaceas e fibras de asbesto, previamente esterilizados em
autoclave. Presentemente estes filtros foram substituidos por filtros de acetato de celulose ou policarbonatos nos
quais os tipos de poros desenvolvidos permitem filtracées com elevados graus de precisdo. Existem atualmente
disponiveis no mercado filtros esterilizantes de varios poros e capacidades filtrantes. Os mais frequentes e, por isso,
mais acessiveis sdo filtros de poros de 0,45 pm ou 0,2 um de didmetro, que retém os microrganismos presentes nas
solugdes.

Para esterilizar uma solucio por filtragdo, ndo ha mais que passar essa solugdo através de um destes filtros pela
aplicacdo de uma pressdo positiva no liquido a filtrar (filtros de seringa, por exemplo) ou na rarefacdo do ar no
contentor que recebe o filtrado. Em qualquer dos casos esta técnica requer a recolha do filtrado em condig¢des de
assepsia para impedir a contaminacio do liquido esterilizado.
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Salvo raras exce¢des, a filtracdo estéril ndo retém as particulas virais. Ndo podendo ser considerado como método de
"esterilizacdo de virus". A filtragdo estéril é mesmo uma técnica frequentemente usada em virologia para a purificagdo
de suspensdes virais pela eliminagdo de bactérias potencialmente contaminantes.

DESINFETANTES E ANTISSEPTICOS

Muiltiplos reagentes quimicos sdo diariamente utilizados para controlo da disseminagdo de microrganismos. Os
produtos usados na "limpeza" de utensilios diversos, frequentemente demasiado téxicos para ser usados diretamente
no Homem, sdo chamados de desinfetantes. Os produtos que aplicamos na pele, com o mesmo objetivo de eliminar
eventuais microrganismos, sdo antissépticos.

Particularmente eficaz e muito ttil no laboratério, para eliminacdo de virus e microrganismos é a solugio de
hipoclorito de sédio (lixivia) com que se tratam os materiais de laboratoério apés exposi¢io a agentes infeciosos.
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BACTERIOFAGOS

Os virus diferem das bactérias por serem muito mais pequenos, de constitui¢cido nio celular e parasitas intracelulares.
Adicionalmente néo sio capazes de crescer em meios de cultura ndo vivos. Apesar disso é possivel estuda-los no
laboratério, detetando a sua presenca pelos efeitos que provocam nas células que infetam.

Existem virus com especificidade para diversos tipos de células, tanto eucaridticas como procarioticas. A estrita
dependéncia de células hospedeiras deve-se a sua incapacidade para sintetizar as enzimas necessarias aos
mecanismos da sua propagacido. Ao penetrarem nas células sido capazes de usar as enzimas do hospedeiro em seu
proéprio proveito.

0 estudo de virus que parasitam células vegetais ou animais exige recursos especificos para cultura de tecidos, sendo
estas técnicas em geral demasiado demoradas para execugido em aulas praticas do nivel que aqui se pretendem
desenvolver. Para além disso e apesar da especificidade para certos hospedeiros a utilizacdo de virus de eucariotas
exige cuidados de contengio bioldgica bastante apertados.

Os virus que parasitam as bactérias, os bacteriéfagos ou simplesmente fagos sdo de mais facil manipulacio, exigem a
aplicacdo de técnicas gerais de microbiologia, menos demoradas por via das rapidas taxas de crescimento das
bactérias usadas. O cuidado para o confinamento biolégico das experiéncias também ndo precisa de ser tdo apertado
como para o uso de virus eucariéticos.

Quando um fago infecta uma bactéria recetiva uma de duas coisas acontecera: a lise ou a lisogenia da bactéria. Quando
ocorre a lise 0 metabolismo da bactéria é reorientado para a sintese do DNA genémico do virus e das proteinas para
produzir as particulas fagicas maduras. Usado o material celular disponivel, a célula rebenta e liberta os viriGes
maduros, capazes de reinfectar novas bactérias que encontrem.

Os bacteriofagos que provocam a lise da bactéria sdo chamados de virulentos ou liticos. Quando a infecdo ndo conduz
a morte da bactéria, estabelece-se entre esta e o virus um relacionamento designado por lisogenia e o fago é
denominado de temperado ou lisogénico. Nestes casos o DNA do fago é integrado no cromossoma da bactéria e esta
cresce normalmente. Ocasionalmente uma destas bactérias entra em ciclo litico e liberta virides capazes de infetar
outras células.

A evidéncia visual da lise de uma bactéria é conseguida pela cultura da bactéria em meio sélido, em camada uniforme
e infecdo de algumas células com o bacteriéfago. A camada de bactérias, naturalmente opaca, apresenta circulos claros
correspondentes aos locais em que um fago infetou e destruiu a populagio de células vizinhas. Sdo as placas virais.
Nos casos de fagos lisogénicos, como sé algumas das bactérias entram em ciclo litico, estas placas sdo translucidas.
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PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

PIPETAGENS, SOLUCOES E DILUICOES

Introducio

O rigor nas dilui¢des a efetuar com alguns materiais bioldgicos e reagentes, no contexto de varios dos trabalhos
experimentais que aqui se incluem, é critico e fundamental para o sucesso e para a fiabilidade dos resultados.

Porque se observa com frequéncia alguma inabilidade inicial dos estudantes para a manipula¢do adequada das
micropipetas, para um raciocinio operacional sobre dilui¢des (em especial quando expressas em poténcias de 10) e
nas formas de preparar solu¢des tituladas, introduz-se este trabalho preliminar.

Material e reagentes

— Solucio saturada de azul-de-metileno
— Agua destilada

— Micropipetas diversas

— Microtubos

— Espectrofotémetro
Procedimento (por grupo

Dilui¢ées decimais
1. Marque microtubosde 1a 10
2. A partir da solugdo concentrada de azul-de-metileno proceda, as seguintes diluicdes sequenciais:

Tubo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Solvente (mL) 0 1,35 | 1,35 | 1,35 | 1,35 | 1,35 | 1,35 | 1,35 | 1,35 1,5
Corante (mL) 1,5 0,15 0 0 0 0 0 0 0 0

Solucdo precedente (mL) 0 0 0,15 | 0,15 | 0,45 | 0,15 | 0,15 | 0,15 | 0,15 0

Diluicdo (10%)

3. Completar o preenchimento da tabela acima com as dilui¢des em cada tubo.
Verifique os volumes relativos e registe as intensidades de cor observaveis nos diferentes tubos

5. Determine a absorvéncia das solucoes a 600-660 nm (ler da mais diluida para a mais concentrada, na mesma
cuvete. Amostra: branco de controlo).

Dilui¢ées centesimal

1. Marque tubos de ensaiode 1a 6
2. A partir da solugdo concentrada de azul-de-metileno proceda, as seguintes diluicdes sequenciais:

Tubo 1 2 3 4 5 6
Solvente (uL) 0 1500 1500 1500 1500 1500
Corante (uL) 1500 15 0 0 0 0
Solucdo precedente (uL) 0 0 15 15 15 0
Diluicdo (10%)

3. Completar o preenchimento da tabela acima com as dilui¢des em cada tubo.
Verifique os volumes relativos e registe as intensidades de cor observaveis nos diferentes tubos

5. Determine a absorvéncia das solu¢cdes dos tubos com niimero par a 600-660 nm (ler da mais diluida para a mais
concentrada, na mesma cuvete. Ultima amostra: controlo)

Diluigées de trés em trés

6. Marque tubos de ensaio de 1 a 10)
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7. A partir da solucdo concentrada de azul-de-metileno proceda, as seguintes dilui¢des sequenciais:

Tubo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 12
Solvente (mL) 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1,5
Corante (mL) 1,5 105 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Solug&o precedente (mL) 0 0 0505050505 |05]05]05]05 0

Diluig&o (10¥)

8. Completar o preenchimento da tabela acima com as dilui¢ées em cada tubo.

9. Registe as intensidades de cor observaveis nos diferentes tubos

10. Determine a absorvéncia das solu¢des dos tubos com niimero par a 600-660 nm (ler da mais diluida para a mais
concentrada, na mesma cuvete)

Dilui¢do unica (TPC)

— Considerando so trabalhos anteriores, desenhe um protocolo para a realizacdo de teste a diluicdes milesimais.

— A partir da solucdo concentrada de azul-de-metileno faca os calculos para proceder a preparagdo de 5 mL de cada
uma das seguintes solu¢des, indicando os volumes a usar:

a. Diluicdo de 5x 102
b. Diluicdo de 5x10-2

Preparacdo de solugées (TPC)

— Pretendendo-se obter 100 mL de cada uma das solugdes que se listam, indique as quantidades de produtos a
misturar para a sua preparagio no laboratério:

a. NaOHO,1N
b. SO4H20,1N
c. NaClo,1M

d. NaCl100 mM
e.

f.

Glicerol 10% (férmula C3HsO3)
Glucose 10% (férmula CsH1206)

g. Etanol 70% (férmula C2He02)
Pesos atomicos: H=1; C=12; 0=16; Na=23; S=32; Cl=35.
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Registo de observacdes e Resultados

Operador:

PIPETAGENS E DILUIC@ES
Data: __/_ [/

Tubo

Amostra

DO600nm/ mL

Concentragio calculada Observagoes

1

2

Diluicées decimais
w

Tubo

Amostra

DO600nm/ mL

Concentragio calculada Observagoes

Diluicoes centesimais
w

Tubo

Amostra

DO600nm/ mL

Concentragio calculada Observagoes

Diluicées de trés em trés
w

Amostra

DO600nm/ mL

Concentragio calculada Observagoes

5x102

5x10-2

Diluicées tinicas
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O30 €

SOLUGOES
Operador: Data: __/_ [/
Componentes Peso /volume
NaOH 0,1 N
(100 mL)
Componentes Peso /volume
SO4H2 0,1 N
(100 mL)
Componentes Peso / volume
NaCl 0,1 M (100
mL)
Componentes Peso /volume
NaCl 100 mM
(100 mL)
Componentes Peso /volume
Glicerol 10%
(100 mL)
Componentes Peso /volume
Glucose 10%
(100 mL)
Componentes Peso /volume
Etanol 70%
(100 mL)
Notas:
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CALIBRACAOQ DE PIPETAS

Introducdo

O rigor nas dilui¢Ges a efetuar com alguns materiais bioldgicos e reagentes, no contexto de varios dos trabalhos
experimentais que aqui se incluem, é critico e fundamental para o sucesso e para a fiabilidade dos resultados.

A utilizacdo frequente das pipetas disponiveis no laboratoério por estudantes sem experiéncia leva a utiliza¢ées
incorretas donde resulta que alguns dos volumes indicados nos visores nio coincidam com as quantidades medidas.
Neste contexto é importante conhecer a forma de calibrar as pipetas a usar.

Material e reagentes

Agua destilada
Micropipetas diversas
Microtubos, copos de boémia

Balanca de precisdo

Procedimento (por grupo

Ajuste de volume (5 uL)

N o vk w N

Utilize uma pipeta de 20 pL

Ajuste o indicador de volume aos 5 pL

Pipete, na balanga, para tubo calibrado 5 pL

Observe o peso indicado

Se superior aos 5 mg, reduza o volume indicado na pipeta e repita 3. e 4.
Se inferior aos 5 mg, aumente o volume indicado na pipeta e repita 3. e 4.

Quando a quantidade de dgua destilada pesada for de 5 mg, anote a indicacdo de volume que, na pipeta,
corresponde aos 5 pL.

Ajuste de volume (50 uL)

1.
2.

Utilize uma pipeta de 200 pL
Repita os passos do procedimento anterior (de 1. a 7.) para a massa de 50 mg (correspondente a 50 pL)

Ajuste de volume (500 uL)

1.
2.

Utilize uma pipeta de 1000 pL
Repita os passos do procedimento inicial (de 1. a 7.) para a massa de 500 mg (correspondente a 500 pL)

Calibragdo de pipeta (200 uL)

vk woN

NB

Mec¢a, na balanga, um volume de 10 pL para copo tarado. Anote o peso

Repita mais duas vezes esta determinacido

Repita os pontos 1 e 2 para os volumes de 20 pL; 50 pL; 100 pL; 150 pL e 200 pL
Faca médias de cada conjunto de trés pesagens homologas

Desenhe o grafico de calibracdo da pipeta, fazendo corresponder os volumes indicados no visor com os pesos
avaliados.

Os procedimentos para outros volumes ou outras pipetas sdo idénticos.
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Registo de observacdes e Resultados

A€

CALIBRACAO DE PIPETAS
Operador: Data: __/_ [/
Volume Peso 1 Peso 2 Peso 3 Média Observagoes
= 1uL
o
[a\]
g 2 uL
=
_; 5 uL
S
g 10 uL
=
G 15 pL
20 uL
Volume Peso 1 Peso 2 Peso 3 Média Observagoes
2 | 10
o uL
S
[N}
] 20 pL
Q
=
= 50 pL
<
g 100 pL
g =
=
E 150 pL
200 uL
Volume Peso 1 Peso 2 Peso 3 Média Observagoes
—
é 50 pL
S
=
100 pL
£
=
o 200 uL
<
3| 500 pL
£
= 750 pL
O
1000 pL
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Calibragio de pipeta
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CURVA DE CRESCIMENTO BACTERIANO

Introducdo

Como se sabe, as bactérias multiplicam-se por processos de fissdo binaria. Uma bactéria em crescimento metaboliza
os nutrientes disponiveis no meio, aumenta o seu tamanho e divide-se em duas. O tempo para uma bactéria se replicar
e formar dois individuos é o tempo de geragdo, carateristico da estirpe nas condi¢cdes de cultura aplicadas.

Um virus para se propagar precisa de infectar um hospedeiro metabolicamente ativo para poder utilizar os seus
mecanismos de replicagdo do genoma e de sintese das proteinas virais constitutivas dos virides.

Particularmente nos bacteriéfagos liticos, o seu estudo imp0de a utilizacdo de bactérias hospedeiras em fase de
crescimento. Importa, por isso, conhecer o perfil das curvas de crescimento destas bactérias para determinar o
momento em que a infe¢do com o virus devera ser desencadeada.

Neste trabalho determinar-se-a experimentalmente a curva de crescimento de uma bactéria E. coli a utilizar no
desenvolvimento dos trabalhos subsequentes.

Material e reagentes especificos

— Cultura recente de E. coli (ATCC 25250) em meio nutritivo (cultura de dia anterior)

— Soro fisiolégico estéril

— Placas de Petri com agar nutritivo

— Tubos de ensaio, contendo 5 mL de agar nutritivo semissolido (0,75%) fundido e em banho a 502C
— Tubos de ensaio esterilizados (10 mL minimo)

— Tubos de centrifuga esterilizados (cerca de 10 mL)

— Pipetas Pasteur esterilizadas

— Microtubos eppendorf esterilizados

— Micropipetas (200 e 1000) e respectivas pontas esterilizadas

— Espectrofotémetro do visivel (600 nm)

Procedimento (por grupo

1. Avaliar a DOsoonm da suspensdo bacteriana fornecida

N

Inocular 100 mL de meio nutritivo, previamente aquecido, com a suspensio bacteriana a concentracio final de
DOs00nm = 0.05

Incubar a 372C em banho ou cdmara com agitacio (cerca de 120 rpm)
Homogeneizar a suspensao

Tomar amostra de 4 mL. Avaliar a DOeoonm (diluir com meio se necessario)

3

4

5

6. Tomar 2 X 0.1 mL de suspensio

7. Espalhar uma das amostras na superficie de uma placa de agar nutritivo

8. Diluir a outra amostra 1:10 e espalhar 0.1 mL na superficie de outra placa de agar nutritivo
9. Incubar as placas em estufa a 372C durante uma noite

10. Repetir passos 5 a 10, de hora a hora até as oito horas de incubagédo

11. Observar as placas de agar nutritivo e contar as colénias desenvolvidas

12. Fazer grafico que relacione as leituras da DO com o tempo de incubacio

13. Calcular a concentragio de bactérias, determinada pelo nimero de coldnias reveladas, por mL de cada suspensido
14. Fazer grafico que relacione a concentragio de bactérias com o tempo de incubacido

15. Relacionar as DOsoonm determinadas com a concentragdo bacteriana das suspensdes analisadas
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CURVA DE CRESCIMENTO BACTERIANO - 2

Introducdo

Dado que as duas horas da sessdo laboratorial formal ndo sdo suficientes para a realizacdo integral da curva de
crescimento bacteriano, propde-se a realiza¢do deste trabalho para ilustrar a forma de estabelecer uma curva de
crescimento e tomar os dados necessarios a prossecucdo de trabalhos futuros.

Material e reagentes especificos

(idéntico a anterior)

Procedimento (por grupo

1. Avaliar a DOsoonm da suspensdo bacteriana fornecida (cultura recente “overnight”)
2. Inocular 20 mL de meio nutritivo, previamente aquecido, com a suspensio bacteriana a concentracio final de
DOsoonm = 0.05
3. Homogeneizar a suspensio
4. Tomar amostra de 2 mL. Separar
a. Avaliar a DOsoonm (diluir com meio se necessario). Registar valor
5. Tomar 2 X 0.2 mL de suspensdo
a. Espalhar uma das amostras na superficie de uma placa de agar nutritivo
b. Diluir a outra amostra 1:10 (adicionar 1,8 mL SF) e espalhar 0.2 mL na superficie de outra placa de agar
nutritivo
6. Incubara 37°C em estufa com agitacio (cerca de 120 rpm)
7. Repetir passos 3 a 5 de meia em meia hora.
8. Continuar a incubacio de todas as placas inoculadas em estufa com agitacdo a 372C durante uma noite
9. Observar as placas de agar nutritivo e contar as colénias desenvolvidas
10. Fazer grafico que relacione as leituras da DO com o tempo de incubacio
11. Calcular a concentragio de bactérias, determinada pelo nimero de coldnias reveladas, por mL de cada suspensdo
12. Fazer grafico que relacione a concentragio de bactérias com o tempo de incubacido
13. Relacionar as DOsoonm registadas com a concentragdo bacteriana das suspensdes analisadas
14. Calcular a absorgéo especifica da cultura bacteriana.
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PREPARACAQ DE SUSPENSAOQ VIRAL DE ALTO TITULO

Introducdo

Todos os virus sdo parasitas intracelulares obrigatorios e sdo incapazes de se propagar em meios nutritivos como
acontece com grande numero de bactérias e outras células. Cada tipo de virus requer um hospedeiro adequado para
se replicar. Ha virus que conseguem infectar diferentes tipos de hospedeiros e outros de maior especificidade para um
tipo particular de células.

Porque os virus ndo possuem as atividades enzimaticas necessarias as diferentes fases dos seus ciclos de replicacio,
estdo dependentes da atividade metabélica do hospedeiro para se propagarem. A célula infectada deve encontrar-se
em crescimento ativo com a inerente produgio de energia e macromoléculas utilizaveis pelo virus aquando da infegio,
para que esta possa ser produtiva.

No caso dos bacteriéfagos (="comedores de bactérias"), os hospedeiros nos quais se podem multiplicar sdo bactérias.
E necessario que a bactéria se encontre em crescimento exponencial para a efetividade da infe¢io. Se o crescimento
bacteriano ndo é 6ptimo na altura da infecdo, a replicacdo viral podera nio ocorrer ou ser muito reduzida.

Material e reagentes especificos

— Suspensio de bacteriéfago litico de E. coli — Tubos de ensaio esterilizados (10 mL minimo)

— Cultura recente de E. coli em meio nutritivo — Tubos de centrifuga esterilizados (12 mL)

(fase exponencial) — Pipetas Pasteur esterilizadas

— Soro fisioldgico estéril — Microtubos eppendorf esterilizados

— Placas de Petri com agar nutritivo — Micropipetas (200 e 1000) e respectivas pontas

— Tubos de ensaio contendo 5 mL de agar esterilizadas
nutritivo semissélido (0,75%) fundido e em
banho a 502C

Procedimento
NB

Cada grupo executa o ensaio com duas dilui¢cdes de virus
1. Identificar o material a utilizar no trabalho:
a. 2X7Tubos eppendorf (de 1a 7)
b. 7 Placas de Petri com agar nutritivo (de 1 a 7) e identificar: nome do grupo, data e experiéncia

2. Nos microtubos preparar diluicdes decimais seriadas da amostra do bacteriéfago a amplificar, uma amostra nio
diluida e um controlo negativo, conforme ao esquema:

Tubo # 1 2 3 4 5 6 7

Amostra inicial 200 pL 100 pL - - - - -

Diluicdo anterior - - 100 pL 100 pL 100 pL 100 pL

Soro fisiolbgico - 900 pL 900 pL 900 pL 900 pL 900 pL 900 pL

Diluicdo final 100 101 10-2 103 104 10-5 0
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16.

NB

Em microtubo esterilizado misturar:
a. 0,3 mL de cultura bacteriana em crescimento exponencial
b. 0,1 mL de cada diluicdo de bacteriéfago
Misturar no vortex e incubar em banho-maria a 372C durante 5 minutos
Adicionar o contetdo a 5 mL de agar semissoélido no estado liquido a 50°C
Misturar e verter de imediato na superficie de uma placa de agar nutritivo
Homogeneizar e deixar solidificar a temperatura ambiente (15 a 20 minutos)
Incubar em estufa a 372C durante 24 horas (conservar no frigorifico até a sessio seguinte)
Repetir passos 3 a 8 para cada diluicdo.

. Observar as placas e registar as observacoes

. Escolher a primeira cultura que contenha as placas do virus confluentes

. Com auxilio de uma pipeta Pasteur dobrada remover a camada de agar semissdlido para tubo de centrifuga
. Adicionar 5 mL de soro fisiolégico e homogeneizar por aspiracdo com pipeta

Repartir a suspensio por microtubos

. Centrifugar 5 minutos.

a. Repetir centrifugacido se o sobrenadante nio estiver limpido
Tomar o sobrenadante e conservar em frigorifico a 4°C

a. Senecessario proceder a filtragio estéril - 0,22 nm ou 0.45 nm

Esta amostra sera a fonte de virus para os trabalhos subsequentes.
Cada grupo responsabiliza-se pelo seu material.

Virologia 2017/18
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ISOLAMENTO DE PLACA VIRAL

Introducdo

Nos trabalhos de virologia, em particular quando se manipulam agentes resultantes de recolhas do ambiente, ndo é
garantido que esteja presente apenas uma espécie viral. E frequente neste tipo de trabalhos observar-se a formacao

de placas virais de carateristicas diferentes (dimensao, transparéncia, p. ex.) correspondendo a estirpes virais de tipo
diferente.

Neste trabalho preparar-se-a uma suspensio uniforme de virus, isolando um tipo dos restantes.

Material e reagentes especificos

— Placa de Petri com placas virais isoladas — Pipetas Pasteur esterilizadas

— Cultura recente de E. coli em meio nutritivo — Microtubos eppendorf esterilizados
(fase exponencial)

— Soro fisiolégico estéril esterilizadas

— Caixas de Petri com agar nutritivo

— Micropipetas (200 e 1000) e respectivas pontas

Procedimento
1. De uma caixa de Petri com placas virais selecionar uma bem isolada e marcar posi¢do na caixa.
2. Com pipeta Pasteur aspirar um “plug” de agar contendo a placa viral selecionada
3. Transferir o “plug” de agar para dentro de 500 pL de SF em microtubo
4. Homogeneizar com micropipeta aspirando e expirando o “plug”
5. Identificar e marcar 5 X 2 microtubos e cinco placas de agar contendo meio nutritivo
6. Nos microtubos preparar diluicdes decimais seriadas da amostra do bacteridfago, conforme ao esquema:
Tubo # 1 2 3 4 5
Amostra inicial 200 pL 100 pL - - -
Diluicdo anterior - - 100 pL 100 pL
Soro fisiolbgico - 900 pL 900 pL 900 pL 900 pL
Diluicdo final 100 101 10-2 103 0
7. No outro conjunto de microtubos esterilizados misturar:
a. 0,3 mL de cultura bacteriana em crescimento exponencial
b. 0,1 mL de cada diluicdo de bacteriéfago
8. Misturar no vortex e incubar em banho-maria a 372C durante 5 minutos
9. Transferir a totalidade do contetido de cada tubo para a superficie do agar da respetiva caixa
10. Com espalhador (pipeta Pasteur duas vezes dobrada) espalhar uniforme e completamente até a absorgdo
completa.
11. Repetir para todas as dilui¢Ges
12. Incubar em estufa a 372C durante 24 horas (conservar no frigorifico até a sessio seguinte)
13. Observar as placas de Petri e registar as observacoes
a. O controlo valida o ensaio (auséncia de placas virais)
b. Observar caixa de Petri com placas virais isoladas e registar presenca ou nio de placas de tipos
diferentes
Virologia 2017/18 29
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TITULACAOQ DE SUSPENSAQ DE BACTERIOFAGOS
- FORMACAOQ DE PLACAS

Introducdo

Diversas técnicas em virologia requerem o conhecimento preliminar da concentracio viral das suspensdes a usar.
Importa conhecer o numero de unidades infeciosas por unidade de volume da suspensao.

Em cada ciclo de uma infe¢do com bacteriéfago litico, cada bactéria infectada produz varias particulas virais que se
libertam para o meio exterior na sequéncia da morte do hospedeiro. Cada uma destas particulas virais tera capacidade
para infectar uma nova bactéria a que se ligue.

Quando a infe¢do ocorre em meio semissolido, as particulas virais que se libertam apenas podem infectar as bactérias
vizinhas devido a sua difusdo retardada pelo meio gelificado. Por cada bactéria inicialmente infectada observar-se-a,
apos cultura adequada, um espaco na cultura confluente de bactérias, correspondente aos locais em que as bactérias
foram destruidas pelos virus (placa de lise).

A concentragio de virus na suspensio original, determinada pelo nimero de unidades formadoras de placas (pfu,
plaque-forming units), pode ser calculada usando a seguinte férmula:

Numero total de placas virais

Concentragio viral =
Volume usado X Fator de diluicdo

Material e reagentes especificos

— Suspensio de bacteriéfago litico de E. coli (T4) preparado no trabalho anterior

— Cultura recente de E. coli em meio nutritivo (dia anterior)

— Soro fisiolégico estéril

— Placas de Petri com agar nutritivo

— Tubos de ensaio contendo 5 mL de agar nutritivo semissélido (0,75%) fundido e em banho a 502C
— Tubos de ensaio esterilizados (10 mL minimo)

— Microtubos eppendorf esterilizados

— Micropipetas (200 e 1000) e respectivas pontas esterilizadas
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Procedimento

1. Em microtubos estéreis, identificados de 1 a 9, preparar as seguintes dilui¢des decimais do fago:

Tubo # 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Amostra inicial 100pL | - - - - - - - -
Diluicdo anterior - 100 pl, | 100l | 100pL | 100l | 100pL | 100pL | 100pL | -

Soro fisiolégico 900 pL | 900pL | 900pL | 900puL | 900 pL | 900puL | 900puL | 900 puL | 900 pL

Diluicdo final 101 10-2 103 104 105 10-6 107 108 Controlo

2. Emmicrotubo esterilizado misturar:
a. 0,3 mL de cultura bacteriana em crescimento exponencial
b. 0,1 mL de cada diluicdo de bacteriéfago
c.  Misturar no vortex e incubar em banho-maria a 372C durante 5 minutos
3. Adicionar a totalidade do contetido a 5 mL de agar semissélido no estado liquido a 502C
a. Misturar e verter de imediato na superficie de uma placa de agar nutritivo
b. Homogeneizar e deixar solidificar a temperatura ambiente (15 a 20 minutos)
c. Incubar em estufa a 37°C durante 24 horas (conservar no frigorifico até a sessdo seguinte)

4. Observar as placas de Petri e contar o nimero de placas virais em trés placas de Petri consecutivas com placas
virais contaveis

a. Registar as observacdes e os resultados.

5. Calcular o titulo da suspensdo inicial em pfu/mL para cada dilui¢do avaliada
a. Estabelecer o titulo da suspensio viral inicial por média dos valores encontrados
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TITULACAO DE SUSPENSAQ DE BACTERIOFAGOS
- DILUICAOQ LIMITE

Introducdo

Inoculando diversas culturas liquidas de bactérias hospedeiras com dilui¢des crescentes da suspensio viral em
estudo, atinge-se um ponto a partir do qual ndo mais é possivel detectar particulas virais. Determinando a dilui¢do da
suspensdo que ainda contem pelo menos uma particula viral é possivel calcular a concentragio da suspensao inicial.

Material e reagentes especificos

— Suspensdo de bacteriéfago litico de E. coli (T4)

— Cultura recente de E. coli em meio nutritivo (dia anterior)
— Soro fisiolégico estéril

— Tubos de cultura contendo 5 mL de agar nutritivo liquido
— Microtubos eppendorf esterilizados

— Micropipetas (200 e 1000) e respectivas pontas esterilizadas

Procedimento

1. Em microtubos estéreis, identificados de 1 a 12, preparar as seguintes diluicdes decimais:

Tubo # 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 [11 |12
Amostra inicial (uL) 150 | 100 | - - - - - - - - -

Diluigio anterior (uL) | - - 100 | 100 | 100 | 100 | 100 [ 100 [ 100 [ 100 [ 100 | -
Soro fisiolgico (uL) 900 | 900 | 900 | 900 | 900 | 900 | 900 | 900 | 900 | 900 | 900
Diluigao final 101 | 102 [ 105 | 104 | 105 | 106 [ 107 | 108 | 109 | 1000 | 10m | SO

2. Em microtubo esterilizado misturar:
a. 0,3 mL de cultura bacteriana em crescimento exponencial
b. 0,1 mL de cada diluicdo de bacteriéfago
c. Misturar no vortex e incubar em banho-maria a 372C durante 5 minutos

3. Marcar adequadamente os tubos de ensaio contendo 5 mL de meio de cultura liquido
a. Inocular cada tubo com a totalidade de cada suspensdo bacteriana infectada.
b. Misturar no vortex.

c. Incubar em banho-maria com agitacdo (ou em incubadora com agita¢do) a 37°C durante 24 horas
(conservar no frigorifico até a sessdo seguinte)

4. Observar a turvagdo das culturas
a. Registar as observacoes
5. Calcular o titulo da suspenséo inicial

a. Comparar criticamente com o titulo calculado pela técnica de formacao de placas
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CURVA DE CRESCIMENTO DE UM BACTERIOFAGO LITICO

Introducdo

0 aspeto tipico de uma curva de crescimento de bactérias mostra um crescimento constante do niimero de individuos
na fase exponencial, que decorre durante um determinado periodo de tempo correspondente a geracoes sucessivas de
individuos. Por esgotamento dos nutrientes no meio ou pelo desenvolvimento de outras condi¢des adversas (pH,
acumulacdo de produtos toxicos, etc.), o crescimento bacteriano é inibido.

A replicacdo de um virus litico na bactéria desenvolve-se num tinico passo conducente a morte do hospedeiro e
libertagdo dos fagos para o meio envolvente. Este fendmeno que ocorre numa tinica célula infetada pode ser
demonstrado numa populagido de microrganismos se todos os individuos forem infetados ao mesmo tempo.

A multiplicidade de infe¢do - MOI (multiplicity of infection) é um conceito que relaciona o numero de particulas virais
infeciosas usadas para infetar um determinado nimero de células hospedeiras. Uma MOI de 1.0 corresponde a uma
situa¢do de uma particula viral infeciosa por célula.

Neste trabalho determina-se o perfil de crescimento de um bacteriéfago litico.

Material e reagentes especificos

— Suspensio de bacteriéfago litico de E. coli (T4) preparado no trabalho anterior

— Cultura recente de E. coli (ATCC 25250) em meio nutritivo (dia anterior)

— Soro fisiolégico estéril

— Placas de Petri com agar nutritivo

— Tubos de ensaio contendo 5 mL de agar nutritivo semissélido (0,75%) fundido e em banho a 502C

— Tubos de centrifuga (10 mL minimo), Microtubos eppendorf, Micropipetas (200 e 1000) e pontas esterilizadas

Procedimento (cultura de virus)

Inocular frasco erlenmeyers contendo 50 mL de meio nutritivo com 2 mL de cultura bacteriana recente.

N

Incubar a 372C, sob agitacio, até crescimento exponencial (O processo demora entre 3 a 5 horas até que a cultura
comece a duplicar a sua densidade - crescimento exponencial).

Avaliar a DO da suspensio bacteriana
Avaliar a quantidade de bactérias existentes em 10 ml de suspensido
Tomar 10 mL de cultura para cada um de dois tubos de centrifuga estéreis (Tubos 1 e 2)

3
4
5
6. Adicionar suspensio viral suficiente para atingir uma MOI de 5a 10 no tubo 1
7. Adicionar igual volume de meio de cultura LB ao tubo 2
8. Incubar 372C durante 5 minutos
9. Centrifugar 1500 rpm X 5 minutos. Decantar os sobrenadantes para tubos estéreis
10. Preservar sobrenadante de tubo 1 e conservar a 42C
11. Conservar o sedimento bacteriano seco a 42C para a aula seguinte
12. Ressuspender o sedimento de cada tubo com 20 mL de meio de cultura pré-aquecido.
13. Transferir a suspensio de cada tubo para frascos Erlenmeyer
14. Incubar a 37°C sob agitac¢do
15. Tomar assepticamente as amostras seguintes ao tempo 0 (zero):
a. Da cultura bacteriana inoculada com virus (tubo 1):
i. Amostra de 1 mL de suspensdo. Ler a DOsoo. Registar leitura.
il. Amostra de 0,5 mL de suspensdo. Conservar a 42C
b. Da cultura bacteriana nio inoculada com virus (tubo 2):
i. Amostra de 1 mL de suspensdo. Ler a DOsoo. Registar leitura.

16. Repetir passo 15 de cada 15 minutos até ao fim da aula
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Procedimento (revelacio)
1. Material bioldgico necessario conservado a 4°C:
a. Sobrenadante da cultura inicial dos virus
b. Uma amostra de suspensio bacteriana de tempo 0 (zero)
c. Uma amostra de suspensdo bacteriana de cada tempo recolhido

2. Face a quantidade de virus e bactérias inicialmente utilizados calcular as diluicoes a fazer para cada caso
3.  Proceder a diluicdo de cada amostra a estudar de acordo com o seguinte esquema e em fungdo da diluigdo
maxima necessaria:
Tubo # 1 2 2 2 2 N
Soro fisiolégico 900 pL 900 pL 900 pL 900 pL 900 pL 900 pL 900 pL
Sobrenadante (sessdo anterior) 100 pL - - - - - -
Diluicdo anterior - 100 pL 100 pL 100 pL 100 pL 100 pL
4. Selecionar de cada amostra as trés diluicdes para inocular nas bactérias
5.  Em eppendorfs esterilizados:
a. 300 pL de suspensdo bacteriana recente
b. 100 uL da dilui¢do da suspensdo viral em estudo
c. Homogeneizar
6. Repetir passo 5 para todas as amostras a testar
7. Incubar os tubos a 372C durante 5 minutos
8. Pipetar a totalidade do contetido de cada eppendorf para tubo de ensaio contendo agar semissolido liquefeito e

aquecido a 50°C
9. Rolar o tubo entre as maos para homogeneizar
10. Verter de imediato na superficie de uma placa de agar nutritivo previamente marcada
11. Homogeneizar e deixar solidificar a temperatura ambiente (15 a 20 minutos)
12. Incubar em estufa a 372C durante 24 horas (conservar no frigorifico até a sessio seguinte)

13. Repetir procedimentos de 8 a 12 para todas as amostras selecionadas.

14. Observar as placas de Petri e contar o nimero de placas virais

15. Registar as observagoes e os resultados

16. Calcular a média do niimero de particulas virais por mL de cada sobrenadante inicial
17. Preparar a curva de crescimento do bacteriéfago.

18. Determinar o periodo de explosio (burst size)
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CURVA DE CRESCIMENTO DE UM BACTERIOFAGO LITICO - PROCESSO SIMPLIFICADO

Material e reagentes especificos
(IDENTICOS AOS DA TECNICA ANTERIOR)

Procedimento (cultura de virus)

Avaliar a DO de cultura de E. coli de dia anterior

Calcular o niimero de bactérias presentes em 5 mL de cultura

Medir 5 ml de cultura bacteriana para cada um de dois tubos Falcon de 20 mL (tubos 1 e 2)
Adicionar ao tubo 1 suspensao viral até uma MOl de 5a 10

Adicionar ao tubo 2 meio de cultura em volume igual ao da suspensio viral acrescentada ao tubo 1
Incubar a 37.2C durante 10 min

Centrifugar a 1500 rpm X 5 min

Decantar sobrenadantes e reservar para avaliagdo posterior

O O N WD e

Suspender os precipitados bacterianos de cada tubo com 50 mL de meio de cultura pré-aquecido a 37.2C
10. Transferir para erlenmeyers

11. Incubara 37.C com. Agitacdo

12. De 30 em 30 minutos:

a. Tomar amostra de 1 mL de cada cultura.

b. Avaliar DO. Registar.

c. Tomar amostra de 200 a 500 uL do tubo 1. Conservar a 4°C.

13. Continuar a recolha de amostras até a observagio de crescimento evidente no tubo 2 e paragem de crescimento
no tubo 1.
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Procedimento (revelacio dos titulos virais

1. Material bioldgico necessario conservado a 4°C:

a. Sobrenadante da cultura inicial dos virus (passo 8. do procedimento anterior)
b. Amostras de suspensio da cultura infetada a cada tempo recolhido

w N

maxima necessaria:

Face a quantidade de virus e bactérias inicialmente utilizados calcular as diluicoes a fazer para cada caso

Proceder a dilui¢ido de cada amostra a estudar de acordo com o seguinte esquema e em fungio da diluicdo

Tubo # 1 2 2 2 2 N
Soro fisiolégico 900 pL 900 pL 900 pL 900 pL 900 pL 900 pL 900 pL
Sobrenadante (sessdo anterior) 100 pL - - - - - -
Diluicdo anterior - 100 pL 100 pL 100 pL 100 pL 100 pL
4. Selecionar de cada amostra as trés diluicdes correspondentes a aproximadamente 10, 100 e 1000 placas virais,
para inocular nas bactérias
5.  Em eppendorfs esterilizados:
a. 300 pL de suspensdo bacteriana recente
b. 100 uL da dilui¢do da suspensdo viral em estudo
c. Homogeneizar
6. Repetir para todas as amostras a testar
7. Incubar os tubos a 372C durante 5 minutos
8. Pipetar a totalidade do contetido de cada eppendorf para tubo de ensaio contendo agar semissolido liquefeito e
aquecido a 50°C. Homogeneizar
9. Verter de imediato na superficie de uma placa de agar nutritivo previamente marcada
10. Homogeneizar e deixar solidificar a temperatura ambiente (15 a 20 minutos)
11. Incubar em estufa a 37°C durante 24 horas (conservar no frigorifico até a sessio seguinte)
12. Observar as placas de Petri e contar o nimero de placas virais
13. Registar as observagoes e os resultados
14. Calcular a média do niimero de particulas virais por mL de cada sobrenadante inicial
15. Preparar a curva de crescimento do bacteriéfago.
16. Determinar o periodo de explosio (burst size)
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REVELACAOQ DE VIRUS VEGETAL (TMV)

Introducdo

0 TMV (Tobacco Mosaic Virus) é um virus simples helicoidal, de genoma a RNA de cadeia simples que infecta as
plantas do tabaco e do tomateiro além de outros tipos de plantas. Foi o primeiro virus a ser identificado, purificado e
cristalizado e é dos virus mais estudados. A infe¢do viral causa lesdes localizadas nas folhas, dando-lhes um aspecto
heterogéneo (mosaico), podendo também causar infe¢io sistémica se transmitido a planta inteira. Devido a existéncia
de uma parede celular rigida (celuldsica) nas células vegetais, a infecdo s6 pode estabelecer-se quando ocorre rotura
nessa parede, na presenca do virus infecioso.

Neste trabalho pretende-se pesquisar a presenga de TMV em produtos comerciais de tabaco por abrasio das folhas da
planta.

Material e reagentes especificos

— Vasos com plantas do tabaco em crescimento (1 por grupo)

— Produtos de tabaco comerciais (cigarros, charutos, tabaco de cachimbo), de diferentes fabricantes.
— Almofariz e pistdo

— Soro fisiolégico

— Areia fina

— Algodao esterilizado (bolas)

Procedimento

1. Identificar o vaso de cada grupo

2.  Pendurar uma pequena etiqueta em cada um de dois ramos da planta, marcadas com controlo e teste

3. “Pisar” uma porgdo de tabaco (um cigarro desfeito) no almofariz com uma pequena porgio de soro fisiolégico
4. Aspergir soro fisioldgico numa das folhas do ramo marcado como controlo.

5. Espelhar uma pequena porg¢io de areia muito fina sobre a folha molhada

6. Embeber uma bola de algodio com soro fisiologico

7. Esfregar ligeiramente a folha da planta com o algodido

8. Repetir os passos 4. e 5. numa folha do ramo marcado como teste

9. Embeber uma bola de algoddo com o macerado de tabaco preparado

10. Esfregar ligeiramente a folha da planta com o algodio

11. Cuidar da manutencio da planta

12. Observar semanalmente as folhas utilizadas no ensaio

13. Registar as observacoes efetuadas
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ISOLAMENTO DE BACTERIOFAGO SELVAGEM (TRABALHO FINAL AUTONOMO)

Introducdo

Como parasitas intracelulares obrigatorios, os virus encontrar-se-do nos mesmos ecossistemas naturais onde se
desenvolvem os seus hospedeiros.

Os coliformes sdo bactérias que se encontram em grandes quantidades no trato intestinal dos mamiferos, pelo que é
de esperar encontrar bacteriéfagos de E. coli na matéria fecal ndo tratada ou em insectos que a povoem.

E objetivo desta experiéncia demonstrar a presenca de fagos liticos de E. coli, em dejetos de mamiferos e capacitar os
estudantes para a realizacdo de um trabalho auténomo em Virologia.

Material e reagentes especificos

— Matéria fecal, macerado de moscas, etc. — Estufa de incubagido a 37°C

— Meio de cultura TYG (1% triptona; 0.5% — Soro fisioldgico estéril

extrato de levedura; 0,2% glucose) — Placas de Petri com agar em TYG

— Cultura recente de E. coli (JF335) em meio — Tubos de ensaio contendo 5 mL de agar nutritivo

TYG (dia anterior) semi-sélido (0,75%) fundido e em banho a 50°C
- Cultura} recente.: de E. coli (JF417) em meio — Tubos de ensaio esterilizados (10 mL minimo)
TYG (dia anterior)

— Microtubos eppendorf esterilizados
— Banho-mariaa 502C e a 42°C ] ) )
— Micropipetas (200 e 1000) e respectivas pontas

esterilizadas

Procedimento sugerido

Enriquecimento
1. Tomar “uma noz” de matéria fecal, 50 mL de fluido recolhido do esgoto nio tratado (doméstico, de exploragdo
pecuaria ou outro) ou uma duzia de moscas domésticas.!

2. Homogeneizar e macerar o material sélido em 25 mL de soro fisiolégico.
Tomar amostra de cerca de 25 mL de material liquido ou pastoso

3. Centrifugar 5000 rpm X 10 minutos. Recuperar sobrenadante.
4. Repetir centrifugagio até sobrenadante limpido.
5. A 20 mL de suspensdo limpida adicionar:

a. 2,5mL de LB 10X concentrado
b. 2,5 mL de cultura de E. coli recente
6. Incubar a 37°C durante 24 horas (guardar no frigorifico até a sessdo seguinte, se necessario)

Clarificagcdo

1. Centrifugar 20 mL de suspensdo a 5000 rpm X 10 minutos. Recuperar o sobrenadante

Repetir a centrifugacdo até a clarificacdo do sobrenadante

Esterilizar sobrenadante, por filtracdo (usar seringa e filtro de 0,22 nm) até colmatagio do filtro

Homogeneizar todas as amostras

SR

Conservar a 4°C

! Tratar o material recolhido do esgoto como potencialmente infecioso para 0 homem. Usar luvas e evitar o contato direto.
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Amplificagdio de virus

Preparar uma suspensio viral de alto titulo

Isolamento de virus
Se a observacdo for evidente a existéncia de diferentes tipos de placas virais (opacidade e dimensdes), selecionar
apenas um tipo e amplificar
Titulagdo
Titular as suspensdes obtidas, tentando reportar aos niveis de contaminacdo do material biolégico inicialmente
utilizado.
Curva de crescimento do virus

Estabelecer a curva de crescimento do virus isolado.
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APENDICE - MEIOS DE CULTURA (FORMULAS)

Meio de cultura LB (stock)

LB 10X:
Bacto-triptona 100g
Extrato de levedura 50g
NacCl 100 g
H20 destilada até 1000 mL
pH 7,5.

Autoclavar. Conservar estéril a 4°C.

Meio LB liquido
Meio LB 10X 100 mL

Agua destilada estéril 900 mL

Conservar estéril a 4°C.

Agar LB semi-sélido

Meio LB liquido 1000 mL
Agar 75g

Autoclavar. Distribuir assepticamente por placas de Petri. Conservar a 4°C.

Agar LB nutritivo
Meio LB liquido 1000 mL

Agar 758

Autoclavar. Distribuir assepticamente por placas de Petri. Conservar a 42C.

Carlos Sinogas
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