Ministério da Educacao
Instituto Federal de Educacgdo, Ciéncia e Tecnologia da Paraiba

REGULAMENTO DAS ATIVIDADES PRATICAS DESENVOLVIDAS NAS
UNIDADES EDUCATIVAS DE PRODUCAO, LABORATORIOS DE ENSINO
PARA A SAUDE E LABORATORIOS DE HABILIDADES EM MEDICINA
VETERINARIA DO IFPB, CAMPUS SOUSA

Sousa-PB
2023



REGULAMENTO DAS ATIVIDADES PRATICAS DESENVOLVIDAS NAS
UNIDADES EDUCATIVAS DE PRODUCAO, LABORATORIOS DE ENSINO
PARA A SAUDE E LABORATORIOS DE HABILIDADES EM MEDICINA
VETERINARIA

Dispde sobre o regulamento interno das
atividades  praticas, nas unidades
educativas de produgao e dos laboratorios
de ensino para a saude e de habilidades
em medicina veterinaria do Instituto
Federal da Paraiba (IFPB), Campus
Sousa, incluindo deveres,
responsabilidades e  procedimentos
operacional padrao.

CAPITULO 1
DOS OBJETIVOS E DEFINICOES

Art. 1°. O presente regulamento visa definir regras e condutas a serem observadas
durante a utiliza¢ao das Unidades educativas de produgdo, Laboratdrios de ensino para a
saude e de habilidades em medicina veterinaria do IFPB, Campus Sousa, almejando a
realizagdo de procedimentos praticos assertivos que previnam ou minimizem a ocorréncia
de acidentes durante as atividades realizadas nestes ambientes, bem como, orientar
servidores, discentes e demais usuarios sobre as normas de funcionamento.

Art. 2°. As Unidades educativas de producdo (UEP) possibilitam vivéncias
praticas referentes ao manejo de produgdo, reproducdo e manutengdo de animais de
producao.

Art. 3°. Os laboratorios sdo destinados a realizagdo das atividades praticas que
permitam aos discentes experenciarem situagdes que simulem a pratica profissional.

Art°. 4°. Sdo objetivos gerais do Regulamento:

I. Apresentar a docentes, discentes e técnicos as normas bdsicas definidas
institucionalmente para o acesso e utilizagdo dos laboratdrios e unidades produtiva, com
vista a realizag@o de aulas praticas e/ou de momentos de estudos, em conformidade com
padrdes de biosseguranca.

II. Informar aos usuarios, em particular aos servidores e discentes, sobre a postura
e principais procedimentos a se adotar nos ambientes, visando prote¢cdo dos mesmos.

III.  Proporcionar,  prioritariamente, a  realizagdo de  atividades
praticas/pedagogicas, para o desenvolvimento das disciplinas dos Cursos de Graduacao e
Pos-Graduacdo do IFPB, Campus Sousa, ofertadas pelo docente e/ou servidor
responsavel pelo ambiente;



IV - Apoiar as atividades de pesquisa, ensino e extensao devidamente cadastradas
nas Pro-reitoras pertinentes, vinculadas ou ndo a Programas de Iniciacdo Cientifica da
Pesquisa e Extensdo, com a anuéncia do responsdvel pela unidade produtiva ou
laboratério do IFPB, Campus Sousa;

V - Possibilitar o aprimoramento da producdo cientifica dos Cursos da Area de
Saude, Agraria e afins do IFPB.

§ 1° Para execucdao dos objetivos propostos sdo determinados Procedimento
Operacional Padrao (POP) das Unidades Educativas de Producdo e dos Laboratérios de
Ensino para a Saiude e de Habilidades em Medicina Veterinaria, conforme este
regulamento.

§2°. Esta disposto na forma de Anexo a este Regulamento os Procedimentos
Operacional Padrao das Unidades Educativas de Produgdo e dos Laboratorios de Ensino
para a Saude e de Habilidades em Medicina Veterinaria do IFPB, Campus Sousa.

CAPITULO 11
UNIDADES EDUCATIVAS DE PRODUCAO

Art. 5°. As unidades educativas de produgdo servem a comunidade académica para
o atendimento das demandas educacionais referentes aos cursos do IFPB, Campus Sousa,
bem como permitem a extensdo de servigos a sociedade externa do IFPB, garantindo
assim a inser¢do do discente precocemente em atividades praticas, de forma integrada e
interdisciplinar.

Art. 6°. As unidades existentes no IFPB, Campus Sousa, sao:
I - Bovinocultura;
II — Ovinocultura;

1T — Suinocultura.

CAPITULO III
LABORATORIOS DE ENSINO PARA A SAUDE

Art. 7°. Os Laboratorios de ensino para area de saude permitem a capacitagdao dos
discentes nas diversas competéncias desenvolvidas em diferentes fases dos cursos do
IFPB, Campus Sousa;

Art. 8°. Sdo enquadrados como laboratorios de ensino para saude:

I - Laboratorio de Anatomia Animal;

IT - Laboratorio de Microbiologia Veterinaria;

IIT - Laboratério de Parasitologia Veterindria;

IV - Laboratdrio de Imunologia e doengas infecto-contagiosas;

V - Laboratério de Anatomia Patoldgica, histopatologia e citologia;

VII - Laboratoério de Biologia Molecular;



VI - Laboratoério de Informatica.

CAPITULO IV
LABORATORIOS DE HABILIDADES EM MEDICINA VETERINARIA

Art. 9°. Os Laboratérios de Habilidades sao ambientes de aprendizagem,
direcionados para o desenvolvimento de habilidades técnicas do servigo e da pratica da
profissional vinculados com o exercicio profissional, seus principios normativos,
organizativos e direcionais.

Art. 10°. Dispde de materiais permanentes e de consumo disponiveis para atender
as atividades praticas, além de normas de funcionamento, utilizagdo e seguranca,
divulgadas em locais estratégicos.

Art. 11°. S@o cendrios de préatica especializados que priorizam a ampliacdo do
conhecimento teorico-pratico do Curso, dentro do contexto sociocultural da comunidade
em que estao inseridos.

Art. 12°. S3o classificados como laboratorios de habilidades em Medicina
Veterinaria:

I - Laboratério de Microbiologia Veterinaria;

IT - Laboratorio de Parasitologia Veterinaria;

IIT - Laboratério de Imunologia e Doengas infecto-contagiosas;

IV - Laboratorio de Anatomia Patologica, Histopatologia e Citologia;
V - Laboratério de Patologia Clinica Veterinaria;

VI - Clinica Médica de Pequenos Animais;

VII - Clinica Cirtrgica de Pequenos Animais;

VIII - Clinica Médica de Grandes Animais;

IX - Clinica Cirurgica de Grandes Animais;

X - Laboratério de Reproducdo Animal,

XI - Laboratério de Diagnostico por Imagem em animais de grande e pequeno
porte.

CAPITULOV

DOS DEVERES DOCENTES, DISCENTES E TECNICOS, NOS
LABORATORIOS DE ENSINO PARA AREA DE SAUDE,
LABORATORIOS DE HABILIDADES EM MEDICINA VETERINARIA E
UNIDADES BASICAS DE SAUDE

Art. 13°. Sdo deveres dos docentes:

I - Cumprir e fazer cumprir o regulamento do setor, as normas e as rotinas
enquanto estiverem no mesmo realizando as praticas;



IT - Respeitar a prioridade de uso do setor pelos professores nas atividades de
ensino da graduagaio;

IIT - Responsabilizar-se pelos discentes, bolsistas € monitores sob sua supervisao
durante as praticas;

IV - Responsabilizar-se por manter a ordem do ambiente, bem como, zelar pelos
equipamentos durante o uso das dependéncias;

V - Orientar e acompanhar as praticas desde o inicio das atividades para evitar
tumulto dos alunos;

VI - Registrar os procedimentos nas fichas de atendimento e/ou livros de registro;

VII - Orientar os alunos quanto a toxicidade das substincias que serdo utilizadas
nas aulas praticas, as medidas de seguranca e os procedimentos em caso de acidente;

VIII - Orientar os alunos quanto ao descarte correto dos materiais;

IX - Orientar os alunos quanto aos riscos de manuseio com os pacientes atendidos
nas aulas praticas e nas atividades de pesquisa e extensdo, encaminhando em caso de
acidentes o aluno ao atendimento médico no Campus Sousa, para que sejam tomadas as
devidas providéncias.

Art. 14°. Sao deveres dos discentes:

I - Cumprir e fazer cumprir o regulamento do setor, as normas e as rotinas
enquanto estiverem no mesmo realizando as praticas;

IT - Providenciar material de uso individual necessario para desenvolvimento de
atividades de ensino, de acordo com os procedimentos operacionais padronizados (POP)
dos setores;

IIT - Manter o material individual em bom estado e em condi¢des de higiene,
priorizando boa apresentagdo durante as atividades desenvolvidas nos setores;

IV - Portar-se com respeito para com os pacientes e proprietarios que participam
das atividades de ensino, pesquisa e extensdo, bem como, para com o0s colegas e
professores;

V - Manter ordem, a limpeza e a seguranga nas dependéncias dos setores;

VI - Responsabilizar-se pela conserva¢do dos equipamentos e materiais
disponiveis para as praticas;

VII - Manter tom de conversa adequado nos setores;
VIII - Utilizar de maneira correta os equipamentos e materiais disponiveis;

IX - Nao utilizar equipamentos sem autorizagdo de docente ou técnico
responsavel;

X - Manter o ambiente organizado e limpo apds o término das praticas realizadas;
XI - Nao ingerir alimentos durante atividades nos setores;

XII - Respeitar colegas, professores, pacientes e proprietarios durante as
atividades realizadas nos laboratoérios;

XIIT - Nao jogar materiais bioldgicos ou reagentes quimicos nas pias e
vasos sanitarios que possam contaminar o meio ambiente. Fazer o descarte dos residuos
bioldgicos conforme instrucdes recebidas pelo professor das disciplinas;



XIV - Tirar fotos do local e/ ou de procedimentos sem permissao do responsavel
pela atividade;

XV - Publicar fotos que envolvam pacientes e procedimentos clinicos/ cirargicos
em redes/midias sociais.

Art. 15°. Sado deveres dos técnicos:

I - Cumprir e fazer cumprir o regulamento, as normas e a rotina estabelecida pelo
responsavel pelo setor;

IT - Preparar com antecedéncia os materiais necessarios a pratica laboratorial;

IIT - Acompanhar presencialmente todas as atividades desenvolvidas no setor
quando requisitado pelo professor responsavel pela atividade;

IV - Orientar professores, alunos e visitantes sobre as normas de utilizagdao do
setor;

V - Utilizar e solicitar o uso dos EPI’s (Equipamentos de Protecdo Individual)
fornecidos pelo IFPB, Campus Sousa;

VI - Zelar pela limpeza, seguranca e organizacdo do setor, manutencdo dos
moveis, equipamentos em geral e materiais de consumo;

VII - Dar o devido destino aos residuos gerados (quando houver) apos as
atividades no setor;

VIII - Comunicar ao responsavel pelo laboratorio sobre qualquer anormalidade
constatada no setor;

IX - Nao fornecer a chave do laboratério a alunos ou permitir que 0os mesmos
permanegam no recinto sem a autorizagdo de docente ou membro responsavel pelo setor;

X - Nao permitir que servidores de outros laboratérios, que ndo tenham qualquer
tipo de relagdo com o setor, permanecam no recinto sem acompanhamento ou autoriza¢ao
do responsavel,

XI - Manter sempre o prédio fechado enquanto ndo ha atividades ocorrendo nos
laboratorios.

CAPITULO VI
DAS OBRIGACOES GERAIS

Art.16°. Qualquer dano que ocorra a equipamentos ou moveis deve ser
comunicado imediatamente ao coordenador do Hospital Veterinario (quando ocorrer nos
Laboratorios de Microbiologia Veterinaria, Parasitologia Veterinaria; Laboratorio de
Imunologia e doencas infecto-contagiosas; Laboratorio de Anatomia Patoldgica,
histopatologia e citologia,Laboratorio de Biologia Molecular, - Laboratério de Patologia
Clinica Veterinaria; Clinica Médica de Pequenos Animais; Clinica Cirargica de Pequenos
Animais;Clinica Médica de Grandes Animais, Clinica Cirurgica de Grandes Animais;
Laboratério de Reproducdo Animal; Laboratorio de Diagndstico por Imagem em animais
de grande e pequeno), ao coordenador do Curso de Bacharelado em Medicina Veterinaria
(quando ocorrer no Laboratério de Anatomia Animal), ao coordenador do Curso de



Agroecologia (quando ocorrer no laboratério de informatica), ao Coordenador de
Producao, Pesquisa e Extensao ( quando ocorrer nas UEPs); para que possam ser tomadas
as devidas providéncias, realizando o levantamento sobre as perdas e danos.

Art. 17°. E proibida a retirada de qualquer tipo de material do prédio sem prévia
autorizagao do diretor administrativo do Campus Sousa.

Art. 18°. E proibido prética de fumar e ingerir bebidas alcodlicas ou
entorpecentes;

CAPITULO VII
DAS DISPOSICOES FINAIS

Art. 19°. Uma vez tomados os cuidados necessarios mencionados neste
regulamento, tanto o professor coordenador do setor, quanto os professores que o
utilizardo, bem como as coordenacdes do Curso de Medicina Veterinaria, Coordenacao
do Hospital Veterinario e Coordenagdo de Agroecologia e o IFPB, Campus Sousa ficam
isentos da responsabilidade em qualquer tipo de acidente que venha a ocorrer pelo mau
uso dos materiais ou equipamentos manuseados pelos alunos.

Art. 20°. Os casos omissos neste regulamento serdo analisados pelo Conselho
Diretor do Campus Sousa.



B INSTITUTO FEDERAL | campus

Paraiba Sousa

ANEXO

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO
(POP)

UNIDADES EDUCATIVAS DE PRODUCADO,
LABORATORIOS DE ENSINO PARA A
SAUDE E LABORATORIOS DE HABILIDADES
EM MEDICINA VETERINARIA
CAMPUS SOUSA/UNIDADE SAO GONCALO

VERSAO 1.0
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PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO (POP):
Manejo na sala de ordenha da UEP de Bovinocultura do IFPB-Campus Sousa/Unidade S&o
Gongalo.

SETOR: BOVINOCULTURA

IFPB PROCEDIMENTO Estabelecido em: 02/06/2023
CAMPUS SOUSA/UNIDADE OPERACIONAL PADRAO | Revisado em: JUN/2025
SAO GONCALO VERSAO: N° 01

ATIVIDADE: Ordenha das vacas lactantes da UEP de Bovinocultura do IFPB-Campus Sousa/
Unidade S&o Goncalo.
OBJETIVO: Orientar os funcionarios da UEP de Bovinocultura, do IFPB-Campus Sousa/ Unidade
Sao Gongalo, sobre a ordenha das vacas em lactacdo com cuidados adequados, proporcionando a
obtencédo de maior quantidade e qualidade do produto produzido e quanto a utilizagdo da maquina
e equipamentos da ordenha de modo eficiente e seguro.
EXECUTANTE: Servidores e colaboradores habilitados, e estagiarios das UEP’s do IFPB-Campus
Sousa/ Unidade S&o Goncalo.
ABRANGENCIA: Este POP restringe-se ao uso de maquinas e equipamentos para realizacéo de
atividades laborais nas dependéncias da ordenha/sala de resfriamento de leite na UEP de
Bovinocultura do IFPB-Campus Sousa/ Unidade S0 Gongalo.
PROCEDIMENTO:

1. Checar se esta tudo em ordem para iniciar a ordenha: quantidade suficiente de produtos par

pré e pos-dipping, funcionamento do equipamento de ordenha.

2. Verificar se h& pontos criticos onde o animal possa se machucar ou desviar sua atencao
durante a passagem na sala de ordenha: pedacos de pau, pedras, mangueira, fezes e pocos
de &gua.

3. O ordenhador deve estar atento a certos sinais apresentados pelas vacas, como por
exemplo: olhos fundos, pelos arrepiados, diminuigcdo na ingestéo de alimentos, parada da
ruminacdo, queda na producédo de leite e alteracdes na urina ou nas fezes (muito mole,
muito seca, ou com sangue) que podem ser indicativos de problemas de satde. Comunique
imediatamente o responsavel técnico.

4. Verificar a limpeza do local.

5. Nasalade ordenha deve estar presente SOMENTE o ordenhador e o auxiliar. Evite barulhos
e conversas desnecessarias durante este processo.

6. Cheque se o local de ordenha esta preparado para receber as vacas.

7. Realize as ordenhas sempre nos mesmos horarios. A ordenha da manha deve iniciar as 6h
e a tarde as 13h30min, conforme cronograma de aulas.

8. Conduza as vacas da sala de espera para a de ordenha com calma, sem bater nos animais,
nem correr e nem gritar.

9. Respeite a formacgdo da linha de ordenha. Ordenhe na seguinte sequéncia: primeiro as
vacas sadias, seguido das com mastite subclinica, finalizando com os animais com mastite,
de acordo a lista afixada na sala de ordenha.

10. Ordenhe primeiro as vacas em boas condi¢des de salde e deixe para o final as vacas com
problemas.
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11.

12.

13.

14,

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22,

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

Acomode as vacas no local de ordenha, ndo grite, ndo bata, nem empurre as vacas para
gue elas se posicionem. Tenha paciéncia.

Utilize instrumentos de apoio como bandeirinhas e cotonetes para auxiliar na conducao e
acomodacao das vacas. E proibido usar paus, instrumentos de choques ou qualquer outro
objeto que possa agredir os animais.

Tenha mais cuidado com vacas recém-paridas e mais reativas. Nao se arrisque. Tenha
conhecimento para decidir qual a melhor decisdo de manejo para estes animais.

Se julgar necessario, amarre as pernas das vacas mais agitadas. Nao utilize a corda para
bater ou ameacar o animal. Assegure que a vaca esteja bem contida para iniciar as acdes
de ordenha.

Lave os tetos com agua corrente somente quando estiverem sujos, ndo molhe o Ubere.

Faca a vaca perceber sua presenca nesse momento, conversando com ela. Sinalize a sua
presenca antes de tocar em seu teto.

Faca o teste da caneca de fundo preto para o diagndstico de mastite clinica, cheque teto
por teto, retirando 3 jatos de leite para cada teto na caneca.

No caso do resultado do teste ser positivo, comunique o responsavel para que este inicie o
protocolo de tratamento referente a mastite.

Se o teste der negativo, continue a ordenha. Realize o pré-dipping.

Utilize o copo aplicador sem retorno contendo desinfetante e faca imerséo de todo o teto na
solucdo. Tome cuidado para ndo aplicar somente nas pontas dos tetos.

Inicie a aplicacdo do produto nos tetos mais distantes e depois nos mais proximos. Aguarde
30 segundos antes de realizar a secagem.

Enquanto aguarda o tempo de agdo do desinfetante, comece a fazer o teste de caneca de
fundo preto e o pré-dipping em outras duas vacas, conforme os itens 11, 12, 13, 14 e 15.

Termine estes procedimentos e retorne a primeira vaca para realizar a secagem dos tetos.

Seque os tetos um a um, utilize papel toalha descartavel. Em seguida, passe para a
segunda, finalizando o pré-dipping dela.

Trabalhe de 2 em 2 vacas, até que todos os animais estejam com o pré-dipping devidamente
realizado.

Em seguida, acople as teteiras. Ndo demore mais que 2 minutos para acoplar as teteiras ao
Ubere da vaca ap0s a pré-dipping.

Para colocar a teteira, faca o bloqueio da saida de vacuo de cada teteira, antes de fixa-la.
Para isso, dobre levemente a mangueira de vacuo. Assim que colocar a teteira libere-a
saida e passe para outra, até acoplar todo o conjunto.

Ajuste bem as teteiras para evitar a entrada de ar.

Ao terminar de fixar todas as teteiras em um lado da ordenha, comece a preparar a nova
bateria de vacas do outro da ordenha, de acordo com os itens de 6 a 18.




BEE INSTITUTO FEDERAL | campus

Paraiba Sousa

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

Depois de preparar todas as vacas do outro lado da sala para ordenha (teste da caneca de
fundo preto e mastite) retorne ao primeiro lado.

Caso todas as teteiras ainda ndo estejam liberadas, monitore aquelas que ndo foram e
verifique se sera necessaria alguma ajuda extra com estas vacas (como vacas que prendem
o leite ou falhas nos extratores automaticos de teteiras).

Tenha cuidado com a sobre (tempo de ordenha menor que o ideal) e/ou super (tempo de
ordenha maior que o ideal) ordenha. Caso diagnostique qualquer um desses casos, avise
imediatamente ao responsavel.

O tempo ideal de uma ordenha/vaca sera dependente da sua producdo de leite. Como
auxilio: visualize o fluxo do leite que passa pela teteira, identificando se o fluxo ja diminuiu
o suficiente ou finalizou.

ApOs retirada completa do conjunto de teteiras, realize imediatamente a desinfeccao dos
tetos (pds-dipping). Comece dos tetos mais distantes para os mais préximos. Aplique a
solucdo cuidadosamente em todo o teto e ndo apenas na sua ponta.

A partir deste momento, a vaca j& esta pronta para ser liberada da sala de ordenha.

Libere as vacas da sala de ordenha calmamente.

Se alguma vaca defecar ou urinar durante a ordenha, utilize um rodo ou pa e empurre (ou
puxe) os dejetos para a calha de drenagem. Lave o local apenas no intervalo entre as
baterias de ordenha.

Realize a limpeza das instala¢des e dos equipamentos imediatamente apos a ordenha.

Para a lavagem e desinfeccdo de equipamentos de ordenha mecanizada siga sempre as
instrucdes do POP Higienizag&o da ordenhadeira.

Apéds cada ordenha deixe as instalacdes e todos os equipamentos, materiais e utensilios
preparados para o inicio da proxima.

As aplicacbes de medicamentos e outros tratamentos ndo devem ser feitos na sala de
ordenha. Defina um local adequado para esses tratamentos, com boas condi¢cGes de
seguranca para 0s animais e para o0s responsaveis pelo trabalho.

Forneca alimento para as vacas logo apos elas sairem da sala de ordenha.

1.

2.

CUIDADOS GERAIS:

Utilizar vestimenta adequada.

Solicitar a saida de pessoas ndo autorizadas nas proximidades da sala de ordenha e
equipamento.

Os equipamentos e maquinas da UEP de Bovinocultura do IFPB, Campus Sousa/ Unidade
Sao Gongalo, podem ser manuseados somente por funcionéarios habilitados.

Os participantes devem estar em condi¢cbes adequadas de higiene, deve-se evitar o
consumo de alimentos e fumo (fumar) durante a ordenha.
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ACOES DE NAO CONFORMIDADE: A falta de execucdo desses procedimentos deve ser
informada a chefia imediata e comunicada ao executante por meio de documento formal.

ELABORADO POR:

COMISSAO DE ELABORACAO DE POP DAS
UNIDADES EDUCATIVAS DE PRODUGAO ANIMAL:
PORTARIA:206/2023

APROVADO POR:

FRANCISCO ROSERLANDIO BOTAO NOGUEIRA
DIRETOR GERAL IFPB-CAMPUS SOUSA
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PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO (POP):
Manejo de bovinos de leite da UEP de Bovinocultura do IFPB-Campus Sousa/Unidade S&o
Gongalo.

SETOR: BOVINOCULTURA

IFPB PROCEDIMENTO Estabelecido em: 02/06/2023
CAMPUS SOUSA/UNIDADE | OPERACIONAL PADRAO Revisado em: JUN/2025
SAO GONCALO VERSAO: N° 01

ATIVIDADE: Manejo da UEP Bovinocultura do IFPB, Campus Sousa/Unidade Sao Goncgalo — PB.

OBJETIVO: Orientar os funcionarios da UEP de Bovinocultura do IFPB, Campus Sousa/ Unidade
Sédo Gongalo, quanto ao manejo dos bovinos de leite, visando realizar as atividades com maior
eficiéncia e seguranca do trabalho prestado a instituicdo e sociedade.

EXECUTANTE: Servidores e colaboradores habilitados, e estagiarios das UEP’s do IFPB-Campus
Sousa/ Unidade S&o Gongalo.

ABRANGENCIA: Este POP restringe-se ao manejo dos bovinos de leite para realizacdo de
atividades laborais nas dependéncias da UEP de Bovinocultura do IFPB-Campus Sousa/ Unidade
Sao Gongalo.

PROCEDIMENTO:
1. Antes de realizar a atividade, utilizar de modo adequado os equipamentos de protegéo
individual (EPIs).
2. Durante o manejo ndo atender celular ou pessoas (exceto em caso de aulas praticas).
3. Utilizar os equipamentos em conformidade com o seu manual de operagdes.

4. Manter todos os procedimentos de seguranca durante as atividades.

5. Em caso de qualquer anormalidade na Unidade Educativa de Producédo: Bovinocultura
comunigue o superior para tomada de decisao.

6. Verificar os animais nos pastos pelo menos uma vez ao dia, quando estes estiverem nas
pastagens.

7. Qualquer miiase (bicheira) trazer o animal para o curral de manejo para tratamento.

8. O manejo dos animais deve ser de forma calma, cautelosa, com 0 minimo de estresse e 0
maximo de conforto possivel para os animais.

9. Na&o permitir que pessoas estranhas toquem, brinquem, aproximem dos animais.

10. Alunos, apenas sob orientacdo e responsabilidade do (a) professor (a) ou técnico (a)
responsavel pela UEP podem entrar no setor.

11. Antes de iniciar qualquer manejo animal, verificar se todas as condi¢6es locais encontram-
se preparadas para a atividade, como equipamentos em condi¢cBes de uso, porteiras,
cordoalhas do curral e cordas em condi¢cdes de manejo, na posicao correta e quantidade
adequada.

12. Nos animais recém nascidos proceder (realizar) a queima do umbigo com iodo a 10% por
trés dias.
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13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Fazer as anotagdes necessarias de nascimentos de acordo com as orientagées do médico
(a) veterinario (a) ou técnico (a) responsavel.

Observar os animais em trabalho de parto e qualquer anormalidade comunicar ao médico
(a) veterinario (a) ou técnico (a) responsavel.

A inseminacéo artificial deve ser realizada no brete de contencdo em animais aptos e com
a devida anotacao.

A alimentacdo dos animais com volumoso, nos cochos dos piquetes deve ser realizada
diariamente as 08h00min e as 13h00min.

A alimentag&o das vacas em lactagdo com concentrado deve ser realizada diariamente as
06h00min e as 13h30min.

A alimentacdo das novilhas e bezerras de recria com concentrado deve ser realizada
diariamente as 09h00min e as 15h00min.

O corte de cana ou capim, no periodo seco do ano, deve ocorrer somente apés a
orientacao do médico (a) veterinario (a) ou técnico (a) responsavel.

Qualquer anormalidade comunicar ao médico (a) veterinario (a) ou técnico (a) responsavel.

A aplicacdo ou uso de qualquer medicacdo nos animais devem estar sob responsabilidade
e orientacdo do médico (a) veterinario (a).

Qualquer aplicacdo de medicamento nos animais devera ser realizada no brete de
conteng¢do, com calma, sem pressa e com cuidado para evitar estresse animal e possiveis
acidentes.

1.

2.

4,

CUIDADOS GERAIS:

Utilizar vestimenta adequada.

Solicitar a saida de pessoas nao autorizadas nas proximidades da sala de ordenha e
equipamento.

Os equipamentos e maquinas da Unidade Educativa de Produc¢éo: Bovinocultura, Instituto
Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia da Paraiba — IFPB, Campus Sousa/ Unidade
Sao Gongalo — PB, podem ser manuseados somente por funcionéarios habilitados.

Os participantes devem estar em condigcbes adequadas de higiene, deve-se evitar o
consumo de alimentos e fumo (fumar) durante as atividades.

ACOES DE NAO CONFORMIDADE: A falta de execucdo desses procedimentos deve ser
informada a chefia imediata e comunicada ao executante por meio de documento formal.

ELABORADO POR: APROVADO POR:
COMISSAO DE ELABORAGAO DE POP DAS
UNIDADES EDUCATIVAS DE PRODUGAO ANIMAL:

PORTARIA:206/2023 FRANCISCO ROSERLANDIO BOTAO NOGUEIRA

DIRETOR GERAL IFPB-CAMPUS SOUSA
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PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO (POP):
Manejo na UEP de ovinocultura do IFPB-Campus Sousa/Unidade S&o Goncalo.

SETOR: UNIDADE EDUCATIVA DE PRODUGCAO DE OVINOCULTURA

IFPB PROCEDIMENTO Estabelecido em: 02/06/2023
CAMPUS SOUSA/UNIDADE | OPERACIONAL PADRAO Revisado em: JUN/2025
SAO GONCALO VERSAO: N° 01
ATIVIDADE:

Manejo na UEP de Ovinocultura do IFPB — Campus Sousa/ Unidade S&o Gongalo.

OBJETIVO: Orientar os funcionarios do IFPB quanto ao manejo dos ovinos, visando realizar as
atividades com maior eficiéncia e seguranca do trabalho prestado a instituicdo e sociedade

EXECUTANTE: Servidores e colaboradores habilitados, e estagiarios das UEP’s do IFPB-Campus
Sousa/Unidade Sao Goncalo.

ABRANGENCIA:

Este POP restringe-se ao manejo dos ovinos para a realizagédo de atividades laborais nas
dependéncias do setor de ovinos da fazenda escola, localizada no Campus de S&o Gongalo do
Instituto Federal da Paraiba (IFPB).

PROCEDIMENTO:

1- Observar a necessidade de utilizacdo de equipamentos de protecéo individual para realizacdo
das atividades.

2- Verificar inicialmente as condi¢c6es adequadas para manuseio ou utilizagdo dos EPIs.
3- Durante o manejo ndo atender celular ou pessoas (exceto em caso de aulas préticas).
4- Utilizar os equipamentos em conformidade com o seu manual de operagoes.

5- Manter todos os procedimentos de seguran¢a durante as atividades.

6- Em caso de qualquer anormalidade animal ou nas condi¢cdes do setor, comunique o superior
para tomada de deciséo.

7- O manejo dos animais deve ser de forma calma, cautelosa, com o minimo de estresse e o
maximo de conforto possivel para os animais.

8- Nao permitir que pessoas estranhas toquem, brinquem, aproximem-se dos animais.

9- As atividades de ensino, pesquisa e extensao realizadas por estudantes e estagiarios devem
ocorrer sob orientacdo do professor ou técnico responséavel pelo setor.
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10- Antes de iniciar qualquer atividade com os animais verificar condicbes de SEGURANCA
relacionadas a equipamentos, portdes, tabuas de protegdo e quaisquer outros materiais que serédo
utilizados.

11- No manejo dos animais recém nascidos realizar o corte a queima do corddo umbilical com iodo
a 10% uma vez ao dia por trés dias seguidos.

12- Fazer as anotacfes necessarias de nascimentos de acordo com as orientacdes do Professor
(a), médico (a) veterinario (a), ou servidor(a) responsavel pelo setor.

13- Animais em condi¢Bes de parto devem ser monitorados e situagfes anormais devem ser
comunicadas imediatamente ao médico (a) veterinario (a).

14 — O fornecimento de volumoso nos cochos dos animais deve ocorrer as 7:00h e as 13:00h,
todos os dias.

15 — O fornecimento de concentrado nos cochos dos animais deve ocorrer as 7:00h e as 15:00h,
todos os dias.

16 — O fornecimento de sal mineralizado deve estar a disposi¢cdo dos animais o dia inteiro e todos
os dias.

17 — O corte e fornecimento de capim ou outro suplemento volumoso para 0os animais, no periodo
seco do ano, deve ocorrer conforme orientacdo do médico (a) veterinario (a) responséavel pelo
setor.

18- A aplicacdo ou uso de qualquer medicagdo nos animais devem estar sob responsabilidade e
orientacao do médico (a) veterinario (a).

19. Animais mortos serdo encaminhados ao setor de patologia animal do Hospital Veterinario do
Campus para a elaboracao de laudo cadavérico e posterior descarte.

CUIDADOS GERAIS:

1- Utilizar vestimenta adequada.
2- Solicitar a saida de pessoas ndo autorizadas nas proximidades do setor.

3- Os equipamentos, maquinas e animais do IFPB podem ser manuseados somente por
funcionérios habilitados.

4- As pessoas devem estar em condi¢Bes adequadas de higiene, deve-se evitar o consumo de
alimentos e fumo (fumar) durante as atividades.

ACOES DE NAO CONFORMIDADE:

A falta de execugédo desses procedimentos deve ser informada a chefia imediata e comunicada ao
executante por meio de documento formal.




INSTITUTO FEDERAL | campus

Paraiba SouUsa

ELABORADO POR:
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PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO (POP):
Manejo na UEP de Suinocultura do IPFB-Campus Sousa/Unidade S&o Gongalo.

SETOR: Suinocultura

IFPB PROCEDIMENTO N Estabelecido em:02/06/2023
CAMPUS SOUSA/UNIDADE | OPERACIONAL PADRAO Revisado em:JUN/2025
SAO GONCALO VERSAO: N° 01

ATIVIDADE: Manejo na UEP de Suinocultura do IFPB-Campus Sousa/Unidade Sao Gongalo

OBJETIVO: Orientar os servidores, colaboradores e estagiarios quanto ao manejo dos suinos,
visando realizar as atividades com maior eficiéncia e seguranca do trabalho prestado.
EXECUTANTE: Servidores e colaboradores habilitados, e estagiarios das UEP’s do IFPB-Campus
Sousa/Unidade S&o Goncalo.

ABRANGENCIA: Este POP restringe-se ao manejo dos suinos para a realizagéo de atividades
laborais nas dependéncias do setor de suinocultura do IFPB-Campus Sousa/ Unidade Sao
Gongalo.

PROCEDIMENTO:

Etapas:

1. Observar a necessidade de utilizacdo de equipamentos de protecao individual para
realizac¢do das atividades.

2. Verificar inicialmente as condi¢cdes adequadas para manuseio ou utilizacdo dos EPIs.
3. Utilizar os equipamentos em conformidade com o seu manual de operacgdes.
4. Manter todos os procedimentos de seguranca durante as atividades.

5. Em caso de qualquer anormalidade no setor comunique o superior para tomada de
deciséo.

6. Qualquer anormalidade no comportamento dos animais comunicar o superior
imediatamente.

7. O manejo dos animais deve ser de forma calma, cautelosa, com o minimo de estresse e
0 maximo de conforto possivel para os animais.

8. Nao permitir que pessoas estranhas toquem, brinquem, aproximem-se dos animais.
9. As atividades de ensino, pesquisa e extensao realizadas por estudantes e estagiarios

devem ocorrer sob orientacédo do professor responsavel pela disciplina e, ou, pelo
servidor efetivo lotado no setor.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

Antes de iniciar qualquer atividade com os animais verificar condicées de SEGURANCA
relacionadas a equipamentos, portes, tdbuas de protecéo e cachimbos que serdo
utilizados.

No manejo dos animais recém-nascidos realizar o corte do umbigo e a curo do umbigo
com iodo a 10% por trés dias.

Realizar desgaste de dentes e corte de cauda até o segundo dia de vida conforme IN
113/2020 do MAPA.

Fazer as anotacdes necessarias de nascimentos de acordo com as orienta¢des do
professor(a) responsavel pelo setor ou médico veterinario.

Animais em condi¢des de parto devem ser monitorados e situagdes anormais devem ser
comunicadas imediatamente ao médico veterinario.

O fornecimento de racéo nos cochos dos animais deve ocorrer as 9:00h e as 16:00h,
todos os dias.

Qualquer anormalidade no comportamento animal deve ser comunicada ao médico
veterinario.

A aplicagéo ou uso de qualquer medicacdo nos animais devem estar sob
responsabilidade e orientacdo do médico veterinario.

Qualquer aplicacdo de medicamento nos animais deverd ser realizada com a devida
contencdo do animal, com calma, sem pressa e com cuidado para evitar acidentes.

Todas as dependéncias dos animais devem ser limpas diariamente com pé e vassoura,
de preferéncia no inicio da manh&. Em caso de excesso de material umido (fezes
diluidas) usar jato de agua.

Os dejetos recolhidos manualmente devem ser dispensados no biodigestor sertanejo.

Caso as fémeas apresentem estro, realizar monta natural, auxiliando se necessario,
registrar o tempo de cobertura e anotar as informagdes na ficha especifica.

Apbs o desmame, vistoriar o lote desmamado 6 vezes ao dia por sete dias, observando
sinais de diarreia ou isolamento do grupo.

Animais mortos serdo encaminhados ao setor de patologia animal do Hospital
Veterinario, do Campus, para a elaboracao de laudo cadavérico e posterior descarte.

Verificar bebedouros duas vezes ao dia, sendo manha e tarde, em caso de falta de agua
comunicar imediatamente a coordenacdo de logistica e infraestrutura.

As dietas serdo formuladas por categoria com base nas exigéncias nutricionais
publicadas em livros, sendo considerado a publicagdo mais recente, e preparadas na




B INSTITUTO FEDERAL | campus

Paraiba Sousa

26.

27.

28.

29.

fabrica de racdo do IFPB- Campus Sousa/ Unidade Séo Gongalo com os ingredientes
disponiveis.

A racdo sera armazenada no depdsito de racdo do setor, sem contato direto com o piso
e as paredes.

Os partos, sempre que possivel, serdo assistidos e os primeiros cuidados de limpeza,
massagem, corte e cura do corddo umbilical e ingestédo de colostro realizados nos
primeiros instantes apds o nascimento.

A vacinagéo dos animais sera realizada com vacinas disponiveis no mercado, sendo os
leitbes vacinados aos 20 dias (12 Dose) e aos 50 dias (22 Dose), as matrizes 30 dias
antes do parto e os varrfes anualmente.

A vermifugacgéo sera realizada aos 50 dias de vida dos leitdes, 60 dias antes do parto
para as matrizes e a cada 180 dias nos varrdes.

CUIDADOS GERAIS:

Utilizar vestimenta adequada.
Solicitar a saida de pessoas ndo autorizadas nas proximidades do setor.

Os equipamentos, maquinas e animais do setor de suinocultura, podem ser manuseados
somente por funcionérios habilitados.

As pessoas devem estar em condi¢cGes adequadas de higiene, deve-se evitar o
consumo de alimentos e fumo (fumar) durante as atividades.

ACOES DE NAO CONFORMIDADE:
A falta de execucéo desses procedimentos deve ser informada a chefia imediata e comunicada
ao executante por meio de documento formal.

COMISSAO DE ELABORAGCAO DE POP DAS
UNIDADES EDUCATIVAS DE PRODUCAO ANIMAL:

PORTARIA: 206/2023

ELABORADO POR: APROVADO POR:

FRANCISCO ROSERLANDIO BOTAO NOGUEIRA
DIRETOR GERAL IFPB-CAMPUS SOUSA
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PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO (POP):
Registro de entrada e de baixa de semoventes nos setores de produgéo animal do IFPB-
Campus Sousa/Unidade S&o Gongalo.

SETOR: UEP’s de Produgao Animal

IFPB PROCEDIMENTO 3 Estabelecido em: 02/06/2023
CAMPUS SOUSA/UNIDADE | OPERACIONAL PADRAO Revisado em: JUN/2025
SAO GONCALO VERSAO: N° 01

ATIVIDADE: Registro de entrada e de Baixa de animais nos setores de produc¢éo do IFPB-Campug
Sousa/Unidade Sdo Goncalo

OBJETIVO: Orientar os servidores para realizacdo do processo de entrada de bens moveis de
producdo interna (Semoventes) e o pedido de baixa junto ao setor de patriménio e contabil.

EXECUTANTE: Servidores habilitados.

ABRANGENCIA: Este POP restringe-se ao registro de semoventes de produgéo interna
(Nascidos na Institui¢cdo) e a baixa de semoventes do IFPB-Campus Sousa/Unidade Séo
Gongalo.

PROCEDIMENTO:
Entrada:
Etapas:
1. Elaborar os seguintes documentos:

a. Termo de Producdo de Semoventes ou Termo de Nascimento, com avaliagdo do
valor do animal;

b. Demonstrativo do valor do animal;

c. Oficio preenchido via SUAP; seguindo modelo: Solicitacdo de registro de
entrada de bens ou materiais de producéo interna.

2. Gerar processo eletrénico e encaminhar para o DPPE.

Baixas: As baixas podem ocorrer por:
l. Obito (subito ou eutanasia nos termos da IN 113/2020 do MAPA);

Il. Abate para uso da carcaca em aulas praticas, ou alimentacao dos discentes no
restaurante.

Il Alienacdo mediante processo especifico dentro da legislacdo vigente.
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I. Baixa por Obito
Etapas:
1. Elaborar ou reunir os seguintes documentos:
a. Comunicado do 6bito ao DPPE;
b. Atestado de 6bito assinado por médico veterinario

c. Oficio preenchido via SUAP; seguindo modelo: Solicitacéo de registro de
entrada de bens ou materiais de producao interna.

2. Gerar processo eletrénico e encaminhar para o DPPE.

Il. Baixa por ABATE
Etapas:
1. Elaborar ou reunir os seguintes documentos:
a. Laudo dos animais destinado ao abate;

b. Oficio preenchido via SUAP; seguindo modelo: Solicitacao de registro de
entrada de bens ou materiais de producéo interna.

2. Gerar processo eletrénico e encaminhar para o DPPE.
a. Recomendado realizar 30 dias antes do abate previsto,
b. Relacionar o processo de solicitacdo de animais para abate.

3. No dia do abate, gerar relatério informando o destino da carcaca do animal e a avaliacédo
do animal no dia do Abate e anexar 0 mesmo no processo.

lll. Baixa por ALIENACAO
Etapas:
1. Elaborar ou reunir os seguintes documentos:

a. Relatorio de alienacao elaborado por comissao especifica;
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b. Oficio preenchido via SUAP; seguindo modelo: Solicitagcdo de registro de
entrada de bens ou materiais de producao interna.

2. Gerar processo eletrénico e encaminhar para o DPPE.

CUIDADOS GERAIS:

1. Em caso de mudanca na forma de baixa (Ex. Obito stbito antes do abate ou alienag&o),
informar ao DPPE para as providéncias cabiveis.

ACOES DE NAO CONFORMIDADE:
A falta de execucao desses procedimentos deve ser informada a chefia imediata e comunicada
ao executante por meio de documento formal.

ELABORADO POR: APROVADO POR:

COMISSAO DE ELABORACAO DE POP DAS
UNIDADES EDUCATIVAS DE PRODUGAO ANIMAL:

PORTARIA: 206/2023

FRANCISCO ROSERLANDIO BOTAO NOGUEIRA
DIRETOR GERAL IFPB-CAMPUS SOUSA

IFPB-CAMPUS SOUSA/UNIDADE SAO GONCALO
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PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO (POP):
LABORATORIO DE ANATOMIA ANIMAL

SETOR: ANATOMIA ANIMAL

IFPB PROCEDIMENTO Estabelecido em: 02/06/2023
CAMPUS SOUSA OPERACIONAL PADRAO Revisado em: JUN/2025
UNIDADE SAO GONCALO VERSAO: N° 01

ATIVIDADE: Anatomia dos Animais Domésticos.

OBJETIVOS:

Conhecimento geral sobre Anatomia Veterinaria, com énfase ao aparelho locomotor, sistema cardiorrespiratorio,

sistema nervoso, digestorio, reprodutor, urinario e técnicas anatdémicas.

1- FUNDAMENTACAO TEORICA

A Anatomia Veterinaria é a ciéncia que se incumbe da forma (estrutura e arquitetura) do corpo dos

animais domésticos, sem perder de vista seus aspectos funcionais e, como tal, o laboratério de Anatomia
visa fornecer ao estudante de medicina veterinaria as bases para a compreensédo dos processos morbidos
comuns aquelas espécies, 0 que pressupde fornecer-lhes os subsidios para o diagnéstico patoldgico e
clinico, a pratica das cirurgias veterindrias, para a interpretacdo de radiografias e imagens
ultrassonograficas, para a pratica da obstetricia, assim como dos modernos métodos aplicados &
reproducdo dos animais. Visa ainda fornecer o conhecimento anatdémico para a pratica da inspecdo em
abatedouros, bem como da inspecéo e tecnologia de produtos de origem animal.

2- MATERIAL/REAGENTES
2 Formol, 4gua oxigenada e agua sanitaria.

3- PROCEDIMENTOS
Para a rotina do laboratério séo utilizados cadaveres de animais advindos do centro de zoonoses do
municipio de Sousa-Paraiba e Setor de Patologia Animal-IFPB. Estes sdo preparados de imediato ouj
seguem para congelamento em freezer, para posteriormente ser processado, viabilizando assim material
de aporte as aulas de Anatomia Animal.

4- EPIs
- Mascara
- Jaleco
- Calca cumprida
- Sapato fechado
- Luvas

4 - Gorro
5- GERENCIAMENTO DE RESIDUOS
Os residuos gerados serdo colocados em bombonas plasticas armazenadas em camara fria, as quais

serdo recolhidas para incineracao por empresa especializada de tratamento de residuos hospitalares.

NORMAS DE HIGIENIZACAO DOS AMBIENTES E EQUIPAMENTOS DOS LABORATORIOS

1- OBJETIVO:

e Objetivo desse Procedimento Operacional Padrdao - POP é apresentar aos colaboradores dos
Laboratorios Académicos dessa IES o conhecimento das regras gerais para limpeza dos laboratérios que
norteiam as Boas Praticas nos Laboratérios (BPLs) visando minimizar os riscos, maximizar a eficiéncia
no uso dos laboratoérios.

2 — HIGIENIZACAO DE SUPERFICIES E EQUIPAMENTOS:
De acordo com a classe de risco que apresenta, o laboratdrio deve ter sua rotina propria de higienizacao.

Entretanto, de modo geral, devem ser observados procedimentos e periodicidade das rotinas de
higienizacao.

e Apoés cada aula pratica, devem ser retirados 0s equipamentos/materiais utilizados;
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e As superficies de trabalho devem ser descontaminadas, pelo menos, uma vez ao dia e sempre depois de
gualguer derramamento de material;
e Todos os materiais/equipamentos devem ser adequadamente limpos apés a utilizacédo, de acordo com as
respectivas rotinas;
e O recolhimento do material utilizado em procedimento praticos, sua limpeza e guarda, é dal
responsabilidade do corpo técnico do laboratério;
e A limpeza da area geral do laboratério deve ser realizada por pessoal treinado e informado sobre as
normas de biosseguranca, usando EPI adequado;
e Os residuos sélidos ou liquidos devem ser inativados ou descontaminados antes de serem descartados
corretamente;
¢ Residuos bioldgicos ou com possibilidade de contaminagéo deve ser descartado em local apropriado;
e Material perfurocortante deve ser descartado em recipientes apropriados e resistentes a perfuracéo.
Material
Ambientes / Lo utilizado EPIs . .
. Periodicidade - Procedimento Responsavel
Equipamento para utilizados
limpeza
Transferir o]
contetido para
outro refrigerador;
lavar com agua e
sabdo; enxaguar
e secar com pano
limpo ou papel
Jaleco, P bap
3 gorro absorvente antes
Agua, . de ligar e
= mascara, L
Freezer Mensalmente sabéo e recolocar 0 | Técnico do Setor
alcool 70% sapatos material. Apos a
" | fechados e |, '
luvas limpeza,
descontaminar
com alcool 70%,
esfregando as
superficies
internas e
externas até
evaporacao.
Lavar com agua
e sabao;
Agua, . enxaguar; aplicar
g~ Uniforme, gN P
sabdo e solucéo de
~ gorro, ) . 0 o
o solucdo de hipoclorito a 1% e | Higienizacéo
Lixeiras Semanalmente . . sapatos . -
hipoclorito deixar agir por 30
o fechados e : .
de sodio a minutos; secar
luvas .
1%. com pano limpo
ou papel
absorvente.
Limpeza com
agua, detergente
ou sab&o neutro e
esponja. Quando
) Uniforme, houver manchas,
Agua, tirar com esponja L
. o ~ gorro, Higienizagao
Pia Diariamente sabéo e sapatos de agoe
alcool 70% | fechados e | saponaceo. Apés
luvas a limpeza, fazer a
descontaminacgéo
com alcool 70% e
pano seco e
limpo. Esfregando
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até evaporar por
2 vezes

Pisos

Diariamente

Agua,
sabdo e
solucéo de
hipoclorito
de sddio a
1%.

Uniforme,
gorro,
sapatos
fechados e
luvas

Preparar 1
balde com
hipoclorito de
sédio 1% (balde
A);

Preparar outro
balde com
hipoclorito de
sédio 1% (balde
B);

Iniciar a partir
de dentro do
local para fora;
Molhar o pano
ou o MOP na
solucéo de
hipoclorito (balde
A);

Enxaguar o]
MOP ou o pano
na 22 solugéo
desinfetante
(balde B) e
aplicar no piso;

Higienizacéo

Apbs
derramamento de
substancias ou
contaminagao

Agua,
sabédo e
solucdo de
hipoclorito
de sodio a
1%.

Jaleco,
gorro,
6culos,
mascara,
sapatos
fechados e
luvas

Remover a
contaminagao;
lavar o piso com
agua e sabao;
remover 0
excesso de agua;
aplicar solugéo de
hipoclorito 1% e
deixar agir por 30
minutos;
enxaguar e secar
com pano limpo e
seco.

Técnicos do Setol

Bancadas

Diariamente:
Antes do inicio das
atividades de cada
turno.

Apbs
contaminagdo com
respingos ou
derramamentos de
material bioldgico

Agua,
sabdo e
alcool 70%.

Agua,
sabao,
alcool 70%
e hipoclorito
de sodio a
1%.

Descontaminaca
0 com alcool 70%
€ pano seco

Cobrir a éarea
com papel
absorvente ou
gaze;

Colocar
cuidadosamente
hipoclorito de
so6dio a 1%;
Deixar agir por
20 minutos;
Desprezar 0s
residuos, no lixo
contaminado;
Limpar a area
com agua, sabdo

e

Técnicos do Setol

Higienizacéo
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e esponja;
Secar com pano
e aplicar alcool

70% até
evaporacao.

Se houver
sujidade
aparente, limpar
primeiro com

agua, detergente
ou sabdo neutro e
esponja ou pano;
Pode substituir o
detergente  pelo
limpador multiuso;

Agua Uniforme, Aplicar o produto
. ; ' gorro, “Limpa vidro” na iienizacs
Vidros dajanela | o insanal sab&o e sapatos supeprﬁcie e Higienizagao
alcool 70%. | fechados e | esfregar
luvas vigorosamente;
O “Limpa vidro”
pode ser

substituido por
alcool absoluto;

Retirar o Limpa
vidro com pano
limpo e seco ou
levemente
Umido.

Retirar o filtro;

Lavar com agua
e sabéo;

Deixar de molho
na solucdo de

| g Agua, Uniforme, hipoclorito a 1% p/
Filtro e = gorro, 30 min; L
condicionador Mensalmente sabao e sapatos Enxaguar e retira | | 19/€N12acao
hipoclorito a
de ar o fechados e | 0 excesso de
1% luvas agua
pressionando
sobre uma
superficie
absorvente limpa
e recolocar.

3- PROCEDIMENTOS USUAIS DE DESINFECCAO:

Para desinfeccdo de ambientes, materiais e pele/maos, antes ou apos as aulas praticas ou procedimentos
experimentais, deve-se utilizar solu¢des adequadas, de acordo com o tipo de procedimento realizado, sendo as
mais comuns:

Alcool a 70% (etanol ou isopropilico):

e Utilizagc&o: descontaminacéo da pele, equipamentos e bancadas;

e Procedimento: deve ser utilizado apds a superficie ser lavada com agua e sabao e retirado o excesso de
agua; deve-se passar um pano limpo ou papel absorvente embebido com o alcool a70% na superficie
a ser descontaminada;

e Tempo necessario para descontaminacao: minimo de 15 minutos;

e Preparacdo da solucdo: 73,3 mL de etanol a 95° + 100 mL de 4gua destilada.
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Hipoclorito de s6dio a 1%:

e Utilizacdo: descontaminacdo de pisos, vidrarias, jalecos e inativacao quimica de material biol4gico;

e Procedimento: deve ser utilizado apés a superficie ou material ser lavado com agua e sabao e retirado o
excesso de agua; deve-se passar um pano limpo ou papel absorvente embebido com a solugdo na
superficie a ser descontaminada, ou mergulhar o material (vidrarias, jalecos, etc.) para que todas as partes
figuem em contato com a solucéo;

e Tempo de atuacao: minimo de 30 minutos;

Preparacdo da solucdo: a agua sanitaria comercialmente vendida apresenta-se numa
concentracéo de 2 a 2,5%; para obter-se a concentragcdo aproximada a 1%, deve-se diluir em égual
em partes iguais.

ELABORADO POR: APROVADO POR:
Prof. Salom&o Moreira de Figueiredo FRANCISCO ROSERLANDIO BOTAO NOGUEIRA
DIRETOR GERAL IFPB-CAMPUS SOUSA
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HOSPITAL VETERINARIO  ADILIO
SANTOS DE AZEVEDO (HV-ASA)

ATIVIDADE: Manuseio e limpeza do microscépio

OBJETIVOS:
Definir regras e condutas a serem observadas durante a utilizacdo dos equipamentos de microscopia do]
llaboratério de Microbiologia Veterinaria.

1. PROCEDIMENTOS
1.1. Componentes basicos do microscopio
1.1.1. Estativa

E o corpo do microscépio que da suporte aos outros componentes.

1.1.2. Revdlver porta objetivas
Suporte rotativo de objetivas, acoplado no braco da estativa.

1.1.3. Objetivas
Tubos de lentes que formam a primeira imagem ampliada do objeto. Fornecida geralmentenos aumentos 10x
(vezes), 20x, 40x e 100x. As objetivas modernas de 40x vém com a lente frontal mével para evitar danos a
lamina e a lente frontal. A objetiva de 40x modernapossui diafragma - iris acionada por anéis para correcao daj
espessura da laminula.

1.1.4. Tubo de observacao
Suporte de oculares. Existem trés tipos: monoculares, bioculares e trioculares. Neste Ultimocaso, o terceiro tubo
serve para fixagdo da maquina fotogréfica.
1.1.4.1. Ajuste de dioptria
Dioptria € a diferenca de capacidade visual de cada olho.

Nos tubos destinados as oculares, existem controles giratérios que permitem o ajuste dadioptria.
1.1.4.2. Ajuste da distancia interpupilar

Os tubos das oculares séo moveis, para permitir o ajuste da distancia interpupilar, quevaria individualmente.

1.1.5. Oculares

Tubos com lentes por onde se realizam as observac¢des microscépicas. Fornecidos comaumentos de 10x €
16x.

Para maior comodidade dos usuarios de 6culos, existem as oculares de campo amplo que permitem aj
observacdo com os 6culos.

Estas lentes aumentam a imagem virtual formada pelas objetivas. Se a objetiva for de 100xe a ocular de 10x, o
resultado serd um aumento de 1.000x (10 x 100).

1.1.6. Condensador
E um conjunto de lentes colocado logo abaixo da platina do microscépio que concentra efornece luz necessarial
a iluminacéo do objeto em estudo.

O diafragma-iris do condensador (diafragma de abertura) € critico na formagdo da imagem
Se estiver totalmente aberto, a imagem torna-se menos nitida devido a reflexao da luz aolongo do trajeto 6ticol
le a outros fatores.

Quando muito fechado, se obtém menor resolugao e diminuicdo da nitidez com o aumentoda refringéncia do
Imaterial. Para se obter uma boa imagem, o condensador devera estar mais proximo possivel da lamina.
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Organismos de maior tamanho e mais refringentes, como ovos de helmintos e protozoarios, tornam-se mais
facilmente evidenciados com o condensador um pouco baixoe o diafragma de abertura mais fechado.
11.7. Platina
Mesa onde sédo colocadas as preparagfes para observacfes microscopicas. Nelas, se encontram acopladas of
“charriot”, com comandos coaxiais que permitem a movimentacéonas coordenadas X e Y.

1.1.8. Charriot
O “charriot” serve para fixar a lamina microscépica e movimenta-la em todas as direges.

1.1.9. Lentes auxiliares

Existentes em alguns modelos de microscopio que possuem lentes auxiliares abaixo do condensador.
Quando disponiveis sdo somente utilizadas junto com as objetivas de 10x e20x. Sem estas lentes, nao é
possivel obter uma boa iluminagdo do campo microscopico.

1.1.10. Diafragmade campo
Situado na base da estativa e serve para controlar a intensidade luminosa. Possui umdiafragma-iris que
pode ser aberto ou fechado através do anel de controle.

1.1.11. Lentefosca
Esta localizada sobre o diafragma de campo e se destina a melhorar a difusdo do feixe luminoso.

1.1.12. Lenteluz do dia
Lente cinza azulada utilizada para que o feixe luminoso se aproxime da aparéncia da luznatural. Geralmente
€ colocada sobre o diafragma de campo.

1.1.13. Controles de ajuste macrométrico e micrométrico
O controle macrométrico serve para focalizacao inicial do objeto e o micrométrico paraajustes finos de
focalizacéo.

1.1.14. Freio do controle macrométrico

Encontrado na maioria dos microscépios modernos junto ao controle macrométrico,permitindo a regulagem
de sua pressao.

1.1.15. lluminador

Situado na parte posterior da base da estativa. O feixe luminoso emitido pela lampada é conduzido através de
um sistema de lentes até o espelho, situado abaixo do diafragma decampo luminoso, que o conduz para o
condensador, passando pela lamina, objetiva e ocular.

1.1.16. Voltimetro
Para reducéo da energia elétrica de rede para a voltagem da lampada.

1.1.17. Lampadas
Existem dois tipos: incandescentes e de halogénio. As de halogénios fornecem uma iluminagdo mais
eficiente.

1.2 Microscopia de campo claro
A microscopia de campo claro tem como aplicacbes a observacdo de microrganismos e tecidos corados, a]
observacdo de objetos com bastante contraste a fresco, como helmintose seus ovos, e a observacdo de
suspensdes de bactérias sem tratamento prévio em laminas escavadas.

Este tipo de microscopia baseia-se na formacdo de imagem pela multiplicacdo doaumento da objetiva pelo}
aumento da ocular.
A formacao de uma imagem nitida esta relacionada ndo s6 com o grande aumento das objetivas, mas também|
com sua capacidade de resolugédo, que € o poder de separar doispontos muito proximos.
Uma ocular de grande capacidade pode produzir uma imagem maior que uma ocularpadréo de 10x, mas comoj
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nao havera um aumento correspondente do poder de resolucao, ndo mostrard maiores detalhes.

1.2.1 Acessorios

Os acessorios necessarios para microscopia de campo claro sao:
a) Lente fosca;
b) Lente luz do dia;
¢) Oculares de campo amplo.

1.2.2. Procedimento

Ligar o cabo elétrico na tomada;

Ligar a lampada;

Colocar o preparado no microscopio;

Ajustar a distancia interpupilar (ver 1.4.2) e a dioptria (ver 1.4.1);

Colocar a objetiva de 10x no trajeto de luz;

Encostar o condensador na lamina;

Regular a intensidade luminosa com o botdo de ajuste correspondente, quando existir estedispositivo. A
intensidade luminosa deve ser ajustada para cada tipo de objetiva. Quanto maior a capacidade de aumento,
maior sera a necessidade de iluminagao;

Colocar a lente auxiliar em posi¢édo, nos microscopios com este dispositivo;

Fixar o preparado microscopico, montado em laminas perfeitamente limpas, no “charriot” e colocar na posi¢ao
desejada por meio dos controles coaxiais (Controles nas coordenadasX e Y);

Focalizar com o macrométrico;

Realizar a focalizag&o fina com o controle micrométrico;

Movimentar o controle micrométrico para evidenciar estruturas existentes em varios niveisdo preparado;
Movimentar toda lamina através dos controles coaxiais de modo regular até encontrar a estrutura procurada;

Se necessitar de maior aumento, colocar as lentes correspondentes em posicéo e focalizar.

Nota: N&o utilizar lentes auxiliares em observagfes com objetivas de 40x e 100x, pois prejudicam a nitidez
da imagem.

A lente frontal do condensador devera estar ha sua posi¢do mais alta para que se possaaproveitar toda a sua
capacidade.

1.2.3. Observacdo com aumento de 10x
Geralmente utilizada para focalizacao de laminas.
1.2.4. Observacdo com aumento de 40x.
E possivel a observagio de alguns organismos maiores ou células neste aumento.
E utilizado para pré-focagem do campo, pois torna mais cémoda a focalizaco fina com aobjetiva de 100x.
Para observagédo com este aumento € necessario a utilizagao de laminulas.
A espessura da laminula ndo deve ultrapassar a 0,17 mm. Esta medida vem gravada naobjetiva de 40x.
A espessura da montagem da peca (corte histolégico ou esfregago mais meio demontagem e laminula) deve|
ser o mais fina possivel.
A espessura excessiva interfere na formacgéo da imagem devido a difragéo da trajetoria dofeixe luminoso.
1.2.5. Observacdo com aumento de 100x (em 6leo de imersao)
E necessario utilizar 6leo de imers&o para que 0s raios luminosos ndo sejam desviadospela camada de ar entre|
a lente e a lamina.

° Focalizar o preparado com a objetiva de 40x;

° Colocar uma gota de 6leo de imersdo sobre o preparado (o 6leo de imersdo deveapresentar indice
de refracdo ne = 1,518 e de disperséo de [ = 43);

° Colocar a objetiva de imerséo (100x) em posicao;

° Encostar a lente frontal da objetiva no 6leo por meio da manipulagdo dos controlescoaxiais do
“charriot”;

° Focalizar através do controle micrométrico.

1.3. Utilizac&o de l1dminas e laminulas

As laminas devem ser transparentes, livres de manchas e devem medir um milimetro de espessura. As
laminulas devem medir 0,17 mm de espessura para permitir a formagdo deuma boa imagem.

1.3.1. Preparo
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° Lavar as laminas e laminulas com detergente comum, esfregando uma a uma;
° Enxaguar em 4gua destilada duas vezes para retirar os residuos;
® Secar e manter em frascos com &lcool etilico comercial até 0 momento do uso.

1.3.2. Descarte
As técnicas de coloracdo nem sempre sao suficientes para inativar o organismo presente na lamina ou]
laminula.
As laminas e laminulas devem ser tratadas como as demais vidrarias de laboratorio, depositadas em frascos
contendo desinfetante apds o uso e descartadas por meio de tratamento pelo calor imido.

2. CUIDADOS COM O MICROSCOPIO

2.1. Durante o uso

° Nunca soprar as lentes para retirar a poeira, pois microparticulas de saliva podemse depositar nas
lentes.

° Nunca usar lencos faciais para limpeza de lentes pois estes podem conter filamentos de vidro que
riscam a lente. Poder&o ser usados tecido de linho ou algodéao hidrdfilo.

° Nunca limpar as lentes com o tecido especial para limpeza de lentes seco.

° Seguir rigorosamente as instru¢des do fabricante do equipamento quanto ao uso desolventes para a
limpeza.

° Nunca usar alcool para limpeza de lentes, pois a cola usada na montagem dasmesmas é
frequentemente soltivel em alcool.

° Limpar o 6leo residual das objetivas ao final de cada uso com algodéo hidréfilo, ouuma flanela macia,

umedecido em xilol ou em éter-acetona 1:1.

Nunca deixar os orificios de conexdo das objetivas e oculares abertos.

Manté-los fechados por plug de protecdo adequados ou com as préprias ocularesou objetivas.
N&o tocar nas lentes com as maos.

Somente usar Oleo de imersdo que atenda a especificacdo estabelecida pelofabricante.
Nunca usar 6leo de imersdo para trabalhos com objetivas que ndo sejam deimersao. Estes
Oleos danificam as substancias de montagem destas objetivas.

° Os microscOpios devem ser colocados em superficies isentas de vibracdes e nao séo
recomendadas mudancas de localizacéo.

2.2. Limpeza

° Corpo

Usar alcool ou uma flanela levemente umedecida com agua para limpeza do corpo domicroscépio.
Quando usar a flanela tmida, secar imediatamente com uma flanela seca.

Lubrificar as partes méveis com lubrificante derivado do petréleo, como a vaselina, ou outro lubrificante
recomendado pelo fabricante.

° Lentes e partes Gticas
Retirar a poeira usando ar expulso por bulbo de borracha.
Para limpar as lentes, usar tecido especial para limpeza de lentes levemente umedecido em solucéo limpadoral
(ex.: Kodak), especifica para lentes de microscépios eequipamentos 6ticos.
Residuos de corantes podem ser retirados com algodéo hidréfilo embebido em xilol.

3. CONSERVACAO DE MICROSCOPIOS
Esta instrucdo se destina a estabelecer procedimentos de limpeza e conservagcdo demicroscépios e a
prevencéo contra fungos nos componentes 6ticos.

3.1. Materiais necessarios
Pincéis de pélo natural desengordurado com alcool-éter;
Panos de algod&o macio;
Xilol ou benzina;

Silica-gel;
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Tabletes de paraformaldeido;
Vaselina liquida;
Oleo lubrificante fino para maquina de costura;
Alcool Isopropilico;
Solugéo Eter-acetona 1:1.

3.2. Procedimento

Retirar a poeira das lentes com pincel. Nao usar espanador, pano ou camurc¢a para estefim.
As marcas de dedos ou manchas de gorduras devem ser removidas com panos embebidos em benzina ou}
xilol. N&o utilizar alcool que pode dissolver a cola que une aslentes.
A limpeza das objetivas deve ser limitada as lentes frontais e posteriores, roscas esuperficies externas.
Imediatamente apdés finalizacdo do trabalho, limpar o 6leo de imersédo da objetiva comflanela limpa e macia,
embebida em solucédo 1:1 de éter-acetona.

Manter o instrumento em local ventilado e seco.

Os microscoépios devem ser mantidos em ambiente com umidade relativa abaixo de 65%.0s microscépios
devem ser submetidos periodicamente ao arejamento, colocando-os préximos a um ventilador.

Os pequenos componentes que ndo se encontram em uso devem ser guardados em compartimentos bem
secos com silica-gel no seu interior, salvo instru¢cdes em contrario dofabricante.

A silica-gel hidratada toma a cor résea e pode ser regenerada em estufa a temperatura de120°C por algumas

horas, recuperando a cor azulada.
Instrumentos quando guardados em caixas devem ser protegidos com tabletes de paraformaldeido.
Cobrir os instrumentos que sdo mantidos no local de trabalho com protetor que permita a ventilagéo e

colocar tabletes de paraformaldeido sobre a platina.

As partes brilhantes, foscas ou fosfatadas devem ser protegidas com vaselina liquida neutra.

Os parafusos de controle e de fixagcdo de componentes devem ser retirados pelo menos anualmente,
lavados com solvente e lubrificados com 6leo, pois a graxa utilizada pelo fabricante seca e dificulta a manobra
com estas pec¢as. O mesmo deve ser realizado coma engrenagem do “charriot”.

3.3. Condicbes consideradas inadequadas para o armazenamento

e Ambiente com umidade relativa do ar acima de 75%;
e Escuridao e falta de movimento de ar;
e PO e marcas de dedos nas superficies de vidro;

4. EPIs

e Calca comprida

e Jaleco de manga comprida

e Sapato Fechado
5. GERENCIAMENTO DE RESIDUOS
N&o hé geracgéo de residuos.

ELABORADO POR: APROVADO POR:
Profa. Suely Cristina P. de Lima Oliveira FRANCISCO ROSERLANDIO BOTAO NOGUEIRA
DIRETOR GERAL IFPB-CAMPUS SOUSA
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HV-ASA

ATIVIDADE: Procedimentos Parasitologicos

OBJETIVOS: Definir regras e condutas a serem executadas no preparo solugdes e técnicas laboratoriais de
[parasitologia.

1. FLUTUAGAO SIMPLES (WILLIS-MOLLAY)
Objetivo: Pesquisa de ovos leves como nematddeos e alguns cestdédeos presentes em
amostras de fezes em pequenos animais.
Material:

e Tubo de penicilina ou tubo de ensaio (20ml)
e Copos

e Gaze

e Peneira

e Macerador

e Lamina

e Laminula

e Balanga

e Lugol

¢ Solucéo hipersaturada de NaCl

e Microscépio optico

¢ Pipeta de Pasteur

Solucgéo:

Solucéo hipersaturada de NacCl

e Adicionar 400g de NaCl em 1L de agua,;

e Mexer até dissolver o NaCl ao méaximo (Sempre fica um pouco de NacCl)

e sem dissolver, forma o “corpo de fundo”);

e Esperar 10 minutos sem mexer a mistura;

e Coar com gaze e peneira para reter a espuma,;

e Armazenar em frasco rosqueado.

[Procedimento:

e Pesar em um copo 2 gramas de fezes;

e Medir 20ml de solucéo hipersaturada de NacCl;

e Com um macerador, ir homogeneizando as fezes com a solucdo hipersaturada,;

e Coar em peneira e gaze;

e Colocar o material coado no tubo de penicilina ou no tubode ensaio até formar o menisco (Pode-se adicionar
lum pouco de Solucéo hipersaturada se a quantidade de material coado for insuficiente para formacé&o);
e Colocar uma lamina de vidro e deixar por 10-15minutos;

e Retirar a lamina e inverté-la bruscamente, sem deixar cair a gota de solucao;

e Acrescentar uma gota de lugol (opcional);

e Colocar laminula e observar em microscopio, aumento de 100x (objetiva de 10x).

2. SEDIMENTACAO SIMPLES (HOFFMAN)
Objetivo: Pesquisa de ovos pesados como alguns cestédeos e Trematddeos.
Material:
e Taca de sedimentacéo
e Peneira
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e Gaze

e Lugol

e Macerador

¢ Pipeta de Pasteur

¢ Balanga

¢ Microscépio 6ptico

e Lamina e laminula

e Copos

Procedimento:

e Pesar 5 gramas de fezes

e Medir 50ml de agua

¢ Em um copo, homogeneizar as fezes com agua

¢ Peneirar o material e passa-lo para a taca de sedimentacao.

¢ Acrescentar 100-200ml de agua na taca (depende do tamanho da taca).

¢ Deixar em repouso por 15 minutos

¢ Decantar o sobrenadante e adicionar ao sedimento 100-200ml de agua.

e Deixar em repouso por 15 minutos

e Repetir o processo até o liquido ficar, reduzir a quantidade de sujeira. Geralmente sdo necessarias trés
“lavagens”.

e Coletar com pipeta algumas gotas de sedimento, acrescentar uma gota de lugol (obrigatério), ler ao
microscopio entre [amina e laminula.

e Aumento de 100x (objetiva de 10x).
e Se 0 1° resultado for negativo, repetir o exame até 3 vezes.
3. RASPADO CUTANEO

Objetivo: Pesquisa de acaros de sarnas.

Material:

e LaAmina de bisturi

¢ Placa de Petri ou coletor com tampa

e Ldmina e laminula

e Macerador

¢ Hidréxido de potassio a 10%

¢ Pipeta de Pasteur

Microscopio 6ptico Procedimento:

e Raspar a pele do animal na regido da lesdo com a lamina do bisturi (superficial e profundo, até haver
extravasamento capilar).

e Colocar o material entre laminas ou em uma placa de Petri

e Em uma lamina, colocar material e acrescentar gotas de hidroxido de potassio a 10%, macerar, colocar,
laminula.

Leitura:

e Examinar o material em microscépio optico.

e Aumento de 100x (objetiva de 10x) ou 400x (objetiva de 40). Solu¢do: SOLUCAO DE HIDROXIDO DE
POTASSIO A 10%

¢ Adicionar 10 gramas de hidréxido de potassio P.A. em 100ml de agua destilada;

e Mexer até dissolver completamente;
e Armazenar em frasco rosqueado.
4. CENTRIFUGO-FLUTUACAO EM SOLUCAO DE SACAROSE

Objetivo: Pesquisar principalmente protozoarios, tais como: Eimeria spp,Cystisospora spp, Giardia spp,
Criptosporidium spp,Toxoplasma sp, Neospora sp, Sarcocystis sp.

Material:

e Tubo Falcon 15 mi

e Peneira

e Gaze

e Solucédo hipersaturada de sacarose

e Macerador

¢ Balanca

e Lamina e laminula

¢ Alca de platina
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¢ Centrifuga

e Microscépio éptico

Solucéo:

SOLUCAO HIPERSATURADA DE ACUCAR

Solugao A (“mae”

e 1kg de acucar

e 780ml de 4gua

e Ferver até ficar em ponto de calda (+/- 10 minutos fervendo)

¢ Deixar esfriar.

Solucao B (Uso)

e Diluir a Solucédo A em 3:1 Ou seja:

¢ 300ml da Solucao A + 100 de agua 1,205 g/d

e Solucéo B é a solucéo de uso. Guardada em geladeira, dura até seis meses.

Procedimento:

e Pesar 2 gramas de fezes

e Medir 20ml de solugao hipersaturada de agucar (Solugéo “B” USO)

¢ Homogeneizar, peneirar com gaze.

¢ Colocar o material filtrado em tubo Falcon de 15ml

e Completar até a marca de 14ml

e Observagéao: Se faltar, completar com Solucdo B *USO*

e Tampar com a rosqueada (tampa).

e Colocar na centrifuga

e N° 04 ou 05 (2000-2500rpm) 10 minutos

e Lembrar de balancear a centrifuga

¢ Retirar da centrifuga, com cautela.

e Pegar a goticula de cima do tubo, com a ajuda da alca.

¢ Coloca-la sobre uma lamina e uma laminula bem pequena.

e Fazer leitura na objetiva de 40 (Aumento de 400x)

5. ESFREGACO SANGUINEO

Objetivo: Técnica utilizada para pesquisa de hemoparasitoses, principalmente: Mycoplasma spp, Ehrlichia spp,
Babesia spp, Hepatozoon sp, Anaplasma spp.

Material:

e Laminas de microscépio

¢ Pandtico

¢ Pipeta de 10 pl

e Sangue com ou sem EDTA

Procedimento:

Coletar o sangue do animal em um tubo, e, com a pipeta medir os 10ul (uma gota), pingar o sangue no inicio
de uma lamina (na posig&o horizontal), colocar a outra de forma inclinada (Angulo de 45 graus) para espalhar o
sangue, e, quando o mesmo se espalhar, deslizar a lamina inclinada (sem pausar) para espalhar o sangue na
superficie da lamina colocada horizontalmente.

Apébs esse processo, coloca-la para secar. Em seguida, fixar e corar com o panético, mergulhando a lamina|
oito vezes em cada uma das solucdes, e apds o ultimo corante, lavar em agua corrente de forma delicada para
retirar o excesso de corante.

Depois, deixar secar, pingar uma gota de 6leo de imersdo na parte final do esfregago e ler em microscopio
Optico na objetiva de 100 (aumento de 1000x).

Observacéo: Esta técnica também pode ser realizada com coleta de material de ponta de orelha (gota de sangue
diretamente de um furo realizado com uma agulha 25 x 7 na ponta da orelha do animal), repetindo-se o mesmoj
processo.

Técnica parasitoldgica para caprinos e ovinos

6.0PG

Objetivo: Pesquisa e identificagdo da superfamilia Trichostrongyloidea, Strongyloides sp, Trichuris spp.
(Nematodeos), Capillaria spp., Moniezia spp.(cestddeo), Eimeria spp. (protozoario)

Material:

e Camara de McMaster

¢ Pipeta de Pasteur ou conta-gotas
e Copos
e Peneira
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e Gaze

e Solucédo Hipersaturada de NacCl

o Macerador

¢ Balanga

¢ Microscépio 6ptico

Procedimento:

e Pesar 2 gramas de fezes

o Medir 58ml de Solucéo Hipersaturada de NaCl

e Macerar as fezes em um copo, adicionando gradativamente a Solu¢do Hipersaturada até homogeneizar.

e Coar em gaze e peneira

e Com a pipeta, retirar do sobrenadante, apds mexer bem, e preencher a camara de McMaster, com o cuidado
para nao ficarem bolhas.

Leitura:

e Levar a cAmara de McMaster pronta ao microscopio optico.

e Fazer leitura em aumento de 100x (Objetiva de 10x) Contar os ovos dos parasitas de ambos os lados, entre
as ranhuras.

e Somar 0s ovos Vvistos nos dois lados e multiplicar por 100

7.0PG — BOVINOS, SUINOS, EQUIDEOS, AVESTRUZES, ETC.

Objetivo: Pesquisa e identificacdo da superfamilia Trichostrongyloidea, Strongyloides sp, Trichuris spp.
(Nematddeos), Capillaria spp, Miniezia spp. (cestdédeo), Eimeria spp. (protozoério)

Material:

e Camara de Mc Master

¢ Pipeta de Pasteur ou conta-gotas

¢ Solucgéo hipersaturada de NacCl

o Microscépio éptico

e Copos

¢ Peneira

* Gaze

e Macerador

¢ Balanga

Procedimento:

e Pesar 4 gramas de fezes

o Medir 56ml de solucao hipersaturada de NacCl

e Macerar as fezes em um copo, adicionando gradativamente a solucdo hipersaturada até homogeneizar. Coar
em gaze e peneira

e Apds mexer bem, retirar do sobrenadante com a pipeta e preencher a cAmara de Mc Master, com cuidado
para nao ficarem bolhas.

Leitura:

e Levar a cdmara de Mc Master pronta ao microscépio

¢ Fazer a leitura em aumento de 100x (objetiva 10x)

e Contar os ovos dos parasitas de ambos os lados entre as ranhuras

e Somar 0s 0vos Vistos nos dois lados e multiplicar por 50.

8. COPROCULTURA

Objetivo: Identificacdo de Haemonchus sp, Trichostrongylus spp, Oesophagostomum spp,Strongyloides sp.

Material:

e Copo

e Agua

o Gaze

e Fezes

¢ Placa de Petri

¢ Pipeta de Pasteur

e Lugol

¢ Microscépio Optico

e Balanca

Procedimento:

¢ Pesar 15 gramas de fezes e macera-las em um copo até que fiquem bem presas ao fundo do copo

e Ao longo de 8 dias, umedecer essas fezes, sem encharcar, oferecendo condi¢cdes para as larvas
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desenvolverem-se

e Observacéo: cobrir com gaze para prevenir ovoposi¢cdo de moscas.

¢ No 8° dia, acrescentar agua ao copo até formar um menisco. Com uma placa de Petri sobre o menisco, virar
bruscamente o copo, conforme a imagem abaixo.

¢ Adicionar agua na placa de Petri até completar o assoalho da placa e esperar 4 horas.

¢ ApoOs 4 horas, coletar apenas a agua do assoalho da placa.

¢ Realizar leitura imediata ou conservar as larvas em geladeira por até 06 meses.

Leitura:

e Homogeneizar material com larvas e acrescentar algumas gotas em lamina, colocar gota de lugol e ler o
material em microscopio optico entre lamina e laminula.

e Proceder a identificacao de géneros de larvas

e Identificar 100 larvas (100 primeiras que foram vistas)

Resultado: Exemplo: 80% Haemonchus sp. 10% Trichostrongylus spp. 7% Oesophagostomum spp. 3%
Strongyloides sp. A identificacdo das larvas é feita pela cauda, com o auxilio de uma chave de identificacao
(chave de Veith).

8. TESTE DE IMERSAO DE LARVAS COM FIPRONIL

e Preparar solucdo estoque de Fipronil 1% em Acetona Pura(Geladeira)

e Diluir 0,1041g de Fipronil Tecnicon em 10ml de Acetona P.A.

e Fazer uma pré-diluicdo de Solugdo estoque (N.1) em Acetona para obter a solu¢do de trabalho (Fipronil
0,01%)

¢ Adicionar 100pl da solucéo estoque (N.1) em 9,9ml de acetona P.A.

e Pegar 5ml da pré-diluicdo (N.2) e diluir com 4gua destilada até atingir os 50ml da proveta e adicionar 20ul de
triton X-100 (Solucéo de Fipronil 0,001%, concentracgédo final de acetona = 10%, concentragdo de Triton 0,04%)
Pode se conservar a temperatura ambiente

e Preparar como diluente 200ml de acetona 100% em agua destilada e Triton 0,02% (180ml de agua destilada
+ 20ml de acetona + 80ul de Triton X).
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9. Outras solucbes

LIQUIDO DE RAILLIET-HENRY

e Para cada 1L de solucgéo:

¢ 50ml de Formol P.A.

e 20ml de Acido Acético Glacial P.A.
¢ 930ml de agua

e Homogeneizar tudo.

FORMOL A 10%

¢ Para cada 1L de solucéo:

¢ 100ml de Formol P.A.

¢ 900ml de agua.

e Homogeneizar

SOLUCAO DE SULFATO DE ZINCO

o Adicionar 33g de Sulfato de Zinco em 100ml de 4gua destilada.
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Obs: A agua destilada deve estar quente!
¢ A densidade desejada é de 1.182g/ml.
e Armazenar em frasco rosqueado.

NORMAS DE HIGIENIZACAO DOS AMBIENTES E EQUIPAMENTOS DOS LABORATORIOS
1- OBJETIVO:

e Objetivo desse Procedimento Operacional Padréo - POP é apresentar aos colaboradores dos Laboratérios
Académicos dessa IES o conhecimento das regras gerais para limpeza dos laboratérios que norteiam as Boas
Praticas nos Laboratérios (BPLs) visando minimizar os riscos, maximizar a eficiéncia no uso dos laboratérios.

2- HIGIENIZACAO DE SUPERFICIES E EQUIPAMENTOS:

Cada laborat6rio, de acordo com a classe de risco que apresenta, deve ter sua rotina propria de higienizacao.
Entretanto, de modo geral, devem ser observados procedimentos e periodicidade das rotinas de higienizacao.

e ApOs cada aula pratica, devem ser retirados os equipamentos/materiais utilizados;

¢ As superficies de trabalho devem ser descontaminadas, pelo menos, uma vez ao dia e sempre depois de
qualquer derramamento de material;

e Todos os materiais/equipamentos devem ser adequadamente limpos apds a utilizacdo, de acordo com as
respectivas rotinas;

¢ O recolhimento do material utilizado em procedimento praticos, sua limpeza e guarda, é da responsabilidade
do corpo técnico do laboratério;

¢ A limpeza da area geral do laboratério deve ser realizada por pessoal treinado e informado sobre as normas
de biosseguranca, usando EPI adequado;

e Os residuos sélidos ou liquidos devem ser inativados ou descontaminados antes de serem descartados
corretamente;

¢ Residuos biolégicos ou com possibilidade de contaminagéo deve ser descartado em local apropriado;

o Material pérfuro-cortante deve ser descartado em recipientes apropriados e resistentes a perfuracdo

Material
utilizado para
limpeza
Freezers e | Mensalmente Agua, sabdo e | Jaleco, gorro, | Transferir o0 | Técnicos do

Geladeiras alcool 70%. mascara, conteudo para | Setor
sapatos outro refrigerador;
fechados e | lavar com agua e
luvas sabao;

Enxaguar e
secar com pano
limpo ou papel
absorvente antes
de ligar e
recolocar 0
material.

Apos a limpeza,
descontaminar
com alcool70%,
esfregando as
superficies
internas e
externas até
evaporacao
Lixeiras Semanalmen Agua, sabdo e | Uniforme, Lavar com agua | Higienizaca
te solucéo de | gorro, sapatos | e sabdo; | o
hipoclorito  de | fechados e | enxaguar; aplicar
sédio a 1%. luvas solucéo de
hipoclorito a 1% e
deixar agir por 30
minutos; secar
com pano limpo

ou papel
absorvente.
Paredes Trimestralme Agua e sabdo Uniforme, Limpeza. Higienizaca

Ambientes / Periodicidad
Equipamento e

.I.EPI S Procedimento Responsa
utilizados vel
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nte

gorro, sapatos
fechados e
luvas

Pias

Diariamente

Agua, sabZo e
alcool 70%

Uniforme,
gorro, sapatos
fechados e
luvas

Limpeza com
agua, detergente
ou sabdo neutro e
esponja.

Quando houver
manchas, tirar
com esponja de
aco e saponaceo
Apés a limpeza,

fazer a
descontaminacéo
com alcool 70% e
pano seco e
limpo. Esfregando
até evaporar por 2
vezes.

Higienizaca
o}

Pisos

Diariamente

Agua,

sabéo e
solucao de
hipoclorito  de
sédio 1%

Uniforme,
gorro, sapatos
fechados e
luvas

Preparar 1 balde
com hipoclorito de
sédio 1% (balde
A); Preparar outro
balde com
hipoclorito de
sédio 1% (balde
B)

Iniciar a partir de
dentro do local
para fora; Molhar
0 pano ou o MOP
na solugdo de
hipoclorito (balde
A); Enxaguar o
MOP ou o pano na
28 solucéo
desinfetante

(balde B) e
aplicar no piso;

Higienizaca
o

Apés
derramamento
de substancias
ou contaminaga
o]

Agua,
sabéo e
solucao de
hipoclorito  de
sédio al%.

Jaleco, gorro,
6culos,
mascara,
sapatos
fechados eluvas

Remover a
contaminagao;
lavar o piso com
agua e sabao;
remover 0
excesso de agua;
aplicar solucéo de
hipoclorito 1% e
deixar agir por 30

minutos;
enxaguar e secar
com pano limpo e
seco enxaguar e
secar com pano
limpo e seco

Técnicos
do Setor

Bancadas

Diariamente:
Antes do inicio
das atividades
de cada turno.
Apbs

Agua, sabdo e
alcool 70%.

Descontaminaca
0 com &lcool 70%
€ pano seco.

Cobrir a area
com papel

Técnic
0s do
Setor
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contaminacéo
com respingos
ou
derramamentos
de material
biologico

Agua, sabdo,
alcool 70% e
hipoclorito  de
sédio a 1%;

absorvente
gaze;
Colocar
cuidadosamente
hipoclorito de
sédio a 1%;
Deixar agir por 20
minutos;
Desprezar 0s
residuos, no lixo
contaminado;
Limpar a éarea
com agua, sabao
e esponja;

Secar com pano
e aplicar &lcool
70% até
evaporacao.

ou

Técnicos do
Setor e
Higienizacao

Vidros
janela

da

Quinzenal

Agua, sabZo e
alcool 70%.

Uniforme,

gorro, sapatos

fechados
luvas

e

Se houver
sujidade parente,
limpar primeiro
com agua,
detergente ou
sabdo neutro e
esponja ou pano;
Pode substituir o
detergente  pelo
limpador multiuso;
Aplicar o produto
‘Limpa vidro” na
superficie e
esfregar
vigorosamente; O
“Limpa vidro”
pode ser
substituido por
alcool absoluto;
Retirar o Limpa
vidro com pano
limpo e seco ou
levemente Umido.

Higienizag
ao

Filtro de
condicionador
de ar

Mensalmente

Agua, sabo e
hipocloritoa 1%

Uniforme,

gorro, sapatos

fechados
luvas

e

Retirar o filtro;
Lavar com agua e
sabao;

Deixar de molho
na solugdo de
hipoclorito a 1%

p/ 30 min;

Enxaguar e retira
0 excesso de
agua
pressionando
sobre
superficie

absorvente limpa
e recolocar.

uma

Higienizag
ao

BanhosMaria

Quinzenal

Agua, sabdo e
alcool 70%

Jaleco, gorro,

mascara,

Passar a
esponja com agua

Técnicos do
Setor
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sapatos
fechados e
luvas.

e detergente ou
sabdo neutro nas
superficies;
Retirar o excesso
do detergente
com um pano

umedecedor em
agua;

Passar  alcool
70% em todas as
superficies e
deixar secar por

Evaporacéao.

Estufas

Limpeza
externa 3 vezes
na semana

Agua e élcool
70%

Jaleco, gorro,
mascara,
sapatos
fechados e
luvas.

O aparelho deve
estar desligado;
Aplicar pano
umedecido em
agua, removendo
a poeira com

movimentos
retos e firmes.

Técnicos do
Setor

Centrifuga

Diariamente
apos
contaminacgéao

Agua, sabdo e
alcool 70% e
hipoclorito a 1%

Jaleco, gorro,
mascara,
Oculos, sapatos
fechados e
luvas.

Retirar as
cagapas, suportes
e rotor; Lava-los
com agua, sabéao
ou detergente
neutro e esponja
sob agua
corrente; Limpar o
interior da
centrifuga  com
pano umedecido
em agua e
detergente;
Passar alcool
70% , pano seco e

limpo até
evaporacao;
Esguichar alcool
70% nas cacgapas,
utilizando uma
pinceta; e deixa-
las secarem
invertidas.
Desligar a
centrifuga e
aguardar 10
minutos;

Retirar as pecas
desmontaveis e
encaminha-las

para
autoclavacéo;
Se houver

pedacos de vidro,
recolhner com a
pinca e desprezar
no coletor para
perfurocortantes
contaminados;

Técnicos do
Setor
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Colocar  papel
absorvente, gaze
ou algoddo e
cobrir com
hipoclorito de
sédio 1% o interior
da centrifuga;

Aguardar 30
minutos;

Retirar 0s
residuos e

desprezar no lixo
contaminado;

Passar pano
umedecido com
agua e detergente

e
depois alcool
70%.
Microscopio Semanalmen Agua, dlcool | Jaleco, gorro, | Aplicar uma | Técnicos do
te 70% e élcool | mascara, compressa Setor
isopropilico sapatos umedecida em
para as | fechados e | 4gua e limpar as
objetivas. luvas. superficies  do
microscoépio.

Passa alcool
70% em todas as
superficies do
microscoépio e
deixar secar por
evaporacao.
Limpar as lentes
com alcool
isopropilico.
Balanca Semanalmen Agua, sabdo e | Jaleco, gorro, | Desligar a | Técnicos do
Eletrénica te alcool 70% mascara, balanca, retirar | Setor
sapatos cuidadosamente
fechados e | com um pincel de
luvas. cerdas macias
qualquer residuo
dos pratos,
obedecendo ao
sentido
centrifugo; Passar
um pano
umedecido em
agua limpa as
superficies da
balanca;

O prato também
deve ser limpo,
delicadamente
com um pano
Umido em agua.
Se precisar, usar
detergente liquido

neutro; Passar
alcool 70% em
todas as

superficies e
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deixar secar pela
evaporacao.

OBS.: Sempre
que houver
sujidade

aparente, deve-
se limpar os
residuos com um
pincel de cerdas
macias.

3- PROCEDIMENTOS USUAIS DE DESINFECCAO:

Para desinfeccdo de ambientes, materiais e pele/méaos, antes ou apés as aulas praticas ou procedimentos
experimentais, deve-se utilizar solu¢cdes adequadas, de acordo com otipo de procedimento realizado, sendo]
as mais comuns:

Alcool a 70% (etanol ou isopropilico):

e Utilizagéo: descontaminacgéo da pele, equipamentos e bancadas;

e Procedimento: deve ser utilizado apés a superficie ser lavada com agua e sabéo eretirado o
excesso de agua; deve-se passar um pano limpo ou papel absorvente embebido com o alcool
a70% na superficie a ser descontaminada;

e Tempo necessario para descontaminacédo: minimo de 15 minutos;

e Preparacdo dasolucdo: 73,3 mL de etanol a 95° + 100 mL de agua destilada.
Hipoclorito de s6dio a 1%:

e Utilizacdo: descontaminacao de pisos, vidrarias, jalecos e inativagao quimica de material biol6gico;

e Procedimento: deve ser utilizado apds a superficie ou material ser lavado com 4gua e sabéo e retirado
0 excesso de 4gua; deve-se passar um pano limpo ou papel absorvente embebido com a solu¢do na
superficie a ser descontaminada, ou mergulhar o material (vidrarias, jalecos, etc.) para que todas as
partes figuem em contato com a solugéo;

e Tempo de atuacao: minimo de 30 minutos;

e Preparacdo da solugcdo: a &gua sanitaria comercialmente vendida apresenta-se numa
concentracéo de 2 a 2,5%; para obter-se a concentracdo aproximada a 1%, deve-se diluir em égual
em partes iguais.

ELABORADO POR: APROVADO POR:
Prof2. Prof. Larissa Claudino Ferreira FRANCISCO ROSERLANDIO BOTAO NOGUEIRA
DIRETOR GERAL IFPB-CAMPUS SOUSA
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PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO (POP):
LABORATORIO IMUNOLOGIA E DOENCAS INFECTOCONTAGIOSAS

SETOR: IMUNOLOGIA E DOENCAS INFECTOCONTAGIOSAS

IFPB Estabelecido em: 02/06/2023
CAMPUS SOUSA PROCEDIMENTO OPERACIONAL | Revisado em: JUN/2025
UNIDADE SAO GONGALO PADRAO VERSAO: N° O1

HV-ASA

ATIVIDADE: Procedimentos de diagnéstico laboratérial de doencas infectocontagiosas e analises
imunoldgicas.

OBJETIVOS:

Identificar, diagnosticar doencas de carater infeccioso nos animais domésticos, sendo muitas delas de carater
zoondtico, 0 que serve também para a tomada de medida preventivas para a sociedade.
FUNDAMENTACAO TEORICA

E responséavel por realizar uma variedade de testes e analises relacionados ao diagnéstico, monitoramento e
pesquisa de doengas infecciosas e do sistema imunoldgico. Algumas das principais atividades realizadas
nesse tipo de laboratério incluem: Testes soroldgicos para deteccdo de anticorpos especificos contra o
Toxoplasma gondii e o Neospora caninum em amostras de soro sanguineo de animais domésticos e tecidos.
Além de diagnésticos de Brucelose e tuberculose. O setor conta também com o desenvolvimento de pesquisas
cientificas voltadas ao diagnéstico de doencas, estudos epidemioldgicos, buscando também entender o
mecanismo de desenvolvimento de infeccbes, medidas preventivas.
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EQUIPAMENTOS DO SETOR
Freezer

Geladeira

Microscépio invertido
Microscopio de fluorescéncia
Microscopios

Aparelho de ELISA
Centrifuga de refrigeracéo
Agitadores Vortex

Destilador de agua
Banho-maria

Estufas

1. PROCEDIMENTOS
RIFI DE TOXOPLASMA GONDII

Materiais necessérios:
e Laminas de teflon
e Amostras de soro (controle positivo e negativo)
e Agua destilada
e Placas de ELISA
PBS Toxo Uso
Estufa a 37°C
Aliquota de conjugado
Azul de Evan
Glicerina 50%
Microscopio de fluorescéncia

1- Retirar do freezer ou congelador as laminas de teflon e amostras de soro que serdo utilizadas, incluindo
as amostras de controle positivo e negativo;

2- Lavar com agua destilada, evitando o jato de agua diretamente nos po¢os;
3- Colocar as laminas que serédo utilizadas para secar;

4- Em placa de ELISA, diluir o soro em PBS Toxo Uso, de acordo com a Tabela 1, uma vez que essa diluicdo
depende da espécie animal a qual pertence o soro;

5- Quando a lamina de teflon estiver completamente seca, adicionar 20 ou 30 pl da mistura (PBS+Soro) em
cada pogo da lamina. O volume da mistura varia devido & dimenséo do poco.

*Atencdao, pois no LIDIC existem dois tipos de laminas (a que tiver o pogo menor— 20 pl, a que tiver
0 pogo maior 30 pl);

*Atencado, também para identificar as laminas com lapis grafite, de acordo com a disposigéo dos
SOros.

6- Incubar em estufa a 37°C durante 30 minutos;
7-Enquanto a lamina estiver na estufa, retire a aliquota de conjugado para descongelar;

8-Apds 30 minutos, desprezar o conteldo da lamina e realizar 3 lavagens de 10 minutos cada com PBS Toxo
Uso, depois, colocar a lamina para secar;

9- Para a diluicdo do conjugado, seguir a propor¢éo descrita na Tabela 2. Essa diluicdo do conjugado tem
gue ser feita em PBS Toxo Uso (90%) + Azul de Evan (10%).
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Ex.: Se a diluicdo do Conjugado for 1:700, sera da seguinte forma:
700 pl da mistura de PBS Toxo Uso + Azul de Evan (630 de PBS Toxo uso +70 de Azul de Even), retira-se 1
ul da mistura e acrescenta-se 1 yl do Conjugado.

10- Fazer também o célculo para o volume da diluicdo do conjudado que ira ser necessario, isso vai depender
da quantidade de laminas que vocé esta utilizando.

Ex.: 1 pogo = 30 pl 1 1amina 12 pogos = 360yl
Ex.: 1 pogo = 20 pl 1 1amina 12 pogos = 240 pl

11- Importante é sempre proteger contra a luz o conjugado, a sua diluicdo e a lamina apés adiciona-lo. Esse
material é fotossensivel, quanto menos contato com luz houver, melhor sera a reacao.

12 - Apos distribuir a diluicdo do conjugado nos pocos da lamina, incubar em estufa a 37°C por 30 minutos.

13-Realizar novamente mais trés lavagens de 10 min cada em PBS Toxo Uso, lembrando de proteger contra
aluz.

14-Espere secar, cologue duas a trés gotas de Glicerina 50% entre 0s po¢os, adicione a laminula e boa leitura!

RIFI DE NEOSPORA CANINUM
Materiais necessarios:
laminas de teflon
Amostras de soro (Controles positivo e negativo)
Placas de ELISA;
PBS Neo
Estufa a 37°C
Aliquota de conjugado
Azul de Evan
Microscépio de fluorescéncia
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1 - Retirar do freezer ou congelador as laminas de teflon e amostras de soro que serdo utilizadas, incluindo as
amostras de controle positivo e negativo;

2 - Lavar com agua destilada, evitando o jato de 4gua diretamente nos pogos;
3- Colocar as laminas que seréo utilizadas para secar;

4 - Em placa de ELISA, diluir o soro em PBS NEO SORO, de acordo com a Tabela 1, uma vez que essa
diluicdo depende da espécie animal a qual pertence o soro;

5- Quando a lamina de teflon estiver completamente seca, adicionar 20 ou 30 ul da mistura (PBS+Soro) em
cada pogo da lamina. O volume da mistura varia devido a dimensao do poco.

* Atencdo, pois no LIDIC existem dois tipos de laminas (a que tiver o pogo menor— 20 pl, a que tiver o pogo
maior— 30 pl);

*Atencao também para identificar as laminas com lapis grafite, de acordo com a disposicdo soros.

6- Incubar em estufa a 37°C durante 30 minutos;

7- Enquanto a lamina estiver na estufa, retire a aliquota de conjugado para descongelar;

8- Apds 30 minutos, desprezar o conteddo da lamina e realizar 3 lavagens de 05 minutos cada Uso, depois,
colocar a lamina para secar, com PBS Neo

9- Para a diluicdo do conjugado, seguir a proporcdo descrita na Tabela 2. Essa diluicdo do conjugado tem que
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ser feita em PBS Neo Uso (90%) + Azul de Evan (10%).
Ex.: Se a diluicdo do Conjugado for 1:700, sera da seguinte forma:

700 pl da mistura de PBS Neo Uso + Azul de Evan (630 de PBS Neo Uso + 70 de Azul de Even), retira-se 1
pl da mistura e acrescenta-se 1 ul do Conjugado.

10- Fazer também o calculo para o volume da diluicdo do conjudado que ira ser necessario, isso vai depender
da quantidade de laminas que vocé esté utilizando.

Ex.: 1 pogo = 30 pl 1 ldmina 12 pogos = 360 ul
Ex.: 1 pogo = 20 pl 1 lamina = 12 pogos = 240 ul

11- Importante é sempre proteger contra a luz o conjugado, a sua diluicdo e a lamina apos adiciona-lo. Esse
material é fotossensivel, quanto menos contato com luz houver, melhor sera a reacao.

12- Apos distribuir a diluicdo do conjugado nos pocos da lamina, incubar em estufa a 37°C por 30 minutos.

13- Realizar novamente mais trés lavagens 5 min cada, em PBS Neo Uso, lembrando de proteger contra a luz.

14-Espere secar, coloque duas a trés gotas de Glicerina 50% entre os pogos, adicione a laminula e boa leitura!

Tabela 1- Ponto de corte do soro para RIFI de Toxoplasma gondii e Neospora caninum

Espécie T. gondii N. caninum
Bovinos 1:64 1:200
Caprinos 1:64 1:50
Ovinos 1:64 1:50
Equideos 1:64 1:50
Suinos 1:64 -
Galinhas 1:16 -
Camundongos 1:16 -
Caninos 1:16 1:50
Felinos 1:16 1:50
Humanos 1:16 -
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Tabelo 2 — Diluicédo do conjugado para RIFI do Toxoplasma gondii e Neospora caninum

Espécie Conjugado Diluicéao
Bovinos Anti-bovine 1:700
Caprinos Anti-goat 1:400
Ovinos Anti-sheep 1:1600
Equideos Anti-horse -
Suinos Anti-pig -
Galinhas Anti-chicken -
Camundongos Anti-mouse 1:1300
Caninos Anti-dog 1:800
Felinos Anti-cat 1:900
Humanos Anti-human 1:1100

SENSIBILIZAGCAO LAMINAS T. GONDII E N. CANINUM

Materiais necessarios:
Laminas de teflon
Alcool 70%

Eter

Camara de Neubauer
Freezer

Taquizoitas
Microscoépio

AN N N N NN

Procedimento:
1-Limpar ldminas de teflon com solugéo de alcool +éter;
2- Homogeneizar os taquizoitas da amostra, passando dez vezes em seringa de insulina e depois no vortex;

3- Fazer a avaliacdo dos taquizoitas em camara de Neubauer (avaliar a conformagcédo e a presenca de
contaminantes);

4- Fazer a contagem de quantas laminas serdo sensibilizadas, a partir da disponibilidade de taquizoitas;

5. Se contar 500 na camara de Neubauer (onde se contam as hemacias), o valor deve ser multiplicado por 104
(fator de correcéo da contagem na camara), ou seja 500 x 104

6. Para padronizacgéo, adota-se 1200-1500 taqg/ pl;

7. No LIDIC, tem dois tipos de laminas de teflon, independentemente do tipo, o volume a ser adicionado no
pogo sao 20 ul;

8 Célculo:
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Ex.: 40 [aminas x 12 (pogos) x 20 ul 9600 pl ou 9,6 ml (volume final necessario)

1500 taq ---------- 1l

X =150 x 10* tag/ml (concentragéo final)
Formula: C1x V1-C2x V2
Aplicando o exemplo:
500 x 10' x V-150 x 10 x 10 (arredondado de 9,6)
V;= 1500/500
V1= 3 mL (Volume necessario de antigeno)

Dessa forma, de acordo com o exemplo, adiciona-se 3 mL do antigeno em 7 mL de PBS Uso, para completar
0s 10 ml de volume final necessério, com a concentracdo de taquizoitas desejada.

9- Fazer a distribuicédo de 20 pl em cada pog¢o da lamina, homogeneizar a cada lamina;
10- Deixar secando em estufa 37°C ou na banca, em repouso;

11. Armazenar no freezer. Sempre identificar o lote/ concentracéo/ data de sensibilizag&o.

CRIOPRESERVACAO DE CEPAS T. GONDII

Materiais necessérios:

Cémara de Neubauer
Microscoépio

Lavado peritoneal com taquizoitas
Soro fetal bovino (SFB)

DMSO 20%

Botijao de nitrogénio

AN NI N NN

Procedimento:
1-Quantificar em Camara de Neubauer o volume de lavado peritoneal que contenha 1 x 10 ml de taquizoitas;

1- Identifiqgue os tubos proprios para criopreservacao (tubos de 2 mL) com a cepa, numeragédo do animal a
qual foi proveniente, a data e a quantidade de taquizoitas;

2- Adicionar o volume correspondente que contenha 1 x 10° tag/mL. O ideal é que ndo ultrapasse 200ul., ou
seja, tem que estar bem concentrado

3- Separadamente, realize a mistura de Soro Fetal Bovino (SFB) e DMSO, na proporc¢éo para que o DMSO
figue a 20%, sendo que o volume vai ser definido a partir da quantidade de amostras a serem
criopreservadas, E importante que essa mistura esteja resfriada ao entrar em contato com os taquizoitos,
porque o DMSO a temperaturas acima de 15 °C sdo toxicos para Tgondii

4- Com os tubos contendo os taquizoitas com as tampas abertas, adicione a mistura de SFB e DMSO 20%
até que figuem préximos aos 2ml (N&o colocar demais, com a expansao apés congelamento, pode haver
rompimento da tampa e perda de material),

5- Imediatamente apds a adicdo da mistura rosquear os tubos e colocar no Canister correspondente do
Botijdo de Nitrogénio. Deixar o Canister levantado, recebendo gradativamente o resfriamento por 20 min.
Depois disso, mergulha-lo no nitrogénio e fechar o botijao.
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Observacdo: Com esse protocolo, até hoje (12/05/20) ja conseguimos reativar a cepa duas vezes depois
dessa criopreservacdo. Uma mantida por 8 dias em nitrogénio e outra mantida por seis meses.

REATIVAGCAO CEPAS T. GONDII

Materiais necessarios:
Camundongos cobaias
Centrifuga de refrigeragéo
Botijdo de nitrogénio

Tubos falcon 15 mL

Solucéo fisiolégica NaCl 0,9%
Materiais para inoculacéo

ASANENENENRN

Protocolo 1

1- Separar os camundongos para inoculacao;

2-Ligar a centrifuga, ligar a refrigeracdo, programar para 4°C;

3- Selecionar as amostras e 0s canisters em que se encontram no botijdo de nitrogénio;
4- Retirar as cepas do Botijao e deixa-las em temperatura ambiente;

5- Esperar descongelar, quando ainda restar um pélete de gelo, passar cada amostra para um tubo Falcon
tamanho 15 mL.

6- Centrifugar a 500g (1040 rpm) por 10 minutos com a centrifuga refrigerada a 4°C,
7-Retirar sobrenadante, acrescentar 1 ml de solucéo fisioldgica de NaCl 0,9%;

8-Imediatamente inocular intraperitoneal.

Observagédo: Com esse protocolo, o tempo médio para causar 6bito no camundongo com a Cepa ME49 é de
8 dias.
PROTOCOLO - BIOENSAIO T. GONDII
OVINOS E CAPRINOS

Materiais necessarios:
Tesouras, pingas, bisturi
Papel aluminio
Macerador

Solugéo salina 0,85%
Mixer

Pepsina acida

Becker

Banho maria a 37°C
Bastéo de vidro

Gaze

Tubos falcon 50 mL
Centrifuga

Bicarbonato de sddio 1,2%
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Procedimento:

1. Cortar os 6rgéos (coracao e diafragma) em pequenos fragmentos, de modo a formar um "pate", envolver
em papel aluminio, identificar e reservar,
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2. Com o cérebro ainda no saco zipado, macerar o material;

3. Pesar aproximadamente 16,69 de cada 6rgao (coracao, diafragma e cérebro), acrescentando por Ultimo o
cérebro, de modo a obter-se um total de 50g de tecido;

4. Acrescentar 250mL de solugéo salina 0,85% e bater com o auxilio de um mixer até dissolver todo fragmento
de tecido, obtendo assim uma mistura homogénea;

5. Na mistura obtida, adicionar 250ml. de Pepsina Acida;

6. Colocar o material em um béquer e deixar em banho maria a 37°C durante 1 hora, homogeneizando a cada
10 minutos com o auxilio de um bastao de vidro;

7. Apos isso, coar o material em duas camadas de gaze, colocar em tubos falcon de 50mL e centrifugar a
1200g (2500 rpm) por 10 minutos;

8. Desprezar o sobrenadante, acrescentar em torno de 3mL de Bicarbonato de Soédio 1,2%. Nesse momento
ocorre a mudanca de cor do sedimento, de rosa para verde lodo;

9. Juntar o material de todos os tubos em um sd, completando com Soluc¢édo Salina 0,85% até atingir 45mL,
centrifugar novamente a 1200g (2500 rpm) por 10 minutos.

10. Desprezar o sobrenadante, acrescentar em torno de 3 gotas de antibiético + antimicético em cada 1mL de
material a ser inoculado.

PROTOCOLO BIOENSAIO TOXOPLAMA GONDII -
GALINHA

Materiais necessarios:
Tesouras, pingas, bisturi
Papel aluminio
Macerador

Solugéo salina 0,85%
Mixer

Pepsina acida

Becker

Banho maria a 37°C
Bastao de vidro

Gaze

Tubos falcon 50 mL
Centrifuga

Bicarbonato de sddio 1,2%
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1- Cortar o coracao em pequenos fragmentos, de modo a formar um "pate”, envolver em papel aluminio,
deixar reservado e identificado;

2- Pesar os 6rgéos (coragdo e cérebro);

3- Acrescentar 5mL de solucédo salina 0,85% para cada grama de tecido e bater com o auxilio de um mixer
até dissolver todo fragmento de tecido, obtendo assim uma mistura homogénea,;

Exemplo: Coracdo + Cérebro = 7q
Ou seja, 7g x 5mL de sol. salina - 35mL solucéo salina

4. Na mistura obtida, adicionar 5mL de Pepsina Acida para cada grama de tecido (ver exemplo anterior)

5- Colocar o material em um béquer e deixar em banho maria a 37°C durante 1 hora, homogeneizando a cada
10 minutos com o auxilio de um bast&o de vidro;




Campus

Paraiba Sousa

® ‘
° \
==. INSTITUTO FEDERAL

6- ApOs isso, coar o material em duas camadas de gaze, colocar o material em tubos falcon de 50mL e
centrifugar a 1200g (2500 rpm) por 10 minutos;

7- Desprezar o sobrenadante, acrescentar em torno de 3mL de Bicarbonato de Sdédio 1,2% em cada tubo.
Nesse momento, ocorre a mudanca de cor do sedimento, de rosa para verde lodo;

8- Juntar o contetido dos tubos em um Unico frasco, completando com Solucdo Salina 0,85% até atingir
45mL, centrifugar novamente a 1200g (2500 rpm) por 10 minutos.

9- Desprezar o sobrenadante, acrescentar em torno de 3 gotas de antibiético + antimic6tico em cada 1mL de
material a ser inoculado.

PEPSINA ACIDA

Materiais necessarios:

v' Becker

v' Bastao de vidro
* Para 50g de tecido

v" 1,39 de Pepsina

v' 2,59 de NaCl

v' 3,5 mL de Acido Cloridrico (HCI)

v" Agua destilada até completar 250 mL

Obs.: Dissolver a Pepsina por ultimo e homogeneizar com o auxilio de um bastédo de vidro.

BICARBONATO DE SODIO 1,2%
Materiais:
v Becker
v Agua destilada

v Diluir 1,2g de Bicarbonato de sédio P.A. em 100mL de agua destilada.

SOLUCAO SALINA 0,85%

v Diluir 8,5g de NaCl em 1L de agua destilada.

PBS TOXO MAE

v Diluir em 1 litro de &gua destilada:

* NaCl (Cloreto de sodio - Sal) 80g

* KCI (Cloreto de Potassio) ) 29

* KH2PO4 (Fosfato Monopotassico) ) 2449
* Na2HPO4 (Hidrogenofosfato Dissédico). ) 14,4 g

PBS TOXO USO

v Diluir 100mL da Solucdo Toxo Mde em 900mL de agua destilada
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PBS NEO MAE
* Diluir em 1 litro de agua destilada:
v 11,49 Na2CO3
v' 33,6g NaHCO3
v" 8,59 NaCl
PBS NEO USO

* Para preparar 1 litro de PBS Neo Uso, deve-se misturar:
v 250 ml de PBS Neo Mae

v' 750 ml de agua destilada

PBS NEO SORO
Materiais necessarios:
Agua destilada
Agitador magnético
NaCl 0,9%
Soro fetal bovino
Bastao e vidro

AN N NN

Procedimento:
e Diluir em 500 ml de 4gua destilada no agitador magnético:

v 4,275g NaCl
v' 0,595g Na2P0O4

v 0,11g NaH2PO4

Retirar do agitador magnético e adicionar na solucgéo:
v' 5g BSA (Soro Fetal Bovino)
e Homogeneizar lentamente com o auxilio de bastao de vidro.

* Obs.: Para néo ficar muita espuma, ir colocando o BSA aos poucos na mistura.

Azul de Evan - Solucdo MAE

v' Azul de Evan........... 10 mg
v PBS Toxo USO............. 100 mL
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Azul de Evan - Solucao USO

* Diluir 10mL de Azul de Evan em 90mL de PBS Toxo USO

TESTE DE BRUCELOSE

Materiais necessarios:

v' Soro de amostras a serem testadas
Antigeno padronizado de Brucella
Placas de microtitulacdo
Pipetas e ponteiras descartaveis
Agitador de placas

Solucéo salina tamponada (PBS)

N N N R

Centrifuga
Procedimento:

Preparacédo do soro:
v' Coletar amostras de sangue e separar o soro por centrifugagéao.

v' Transferir o soro para tubos de ensaio ou microtubos rotulados.

Diluicéo do soro:
v' Preparar uma série de diluigbes em série do soro em placas de microtitulagdo, comegando com uma
diluico inicial de 1:20.
v Descartar um volume igual ao retirado na diluicdo anterior e adicionar o mesmo volume de soro diluido
na préxima diluicao.

v' Misturar bem cada diluicdo usando um agitador de placas.

Preparacéo do antigeno:
v Diluir o antigeno padronizado de Brucella em PBS, seguindo as instru¢es do fabricante.

v/ Adicionar uma quantidade igual de antigeno diluido em cada pogo da placa de microtitulagao.

Adicao do soro diluido:
v' Adicionar uma gota de cada diluicdo do soro em cada pogo da placa, incluindo um pogo controle
negativo sem soro.

v' Misturar bem a placa suavemente em um agitador de placas.

Incubacéo:
v" Cobrir a placa com uma tampa e incubar a temperatura adequada (geralmente entre 37°C a 42°C) por

um periodo de tempo especifico (geralmente 1 hora).

Observacéo e interpretacéao:

v' Apo6s a incubacdo, observar os pocos da placa contra uma fonte de luz adequada.
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v Verificar se ocorre aglutinacéo (formacdo de grumos) em qualquer uma das diluicGes.
v' A presenca de aglutinacdo em uma diluicdo especifica indica a presenca de anticorpos contra Brucella

No SOro.
NORMAS DE HIGIENIZACAO DOS AMBIENTES E EQUIPAMENTOS DOS LABORATORIOS

1- OBJETIVO:
e Objetivo desse Procedimento Operacional Padrdo - POP é apresentar aos colaboradores dos
Laboratérios Académicos dessa IES o conhecimento das regras gerais para limpeza dos laboratérios
gue norteiam as Boas Praticas nos Laboratérios (BPLs) visando minimizar os riscos, maximizar a
eficiéncia no uso dos laboratorios.

2 — HIGIENIZAGAO DE SUPERFICIES E EQUIPAMENTOS:

Cada laboratério, de acordo com a classe de risco que apresenta, deve ter sua rotina prépria de higienizagao.
Entretanto, de modo geral, devem ser observados procedimentos e periodicidade das rotinas de higienizacao.

e ApOs cada aula pratica, devem ser retirados os equipamentos/materiais utilizados;

e As superficies de trabalho devem ser descontaminadas, pelo menos, uma vez ao dia e sempre depois
de qualquer derramamento de material,

e Todos os materiais/equipamentos devem ser adequadamente limpos apos a utilizagédo, de acordo com
as respectivas rotinas;

e O recolhimento do material utilizado em procedimento praticos, sua limpeza e guarda, é da
responsabilidade do corpo técnico do laboratorio;

e Alimpeza da &rea geral do laboratério deve ser realizada por pessoal treinado e informado sobre as
normas de biosseguranca, usando EPI adequado;

e Os residuos soélidos ou liquidos devem ser inativados ou descontaminados antes de serem
descartados corretamente;

¢ Residuos biolégicos ou com possibilidade de contamina¢éo deve ser descartado em local apropriado;

e Material pérfuro-cortante deve ser descartado em recipientes apropriados e resistentes a perfuracéo.

ELABORADO POR: APROVADO POR:

Prof2. Welitania Inacia Silva/ Profa. Larissa Claudino FRANCISCO ROSERLANDIO BOTAO NOGUEIRA
Ferreira DIRETOR GERAL IFPB-CAMPUS SOUSA
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PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO (POP):
LABORATORIO DE ANATOMIA PATOLOGICA, HISTOPATOLOGIA E CITOLOGIA

SETOR: HISTOPATOLOGIA VETERINARIA

IFPB PROCEDIMENTO Estabelecido em: 02/06/2023
CAMPUS SOUSA OPERACIONAL PADRAO Revisado em: JUN/2025
UNIDADE SAO GONCALO VERSAO: N° 01

HV-ASA

ATIVIDADE: COLETA E PROCESSAMENTO CITOPATOLOGICO

OBJETIVOS:
Normatizar o procedimento de coleta para exame citopatolégico, processamento de laminas citopatoldgicas e
Iregistro de material.

PROCEDIMENTOS:

COLETA:

¢ Apos solicitacdo da coleta, preparar a maleta com 0s seguintes materiais: laminas de vidro, lapis para lamina,
algoddo embebido em é&lcool 70%, luvas de latex, escovinhas ginecolodgicas, paquimetro, seringas de 10 ml,
agulhas 13 x 0,45mm (“insulina”), 30 x 0,7mm (“cinza”), 25 x 0,8mm (“verde”) e 40 x 1,2 mm (“rosa”), bandeja para
transporte;

e Verificar o nimero do ultimo registro no livro de exames citopatolégicos do Laborat6rio;

* No momento da coleta, requerer a ficha de solicitacéo e conferir os dados do tutor e do paciente. O recolhimento]
da ficha de solicitacdo pela equipe do Laboratério € OBRIGATORIO para a liberagéo do resultado. Registrar o
ndmero da ficha;

¢ Realizar anamnese da leséo: tempo de evolugéo, fatores desencadeantes, tratamentos prévios, exames
prévios, contactantes, acesso a rua, entre outros;

e Em caso de suspeita de neoplasia mamaria, investigar o uso de medicamentos anticoncepcionais, castracao,
ocorréncia do ultimo cio, histérico de pseudociese, prenhez, lesdo primaria ou recorrente.

e Caracterizar a lesdo de acordo com os parametros estabelecidos na ficha de solicitagdo. Adicionar outras
[caracteristicas relevantes (se existirem). Localizar e mensurar a lesédo com auxilio do paquimetro;

e [dentificar as lesBes por meio de letras, que devem ser igualmente identificadas nas laminas correspondentes.
e Métodos de coleta: puncao por agulha fina, pungéo aspirativa por agulha fina, escarificagdo, impressao direta,
limpresséao indireta.

e Organizar o material e descartar pérfuro-cortantes em local apropriado.

COLORACAO:

e Registrar a ficha no livro de registros de exames citopatoldgicos do Laboratério;

¢ ApOs a secagem das laminas, proceder o método de coloragdo por panoético rapido, composto por trés etapas:
Io 1. Fixacdo em &lcool metilico: 30 segundos; o 2. Corante aciddfilo eosinofilico: 30 segundos. o 3. Corante
basofilico: 30 segundos.
e Em caso de materiais de aspecto lipidico, utilizar alcool absoluto para fixagdo. Tempo de fixa¢édo: 15 segundos;
e Lavar as laminas em agua corrente na pia correspondente;
e Aguardar secagem e proceder a leitura;
o Verificar periodicamente a quantidade e a qualidade dos corantes nos recipientes.
NORMAS DE HIGIENIZACAO DOS AMBIENTES E EQUIPAMENTOS DOS LABORATORIOS
e As superficies de trabalho devem ser descontaminadas, pelo menos, uma vez ao dia e sempre depois de
lqualquer derramamento de material;
e Todos os materiais/equipamentos devem ser adequadamente limpos apés a utilizacdo, de acordo com as
Irespectivas rotinas;
¢ O recolhimento do material utilizado em procedimento praticos, sua limpeza e guarda, é da responsabilidade
ldo corpo técnico do laboratério;
¢ A limpeza da area geral do laboratério deve ser realizada por pessoal treinado e informado sobre as normas
lde biosseguranca, usando EPI adequado;
¢ Os residuos solidos ou liquidos devem ser inativados ou descontaminados antes de serem descartados
|corretamente;
¢ Residuos biolégicos ou com possibilidade de contaminagéo deve ser descartado em local apropriado;
e Material pérfuro-cortante deve ser descartado em recipientes apropriados e resistentes a perfuragéo.
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Ambientes/
Equipamento

Periodicidade

Material
utilizado para
limpeza

EPIs
utilizados

Procedimento

Responsavel

Freezers e
Geladeiras/
Camarafria

Mensalmente

Agua, sabdo e
alcool 70%.

Jaleco, gorro,
mascara,
sapatos

Transferir o
contelido
para outro

Técnicos do
Setor

fechados e
luvas

refrigerador;
lavar com
agua e
sabéo;
enxaguar e
secar com
pano limpo e
recolocar o
material.
Desconta
minar com
alcool 70%,
esfregando
as
superficies
internas e
externas
Lavar com
agua esabao;
enxaguar;
aplicar
solucdo de
hipoclorito a
1% e deixar
agir por 30
minutos;
secar
pano
limpo
Limpeza.

Agua, sabdo e
solucéo de
hipoclorito de
sédio al%.

Lixeiras Semanalmente Uniforme, Higienizacao
gorro, sapatos
fechados e

luvas

com

Paredes Trimestralmente | Agua esab&o Uniforme, Higienizacao
gorro, sapatos
fechados e
luvas
Uniforme,
gorro, sapatos | com agua,
fechados e | detergente
luvas ou sabao
neutro e
esponja.
Quando
houver
manchas,
tirar com
esponja de
aco e
saponaceo.
Apos a
limpeza, fazer
a
descontamin
acéo com
alcool 70% e

Agua, sabdo e
alcool 70%

Pias Diariamente Limpeza Higienizacéo
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pano seco e
limpo.

Pisos

Diariamente
apos
derramamento
de substancias
ou
contaminagéo

Agua, sabdo e
solucao de
hipoclorito de
sédio al%.
Agua, sabdo e
solucao de
hipoclorito  de
sédio al%.

Uniforme,
gorro, sapatos
fechados e
luvas

Jaleco, gorro,
6culos,
mascara,
sapatos
fechados e
luvas

Preparar 1
balde com
hipoclorito
de sédio 1%
(balde A);
Preparar
outro balde
com
hipoclorito
de sédio 1%
(balde B)
Iniciar a
partir de
dentro do
local para
fora;

Molhar 0
pano ou o
MOP na
solucdo de
hipoclorito
(baldeA);
Enxaguar o
MOP ou o
pano na 22
solucéo
desinfetante
(balde B) e
aplicar no
piso;
Remover a
contaminacga
o; lavar o piso
com agua e
sabao;
remover 0
excesso de
agua; aplicar
solucdo de
hipoclorito
1% e deixar
agir por 30
minutos;
enxaguar e
secar com
pano limpo e
seco.

Higienizacéo
Técnicos
Setor

do

Bancadas

Diariamente:
Antes do
inicio das
atividades de
cada turno.

Apods
contaminagao
com respingos
ou

Agua,
sabdo e
alcool
70%.

Agua,
sabao,
alcool

Descontamin
acao com
alcool 70% e
pano seco

Cobrir a area
com papel
absorvente
ou gaze;

Técnicos
doSetor

Técnicos do
Setor e
Higienizagado
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derramamentos 70% e Colocar
de material hipocloritode cuidadosame
bioldgico sodio a1%; nte

hipoclorito de
sédio a 1%;
Deixar  agir
por 20
minutos;
Desprezar os
residuos, no
lixo
contaminad
Q. Limpar a
area com
agua, sabdoe
esponja;
Secar com
pano e
aplicar
alcool 70%
até
evaporacao.

PROCEDIMENTOS USUAIS DE DESINFECCAO:

desinfeccdo de ambientes, materiais e pele/maos, antes ou apds as aulas praticas ou procedimentos
experimentais, deve-se utilizar solugbes adequadas, de acordo com o tipo de procedimento realizado, sendo as|
mais comuns:

Alcool a 70% (etanol ou isopropilico):

° Utilizacdo: descontaminacéo da pele, equipamentos e bancadas;

° Procedimento: deve ser utilizado apds a superficie ser lavada com agua e sabao e retirado o
excesso de agua; deve-se passar um pano limpo ou papel absorvente
embebidocom o alcool a70% na superficie a ser descontaminada,;

° Tempo necessario para descontaminacao: minimo de 15 minutos;

[ ] Preparacao da solucéo: 73,3 mL de etanol a 95° + 100 mL de 4gua destilada.

Hipoclorito de sédio a 1%:

° Utilizag&o: descontaminacdo de pisos, vidrarias, jalecos e inativagdo quimica de material bioldgico;
° Procedimento: deve ser utilizado apés a superficie ou material ser lavado com agua e sabdo e
retirado o excesso de 4gua; deve-se passar um pano limpo ou papel absorvente embebido com a solucéo

na superficie a ser descontaminada, ou mergulhar o material (vidrarias, jalecos, etc.) para que todas as partes
figuem em contato com a solugéo;

° Tempo de atuacdo: minimo de 30 minutos;

Preparacao da solugdo: a agua sanitaria comercialmente vendida apresenta-se numa concentracdo de 2 a
2,5%; para obter-se a concentracdo aproximada a 1%, deve-se diluir emagua em partes iguais.

ELABORADO POR: APROVADO POR:
Prof2. Lisanka Angelo Maia FRANCISCO ROSERLANDIO BOTAO NOGUEIRA
DIRETOR GERAL IFPB-CAMPUS SOUSA
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PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO (POP):
LABORATORIO DE ANATOMIA PATOLOGICA, HISTOPATOLOGIA E CITOLOGIA

SETOR: ANATOMIA PATOLOGICA, HISTOPATOLOGIA E CITOLOGIA VETERINARIA

IFPB PROCEDIMENTO Estabelecido em: 02/06/2023
CAMPUS SOUSA OPERACIONAL PADRAO  |Revisado em: JUN/2025
UNIDADE SAO GONCALO VERSAO: N° 01

HV-ASA

ATIVIDADE: Necropsia de animal doméstico

OBJETIVOS:
[Realizar o exame necroscépico em animal doméstico.

1- FUNDAMENTACAO TEORICA:

Realizar exame post mortem minucioso, verificando qualquer alteracdo que possa estar presente em qualquer
um dos sistemas organicos do cadaver do animal (sistema nervoso, cardiorrespiratério, gastroentérico,
hematolinfatico, musculoesquelético reprodutor etegumentar).

2- MATERIAL/REAGENTES:

Facas, pincas anatbémicas, cabos e laminas de bisturi, solu¢do de formol tamponado a 10%, potes de plastico
ou vidro (armazenar fragmentos de tecidos), tesoura cirdrgica, poddo, machadinha, serras, alicates, tdbua de
cortar, régua, seringas, fundo para fotos, cAmera fotografica.

3- PROCEDIMENTOS

Formar equipes com os alunos (dividindo o material solicitado).
- Ler atentamente a solicitacao de necropsia, (historico, sexo, ra¢a, idade, suspeita clinica).
- Avaliar as caracteristicas externas da carcaca do animal (estado de conservagdo, condicdo corporal,
coloragdo das mucosas orais, conjuntivais, presenca de ectoparasitas, lesdes cuténeas, fraturas, etc.).
- Avaliar as caracteristicas macroscopicas internas do cadaver do animal (posicionamento dosérgéos, coloracéo
dos tecidos, presenca ou auséncias de hemorragias, pigmentacgfes patoldgicas por bilirrubina (ictericia).

- Realizagéo de exame necroscopico.

* Apoés desarticular os membros pélvicos na articulagédo fémuro-acetabular, realizar o mesmo procedimento nos
membros toracicos com auxilio de uma faca. Fazer uma incisdo mento- pubiana, e rebater todo o tegumento do
animal, verificando alguma alteracdo caso exista.

- Abrir a cavidade abdominal pela linha alba com auxilio de cabo e lamina de bisturi, ap6s, realizar a inspecao
de todos os 6rgaos abdominais (coloragdo, consisténcia, localizagdo, formato, tamanho, presenca de corpos
estranhos).

- Abrir a cavidade toracica com auxilio de um podao (alicate de poda), cortando as costelas, apés aberta,
inspecionar os orgaos da cavidade toracica (coloracéo, consisténcia, localizagao,formato, tamanho presenca de
liquidos ou sangue no interior da cavidade). Em caso de animal

macho, abrir a bolsa escrotal, avaliar os testiculos.

- Desarticular a cabeca da carcaga do animal, rebater a pele com uma faca, e abrir a cranio com auxilio dal
machadinha, apés aberta, realizar uma incisdo com o bisturi, na superficie da meninge, observando]
criteriosamente, retirar o cérebro inteiro com cautela.

- Apos avaliagdo macroscopica de todos os 6rgaos, deve ser coletado um pequeno fragmentode cada tecido ef
armazenado no pote de plastico ou vidro contendo solugdo de formol tamponado a 10% para fixacéo dos tecidos|
Ie posterior andlise histopatolégica.

4- EPIs:
Macacéo, galocha, touca, luva, mascara e 6culos de protecao.

5- GERENCIAMENTO DE RESIDUOS:
Os residuos gerados serdo colocados em bombonas plasticas armazenadas em camara fria,as quais seraof
Irecolhidas para incineragéo por empresa especializada de tratamento de residuos hospitalares.

NORMAS DE HIGIENIZACAO DOS AMBIENTES E EQUIPAMENTOS DOSLABORATORIOS
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1- OBJETIVO:
° Objetivo desse Procedimento Operacional Padrdo — POP, é apresentar aoscolaboradores dos
Laboratérios Académicos dessa IES o conhecimento das regras gerais paralimpeza dos laboratérios que
norteiam as Boas Praticas nos Laboratoérios (BPLs) visando minimizar os riscos, maximizar a eficiéncia no
uso dos laboratdrios.
2 — HIGIENIZACAO DE SUPERFICIES E EQUIPAMENTOS:
Cada laboratério, de acordo com a classe de risco que apresenta, deve ter sua rotina prépria de higienizacéo.
Entretanto, de modo geral, devem ser observados procedimentos e periodicidade das rotinas de
higienizacao.
° Apo6s cada aula préatica, devem ser retirados 0s equipamentos/materiais utilizados;
° As superficies de trabalho devem ser descontaminadas, pelo menos, uma vez ao dia esempre
depois de qualquer derramamento de material;
° Todos os materiais/equipamentos devem ser adequadamente limpos apos a utilizagdo,de acordo
com as respectivas rotinas;
° O recolhimento do material utilizado em procedimento préticos, sua limpeza e guarda,é da
responsabilidade do corpo técnico do laboratorio;
° A limpeza da é&rea geral do laboratério deve ser realizada por pessoal treinado e informado
sobre as normas de biosseguranca, usando EPI adequado;
° Os residuos soélidos ou liquidos devem ser inativados ou descontaminados antes deserem
descartados corretamente;
° Residuos bioldgicos ou com possibilidade de contaminagdo deve ser descartado emlocal
apropriado;
° Material pérfuro-cortante deve ser descartado em recipientes apropriados e resistentesa
perfuracédo
Ambientes/ Periodicidade Material EPIs Procedimento Responsavel
Equipamento utilizadopara utilizados
limpeza
Freezers e Mensalmente Agua, sabdo e | Jaleco, Transferir 0 | Técnicos do
Geladeiras/ alcool 70%. gorro, conteddo para | Setor
Céamarafria mascara, outro
sapatos refrigerador;
fechados e lavar com agua
luvas e sabao;
enxaguar e
secar com pano
limpo e
recolocar 0
material.
Descontamina
r com alcool
70%,
esfregando as
superficies
internas e
externas
Lixeiras Semanalmente | Agua, sab&o e Uniforme, Lavar com agua | Higienizacéo
solugéo de gorro, e sabéo;
hipoclorito de sapatos enxaguar;
s6dio al%. fechados e ap"car SOlU(;éO
luvas de hipoclorito a
1% e deixar agir
por 30 minutos;
secar com pano
limpo
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Paredes

Trimestralmente

Agua esabdo

Uniforme,
gorro,
sapatos
fechados e
luvas

Limpeza.

Higienizacéo

Pias

Diariamente

Agua, sabdo e
alcool 70%

Uniforme,
gorro,
sapatos
fechados e
luvas

Limpeza
com agua,
detergente
ou sabao
neutro e
esponja.
Quando
houver
manchas,
tirar com
esponja  de
aco e
saponaceo.
Apbs a
limpeza, fazer
a
descontamin
acao com
alcool 70% e

pano seco e

limpo.

Higienizacéo

Pisos

Diariamente
apos
derramamento
de substancias
ou
contaminacéo

Agua, sab3o e
solucao de
hipoclorito de
sédio al%.

Uniforme,
gorro,
sapatos
fechados e
luvas
Jaleco,
gorro,
6culos,
mascara,
sapatos
fechados e
luvas

Preparar 1
balde com
hipoclorito
de sédio 1%
(balde  A);
Preparar
outro balde
com
hipoclorito
de sédio 1%
(balde B)
Iniciar a
partir de
dentro do
local para
fora;

Molhar o]
pano ou o
MOP na
solucdo de
hipoclorito
(baldeA);
Enxaguar o
MOP ou o
pano na 22
solucao
desinfetante
(balde B) e
aplicar no piso;
Remover a
contaminaca
0; lavar o piso
com agua e
sabdo;

Higienizacéo

Técnicos do
Setor
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remover 0
excesso de
agua; aplicar
solucdo de
hipoclorito
1% e deixar
agir por 30
minutos;
enxaguar e
secar com
pano limpo e
seco.
Diariamente: Agua, Descontamin Técnicos
Antes do sabdo e acdo com doSetor
inicio das alcool alcool 70% e
atividades de 70%. pano seco
Bancadas cada turno. Técnicos do
Setor e
Apébs Cobrir a area | Higienizagéo
contaminacéo Agua, com papel
com respingos sabéo, absorvente
ou alcool ou gaze;
derramamentos 70% e Colocar
de material hipocloritode cuidadosame
bioldgico s6dio al%: nte

hipoclorito de
sédio a 1%;
Deixar  agir
por 20
minutos;
Desprezar os
residuos, no
lixo
contaminad
Q. Limpar a
area com
agua, sabadoe
esponja;
Secar com
pano e
aplicar
alcool 70%
até
evaporacao.

3- PROCEDIMENTOS USUAIS DE DESINFECCAO:
Para desinfeccdo de ambientes, materiais e pele/méaos, antes ou apds as aulas praticas ou procedimentos
experimentais, deve-se utilizar solu¢des adequadas, de acordo com o tipo de procedimento realizado, sendo as|
mais comuns:

Alcool a 70% (etanol ou isopropilico):

° Utilizacdo: descontaminacéo da pele, equipamentos e bancadas;

° Procedimento: deve ser utilizado apds a superficie ser lavada com &gua e sabao e retirado o
excesso de agua; deve-se passar um pano limpo ou papel absorvente
embebidocom o alcool a70% na superficie a ser descontaminada;

° Tempo necessario para descontaminacgao: minimo de 15 minutos;

° Preparacao da solugéo: 73,3 mL de etanol a 95° + 100 mL de 4gua destilada.
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Hipoclorito de sédio a 1%:

° Utilizac&o: descontaminacdo de pisos, vidrarias, jalecos e inativagdo quimica de material bioldgico;
° Procedimento: deve ser utilizado apés a superficie ou material ser lavado com agua e sabéo e
retirado 0 excesso de agua; deve-se passar um pano limpo ou papel absorvente embebido com a solucao
na superficie a ser descontaminada, ou mergulhar o material (vidrarias, jalecos, etc.) para que todas as partes
figuem em contato com a solugéo;

° Tempo de atuagdo: minimo de 30 minutos;

Preparacdo da solugéo: a dgua sanitaria comercialmente vendida apresenta-se numa concentrago
de 2 a 2,5%; para obter-se a concentracdo aproximada a 1%, deve-se diluir emagua em partes iguais.

[ELABORADO POR: APROVADO POR:
Profé. Lisanka Angelo Maia FRANCISCO ROSERLANDIO BOTAO NOGUEIRA
DIRETOR GERAL IFPB-CAMPUS SOUSA
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PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO (POP):
LABORATORIO DE BIOLOGIA MOLECULAR

SETOR: BIOLOGIA MOLECULAR

IFPB PROCEDIMENTO Estabelecido em: 02/06/2023
CAMPUS SOUSA OPERACIONAL PADRAO Revisado em: JUN/2025
UNIDADE SAO GONCALO VERSAO: N° 01

HV-ASA

ATIVIDADE: PROCEDIMENTOS DE BIOLOGIA MOLECULAR

OBJETIVOS:
Normatizar o procedimento de manipulacdo com material genérico para fins diagnésticos e identificacdo de
|genérica de microorganismos.

1. SETORES DO LABORATORIO

1.1 Extracéo de DNA

Este setor conta com bancada, armarios, freezer, geladeira, centrifugas, termobloco, centrifuga refrigerada
com rotor para tubos e capela de exaustdo. A principal finalidade do setor € a extracéo e purificacdo de DNA.
1.2 Lavagem

Este setor conta com pia de metal. A principal finalidade do setor é dar suporte aos procedimentos realizados
no Laboratério de biologia molecular.

1.3 Preparacéo de PCR

Este setor conta com bancadas, armarios, freezer, geladeira, termocicladores para microplacas, esta¢fes de
trabalho para PCR e microcentrifuga. A principal finalidade do setor é a montagem das reacdes de PCR e
amplificacdo dos fragmentos de DNA.

1.4 Eletroforese

Este setor conta com bancada, armario, balanga, cuba de eletroforese, fontes de eletroforese, equipamento
de foto-documentacédo e microondas. A principal finalidade do setor sdo os procedimentos de eletroforese de
DNA e produtos de PCR, bem como da foto-documentagédo dos mesmos. Este setor conta com um freezer e
uma geladeira para armazenamento dos reagentes e produtos amplificados, além de uma pia para lavagem
de vidraria.

1.5 Uso geral

Este setor conta com uma bancada central. A principal finalidade do setor é dar suporte aos procedimentos
realizados no Laboratério de biologia molecular. Este setor conta com um freezer.

2. PREPARACAO PARA O EXPERIMENTO

2.1. O usuario deve providenciar um caderno para as anotagdes referentes aos procedimentos e protocolos
|[do projeto

2.2. O usuério deve receber treinamento do coordenador do BioMol.

2.3. E de responsabilidade do usuario planejar as atividades, de modo que néo faltem reagentes ou materiais|
[durante os procedimentos bem como tempo para executar a tarefa.

2.4. O usuario deve usar roupas adequadas dentro do laboratorio: jaleco, calgas compridas, calgcado fechado,
[cabelos presos e ndo usar aderecos grandes (brincos, anéis, pulseiras, etc).

2.5. O usuario deve vestir luvas (latex sem talco) quando estiver trabalhando com reagentes téxicos ou

irritantes e durante procedimentos em que possa ocorrer contaminacdo de amostras, reagentes ou do proprio
local de trabalho.

2.6. O usuario deve organizar seu material de trabalho em local determinado pelo coordenador do laboratério
I(geladeira, freezer, armario ou gaveta).
2.7. E imperativo agendar o uso dos equipamentos. O ndo cumprimento dos horéarios agendados caracteriza
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desrespeito aos demais usuarios. Caso surja necessidade de alterar ou cancelar horarios agendados, 0s usuarios
devem comunicar a mudanca, ao coordenador do BioMol, com no minimo um dia de antecedéncia.

2.8. Os reagentes serdao comprados ou confeccionados pelos usuarios e se caracterizam pelo uso comum]
entre os usuarios. Os de uso exclusivo sdo aqueles diretamente vinculados (comprados e/ou confeccionados) a|
|um projeto especifico, sendo seu uso uma exclusividade dos usuarios que participam do projeto.

2.9. Todo o material de uso ndo comum (uso exclusivo) deve estar identificado e organizado nos espagos
Jreservados a eles.

2.10. Todo material em uso deve estar devidamente identificado; deve-se rotular imediatamente qualquer,
reagente ou solugéo preparada e as amostras coletadas com nome do reagente e concentragdo molar, nome da|
pessoa que preparou e data.

2.11. Limpe a bancada antes e depois de usa-la, com papel-toalha e alcool 70%.

2.12. Ao terminar os procedimentos no laboratério, o usuario deve retornar todos os materiais (pipetas,
lespatulas, objetos de escritorio, manuais, reagentes, etc) e equipamentos para os locais de onde foram removidos.

3. PROCEDIMENTO

3.1 Extracdo de DNA:
1. Os procedimentos visando extracbes de DNA devem ser realizados na bancada central do laboratorio.
[Extracdes com fenol ou cloroférmio, devem ser realizadas em capela de exaustéo.
2. O uso das centrifugas para extragéo deve ser preventivo. E exigida a limpeza do equipamento apds 0 uso.

3.2. PCR:
1. A montagem das reacdes de PCR deve ser realizada exclusivamente nas camaras assépticas (fluxo
llaminar)

2. E vedada a entrada de DNA nas camaras assépticas

3. O DNA deve ser adicionado ao PCR na bancada central do laboratorio.
4. Todos os equipamentos dentro da camara asséptica devem ser limpos com papel toalha e éalcool 70%
depois de utilizados

5. NUNCA utilizar os equipamentos de dentro da cAmara asséptica (micropipetadores, etc) em outras areas
do laboratério.

3.3. Eletroforese:
1. A agarose de uso geral deve ser reutilizada (nimero limitado de vezes - consultar o coordenador).
2. O tampéo (TBE) de eletroforese deve ser trocado a cada sete usos.

3. O usuéario que estiver usando a cuba pela sétima vez é responsavel pela troca do tampao por um novo,
Jbem como pela lavagem da cuba.

Tris/Borato/EDTA (TBE)

0,89 M Tris base 108g

0,89 M &c. bérico 55¢g

0,02 M EDTA 4ml de EDTA 0,5 m Ph 8,0

3.4 Descarte de Material

1. O pessoal terceirizado é responséavel pela limpeza, cabe somente a retirada dos contetidos das lixeiras
simples e a limpeza do chao/piso com pano molhado. N&o é permitido varrer o chao, para evitar nuvem de poeira.
2. Nao reutilizar material plastico (ponteiras, microtubos, etc).

3. O gel de agarose deve ser descartado em lixo contaminante para posterior incineragédo

4. Na impossibilidade de um descarte imediato, o lixo deve ser armazenado adequadamente.

4. EPIs

e Calca comprida

e Jaleco de manga comprida
e Sapato Fechado

e Mascara

e Luvas sem talco

5. GERENCIAMENTO DE RESIDUOS
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Os residuos gerados serdo destinados a armazenamento temporario no lixo contaminante, e depois serao
recolhidos seguindo protocolos de descarte de residuos quimicos preconizados pela Comissdo Ambiental do
IFPB.

6. CONSIDERACOES GERAIS DE BOAS PRATICAS LABORATORIAIS

6.1. E proibida a entrada de alimentos no laboratério. O laboratério ndo dispde de equipamentos para
larmazenar alimentos e bebidas dos usuarios.

6.2. Nao deixar equipamentos elétricos ligados no laboratério apos o expediente sem autorizagdo e sem
anotar no quadro de avisos.

6.3. E proibido o uso de reagentes toxicos e volateis fora da capela de exaustao.

6.4. Todos os equipamentos utilizados devem ser limpos ap6s 0 uso.

ELABORADO POR: APROVADO POR:
Prof2. Carla Monadeli Filgueira Rodrigues FRANCISCO ROSERLANDIO BOTAO NOGUEIRA
DIRETOR GERAL IFPB-CAMPUS SOUSA
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PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO (POP):
LABORATORIO DE INFORMATICA

SETOR: INFORMATICA

IFPB PROCEDIMENTO _ Estabelecido em: 02/06/2023
CAMPUS SOUSA OPERACIONAL PADRAO [ Revisado em: JUN/2025
UNIDADE SAO GONGALO VERSAO: N° O1

ATIVIDADE: Diretrizes para utilizagéo de recursos de Tl disponibilizados no laboratério de Informatica.

OBJETIVOS:
Estabelecer condutas e diretrizes para o manuseio de recursos tecnologicos alocados no laboratério de
linformatica.

1- DESCRIGAO DO LABORATORIO DE INFORMATICA

Um laboratério de informéatica € um espago fisico equipado com computadores, periféricos e recursos
tecnolégicos, destinado ao ensino, aprendizado, pesquisa e préatica de atividades relacionadas a area de
informatica e tecnologia da informacdo. Esses laboratérios sdo comumente encontrados em instituic6es
educacionais, empresas, centros de pesquisa e outras organizacdes que dependem do uso intensivo de
computadores.

No ambito do curso de Medicina Veterinaria, o LI destina-se para utilizacdo no desenvolvimento de atividades
académicas e curriculares, além do uso da internet como ferramenta de pesquisa sobre assuntos académicos,
maximizando assim o acesso a informacao.

2- OBJETIVOS

e Pesquisa e estudo de casos: Os alunos podem utilizar o laboratério de informatica para realizar pesquisas
em bancos de dados cientificos, buscar informa¢des sobre doengas e condigbes veterinarias, explorar
estudos de casos clinicos e acessar artigos cientificos relevantes. Isso permite que eles aprofundem seus
conhecimentos e compreendam melhor os conceitos tedricos aprendidos em sala de aula.

e Acesso a recursos educacionais online: O laboratério de informatica permite que os alunos acessem
plataformas de aprendizado online, cursos e materiais educacionais especificos para a medicina
veterinaria. Isso amplia suas oportunidades de aprendizado, permitindo que eles explorem conteddos
adicionais, participem de foruns de discusséo e acessem recursos multimidia, como videos e animagoes.

e Além desses exemplos, o laborat6rio pode promover o acesso a softwares de edicdo de documentos,
planilhas, apresentacdes e outros aplicativos de produtividade também € essencial para que os alunos
realizem tarefas académicas, redijam relatérios, elaborem apresentacdes e desenvolvam trabalhos
cientificos.

3- PROCEDIMENTO PARA ALOCACAO DO LABORATORIO

e Solicitar a Direcdo de Ensino, por meio de processo eletrdnico no SUAP, o agendamento para utilizagédo
do Laboratério de Informética.
e ApOs a confirmacao, serd obtido o acesso durante a data agendada.

4- PROCEDIMENTO PARA DE INICIALIZACAO E DESLIGAMENTO DO LABORATORIO

Verificar se todos os computadores estédo desligados;

Ligar os computadores e monitores seguindo a sequéncia correta;
Verificar se a rede esta funcionando corretamente;

Realizar testes de conectividade com a internet;

Desligar todos os computadores e monitores ao encerrar as atividades.

|5>- PROCEDIMENTO DE USO DOS SOFTWARES E RECURSOS DO LABORATORIO
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e Orientar os usuarios sobre os softwares disponiveis e suas funcionalidades;
e Instruir os usuarios sobre as politicas de uso de softwares licenciados;
e Gerenciar 0 acesso aos recursos compartilhados do laboratério, como impressoras e servidores;
e Monitorar o uso adequado dos softwares e recursos;
e Fornecer treinamento basico sobre o uso de ferramentas e aplicativos especificos.

|ls- REGRAS DE UTILIZACAO DO LABORATORIO DE INFROMATICA

l. E proibida a entrada com lanches e/ou bebidas no laboratério;

Il. Todos os sites acessados e operacdes efetuadas através da rede do laboratdrio deverdo ser compativeis
com a aula, pesquisa, avaliacdo e ambiente académico. E expressamente proibido o acesso a sites
impréprios como: pornografia, jogos, videos fora do contexto da atividade a ser realizada, redes sociais
de qualquer natureza, entre outros;

M. E proibida a instalacdo de qualquer tipo de software nos equipamentos por parte dos usuarios. A
solicitagdo de instalacéo devera ser realizada via e-mail, pelo docente responsavel, onde deverdo ser
anexados os softwares ou links com antecedéncia minima de 96 horas;

V. E proibida a utilizacdo de arquivos portateis de qualquer software que ndo tenha prévia e expressal
autorizacdo do Técnico de Laboratério para serem utilizados;

V. As estacdes séo voltadas para fins académicos, dessa forma néo se orienta a abrir contas bancarias, e-|
mails, chats (bate-papos) ou qualquer outro tipo de conta pessoal de qualquer natureza;

VI. O usuério é responsavel pela seguranca e integridade de suas informagdes armazenadas durante aj
utilizacdo no computador, o curso ndo se responsabiliza por quaisquer arquivos e senhas armazenados
em seus equipamentos;

VII. O curso ndo se responsabiliza por qualquer software/arquivo que seja excluido e/ou perdido de midias
removiveis de qualquer natureza, pois, sistemas de seguranga fardo a verificacdo e andlise sistematica]
de qualquer periférico conectado as estacdes;

VI Os usuarios devem preservar o patrimonio do laboratério, ndo sendo permitida a movimentagéo/remogéol
de quaisquer componentes dos computadores, nem mesmo cabos, mouses, teclados, entre outros, sem
a devida autorizacgéo;

IX. E proibido realizar download/upload de qualquer software sem licenciamento (Pirataria corporativa),
podendo ocorrer punigdo de acordo com a Lei 9.609/98, esta, estabelece que a violagdo de direitos
autorais de programas de computador € crime, punivel com pena de detencdo de 6 meses a 4 anos e
multa, além de ser passivel de acao civel indenizatéria;

X. Os usuérios devem respeitar docentes, técnicos, monitores, estagiarios, terceirizados e demais usuarios,
mantendo a ordem, disciplina, respeito aos pares e siléncio no recinto;

XI. O usuario que desrespeitar este regulamento ficara sujeito as penalidades determinadas pelo curso no
ambito do Instituto.

ELABORADO POR: APROVADO POR;:

Prof. Thiago Alves Sobreira FRANCISCO ROSERLANDIO BOTAO NOGUEIRA
DIRETOR GERAL IFPB-CAMPUS SOUSA
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PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO (POP):
LABORATORIO DE PATOLOGIA CLINICA VETERINARIA

SETOR: ANALISES CLINICAS

IFPB PROCEDIMENTO Estabelecido em: 02/06/2023
CAMPUS SOUSA OPERACIONAL PADRAO  [Revisado em: JUN/2025
UNIDADE SAO GONGALO VERSAO: N° O1

HV-ASA

ATIVIDADE: ANALISES CLINICAS VETERINARIAS

OBJETIVOS:
Analisar diversos tipos de amostras biolégicas como: sangue total, urina, fluido ruminal, liquido cefalorraquidiano,
efusdes cavitarias, teste de compatibilidade sanguinea, oriundas das clinicas médica de pequenos animais e
grande animais do Hospital veterinério do IFPB campus Sousa.
FUNDAMENTACAO TEORICA

A patologia clinica veterinéria é a especialidade que tem como objetivo a execucéo e interpretacdo dos exames
laboratoriais, auxiliando médicos veterindrios no diagndstico, acompanhamento e direcionamento de diversas
doencas. Os achados laboratoriais através das amostras biol6gicas direciona o clinico a uma hipétese diagndéstica,
além de estabelecer o estagio de uma doenca, indicar o progndstico e monitorar tratamento.
EQUIPAMENTOS DO SETOR
Freezer
Geladeira hematoimuno
Analisador hematolégico automatico BC-2800 Vet- Mindray
Homogeneizador
Centrifuga (2)
Banho-Maria
Agitador Vortex
Analisador bioquimico SX- 3000 M — semi-automatico
Agitador magnético
Refratbmetro
Microscépios
Balanca analitica
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10- PROCEDIMENTOS
2.1 Recebimento de amostras
A qualidade da amostra esta diretamente ligada a confiabilidade dos resultados, muitas vezes, amostras
inadequadas inviabilizam os procedimentos, além disso, a correta identificacdo da amostra é imprescindivel paral
a fase analitica, portanto:
1. ACONDICIONAMENTO DA AMOSTRA

e Observar condicbes da amostra:

v" Volume insuficiente (amostra condicional)

0 Volumes pequenos de amostras podem nao ser representativos para estudos clinicos.
Informar a inviabilidade da amostra, e solicitar nova coleta.

v" Excesso de anticoagulantes (amostra condicional)

o O excesso de anticoagulante prejudica a analise hematolégica, ocasionando hemaodiluigéo e
crenacao eritrocitaria.

v' Presenca de coagulos, microcoagulos e excesso de fibrina (amostra rejeitada)

0 O coagulo interfere nos resultados de todas as séries sanguineas.

v" Amostras colhidas em frascos inadequados (amostra rejeitada)

o Compromete diretamente na confiabilidade da amostra.

v' Amostra com mais de 6 horas, mantida sem refrigeragdo (amostra rejeitada).

0 A cada 30 min a confiabilidade da amostra diminui, amostras sem devido acondicionamento
sé suportam até 6 horas a partir da coleta.

v Amostra de urina deverdo ser trazidas em potes descartaveis, no minimo 5 ml, com ficha
devidamente preenchida informando a forma de coleta.

v' Amostras de analise de liquidos cavitarios, cefalorraquidiano, deverao ser colhidos em dois tubos:
um contendo EDTA e outro sem EDTA, e encaminhados imediatamente ao laboratério para
analise. Amostras sem condicionamento adequado e ndo coletados em ambos os tubos pode
nao ter o resultado completo do exame (Amostra condicional)

OBS.: Em casos especiais, se a amostra foi colhida a mais de 6 horas, mas foi devidamente condicionada, a

amostra poderd ser considerada condicional.

e Verificar se a ficha de solicitagdo esta preenchida corretamente, com énfase na espécie do animal,
veterindrio solicitante e data da coleta.

e Verificar se existem problemas na amostra (coagulo, fibrina, volume insuficiente, amostra ndo identificada,
falta de amostra, frasco errado etc.).

OBS.: Caso haja caréncia em algum dos itens acima, solicitar a adequacao, informando e registrando a lapis na

ficha de registro o problema verificado.

e Estando em conformidade, colocar uma ordem de servigo, seguindo a sequéncia do livro de registro,
encaminhar para o setor de cadastro interno do exame e direcionar a amostra para o0 seu respectivo setor

(hematologia, bioquimica, urinalise, analise de liquidos cavitarios, liquido cefalorraquidiano).

2. CADASTRO DO EXAME:
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e Verificar a identificacdo do tubo (home ou nimero do animal).

e Verificar dados do animal na ficha de solicitacéo (identificacdo, espécie, raca, sexo e idade).
e Verificar o veterinario solicitante (assinatura ou carimbo).

e Conferir quais exames foram solicitados.

e Preencher o livro de registros seguindo os exames solicitados pelo médico veterinario

HEMATOLOGIA
PREPARACAO

Inicio do dia

- Ligar todos os equipamentos na tomada (Centrifuga, homogeneizador, banho-maria);

- Contador automatizado de células Mindray.

1° Passo: Ligar o aparelho (Botéo atras do aparelho)

2° Passo: Esperar a inicializag&o do aparelho. Qualquer duvida deve-se chamar o funcionario ou residente do
setor.

1. PREPARAR MATERIAIS:

1.1. Lencgos de papel

1.2. Caixa de laminas

1.3. Ldmina extensora

1.4. Caixa de tubos capilares
1.5. Massa para tubo capilar

2. PROCESSAMENTO AUTOMATIZADO NO APARELHO HEMATOLOGICO:
2.1. Sera usado uma lamina de microscopia, para cada sangue. Entdo deixe-as ja separadas, no local
apropriado para confecgdo das laminas.

2.2. Pegar a ficha de solicitacdo de exame do primeiro sangue da remessa, e fazer o cadastro do mesmo no
aparelho
e Espécie (verificar a espécie do animal, e se preciso muda-la):

- Logo em seguida, fazer homogeinizacdo da amostra de sangue com EDTAno minimo vezes.

-Ap0s isso, colocar a amostra na agulha de aspiracdo na parte inferior do aparelho apertar no botdo de
aspiracdo que fica por tras da agulha de aspiracdo de coloracdo azul

- Em dois minutos, o aparelho fornece informag6es com um histograma dos resultados da amostra.

- Este ira fornecer informacgdes sobre: WBC, RBC, HGB, HCT, MCV, MCH, MCHC, RDW, PLT*, MPV, PDW,
PCT (parametros para todas as espécies programadas).

- O diferencial leucocitario e contagem de plaquetas devera ser corrigido na lamina de esfregaco.

- Clique no retangulo em branco
- Na lateral direita do visor ir4 aparecer um teclado virtual no qual vocé deverd digitar o RGHV do animal.

PREPARACAO DO ESFREGACO SANGUINEO:
v" Preencher com sangue o tubo capilar para microhematdcrito. Limpar as partes externas do tubo com
papel toalha/higiénico.

v" Em seguida, com a lamina de microscopia apoiada na bancada ou suspensa horizontalmente entre os

dedos indicador e polegar do operador, depositar uma gota em uma das extremidades da |amina (mais
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ou menos a 1 cm da extremidade). Essa ndo devera ser espessa, hem muito pequena.

v/ Com a extensora posicionada segundo recomendacao do fabricante, encosta-la na lamina um pouco a
frente da gota, em angulo aproximado de 30 — 45°. Em seguida, retorna-la para entrar em contato com
0 sangue. Quando essa tocar a gota, realizar movimentos para cima e para baixo ou direito e esquerdo,
fazendo com que o sangue se disperse por toda a extremidade da extensora.

v'Realizar movimento para frente com a extensora, devendo ser esse sutil e uniforme, nem muito rapido
ou lento, até a formacéo da cauda do esfregaco sanguineo (aproximadamente 2/3 da superficie da
lamina).

v' Secar o esfregaco imediatamente ap6s a sua realizacao, utilizando movimentos manuais ou uma fonte
de ventilacéo.

v Identificar o esfregagco com o nome e ordem de servigo do paciente na parte inicial desse.

v/ Se necessario, completar o volume de sangue do capilar (3/4 do tubo), limpando novamente a parte
externa. Vedar uma das extremidades com a massa selante e assinalar na ficha, usando um lapis, a
posicao na qual o capilar daquele animal se encontra na microcentrifuga.

v" Apo6s o término do procedimento mergulhar delicadamente a extremidade da extensora na solugéo de

agua oxigenada presente em cima da bancada e secar com papel adequado.

OBS.: 1. Um esfregago sanguineo adequado deve possuir trés partes marcadamente distintas: cabega/corpo,
area de leitura e cauda.

2. E Importante se utilizar 1aminas limpas, desengorduradas e sem arranhdes, bem como uma extensora de
extremidade integra e sem sangue ressecado (sempre limpar a extensora de um esfregaco para outro retirando
qualquer resquicio de sangue presente).

PROTEINAS PLASMATICAS TOTAIS (PPT):
METODO: Refratometria.

AMOSTRA: Plasma com EDTA.
MATERIAIS E EQUIPAMENTOS:

4 Agua destilada.

v Refratdmetro.

v Papel absorvente liso.
TECNICA:

Antes do uso do refratbmetro em cada remessa, verificar se esse se encontra calibrado. Para tanto,
deposita-se agua destilada na superficie do prisma e fecha-se a tampa. Em seguida, é realizada a leitura
direcionando-o para uma fonte luminosa. Caso a marcacgéo da coluna azul esteja sobre o “W” na parte inferior
da coluna graduada a esquerda, o aparelho estara zerado. Caso contrario, utilizar a chave presente no kit do
refratdmetro para girar o parafuso superior e com isso ajustar a coluna na referida marcacdo. Apés isso, secar
com papel absorvente liso a superficie umidificada e iniciar o uso na rotina.

v/ Com os capilares preenchidos, vedados e identificados coloque-os na centrifuga e deixe-0s
centrifugando na velocidade por 5 minutos. Em caso de caprinos o tempo deve ser de 15 minutos e
ovinos no minimo 10 minutos.

v' Verificar a caracteristica do plasma antes da sua deposicdo no refratbmetro. Esse pode estar normal,
hemolisado, ictérico, lipémico.
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v" Quebrar o capilar logo acima da camada de leucdcitos e plaquetas (pode-se utilizar uma lixa de unhas
para tal propdsito) e depositar o plasma sobre a superficie do prisma do refratdmetro. Nao encostar ou
bater o vidro nessa superficie para ndo danifica-la.

v Em seguida, direcionar o refratbmetro para uma fonte luminosa e realizar a leitura analisando a
marcagao da coluna azul na graduacéo a esquerda, sendo essa geralmente de zero a doze, no qual
cada traco equivale a duas unidades.

COLORACAO PANOTICO RAPIDO

METODO: Coloracéo do tipo Romanowsky de afinidade &cido-basica.
AMOSTRA: Esfregacos sanguineos/citolégicos.
MATERIAIS E EQUIPAMENTOS:

v Kit de coloragéo Panoético R4pido.

v" Tubos para imerséo da lamina.
v' Pincgal/instrumento para movimentar o esfregago na sequéncia de coloragéo.
v Agua corrente.

TECNICA:
v Apés a secagem do esfregaco sanguineo, imergi-lo no Panético 1 (solugéo de triariimetano a 0,1%) por

5 - 15 segundos.

v Tirar o excesso de fixador pressionando a lamina sobre uma superficie de papel toalha, imergindo-a
em seguida no Panotico 2 (solugdo de xantenos a 0,1%) por 10 — 15 segundos.

v Tirar 0 excesso do primeiro corante pressionando a lamina sobre uma superficie de papel toalha e
imergi-la no Panético 3 (solucado de tiazinas 0,1%) por 15 — 20 segundos.

v Lavar imediatamente a lamina em agua corrente e deixa-la secar.

Obs.: Os tempos descritos podem variar de acordo com o fabricante, tempo de uso dos corantes e preferéncias
do microscopista.

CONTAGEM TOTAL/GLOBAL DE HEMACIAS

METODO: Manual/hemocitémetro de Neubauer em macrodiluic&o.
AMOSTRA: Sangue total com EDTA.
MATERIAIS E EQUIPAMENTOS:

v" Solugéo diluidora (Gower, Hayem, Solugédo salina 0,9%).

v" Tubo de ensaio.
v" Pipeta automatica.
v'  Ponteiras.
v' Camera/Hemocitémetro de Neubauer.
TECNICA:
1. Homogeneizar o sangue do tubo coletado com EDTA.
2. Diluir 20 pL de sangue em 1000 pL (4 mL) de solugdo diluidora em um tubo de ensaio.
3. Homogeneizar a solugdo em movimentos de inversao do tubo de ensaio.
4. Depositar a solugdo em um dos lados da cAmara de Neubauer (aproximadamente 10 — 12 uL preenche

totalmente o reticulo).
5. Contar cinco quadrados dos vinte e cinco quadrados do quadrante maior central, sendo esses
escolhidos em diagonal ou entéo os quatro dos vértices mais o central.
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6. O resultado total das heméacias contadas sera multiplicado por 10.000 (valor arredondado), obtendo-se
assim o numero de células/pyL de sangue.

HEMATOCRITO/VOLUME GLOBULAR MANUAL

METODO: Microhematocrito.
AMOSTRA: Sangue total com EDTA.
MATERIAIS E EQUIPAMENTOS:

v' Capilares para microhematdcrito.

v" Massa selante para microhematdécrito/bico de Bunsen ou similar.
v" Microcentrifuga/Centrifuga para microhematocrito.
v/ Tabela de leitura de microhematécrito.
TECNICA:
1. Homogeneizar o sangue do tubo coletado com EDTA.
2. Preencher o capilar para microhematdcrito (preenchimento por capilaridade) até % ou 75% do volume
do mesmo.
3. Limpar a parte externa do capilar com papel para retirada de sangue adicional.
4. Fechar com massa selante ou fogo uma das extremidades do capilar.

5. Posicionar o capilar nos espacos apropriados na microcentrifuga com a parte selada para a periferia da
mesma (parte fechada para fora em contato com a borracha circular). Verificar se os capilares estdo
bem encaixados.

6. Centrifugar os capilares em rotagao fixa do fabricante e tempo conforme a espécie:

v' Caninos, felinos, equinos, suinos: 5 min.
v" Ovinos: 10 min.
v' Caprinos: 15 min.

7. Ler natabela apropriada a extensdo da camada de hemacias compactadas, alinhando o final da coluna
de plasma na linha 100, bem como a interface massa selante/inicio da camada eritrocitaria na linha
zero. Anotar o valor em porcentagem.

CONTAGEM TOTAL/GLOBAL DE LEUCOCITOS
METODO: Manual/hemocitdmetro de Neubauer em macrodiluig&o.
AMOSTRA: Sangue total com EDTA.
MATERIAIS E EQUIPAMENTOS:
v" Solugédo corante/diluidora (Turk, Thoma).

v" Tubo de ensaio.
v"  Pipeta automatica.
v Ponteiras.
v/ Camera/Hemocitémetro de Neubauer.
TECNICA:
1. Homogeneizar o sangue do tubo coletado com EDTA.
2. Diluir 10 pL de sangue em 200 pL de solucdo corante/diluidora em um tubo de ensaio.
3. Homogeneizar a solugdo com movimentos manuais conduzidos na parede do tubo.
4. Depositar a solugdo em um dos lados da cAmera de Neubauer (aproximadamente 10 — 12 uL preenche

totalmente o reticulo).
5. Contar os quatro quadrados maiores das laterais, sendo cada um desses divididos em dezesseis
quadrados menores.
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6. O resultado total dos leucécitos contados sera multiplicado por 50 (valor arredondado), obtendo-se
assim o namero de células/pL de sangue.

MENSURACAO DE HEMOGLOBINA UTILIZANDO APARELHO BIOQUIMICO SEMI-AUTOMATICO

METODO: Reac&o de ponto final com reducéo de hemoglobina e ligagdo com cianeto
AMOSTRA: Sangue total com EDTA.
MATERIAIS E EQUIPAMENTOS:
v'  Reagente de trabalho para dosagem de hemoglobina.
Tubo de ensaio.
Pipeta de vidro.
Péra ou Pipetaidor.
Agua destilada.
Pipetas automaticas e ponteiras.
Bioquimico semi-automatico em analisador bioquimico SX-3000M

ANENENENENEN

TECNICA:

1. Colocar 2,5 mL da solucdo de trabalho em 2 tubos de ensaio. Um deles servira como “Blank” da reagéo
€ 0 outro para reagir com a amostra.

2. Adicionar a essa solugdo 10 pL de sangue. E importante que o excesso de sangue ao redor da

ponteira seja cuidadosamente limpado com um papel

Homogeneizar a solugdo com a amostra com movimentos manuais conduzidos na parede do tubo.

Colocar a amostra ha agulha de succao e acionar o botao de acionamento

5. Aguardar o resultado impresso.

Hw

CONTAGEM DE PLAQUETAS

METODO: Estimativa em esfregaco sanguineo.
AMOSTRA: Esfregaco sanguineo.
MATERIAIS E EQUIPAMENTOS:

v' Extensdo sanguinea.

v" Microscopio optico.

TECNICA:
1. Posicionar o esfregaco sanguineo na area de leitura, sendo essa a mesma utilizada para contagem
diferencial de leucdécitos e analise morfolégica dos elementos figurados do sangue.
2. Em objetiva de 100x contar as plaguetas em dez campos da &rea selecionada.
3. Multiplicar o resultado final por 2.000 (em oculares regulares) ou 1.500 (em oculares de campo
amplo). Anotar o resultado da concentracdo de plaquetas/pL de sangue.

CONTAGEM DE RETICULOCITOS
METODO: Colorag&o por corantes supravitais (Novo Azul de Metileno, Azul Cresil Brilhante).
AMOSTRA: Sangue total com EDTA.
MATERIAIS E EQUIPAMENTOS:
v" Tubo de ensaio.

Pipeta automatica.
Corante supravital.
Banho-maria.

Laminas para microscopia.

AN NI NI
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v/ Lamina extensora.
v' Corante Romanowsky (opcional).
v" Microscopio optico.

TECNICA:
1. Homogeneizar o sangue do tubo coletado com EDTA.

2. Pipetar uma parte do sangue e diluir em uma parte de NAM ou em duas partes de Azul Cresil Brilhante.

3. Homogeneizar e incubar em banho-maria a temperatura de 37° em um tempo minimo de 15 — 30 min.

4. Homogeneizar novamente apés a incubacgao.

5. Confeccionar esfregagos sanguineos e contracorar em Romanowsky segundo o padrao de coloragéo

para extensfes de sangue periférico (essa Ultima metodologia é opcional).

Contar 500 ou 1000 hemacias em microscopia com objetiva de 100x e quantificar os reticulocitos em

porcentagem.

7. Corrigir a contagem de reticuldcitos adequando ao Ht do animal, bem como obter o nimero absoluto
dessas células conforme férmulas abaixo:

IS

RETICULOCITOS CORRIGIDOS (%): % reticul6citos contados em 500 ou 1000 hemécias x Ht do
animal/Ht médio da espécie.

CONTAGEM DE RETICULOCITOS (/uL): % de reticuldcitos x total de hemécias (/uL)

] PESQUISA DE HEMOPARASITAS
METODO: Direto em hemoconcentrado.
AMOSTRA: Sangue com EDTA.
MATERIAIS E EQUIPAMENTOS:

v' Microcentrifuga.

Tubos para microhematdcrito.
Laminas para microscopia.
Lixa para unhas (opcional).
Massa vedante/bico de Bunsen.

AANENEN

TECNICA:

1. Repita a sequéncia técnica descrita para a obtencdo do hematécrito.

2. Ap6s o fim da centrifugacdo, quebrar o capilar imediatamente abaixo da camada leucocitaria
utilizando uma lixa para unhas (a utilizagdo desse instrumento € opcional, podendo o capilar ser
quebrado manualmente, entretanto, para um rompimento mais facil e circunscrito indica-se a lixa).

3. Deposite o material do creme leucocitario e da camada plaquetaria na extremidade de uma lamina
de microscopia. Caso o material figue muito espesso, divida com outras laminas.

4. Faca squash/esfregacos para estender o material sobre as laminas.

5. Realize a coloracao Panético R4pido segundo técnica previamente especificada.

LEUCOMETRIA GLOBAL CORRIGIDA (LGC)
METODO: Célculo matematico.
PRINCIPIO: Quando houver quantidade de eritroblastos igual ou superior a 10%, a contagem total de leucécitos
deverd ser corrigida segundo féormula matematica abaixo:
LGC = Leucdécitos totais contados x 100/100 + eritroblastos.
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URINALISE
METODO: Exames fisico, quimico e sedimentoscapico.
AMOSTRA: Urina. Quantidade minima de 5 mL para exame sedimentoscépico representativo.
MATERIAIS E EQUIPAMENTOS:
Luvas
Dois tubos cénicos de vidro graduados
Pipetas de 10, 20 e 200 pl
Tubo de ensaio
Lamina e laminula
Tiras regentes para urindlise
Ponteiras
Refratdmetro
Papel toalha absorvente

AN N N N N YA NN

OBSER\(A(;OES GERAIS
v' E desejavel que a analise seja realizada logo ap6és a coleta da urina, pois alguns elementos podem ser
perdidos ao longo do tempo (p.ex., elementos celulares)

v' Caso nao seja possivel, o processamento subsequente a coleta, refrigerar a amostra por no maximo 4
horas, para conservéa-la, e evitar proliferacdo bacteriana.

v' Aquecer a amostra de urina a temperatura ambiente antes de processa-la, caso a mesma tenha sido
refrigerada, pois as tiras reagentes séo termo sensiveis.

TECNICA:
1. EXAME FisSICO

As propriedades fisicas incluem volume, cor, aspecto e densidade.

1.1. Com a ficha em maos, mensurar o volume da amostra total encaminhada ao laboratério (geralmente as
amostras vem acondicionadas em seringas ou em recipientes proprios para urina, em ambos, o volume de urina
€ discriminado).

1.2. Avaliar a cor e transparéncia da amostra utilizando como padrédo a tabela presente na bancada e em
seguida anotar os achados na ficha.

1.3. Mensurar a densidade da urina, para isso, pipetar 20 pl da amostra, transpor para o refratdmetro e verificar
a coluna do lado direito. Mensuragdes de densidade entre 1000 e 1040 podem ser determinadas.

OBS.: Em amostras muito concentradas nas quais o resultado ultrapasse o limite da escala (1.040) realizar a
seguinte diluigdo: 20 pl de agua destilada + 20 pl da amostra, homogeneizar com a propria pipeta e com esta
diluicdo proceder a leitura da densidade. Multiplicar os dois Ultimos algarismos por dois sendo o resultado desta
multiplicag&o a densidade real da amostra.

2. EXAME QUIMICO

2.1. Utiliza as tiras reagentes para urinalise.

2.2. Forrar a bancada com papel absorvente e em cima deste separar uma tira reagente.

2.3. Pipetar 200 pl da amostra e cuidadosamente dispensar uma gota em cada quadrado de reacao.

2.4. Aguardar o tempo necessario (cerca de 60 segundos) para que as rea¢des ocorram e em seguida proceder
a leitura dos resultados, considerando as concentragdes quantitativas dos seguintes analitos: leucécitos, nitrito,
urobilinogénio, proteina, sangue oculto, cetonas, bilirrubina, glicose, utilizando os dados do recipiente do qual
as tiras foram retiradas e anotando-os no local adequado na ficha do paciente.

2.5. Descartar a tira utilizada no lixo laboratorial.

1. MICROSCOPIA DO SEDIMENTO

3.1. Centrifugar a amostra dentro de um tubo cénico por 5 minutos a 1.500 rpm (velocidade 3).
3.2. Terminada a centrifuga@éo, pipetar o sobrenadante em um tubo de ensaio identificado com o nome do
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paciente e seu RGHV. Deixando no tubo c6nico o volume de 0,5 ml de sobrenadante.
3.3. Em seguida, ressuspender o sedimento, certificando-se de que nao reste nenhum corpo de fundo.
3.4. Separar uma lamina de microscopia e uma laminula na bancada.
3.5. Seqguir com a preparacdo da lamina com sedimento puro: pipetar 20 pl do sedimento ressuspendido,
depositar no centro da lamina e cuidadosamente colocar a laminula em cima da gota, certificando-se que a
amostra se espalhe homogeneamente.
3.6.Efetuar leitura da lamina no microscépio na objetiva de 40x e anotar na ficha do paciente os achados
observados.
OBS.: 1. Caso haja necessidade, devem ser realizados sedimentos urinarios corados segundo o protocolo:
a. Obter uma gota do sedimento urinario ressuspendido.
b. Estender em lamina confeccionando esfregagcos convencionais, interrompidos ou apenas
depositando a gota até secar por completo (dependera dos direcionamentos diagnésticos).
c. Em seguida, corar com panético rapido, Gram ou outra coloracdo que julgar necessaria.
2. Caso a amostra esteja refrigerada aquece-la antes de iniciar o procedimento.

CONCENTRACAO DE FIBRINOGENIO
METODO: Indireto através de precipitacéo por calor.
AMOSTRA: Plasma.
MATERIAIS E EQUIPAMENTOS:
v' Refratdmetro.

Microcentrifuga.

Tubos para microhematdcrito.
Banho-maria.

Massa vedante/bico de Bunsen.
Agua destilada.

Papel absorvente liso.
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TECNICA:
1. Repita utilizando dois capilares a sequéncia técnica descrita para a obtencédo do hematdcrito.

2. Em seguida, retire os tubos da microcentrifuga. Um sera quebrado, sendo realizado o mesmo
procedimento descrito acima para concentracdo de proteinas plasméaticas. O valor é obtido
resultando na PPT1.

3. O segundo tubo é colocado em um banho-maria previamente ajustado na temperatura de 56°C
durante 3 minutos.

4. Em seguida, o segundo tubo novamente é colocado para microcentrifugacao durante 2 min.

5. Posteriormente, esse € quebrado obtendo-se o plasma, na qual a concentracéo de proteinas sera
obtida conforme os mesmos procedimentos ja abordados. O referido valor sera registrado (PPT2).

6. A diferenca entre a PPT1 e a PPT2 corresponderd a concentracdo de fibrinogénio. O valor sera
obtido em g/dL e deverd ser transformado para mg/dL (multiplica-se por 1000).

Obs.: 1. O segundo valor ndo podera ser maior que o primeiro.

3. Caso os valores sejam iguais, a concentracdo de fibrinogénio serd < 200 mg/dL.

] LIQUIDO CEFALORRAQUIDIANO/LIQUOR
METODO: Exames fisico, quimico, celularidade total e citoldgico.
AMOSTRA: Liquor colhido em trés tubos estéreis de forma sequencial. Quantidade minima de 0,5 mL em cada
tubo.
MATERIAIS E EQUIPAMENTOS:
v' Refratémetro.

Citocentrifuga/macrocentrifuga.

Contador hematolégico automatizado/hemocitémetro de Neubauer.
Aparelho de espectrofotometria por absorbancia.

Tiras quimicas comerciais para dosagem de analitos.
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Microtubos (para macrocentrifugacao).

Pipeta automatica.

Laminas para microscopia

Lamina extensora (a mesma utilizada em esfregaco sanguineo).
Papel absorvente.

ANENENENEN

TECNICA:
1. Realizar o exame fisico:

a. Cor.
Aspecto: limpido, turvo (e suas graduacdes), sanguinolento.
Coagulabilidade: presente ou ausente.
Densidade: calibrar o refratbmetro conforme técnica padrdo e na coluna da direita ler a
densidade. Cada traco de marcacéo equivale a duas unidades.
2. Realizar o exame quimico:
a. Utilizar as tiras reagentes comerciais, considerando as concentracfes quantitativas dos
seguintes analitos: sangue oculto e glicose.
b. O pH devera ser lido em fita propria para essa mensuracao.
c. As proteinas deverdo ser lidas primariamente por refratometria segundo técnica padréo ja
descrita.
d. Analises bioquimicas adicionais podem ser realizadas segundo técnicas padrbes de
espectrofotometria por absorbancia.
3. A contagem total de células nucleadas e hemacias da amostra devera ser obtida segundo as técnicas:
a. Automatizada por contador hematoldgico (entretanto, essa sera bastante ocasional limitando-
se a celularidades extremas. Caso contrario, a técnica nao possui sensibilidade quantitativa).
b. Manual por cAmara de Neubauer: De modo geral, uma gota do liquor ndo diluido devera ser
depositada em camara de Neubauer. As células dispostas nos 9 quadrados grandes deveréo
ser contadas e diferenciadas entre células nucleadas e hemacias. O valor final de cada tipo
devera ser multiplicado por 1,1.
4. Citologia: as analises citomorfologicas e diferenciais dever&o ser realizadas utilizando-se citocentrifuga
ou esfregacos/gotas de material concentrado por macrocentrifugacdo. As coloracdes serdo realizadas
conforme metodologias padrdes e de acordo com a necessidade diagnéstica.

aoo

LIQUIDO SINOVIAL
METODO: Exames fisico, quimico, celularidade total e citoldgico.
AMOSTRA: Liquidos colhidos em dois tubos: um com EDTA e outro sem anticoagulante. Quantidade minima
de 0,5 mL em cada tubo.

MATERIAIS E EQUIPAMENTOS:
v Refratdmetro.

Citocentrifuga/macrocentrifuga.

Hemocitdbmetro de Neubauer.

Aparelho de espectrofotometria por absorbancia.
Tiras quimicas comerciais para dosagem de analitos.
Acido acético glacial.

Agua destilada.

Microtubos/tubos conicos (para macrocentrifugacao).
Pipeta automatica.

Laminas para microscopia.

Lamina extensora para esfregaco sanguineo.

Papel absorvente liso.
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TECNICA:
1. Realizar o exame fisico:




INSTITUTO FEDERAL Campus

Paraiba

Sousa

2.

3.

a. Cor.
Aspecto: limpido, turvo (e suas graduacoes).
c. Densidade: calibrar o refratbmetro conforme técnica padrdo e na coluna da direita ler a
densidade. Cada traco de marcacéo equivale a duas unidades.
Realizar o exame quimico:
a. Utilizar as tiras reagentes comerciais, considerando as concentra¢cbes quantitativas dos
seguintes analitos: sangue oculto e glicose.
b. O pH devera ser lido em fita propria para essa mensuracao.
c. As proteinas deverdo ser lidas primariamente por refratometria segundo técnica padréo ja
descrita.
d. Analises bioquimicas adicionais podem ser realizadas segundo técnicas padrbes de
espectrofotometria por absorbancia.
Teste da qualidade de precipitacdo da mucina:
a. 0,1 mL de acido acético glacial.
b. 4,0 mL de agua destilada.
c. Misturar em um tubo de ensaio obtendo uma solu¢éo aquosa de 2,5% com pH 2,8 a 25°C.
d. Adicionar vagarosamente 1,0 mL de amostra do liquido sinovial, tomando cuidado para que a
amostra ndo entre em contato com a parede do tubo de ensaio.
Rotacionar delicadamente (movimentos espirais) o tubo.
Deixar a temperatura ambiente por 1 hora.
g. Classificagéo:
i. Normal: coagulo firme, compacto e viscoso em uma solucao limpida e clara.
i. Regular: massa delicada, macia, em uma solugdo discretamente turva.
iii. Ruim: massa pequena e fridvel em uma solugéo turva, amarelo-claro ou &mbar-claro.
iv. Péssimo: poucos flocos ou particulas em uma solugdo muito turva.
A contagem total de células nucleadas e hemacias da amostra devera ser obtida segundo técnica
manual por camara de Neubauer:
a. Pode-se realizar diluicdo padréo para contagem de hemacias e células nucleadas.
Citologia: as analises citomorfolégicas e diferenciais deverao ser realizadas utilizando-se citocentrifuga
ou esfregacos/gotas de material concentrado por macrocentrifugacdo. As coloracdes serdo realizadas
conforme metodologias padrdes e de acordo com a necessidade diagnoéstica.

o
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EFUSOES CAVITARIAS

METODO: Exames fisico, quimico, celularidade total e citoldgico.
AMOSTRA: Liquidos colhidos em dois tubos: um com EDTA e outro sem anticoagulante. Quantidade minima
de 1,0 mL em cada tubo.

MATERIAIS E EQUIPAMENTOS:

v
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Refratdmetro.

Citocentrifuga/macrocentrifuga.

Contador hematolégico automatizado/hemocitdmetro de Neubauer.
Aparelho de espectrofotometria por absorbancia.
Acido acético a 10%.

Agua destilada.

Tiras quimicas comerciais para dosagem de analitos.
Microtubos/tubos conicos (para macrocentrifugacéo).
Pipeta automatica.

Laminas para microscopia

Lamina extensora para esfregaco sanguineo.

Papel absorvente.
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TECNICA:
1. Realizar o exame fisico:

a. Cor.
b. Aspecto: limpido, turvo (e suas graduagoes).
c. Coagulabilidade: presente ou ausente.
d. Densidade: calibrar o refratbmetro conforme técnica padrdo e na coluna da direita ler a
densidade. Cada traco de marcacéo equivale a duas unidades.
2. Realizar o exame quimico:
a. Utilizar as tiras reagentes comerciais, considerando as concentracfes quantitativas dos
seguintes analitos: sangue oculto e glicose.
b. As proteinas deverdo ser lidas primariamente por refratometria segundo técnica padrdo ja
descrita.
c. Andlises bioguimicas adicionais podem ser realizadas segundo técnicas padrdes de
espectrofotometria por absorbancia.
3. Prova de Rivalta: 50 mL de agua destilada + 0,4 mL de acido acético a 10%. Mistura-se bem. Em
seguida, adiciona-se uma gota do liquido na solugéo e determina-se o resultado:
a. Positivo: nuvem esbranquicada.
b. Negativo: nuvem muito discreta ou ndo se forma.
4. A contagem total de células nucleadas e hemacias da amostra devera ser obtida segundo as seguintes
técnicas:
a. Automatizada por contador hematolégico.
b. Manual por camara de Neubauer:
i. Pouca celularidade: procede-se como na contagem de liquor.
ii. Altacelularidade: procede-se como para contagem de hemacias e leucdcitos, utilizando
0 método padréo e as solu¢Bes de diluigcdo/coloragéo referidas.
5. Citologia: as analises citomorfol6gicas e diferenciais deverdo ser realizadas utilizando-se citocentrifuga
ou esfregacos/gotas de material concentrado por macrocentrifugacdo. As coloracdes serdo realizadas
conforme metodologias padrdes e de acordo com a necessidade diagnéstica.

) LIQUIDO RUMINAL
METODO: Exames fisico, quimico e avaliagdo microscépica de infusorios.
AMOSTRA: Liquido ruminal. Quantidade minima representativa de 500 mL.
MATERIAIS E EQUIPAMENTOS:

Béquer (= 500 mL).

Provetas de 100 e 20 mL.

Azul de metileno 0,03%.

Laminas para microscopia.
Laminulas.

Pipeta Pasteur.

PHmetrol/tiras reagentes para pH.
Dosador de eletrélitos.

Kit reagente para cloreto.
Peneira.

Gazes.

Pipeta automatica/pipeta volumétrica de vidro.
Crondmetro.

AN
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TECNICA:
1. Realizar o exame fisico:

a. Cor: verde, verde oliva, verde acastanhado, acinzentado, amarelado a acinzentado, preto-
esverdeado.
b. Consisténcia: aquosa, viscosa (incluindo graduacdes).
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c. Odor: aromatico, acido, putrido ou repugnante, amoniacal, sem odor.
d. Tempo de sedimentacéo e flotacdo (TAS):
i. Emuma proveta de 100 mL adicionar o conteido ruminal recém-colhido apds a filtragéo
com gaze e cronometrar o tempo resultante desde o enchimento da proveta até a
completa sedimentacgéo e flutuagéo do contetdo ruminal.
Tempo normal de 4 — 8 minutos.
2. Realizar o exame quimico:
a. O pH devera ser lido em PHmetro/tira reagente para pH.

Valor normal de 6,2 — 7,2 para adultos e bezerros 6,0 - 7,0
b. Potencial redox (PRAM):

i. Em um tubo de ensaio, pipetar 20 mL do liquido ruminal filtrado com uma gaze.
Acrescentar 1 mL de azul de metileno a 0,03%. Medir 0o tempo gasto para o
desaparecimento da coloracao.
Tempo normal de 3 — 6 minutos.

c. Concentracao de cloretos: realizada segundo metodologias bioquimicas de espectrofotometria

por absorbancia ou do eletrodo seletivo.
3. Exame microscopico:

a. Em uma lamina colocar uma gota de liquido ruminal recém-colhido e homogeneizar,
observando ao microscopio através da objetiva de 10x:

i. Viabilidade: estimativa percentual de infusérios vivos e mortos, contabilizados em
diversos campos da lamina, contando-se pelo menos 100 infusorios e diferenciando-
0s entre 0s dois grupos.

ii. Densidade: estimada em ausente (-) até abundante (+ + + +)

iii. Motilidade: ausente (-) até acentuada (+ + + +).
iv. Distribuicdo: pequenos, médios e grandes infusérios, utilizando termos qualitativos
(ausentes a abundantes) ou o sistema de cruzes para quantifica-los em cada grupo.

b. Contagem de protozoarios: pipetar 1 mL de liquido ruminal filtrado com gaze; acrescentar 9 mL
de solucéo de formaldeido a 1% e 3 gotas de azul de metileno; preencher a cAmera de Fuchs-
Resental e contar a microscépio todas as &reas reticuladas.

i. Célculo: nimero de protozoérios contados x fator 3,2 = niUmero de protozoérios por
mm3 (multiplica-se por 1000 para obter o valor em mL).

4. Dosagem de Cloretos.

- Centrifugar 2 mL de liquido ruminal por 5 -10 minutos em 3.000 rpm
- Retirar o sobrenadante e colocar em uma cubeta

- Colocar o liquido no aparelho dosador de eletrélitos

- Imprimir o resultado e anotar na ficha do animal.

CONFERENCIA E LIBRACAO DOS EXAMES

v' Passar todos os resultados para as fichas de resultados
v' Verificar todos os resultados para ver se ndo ha erros de digitacédo
v' Assinar todos os exames

v" Encaminhar a recepcdo para colocar nas fichas dos animais
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NORMAS DE HIGIENIZACAO DOS AMBIENTES E EQUIPAMENTOS DOS LABORATORIOS

1- OBJETIVO:
e Objetivo desse Procedimento Operacional Padrdo - POP é apresentar aos colaboradores dos
Laborat6rios Académicos dessa IES o conhecimento das regras gerais para limpeza dos laboratérios
gue norteiam as Boas Praticas nos Laboratorios (BPLs) visando minimizar os riscos, maximizar a
eficiéncia no uso dos laboratorios.

2 — HIGIENIZAGAO DE SUPERFICIES E EQUIPAMENTOS:

Cada laboratério, de acordo com a classe de risco que apresenta, deve ter sua rotina prépria de higienizacéo.
Entretanto, de modo geral, devem ser observados procedimentos e periodicidade das rotinas de higienizacao.

e ApOs cada aula pratica, devem ser retirados os equipamentos/materiais utilizados;

e As superficies de trabalho devem ser descontaminadas, pelo menos, uma vez ao dia e sempre depois
de qualquer derramamento de material,

e Todos os materiais/equipamentos devem ser adequadamente limpos apoés a utilizacdo, de acordo com
as respectivas rotinas;

e O recolhimento do material utilizado em procedimento praticos, sua limpeza e guarda, é da
responsabilidade do corpo técnico do laboratorio;

e A limpeza da area geral do laboratério deve ser realizada por pessoal treinado e informado sobre as
normas de biosseguranca, usando EPI adequado;

e Os residuos sélidos ou liquidos devem ser inativados ou descontaminados antes de serem descartados
corretamente;

¢ Residuos biolégicos ou com possibilidade de contaminagéo deve ser descartado em local apropriado;
e Material pérfuro-cortante deve ser descartado em recipientes apropriados e resistentes a perfuragéo.
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Periodicidade Material EPI's Procedimento Responsavel
Equipamento utilizado
para
limpeza
Freezers e Mensalmente Agua, Jaleco, Transferir o contetido Técnicos do
Geladeiras sabdo e gorro, para outro refrigerador; Setor
alcool 70%. mascara, lavar com agua e sabao;
sapatos enxaguar e secar com
fechados e pano limpo ou papel
luvas absorvente antes de ligar
e recolocar o material.
Apés a limpeza,
descontaminar com
alcool 70%, esfregando
as superficies internas e
externas até evaporacao
Pias Diariamente Agua, Uniforme, Limpeza com agua, Técnicos do
sabdo e gorro, detergente ou sabao setor
alcool 70% sapatos neutro e esponja.
fechados e | Quando houver manchas,
luvas tirar com esponja de aco
e saponaceo Apds a
limpeza, fazer a
descontaminagdo com
alcool 70% e pano seco e
limpo. Esfregando até
evaporar por 2 vezes
Diariamente: Agua, Descontaminac¢éo com Técnicos do
Antes do inicio sabdo e alcool 70% e pano seco Setor
das atividades de | alcool 70%.
cada turno.
Cobrir a area com papel
Apos absorvente ou gaze;
contaminagao Agua, Colocar cuidadosamente
com respingos ou sabao, hipoclorito de s6dio a 1%;
derramamentos alcool 70% Deixar agir por 20
de material e minutos;
biolégico hipoclorito Desprezar os residuos,
Bancadas de sddio a no lixo contaminado;
1%; Limpar a area com agua,
sabdo e esponja;
Secar com pano e aplicar
alcool 70% até
evaporacao.
Banhos Maria Quinzenal Agua, Jaleco, Passar a esponja com Técnicos do
sabdo e gorro, agua e detergente ou Setor
alcool 70% mascara, sab&o neutro nas
sapatos superficies;
fechados e Retirar o excesso do
luvas. detergente com um pano
umedecedor em agua;
Passar alcool 70% em
todas as superficies e
deixar secar por
evaporacao.
Centrifuga Diariamente Agua, Jaleco, Retirar as cacapas, Técnicos do
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sabdo e
alcool 70%

gorro,
mascara,
sapatos
fechados e
luvas.

suportes e rotor;
Lava-los com agua,
sabdo ou detergente
neutro e esponja sob
agua corrente;
Limpar o interior da
centrifuga com pano
umedecido em agua e
detergente;
Passar alcool 70% , pano
seco e limpo até
evaporacao;
Esguichar alcool 70% nas
cacapas, utilizando uma
pinceta; e deixa-las
secarem invertidas.

Setor

Microscépio Semanalmente

Agua,
alcool 70%
e &lcool
isopropilico
para as
objetivas

Jaleco,
gorro,
mascara,
sapatos
fechados e
luvas.

Aplicar uma compressa
umedecida em agua e
limpar as superficies do
microscépio.
Passa alcool 70% em
todas as superficies do
microscépio e deixar
secar por evaporagao.
Limpar as lentes com
alcool isopropilico.

Técnicos do

Setor

mais comuns:

Hipoclorito de so6dio a 1%:

Alcool a 70% (etanol ou isopropilico):

3- PROCEDIMENTOS USUAIS DE DESINFECCAO:

e Utilizacdo: descontaminacgdo da pele, equipamentos e bancadas;

e Procedimento: deve ser utilizado apos a superficie ser lavada com agua e sabéao e retirado o excesso
de 4gua; deve-se passar um pano limpo ou papel
superficie a ser descontaminada;

e Tempo necessério para descontaminagdo: minimo de 15 minutos;

e Preparacao da solugdo: 73,3 mL de etanol a 95° + 100 mL de &gua destilada.

Para desinfeccdo de ambientes, materiais e pele/méaos, antes ou apés as aulas praticas ou procedimentos
experimentais, deve-se utilizar solugbes adequadas, de acordo com o tipo de procedimento realizado, sendo as

absorvente embebido com o alcool a70% na

e Utilizacdo: descontaminacg&o de pisos, vidrarias, jalecos e inativacdo quimica de material bioldgico;

Procedimento: deve ser utilizado apds a superficie ou material ser lavado com agua e sabéo e retirado
0 excesso de agua; deve-se passar um pano limpo ou papel absorvente embebido com a solugao na
superficie a ser descontaminada, ou mergulhar o material (vidrarias, jalecos, etc.) para que todas as
partes figuem em contato com a solucéo;

Tempo de atuagdo: minimo de 30 minutos;

Preparacdo da solucdo: a 4gua sanitaria comercialmente vendida apresenta-se numa concentragéo de 2 a
2,5%; para obter-se a concentracdo aproximada a 1%, deve-se diluir em 4gua em partes iguais.

[ELABORADO POR:

APROVADO POR:

FRANCISCO ROSERLANDIO BOTAO NOGUEIRA
DIRETOR GERAL IFPB-CAMPUS SOUSA

Prof2. Welitania Inacia Silva
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PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO (POP):
CLINICA MEDICA DE PEQUENOS ANIMAIS

SETOR: Clinica M édica de Pequenos Animais

IFPB PROCEDIMENTO Estabelecido em: 02/06/2023
CAMPUS SOUSA OPERACIONAL PADRAO Revisado em: JUN/2025
UNIDADE SAO GONCALO VERSAO: N° 01

HV-ASA

ATIVIDADE: Diretrizes para procedimentos para atendimento setor de clinica de pequenos animais

OBJETIVOS:
Realizar o0 atendimento de consultas de rotina e emergéncia de caes e gatos e retornos, através dos profissionais
gque atendem no Hospital Veterinario Adilio Santos Azevedo, padronizando e otimizando o procedimento emj
questao.

1. FUNCAO
Recepcionista

e Receber o responsavel pelo paciente que se apresente a recepcdo ou atender o telefonema de
responsaveis por seus animais.

e Verificar a disponibilidade de vagas por horario de atendimento, informando sobre a necessidade de]
espera ou atendimento imediato.

e Verificar a existéncia de cadastro de prontuarios feitos anteriormente, evitando a duplicidade de
informacdes.

e Preencher todos os campos do cadastro geral com informagfes completas e sem abreviaturas.

e Organizar os prontuarios por ordem de chegada dos pacientes ou por ordem de prioridade, caso]

necessario

Técnicos Veterinarios e Especializandos

e Realizar a consulta e exames clinicos.
e Orientar o paciente apos a consulta sobre a realizagdo de exames complementares e
e marcacao de retorno, caso necessario.

e Organizar o consultério apos o atendimento clinico.

Docentes

e Supervisionar e orientar o cumprimento da rotina.

Estagiéarios
e Acompanhar os atendimentos clinicos realizados pelos veterinarios, especializandos e docentes.
e Auxiliar na contencao e procedimentos de coleta de amostras biolégicas.
¢ Repor materiais descartaveis no arméario dos ambulatérios a cada inicio de turno de atendimento ou]

sempre que possivel.

Técnico Auxiliar limpeza

e Manter a limpeza e arrumacao dos ambulatérios consultério utilizando &lcool 70%, 4gua sanitaria e

papel toalha.
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e Repor solucdes, identificar e trocar a cada 07 dias e datar os frascos, conforme preconiza a ANVISA.

e Proceder a higiene dos equipamentos, materiais de curativos e demais necessarios.

2. PADRONIZACAO DOS CUIDADOS PESSOAIS DA EQUIPE DE ATENDIMENTO DO HOSPITAL
VETERINARIO ADILIO SANTOS AZEVEDO

e Utilizar blusa ou camisa e calcas compridas brancas/ pijama.
e Utilizar sapatos fechados/ ténis.
e Utilizar jaleco ou avental.

e Estar com os cabelos presos, unhas curtas e limpas, barba feita ou bem aparada.

3. ATENDIMENTO NOS AMBULATORIOS

¢ No recebimento do paciente, preencher a ficha clinica com todos os dados referente a queixa principal,
histérico fornecido pelos tutores.

e Observar os pacientes e realizar exame fisico, avaliando seus aspectos gerais e especificos de acordo
com a queixa principal.

e Preencher adequadamente todos os pardmetros existentes no prontuério.

e Coletar amostras bioldgicas e/ou solicitar exames complementares laboratoriais ou de imagem para
auxiliar no diagnostico.

e A colheita de amostras de material bioldgico para exames laboratoriais podera ser realizada pelos
discentes, estagiarios e monitores, desde que estejam sob a supervisdo de docente com formacao médica
veterinaria, especializandos ou de médico veterinario

o Estabelecer protocolo terapéutico clinico ou cirdrgico de acordo com o diagnéstico

e Passar informacdes aos tutores referentes ao diagnostico e protocolo terapéutico, bem como explicar de

forma clara e objetiva a receita.

4. SALA DE ATENDIMENTO DE URGENCIA E EMERGENCIA

e Receber o paciente emergencial e imediatamente chamar a Equipe Veterinaria Responsavel
e Encaminhar o paciente para a sala de emergéncia

e Seguir os passos do protocolo ABCDE:
A — AIRWAY (Avaliacdo das vias aéreas)
- Observar a presenca de dispneia, fratura de vias aéreas, ferida penetrante, enfisema subcutaneo.
- Desabstruir, se houver corpo estranho, coagulos ou regurgitacéo.
- Oxigenar por mascara, tenda ou cateter nasal.
- Em caso de apneia proceder a intubagéo orotraqueal, seguida de ventilagdo com ambu ou respirador
- Proceder a traqueostomia de emergéncia.
B- BREATHING (Respiracéao)
- Observar ventilacdo, padrédo respiratério e integridade costal e coloracdo de mucosas.
- Administrar oxigénio a 100%.
C — CIRCULATION (Circulagéo)
- Avaliar sistema cardiovascular, volemia, perfuséo tecidual, presenca de hemorragias, temperatura de
extremidades.
- Coletar amostra de sangue para realizacdo de hemograma, exames bioquimicos.
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- Monitorar presséo arterial, débito urinario e condutibilidade elétrica cardiaca.

- Repor volemia, associando coldides e cristaloides ou realizar transfuséo sanguinea, se

necessario.

D — DISABILITY (Avaliacao neuroldgica)

- Avaliar postura motora, estado de consciéncia, presencga de lesGes neurologicas e responsibilidade a
dor

- Realizar avalia¢do utilizando a escala de coma de Glasglow.

E — EXPOSURE (Exposicao)

- Avaliar superficie corporal, controlar temperatura, verificar a presenca de laceragdes, contusdes,
infeccdes, evisceragOes, fraturas e edema.

- Em caso de evisceracgdo, proteger as visceras com compressa morna e Umida e

somente apoés a estabilizacdo da condicdo sistémica e sob anestesia, tentar reducao.

I5. SALA DE FLUIDOTERAPIA E INTERNAMENTO

Os tutores devem assinar o “Termo de Internagdo” no ato de internacéo do paciente.

Realizar acesso venoso do paciente antes da administracdo de medicagcbes pela via intravenosa,
verificando se ha presenca de flebite, sujidades ou ar no equipo.

Manter fluidoterapia para manutencao e administrar medica¢8es conforme prescricdo médica.

Descrever na ficha de internacdo o protocolo estabelecido citando o tipo de fluido, via de administracéo,
cateter utilizado, taxa de infuséo, taxa de gotejamento.

Durante a reconstituicdo, diluicdo e administracdo do medicamento, observar qualguer mudanca de
coloracgéo e a formagéo de precipitados e cristais. Caso ocorra um desses eventos, interromper 0 processo,
para troca da medicacéo.

Verificar na bula da medicacéo o tipo de diluente recomendado, via de administragéo, efeitos adversos e
interaces medicamentosas prejudiciais.

Monitorar o paciente avaliando seus parametros fisiologicos afim de evitar complicaces referentes a

administracdo de fluidos intravenosos ou reacfes adversas a medicacdes prescritas.

SALA DE ATENDIMENTO DE DOENCAS INFECTOCONTAGIOSA

Atender somente animais com suspeita de clinica de enfermidades infectocontagiosas.

Para cdes, recomenda-se realizar a triagem fora do consultério ambulatorial, em ambiente aberto,
garantindo a protegdo do veterinario, do tutor e do animal, ndo sendo permitido atendimento com o
paciente dentro do carro do proprietario.

As méaos devem ser higienizadas antes de cada atendimento, em seguida colocar as luvas de
procedimento que devem ser trocadas entre os atendimentos.

Utilizar vestimentas adequadas como jaleco de manga comprida, gorro, sapato fechado, mascara e 6culos
de protecéo.

Os EPI'S descartaveis utilizados durante o atendimento devem ser descartados em lixo destinado a
descarte de material contaminado.

E vetado aos técnicos veterinarios, docentes, especializandos, estagiarios ou discentes que adentrarem

na sala de atendimento de doencas infectocontagiosas circularem as demais dependéncias do Hospital

veterinarios sem antes trocar as vestimentas afim de evitar disseminagéo de patdgenos.
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7. HIGIENIZAGCAO DE SUPERFICIES E EQUIPAMENTOS

e ApOs o atendimento as mesas devem ser higienizadas com alcool 70% e papel toalha.
e Higienizar termémetro, estetoscdpio e demais equipamentos utilizados no atendimento clinico.
e Realizar descarte de EPI'S como luvas, gorros, mascara em lixo préprio destinado para isso.

e Descartar agulhas, seringas, ampolas de medicacdo em lixo perfuro-cortante.

ELABORADO POR: APROVADO POR:
Profé. Katarine de Souza Rocha FRANCISCO ROSERLANDIO BOTAO NOGUEIRA
DIRETOR GERAL IFPB-CAMPUS SOUSA
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PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO (POP):
CLINICA CIRURGICA DE PEQUENOS ANIMAIS

SETOR: CLINICA CIRURGICA DE PEQUENOS ANIMAIS

IFPB PROCEDIMENTO Estabelecido em: 02/06/2023
CAMPUS SOUSA OPERACIONAL PADRAO Revisado em: JUN/2025
UNIDADE SAO GONCALO VERSAO: N° 01

HV-ASA

ATIVIDADE: Procedimentos para realizacdo de cirurgia de pequenos animais

OBJETIVOS:
e Realizar procedimentos cirlirgicos eletivos, procedimentos cirdrgicos curativos e procedimentos cirlrgicos
diagnésticos em animais de companhia durante a rotina hospitalar;
e Apoiar as aulas de Técnica Cirlrrgica, Patologia Cirdrgica e de Clinica Cirurgia de Pequenos Animais doj
curso de Medicina Veterinaria,
e Apoiar o treinamento de médicos veterindrio por meio do Curso de Especializagdo em Medicina
Veterinaria nas &reas de concentracdo de Clinica Cirdrgica de Pequenos Animais e Anestesiologial

Veterinaria.

1. ATENDIMENTO AMBULATORIAL CIRURGICO

o Realizar avaliagdo clinico-cirdrgica do animal por médico veterinario cirurgido ou especializando em|
cirurgia para determinar a necessidade de intervencao cirdrgica.

e Coletar amostras biologicas para realizacéo de exames como hemograma, fungéo renal, funcdo hepética,
proteinas totais, urinalise ou demais exames necessarios.

e Solicitar exame citopatolégico em casos de nddulos para determinar a abordagem cirlrgica a ser
realizada, auxiliando o cirurgido na tomada de decisado referente a margem cirlrgica a ser adotada.

e Solicitar realizacdo de exames por imagem como ultrassonografia e radiografia para auxiliar no
diagndstico e planejamento cirargico.

e Orientar os tutores sobre medidas de higiene prévia a realiza¢@o do procedimento cirlirgico como banhos
e tosa quando necessario, bem como jejum hidrico e alimentar.

e Dar esclarecimentos aos tutores sobre os possiveis riscos do procedimento anestésico e cirdrgico.

e Dar esclarecimentos aos tutores sobre cuidados pés-operatérios da ferida cirdrgica bem como a limpeza

e retirada de pontos e sobre o repouso pos-operatorio.
2. RECEPCAO DO ANIMAL

e Verificar o prontuario do paciente, os exames complementares realizados e o jejum pré-operatorio.

e Realizar pesagem do animal.

e Preencher e solicitar a assinatura do “Termo de autorizagdo para procedimento cirurgico e anestésico”
apos prévia explicacdo sobre eventuais os riscos dos procedimentos.

e Encaminhar o paciente para a Sala de Medicag&o Pré-anestésica.
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SALA DE PREPARO

e O profissional responsavel pela anestesia, ao receber o paciente na Sala de Preparo devera aferir os
parametros vitais como Frequéncia Cardiaca (FC), Frequéncia Respiratéria (FR), Temperatura Corpérea|
(TC) e grau de hidratacéo e registra-lo em ficha de procedimento anestésico.

e Realizar a tricotomia, canular o animal para acesso venoso e proceder a Medicacao Pré-Anestésica.

e Transportar o0 paciente para a sala de cirurgia em maca, sob a responsabilidade dos profissionais ali
presentes.

e Todos os profissionais que estiverem na Sala de Preparo deverdo se encaminhar ao vestiario paral

paramentacao e assepsia ha externas ao centro cirdrgico, evitando assim risco de contaminacéo cruzada.
RECEPCAO DO ANIMAL NO CENTRO CIRURGICO

e Realizar os procedimentos relativos a indugdo e manutencao anestésica.
e Posicionar o paciente sobre a mesa cirlrgica, conforme descri¢édo do cirurgiéo.

e Realizar antissepsia prévia com clorexidine degermante 2% do local a ser abordado cirurgicamente.

PREPARO DA EQUIPE CIRURGICA

No vestiario

e Guardar os objetos pessoais em local adequado.

e Realizar a troca de roupas e calgar o cal¢cado de uso exclusivo no HV-ASA.
e Colocar a mascara de forma a cobrir a regido da boca e nariz por completo.
e Colocar o gorro cirdrgico descartavel cobrindo totalmente os cabelos.

e Colocar propé descartavel cobrindo totalmente os sapatos.

Area de Escovacgao

e Lavar bem as maos com solucdo a base de clorexidine degermante 2% e agua abundante. Realizar a
escovacao de maneira eficiente, escovando primeiramente as pontas dos dedos, dorso e palma da méo
e seguindo em direcao ao cotovelo sem voltar para as maos, manté-las elevadas a para que a agua néao
escorra da area mais contaminada (bracos) para a menos contaminada (maos).

e Secar as maos e os bragos com toalha esterilizada, seguindo o mesmo sentindo de escovacao: maos,
antebracos e o cotovelo.

e Vestir 0 avental cirdrgico, tocando somente a face interna do mesmo.

e Calcar as luvas cirargicas estéreis.
Centro cirdirgico
e Esta vestindo trajes adequados como pijama cirdrgico, sapato fechado (de material emborrachado), touca

ou gorro, propé e mascara

e Evitar movimentacdo excessiva para diminuir a disseminacdo bacteriana nas correntes de ar formadas
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pela intensa movimentacao.

Conversar apenas 0 necessdario para evitar a dispersdo de goticulas de saliva, que podem carrear
microrganismo.

Utilizar apenas materiais que estejam esterilizados.

No final de cada procedimento cirlrgico, realizar o descarte adequado dos materiais perfurocortantes,
bem como matérias contaminados como gazes, compressas, luvas e demais EPI'S descartaveis.
Armazenar em recipiente adequado amostras coletas durante o procedimento cirlrgico e que precisam
ser encaminhadas ao laboratdrio.

Realizar contagem do instrumental cirargico utilizado, posteriormente acondicionar em caixa cirlrgica e

encaminhado para o setor de lavagem e esterilizacdo de material.

Sala de recuperacéo

Conduzir os animais que passaram por procedimento cirirgico para sala de recuperacéo anestésica.
Acompanhar o retorno anestésico do animal avaliando seus parametros fisioldgicos.

Apbs retorno anestésico, entregar o animal ao seu tutor, explicando os cuidados pés-operatérios bem
como orientando sobre o uso de medicacdes prescritas a partir da receita.

Agendar retorno para retirada dos pontos cirdrgicos e avaliacdo do animal.

LIMPEZA DO CENTRO CIRURGICO

Limpar todo inicio do dia com um pano e solu¢édo desinfetante, higienizando as superficies horizontais,
lampadas, equipamentos e mdveis do bloco cirdrgico.

Entre cada procedimento cirirgico, esvaziar as lixeiras e limpar as bancadas, mesas e macas.

Esvaziar as lixeiras e remover os sacos de lixo em toda limpeza terminal.

Descartar objetos perfurocortantes.

7. GERENCIAMENTO DE RESIDUOS:

Coleta dos residuos dos grupos A, B e E realizada por empresa contratada para tal capacidade;
Lixo comum coletado pelo sistema de coleta municipal.

NORMAS DE HIGIENIZACAO DO BLOCO CIRURGICO E EQUIPAMENTOS

1- OBJETIVO:

Orientar e padronizar a limpeza dos equipamentos. Com finalidade de evitar infec¢do cruzada, garantir
maior protecdo da equipe e evitar disseminagdo de contaminantes;
Maximizar a eficiéncia no uso dos equipamentos.

2 — HIGIENIZACAO DE SUPERFICIES E EQUIPAMENTOS:

Apéds cada uso, deve ser retirados os equipamentos/materiais utilizados, levados para sala de
equipamentos, e 0s materiais que necessitem lavagem, esta sera realizada no expurgo, com agua, sabao,
guando necessario molho com hipoclorito de sédio ou desinfetante/antisséptico adequado;

Todos os materiais/equipamentos devem ser adequadamente limpos, com alcool 70%, apés a utilizacgao,
de acordo com as respectivas rotinas;

O recolhimento do material utilizado no procedimento, sua limpeza e guarda, é da responsabilidade do
corpo técnico do setor;

A limpeza da area geral do ambiente deve ser realizada por pessoal treinado e informado sobre as normas
de biosseguranca, usando EPI adequado;
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3- PROCEDIMENTOS USUAIS DE DESINFECGAO:

[Para desinfeccdo de ambientes, materiais e pele/maos, antes ou ap0s as anestesias, deve-se utilizar solugdes
adequadas, de acordo com o tipo de procedimento realizado, sendo as mais comuns:

Alcool a 70% (etanol ou isopropilico):

Hipoclorito de s6dio a 1%:

Preparacdo da solucdo: a agua sanitaria comercialmente vendida apresenta-se numa concentracdo de 2 a
2,5%; para obter-se a concentracdo aproximada a 1%, deve-se diluir em dgua em partes iguais.

Os residuos sélidos ou liquidos devem ser inativados ou descontaminados antes de serem descartados
corretamente;

Residuos biolégicos ou com possibilidade de contaminacdo deve ser descartado em local apropriado;
Material pérfurocortante deve ser descartado em recipientes apropriados e resistentes a perfuracao.

Os residuos sélidos ou liquidos devem ser inativados ou descontaminados antes de serem descartados
corretamente;

Utilizacao: descontaminacédo da pele, equipamentos e bancadas;

Procedimento: deve ser utilizado apés a superficie ser lavada com agua e sabéo e retirado o excesso de
agua; deve-se passar um pano limpo ou papel absorvente embebido com o alcool a70% na superficie
a ser descontaminada;

Tempo necessério para descontaminagdo: minimo de 15 minutos;

Preparacéo da solugdo: 73,3 mL de etanol a 95° + 100 mL de &gua destilada.

Utilizagdo: descontaminacgéo de pisos, vidrarias, jalecos e inativacdo quimica de material bioldgico;
Procedimento: deve ser utilizado apds a superficie ou material ser lavado com agua e sabao e retirado o
excesso de agua; deve-se passar um pano limpo ou papel absorvente embebido com a solugdo na
superficie a ser descontaminada, ou mergulhar o material (vidrarias, jalecos, etc.) para que todas as partes
figuem em contato com a solugéo;

Tempo de atuagdo: minimo de 30 minutos;

ELABORADO POR: APROVADO POR:

Professoras Ana Lucélia de Aradjo, Fabricia Geovania FRANCISCO ROSERLANDIO BOTAO NOGUEIRA
Fernandes Filgueira e Katarine de Souza Rocha DIRETOR GERAL IFPB-CAMPUS SOUSA
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PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO (POP):
ANESTESIOLOGIA VETERINARIA

SETOR: ANESTESIOLOGIA VETERINARIA
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HOSPITAL VETERINARIO ADILIO
SANTOS DE AZEVEDO (HV-ASA)

ATIVIDADE: Procedimentos para realizacao de anestesia e/ou analgesia de animais domésticos.

OBJETIVOS:

Promover anestesia, analgesia, inconsciéncia, sedacdo ou tranquilizacdo e miorrelaxamento nos animais
[domésticos, conforme necessidade;

Realizar atendimento de emergéncia em pacientes com quadro clinico de parada respiratéria ou
Jcadiorrespiratéria.
1- FUNDAMENTAGAO TEORICA:
O setor da Anestesiologia Veterinaria funciona dentro de um hospital com atividades volantes, pois atende as
demandas de todos o0s outros setores que necessitem da utilizacdo de farmacos anestésicos ou da prestacao do
servico de emergéncia. Por envolver pequenos e grandes animais a especialidade tem diversas particularidades
e é extremamente complexa. As técnicas de anestésicas sdo comumente utilizadas com o objetivo promover
anestesia, analgesia, sedacdo ou tranquilizagdo e miorrelaxamento dos pacientes.
A sequéncia de etapas para a cirurgia segura inclui: "Prevenc¢éo de infec¢do no sitio cirargico; Anestesia segura;
Equipes cirurgicas eficientes; Mensuracdo da assisténcia segura”. (OMS, 2010, p. 12-15)
2- PROCEDIMENTOS DO ANESTESISTA
- Realizar a troca de roupas e calgado comuns por pijama cirdrgico e jaleco manga longa limpos, calgar calgado
I(sapato emborrachado) previamente higienizado e de uso exclusivamente hospitalar;
- Higienizar as maos com agua e sabdo ou com alcool 70%;
- Colocar mascara facial e gorro cirdrgico;
- Para acessar zonas limpas (centros cirlrgicos) uso obrigatdrio de propé;
- Organizar o “kit de farmacos”, na maleta da anestesiologia, que possivelmente serdo utilizados na rotina
anestesiologica;
- Realizar avaliagdo pré-anestésica do paciente (exame anestesiolégico prévio, com uso de estetoscopio,
termdmetro, lanterna e trocar as luvas a cada paciente atendido), determinar protocolo anestésico/analgésico;
- Verificar o prontuario do paciente, os exames complementares realizados e o jejum pré-operatorio;

- Aplicar o termo de consentimento anestésico, apds prévia explicagdo sobre eventuais os riscos dos
lprocedimentos;

- Realizar pesagem do animal;

- Anotar na ficha de avaliacdo pré-anestésica nome do procedimento e todas as mensuragdes dos parametros

vitais como Frequéncia Cardiaca (FC), Frequéncia Respiratéria (FR), Temperatura Corpérea (TC) e grau de
Jhidratacéo e registra-los;

- Realizar a tricotomia, canular o animal para acesso venoso e proceder a Medicacdo Pré-Anestésica;

- Na sala de cirurgia, usar: pijama cirtrgico, calcado fechado (sapato emborrachado), gorro, mascara e propé;
- Obedecer criteriosamente aos intervalos de monitoracao trans-cirdargica do paciente (FC, FR,
TC, PA, Sp0O2, ECG, Planos anestésicos)

- Realizar os procedimentos relativos a inducéo e manutencéo anestésica.

- Ao final do procedimento, higienizar rigorosamente estetoscopios, sondas endotraqueais,
oximetros, termdometros retal e esofagico, e colchdo térmico, todos 0s manguitos e
instrumentos de contado direto ou indireto para com o paciente com alcool 70%. Lixo
contaminado e comum descartados nas lixeiras correspondentes;

- Higienizar as mesas e equipamentos de uso comum utilizados com alcool a 70% ap0s cada procedimento;

- Ao final do expediente, realizar trocas de roupas (vestes hospitalares deverdo ser higienizadas no préprio
ambiente) e descartar EPIs descartaveis.

3- MATERIAIS:

- Estetoscopio

- Termometro

- Reldgio analégico
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- Lanterna clinica

- Aparelho de pressao

- Aparelho Multiparamétrico

- Aparelho de Anestesia Inalatéria (Pneumatico)
- Cilindro de Oxigénio

- Bomba de infuséo

- Seringas, agulhas, cateteres

- Focinheira, mordaca

4- PROCEDIMENTOS

4.1 - Paciente:

- Conferir quem é o paciente, qual o procedimento a ser realizado e checar a ficha do mesmo com informacoes
sobre anamnese, exame fisico e complementares;

- Confirmar anuéncia do tutor/proprietario frente ao procedimento, informar os riscos da anestesia e se o tutor tem
Jconsciéncia do processo como um todo;

4.2 - Gases medicinais:

- Independente da modalidade anestésica, seja inalatéria, dissociativa, TIVA ou locorregional, o fornecimento de
|02 é fundamental para manter a PaO2 do animal em niveis aceitaveis, assim deve:

- Certificar de que ha O2 suficiente para o procedimento anestésico, checar tudo: desde a saida do cilindro até a
Ichegada do gas ao centro cirlrgico

4.3 - Aparelho de anestesia:

- Testar o aparelho de anestesia;

- Testar os fluxdmetros;

- Verificar se h4 anestésico inalatério e cal sodada suficientes para o procedimento;

- Fazer um teste de vazamento no circuito.

4.4 - Medicamentos e Acesso venoso:

- Certificar todos 0os medicamentos para o procedimento, principalmente os de emergéncia, confome planejamento
lanestesiolégico;

- Organizar os farmacos em carrinho ou maleta;

- Peparar o acesso venoso e material para intubagéo

4.5 - Equipamentos:

- Verificar as bombas de infuséo e monitores;

- Bombas de infuséo - checar a taxa e fluxo desejados e deixar tudo programado;

- Anestesia por TIVA: bombas de fluidoterapia e medicamentos devem ser distintas; preferencialmente uma bomba
de infusdo para cada medicamento;

- Aparelhos Uni ou Multiparamétricos - checar todos os sensores, funcionamento correto do aparelho, posicionar
todos os sensores de modo que possamos conecta-los ao paciente no menor tempo possivel;

4.6 - ParAmetros avaliados:

- Quantidade de parametros dependera do estado fisioldgico do animal e tipo de procedimento

.7 — Termino do procedimento:

- Cessar fornecimento de anestésico geral (injetavel ou inalatério);

- Certificar que o fluxo de gases foi fechado;

- Extubar o animal apenas quando este apresentar reflexo laringotraqueal evidente;

- Retirar acesso venoso;

- Verificar terapia analgésica pés-operatéria;

- Orientar o tutor sobre todos os cuidados para com o paciente pertinentes ao procedimento anestesioldgico;

- Limpar todos os equipamentos (alcool 70% ou antisséptico com igual ou melhor espectro de a¢éo);

- Guardar todos os cabos de monitoragao;

- Deixar tudo arrumado e limpo;

- Descartar corretamente os residuos produzidos com separagdo seletiva dentre materiais de risco de
contaminacéo diferentes:

° Residuos Potencialmente Infectantes - Grupo A (residuos biol6gicos que podem disseminar virus,
bactérias ou outros microrganismos para o ambiente. Ex.: biolégicos, como secrecdes e tecidos, vacinas e frasco-
ampolas);

° Residuos Quimicos — Grupo B (medicamentos e outros materiais semelhantes);

° Residuos Comuns — Grupo D (lixo semelhante ao gerado por residéncias ou empresas comuns. EX.:
papéis, plastico e outros);

° Residuos Perfurocortantes — Grupo E (materiais com risco de gerar lesGes nas pessoas que tém contato

com eles. Ex.: agulha, lamina de tricotomia ou bisturi, ampolas de vidro e outros).
- Retirar lixo do centro cirargico.
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5- EPIs

Pijama cirurgico, jaleco, calcado emborrachado, touca, mascara, propé e luva.

l6- GERENCIAMENTO DE RESIDUOS:

- Coleta dos residuos dos grupos A, B e E realizada por empresa contratada para tal capacidade;
- Lixo comum coletado pelo sistema de coleta municipal.

NORMAS DE HIGIENIZAGCAO EQUIPAMENTOS

1- OBJETIVO:

° Orientar e padronizar a limpeza dos equipamentos. Com finalidade de evitar infec¢do cruzada, garantir
Imaior protecao da equipe e evitar disseminacdo de contaminantes;

° Maximizar a eficiéncia no uso dos equipamentos.

2 — HIGIENIZACAO DE SUPERFICIES E EQUIPAMENTOS:
° ApOs cada uso, deve ser retirados os equipamentos/materiais utilizados, levados para sala de

quuipamentos, e 0s materiais que necessitem lavagem, esta serd realizada no expurgo, com agua, sabdo, quando
necessario molho com hipoclorito de sédio ou desinfetante/antisséptico adequado;

° Todos os materiais/equipamentos devem ser adequadamente limpos, com alcool 70%, apés a utilizacéo,
lde acordo com as respectivas rotinas;

° O recolhimento do material utilizado no procedimento, sua limpeza e guarda, é da responsabilidade do
fcorpo técnico do setor;

° A limpeza da area geral do ambiente deve ser realizada por pessoal treinado e informado sobre as normas|
lde biosseguranca, usando EPI adequado;

° Os residuos sélidos ou liquidos devem ser inativados ou descontaminados antes de serem descartados
Jcorretamente;

° Residuos biol6gicos ou com possibilidade de contaminacdo deve ser descartado em local apropriado;

° Material pérfuro-cortante deve ser descartado em recipientes apropriados e resistentes a perfuracéo.

3- PROCEDIMENTOS USUAIS DE DESINFECCAO:

[Para desinfeccdo de ambientes, materiais e pele/médos, antes ou apdés as anestesias, deve-se utilizar
solu¢cdes adequadas, de acordo com o tipo de procedimento realizado, sendo as mais comuns:

Alcool a 70% (etanol ou isopropilico):

° Utilizacdo: descontaminacéo da pele, equipamentos e bancadas;

° Procedimento: deve ser utilizado apés a superficie ser lavada com agua e sabdo e retirado 0 excesso de
agua; deve-se passar um pano limpo ou papel absorvente embebido com o &lcool a70% na superficie a ser
[descontaminada;

° Tempo necessério para descontaminagdo: minimo de 15 minutos;

° Preparacao da solucédo: 73,3 mL de etanol a 95° + 100 mL de agua destilada.

Hipoclorito de s6dio a 1%:

° Utilizagao: descontaminacgéo de pisos, vidrarias, jalecos e inativagdo quimica de material biolégico;

° Procedimento: deve ser utilizado ap6s a superficie ou material ser lavado com agua e sabao e retirado o
lexcesso de agua; deve-se passar um pano limpo ou papel absorvente embebido com a solucao na superficie a
ser descontaminada, ou mergulhar o material (vidrarias, jalecos, etc.) para que todas as partes fiquem em contato
com a solucao;

° Tempo de atuag¢do: minimo de 30 minutos;

Preparacdo da solucdo: a 4gua sanitaria comercialmente vendida apresenta-se numa concentracéo de 2 af
2,5%; para obter-se a concentracdo aproximada a 1%, deve-se diluir em dgua em partes iguais.

APROVADO POR:
ELABORADO POR:

Prof2. Ana Lucélia de Araujo FRANCISCO ROSERLANDIO BOTAO NOGUEIRA
DIRETOR GERAL IFPB-CAMPUS SOUSA
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PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO (POP):
CLINICA MEDICA DE GRANDES ANIMAIS

SETOR: CLINICA MEDICA DE GRANDES ANIMAIS

IFPB PROCEDIMENTO Estabelecido em: 02/06/2023
CAMPUS SOUSA OPERACIONAL PADRAO Revisado em: JUN/2025
UNIDADE SAO GONCALO VERSAO: N° 01

HOSPITAL VETERINARIO ADILIO
SANTOS DE AZEVEDO (HV-ASA)
ATIVIDADE: O setor de atendimento clinico de grandes animais é composto por um ambulatério, oito baias de
lalvenaria e trés currais sem revestimento no piso. Distribuidos nessa area existem dois troncos de contencao
sendo um para bovinos e um para equinos.
OBJETIVOS:
Oferecer a todos os colaboradores e envolvidos nas atividades com animais de grande porte o conhecimento
sobre as regras de funcionamento do setor e as condutas técnicas adotadas durante os atendimentos clinicos.

[EQUIPAMENTOS DE PROTE(;AO INDIVIDUAL UTILIZADOS DURANTE O ATENDIMENTO CLINICO
- Jaleco ou macacao

- Botas de borracha

- Avental

- Luva de procedimento
- Luva de toque retal

- Mascara descartavel

INSTRUMENTOS UTILIZADOS DURANTE O EXAME CLINICO
- Luvas de procedimento

- Luvas de palpacao retal

- Estetoscopio

- Termémetro clinico

- Fita de pesagem

- Plessimetro

- Martelo plessimétrico

- Caneca de fundo escuro

- Agulha hipodérmica 25 x 0,80 mm
- Pinca de dissecacdo com dente

- Mascara descartavel

|PROCEDIMENTOS DE ATENDIMENTO CLINICO DE GRANDES ANIMAIS

- Recepcgéo do animal

- Contencgdo adequada em brete ou com auxilio de cabresto e cordas

- Avaliacao clinica

- Alta com prescri¢cdo de receita com o tratamento e recomendagdes para casos de acometimentos leves

- Internamento com alocacdo dos animais em baias em casos de acometimentos moderados e graves que

Inecessitem de acompanhamento veterinario

- Higienizac@o dos materiais de trabalho reutilizaveis utilizando-se agua e detergente, secagem com papel toalhal
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e desinfeccdo com alcool a 70°, apds cada atendimento.

- Descarte de materiais perfurocortantes em recipientes apropriados e resistentes a perfuracao.

PROCEDIMENTOS USUAIS DE HIGIENIZACAO DOS AMBIENTES

Higienizacdo dos ambientes é realizada por pessoal treinado de acordo com normas de biossegurancga e utilizando

os EPIs adequados. De acordo com o porte dos animais e o nivel de contaminagéo das baias, os animais sao

realocados periodicamente para ambientes limpos. Ha um periodo de vazio sanitario na baia, de no minimo duas
semanas, ap6s a saida de um animal para a ocupacéo por outro animal. Os procedimentos de higienizacao de

ambientes e equipamentos sao descritos no Quadro 01.

IQuadro 01: Procedimentos operacionais padrédo de higienizacdo de ambientes e equipamentos.
Ambiente / | Periodicidade | Insumos EPIs Procedimento Responsavel
Equipamento
Piso do | Diaria Agua, Luvas e | Recolhimento de | Funcionario
ambulatério sabdo e | botas de | dejetos. Lavagem com | terceirizado

hipoclori-to | borracha agua e sabdo. Aplicacéo
de sédio a de solugdo a base de
1% hipoclorito de so6dio a
1%. Aguardar agir por no
minimo 30  minutos.
Enxaguar, retirar 0
excesso com rodo e
aguardar secar.
Bancadas e | Diaria Alcool a | Luvas de | Aplicagéo da solucédo de | Funciondrio
mesas 700. borracha alcool a 70° e retirar com | terceirizado
um pano limpo ou papel
descartavel
Piso de baias | Quando um | Agua, Luvas e | Recolhimento de | Funcionério
de alvenaria animal estiver | sabdo e | botas de | dejetos. Lavagem com | terceirizado
internado hipoclori-to | borracha agua e sabdo. Aplicacéo
de sédio a de solugdo a base de
1% hipoclorito de so6dio a
1%. Aguardar agir por no
minimo 30 minutos.
Enxaguar, retirar 0
excesso com rodo e
aguardar secar.
Paredes das | Quando um | Agua, Luvas e | Lavagem com agua e | Funcionario
baias de | animal estiver | sabdo e | botas de | sabdo. Aplicacdo de | terceirizado
alvenaria internado hipoclori-to | borracha solucdo a base de
de sédio a hipoclorito de so6dio a
1% 1%. Aguardar agir por no
minimo 30 minutos.
Enxaguar e aguardar
secar.
Currais sem | Quando um | Limpeza Luvas e | Recolhimento de | Funcionério
revestimento animal estiver | mecéni-ca | botas de | dejetos. Limpeza | terceirizado
no piso internado por borracha mecanica por varredura.
varredu-ra
Lixeiras Semanal- Agua, Luvas e | Lavagem com &gua e | Funcionério
mente sabdo e | botas de | sab&o. Enxaguar. | terceirizado
hipoclori-to | borracha Aplicacéo de solucéo de
de sédio a hipoclorito de so6dio a
1% 1%. Aguardar agir por no
minimo 30 minutos.
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Enxaguar e secar.

a 70°

Janelas Trimestral- Agua e | Luvas Lavagem com agua e | Funcionario
mente sabao sabdo. Secagem com | terceirizado
pano limpo
Ventiladores Trimestral- Agua, Luvas Limpeza com solucao a | Funcionario
mente detergente base de agua, | terceirizado
e detergente e hipoclorito
hipoclorito de sddio. Secagem com
de sédio a pano limpo
1%
Armarios Semanal- Alcool a | Luvas Aplicacao da solugdo de | Funcionario
mente 700 alcool a 70° e retirar com | terceirizado
um pano limpo ou papel
descartavel
Cordas e | Mensalmen-te | Agua e | Luvas Lavagem com &gua e | Funcionéario
cabrestos sabdo sabdo. Secagem ao sol | terceirizado
Bretes de | Diariamente Agua e | Luvas e | Lavagem com agua e | Funcionario
contencéo apos cada | sabao botas de | sabdo terceirizado
atendimento borracha
Estetoscopio Diariamente Agua, Luvas Lavagem com agua e | Técnico
apos cada | sabao e sabdo, secagem com | administrativo
atendimento alcool a papel toalha e
70° desinfeccdo com 4&lcool
a 70°
Termbmetro Diariamente Agua, Luvas Lavagem com agua e | Técnico
clinico apoés cada | sabdo e sabdo, secagem com | administrativo
atendimento alcool a papel toalha e
70° desinfeccdo com 4&lcool
a 70°
Fita de | Diariamente Agua, Luvas Lavagem com agua e | Técnico
pesagem apos cada | sabao e sabdo, secagem com | administrativo
atendimento alcool a papel toalha e
70° desinfeccao com alcool
a70°
Plessimetro Diariamente Agua, Luvas Lavagem com agua e | Técnico
apos cada | sabédo e sabdo, secagem com | administrativo
atendimento alcool a papel toalha e
70° desinfeccdo com 4&lcool
a 70°
Martelo Diariamente Agua, Luvas Lavagem com agua e | Técnico
plessimétrico apoés cada | sabdo e sabdo, secagem com | administrativo
atendimento alcool a papel toalha e
70° desinfeccdo com 4&lcool
a70°
Caneca de | Diariamente Agua, Luvas Lavagem com agua e | Técnico
fundo escuro apos cada | sabédo e sabdo, secagem com | administrativo
atendimento alcool a papel toalha e
70° desinfeccao com alcool
a70°
Pinca de | Diariamente Agua, Luvas Lavagem com agua e | Técnico
dissecacgédo apos cada | sabdo e sabdo, secagem com | administrativo
com dente atendimento alcool a papel toalha e
70° desinfeccdo com 4alcool

GERENCIAMENTO DE RESIDUOS SOLIDOS DE SAUDE

O gerenciamento de residuos sélidos de saude é realizado por empresa contratada pelo Instituto Federal daj




mm ‘
m \
=. INSTITUTO FEDERAL Campus

Paraiba Sousa

[Paraiba. O lixo comum é coletado de acordo com normas da gestdo municipal.

ELABORADO POR: APROVADO POR:

FRANCISCO ROSERLANDIO BOTAO NOGUEIRA

Dr. Rodrigo Formiga Leite DIRETOR GERAL IFPB-CAMPUS SOUSA

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO (POP):
CLINICA CIRURGICA DE GRANDES ANIMAIS

SETOR: CLINICA CIRURGICA DE GRANDES ANIMAIS

IFPB PROCEDIMENTO Estabelecido em: 02/06/2023
CAMPUS SOUSA OPERACIONAL PADRAO [ Revisado em: JUN/2025
UNIDADE SAO GONGALO ) VERSEAO: N° OL

HOSPITAL VETERINARIO ADILIO
SANTOS DE AZEVEDO (HV-ASA)

ATIVIDADE: O setor de atendimento cirdrgico € composto por sala de preparacdo e medicagéo pré-anestésica,
sala cirargica, sala de recuperacao e corredor periférico onde é realizada a desinquinag&o da equipe cirdrgica. Na
sala cirlrgica existem a mesa cirurgica, calha cirirgica, mesa para materiais e aparelho de anestesia inalatoria.
OBJETIVOS:

Oferecer a todos os colaboradores e envolvidos nas atividades de atendimento cirdrgico de animais de grande
porte o conhecimento sobre as regras de funcionamento e as condutas técnicas adotadas durante esse
atendimento.
|EQUIPAMENTOS DE PROTECAO INDIVIDUAL UTILIZADOS DURANTE OS PROCEDIMENTOS

CIRURGICOS
- Gorro

- Mascara descartavel

- Calcado especifico utilizado apenas no setor de cirurgia ou utilizacdo de propé
- Pijama cirdrrgico

- Capote cirargico esteéril

- Luvas estéreis

IINSTRUMENTOS UTILIZADOS DURANTE OS PROCEDIMENTOS CIRURGICOS
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- Panos de campo estéreis

- Instrumental cirdrgico estéril

- Fios de sutura estéreis

- Agulhas de sutura estéril

- Seringas estéreis

- Agulhas hipodérmicas estéreis de diversos calibres

- Laminas de bisturi estéreis

|PROCEDIMENTOS EFETUADOS NO ATENDIMENTO CIRURGICO DE GRANDES ANIMAIS
- Recepc¢éao do animal

- Realizagcdo da sedacédo

- Preparacdo do animal e campo operatério

- Realizag&o da anestesia

- Colocacgdo do animal em mesa cirdrgica ou calha cirdrgica, dependendo do porte do animal. Em alguns casos,
Ja cirurgia é realizada com o animal em estacgao

- Realizag&o do procedimento cirdrgico

- Condugéo o animal a sala de recuperagéo

- Internamento hospitalar por, no minimo, 24 horas

- Descarte de materiais perfurocortantes em recipientes apropriados e resistentes a perfuracao.

- Encaminhamento dos materiais reutilizaveis para o setor de expurgo

PROCEDIMENTOS USUAIS DE HIGIENIZACAO DOS AMBIENTES

Higienizac@o dos ambientes é realizada por pessoal treinado de acordo com normas de biosseguranca e utilizando
0s EPIs adequados. Os procedimentos de higienizagdo de ambientes e equipamentos s&o descritos no Quadro
01.

IQuadro 01: Procedimentos operacionais padrdo de higienizacdo de ambientes e equipamentos.

Ambiente /| Periodicid | Insumos EPIs Procedimento Responsével

Equipamento | ade

Piso da sala de | Apés cada | Agua, sab&do | Luvas e | Recolhimento de dejetos. | Funcionario

preparacao atendi- e hipoclorito | botas de | Lavagem com agua e sabdo. | terceirizado
mento de sodio a | borracha Aplicacao de solugdo a base
1% de hipoclorito de sodio a 1%.

Aguardar agir por no minimo
30 minutos. Enxaguar, retirar

0 excesso com rodo.

Paredes da | Semanal- Agua, sabdo | Luvas e | Lavagem com agua e sabdo. | Funcionario
sala de | mente e hipoclorito | botas de | Aplicacdo de solucdo a base | terceirizado

preparacao de sobdio a | borracha de hipoclorito de sédio a 1%.
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1%

Aguardar agir por no minimo
30 minutos. Enxaguar e

aguardar secar.

Piso da sala | Ap6s cada | Agua, sabdo | Luvas e | Lavagem com agua e sabdo. | Funcionario
cirdrgica atendi- e hipoclorito | botas de | Aplicacdo de solucéo a base | terceirizado
mento de sodio a | borracha de hipoclorito de sodio a 1%.
1% Aguardar agir por no minimo
30 minutos. Enxaguar e
retirar o excesso com rodo.
Paredes da | Semanalm | Agua, sab&o | Luvas e | Lavagem com agua e sabdo. | Funcionario
sala cirargica ente e hipoclorito | botas de | Aplicacao de solucdo a base | terceirizado
de sobdio a | borracha de hipoclorito de sédio a 1%.
1% Aguardar agir por no minimo
30 minutos. Enxaguar e
aguardar secar.
Ar condiciona- | Semanal- Agua, Luvas e | Aplicacéo de solucdo a base | Funcionario
do mente detergente mascara de 4gua, detergente e | terceirizado
hipoclorito descarta- hipoclorito de soédio a 1%,
de sobdio vel com auxilio de um pano
1% limpo, na estrutura externa
do aparelho que fica dentro
da sala cirdrgica
Bancada da | Diaria- Agua, Luvas e | Aplicacéo de solucdo a base | Funcionario
sala cirargica mente detergente botas de | de &gua, detergente e | terceirizado
hipoclorito borracha hipoclorito de sédio a 1%.
de sodio Enxaguar e secar com pano
1% limpo
Armério da sala | Semanal- Agua, Luvas e | Aplicacéo de solucdo a base | Funcionario
cirdrgica mente detergente botas de | de agua, detergente e | terceirizado
hipoclorito borracha hipoclorito de so6dio a 1%.
de sodio Enxaguar e secar com pano
1% limpo
Mesa cirirgica | Apés cada | Agua, Luvas e | Aplicacéo de solucdo a base | Funcionario
atendi- detergente botas de | de &gua, detergente e | terceirizado
mento hipoclorito borracha hipoclorito de so6dio a 1%.
de sddio Enxaguar e secar com pano
1% limpo
Calha cirGrgica | Apds cada | Agua, Luvas e | Aplicacéo de solucdo a base | Funcionario
atendi- detergente botas de | de agua, detergente e | terceirizado
mento hipoclorito borracha hipoclorito de sédio a 1%.
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de sobdio a Enxaguar e secar com pano
1% limpo
Mesa para | Apos cada | Alcool a 70° | Luvas Aplicacdo da solucdo de | Funcionario
materiais atendi- alcool a 70° e retirar com um | terceirizado
mento pano limpo ou papel
descartavel
Aparelho de | Semanal- Alcool a 70° | Luvas Aplicacdo da solugdo de | Funcionario
anestesia mente alcool a 70° e retirar com um | terceirizado
inalatoria pano limpo ou papel
descartavel
Piso da sala de | Ap6s cada | Agua, sabdo | Luvas e | Recolhimento de dejetos. | Funcionario
recuperacao atendi- e hipoclorito | botas de | Lavagem com agua e sabdo. | terceirizado
mento de sddio a | borracha Aplicacao de solugédo a base
1% de hipoclorito de sdédio a 1%.
Aguardar agir por no minimo
30 minutos. Enxaguar, retirar
0 excesso com rodo e
aguardar secar.
Paredes da | Semanal- Agua, sabdo | Luvas e | Lavagem com agua e sabdo. | Funcionario
sala de | mente e hipoclorito | botas  de | Aplicagdo de solugéo a base | terceirizado
recuperacao de sobdio a | borracha de hipoclorito de sédio a 1%.
1% Aguardar agir por no minimo
30 minutos. Enxaguar e
aguardar secar.
Lixeiras Semanal- Agua, sabdo | Luvas e | Lavagem com agua e sabdo. | Funcionario
mente e hipoclorito | botas de | Enxaguar. Aplicacdo de | terceirizado
de sobdio a | borracha solucdo de hipoclorito de
1% sédio a 1%. Aguardar agir
por no minimo 30 minutos.
Enxaguar e secar.
Janelas Semanal- Agua e | Luvas Lavagem com agua e sabdo. | Funcionario
mente sabdo Secagem com pano limpo terceirizado
Cordas e | Mensal- Agua e | Luvas Lavagem com 4gua e sabdo. | Funcionério
cabrestos mente sabdo Secagem ao sol terceirizado
Estetoscépio Diaria- Agua, sabdo | Luvas Lavagem com 4gua e sabdo, | Técnico
mente apos | e alcool a 70° secagem com papel toalha e | administrativo
cada desinfecgdo com alcool a 70°
atendi-
mento
Termbmetro Diaria- Agua, sab&o | Luvas Lavagem com agua e sabao, | Técnico
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clinico mente apos | e alcool a 70° secagem com papel toalha e | administrativo
cada desinfeccdo com alcool a 70°
atendi-
mento

|GERENCIAMENTO DE RESIDUOS SOLIDOS DE SAUDE

O gerenciamento de residuos sélidos de salde é realizado por empresa contratada pelo Instituto Federal da
JParaiba. O lixo comum é coletado de acordo com normas da gestdo municipal.
APROVADO POR:

ELABORADO POR:

br. Rodrido Formida Leite FRANCISCO ROSERLANDIO BOTAO NOGUEIRA
: 9 9 DIRETOR GERAL IFPB-CAMPUS SOUSA
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|PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO (POP):
LABORATORIO DE REPRODUCAO ANIMAL

SETOR: REPRODUCAO ANIMAL

IFPB PROCEDIMENTO Estabelecido em: 02/06/2023
CAMPUS SOUSA OPERACIONAL PADRAO |Revisado em: JUN/2025
UNIDADE SAO GONCALO VERSAO: N° 01

HOSPITAL  VETERINARIO  ADILIO
SANTOS DE AZEVEDO (HV-ASA)

ATIVIDADE: Realizar procedimentos laboratériais que envolvam a reproducéo animal.

OBJETIVOS:
Oferecer a todos os colaboradores e envolvidos nas atividades do laboratério de reproducdo animal of
conhecimento sobre as regras de funcionamento e as condutas técnicas adotadas.

ASSUNTO: Citologia vaginal
1- OBJETIVO:

Distinguir a fase do ciclo estral de acordo com as caracteristicas citolégicas do epitélio vaginal
2- FUNDAMENTACAO TEORICA:

A vagina € um canal que faz parte do aparelho reprodutor das fémeas, estendendo-se da cervix uterina até a
vulva. A parede vaginal é constituida por trés camadas: mucosa, muscular e adventicia. Onde as mudanc¢as na
morfologia células podem identificar as fases do ciclo estral, podendo as células ser classificadas em:

e Basais- células muito pequenas com formato uniforme quase redondo com pouco citoplasma marcando
0 periodo ndo reprodutivo.

e Parabasais- séo células uniformes, arredondadas, possuindo um nucleo grande com pouco citoplasma,
sendo observadas em fémeas que ndo entraram no periodo feértil.

e Intermediarias: sdo células maiores que as parabasais tendo formato esférico, oval ou poliédrico, sendo
caracterizada com aumento do citoplasma e ndo do nucleo, marcando o inicio do periodo reprodutivo.

e Superficias: sdo células grandes e achatadas, com formato irregular ou poliédrico com citoplasma
transparente basofilico e nucleo denso picnético, localizado centralmente, podendo ser anucleadas,
marcando a fase reprodutiva, ou cio.

3- MATERIAL/REAGENTES:

Microscépio

Laminas de vidro

Coloracao rapida para hematologia (Panético)
Swab

4- PROCEDIMENTOS

Clinica- Passar o swab na vagina da fémea lentamente em movimento circular

Em seguida: corar pelo método pandtico rapido. Deixando a lamina 30 segundos em cada tubo. Apoés lavar as
laminas em agua corrente e aguardar secar.

Leitura: avaliar na lente objetiva (40x) células do epitélio vaginal

e Basais (a-b);

e Intermediarias (c-d);

e Superficiais (e-f);

- Fazer contagem das células encontradas em “zig-zag” na lamina.

5- EPIs:
Jaleco mangas compridas e punho, calca comprida, sapato fechado, luvas e touca
6- GERENCIAMENTO DE RESIDUOS: descartar as laminas em descarpack

ASSUNTO: Espermograma

1- OBJETIVO:
Avaliar a qualidade espermética de reprodutores
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2- FUNDAMENTACAO TEORICA:
O espermograma é um exame complementar ao androldgico que analisa as condi¢cdes fisicas e a composicao
do sémem. E explorado para avaliar a fun¢éo produtora do testiculo e problemas de esterilidade. S&o analisados
fatores macroscépicos, como o volume, aspecto, coloracdo, odor e também fatores microscopicos, que incluem
a concentracdo de espermatozoides, motilidade (capacidade de locomoc¢éo) espermatica total e progressiva, vigor
(vitalidade espermatica) e morfologia dos gametas.

3- MATERIAL/REAGENTES:
Microscopio
Laminas de vidro
Laminulas
Corante Rosa Bengala
Pipeta 20 pl
Ponteiras
Placa aquecedora
Tubos falcon
Tubo cbnico tipo Eppendorf
Oleo de imersdo

4- PROCEDIMENTOS
Clinica- cao: Coletar o sémen em tubos ou sacos estéreis através da técnica de méo enluvada que consiste em
massagear as glandulas para exposicdo do pénis.
Animais domeésticos de médio e pequeno porte: coletar por vagina artificial o sémen.
Levar imediatamente o frasco contendo sémen ao laboratorio.
Avaliacdes visualmente os aspectos macroscépicos do sémen:

e Cor- caracteristica da espécie

e Odor- caracteristico da espécie

e Aspecto- leitoso (ruim) ou cremoso (bom)

e Volume- caracteristico da espécie
Avaliagdes microscépicas do sémen:
Previamente: deixar as laminas em placa aquecedora a 37°C

e Retira-se dos tubos contendo sémen 10 a 20uL e pde na lamina, depois levemente coloca-se a laminula

em cima do sémen contido na Iamina. Ao microscopio no aumento de 10x avalia-se subjetivamente:

e Motilidade (0-100%) - valores ideais: acima de 70%

e Vigor (0-5) - valores ideais: 3 e 4 (ideal)
Para avaliacdo da concentracdo adiciona-se 20uL sémen a 20pL de solucéo formol salina ou agua em um tubo
conico (Eppendorf) e aguarda (5 minutos) decantar em seguida goteja-se 10 a 20 yL dessa solugao na Camara
de Neubauer (espermatozoides/mm?3) para contagem celular. A leitura devera ser realizada observando 25
campos alternados no aumento de 400x.
Para avaliagdo da morfologia espermatica coloca-se 10 yL de sémen sobre lamina + 10 yL do corante rosa
bengala, homogeiniza. Em seguida, cobre-se com laminula, e retira-se o excesso com papel absorvente. Apds
um minuto avalia-se sob microscopia 6ptica comum (100x). Devem ser avaliados de 100 a 200 espermatozoides.

5- EPIs:
Jaleco mangas compridas e punho, cal¢ca comprida, sapato fechado, luvas e touca

6- GERENCIAMENTO DE RESIDUOS: Descartar laminas e laminulas em descarpack.
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NORMAS DE HIGIENIZACAO DOS AMBIENTES E EQUIPAMENTOS DOS LABORATORIOS

1- OBJETIVO:

e Objetivo desse Procedimento Operacional Padrdo - POP é apresentar aos colaboradores dos
Laboratorios Académicos dessa IES o conhecimento das regras gerais para limpeza dos laboratérios
gue norteiam as Boas Praticas nos Laboratorios (BPLs) visando minimizar os riscos, maximizar a
eficiéncia no uso dos laboratorios.

2 — HIGIENIZAGAO DE SUPERFICIES E EQUIPAMENTOS:

Cada laboratoério, de acordo com a classe de risco que apresenta, deve ter sua rotina prépria de higienizacao.
Entretanto, de modo geral, devem ser observados procedimentos e periodicidade das rotinas de higienizacao.

e ApOs cada aula pratica, devem ser retirados os equipamentos/materiais utilizados;
e As superficies de trabalho devem ser descontaminadas, pelo menos, uma vez ao dia e sempre depois
de qualquer derramamento de material,

e Todos os materiais/equipamentos devem ser adequadamente limpos ap6s a utilizacdo, de acordo com
as respectivas rotinas;
e O recolhimento do material utilizado em procedimento praticos, sua limpeza e guarda, é da
responsabilidade do corpo técnico do laboratorio;
e A limpeza da éarea geral do laboratério deve ser realizada por pessoal treinado e informado sobre as
normas de biosseguranca, usando EPI adequado;
e Os residuos sélidos ou liquidos devem ser inativados ou descontaminados antes de serem descartados

corretamente;

¢ Residuos biolégicos ou com possibilidade de contaminagéo deve ser descartado em local apropriado;
e Material pérfuro-cortante deve ser descartado em recipientes apropriados e resistentes a perfuracéao.

Ambientes / Periodicidade Material EPI S Procedimento Responsavel
Equipamento utilizado utilizados
para
limpeza
Geladeiras Mensalmente Agua, Jaleco, Transferir 0 | Técnicos do
sabdo e gorro, conteudo para outro | Setor
&lcool 70%. | mascara, refrigerador; lavar
sapatos com &gua e sabéo;
fechados e | enxaguar e secar
luvas com pano limpo ou
papel absorvente
antes de ligar e
recolocar o material.
Apés a limpeza,
descontaminar com
alcool 70%,
esfregando as
superficies internas
e externas até
evaporacéo
Lixeiras Semanalmente Agua, Uniforme, Lavar com agua e | Higienizacao
sabado e | gorro, sabdo; enxaguar;
solucdo de | sapatos aplicar solucao de
hipoclorito fechados e | hipoclorito a 1% e
de sodio a | luvas deixar agir por 30
1%. minutos; secar com
pano limpo ou papel
absorvente.
Paredes Trimestralmente Aguae Uniforme, Limpeza. Higienizacéo
sabao gorro,
sapatos
fechados e
luvas
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Pias

Diariamente

Agua,
sabdo e
alcool 70%

Uniforme,
gorro,
sapatos
fechados e
luvas

Limpeza com
agua, detergente ou
sabdo neutro e
esponja. Quando
houver manchas,
tirar com esponja
de aco e
saponaceo. Apos a
limpeza, fazer a
descontaminacao
com alcool 70% e
pano seco e limpo.
Esfregando até
evaporar por 2
vezes

Higienizacao

Pisos

Diariamente

Agua,
sabéo e
solucéo de
hipoclorito
de sbdio a
1%.

Uniforme,
gorro,
sapatos
fechados e
luvas

Preparar 1 balde
com hipoclorito de
sédio 1% (balde
A);

Preparar outro
balde com
hipoclorito de
sédio 1% (balde B)

Iniciar a partir de
dentro do local
para fora;

Molhar o pano ou
0 MOP na solucéo
de hipoclorito
(balde A);

Enxaguar o MOP
ou 0 pano na 22
solucéo
desinfetante (balde
B) e aplicar no
piso;

Higienizacao

Apbs
derramamento de
substancias ou
contaminacéo

Agua,
sabado e
solucdo de
hipoclorito
de sodio a
1%.

Jaleco,
gorro,
6culos,
mascara,
sapatos
fechados e
luvas

Remover a
contaminacgéo; lavar
0 piso com agua e
sabdo; remover o
excesso de agua,
aplicar solu¢do de
hipoclorito 1% e
deixar agir por 30
minutos; enxaguar e
secar com pano
limpo e seco.

Técnicos do
Setor
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Bancadas

Diariamente:
Antes do inicio
das atividades de
cada turno.

Apbs
contaminacéo
com respingos ou
derramamentos
de material
biologico

Agua,
sabdo e
alcool 70%.

Agua,
sabao,
alcool 70% e
hipoclorito
de so6dio a
1%;

Descontaminacao
com alcool 70% e
pano seco

Cobrir a area com
papel absorvente ou
gaze;

Colocar
cuidadosamente
hipoclorito de sddio
a 1%;

Deixar agir por 20
minutos;

Desprezar 0s
residuos, no lixo
contaminado;

Limpar a area com
agua, sabdo e
esponja;

Secar com pano e
aplicar alcool 70%
até evaporacao.

Técnicos do
Setor

Técnicos do
Setor e
Higienizacéo

Vidros
janela

da

Quinzenal

Agua,
sabao e
alcool 70%.

Uniforme,
gorro,
sapatos
fechados e
luvas

Se houver
sujidade aparente,
limpar primeiro com
agua, detergente ou
sabdo neutro e
esponja ou pano;

Pode substituir o
detergente pelo
limpador multiuso;

Aplicar o produto
“Limpa vidro” na
superficie e esfregar
vigorosamente;

O “Limpa vidro”
pode ser substituido
por alcool absoluto;

Retirar o Limpa
vidro com pano
limpo e seco ou
levemente umido.

Higienizacao

Filtro de
condicionador
de ar

Mensalmente

Agua,
sabéo e
hipoclorito a
1%

Uniforme,
gorro,
sapatos
fechados e
luvas

Retirar o filtro;

Lavar com agua e
sabéo;

Deixar de molho
na solucao de
hipoclorito a 1% p/
30 min;

Enxaguar e retira o
excesso de 4&gua
pressionando sobre
uma superficie
absorvente limpa e
recolocar.

Higienizacéo
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Banho Maria Quinzenal Agua, Jaleco, Passar a esponja | Técnicos do
sabéo e gorro, com agua € | Setor
alcool 70% | mascara, detergente ou

sapatos sabdo neutro nas

fechados superficies;

luvas. Retirar o excesso
do detergente com
um pano
umedecedor em
agua;

Passar alcool 70%
em todas as
superficies e deixar
secar por
evaporacao.

Centrifuga Diariamente Agua, Jaleco, Retirar as | Técnicos do
sabdo e gorro, cagapas, suportes e | Setor
&lcool 70% | mascara, rotor;

sapatos Lava-los com

fechados agua, sabdo ou

luvas. detergente neutro e
esponja sob agua
corrente;

Limpar o interior da
centrifuga com pano
umedecido em agua
e detergente;

Passar alcool
70%, pano seco e
limpo até
evaporacao;

Esguichar  &lcool
70% nas cacapas,
utilizando uma
pinceta; e deixa-las
secarem invertidas.

Apbs Agua, Jaleco, Desligar a | Técnicos do
contaminacédo sabao, gorro, centrifuga € | Setor
alcool 70% Oculos, aguardar 10
e hipoclorito mascara, minutos;
21% sapatos Retirar ~as pecas
fechados desmontaveis e
luvas. encaminha-las para

autoclavacao;

Se houver
pedacos de vidro,
recolher com a
pinca e desprezar
no coletor para
perfurocortantes
contaminados;
Colocar papel
absorvente, gaze ou
algoddo e cobrir
com hipoclorito de
sédio 1% o interior
da centrifuga;
Aguardar 30
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minutos;

Retirar os residuos
e desprezar no lixo
contaminado;

Passar pano
umedecido com
agua e detergente e
depois alcool 70%.

superficies do

Capela de | Antes de iniciar Agua, Jaleco, Limpar toda a
Fluxo Laminar o trabalho alcool 70% gorro, superficie interna da
para a mascara, cabine com éalcool
cabine. luz sapatos 70_%; Verificgr se
' fechados e | existem pipetas,
uv luvas. ponteiras
(preferencialmente Técnicos do
com filtros) e tubos Setor
suficientes para o
experimento;
Colocar o pipetador
dentro da capela;
Ligar a ventilagdo
da cabine e aluz UV
por 10 a 15 minutos
antes do uso
Durante o uso alcool 70% | Jaleco, Conduzir as
para a gorro, manipulacées  no
cabine mascara, centro da cabine,
sapatos mantendo o vidro
fechados e | frontal na posigéo;
luvas. Minimizar 0s
movimentos dentro
da cabine.
ApOs o termino Agua, Jaleco, Limpar e guardar o
do trabalho alcool 70% | gorro, pipetador
para a mascara, auto_métlco
cabine. luz sapatos desligado e
’ fechados carregando; Limpar
uv a superficie de
trabalho da cabine
com alcool 70%;
Deixar a cabine e a
luz UV ligadas por
10 a 15 minutos;
Desligar o fluxo
laminar
completamente. )
Anualmente. Filtros | Técnicos do
e lampadas devem | Setor
ser trocados quando
necessario.
Microscopio Semanalmente Agua, Jaleco, Aplicar uma | Técnicos do
alcool 70% | gorro, compressa Setor
e alcool mascara, umedecida em agua
: o sapatos e limpar as
isopropilico fechados e | superficies do
para as luvas. microscépio.
objetivas Passa alcool 70%
em todas as
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microscoépio e
deixar secar por
evaporacao.
Limpar as lentes
com alcool
isopropilico.
Lupas Semanalmente Agua, Jaleco, Aplicar uma | Técnicos do
alcool 70% gorro, compressa Setor
e alcool mascara, umedecida em agua
isopropilico sapatos € ,'"?‘par as
fechados e | superficies das
para as luvas. lupas.
objetivas Passa alcool 70%
em todas as
superficies do
microscoépio e
deixar secar por
evaporacao.
Limpar as lentes
com alcool
isopropilico.
Balanca Semanalmente Agua, Jaleco, ir a balanga, retirar Técnicos do
Eletrénica sabdo e gorro, cuidadosamente Setor
alcool 70% mascara, com um pincel de
sapatos cerdas macias
fechados e | qualquer residuo
luvas. dos pratos,

obedecendo ao
sentido centrifugo;
um pano umedecido
em agua limpa as
superficies da
balanca;

também deve ser
limpo,
delicadamente com
um pano umido em
agua. Se precisar,
usar detergente
liquido neutro;
alcool 70% em
todas as superficies
e deixar secar pela
evaporacao.

OBS.: Sempre
que houver
sujidade aparente,
deve-se limpar os
residuos com um
pincel de cerdas
macias.

3- PROCEDIMENTOS USUAIS DE DESINFECCAO:

Para desinfeccdo de ambientes, materiais e pele/médos, antes ou apés as aulas préaticas ou
procedimentos experimentais, deve-se utilizar solu¢cdes adequadas, de acordo com o tipo de
procedimento realizado, sendo as mais comuns:

Alcool a 70% (etanol ou isopropilico):
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e Utilizacdo: descontaminacédo da pele, equipamentos e bancadas;

e Procedimento: deve ser utilizado apos a superficie ser lavada com agua e sabao e retirado o excesso
de agua; deve-se passar um pano limpo ou papel absorvente embebido com o &lcool a 70% na
superficie a ser descontaminada;

e Tempo necessario para descontaminacao: minimo de 15 minutos;

e Preparacédo da solucao: 73,3 mL de etanol a 95° + 100 mL de agua destilada.

Hipoclorito de sédio a 1%:

e Utilizacdo: descontaminacgédo de pisos, vidrarias, jalecos e inativagao quimica de material biolégico;

e Procedimento: deve ser utilizado apos a superficie ou material ser lavado com agua e sabéo e retirado
0 excesso de agua; deve-se passar um pano limpo ou papel absorvente embebido com a solucéo na
superficie a ser descontaminada, ou mergulhar o material (vidrarias, jalecos, etc.) para que todas as
partes figuem em contato com a solucéo;

e Tempo de atuacao: minimo de 30 minutos;

Preparacdo da solugdo: a agua sanitaria comercialmente vendida apresenta-se numa
concentracdo de 2 a 2,5%; para obter-se a concentracdo aproximada a 1%, deve-se diluir em
agua em partes iguais.

IELABORADO POR: APROVADO POR:

FRANCISCO ROSERLANDIO BOTAO NOGUEIRA

Prof. Danilo Lourencgo de Albuquerque DIRETOR GERAL IEPB-CAMPUS SOUSA
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PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO (POP):
LABORATORIO DE DIAGNOSTICO POR IMAGEM EM ANIMAIS DE GRANDE E PEQUENO PORTE.

SETOR: IMAGINOLOGIA VETERINARIA (RADIOLOGIA VETERINARIA)

IFPB PROCEDIMENTO _ Estabelecido em: 02/06/2023
CAMPUS SOUSA OPERACIONAL PADRAO Revisado em: JUN/2025
UNIDADE SAO GONCALO VERSAO: N° 01

HOSPITAL VETERINARIO ADILIO
SANTOS DE AZEVEDO (HV-ASA)
ATIVIDADE: Estudar o uso de radiacdes para avaliar e agir sobre estruturas internas dos pacientes por meio de
quuipamentos. Dessa forma, a radiologia € utilizada para diagnéstico, acompanhamento e tratamento de doencas.
Um diagnéstico feito por meio de imagens permite saber qual regido do corpo do paciente animal esta sendo
afetada e qual a extensédo da doenca. Este € um ponto crucial para decidir quando uma intervencéo cirargica é
Inecessaria (por exemplo), além de orientar 0 médico veterinario no procedimento a ser escolhido.

OBJETIVOS:

Determinar procedimentos adequados e sistematizados visando a adequada aquisi¢éo de imagens radiograficas
fcomo ferramenta de diagnéstico complementar junto ao Hospital Veterinario.

1- EQUIPAMENTOS DO SETOR
Ampola de Raio X

Colimador

Transformador de Energia

Mesa para aquisicdo de imagem
Aparelho de Raio X digital

Ecran de 18 x 24 cm

Ecran de 24 x 30 cm

Ecran de 30 x 40 cm

2- PROCEDIMENTOS

1. A recepcionista acolherd o paciente externo, verificando qual o tipo de exame que ele necessita realizar;
2. Feito isso, a recepcionista dara as devidas orientacdes para a marcagdo do exame e o devido preparo
para o paciente estar apto a realizar o exame (por exemplo, jejum, quando necessario).

3. Feito o agendamento do exame, sera solicitado que o tutor possa trazer exames anteriores, para auxiliar
na interpretacao.

4, O setor do Hospital Veterinario realizara o preenchimento de uma ficha de solicitagdo de exame,

contendo as seguintes informacdes:

Nome no paciente

Registro Geral (himero de identificacdo junto ao Hospital)

Nome do Tutor, endereco e telefone

Area do exame, planos radiogréficos e nimero de imagens a serem adquiridas.

Suspeita clinica que motiva o0 exame.

5. O Técnico em Radiologia ira verificar se o pedido do exame esta devidamente preenchido.

6. Em seguida, o técnico abre um novo exame no sistema operacional do aparelho, identificando no sistema,
gual o peciente, raga, sexo, idade, tutor, nimero do registro geral, area onde sera realizado o exame e quais
imagens serdo captadas.

7. Ap6s a preparacao do sistema para a aquisicdo da imagem, o Técnico em Radiologia chama o paciente
conforme ordem de exames, ou com base em prioridades (emergéncia, urgéncia, internados e prioridades
determinadas por lei).

8. Ao entrar na sala de aquisicdo da imagem de Raio X, o técnico realiza a orientacdo do tutor/acompanhante
guanto a paramentacédo (avental de chumbo e protetor de pescoc¢o de chumbo).

9. O paciente é entdo posicionado na sala de Raio X de acordo com o exame a ser realizado.

10. Feito o exame, o paciente e o tutor aguardardo o resultado.

11. O Técnico em Radiologia realiza a revelacdo da imagem no programa Core, ficando disponivel para
visualizac@o no computador e armazenado no sistema.

12. As imagens podem ser, a pedido do tutor ou do Médico Veterinario, salvas em compact disc (CD) e entregues.
13. Caso as imagens estejam boas e reflitam adequadamente a regido avaliada, o paciente sera liberado.

14. As fichas de solicitacdo serdo armazenadas em pastas especificas e 0s exames serao registrados em livro
de Atas especifico.
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3- EPIs
Jaleco com mangas compridas
Aventais de Chumbo
Luvas de Chumbo
Protetor de Pescoco de Chumbo
Calca
Sapato Fechado (tipo ténis)
4- GERENCIAMENTO DE RESIDUOS
Todo o residuo resultante de exames e aulas praticas (por exemplo: luvas de procedimento, papel toalha,
etc.) devem ser descartados de acordo com as normas de biosseguranca.

NORMAS DE HIGIENIZACAO DOS AMBIENTES E EQUIPAMENTOS DO SETOR DE RAIO X.

1- OBJETIVO:

° Obijetivo desse Procedimento Operacional Padrdo - POP é apresentar aos colaboradores dos
Laboratérios Académicos dessa IES o conhecimento das regras gerais para limpeza dos laboratérios que
norteiam as Boas Praticas nos Laboratorios (BPLs) visando minimizar os riscos, maximizar a eficiéncia no uso
dos laboratorios.

2 — HIGIENIZACAO DE SUPERFICIES E EQUIPAMENTOS:

Cada laboratoério, de acordo com a classe de risco que apresenta, deve ter sua rotina propria de higienizagéo.
Entretanto, de modo geral, devem ser observados procedimentos e periodicidade das rotinas de higienizagéo.

° Apbs cada aula pratica, devem ser retirados os equipamentos/materiais utilizados;
° As superficies de trabalho devem ser descontaminadas, pelo menos, uma vez ao dia e sempre depois
de qualquer derramamento de material,
° Todos os materiais/equipamentos devem ser adequadamente limpos apés a utilizagcdo, de acordo com
as respectivas rotinas;
° O recolhimento do material utilizado em procedimento préticos, sua limpeza e guarda, € da
responsabilidade do corpo técnico do laboratorio;
° A limpeza da é&rea geral do laboratoério deve ser realizada por pessoal treinado e informado sobre as
normas de biosseguranga, usando EPI adequado;
° Os residuos solidos ou liquidos devem ser inativados ou descontaminados antes de serem descartados
corretamente;
° Residuos bioldgicos ou com possibilidade de contaminagéo deve ser descartado em local apropriado;
° Material pérfuro-cortante deve ser descartado em recipientes apropriados e resistentes a perfuracgao.
Ambientes / Periodicidade Material EPI s | Procedimento Responsavel
Equipamento utilizado utilizados
paralimpeza
Lixeiras Semanalmente | Agua, sab&o | Uniforme, Lavar com &gua e | Higienizagdo
e solugdo de | gorro, sapatos | sabdo; enxaguar;
hipoclorito de | fechados e | aplicar solugdo de
sédio a 1%. luvas hipoclorito a 1% e
deixar agir por 30
minutos; secar com
pano limpo ou papel
absorvente.
Paredes Trimestralmente | Agua e sabdo | Uniforme, Limpeza. Higienizacéo
gorro, sapatos
fechados e
luvas
Pia Diariamente Agua, sabdo | Uniforme, Limpeza com agua, | Higienizagdo
e alcool 70% | gorro, sapatos | detergente ou sab&o
fechados e | peytro e esponja.
luvas Quando houver
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manchas, tirar com
esponja de aco e
saponaceo Apods a
limpeza, fazer a
descontaminacao

com é&lcool 70% e
pano seco e limpo.
Esfregando até
evaporar por 2 vezes

minutos;
Desprezar 0s

residuos, no lixo
contaminado;
Limpar a area com
agua, sabao e
esponja;

Secar com pano e
aplicar alcool 70%

Diariamente Agua, sabdo | Uniforme, Preparar 1 balde com | Higienizagéo
e solucdo de | gorro, sapatos | hipoclorito de sddio
hipoclorito de fechados e | 1% (balde A);
s6dio a 1%. luvas Preparar outro balde
com hipoclorito de
sédio 1% (balde B)
Iniciar a partir de
dentro do local para
fora;
Molhar o pano ou o
MOP na solucédo de
hipoclorito (balde A);
Enxaguar o MOP ou
0 pano na 22 solucao
desinfetante (balde
Pisos B) e aplicar no piso;
Apbs Agua, sabdo | Jaleco, gorro, | Remover a | Técnicos do
derramamento e solucéo de | 6culos, contaminacgéo; lavar | Setor
de substancias | hipoclorito de | mascara, 0 piso com &gua e
ou sédio a 1%. sapatos sabdo; remover o
contaminacéo fechados e | excesso de agua;
luvas aplicar solucdo de
hipoclorito 1% e
deixar agir por 30
minutos; enxaguar e
secar com pano
limpo e seco.
Diariamente: Agua, sabdo Descontaminacao Técnicos do
Antes do inicio | e &lcool 70%. com é&lcool 70% e | Setor
das atividades pano seco
de cada turno.
Bancadas Apbs Agua, sabdo, Cobrir a area com | Técnicos do
contaminacio alcool 70% e g:gg! absorvente ou ﬁgtgrt_a )
i hipoclorito de ' Igienizagao
com respingos sépdioal%; Colocar
ou cuidadosamente
derramamentos hipoclorito de sédio a
de material 1%;
biolégico Deixar agir por 20
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até evaporacao.

Vidros da | Quinzenal Agua, sabdo | Uniforme, Se houver sujidade | Higienizacdo
janela e alcool 70%. | gorro, sapatos | aparente, limpar
fechados e | primeiro com agua,
luvas detergente ou sabao
neutro e esponja ou
pano;
Pode substituir o
detergente pelo

limpador multiuso;
Aplicar o produto
“Limpa vidro” na
superficie e esfregar
vigorosamente;

O “Limpa vidro” pode
ser substituido por
alcool absoluto;
Retirar o Limpa
vidro com pano
limpo e seco ou
levemente umido.

Filtro de | Mensalmente Agua, sabdo | Uniforme, Retirar o filtro; Higienizacéo
condicionador e hipoclorito a | gorro, sapatos | Lavar com agua e
de ar 1% fechados e | sabdo;

luvas Deixar de molho na

solugéo de hipoclorito
a 1% p/ 30 min;

Enxaguar e retira o
excesso de agua
pressionando sobre

uma superficie
absorvente limpa e
recolocar.

APROVADO POR:
ELABORADO POR:

Prof. Francisco Leo Nascimento de Aguiar FRANCISCO ROSERLANDIO BOTAO NOGUEIRA
DIRETOR GERAL IFPB-CAMPUS SOUSA
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PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO (POP):
LABORATORIO DE DIAGNOSTICO POR IMAGEM EM ANIMAIS DE GRANDE E PEQUENO PORTE.

SETOR: IMAGINOLOGIA VETERINARIA (ULTRASSONOGRAFIA VETERINARIA)

IFPB PROCEDIMENTO _ Estabelecido em: 02/06/2023
CAMPUS SOUSA OPERACIONAL PADRAO |revisado em: JUN/2025
UNIDADE SAO GONCALO VERSAO: N° 01

HOSPITAL  VETERINARIO  ADILIO
SANTOS DE AZEVEDO (HV-ASA)
TIVIDADE: A ultrassonografia veterinaria € uma técnica de diagnéstico complementar amplamente utilizada em
medicina veterinaria, sendo considerada, em seus objetivos, uma técnica de exame eficiente e pouco invasiva.
Tem sido um exame bastante solicitado, ja que é bastante tolerada pelos pacientes veterinarios e segura. Sual
principal vantagem consiste na obtencédo de imagens em tempo real, com a observacédo da morfologia, textura e
tamanho de varios 6rgaos. Um exame ultrassonografico pode detectar a presenca de massas estranhas, acimulo
de lesdes ou liquidos em tecidos moles, etc.
OBJETIVOS:
Determinar procedimentos adequados e sistematizados visando a adequada aquisicdo de imagens
ultrassonograficas como ferramenta de diagnostico complementar junto ao Hospital Veterinario.

1- EQUIPAMENTOS DO SETOR

3 aparelhos de ultrassom

3 sondas de avaliagao ultrassonogréfica (1 microconvexa, 1 convexa e 1 transretal)
1 Mesa para procedimento

1 Cama para

1 Computador

1 Tric6tomo

1 Reservatorio de gel para ultrassom.

Alcool em Gel para limpeza

2- PROCEDIMENTOS

1. A recepcionista acolhera o paciente externo, verificando qual o tipo de exame que ele necessita realizar;
2. Feito isso, a recepcionista dara as devidas orientacdes para a marcagdo do exame e o devido preparo
para o paciente estar apto a realizar o exame (por exemplo, jejum, quando necessario).

3. Feito o agendamento do exame, sera solicitado que o tutor possa trazer exames anteriores, para auxiliar
na interpretacao.

4, O setor do Hospital Veterinario realizara o preenchimento de uma ficha de solicitacdo de exame,

contendo as seguintes informacoes:

Nome no paciente

Registro Geral (himero de identificacdo junto ao Hospital)

Nome do Tutor, endereco e telefone

Area do exame e 6rgéos especificos para serem utilizados.

Suspeita clinica que motiva o exame.

5. O Ultrassonografista ira verificar se o pedido do exame esta devidamente preenchido.

6. Em seguida, o ultrassonografista abre um novo exame no sistema operacional do aparelho, identificando no
sistema, qual o peciente, raca, sexo, idade, tutor, nimero do registro geral, area onde sera realizado o exame e
gual regido sera avaliada.

7. ApOs a preparacao do sistema para a aquisi¢cdo da imagem, o Ultrassonografista chama o paciente conforme
ordem de exames, ou com base em prioridades (emergéncia, urgéncia, internados e prioridades determinadas
por lei).

8. Ao entrar na sala de aquisicdo da imagem de ultrassom, o Ultrassonografista realiza a orientacdo do
tutor/acompanhante quanto a contencdo do paciente, colocando-o sobre a cama especifica.

9. O paciente é entdo posicionado na sala de Ultrassonografia de acordo com o exame a ser realizado.

10. Feito o exame, o paciente e o tutor serdo liberados.

11. As imagens podem ser, a pedido do tutor ou do Médico Veterinario, impressas e entregues.

12. As fichas de solicitacdo serdo armazenadas em pastas especificas e 0os exames serdo registrados em livro
de Atas especifico.
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3- EPIs
Jaleco com mangas compridas
Luvas de procedimento
Calca
Sapato Fechado (tipo ténis)
4- GERENCIAMENTO DE RESIDUOS
Todo o residuo resultante de exames e aulas praticas (por exemplo: luvas de procedimento, papel toalha,
etc.) devem ser descartados de acordo com as normas de biosseguranca.
NORMAS DE HIGIENIZACAO DOS AMBIENTES E EQUIPAMENTOS DO SETOR DE RAIO X.

1- OBJETIVO:

° Objetivo desse Procedimento Operacional Padréo - POP é apresentar aos colaboradores dos
Laboratorios Académicos dessa IES o conhecimento das regras gerais para limpeza dos laboratérios que
norteiam as Boas Praticas nos Laboratérios (BPLs) visando minimizar os riscos, maximizar a eficiéncia no uso
dos laboratérios.

2 — HIGIENIZAGCAO DE SUPERFICIES E EQUIPAMENTOS:

Cada laboratério, de acordo com a classe de risco que apresenta, deve ter sua rotina propria de higienizagéo.
Entretanto, de modo geral, devem ser observados procedimentos e periodicidade das rotinas de higienizacéo.

° ApoOs cada aula pratica, devem ser retirados os equipamentos/materiais utilizados;
° As superficies de trabalho devem ser descontaminadas, pelo menos, uma vez ao dia e sempre depois
de qualquer derramamento de material;
° Todos os materiais/equipamentos devem ser adequadamente limpos apoés a utilizagdo, de acordo com
as respectivas rotinas;
° O recolhimento do material utilizado em procedimento praticos, sua limpeza e guarda, é da
responsabilidade do corpo técnico do laboratério;
° A limpeza da area geral do laboratério deve ser realizada por pessoal treinado e informado sobre as
normas de biosseguranca, usando EPI adequado;
° Os residuos sélidos ou liquidos devem ser inativados ou descontaminados antes de serem descartados
corretamente;
° Residuos biolégicos ou com possibilidade de contaminacao deve ser descartado em local apropriado;
° Material pérfuro-cortante deve ser descartado em recipientes apropriados e resistentes a perfuracao.
Ambientes / Periodicidade | Material EPI s | Procedimento Responsavel
Equipamento utilizado utilizados
paralimpeza
Lixeiras Semanalmente | Agua, sab&o | Uniforme, Lavar com agua e | Higienizacéo
e solucdo de | gorro, sapatos | sabéo; enxaguatr;
hipoclorito de | fechados e | aplicar solugédo de
sédio a 1%. luvas hipoclorito a 1% e

deixar agir por 30
minutos; secar com
pano limpo ou papel

absorvente.
Paredes Trimestralmente | Agua e sabdo | Uniforme, Limpeza. Higienizacao
gorro, sapatos
fechados e
luvas
Pia Diariamente Agua, sab&o | Uniforme, Limpeza com &gua, | Higienizacéo

e alcool 70% | gorro, sapatos | detergente ou sabdo
fechados €| heytro e esponja.
luvas Quando houver
manchas, tirar com
esponja de aco e
saponaceo Apds a
limpeza, fazer a
descontaminacao
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com élcool 70% e
pano seco e limpo.
Esfregando até

evaporar por 2 vezes

Semanalmente

Agua, sabdo
e solucédo de
hipoclorito de
sédio a 1%.

Uniforme,
gorro, sapatos
fechados e
luvas

Preparar 1 balde com
hipoclorito de sddio
1% (balde A);
Preparar outro balde
com hipoclorito de
sadio 1% (balde B)
Iniciar a partir de
dentro do local para
fora;

Molhar o pano ou o
MOP na solucédo de
hipoclorito (balde A);
Enxaguar o MOP ou
0 pano na 22 solucao
desinfetante  (balde

Higienizacéo

Pisos B) e aplicar no piso;

Apés Agua, sabdo | Jaleco, gorro, | Remover a | Técnicos do
derramamento e solucdo de | 6culos, contaminacdo; lavar | Setor
de substancias | hipoclorito de | mascara, 0 piso com agua e
ou sédio a 1%. sapatos sabdo; remover o
contaminacgéo fechados e | excesso de 4agua;
luvas aplicar solucdo de

hipoclorito 1% e

deixar agir por 30

minutos; enxaguar e

secar com pano

limpo e seco.
Diariamente: Agua, sabdo Descontaminacgéo Técnicos do
Antes do inicio | e &lcool 70%. com é&lcool 70% e | Setor
das atividades pano seco
de cada turno.

Bancadas Apos Agua, sabdo, Cobrir a area com | Técnicos do
contaminago alcool 70% e pape.I absorvente ou Sgtprg )
com respingos | hipoclorito de gaze, Higienizacao

s6dio a 1%; Colocar

ou cuidadosamente

derramamentos hipoclorito de sédio a

de material 1%;

biolégico Deixar agir por 20
minutos;
Desprezar 0s
residuos, no lixo
contaminado;
Limpar a area com
agua, sabédo e
esponja;
Secar com pano e
aplicar 4&lcool 70%
até evaporacao.

Vidros da | Quinzenal Agua, sab&o | Uniforme, Se houver sujidade | Higienizacdo

janela e alcool 70%. | gorro, sapatos | aparente, limpar

fechados e
luvas

primeiro com agua,
detergente ou sabao
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neutro e esponja ou
pano;

Pode substituir o
detergente pelo
limpador multiuso;
Aplicar o produto
“Limpa vidro” na
superficie e esfregar
vigorosamente;

O “Limpa vidro” pode
ser substituido por
alcool absoluto;
Retirar o Limpa
vidro com pano
limpo e seco ou
levemente umido.

Filtro de
condicionador
de ar

Mensalmente

Agua, sabdo
e hipoclorito a
1%

Uniforme,
gorro, sapatos
fechados e
luvas

Retirar o filtro;

Lavar com agua e
sabao;

Deixar de molho na
solugéo de hipoclorito
a 1% p/ 30 min;
Enxaguar e retira o
excesso de agua
pressionando sobre

uma superficie
absorvente limpa e
recolocar.

Higienizacéo

[ELABORADO POR:

Prof. Francisco Leo Nascimento de Aguiar

APROVADO POR:

FRANCISCO ROSERLANDIO BOTAO NOGUEIRA
DIRETOR GERAL IFPB-CAMPUS SOUSA
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PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO (POP):
LABORATORIOS DE MICROBIOLOGIA VETERINARIA

SETOR: MICROBILOGIA VETERINARIA

IFPB PROCEDIMENTO Estabelecido em: 02/06/2023
CAMPUS SOUSA OPERACIONAL PADRAO Revisado em: JUN/2025
UNIDADE SAO GONGALO VERSAO. N° O1

HOSPITAL VETERINARIO ADILIO
SANTOS DE AZEVEDO (HV-ASA)
ATIVIDADE:

LABORATORIO DE CONFECCAO DE MEIOS DE CULTURA

OBJETIVOS:
Definir regras e condutas a serem observadas durante a utilizacdo dos equipamentos de microscopia do
laboratorio de Microbiologia Veterinaria.

1. INTRODUCAO
PROCEDIMENTOS GERAIS

PREPARACAO E DISTRIBUICAO DE MEIOS DE CULTURA

Os meios comerciais devem ser hidratados em pequena quantidade de agua até que todo o meio fique imido e sé
depois se deve acrescentar o restante da agua.

Os meios preparados ndo comerciais devem ser pesados separadamente em papel manteiga ou papel aluminio e
adicionados em um Unico frasco (normalmente em béquer), hidratar em pequena quantidade de 4gua até que todo
o meio fique Umido e s6 depois se deve acrescentaro restante da agua.

Sempre que for necessario levar o meio para fundir, usar vidro Pyrex, aquecer sobre a tela de amianto ou similar
e tripé, no bhico de Bunsen.

Usar sempre luvas térmicas apropriadas para laboratério para manipular vidrarias quentes;Sempre que for
usado o termo "esterilizar em autoclave", o tempo de esterilizagcdo é de 15minutos e a temperatura de 121°C.
Sempre que for usado o termo “esterilizar por filtrag&o", usar o filtro com porosidade de 0,22micra, recomendado
para particulas bacterianas.

Quando distribuir o meio antes de autoclavar, os tubos nédo precisam estar esterilizados; Quando distribuir 0 meio
apos a autoclavacdo, os tubos, frascos, placas, pipetas e vidrarias oumateriais auxiliares obrigatoriamente devem
ser estéreis.

Os meios devem ser autoclavados com as tampas semi-abertas, para que a esterilizagdo sejapor igual em todo o
contelido dos tubos - tampas fechadas ndo permitem a entrada do vapor. CONTROLE DE QUALIDADE DE
ESTERILIDADE E CRESCIMENTO

Para todos os meios confeccionados, colocar no minimo 10% do lote preparado na estufa 35 £1°C por 24 horas
para o controle de esterilidade.

N&o deve haver mudanca de cor nem crescimento de qualquer coldnia.

Para o controle de crescimento, sempre que possivel usar cepas ATCC, que sao cepas dereferéncias de origem e
padréo definido de provas para a sua caracterizacao.

Se ndo for possivel 0 uso de cepas ATCC, usar cepas 100% positivas para os controles dequalidade de crescimento
realizados.

RECOMENDACOES GERAIS

Evitar usar meios vencidos (liofilizados e prontos para uso); se usar, certificar-se com o controlede crescimento de
gue realmente esta funcionando.

N&o usar meios prontos para uso em tubos ou placas que estejam ressecados.

Observar com atengéo para as instrugdes de alguns indculos que sao especificos para algunsmeios de cultura.

Recomenda-se o uso de tubos com tampa de rosca, pois evitam o ressecamento rapido do meio(tamanho dos tubos
utilizados geralmente sédo de 11 por 100 mm).

As placas de Petri sdo de 50, 90 ou 150 mm de diametro.

0 Todos os meios confeccionados devem ser devidamente identificados com o nome, data defabricacéo, data de
validade e tipo de armazenamento.
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0 Todos os meios de placa devem ser embalados em filme plastico PVC transparente para evitar o ressecamento.

0 Evitar o uso de sacos plasticos para embalar as placas, pois a agua de condensacéao formadafacilita a proliferacéo
de fungos; para meios de cultura em tubos, colocar em sacos plasticos, procurando tirar o excesso de ar.

Mod IV -2
2. MEIOS DE CULTURA PARA TRANSPORTE E CONSERVACAOCARY

BLAIR
PRINCIPIO

0 meio de Cary Blair foi formulado a partir do meio de Stuart, uma vez que microrganismospatogénicos e
outros coliformes fecais sobrevivem bem neste meio.

0 A caréncia de uma fonte de nitrogénio impede consideravelmente a multiplicagdo demicrorganismos
e a composi¢do nutritiva garante a sobrevivéncia deles.

0 O que difere este meio do meio de Stuart, é a adicdo de uma solucéo salina balanceada detampéo fosfato
inorganico e omitindo da formula o azul de metileno.

UTILIDADE

0 Transporte de material fecal e consequente conservacdo dos microrganismos.
FORMULA/ PRODUTO

0 Meios comercial: Meio de transporte Cary Blair.

PROCEDIMENTOS

Pesar e hidratar o meio conforme instru¢des do fabricante;

Fundir completamente;

Distribuir 7 ml por tubo;

Esterilizar em autoclave;

0 Apos retirar da autoclave, manter os tubos em posigéo vertical para solidificar.
apH: 7,4 +/-0,2

CONTROLE DE QUALIDADE

0 Crescimento bom (com 0, 24 e 48 horas de crescimento): Shigella flexneri ATCC 12022.
CONSERVA(;AO E VALIDADE

0 Conservar de 4 a 10°C de 6 a 8 semanas.

O o o o

INOCULACAO
O Introduzir um "swab" estéril de madeira nas fezes recém coletadas;

0O Apds a coleta, introduzir imediatamente o "swab" no meio de cultura e quebrar a ponta dahaste, de modo
gue a parte que contém o algodao fique no meio de cultura;

0 Fechar o tubo;

0 Manter em temperatura ambiente até o momento de semear nos meios seletivos adequados.
INTERPRETACAO

0 Cor original do meio: Branco opalescente.

0 Como este € um meio de transporte, ndo ha evidéncia de crescimento bacteriano.
RECOMENDACOES
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N&o deixar o meio com a tampa aberta ou semi aberta ap6s a semeadura.
0 N&o semear fezes coletadas com mais de 6 horas.

SALINA TAMPONADA

Mod IV - 3

PRINCIPIO

0 Meio liquido tamponado que mantém a bactéria viavel.
UTILIDADE

0 Meio de transporte de fezes.

FORMULA /PRODUTO

0 Formula:

NaCl 4,2 g

Fosfato dipotéssico anidro 3,1 g
Glicerina bidestilada 300 ml Agua
destilada 700 ml PROCEDIMENTOS

0 Distribuir 10 ml em cada tubo de 16 x 160 mm;

0 Esterilizar em autoclave.

CONTROLE DE QUALIDADE

0 Shigella flexneri ATCC 12022

INOCULACAO

0 Inocular 2 g da amostra de fezes e homogeneizar;
0 Incubar a 35 +1°C por 12 a 18 horas.
INTERPRETACAO

0 O crescimento é indicado pela turbidez do meio.

0 Apo6s incubacao semear 3 a 4 algadas da amostra em uma placa de SS e/ou MacConkey.
CONSERVACAO E VALIDADE
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0 Conservar de 4 a 8°C por até 3 meses.
MEIO STUART
PRINCIPIO

O A caréncia de uma fonte de nitrogénio impede consideravelmente a multiplicacdo demicroorganismos
€ a composicao nutritiva garante a sobrevivéncia deles.

UTILIDADE

0 Transporte de diversos materiais e conseqiente conservacdo dos microorganismos.

0 Conservacao de microorganismos patogénicos como: Haemophilus spp., Pneumococcus,Salmonella spp.,
Shigella spp. entre outros.

FORMULA / PRODUTO

0 Meios comercial: Meio de transporte STUART

PROCEDIMENTOS

0 Pesar e hidratar o meio conforme instru¢des do fabricante;

0 Fundir completamente;

o Distribuir 7 ml por tubo;Mod

V-4

0 Esterilizar em autoclave;

0 Apos retirar da autoclave, manter os tubos em posi¢éo vertical para que solidifiquem.

apH: 7,4 +/-0,2

CONTROLE DE QUALIDADE

0 Crescimento bom (com 0, 24 e 48 horas de crescimento):

Haemophilus influenzae ATCC 10211 Shigella

flexneri ATCC 12022 Streptococcus

pneumoniae ATCC 63OSBo~rdeteIIa pertussis

ATCC 9340 CONSERVACAO E VALIDADE

0 Conservar embalado de 4 a 8°C por 1 a 2 semanas.

INOCULACAO

0 O material biologico deve ser coletado com auxilio de um "swab" estéril com haste de madeira;

0 ApGs a coleta, introduzir imediatamente o "swab" no meio de cultura e quebrar a ponta dahaste,
de modo que a parte que contém o algodao fique no meio de cultura;

0 Fechar o tubo;

0 Manter em temperatura ambiente até o momento de semear nos meios seletivos adequados.
INTERPRETACAO

0 Cor original do meio: Branco opalescente.

0 Como este € um meio de transporte, ndo ha evidéncia de crescimento bacteriano.
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RECOMENDACOES

0 Na&ao deixar 0 meio com a tampa aberta ou semi aberta apds a semeadura.

AGAR NUTRIENTE

PRINCIPIO

0 O Nutriente Agar é um meio relativamente simples, de facil preparacéo e barato, muito usadonos procedimentos
do laboratério de Microbiologia.

UTILIDADE

O nutriente agar tem vérias aplicacdes no laboratdrio de Microbiologia, e pode ser utilizado paraandlise de agua,
alimentos e leite como meio para cultivo preliminar das amostras submetidas a exames bacteriolégicos e
isolamento de organismos para culturas puras.

O uso mais freqlente é para a conservacdo e manutencao de culturas em temperatura ambienteneste agar, como
método opcional para os laboratérios que ndo dispdem do método da crioconservagéo (congelamento das cepas
em freezer a - 70°C).

0 Usado para observar esporulacéo de espécies de bacilos Gram positivos.

FORMULA / PRODUTO

0 Produto: Nutriente Agar

0 Férmula:

Extrato de carne 3 ¢

Peptona 5 g

Agar 4gar 15 g

Agua destilada 1000 mIpH:

6,8 +/- 0,2

Mod IV -5

PROCEDIMENTOS

0 Pesar e hidratar os componentes;
Fundir;
Distribuir 3 ml por tubo;
Esterilizar em autoclave;

Apds retirar da autoclave, inclinar os tubos ainda quentes para que solidifiquem com asuperficie em forma de
'bico de flauta" (Angulo de 45°).

CONTROLE DE QUALIDADE

O Crescimento bom a excelente: Escherichia

coli ATCC 25922 Streptococcus pneumoniae
ATCC 6305CONSERVACAO E VALIDADE

0 Conservar embalado de 4 a 8°C por até 3 meses.

O o o g
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INOCULACAO

0 Estriar a superficie inclinada do meio;
0 Incubar.

INTERPRETACAO

0 Cor original do meio: branco opalescente

0 Positivo: Crescimento na superficie do agar;

0 Negativo: Auséncia de crescimento.

RECOMENDACOES

0 Usar tubos com tampa de rosca para evitar ressecamento do agar.

0 Repicar as cepas conservadas a cada 3 meses.

0 Conservar as cepas ap0s o crescimento no meio em temperatura ambiente.

0 Por ser um meio nutritivo, a auséncia de crescimento ndo devera ocorrer.Mod IV - 6

3. MEIOS PARA CRESCIMENTO E ISOLAMENTOAGAR
CHOCOLATE

PRINCIPIO
0 Meio de Agar Chocolate é amplamente utilizado para o cultivo de microrganismos exigentes,embora cresgam
neste meio quase todos os tipos de microrganismos.

o A base do meio, é adicionado sangue de cavalo, carneiro ou coelho em temperatura alta, o que faz com que as
hemacias lisem, liberando hemina e hematina, compostos fundamentais para o crescimento dos microrganismos
exigentes.

Observacao: se utilizar sangue de carneiro ou coelho no lugar do sangue de cavalo, adicionaros suplementos a
base de NAD (coenzima ) e cisteina apés resfriar a base achocolatada a aproximadamente 50°C.

UTILIDADE

O Crescimento de microrganismos exigentes Haemophilus spp., Neisseria spp., Branhamellacatarrhalis e
Moraxella spp.

FORMULA / PRODUTO
O Meios comerciais: BHI Agar *, Columbia Agar Base, Blood Agar Base, Mueller Hinton Agar.
0 Sangue de cavalo, carneiro ou coelho desfibrinado.

0 Recomenda-se o uso da base de BHI Agar, por apresentar melhor crescimento das cepasexigentes,
principalmente cepas de Haemophilus spp.

PROCEDIMENTOS

0 Pesar e hidratar o meio conforme instru¢des do fabricante;
0 Esterilizar em autoclave;

0 Esfriar a base a temperatura de aproximadamente 80°C;
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0 Adicionar 5 ml de sangue desfibrinado de cavalo para cada 100 ml de base;

0 Homogeneizar bem até lisar totalmente as hemacias e o meio apresentar uma cor castanhoescuro
(chocolate);

0 Distribuir em placas de Petri de 90 mm de diametro.

CONTROLE DE QUALIDADE

0 Crescimento bom a excelente: Haemophilus influenzae ATCC 10211.

CONSERVACAO E VALIDADE

0 Conservar de 4 a 10°C por 4 meses.

INOCULACAO

0 Estriar a superficie do meio, usando a técnica de semeadura para isolamento;

0 Incubar a 35°C por 24 horas.

INTERPRETACAO

0 Cor original do meio: castanho escuro (chocolate).

0 Colbnias de tamanho pequeno a médio, com pigmento amarelo: sugestivo de Neisseria spp,
Branhamella catarrhalis ou Moraxella spp.

0 Colbdnias pequenas e delicadas, com pigmento creme claro: sugestivo de Haemophilus spp.
RECOMENDAGOES

0 Lembrar que € um meio rico e crescem varios tipos de microrganismos.Mod IV - 7

0 Fazer esfregaco de todas as colbnias suspeitas e corar pela técnica de Gram, para confirmarse trata-se ou nao
de Neisseria spp., Branhamella catarrhalis ou Moraxella spp. (cocos Gram negativos reniformes) ou Haemophilus
spp. (bacilos Gram negativos delicados e pleomérficos).

0 Na&o usar sangue de cavalo vencido.

0 Por ser um meio rico, 0 crescimento a partir de materiais biolégicos em geral costuma ser abundante. Sempre
gue necessario, isolar a colénia em estudo para os procedimentos de identificacdo, para ndo correr o risco de
trabalhar com cepas misturadas.

AGAR THAYER-MARTIN CHOCOLATE
PRINCIPIO

o E um meio rico e superior a outros meios de cultivo destinados para o isolamento de Neisseriagonorrhoeae e
Neisseria meningitidis , pois contém em sua formula antibidticos que inibem o crescimento de Neisserias saprofitas
e outras bactérias, quando em amostras colhidas de sitioscontaminados.

UTILIDADE

0 Usado para o isolamento seletivo de Neisseria gonorrhoeae e Neisseria meningitidis, a partirdo material de
investigacao.

FORMULA / PRODUTO




INSTITUTO FEDERAL | Campus

Paraiba Sousa

0 Meio comercial: Thayer-Martin Agar Base.

0 Sangue desfibrinado de carneiro.

0 Suplemento I: mistura de inibidores (antibiéticos).

0 Suplemento II: mistura de fatores de crescimento.

PROCEDIMENTOS

0 Dissolver os suplementos liofilizados conforme instru¢des do fabricante (normalmente emagua destilada
estéril que ja acompanha o kit) e reservar;

0 Pesar e hidratar o meio conforme instru¢des do fabricante (normalmente prepara-se 200 mlde base para cada
frasco de suplementos | e Il );

0 Esterilizar em autoclave;

0 Esfriar a base a 80°C;

0 Adicionar 5 ml de sangue desfibrinado de carneiro para cada 100 ml de base;

0O Homogeneizar bem até lisar totalmente as hemacias e o meio apresentar uma cor castanhoescura
(chocolate);

0 Deixar resfriar a base a 50°C;

0 Adicionar assepticamente a base resfriada os suplementos previamente dissolvidos;

0 Homogeneizar delicadamente para néo formar bolhas;

0 Distribuir em placas de Petri de 90 mm ou 4 ml por tubos e inclinar para a superficie ficar emforma de "bico de
flauta" (dngulo de 45°).

AGAR SALMONELLA-SHIGELLA (SS)

PRINCIPIO

o Agar SS possue componentes (sais de bile, verde brilhante e citrato de sédio) que inibemmicrorganismos
Gram positivos.

0 A incorporacao de lactose ao meio permite diferenciar se o microrganismo é lactose positiva(bactérias que
fermentam a lactose produzem acido que na presenca do indicador vermelho neutro resultando na formacao de
colénias de cor rosa), e bactérias que ndo fermentam a lactose formam col6nias transparentes.

0 Tissulfato de sédio e o citrato férrico permitem a detecgéo de H2S evidenciado por formacaode col6nias de cor
negra no centro.

Mod IV - 8

UTILIDADE

0 Selecionar e isolar espécies de Salmonella e Shigella, em amostras de fezes, alimentos e agua.

FORMULA / PRODUTO

0 Meio comercial: Agar SS.
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PROCEDIMENTOS

Pesar e hidratar o meio conforme instru¢des do fabricante;

Aguecer o meio até fundir o agar;

N&o autoclavar,;

Resfriar até 50°C e distribuir 20 a 25 ml em placas de Petri 90 mm estéreis;
Deixar em temperatura ambiente até resfriar;

Embalar as placas com plastico PVC transparente e guardar em geladeira de 4 a 8°C.
CONTROLE DE QUALIDADE

0 Positivo: Salmonella typhimurium ATCC 14028.

0 Negativo: Staphylococcus aureus ATCC 25923.

INOCULACAO

0 Inocular as placas e incubar por 18 a 24 horas;

0 Se negativo apés 24 horas, reincubar por mais 24 horas.

INTERPRETACAO

Cor original do meio: vermelho alaranjado.

Coldnias com centro negro (H2S) ou coldnias incolores: suspeita de Salmonella.
Coldnias incolores: suspeita de Shigella spp.

Colbnias cor de rosa ou vermelho: suspeita de Escherichia coli ou Klebsiella spp.
As bactérias ndo fermentadoras de lactose s&o incolores.

As bactérias fermentadoras de lactose aparecem na cor rosa.

CONSERVA(;AO E VALIDADE

0 Conservar embalado de 4 a 8°C por 3 meses.

RECOMENDACOES

0 Auséncia de crescimento ou crescimento escasso, reincubar a placa mais 24 horas.
0 Na&o autoclavar, pois a alta temperatura degrada o aglcar contido no meio.

O 0o ooo o

O o oo o g

CALDO SELENITO
PRINCIPIO

0O Tem propriedades que inibem coliformes e outras espécies da flora intestinal comoestreptococos.
UTILIDADE

0 Utilizado para o enriquecimento e isolamento de Salmonella spp. e Shigella spp. em amostrasde fezes, urina e

alimentos.
FORMULA / PRODUTO
O Meio comercial: Selenito

0 Novobiocina
PROCEDIMENTOS
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Mod IV -9

Pesar e hidratar o meio conforme instru¢des do fabricante;

Aquecer até levantar fervura, homogeneizando de vez em quando;

N&o autoclavar;

Aguardar esfriar e adicionar 0,04 g de novobiocina por litro de meio (novobiocina inibe o véude Proteus spp.);
Distribuir 7 ml em tubos estéreis de 15x150 mm com tampa de rosca.

CONTROLE DE QUALIDADE

Crescimento:

O Preparar uma suspenséao de Escherichia coli ATCC 25922 e Salmonella typhimurium ATCC14028 na escala
0,5 de Mac Farland;

0 Semear 0,01 ml da suspenséo na placa de SS;

O Incubar a placa a 35 £1°C por 12 a 18 horas. Positivo:

crescimento da Salmonella typhimurium. Negativo: ndo a

crescimento de Escherichia coli. INOCULACAO

0 Inocular 3 a 4 algadas da amostra de fezes no meio de cultura;

0 Incubar a 35+1°C por 12 a 18 horas.

INTERPRETACAO

o Cor original do meio: vermelho tijolo.

0 Ap6s incubacao, semear com o auxilio de uma alga bacterioldgica em meios seletivos eenriquecidos (SS,
Mac Conkey, XLD, Hectoen).

O o o o O

CALDO TETRATIONATO
PRINCIPIO
0 Os sais de bile contidos no meio de tetrationato inibem microrganismos Gram positivos e aadi¢do da solucao
de iodo inibe a flora intestinal normal de espécies fecais.
UTILIDADE
0 Meio de enriquecimento para Salmonella spp.
FORMULA / PRODUTO
0 Meio comercial: Caldo Tetrationato.
0 Solucdo de lodo para tetrationato: para ser adicionado no caldo antes de semeada aamostra de
fezes.
lodo metalico 6,0 g lodeto
de potassio 5,0 gAgua
destilada 20,0 ml
PROCEDIMENTOS
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Caldo tetrationato

0 Pesar e hidratar o meio segundo instruc8es do fabricante;
0 Aquecer até ferver;

0 Distribuir 10 ml em tubos estéreis com tampa de rosca,;

0 Na&o autoclavar.

Solucéo de iodeto de potéssio

0 Macerar o iodeto de potassio e o iodo em um graal;

0 Adicionar agua aos poucos até dissolver completamente;
0 Colocar em frasco ambar.

CONTROLE DE QUALIDADE

Crescimento:

0 Preparar uma suspensdo de Salmonella typhimurium ATCC 14028 e uma cepa de
Escherichia coli
ATCC 25922 na escala 0,5 de Mac Farland;

0 Semear 0,01 ml da suspensdo em uma placa de SS;

0 Se houver crescimento de Salmonella e inibicdo de Escherichia coli, liberar o lote para uso.
INOCULACAO

0 Adicionar 0,2 ml da solucéo de iodo no tubo;

0 Inocular 1la 3 g da amostra de fezes e homogeneizar vigorosamente;

0 Incubar a 35 +1°C por 12 a 18 horas.

INTERPRETACAO

0 Cor original do meio: limpido com precipitado branco.

0 O crescimento € indicado pela turbidez do meio.

0 Apo6s incubacao, semear 3 a 4 algcadas da amostra em uma placa de SS e/ou Mac Conkey.
CONSERVACAO E VALIDADE

0 Tetrationato: Conservar de 4 a 8°C por até 4 meses.

0 Solucdo de iodo: Conservar em frasco &mbar a temperatura ambiente por até 12 meses.
CONTROLE DE QUALIDADE

0 Positivo: Neisseria gonorrhoeae 43069 e Neisseria meningitidis 13090.

0 Negativo: Staphylococcus aureus ATCC 25923.

CONSERVACAO E VALIDADE

0 Conservar embalado de 4 a 8°C por até 3 meses.

INOCULACAO

0 Usar a técnica de semeadura por esgotamento;

0 Incubar em CO2 e umidade (jarra com vela acesa e um chumaco de algoddo embebido eméagua);
0 Incubacéo por 48 horas.
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INTERPRETACAO
0 Cor original do meio: castanho escuro (chocolate).
0 Colbnias pequenas com pigmento creme: sugestivo de Neisseria gonorrhoeae e Neisseriameningitidis.

0 Fazer esfregaco de todas as colbnias suspeitas e corar pela técnica de Gram, para confirmarse trata-se ou ndo
de Neisseria (diplococos Gram negativos reniformes).

0 Confirmando a morfologia pelo Gram, seguir identificagdo com testes de oxidase e provas defermentacéo.
RECOMENDACOES

0 Antes de semear o material biolégico aquecer o meio de cultura em estufa a 35°C, poistemperaturas
baixas podem inibir o crescimento de Neisserias;

0 N&o usar meio, suplementos e sangue vencidos;

0 Se nédo for incubado em CO2 e ndo houver crescimento, pode ser um resultado falso -negativo, pois as
Neisserias necessitam de atmosfera com o CO2 para o crescimento;

O Se nédo houver crescimento, incubar até 5 dias.CALDO
TIOGLICOLATO COM INDICADOR Mod IV - 10
CONTROLE DE QUALIDADE

Crescimento:

0 Preparar uma suspensdo de Salmonella typhimurium ATCC 14028 e uma cepa de
Escherichia coli ATCC 25922 na escala 0,5 de Mac Farland;

0 Semear 0,01 ml da suspensdo em uma placa de SS;

0 Se houver crescimento de Salmonella e inibicdo de Escherichia coli, liberar o lote para uso.
INOCULACAO

0 Adicionar 0,2 ml da solucdo de iodo no tubo;

0 Inocular 1la 3 g da amostra de fezes e homogeneizar vigorosamente;

0 Incubar a 35 +1°C por 12 a 18 horas.

INTERPRETACAO

0 Cor original do meio: limpido com precipitado branco.

0 O crescimento € indicado pela turbidez do meio.

0 Apo6s incubacéo, semear 3 a 4 algadas da amostra em uma placa de SS e/ou Mac Conkey.
CONSERVA(;AO E VALIDADE

0 Tetrationato: Conservar de 4 a 8°C por até 4 meses.

0 Solucdo de iodo: Conservar em frasco &mbar a temperatura ambiente por até 12 meses.
CONTROLE DE QUALIDADE

0 Positivo: Neisseria gonorrhoeae 43069 e Neisseria meningitidis 13090.

0 Negativo: Staphylococcus aureus ATCC 25923.
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CONSERVACAO E VALIDADE

0 Conservar embalado de 4 a 8°C por até 3 meses.

INOCULACAO

0 Usar atécnica de semeadura por esgotamento;

0 Incubar em CO2 e umidade (jarra com vela acesa e algoddo embebido em agua);

O Incubacéo por 48 horas.

INTERPRETACAO

0 Cor original do meio: castanho escuro (chocolate).

0 Colbnias pequenas com pigmento creme: sugestivo de Neisseria gonorrhoeae e Neisseriameningitidis.

0 Fazer esfregaco de todas as coldnias suspeitas e corar pela técnica de Gram, para confirmarse trata-se ou ndo
de Neisseria (diplococos Gram negativos reniformes).

0 Confirmando a morfologia pelo Gram, seguir identificacdo com testes de oxidase e provas defermentacao.
RECOMENDACOES

0 Antes de semear o material bioldgico aquecer o meio de cultura em estufa a 35°C, poistemperaturas
baixas podem inibir o crescimento de Neisserias;
0 Na&o usar meio, suplementos e sangue vencidos;

O Se néao for incubado em CO2 e nao houver crescimento, pode ser um resultado falso -negativo, pois as
Neisserias necessitam de atmosfera com o CO2 para o crescimento;

O Se ndo houver crescimento, incubar até 5 dias.CALDO
TIOGLICOLATO COM INDICADOR Mod IV - 11

PRINCIPIO

0 O meio de Tioglicolato da suporte para o crescimento de varios microrganismos. O potencialde oxidacdo e
reducéo baixo do meio neutraliza efeitos antibacterianos das espécies preservadas com mercurio.

0 Aresazurina e o azul de metileno sdo indicadores da posi¢do de oxidacdo de aerdbios e a dextrose incluida na
férmula é para os microrganismos que tem crescimento vigoroso na presencga do carboidrato.

UTILIDADE

0 Usado para o cultivo de microrganismos aerébios, microaeréfilos e anaerdébios.

0 Usado para controle de esterilidade bacteriana de diversos materiais.

FORMULA / PRODUTO

0 Meio comercial: Tioglicolato caldo com indicador

PROCEDIMENTOS

0 Pesar e hidratar o meio conforme instrucdes do fabricante;
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0 Aguecer em bico de Bunsen, até dissolver completamente;

0 Distribuir 5 ml por tubo;

0 Esterilizar em autoclave.

apH: 7,2+/-0,2

CONTROLE DE QUALIDADE

0 Crescimento bom a excelente: Bacillus subtilis ATCC 6633, Streptococcus pyogenes ATCC19615.
CONSERVACAO E VALIDADE

0 Temperatura ambiente: 3 meses.

0 Entre 4 a 8°C: 6 meses.

INOCULACAO

0 Com auxilio da al¢a bacterioldgica, inocular o material bioldgico introduzindo a al¢a até ametade do tubo;
O Retirar a alga sem agitar o tubo;

0 Incubar a 35 =/- 1°C por 24 horas.

INTERPRETACAO

Cor original: amarelo claro.

Presenca de crescimento: turvacdo do meio.

Auséncia de crescimento: meio permanece inalterado.

Crescimento de microrganismos anaerobios: crescimento na profundidade do meio.

Crescimento de microrganismos aerébios: crescimento na superficie do meio.

RECOMENDACOES

0 N&o usar o meio quando estiver com cor rosa ou esverdeado na superficie, pois indica apresenca de
oxigénio no meio.

0 Recomenda-se o uso do meio recém preparado, porém, se ndo houver a presenca deoxigénio, pode-
se usar um periodo maior. Nao usar meios que estejam turvos.

0 Nao utilizar o meio quando o indicador atingir a metade do volume do meio.
CALDO TIOGLICOLATO SEM INDICADORPRINCIPIO

0 As substéncias redutoras tioglicolato, cisteina e sulfito de sédio produzem uma anaerobiosesuficiente para
microrganismos anaerobios exigentes.

UTILIDADE

0 Usado para o cultivo de microrganismos anaerébios.
FORMULA / PRODUTO

0 Meio comercial: Tioglicolato caldo sem indicador.
PROCEDIMENTOS

0 Pesar e hidratar o meio conforme instru¢des do fabricante;

O o oo o
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0 Aguecer em bico de Bunsen, até dissolver completamente;

0 Distribuir 5 ml por tubo;

0 Esterilizar em autoclave.

apH: 7,2+/-0,2

CONTROLE DE QUALIDADE

0 Crescimento bom a excelente: Clostridium perfringens ATCC 10543.
CONSERVACAO E VALIDADE

0 Temperatura ambiente: 18 meses.

INOCULACAO

0 Com auxilio da al¢a bacterioldgica, inocular o material biologico introduzindo a al¢a até ofundo do tubo;
0 Retirar a alga sem agitar o tubo;

0 Incubar a 35 =/- 1°C em jarra com gerador de anaerobiose durante 48 horas.
INTERPRETACAO

o Cor original: amarelo claro.

0 Presenca de crescimento: turvacdo do meio.

0 Auséncia de crescimento: meio permanece inalterado.

RECOMENDACOES

0 Na&o usar meios que estejam turvos.

O Se necessario, incubar um periodo superior & 48 horas.
AGAR MAC CONKEY
PRINCIPIO

O O cristal violeta inibe o crescimento de microrganismos Gram positivos especialmenteenterococos e
estafilococos.

0 A concentracao de sais de bile é relativamente baixa em compara¢do com outros meios, porisso nao é tao
seletivo para Gram negativos como, por exemplo, o 4gar SS.
UTILIDADE

0 Isolar bacilos Gram negativos (enterobactérias e ndo fermentadores) e verificar afermentacéo ou
nao da lactose.

FORMULA /PRODUTO

0 Meio comercial: Agar MacConkey.

PROCEDIMENTOS

0 Pesar e hidratar o meio conforme instrucdes do fabricante;

Aquecer sob agitacao até fundir o agar completamente;

Esterilizar em autoclave;

Resfriar até 50°C e distribuir 20 a 25 ml em placas de Petri 90 mm estéreis;
Deixar em temperatura ambiente até resfriar;

O oo o
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0 Embalar as placas com plastico PVC transparente e guardar em geladeira de 4 a 8°C.
CONTROLE DE QUALIDADE

0 Positivo: Proteus mirabilis ATCC 12453 (ndo fermentador de lactose).
0 Positivo: Escherichia coli ATCC 25922 (fermentador de lactose).

0 Negativo: Staphylococcus aureus ATCC 25923.

INOCULACAO

O Inocular as placas e incubar por 18 a 24 horas;

0 Se negativo apds 24 horas, reincubar por mais 24 horas.
INTERPRETACAO

Cor original do meio: rosa avermelhado.

Crescimento de bacilos Gram negativos.

Colbnias cor de rosa: fermentadoras de lactose.

Colbnias incolores: ndo fermentadoras de lactose.

N&o ha crescimento de cocos Gram positivos.

CONSERVACAO E VALIDADE

0 Conservar as placas embaladas de 4 a 8°C por até 3 meses.

AGAR SANGUE
PRINCIPIO

o O meio de Agar sangue, usando uma base rica como abaixo descrita, oferece étimas condi¢des de
crescimento a maioria dos microrganismos. A conservacgao dos eritrocitos integros favorecem a formacéo de
halos de hemdlise nitidos, Uteis para a diferenciagdo deStreptococcus spp. E Staphylococcus spp.

UTILIDADE

0 Usado para o isolamento de microrganismos néo fastidiosos.

0 Verificagdo de hemdlise dos Streptococcus spp. e Staphylococcus spp.

0 Usado na prova de satelitismo (para identificacdo presuntiva de Haemophilus spp.).
FORMULA / PRODUTO

0 Meio comercial: Blood Agar Base, Columbia Agar Base, BHI Agar, Mueller Hinton Agar;
0 Sangue desfibrinado de carneiro ou coelho: 5 ml para cada 100 ml de meio base. pH: 6,8
+/- 0,2

PROCEDIMENTOS

0 Pesar e hidratar o meio conforme instrucdes do fabricante; Esterilizar em autoclave;
Esfriar a base & +/- 50°C;

Adicionar 5 ml de sangue desfibrinado de carneiro para cada 100 ml de base;
Homogeneizar delicadamente para ndo formar bolhas;

Distribuir em placas de Petri de 90 mm de didmetro.

O o oo o

O o o o
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CONTROLE DE QUALIDADE
0 Hemodlise beta hemolitica: Streptococcus pyogenes ATCC 19615 ou Staphylococcus aureus
ATCC 25923.

0 Hemodlise alfa hemolitica: Streptococcus do grupo viridans ou Streptococcus pneumoniae
ATCC 6305.

0 Hemodlise gama (sem hemdlise): Enterococcus faecalis ATCC 29212 ou Staphylococcusepidermidis
ATCC 12228.

CONSERVA(;AO E VALIDADE

0 Conservar de 4 a 10°C por 4 meses.

INOCULACAO

0 Estriar a superficie do meio, usando a técnica de semeadura para isolamento;

0 No final da semeadura, picar o meio com a alca para verificar hemélise em profundidade;

0 Incubar a 35°C 24 horas.

INTERPRETACAO

0 Cor original do meio: vermelho.

0 Beta hemdlise: presenca de halo transparente ao redor das col6nias semeadas (lise totaldos
eritrécitos).

0 Alfa hemdlise: presenca de halo esverdeado ao redor das col6nias semeadas (lise parcialdos
eritrocitos).

0 Gama hemodlise (sem hemolise): auséncia de halo ao redor das colbnias (eritrocitospermanecem
integros).

RECOMENDACOES

O Na&o usar sangue de carneiro vencido, pois o meio fica hemolisado ou com cor muito escura,dificultando o
estudo de hemodlise;

0 Na&ao usar sangue humano, pois alguns microrganismos ndo apresentam hemolise;

0 Na&ao adicionar o sangue na base do meio quente, pois as hemécias rompem-se, dificultandoo

estude de hemodlise;

Por ser um meio rico, o crescimento a partir de materiais biolégicos em geral costuma serabundante,
sempre que necessario, isolar a colénia em estudo para os procedimentos de identificacdo,para ndo

correr o risco de trabalhar com cepas misturadas.
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AGAR CLED - CYSTINE LACTOSE ELECTROLYTE DEFICIENTPRINCIPIO

0 Usado para isolamento e quantificacdo de microrganismos presentes em amostras urina. Adeficiéncia de
eletrélitos inibe o véu de cepas de Proteus.

UTILIDADE

0 Isolar e quantificar microrganismos Gram positivos, Gram negativos e leveduras.

FORMULA / PRODUTO

0 Meio comercial: Agar Cled.Mod

IV-15

PROCEDIMENTOS
0 Pesar e hidratar o meio conforme instru¢des do fabricante;
0 Esterilizar em autoclave;
0 Resfriar a +/- 50°C e distribuir de 20 a 25 ml em placas de Petri 90 mm estéreis;
0 Deixar em temperatura ambiente até resfriar.
CONTROLE DE QUALIDADE
0 Positivo:
Lactose positiva: Escherichia coli ATCC 25922: crescimento moderado a denso, coléniasmédias ou grandes
amareladas, ap6s 48 horas de incubacéo.

Lactose negativa: Proteus vulgaris ATCC 8427: crescimento moderado a denso, colbniasazuis
translucidas.

0 Negativo: auséncia de crescimento

INOCULACAO

0 Verificar técnica de semeadura quantitativa.

INTERPRETACAO

0 Cor original do meio: azul claro.

0 Colbnias lactose positiva: cor amarela.

0 Colbnias lactose negativa: cor azul.

Caracteristicas de crescimento:

O Escherichia coli: colbnias opacas, amarelas com ligeira cor amarelo escuro no centro, comcerca de
1,25 mm de didmetro, as nédo fermentadoras de lactose coldnias azuis

0 Espécies de Klebsiella: colénias muito mucosas, cor variavel de amarelo a branco azulado
0 Espécies de Proteus: coldnias azul translicidas, geralmente menor que E.coli
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Espécies de Salmonella: colbnias planas, cor azul

Enterococcus faecalis: colénias amarelas, com cerca de 0,5 mm de didmetro
Staphylococcus aureus: col6nias amarelas, com cerca de 0,75 mm de didmetro
Staphylococcus coagulase negativa: coldnias amarelo palha e brancas
Corynebacterium: colbnias pequenas e cinza

Lactobacilos: col6nias pequenas e com superficie rugosa

Pseudomonas aeruginosa: colénias verdes, com superficie prateada e periferia rugosa
CONSERVA(;AO E VALIDADE

0 Conservar embalado de 4 a 8°C por até 3 meses.

RECOMENDACOES

0 Organismos que fermentam lactose baixam o pH e mudam a cor do meio de verde paraamarelo,
podendo assim verificar se 0 microrganismo é lactose negativa ou positiva;

0 Espécies de Shigella ndo crescem em meios deficientes em eletrélitos.

CALDQ BHI — BRAIN HEART INFUSION

PRINCIPIO

0 E um meio derivado de nutrientes de cérebro e coracéo, peptona e dextrose.

O A peptona e a infusdo sao fontes de nitrogénio, carbono, enxofre e vitaminas.Mod IV - 16
0 A dextose é um carboidrato que os microrganismos utilizam para fermentacéo.
UTILIDADE

0 Meio para cultivo de estreptococcos, pneumococos, meningococos, enterobactérias, naofermentadores,
leveduras e fungos.

0 Pode ser utilizado na preparacgéo do inoculo para teste de susceptibilidade aos
antimicrobianos,

para realizac&o de teste de coagulase em tubo, para teste de crescimento bacteriano a 42 e44°C
e para teste de motilidade em lamina.

FORMULA / PRODUTO

0 Meio comercial: Caldo BHI (infusé@o de cérebro e coragéo).

PROCEDIMENTOS

0 Pesar e hidratar o meio conforme instrucdes do fabricante;

0 Distribuir 3,0 ml em tubos com tampa de rosca;

0 Esterilizar em autoclave;

0 Retirar os tubos da autoclave e deixar esfriar em temperatura ambiente.
CONTROLE DE QUALIDADE

0 Positivo: Streptococcus pneumoniae ATCC 6305 e Candida albicans ATCC 10231.

O 0O oooo g
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0 Negativo: meio sem inocular.

INOCULACAO

0 Com o auxilio de uma alca ou fio bacterioldgico, inocular a coldnia ou o material a sertestado -
realizar o teste com colbnias puras de 18 a 24 horas;

0 Incubar a 35°C +2 por 24 a 48 horas;

0 Para isolamento de fungos incubar por até 5 dias.

INTERPRETACAO

0 Cor original do meio: amarelo claro, limpido.

0 Positivo: presencga de turvacdo = crescimento bacteriano.

0 Negativo: auséncia de turvacgao.

CONSERVACAO E VALIDADE

0 Conservar de 4 a 10°C por 6 meses.

RECOMENDACOES

0 Para cultivo de anaerobios, acrescentar 0,1% de agar.

0 Para crescimento de Haemophilus e outros fastidiosos € necessario adicdo de suplementosa base
de L-cisteina, NAD (fator V) e hemina (fator X).

LOWENSTEIN JENSEN

PRINCIPIO

0 A base do meio é constituida por ovos integrais, o que permite amplo crescimento dasmicobactérias e o
crescimento é satisfatério para o teste de niacina (que é positivo para Mycobacterium tuberculosis).
UTILIDADE

0 Isolamento primério das micobactérias.Mod IV

-17

FORMULA / PRODUTO

0 Meio comercial: Meio TB para Bacilos de Koch Seg. Lowenstein Jensen ou LowensteinMedium Base
0 Ovos de galinha frescos Meio

base - formula: Fosfato

monopotassico 1,2 gSulfato de

magnésio 0,12 g Citrato de

magnésio 0,3 g

L-asparagina 1,8 g Fécula

de batata 15,0 gGlicerol 6,0

ml
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Ovos totais 500 ml

Solucéo de Verde de malaquita a 2% 10 ml
Solucéo de Verde de malaquita a 2% - Férmula:
Verde de malaquita 2 g

Agua destilada 100 ml

PROCEDIMENTOS

Preparacéo dos ovos:

Escovar os ovos, um a um, com escova de cerdas macias;

Deixar os ovos submersos em agua e detergente comum, durante 30 minutos;
Enxaguar com agua corrente cuidadosamente um a um;

Deixar os ovos submersos em alcool etilico a 70% durante 30 minutos;

Retirar os ovos cuidadosamente e secar com pano estéril;

Reservar 0s ovos.

Solugéo de Verde de malaquita a 2%:

Pesar o verde de malaquita e adicionar a agua;
Homogeneizar bem até dissolver o corante;
Esterilizar em vapor fluente durante 30 minutos;
Reservar a solucéo.

Meio comercial:

Pesar e hidratar o meio conforme instru¢des do fabricante;

Adicionar o glicerol e aquecer o meio, agitando constantemente até ferver;
Esterilizar em autoclave;

Resfriar a base a 45 - 50°C;

Quebrar os ovos, um a um, cuidadosamente em copo de béquer estéril e transferir, um aum, para
uma proveta estéril de 500 ml;

Completar a proveta com ovos até completar 500 ml;

Transferir os ovos para um copo de liquidificador estéril - se ndo tiver liqlidificador prépriopara
laboratério, transferir os ovos para um baldo de 1000 ml contendo pérolas de vidro detamanho
médio, ambos estéreis;

Homogeneizar os ovos;

Passar os ovos para o baldo que contém a base fria, filtrando em funil e gaze estéril;

Adicionar o verde de malaquita;
Homogeneizar bem;
Deixar repousar durante 30 minutos para as bolhas da superficie estourarem;
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0 Distribuir 10 a 12 ml por tubo de rosca estéril; Colocar os tubos no coagulador inclinados com a superficie em

forma de bico de flauta (&ngulo de 45°) durante 50 minutos a 85°C - se néo tiver coagulador, pode-se coagular os
ovos em banho de areia a 85°C colocado em estufade esterilizagao, também por 50 minutos, tendo o cuidado de

verificar a temperatura constantemente.

Meio ndo comercial:

0 Diluir a L-asparagina em pouca agua e dissolver aquecendo lentamente no bico de Bunsen;
0 Acrescentar os demais componentes, exceto 0s ovos e o0 verde de malaquita;

0 Esterilizar em autoclave;

0 Seguir os passos 4 ao 14 listados acima.Mod 1V

-18

CONTROLE DE QUALIDADE

0 Esterilizag&o: colocar todos os tubos em estufa;

0 Crescimento bom a excelente:
Mycobacterium tuberculosis ATCC 25618
Mycobacterium avium ATCC 25291
CONSERVACAO E VALIDADE

0 Conservar entre 4 a 8°C por 3 meses.
INOCULACAO

0 Para materiais biolégicos de sitios contaminados, fazer descontaminacao prévia pelastécnicas
desejadas (Petroff, NALC, Lauril sulfato de sédio, Corper & Stoner modificado);

0 Semear 5 gotas ou mais, cobrindo bem a superficie do meio;
0 Manter os tubos inclinados com a tampa semi aberta até secar bem o inéculo;
0 Depois de seco o inéculo, rosquear os tubos e incubar 60 dias & 35°C;

0 Semanalmente, abrir as tampas préximo ao bico de Bunsen para ventilar os cultivos eobservar a
presenca ou ndo de crescimento.

INTERPRETACAO

0 Cor original do meio: verde claro

0 Positivo: Crescimento de colbnias amarelas
0 Negativo: auséncia de crescimento.
RECOMENDACOES

0 Como é um meio rico em proteinas, bactérias proteoliticas contaminam o meio,liqiiefazendo-o,
para isto, deve-se fazer uma leitura com 24 horas de incubacao para tirar as culturas quepossam
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ter contaminado;

0 Na&o usar ovos velhos;

0 N&o quebrar mais que um ovo por vez, pois pode ter algum estragado e contaminar osdemais;
0 Manter sempre mais que um béquer estéril para o caso de haver algum ovo estragado;

0 Na&o liberar culturas negativas com tempo inferior a 60 dias de incubagéo, pois asmicobactérias
desenvolvem-se lentamente;

0 Fazer um esfregacgo do crescimento e corar pela técnica de Ziehl para confirmar ser umBacilo
Alcool Acido Resistente, pois alguns contaminantes podem crescer com pigmento amarelo.

MEIO BIFASICO: LOWENSTEIN E MIDDLEBROOK
PRINCIPIO

0 O meio é constituido de duas fases, uma sélida que é o meio de Lowenstein Jensen e uma liquida, que é o
meio 7H-9, juntos fornecem os nutrientes necessarios para o desenvolvimentodas

micobactérias isoladas de materiais nobres.

UTILIDADE

0 Sistema desenvolvido para o isolamento de micobactérias do sangue e de materiaispaucibacilares,
como liquor, liquido pleural, biépsias, entre outros.

FORMULA / PRODUTO

0 Meio comercial: Meio TB para Bacilos de Koch Seg. Lowenstein Jensen ou LowensteinMedium Base
0 Meio comercial: Middlebrook 7H-9 broth

0 Meio comercial: Middlebrook Enrichment (suplemento para enriqguecimento).

0 Ovos de galinha frescos

PROCEDIMENTOS

0 Meio de Léwenstein Jensen: procedimento igual ao ja descrito, distribuindo 12 ml do meioem
frascos estéreis com capacidade para 100 ml (usar tampéo de algodao e depois do meiopronto -

parte sélida e liquida, substituir por tampa de borracha e lacre de aluminio) e coagulando osfrascos bem inclinados.

0 Meio Middlebrook 7H-9 broth:
Pesar e hidratar conforme instru¢es do fabricante; Adicionar o glicerol,
conforme instru¢@es do fabricante;




INSTITUTO FEDERAL | Campus

Paraiba Sousa

Esterilizar em autoclave;

Resfriar a base a - 50°C;

Adicionar o suplemento Middlebrook Enrichment, conforme instrucfes do fabricante;Homogeneizar bem;
Distribuir 15 ml em cada frasco de Léwenstein Jensen inclinado;Fazer o controle de

qualidade de esterilidade;

Lacrar os frascos com tampa de borracha (previamente submersas em alcool etilico 70%durante 30 minutos) e
lacre de aluminio.

pH: 6,6 +/- 0,2

CONTROLE DE QUALIDADE

0 Crescimento bom a excelente:

Mycobacterium tuberculosis ATCC 27294 e Mycobacterium fortuitum ATCC 6841.
CONSERVACAO E VALIDADE

0 Conservar os frascos embalados de 4 a 8°C por até 3 meses.

INOCULACAO

Por serem materiais estéreis, ndo é necessario a descontaminacao;

Colher assepticamente 5 ml de sangue e inocular no frasco ;

Se for outro material, inocular até 5 ml de material;

Incubar durante 60 dias a 35° /- 0,2;

Banhar o meio solido semanalmente.

INTERPRETACAO

0 Cor original do meio: parte sélida: verde clara, parte liquida: &mbar claro.

0 Positivo: turvagdo do meio liquido e crescimento de coldnias amarelas no meio soélido.
0 Negativo: auséncia de turvacao e crescimento nos meios liquido e sélido.

O o oo o

RECOMENDACOES

0 Na&ao usar frascos com meio liquido turvo;

0 Volumes de in6culos inferires a 2,5 ml podem resultar em culturas falso - negativas;

O Nao liberar culturas negativas com tempo inferior a 60 dias de incubacéo, pois asmicobactérias
desenvolvem-se lentamente;

0 Fazer um esfregaco do crescimento e corar pela técnica de Ziehl para confirmar ser umBacilo
Alcool Acido Resistente, pois alguns contaminantes podem crescer com pigmento amarelo.
AGAR MYCOSEL

PRINCIPIO

Mod IV - 20
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0 A Cicloheximida, um dos componentes do meio, serve para selecionar dermatéfitos ocloranfenicol
inibe o crescimento de bactérias e alguns fungos filamentosos.
UTILIDADE

0 Isolamento de fungos patogénicos, principalmente dermatéfitos, a partir de material deinvestigacéo
contaminado.

FORMULA / PRODUTO

0 Meio comercial: Mycosel Agar, Mycobiotic Agar ou Agar seletivo para fungos patogénicos.
PROCEDIMENTOS

0 Pesar e hidratar o meio conforme instrucdes do fabricante;

0 Esterilizar em autoclave;

0 Resfriar a +/- 50°C e distribuir em placas de 90 mm de diametro ou 4 ml por tubo;

0 Se distribuir em tubos, deixar solidificar com inclinacdo em forma de bico de flauta (dngulode
459),

opH: 6,9+/-0,1

CONTROLE DE QUALIDADE

0 Crescimento bom a excelente: Trichophyton verrucosum ATCC 36058, Candida albicans
ATCC
10231.

0 Crescimento inibido: Aspergillus niger ATCC 16404, Candida tropicalis, Penicillium spp.
CONSERVA(;AO E VALIDADE

0 Conservar embalado de 4 a 8°C por até 3 meses.

INOCULACAO

Inocular sempre dois tubos ou placas;

Se em placa: semear com a técnica de semeadura quantitativa;

Se em tubo: estriar na superficie inclinada do meio;

Incubar um dos meios semeados em temperatura ambiente e o outro a 37°C;
Observar diariamente a presenc¢a ou ndo de crescimento;

Incubar 40 dias.

INTERPRETACAO

0 Cor original do meio: amarelo claro opalescente.

0 ApOs o crescimento, deve-se seguir a identificacdo do microrganismo que cresceu.

O o ooo o

RECOMENDACOES
0 A auséncia de crescimento ndo indica uma cultura negativa para fungos, pois alguns fungos
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podem ter o crescimento inibido neste meio.

0 Recomenda-se o0 uso de meios em tubos, pois a incubag¢@o demorada resseca comfacilidade o
meio contido em placas.

AGAR SABOURAUD

PRINCIPIO

O Meio com nutrientes que favorece o crescimento de diversos fungos leve duriformes efilamentosos.
UTILIDADE

Mod IV - 21

0 Cultivo e crescimento de espécies de Candidas e fungos filamentosos, particularmenteassociados
a infecgdes superficiais.

0 Caracterizagdo macroscopica do fungo filamentoso (colénia gigante).

FORMULA / PRODUTO

0 Meio comercial: Sabouraud Dextrose Agar.

PROCEDIMENTOS

0 Pesar e hidratar o meio conforme instru¢des do fabricante;

0 Esterilizar em autoclave;

0 Resfriar a +/- 50°C e distribuir em placas de 90 mm de diametro ou 4 ml por tubo;

0 Se distribuir em tubos, deixar solidificar com inclinacdo em forma de bico de flauta (dngulode
45°),

opH: 5,6 +/-0,1

CONTROLE DE QUALIDADE

O Crescimento bom a excelente: Candida albicans ATCC 10231, Aspergillus niger ATCC16404.
CONSERVACAO E VALIDADE

0 Conservar embalado de 4 a 8°C por até 6 meses.

INOCULACAO

Inocular sempre dois tubos ou placas;

Se em placa: semear com a técnica de semeadura quantitativa;

Se em tubo: semear na superficie inclinada do meio;

Incubar um dos meios semeados em temperatura ambiente e o outro a 37°C;

Observar diariamente a presenc¢a ou ndo de crescimento;

Incubar 40 dias.
NTERPRETACAO

O 0o oo o d
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0 Cor original do meio: amarelo claro opalescente.

0 Ap6s o crescimento, deve-se seguir a identificagdo do microrganismo que cresceu.
RECOMENDACOES

0 Recomenda-se o uso de meios em tubos, pois a incubacdo demorada resseca comfacilidade o
meio contido em placas. N&o usar meios vencidos e/ou ressecados.

0 Para suspeitas de Histoplamasma capsulatum e Paracoccidioides brasiliensis, semear emBHI agar. Mod IV
-22

4. MEIOS COMERCIAIS PARA PROVAS DE IDENTIFICACAO

BASE DE NITROGENIO PARA LEVEDURAS — YEAST NITROGEN BASEPRINCIPIO

Determina a capacidade das leveduras de assimilar carboidratos, utilizando um meio a basede
nitrogénio livre de carboidratos e discos de papel impregnados com carboidratos, nos quaisobservase
0 crescimento ao redor, apés um periodo de incubacao.

UTILIDADE

Identificar as espécies de leveduras através da prova de assimilacéo de carboidratos.
FORMULA / PRODUTO

0 Meio comercial: Yeast Nitrogen Base ou Base de nitrogénio para leveduras.

0 Discos comerciais de carboidratos.

0 Discos preparados no laborat6rio, impregnados com solucdes de carboidratos a 1%:
- Carboidrato 1 g

- Agua destilada 100 m
PROCEDIMENTOS

Para os discos de carboidratos:
0 Se for preparar os discos com carboidratos, preparar 2 dias antes de fazer 0 meio;

0 Usar discos estéreis disponiveis para compra ou esterilizar papel de filtro de 10 mm dediametro
em autoclave;

0 Pesar o carboidrato (cada carboidrato em frasco separado) e adicionar agua, homogeneizarbem
até completa dissolugéo - carboidratos utilizados: glicose, maltose, sacarose, lactose,galactose,

melibiose, celobiose, inositol, xilose, rafinose, trealose, dulcitol;
0 Esterilizar por filtracido (cada um em frasco separado);
0 Impregnar os discos previamente estéreis (embeber totalmente os discos);
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o Deixar os discos em estufa a 37°C até secarem totalmente .
Para o meio base de nitrogénio:

o Pesar e hidratar conforme instru¢des do fabricante;

o Fundir completamente;

o Distribuir 20 ml por tubo;

o Esterilizar em autoclave.

CONTROLE DE QUALIDADE

CARBOIDRATOS POSITIVO NEGATIVO

Glicose

Maltose

Sacarose

Lactose

Galactose

Melibiose

Celobiose

Inositol

Xilose

Rafinose

Trealose

Dulcitol

Candida albicans

Candida tropicalis

Candida kefyr

Candida albicans

Candida guilliermondii

Cryptococcus neoformans

Candida albicans

Candida krusei

Mod IV - 23

CONSERVA(}AO E VALIDADE

o Meio base: 4 a 10°C por 6 meses.

o Discos: refrigerado e se possivel em dessecador durante 1 ano ou mais.
INOCULACAO

o Aguecer o tubo contendo 20 ml de meio base de nitrogénio até fundir totalmente;
o Resfriar a base a 47 - 48°C;

o Fazer uma suspensao das leveduras na escala 4 ou 5 de McFarland em 4 ml de agua
destilada
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estéril, , usando um cultivo de leveduras de 24 a 72 horas;
0 Despejar a suspenséo de leveduras no tubo contendo a base de nitrogénio;
0 Homogeneizar bem;

0 Despejar o conteido homogeneizado (meio base + suspensao de leveduras) em placa dePetri de
estéril de 150 mm de diametro;

0 Esperar solidificar em temperatura ambiente;

0 Colocar os discos impregnados com carboidratos com auxilio de uma pinga flambada;
0 Incubar a 30°C durante 18 a 24 horas.

INTERPRETACAO

0 Cor original do meio: amarelo palha.

0 Positivo: halo de crescimento ligeiramente opaco ao redor dos discos, que significa aassimilagdo
do agucar pela levedura.

0 Negativo: Auséncia de halo de crescimento. O meio permanece inalterado.
RECOMENDACOES

0 Na&o usar cultivos de leveduras superiores a 72 horas;

0 Na&ao usar in6culo inferior ao recomendado, pois pode resultar em prova falso - negativa;

0 Nao adicionar a suspenséao de leveduras a base com temperatura superior a 48°C, poispode
inativar as células e resultar em prova falso - negativa;

0 Apo6s homogeneizar o meio base e suspensao de leveduras, despejar imediatamente naplaca de
Petri, pois solidifica rapidamente.

AGAR CITRATO SIMMONS
PRINCIPIO

0 Verifica a capacidade da bactéria de utilizar o citrato de s6dio como Unica fonte de carbono,juntamente com
sais de aménia, alcalinizando o meio.

UTILIDADE

0 Diferenciar géneros e espécies de enterobactérias e ndo fermentadores.

FORMULA / PRODUTO

0 Meio comercial: Citrato Simmons.

PROCEDIMENTOS
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Pesar e hidratar o meio segundo instrucdes do fabricante;

Ajustar o pH para 6,9 £0,2;

Aquecer sob agitagdo até fundir o agar;

Distribuir em tubos com tampas de rosca;

Esterilizar em autoclave;

Retirar os tubos da autoclave e inclina-los ainda quentes, para que solidifiquem com asuperficie
em forma de bico de flauta (angulo de 45°). Deixar solidificar em temperatura ambiente.Mod IV - 24
CONTROLE DE QUALIDADE

0 Positivo: Klebsiella pneumoniae ATCC 13883.

0 Negativo: Escherichia coli ATCC 25922.

INOCULACAO

0 Com o auxilio de um fio bacteriol6gico, inocular na superficie a coldnia, ndo furar a base;

0 Realizar o teste com coldnias puras de 18 a 24 horas.

INTERPRETACAO

o Cor original do meio: verde

0 Positivo: cor azul ou crescimento no local do inéculo.

0 Negativo: ndo ha crescimento e a cor permanece inalterada.

0 Se houver crescimento visual na area do indculo sem mudanca de cor, o teste pode ser considerado positivo,
reincubar por 24 até 72 horas, a incubacao podera mudar a cor do meiopara

alcalino (azul).

Leiturainicial com 24 horas:

0 Se resultado positivo: encerrar o teste.

O Se resultado negativo ou houver duvida: reincubar por mais 24/48 horas.
Leitura com 48 horas:

0 Se houver crescimento visivel na area do inéculo sem mudancga de cor, o teste pode serconsiderado
positivo, (encerrar o teste).

0 Se resultado negativo ou houver duvida, reincubar por 24 até 72 horas, a incubacao poderamudar a cor do
meio para alcalino(azul).

CONSERVACAO E VALIDADE
0 Conservar de 4 a 10°C de 6 a 8 semanas;
0 Apds este periodo realizar controles negativo e positivo semanalmente.

O o ooo g

RECOMENDACOES
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0 Manter a tampa do tubo frouxa, 0 meio necessita de oxigénio.

0 Na&ao se devem transportar colénias de meios que contenham glicose ou outros nutrientes/substratos, pois
podem entrar em contato com o meio de citrato, podendo dar umresultado falso positivo.

0 Se algum resultado estiver duvidoso, inocular um novo tubo e incubar em temperaturaambiente
(22 a 25°C) por até 7 dias.

0 Na&o usar repiques de caldo.

0 Deixar o tubo em temperatura ambiente antes de inocular a bactéria.

0 Parafazer o inéculo flambar o fio bacteriolégico.

0 N&o fa;er indculo muito denso (pode acidificar o meio deixando-o amarelo).

AGAR BILIS-ESCULINA

PRINCIPIO

0 A prova de Bile-Esculina é baseada na capacidade de algumas bactérias hidrolisaremesculina em
presenca de bilis. A esculina € um derivado glicosidico da cumarina. As duas moléculas docomposto (glicose e 7-
hidroxicumarina) estéo unidas por uma ligacao éster através do oxigénio.

Aa esculina é incorporada em um meio contendo 4% de sais biliares.

O As bactérias Bile-Esculina POSITIVAS, sé@o capazes de crescer em presenca de saisbiliares. A

hidrélise da esculina no meio resulta na formagéo de glicose e esculetina. A esculetina reagecom

fons férricos (fornecidos pelo composto inorganico do meio - o citrato férrico), formando umcomplexo negro.

UTILIDADE

0 Separacgéo dos Streptococcus Bile-Esculina positiva dos Bile-Esculina negativa.
0 ldentificacdo dos Enterococcus spp., que séo Bile-Esculina positiva.

0 lIdentificac@o de bacilos Gram negativos ndo fermentadores e enterobactérias, usar o meiosem
bilis (vide prova de esculina).

FORMULA/ PRODUTO

0 Meio comercial: Agar Bilis-Esculina

Formula: Peptona 5 g

Extrato de carne 3 gBilis

4049

Esculinalg
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Citrato férrico 0,5 g

Agar 15 g

Agua destilada 1000 mIpH =
7,0 PROCEDIMENTOS

0 Pesar e hidratar o meio conforme instrucdes do fabricante;

0 Fundir o meio; Distribuir 2,5 ml por tubo;

0 Esterilizar em autoclave;

0 ApOs retirar da autoclave, inclinar os tubos ainda quentes para que solidifiquem com asuperficie
em forma de "bico de flauta" (Angulo de 45°).

CONTROLE DE QUALIDADE

0 Positivo: Enterococcus faecalis ATCC 29212.

0 Negativo: Streptococcus pyogenes ATCC 19615.

CONSERVACAO E VALIDADE

0 Conservar de 4 a 10°C por 4 meses.

INOCULACAO

0 Estriar a superficie inclinada do meio;

0 Incubar a 35°C 24 horas.

INTERPRETACAO

Cor original do meio: acinzentado

0 Positivo: Enegrecimento em pelo menos metade ou mais do meio.

0 Negativo: Auséncia de enegrecimento ou crescimento de menos da metade do meio ap4s72 horas
de incubacéo.

RECOMENDACOES

0 Provas negativas com 24 horas de incubacdo, recomenda-se periodo de incubagdo maior(48
horas).

O Alguns Streptococcus do grupo viridans (cerca de 3%) podem hidrolizar a esculina empresenca de
bilis se incubados em atmosfera de CO2.

AGAR SANGUE - CAMP

Mod IV - 26
PRINCIPIO

0 Consiste na interacdo da beta hemolise secretada pelo Staphylococcus aureus com o microrganismo em
estudo, que secreta uma proteina, denominada "fator CAMP", produzindo
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aumento de hemolise no local da inoculacao.

UTILIDADE

0 Separacgdo do Streptococcus beta hemolitico presumivel do grupo B de Lancefield (S.agalactiae) e
da Listeria monocytogenes (CAMP positivos) dos demais Streptococcus beta hemoliticos eespécies
de Listeria.

FORMULA/ PRODUTO

Para esta prova utiliza-se:

0 Placa de meio Agar Sangue.

0 Cepa de Staphylococcus aureus produtora de beta hemolisina ATCC 25923.

CONTROLE DE QUALIDADE

0 Positivo: Streptococcus agalactiae ATCC 13813.

0 Negativo: Streptococcus pyogenes ATCC 19615.

INOCULACAO

0 Com auxilio do fio bacterioldgico, semear na superficie de meio Agar Sangue a cepa de
Staphylococcus aureus com uma Unica linha reta;

0 Novamente com o fio bacteriolégico (flambado), tocar nas colénias em estudo;

0 Semear uma Unica linha reta na superficie do meio Agar Sangue, perpendicularmente alinha de
semeadura do S. aureus, sem tocar no inéculo do S. aureus;

0 Logo em seguida, sem flambar o fio, picar o meio Agar Sangue duas vezes, uma de cadalado da
semeadura da cepa em estudo, sem tocar nas duas linhas de in6culo j& feitos (a do S. aureus

e da

cepa em estudo);

0 Incubar a 35°C 24 horas.

(@) Inéeulo do S. aureus

(b) Inéculo da cepa em estudo

INTERPRETACAO

0 Positivo: Aumento da area de hemdélise em forma de flecha no local onde estdo maisproximas as
duas estrias de crescimento.
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0 Negativo: Auséncia de aumento da hemdlise. Observa-se nitidamente a hemdlise do S.aureus e
da cepa em estudo, inalteradas.

RECOMENDACAO

0 Nao utilizar cepas velhas de S. aureus, pois podem ndo produzir beta hemolisina.

0 Nao tocar as estrias da semeadura das cepas, para ndo dar um resultado falso — negativo.

o Néo utilizar placas de Agar Sangue velhas que dificultem a leitura da prova, ja que ébaseada na
hemdlise das cepas.

CALDO BASE DE MOELLER

PRINCIPIO

0 As descarboxilases sédo um grupo de enzimas com substrato especifico, capazes de reagircom o
grupo carboxila dos aminoacidos para formarem aminas alcalinas. Essa reagdo, conhecidacomo
descarboxilacado, origina diéxido de carbono como produto secundario.

0 Emprega-se normalmente trés aminoacidos para identificagdo dos microrganismos: lisina,ornitina
e arginina. A base de Moeller é a mais utilizada. Os produtos aminados especificos, sdo:Mod IV - 27
- Lisina: Cadaverina;

- Ornitina: Putrescina;

- Arginina: Citrulina.

A conversdo da arginina em citrulina € uma atividade de diidrolase, e ndo descarboxilase, naqual o grupo NH2 é
retirado da arginina como primeira etapa. Em seguida, a citrulina é convertida em ornitina, que sofre
descarboxilac@o para formar putrescina. A incubagdo deveser em anaerobiose e para isso, € adicionado 1 ml de
6leo mineral estéril apos a

inoculacdo. No inicio da incubacgéo, a glicose contida no meio € fermentada e ocorre viragemde

cor puarpura para o amarelo. Quando o aminoacido é descarboxilado, as aminas alcalinasformadas
revertem a cor do meio para purpura original.

UTILIDADE
0 Verificar a capacidade de microrganismos usarem enzimas, auxiliando na identificag&o.
0 Utilizado principalmente para identificagfes de enterobactérias, bacilos Gram negativos nao
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fermentadores, estafilococos.
FORMULA / PRODUTO
0 Meio base comercial: Caldo Base de Moeller para Descarboxilase.
0 Aminoacidos: L lisina ou DL lisina, L ornitina ou DL ornitina, L arginina ou DL arginina.
PROCEDIMENTOS
0 Preparar os meios com a Base de Moeller e aminoacidos;
O Preparar o meio apenas com a Base de Moeller, sem aminoacidos, que sera usada comocontrole;
0 Seguir as recomendages do fabricante para pesar o meio Base de Moeller;
0 Se usar aminoacido L (levdgiro), adicionar 1 grama do aminoacido para cada 100 ml demeio
base;
0 Se usar aminoacido DL (dextrégiro), adicionar 2 gramas do aminoacido para cada 100 mide
meio base;
0 Homogeneizar bem o meio;
0 Acertar o pH para 6,0 com HCI1 N ;
0 Distribuir 2 ml por tubo (usar tubos de rosca);
0 Esterilizar em autoclave.
CONTROLE DE QUALIDADE
0 Positivo:
Lisina: Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 ou Enterobacter aerogenes ATCC 13047.0Ornitina: Enterobacter
cloacae ATCC 13047 ou Serratia marcescens ATCC 13880.
Arginina: Enterobacter cloacae ATCC 13047 ou Enterobacter sakazakii.
0 Negativo:
Lisina: Enterobacter cloacae ATCC 13047 ou Citrobacter freundii ATCC 8454. Ornitina: Klebsiella
pneumoniae ATCC 13883 ou Citrobacter freundii ATCC 8454.
Arginina: Enterobacter aerogenes ATCC 13047 ou Klebsiella pneumoniae ATCC 13883.
CONSERVA(;AO E VALIDADE
0 Conservar entre 4 a 10 °C por 3 meses.
INOCULAGAO
O A partir de crescimento recente, inocular a colénia em estudo no tubo contendo oaminoacido e
no tubo controle;
0 Colocar aproximadamente 1 ml de 6leo mineral estéril em cada tubo;
O Incubar a 35 +/- 1°C em aerobiose.
INTERPRETACAO




INSTITUTO FEDERAL | campus
Paraiba Sousa
Mod IV - 28

0 Cor original do meio: parpura

0 Positivo: Tubo controle (sem aminoacido) : amarelo e turvo - indica que o microrganismo éviavel e o pH do
meio abaixou o suficiente para ativar as enzimas descarboxilase.

Tubo com aminoacido: purpura e turvo- indica a formagéo de aminas a partir da reacéo dedescarboxilacéo.
0 Negativo: Tubos controle e com amino&cido: parpura.

RECOMENDACOES

0 Verificar se o inéculo foi satisfatério para o crescimento, pois a cor original do meio - pUrpura, sem
apresentar turvacao nao significa positividade e sim, auséncia de crescimentobacteriano.

0 Como areacgdo ocorre em anaerobiose, € imprescindivel a adicdo de 6leo mineral.

0 Pode-se autoclavar o meio ja com o 6leo mineral ou adicionar apds a inoculagédo domicrorganismo.
0 Para alguns microrganismos, como bacilos Gram negativos ndo fermentadores, énecessario um
periodo de incubacéo prolongado (24 a 72 horas).

AGAR DNASE
PRINCIPIO

0 Cepas de alguns microrganismos produzem DNase e endonuclease termoestavel. Estasenzimas
hidrolisam &cido desoxirribonucléico (DNA) contido no meio de cultura apds um periodo deincubacao.
Posteriormente este meio ¢ acidificado com HCI 1N para a revelagdo da prova.UTILIDADE

Prova de identificacdo que separa os principais microrganismos de importancia clinica, entreeles:

0 DNase positivos: Staphylococcus aureus , Serratia spp. e Proteus spp., Stenotrophomonasmaltophilia,
Cryseobacterium meningosepticum, Moraxella catarrhalis.

0 DNase negativos: Staphylococcus coagulase negativa, demais enterobactérias, demaisbacilos
Gram negativos ndo fermentadores.

FORMULA / PRODUTO

0 Meio comercial: DNase Agar.

PROCEDIMENTOS

Pode-se revelar a prova de duas maneiras:

0 Com uma solucéo de acido cloridrico 1 N

0 Adicionando a base do meio de cultura azul de Toluidina O.
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0 Paraarevelacdo com acido cloridrico 1N:
Preparar e esterilizar o meio conforme instru¢cdes do fabricante;Esfriar o meio a
aproximadamente 50°C;
Distribuir em placas de petri de 50 mm de diametro. Preparar uma
solucao de HCI 1N, seguindo a formula abaixo:
N= C1 (nimero de equivalentes grama de soluto)V (volume
da solucéo)
Mod IV - 29
C1 = M1 (peso molecular do soluto)E
(volume da solucéo)
E=M
X — X: para bases: OH desprendido na reacaopara
acidos: H+ ionizaveis
para oxidantes / redutores: variacdo do NOX para sais
normais: valéncia do cation ou anion
0 Paraarevelacdo com azul de Toluidina O:
Pesar e hidratar o meio conforme instru¢des do fabricante; Acrescentar para cada
1000 ml de base 0,1g de azul de Toluidina O;Esterilizar em autoclave;
Esfriar o meio a aproximadamente 50°C;
Distribuir em placas de petri de 50 mm de diametro.
CONTROLE DE QUALIDADE
0 Positivo: Staphylococcus aureus ATCC 25923 ou Serratia marcescens ATCC 13880.
0 Negativo: Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 ou Escherichia coli ATCC 25922.
CONSERVA(;AO E VALIDADE
0 Meio: 4 a 10 °C por 3 meses.
0 Acido Cloridrico 1N:
Guardar em frasco ambar, em temperatura ambiente, ao abrigo de luz, calor e umidade.Validade: 6 meses.
INOCULACAO
Para as duas técnicas de preparacdo, a inoculacdo é a mesma:
0 Com auxilio de um fio bacterioldgico, tocar nas col6nias em estudo e fazer um esfregacocircular e
denso na placa de DNase ;
0 Incubar a 35 +/- 1°C 24 horas.
INTERPRETACAO
Revelacdo com HCI 1 N:
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0 Cor original do meio: amarelo claro

0 Colocar sobre o crescimento bacteriano HCI 1 N até banhar totalmente a superficie do meio;
0 Aguardar aproximadamente 3 minutos ou até que o meio fique opaco.

0 Positivo: Presenca nitida de halo claro na parte inferior e em volta da col6nia.

0 Negativo: Auséncia de halo claro em volta da colénia.

revelacdo com azul de toluidina o:

0 Cor original do meio: azul claro

0 Positivo: Presenca de coloracéo rosa na parte inferior e em volta da colbnia.

0 Negativo: Auséncia de cor rosa. O meio permanece com a cor original, azul.

RECOMENDACOES

0 Usar sempre uma cepa controle positivo para facilitar a leitura da prova;

0 Em uma mesma placa, pode-se fazer até 4 testes (placas de 50 mm de diametro);

O armazenamento incorreto e uso com validade vencida do HCI 1 N pode dar leituras falsonegativas;

0 Para a deteccédo da atividade de DNase néo é necessério que haja crescimento, por isso éque a
semeadura deve ser de forma circular densa e néo de estria;Mod IV - 30

0 Para o meio preparado com Azul de Toluidina O, algumas cepas requerem um periodomaior de
incubacéo (até 48 horas) para produzirem DNase;

O Usar cultura jovem (até 24 horas).
AGAR ESCULINA
PRINCIPIO

0 Verifica se a bactéria é capaz de hidrolisar a esculina.

0 A esculetina exige sais de ferro formando precipitado marrom escuro ou preto.

UTILIDADE

o Diferenciar géneros e espécies de enterobactérias e ndo fermentadores;

0 Paraidentificac@o de Streptococcus e Enterococcus, usar o meio com bilis, vide prova deBile-
Esculina.

FORMULA /PRODUTO

0 Agar triptico de soja (TSA) ou base de agar sangue 4 g

o Citrato férrico 0,05 g

0 Esculina0,1g

0 Agua destilada 100 ml
PROCEDIMENTOS
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0 Pesar o TSA ou a base de agar sangue, o citrato férrico e a esculina e colocar tudo nomesmo
Erlenmeyer;

0 Colocar agua destilada;

0 Ajustar o pH para 7,0;

0 Aquecer lentamente até fundir o agar e dissolver o citrato férrico (lentamente porque ocitrato
férrico demora a dissolver);

0 Distribuir 3 ml do meio em tubos com tampa de rosca;

0 Esterilizar em autoclave;

0 Retirar os tubos da autoclave e inclina-los ainda quentes para que solidifiquem com asuperficie
em forma de bico de flauta (&ngulo de 45°). Deixar solidificar em temperatura ambiente.
CONTROLE DE QUALIDADE

0 Positivo: Klebsiella pneumoniae ATCC 13883.

0 Negativo: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

INOCULACAO

0 Inocular colénias de crescimento recente (18 — 24 hs);

0 Picar o meio e semear na superficie do agar;

0 Incubar a 35 °C por 24 horas.

INTERPRETACAO

0 Cor original do meio: palha.

0 Positivo: marrom escuro ou preto.

0 Negativo: inalterado (palha).

CONSERVACAO E VALIDADE

0 Conservar de 4 a 8°C, de 6 a 8 semanas.

0 ApOs este periodo realizar controle negativo e positivo semanalmente.

RECOMENDACOES

Mod IV - 31

O A enzima glicosidase é responsavel pela hidrolise da esculina em todas as enterobactériasexceto
a Escherichia coli. A Escherichia coli ndo possue a enzima glicosidase sendo necessario usara

lactose, outro dissacarideo ou outra fonte de carbono. Fazer um inéculo leve com agulhabacteriolégica e interpretar
apos 18-24 horas.

0 A producéo de piocina pela Pseudomonas aeruginosa pode escurecer 0 meio, isso ndo éuma
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reacdo positiva. Resultado falso positivo pode ocorrer pela producédo de H2S em naofermentadores, semelhante ao
bacilo da bactéria Shewanella putrefaciens.

AGAR FENILALANINA

PRINCIPIO

0 Verifica a capacidade da bactéria de produzir acido fenilpirdvico a partir da fenilalanina poracéo enzimatica.
UTILIDADE

o Diferenciar géneros e espécies de enterobactérias.

FORMULA / PRODUTO

0 Meio comercial: Agar Fenilalanina

Solucéo de cloreto férrico:

Cloreto férrico 10 g

Adicionar 100 ml de agua destilada
Colocar em frasco ambar.

Validade: 6 meses

A solugéo de cloreto férrico 10% ¢ utilizada para revelar a atividade da enzima fenilalaninadesaminase no meio de
fenilalanina.

PROCEDIMENTOS

Pesar e hidratar o meio conforme instru¢des do fabricante;

Aquecer sob constante agitacao até fundir o meio;

Ajustar o pH para 7,3 £0,2;

Distribuir em tubos com tampas de rosca, Esterilizar em autoclave;

Retirar os tubos da autoclave e inclina-los ainda quentes para que solidifiquem com asuperficie
em forma de bico de flauta (&ngulo 45°). Deixar solidificar em temperatura ambiente.
CONTROLE DE QUALIDADE

0 Positivo: Proteus vulgaris ATCC 8427 ou Proteus mirabilis ATCC 12453.

0 Negativo: Escherichia coli ATCC 25922.

INOCULACAO

0 Fazer um in6culo denso;

0 Inocular colénia pura de 18 a 24 horas;

0 Incubar a 35°C por 18 a 24 horas.

INTERPRETACAO
Adicionar diretamente o cloreto férrico no tubo inoculado, antes da interpretacédo do resultadoe
distribuir o reagente sobre a superficie do meio.

0 Cor original do meio: amarelo palha.

O o oo d
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0 Positivo: formacgéo de uma coloracéo esverdeada na superficie do meio apés a adicao docloreto
férrico.

0 Negativo: o meio permanece inalterado.

CONSERVACAO E VALIDADE

0 Conservar de 4 a 8°C, de seis a oito semanas.

RECOMENDACOES

0 Um resultado positivo deve ser interpretado imediatamente apds a adi¢cdo do reagente, poisa cor
verde desbota rapidamente. A interpretacéo deve ser feita em até 5 minutos.

CTA —CYSTINE TRYTICASE AGAR
PRINCIPIO

0 CTA é um meio semi-sélido, recomendado para o estudo de fermentacdo de carboidratosde
microrganismos exigentes.

UTILIDADE

0 Usado para diferenciar espécies de Haemophilus spp., Neisseria spp., Branhamellacatarrhalis e
Corynebacterium spp.

FORMULA / PRODUTO

0 Meio comercial Cystine Tryticase agar Medium.

0 Carboidratos mais utilizados: glicose, maltose, lactose, sacarose, frutose, mannose.Carboidrato 10 g
Agua destilada 100 mlpH:

7,3+/-0,2

PROCEDIMENTOS

0 Esterilizar os carboidratos, separadamente, por filtrag&o e reservar;

0 Pesar o CTA conforme instrucdes do fabricante, acrescentar 900 ml de &gua ehomogeneizar
bem;

0 Esterilizar em autoclave;

0 Esfriar a base a aproximadamente 50°C;

0 Adicionar o carboidrato esterilizado por filtragéo;
0 Distribuir em 3 ml por tubo;
0
C

Deixar os tubos esfriar na posicéo vertical.
ONTROLE DE QUALIDADE




e

mn N
=I INSTITUTO FEDERAL | Campus

Paraiba Sousa

POSITIVO NEGATIVO
Glicose

Maltose

Lactose

Sacarose

Frutose

Manose

Neisseria sicca
Neisseria lactamica
Neisseria sicca
Haemophilus parainfluenzae
Branhamella catarrhalis
Neisseria sicca
Branhamella catarrhalis
Haemophilus influenzae

CONSERVACAO E VALIDADE
o Temperatura ambiente por 3 meses.
Mod IV - 33

INOCULACAO

o Fazer um inéculo bem denso, no centro do meio;

o Incubar a 35°C em jarra com vela acesa e gaze embebida em agua de torneira para manter
a

umidade da atmosfera.

INTERPRETACAO

o Cor original do meio: alaranjado

o Positivo: cor amarela, indicando acidificacdo (fermentacdo) do meio e turvacgao.

o Negativo: Auséncia de crescimento. O meio permanece com a cor original, alaranjado, e
sem

turvagao.

RECOMENDACOES

o Para provas negativas, incubar um periodo maior (72 horas);

o Nao autoclavar a base com o carboidrato, pois a alta temperatura pode degradar o
carboidrato;

o Fazer inéculo denso, pois inéculos fracos podem dar resultado falso negativo.

CALDO TRIPTONA E SIM
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PRINCIPIO

0 Determinam a habilidade do microrganismo de metabolizar o triptofano em indol. Triptofanoé um aminoéacido
que pode ser oxidado por certas bactérias resultando na producao de indol,apos a

adicdo de reagentes de Erlich ou Kovacs.

UTILIDADE

0 Diferenciar géneros e espécies de enterobactérias, ndo fermentadores, Haemophilus eanaerobios.
FORMULA /PRODUTO

0 Meio comercial: Caldo Triptona.

0 Meio comercial: SIM (sulfato/indol/moatilidade agar).

Reativo Erlich

Paradimetilaminobenzaldeido 1 g
Alcool etilico (95%) 95 ml
Acido cloridrico concentrado 20 ml

0 Guardar em frasco &mbar em temperatura ambiente (22-25°C).

o Cor original do reativo de Erlich: amarelo Ou Reativo de Kovacs (pode ser adquirido comercialmente
pronto para uso) ou ser preparado no laboratorio: Alcool isoamilico 150 mIParadimetilaminobenzaldeido 10,0
g Acido cloridrico concentrado 50 ml

0 Dissolver o aldeido em alcool e adicionar lentamente o acido cloridrico;

0 Guardar em frasco ambar e no refrigerador quando néo estiver em uso.

Obs: Ndo conservar em temperatura ambiente por longo periodo a cor pode ser alterada deamarelo palha para
marrom, perdendo assim a sensibilidade.

Xilol : pode ser adquirido comercialmente pronto para uso.Mod IV - 34

PROCEDIMENTOS

Meio Caldo Triptona

0 Pesar e hidratar conforme instru¢8es do fabricante;

Aquecer sob agitacao, até fundir o meio;

Distribuir aproximadamente 3,0 ml em tubos com tampas de rosca;
Esterilizar em autoclave;

Retirar os tubos da autoclave;

O o o o
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0 Deixar esfriar em temperatura ambiente na posicédo vertical.

Meio SIM

Pesar e hidratar o meio conforme instru¢des do fabricante;
Aquecer sob agitacao, até fundir o meio;

Distribuir aproximadamente 3,0 ml em tubos com tampas de rosca;
Esterilizar em autoclave;

Retirar os tubos da autoclave;

0 Deixar solidificar em temperatura ambiente na posicéo vertical.
CONTROLE DE QUALIDADE

Controle qualidade para meio Caldo Triptona:

0 Positivo: Escherichia coli ATCC 25922.

0 Negativo: Enterococcus faecalis ATCC 29212.

Controle qualidade para meio SIM:

Microrganismo H2S INDOL MOTILIDADE

Proteus vulgaris + + + Shigella

sonnei neg neg negEscherichia

colineg + +

Proteus vulgaris ATCC 13315, Shigella sonnei ATCC 25931, Escherichia coli ATCC 25922
INOCULACAO

Meio Caldo Triptona

0 Fazer um indculo leve com coldnia pura de cultura de 18-24 horas (para enterobactérias,bacilos
Gram negativos néo fermentadores ou anaerébios);

0 Fazer um in6culo denso com colénia pura de cultura de 18-24 horas (para Haemophilus);

O Incubar a 35°C por 24 horas (enterobactérias) ou até 48 horas (bacilos Gram negativos ndofermentadores ou
anaeroébios) em aerobiose ou anaerobiose, respectivamente.

Meio SIM

0 Com o auxilio da agulha, inocular uma col6nia no meio na posicao vertical, lentamente até abase;
0 Afastar a agulha seguindo a linha inicial do in6culo;

0 Incubar a 35°C por 18-24 horas.

INTERPRETACAO

0 Cor original do meio:

0 Apo6s incubacao, revelar com reagente de Ehrlich ou Kovacs.

O A escolha entre os reagentes de Ehrlich ou Kovacs depende da preferéncia dos Gramnegativos
ndo fermentadores ou anaerobios, que podem produzir minima quantidade de indol.

O o oo o
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Revelacdo com reativo de Ehrlich ou Kovacs no meio de Caldo Triptona
0 Colocar 1mL de xilol no tubo com crescimento bacteriano, homogeneizar vigorosamente eaguardar 1
minuto;
0 Adicionar pela parede do tubo 0,5 ml do reativo de Erlich e realizar a leitura.Mod 1V - 35

Indol positivo: aparecerda um anel vermelho logo abaixo da camada de xilol. Indol negativo:
permanecerd um anel amarelo logo abaixo da camada de xilol.Revelacdo com reativo de

Kovacs no meio SIM
0 Realizar a leitura da motilidade e do H2S.
0 Em seguida adicionar 5 gotas do reativo de Kovacs pela parede do tubo no meio contendo ocrescimento
bacteriano.
0 Agitar o tubo suavemente e proceder a leitura do indol.

Motilidade positiva: microrganismos moveis migram pela linha do in6culo e difundem-se nomeio
causando turbidez.

Motilidade negativa: bactéria tem um crescimento acentuado ao longo da linha do in6culo, emvolta continua
limpido.

Hzg positivo: ao longo da linha de inoculacéo aparecera a cor negra.H2S negativo:

linha ao longo da inoculagé&o inalterada.

Indol positivo aparecera um anel vermelho. Indol for

negativo aparecera um anel amarelo. CONSERVACAO

E VALIDADE

0 Caldo Triptona: 6 meses se conservado de 2 a 8°C.

O Meio SIM: 6 meses se conservado de 2 a 8°C em tubos com tampas de rosca, tubos comtampao
de algodao o meio pode ressecar antes deste prazo.

RECOMENDACOES

0 Um étimo pH para triptofanase é levemente alcalino (pH 7,4-7,8), um pH &cido pode baixara

producéo do indol indicando um resultado falso negativo ou positivo fraco.

O Cultura para ser testada producéo de indol deve ser incubada em aerobiose, a baixa tensdode
oxigénio baixa a producao de indol.

0 Indol positivo se perde apds 96 horas de incubacao.

0 Alguns microrganismos formam indol, mas se quebram ou baixam rapidamente a producéo,
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podendo ocorrer um resultado falso negativo. Ocorre principalmente entre algumas espéciesde

Clostridium spp.

0 Pequenas modificagBes podem ser necessarias para testar a producao de indol em ndo fermentadores (fracos
produtores de indol), como a utilizagdo de um meio enriquecido, como omeio BHI enriquecido com 2% de soro de
coelho ou isovitalex, extracdo com xilol e revelacdo com

reagente de Ehrlich.

O Na extracdo de indol com o reagente xilol, colocar pequena quantidade de xilol para evitar adiluicdo do indol
tornando-o fraco positivo ou negativo.

0 Algumas cepas de Cardiobacterium hominis, Kingella spp., Sutonella indologenes, Eikenella corrodens,
necessitam de inéculo denso no caldo de triptona, incubagéo de 48 horas, extragdocom xilol e revelagdo com
reagente de Ehrlich.

CALDO MALONATO
PRINCIPIO

0 Determina a habilidade do microrganismo de utilizar malonato de sédio como Unica fonte decarbono, resultando
em alcalinizacdo do meio.

UTILIDADE

0 Diferenciar géneros e espécies de enterobactérias e ndo fermentadores.Mod IV - 36
FORMULA / PRODUTO

0 Meio comercial: Caldo Malonato.

PROCEDIMENTOS

Pesar e hidratar o meio conforme instru¢des do fabricante;

Ajustar o pH 6,7 £0,2;

Distribuir 1,5 ml em tubos com tampa de rosca;

Esterilizar em autoclave;

Retirar os tubos da autoclave e deixar esfriar em temperatura ambiente.
CONTROLE DE QUALIDADE

0 Positivo: Klebsiella pneumoniae ATCC 13883.

0 Negativo: Escherichia coli ATCC 25922.

INOCULACAO

0 Inocular colénias puras de 18 a 24 horas;

0 Indculo leve;

O Incubar a 35°C de 24-48 horas, observando o cultivo diariamente.
INTERPRETACAO

O o oo o
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0 Cor original do meio: verde.

0 Positivo: azul.

0 Negativo: inalterado (verde).

CONSERVACAO E VALIDADE

0 Conservar de 4 a 10°C de 6 a 8 semanas.

0 Apoés este periodo realizar controle positivo e negativo semanalmente.

RECOMENDACOES

0 Alguns resultados negativos produzem cor amarela, isso porque a fermentacéo da glicoseaumenta
a acidez.

O Alguns microrganismos malonato positivo produzem uma fraca alcalinizag&o, dificultando ainterpretacdo. Se
o resultado for duvidoso incubar um tubo sem indculo para comparagéo, junto

com o teste em questdo, se ndo aparecer nenhum trago azul, incubar por mais 24 horas,liberando
o resultado negativo ap6s incubacéo de 48 horas.

0 Cuidado ao interpretar resultados apés incubacgéo prolongada. Cor azul fraco (azulesverdeado)
pode parecer uma reagéo fraca positivo podendo ser ignorado.

CALDQ NITRATO

PRINCIPIO

0 Determina a habilidade do microrganismo de reduzir o nitrato (NO3) a nitrito (NO?) ou gasnitrogénio (N2)
(denitrificacao).

UTILIDADE

0 Diferenciar géneros e espécies de enterobactérias, nao fermentadores, anaerébios,
Haemophilus,

Neisseria e Mycobacterium.

FORMULA /PRODUTO

0 Meio comercial: Caldo Nitrato.

0 Reagentes para revelagéo da reacgéao.

Solucéo A

Acido sulfanilico 0,8 g Acido

acetico 5N 100 mISolucéo B

N,N-dimetil-I-naftilamina 0,6 gAcido

acético 5N* 100 ml

* Acido acético 5N
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Acido acético glacial 40 mlAgua
destilada 100 ml

Zinco em pé (pronto para uso)

PROCEDIMENTOS

Caldo nitrato

Pesar e hidratar o meio conforme instru¢des do fabricante;

Acertar o pH 7,0;

Distribuir 3 ml do meio em cada tubo, contendo um tubo de Durhan invertido;
Esterilizar em autoclave;

Deixar o tubo esfriar na posi¢éo vertical

Reagentes pararevelacdo da reacéo.

0 Solugdo A

Dissolver o acido sulfanilico em uma parte do acido e depois completar com o restante doacido acético g.s.p. 100
ml.

0 Solucdo B
Dissolver o N,N-dimetil-I-naftilamina com uma parte do acido e completar o restante do acidoacético g.s.p. 100 ml.
CONTROLE DE QUALIDADE
Resultado Cepa Resultado esperado
Nitrato reduzido a nitrito Enterobactérias Coloragédo vermelha Nitrato a gas
Pseudomonas aeruginosa Bolhas no tubo de Durhan
Nitrato ndo reduzido Acinetobacter baumannii Coloracao vermelha somenteap6s adi¢éo de
p6 de zinco
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Acinetobacter baumannii ATCC
INOCULACAO
0 Fazer um inéculo denso, com coldnias recentes (18 — 24 horas) no meio com algabacteriolégica;
0 Na&ao agitar o tubo apés inoculagéo;
0 Incubar 35+1°C por 24 a 48 horas, sendo necessério algumas vezes até 5 dias;
O Verificar se existe crescimento aparente no meio antes de colocar os reagentes para revelara
reacdo; Verificar a presenca de bolhas dentro do tubo de Durhan.
INTERPRETACAO
0 Cor original do meio: incolor a palha.

0 Verificar se ha bolhas de gas dentro do tubo de Durhan, se houver significa que a bactériareduziu
nitrato a gas = denitrificacao.

O oo o g
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0 Adicionar 5 gotas dos reagentes A e B no meio, sem homogeneizar. Se houver
desenvolvimento

de cor vermelho tijolo significa que a bactéria reduziu nitrato a nitrito.
0O Se apos a adicao dos reagentes A e B o tubo continuar incolor, adicionar uma pitada de pode

zinco no tubo, se houver desenvolvimento de cor vermelho tijolo significa que a bactéria naoreduziu nitrato a nitrito ¢
0 nitrato ainda permanece no meio.

Mod IV - 38

O IMPORTANTE: algumas bactérias ndo conseguem reduzir nitrato a nitrito e sé conseguemreduzir
nitrito, como por exemplo alcaligenes faecalis e oligella uretralis, havendo a necessidade deutilizar
o caldo nitrito para este fim.

RESULTADO REAGENTES A e B PO DE ZINCO GAS NO TUBO DE DURHAN

reduziu + ndo houve reagéo néo houve reacgédonitrato a

nitrito

nédo reduziu neg pos neg

nitrato a

nitrito

nitrato neg neg +

reduzido

a gés

CONSERVA(;AO E VALIDADE

0 Caldo nitrato: conservar o meio de 4 a 8°C por até 6 meses.

0 Solucdes A e B: guardar em frasco escuro na geladeira (4 a 8°C) por até 12 meses.

0 Acido acético 5N: Conservar de 4 a 8°C por até 12 meses.

RECOMENDACOES

0 Utilizar o tubo de nitrato sem inocular como controle negativo, para evitar resultado falsopositivo,
devido a alta sensibilidade do teste.

0 Quando for adicionado o p6 de zinco, ndo colocar em excesso, pode resultar em falsonegativo
incolor).

ﬁ/uao B)ASE PARA OXIDACAO E FERMENTACAO - OFPRINCIPIO

0 Verificar a capacidade do microrganismo em utilizar os carboidratos pela via oxidativa ou




=l
=I INSTITUTO FEDERAL | Campus

Paraiba Sousa

fermentativa.

UTILIDADE

0 Diferenciar bacilos Gram negativos quanto ao tipo de metabolismo empregado em utilizarcarboidratos.
FORMULA / PRODUTO

0 Meio comercial: Meio base de OF

0 Carboidratos (dextrose ou glicose, lactose, sacarose, xilose, maltose, manitol etc).

0 Vaselina liquida estéril.

PROCEDIMENTOS

0 Pesar e hidratar o meio conforme instrucdes do fabricante;

0 Aguecer o meio até dissolver todo o 4gar;

O Separar volumes iguais em diferentes Beckers, dependendo do nimero de carboidratos queserdo
preparados;

0 Adicionar 1g do carboidrato para cada 100 ml de meio base e homogeneizar;

0 Distribuir 2 ml em tubos com tampa de rosca,

0 Esterilizar em vapor fluente por 20 minutos (deixar a valvula de presséo da autoclave abertae,
guando estiver saindo bastante vapor, comec¢ar marcar o tempo. Vapor fluente sé pode serfeito

Mod IV - 39

em autoclave com tampas regulaveis para saida de vapor. Autoclaves horizontais ndopossuem
controle de saida de vapor, sdo automaticas);

0 Pode-se também esterilizar a base e adicionar os acUcares esterilizados por filtragdo emfiltros
Millipore 0,45 uym (90 ml de base autoclavada e 10 ml de agUcar (esterilizado por filtracao);

0 Deixar esfriar a temperatura ambiente na posi¢céo vertical.

CONTROLE DE QUALIDADE

Resultado Cepa Resultado esperado

OF-GLICOSE Oxidador Pseudomonas aeruginosa A-amarelo, F-inalteradoFermentador
Klebsiella pneumoniae A/F- amarelo

Inalterado Alcaligenes faecalis* A/F- inalterado

OF-FRUTOSE Oxidador Stenotrophomonas maltophilia A-amarelo, F-inalteradoFermentador
Klebsiella pneumoniae A/F- amarelo

Inalterado Alcaligenes faecalis* A/F-inalterado

OF-LACTOSE Oxidador Burkolderia cepacia A-amarelo, F-inalterado
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Fermentador Klebsiella pneumoniae A/F-amarelolnalterado

Alcaligenes faecalis* A/F- inalterado

OF-MALTOSE Oxidador Stenotrophomonas maltophilia A-amarelo, F-inalteradoFermentador Klebsiella
pneumoniae A/F-amarelo

Inalterado Alcaligenes faecalis* A/F- inalterado

OF-MANITOL Oxidador Burkolderia cepacia A-amarelo, F-inalteradoFermentador

Klebsiella pneumoniae A/F-amarelo

Inalterado Alcaligenes faecalis* A/F- inalterado

OF-SACAROSE Oxidador Stenotrophomonas maltophilia A-amarelo, F-inalterado Fermentador
Klebsiella pneumoniae A/F- amarelo Inalterado Alcaligenes faecalis* A/F-inalterado

OF-XILOSE Oxidador Burkolderia cepacia A-amarelo, F-inalterado

Fermentador Klebsiella pneumoniae A/F-amarelo Inalterado Alcaligenes faecalis* A/F-inalterado
A= tubo aberto; F= tubo fechado com vaselina liquida Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, Klebsiella
pneumoniae ATCC 13883 Alcaligenes faecalis ATCC 8750 ou Moraxella catarrhalis ATCC 25238
INOCULACAO

O Inocular densamente até o fundo do tubo com a agulha bacteriolégica, coléniasprovenientes de
uma placa de crescimento de 18 a 24 hs.;

O Inocular dois tubos, em um dos tubos acrescentar 1,0 ml de vaselina liquida estéril, no outrotubo
nao colocar vaselina;

0 Incubar a temperatura de 35°C por 48 horas ou mais;

O Se resultado negativo, pode ser necessario até 4 dias, excepcionalmente 14 dias,observando
diariamente.

INTERPRETACAO

0 Cor original do meio: verde

0 Oxidador: tubo aberto - desenvolvimento de cor amarelatubo

fechado - inalterado (verde)

0 Fermentador: tubo aberto e fechado - desenvolvimento de cor amarela

0 Assacarolitico: tubo aberto e fechado - inalterado (verde)

CONSERVA(;AO E VALIDADE

0 Conservar de 4 a 8°C por até 6 meses.

RECOMENDACOES
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0 Sempre antes de interpretar a reacao verificar se ha crescimento nos tubos, porquealgumas
bactérias ndo crescem no meio OF, sendo necessario enriquecimento do meio, acrescentando2 %

de soro de coelho ou cavalo.

0 Importante deixar tampa frouxa no tubo aberto.Mod IV -
40

AGAR TSI - TRIPLO ACUCAR FERRO

PRINCIPIO

0 Este meio contém trés acucares: 0,1%glicose, 1,0% lactose, 1,0% sacarose, vermelho defenol
para deteccdo da fermentacéo de carboidratos e sulfato de ferro para deteccdo da producéode
sulfato de hidrogénio (indicado pela cor preta na base do tubo).

0 A fermentacéo é indicada pela mudanca da cor do indicador de pH de vermelho paraamarelo. O
agar fundido é deixado solidificar, formando uma superficie inclinada.

0 Essa configuracéo origina duas camaras de reacéo dentro do mesmo tubo. A porgéoinclinada ou
bico, exposta em toda sua superficie ao oxigénio atmosférico, é aerdbia. A porcédo inferior,denominada profundidadé
ou fundo, esta protegida do ar e é relativamente anaerdbia.

0 Quando se prepara o meio, é importante que o bico e a profundidade tenham ocomprimento

igual

e?o redor de 3 cm cada um, de modo que o efeito das duas cAmaras seja conservado.

UTILIDADE

0 Diferenciar bacilos Gram negativos com base na fermentacéo de carboidratos, producdo desulfato
de hidrogénio e gas.

FORMULA / PRODUTO

0 Meio comercial: TSI (triplice acucar ferro).

PROCEDIMENTOS

0 Pesar o TSI conforme instrucdes do fabricante;
0 Ajustar o pH para 7,3 £0,2;

0 Distribuir em tubos com tampas de rosca;

0 Esterilizar em autoclave;
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0 Retirar os tubos da autoclave e inclina-los ainda quentes para que solidifiquem com asuperficie
em forma de bico de flauta (angulo de 45°).

0 Deixar solidificar em temperatura ambiente.

CONTROLE DE QUALIDADE

Microrganismo ATCC Superficie Base H?S Escherichia coli

25922 Acido Acido, gas neg Shigella flexneri 12022 Alcalino

Acido neg Edwardsiella tarda 15947 Alcalino Acido +

Pseudomonas aeruginosa 27853 Alcalino Alcalino +

INOCULACAO

0 Inocular colénia pura de 18 a 24 horas;

0 Semear por picada até o fundo e na superficie do meio;

0 Incubar 24 hs a 35°C, com a tampa semi aberta.

INTERPRETACAO

0 Cor original do meio: vermelho laranja, levemente opalescente.

0 Leitura: entre 18 e 24hs.

0 Cor parpura = alcalino.

0 Cor amarelo = acido.

Reacdes apice/base:

0 Pdrpura/amarelo = fermentagdo apenas da glicose (lactose e sacarose negativos).
0 Amarelo/amarelo = fermentacado da glicose + lactose e/ou sacarose (2 ou 3 agucares).
0 Presenca de gas (CO2) = bolhas ou meio fragmentado.

0 H2S positivo = presenca de precipitado negro.

APICE BASE H2S GAS INTERPRETACAO MAIS PROVAVEL

Vermelho Vermelho neg neg Sem crescimento = bactéria exigente

Vermelho Vermelho neg neg Crescimento na superficie = Nao fermentador ou Gram (+)
Amarelo Vermelho neg neg Crescimento na superficie = Gram (+) ouesquecimento
de picar a base

Amarelo Amarelo neg varia Enterobactérias ou Aeromonas Lac (neg)

Amarelo Amarelo + varia Samonella, Proteus/Morganella/Providencia e Citrobacter

CONSERVACAO E VALIDADE

0 Conservar por até 6 meses de 2 a 8°C.

RECOMENDACOES

0 Quando ha producéo de H2S significa que a base é sempre acida.

0 Nao realizar leitura com menos de 18 ou mais de 24 horas, podendo resultar em falsasreacoes.
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0 Nao utilizar alcas bacteriolégicas para ndo fragmentar o meio, ocasionando falsa reacdo degas,
utilizar fio bacteriolégico.

0 Qualquer traco de escurecimento no meio deve ser indicado com H2S positivo.
AGAR BASE UREIA (CHRISTENSEN)
PRINCIPIO

0 Determinar a habilidade do microrganismo de degradar a uréia em duas moléculas deaménia pela
acdo da enzima urease, resultando na alcalinizagcdo do meio.

UTILIDADE

0 Bacilos Gram negativos fermentadores e nédo fermentadores, Staphylococcus e

Haemophilus.

FORMULA /PRODUTO

0 Meio comercial: Uréia.

0 Solucéo de uréia a 40% (40 g uréia + 100 ml de 4gua destilada).

PROCEDIMENTOS

Pesar e hidratar o meio de uréia conforme instrucdes do fabricante;

Esterilizar em autoclave;

Resfriar até 50°C e adicionar assepticamente 5 ml da solugéo de uréia a 40% em

95 ml do meio base;

Homogeneizar e distribuir 3 ml do meio assepticamente em tubos estéreis com tampa derosca;
Inclinar os tubos ainda quentes para que solidifiquem com a superficie em forma de bico deflauta
(dngulo de 45°). Deixar solidificar em temperatura ambiente.

0 Obs: A solucdo de uréia a 40% é uma solucao hipertonica e o risco de contaminagéo ébaixo,

porém, pode-se esterilizar a solucgao por filtragao (filtro Millipore de 0,45 pym).

CONTROLE DE QUALIDADE

Esterilidade: colocar 100% do lote preparado na estufa 35 £1°C por 24 horas. Se ndo houvermudanca de cor
liberar para uso. Mod IV - 42

0 Positivo: Proteus vulgaris ATCC 13315

0 Negativo: Escherichia coli ATCC 25922

INOCULACAO

0 Inocular colénia pura de 18 a 24 horas; Fazer um indculo denso;

0 Semear na superficie do meio, ndo picar a base, pois a base pode servir como controle;
0 Incubar 35°C de 6 a 24 horas, podendo ser necessario até 6 dias.

O 0O ooo d
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INTERPRETACAO

0 Cor original do meio: amarelo palha.

0 Positivo: alteracdo do meio para cor de rosa, pink.

0 Negativo: sem alteracédo de cor do meio.

Diferentes graus de hidrélise da uréia podem ocorrer:

O Tubo inteiro cor pink. Superficie do tubo cor pink, base ndo muda de cor.
0 Fracamente positivo: apice cor pink, restante do tubo ndo muda de cor.

0 Positivo rdpido: 1 — 6 horas para Proteus spp. Positivo tardio: 24 horas a 6 dias ou maistempo de
incubacgéo. Ex: algumas cepas de Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter, Haemophilus.

CONSERVA(;AO E VALIDADE
0 Conservar de 4 a 8°C por até 6 meses.
0 ApOs este periodo realizar controle negativo e positivo semanalmente.

RECOMENDACOES

0 N&o aquecer a solucdo base da uréia, pois a uréia pode se decompor se aguecida.

0 Na&o utilizar a uréia de Stuart porque é menos sensivel para detectar a presenc¢a de urease.
0 Na&o deixar o meio em temperatura ambiente pode ocorrer autohidrélise.Mod IV - 43

5. FORMULAS E PRODUTOS PARA PROVAS DE IDENTIFICACAOPARA
PROVA DE CATALASE

PRINCIPIO
O A catalase € uma enzima que decompde o perdxido de hidrogénio (H202) em 4gua eoxigénio.
UTILIDADE

0 Para Staphylococcus, Streptococcus, Enterococcus, Listeria, Corynebacterium,Micrococcus,
Bacillus, Moraxella catarrhalis.

FORMULA/ PRODUTO

0 Peréxido de Hidrogénio (H202) 3%.

CONTROLE DE QUALIDADE

0 Positivo: cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923 ou Staphylococcus epidermidis

ATCC 12228.

O Negativo: cepa de Streptococcus do grupo viridans ou Streptococcus pneumoniae ATCC6305.
CONSERVACAO E VALIDADE

0 peroxido de hidrogénio deve ser mantido em local seco, ao abrigo de luz e calor.
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0 Validade: ver recomendacdes do fabricante.

INOCULACAO

0 Colocar uma gota de peréxido de hidrogénio (dgua oxigenada) 3% sobre uma lamina;

0 Com auxilio de fio bacteriolégico, agregar a coldénia em estudo na gota de peroxido dehidrogénio.
INTERPRETACAO

0 Positivo: Presenca imediata de bolhas - a producédo de efervescéncia indica a conversdo doH202 em agua e
oxigénio gasoso.

0 Negativo: Auséncia de bolhas ou efervescéncia.

RECOMENDACOES

0 Evitar o uso de meios contendo sangue, pois os eritrocitos podem produzir reacéo fraca decatalase.

0 Para uso de outra cepa de Staphylococcus para o controle positivo, hdo usar cepas deStaphylococcus
saccharolyticus e Staphylococcus aureus subsp. anaerobius, pois séo catalase

negativos.

PARA PROVA DE COAGULASE

PRINCIPIO

0 Verificar a capacidade de microrganismos reagirem com o plasma e formarem um coagulo,uma
vez que a coagulase € uma proteina com atividade similar a protombrina, capaz de convertero
fibrinogénio em fibrina, que resulta na formag&o de um coagulo visivel.

0 Pode ser encontrada em duas formas que possuem diferentes propriedades: coagulaseconjugada
e coagulase livre.

0 A coagulase conjugada (prova em lamina), é também conhecida como fator deaglutinacéo,
encontra-se unida a parede celular bacteriana e néo esta presente em filtrados de cultivos.Mod IV - 44
Quando as células bacterianas sédo suspensas em plasma (fibrinogénio), formam-se corddesde

fibrina entre elas, o que causa agrupamento sob a forma de grumos visiveis.

O A coagulase livre (prova em tubo), € uma substancia similar & trombina e esta presente emfiltrados de
cultivos. E secretada extracelularmente e reage com uma substancia presente no plasma denominado Fator de
Reacdo com a Coagulase — CRF, para formar um complexo que, por
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sua vez, reage com fibrinogénio, formando fibrina (coagulos).

0 Quando uma suspensao em plasma do microrganismo produtor de coagulase é preparadaem tubo de
ensaio, forma-se um coagulo visivel apés o periodo de incubagéo.

UTILIDADE

0 Separar as espécies de Staphylococcus de importancia clinica, S. aureus — coagulasepositiva, das
demais espécies — coagulase negativa.

FORMULA / PRODUTO

0 Plasma de coelho com EDTA liofilizado.

CONTROLE DE QUALIDADE

0 Positivo: Staphylococcus aureus ATCC 25923

0 Negativo: Staphylococcus epidermidis ATCC 12228
CONSERVACAO E VALIDADE

0 plasma antes e depois de reconstituido, deve ser mantido refrigerado.

0 Validade: ver recomendacdes do fabricante.
INOCULACAO

Coagulase conjugada:
0 Tragar dois circulos com lapis de cera em uma lamina de vidro;
0 Colocar duas gotas de agua destilada ou solucao fisioldgica estéreis dentro de cada circulo;

0 Com auxilio de um fio bacterioldgico agregar a colénia em estudo, homogeneizandodelicadamente
em cada circulo;

0 Colocar uma gota de plasma para a prova de coagulase em um dos circulos;

0 No outro circulo, adicionar outra gota de 4gua destilada ou soluc¢éo fisioldgica estéreis,como
controle;

0 Homogeneizar com palito de madeira;

0 Inclinar a lamina delicadamente, para frente e para tras;

0 Observar presenca de aglutinacao.

Coagulase livre:

0 Com auxilio do fio bacteriolégico, suspender coldnias em estudo em caldo BHI e colocar emestufa a 37°C até
que turve;

0 Se necessario, acertar a turbidez até 0,5 da escala de MacFarland;

0 Em um tubo de ensaio estéril, colocar 0,5 ml de plasma reconstituido e 0,5 ml do caldo BHIcom
crescimento bacteriano recém turvado;

0 Incubar em estufa a 35°C 4 horas; Verificar se ha presenca de coagulo;

0 Se ndo houver presenca de coagulo, incubar o tubo em temperatura ambiente e repetir asleituras
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com 18 e 24 horas de incubacdo.Mod

IV - 45

INTERPRETACAO

Coagulase conjugada:

0 Positiva: formacéo de precipitado branco e aglutinagédo dos microrganismos da suspenséo,apos
15 segundos, no circulo que contém o plasma.

0 Negativa: auséncia de aglutinacdo no circulo que contém o plasma.

0 Controle sem plasma: deverd ser leitoso e uniforme, sem presenca de precipitado ouaglutinagéao.
A presenca de precipitado ou aglutinagdo, torna a prova inespecifica, devendo ser repetida aprova

em tubo.

Coagulase livre:

0 Positiva: presenca de qualquer grau de coagulo.

0 Negativa: auséncia de coagulo.

RECOMENDACOES

0 Para a coagulase em tubo, as provas negativas apds 4 horas a 37°C, os tubos devem sermantidos em
temperatura ambiente, pois a incubacgédo prolongada a 37°C podem produzir fibronolisinas, o que causa
dissolugéo do coagulo durante a incubacéo.

O Durante a leitura inclinar o tubo delicadamente e ndo agitar, pois a agitacdo podedesmanchar os
coagulos parcialmente formados. Recomenda-se o uso de plasma de coelho com EDTA.

0 Nao utilizar plasma citratado, pois 0s microrganismos capazes de metabolizar o citrato(como os
Enterococcus), dardo resultados positivos se, forem confundidos com estafilococos.

0 Plasma humano néo é recomendado, pois contém quantidades variadas de Fator de Reacdo com a
Coagulase e de anticorpos antiestafilococos, podendo dar uma prova falso/negativa.

PARA PROVA DE GELATINASE

PRINCIPIO

0 Determina a habilidade do microrganismo de produzir enzimas proteoliticas (gelatinases)que
liquefaz/hidrolisa gelatina.

UTILIDADE

0 ldentificar e classificar bactérias fermentadoras, ndo fermentadoras e bacilos Gram positivosesporulados.
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FORMULA / PRODUTO

0 Filme ndo revelado de Raio X.

0 Salina 0,9 % estéril ou agua destilada estéril.

PROCEDIMENTOS

0 Cortar a fita de filme de Raio X em tamanhos de aproximadamente 5 mm X 1 cm;

0 Armazenar em frasco estéril.

CONTROLE DE QUALIDADE

0 Positivo: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

0 Negativo: Escherichia coli ATCC 25922.

INOCULACAO

0 Em um tubo 13 x 100 mm, colocar 1,0 ml de salina 0,9% estéril ou agua destilada estéril.;

0 Com o auxilio de uma alga bacterioldgica, fazer um inéculo denso da bactéria a ser testada,adicionar uma fita
de raio x. Fazer o in6culo de colbnias de crescimento de 18 a 24 horas;

0 Realizar um tubo controle, com salina 0,9% estéril ou agua destilada estéril e a fita de RaioX,
sem inéculo.

INTERPRETACAO

O Positivo: emulséo de gelatina (cor verde) na por¢cdo submersa do filme torna-setransparente
(clara).

O Negativo: fita permanece verde, emulsdo esverdeada permanece na por¢cao submersa dofilme.
CONSERVACAO E VALIDADE

0 Fitas: seguir instru¢des do fabricante.

RECOMENDACOES

0 Utilizar filme de Raio X ndo revgzlado.PARA

PROVA DE LECITINASE PRINCIPIO

0 Cepas produtoras de lecitinase produzem zona opaca ao redor do inéculo.

UTILIDADE

0 Diferenciacéo de espécies de Bacillus e Clostridium.

FORMULA / PRODUTO

Formula - meio base:

Gema de ovo de galinha depende do volume de meio base a ser utilizadoProteose de

peptona n° 2 40 g

Fosfato dissodico 5 g

Fosfato de potassio 1 g
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Cloreto de sddio 2 g Sulfato de

magnésio 0,1 gGlicose 2 g )

Solucéo de hemina (5 mg/ ml) 1 mlAgar

209

Agua destilada 1000 mlpH:

7,6

Solucédo de gema de ovo a 50%:

Gema de ovo 1 ml

Solucéo fisiolégica estéril 1 ml

PROCEDIMENTOS

Meio base:

0 Pesar e hidratar todos 0s componentes, exceto a solucdo de gema de ovo;
0 Aguecer em bico de Bunsen até fundir o 4gar;

0 Distribuir 20 ml por tubo;

0 Esterilizar em autoclave.

Meio para uso:

0 Resfriar a 50°C e adicionar 1 ml da solug&o de gema de ovo a 50%;
0 Homogeneizar bem e distribuir em placas de Petri de 90 mm.
CONTROLE DE QUALIDADE

0 Positivo: Bacillus cereus, Clostridium perfringens ATCC 13124.

0 Negativo: Bacillus subtilis ATCC 6633, Clostridium difficile ATCC 9689.Mod IV - 47

CONSERVA(;AO E VALIDADE

0 Meio base (para estoque): 4 a 8°C fechado, durante 6 meses.

0 Meio para uso: 4 a 8°C, embalado, durante 1 semana.

INOCULACAO

0 Com auxilio de um fio bacteriol6gico, tocar nas colénias em estudo e fazer um esfregagocircular e
denso sobre a superficie do meio.

0 Incubar a 37°C 24 horas em aerobiose - para cepas de Bacillus spp.;

0 Incubar a 37°C 48 horas em anaerobiose - para cepas de Clostridium spp.
INTERPRETACAO

o Cor original do meio: amarelo.

0 Positivo: formacgéo de halo branco ao redor das col6nias.

0 Negativo: auséncia de halo, meio fica inalterado.
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RECOMENDACOES

0 N&o usar ovos velhos.

0 Né&o usar meio vencido. PARA

PROVA DE OXIDASEPRINCIPIO

0 O teste de oxidase é baseado na producdo intracelular da enzima oxidase pela bactéria.

UTILIDADE

0 Ajuda caracterizar espécies de Neisseria, distingui ndo fermentadores (oxidase positiva) deenterobactérias
(oxidase negativa). Diferencia algumas bactérias fermentadoras oxidase positiva

entre elas Plesiomonas shigelloides, Aeromonas spp. e Vibrio spp.

FORMULA / PRODUTO

0 Reativo para teste de oxidade preparado no laboratério: N,N,N,N-tetrametil-p-fenilenodiamina mono-
hidrocloridrato 1g Agua destilada 100 ml

0 Tiras impregnadas com o reativo (comercial pronto para uso).

0 Reativo de oxidase em ampolas (comercial pronto para uso), para ser revelado em papel defiltro.
PROCEDIMENTOS

Reativo parateste de oxidase:

O Pesar 1g. de N,N,N,N-tetrametil-p-fenileno diamina mono-hidrocloridrato em um Becker eadicionar 100 ml
agua destilada, vagarosamente para ndo oxidar a solu¢éo;

0 Colocar o papel de filtro cortado em tiras dentro do Becker com o reativo;
0 Deixar o papel de filtro absorver o reativo. Desprezar o reativo que sobrou;

O Colocar o papel na estufa a 35 +1°C para secar. Deixar o papel pendurado sobre um Beckerpara
juntar o excesso de reativo;

0 Cortar a fita em tamanhos menores e guardar em frasco escuro.
Obs: Nao utilizar luvas para fazer o procedimento de preparo e corte das fitas.

CONTROLE DE QUALIDADE

0 Positivo: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (desenvolvimento de cor roxa).

0 Negativo: Escherichia coli ATCC 25922 (sem alteracdo da cor).Mod IV - 48

INOCULACAO

0 Com auxilio de um palito de madeira ou plastico, espalhar a colénia a ser testada sobre afita de
oxidase.

0 Observar se ha formacédo de cor roxa de imediato.




INSTITUTO FEDERAL | Campus

Paraiba Sousa

INTERPRETACAO

0 Cor original: branca ou levemente azulada

0 Oxidase positiva: producéo de cor roxa imediatamente no local da inoculagéo da bactéria.

0 Oxidase negativa: ndo ha mudanca da cor do papel no local da inoculacao da bactéria.

0 Nao considerar alteragdo de cor tardia.

CONSERVACAO E VALIDADE

0 Fitas: 3 meses, quando conservadas em frasco escuro de 4 a 8°C.

0 Reativo: deve ser preparado no momento de impregnar as fitas.

RECOMENDACOES

0 Na&o fazer o teste de coldnias de crescimento de meios que contenham glicose, afermentagéo
inibe a atividade da oxidase, podendo resultar em falso negativo.

0 Nao fazer teste de oxidase de colbnias de crescimento de meios seletivos (Mac Conkey,XLD,
EMB).

O Na&o usar alga ou agulha porque pode conter tracos de ferro, podendo oxidar a fita e resultarem
falso positivo.

0 Utilizar coldnias de meios nado seletivos tais como: 4gar sangue e agar chocolate.

O Os reagentes para oxidase, se auto oxidam rapidamente com o ar, perdendo asensibilidade.

0 Nao cortar o papel de filtro com tesoura, pois podem conter tragos de ferro.
PARA FERMENTACAO DE CARBOIDRATOS
PRINCIPIO

0 A fermentacdo de carboidratos é amplamente utilizada para a diferenciagdo de géneros eidentificacao de
espécies bacterianas.

O A prova consiste em verificar a capacidade do microrganismo fermentar ou ndo umdeterminado
carboidrato, permitindo assim verificar as suas caracteristicas que auxiliaram na identificagao.
UTILIDADE

0 ldentificar e separar espécies de Enterococcus spp., Streptococcus spp. e Staphylococcuscoagulase
negativa.

FORMULA/ PRODUTO

0 Produto: Caldo para fermentacéo de carboidratos.

0 Carboidratos mais utilizados: arabinose, sorbitol, rafinose, trealose, manitol, entre outros.

0 Férmula (base):
BHI caldo 22,5 g Carboidrato 10 g
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Indicador * 1 ml Agua destilada 200 mlAgua
destilada 900 ml

* Indicador purpura de bromocresol:
Pdrpura de bromocresol 1,6 g

Etanol a 95% 100 ml

Mod IV - 49

PROCEDIMENTOS

Esterilizar os carboidratos, separadamente, por filtrag&o e reservar;

Pesar o BHI em béquer, acrescentar a 4gua e homogeneizar bem;

Adicionar o indicador e homogeneizar novamente;

Esterilizar em autoclave;

Apés esfriar a base, adicionar o carboidrato esterilizado por filtracéo;

0 Distribuir 3 ml por tubo.

CONTROLE DE QUALIDADE CARBOIDRATOS

POSITIVO NEGATIVO

Arabinose Enterococcus faecium Enterococcus faecalis Rafinose

Enterococcus casseliflavus Enterococcus faecalis Sorbitol Enterococcus

faecalis Enterococcus gallinarum Maltose Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus schleiferi

Trealose Staphylococcus lugdunensis Staphylococcus epidermidis

CONSERVA(;AO E VALIDADE

0 Conservar entre 4 a 10 °C por 3 meses.

INOCULACAO

0 Dissolver as coldnias no caldo;

0 Incubar a 35°C 24 horas.

INTERPRETACAO

0 Cor original do meio: purpura

0 Positivo: Crescimento bacteriano (turvagédo do meio) com viragem do indicador paraamarelo;
0 Negativo: Auséncia de crescimento. O meio permanece com a cor original, purpura e semturvacgéao.
RECOMENDACOES

0 Para provas negativas, incubar um periodo maior (48 horas);

0 Né&o autoclavar a base com o carboidrato, pois a alta temperatura pode degradar ocarboidrato.
PARA A PROVA DE HIDROLISE

O o oo o
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PRINCIPIO

0 A prova de hidrolise PYR é um teste enzimatico que consiste na hidrélise do substratoLpyrrolidonyl-
alfa-naftylamide por uma enzima bacteriana, a L-pyroglutamyl-aminopeptidase. A

hidrélise do substrato libera B-naphtylamide, que € detectada com a adi¢céo do reagente, o
N,Ndimetilaminocinamaldeido,
que forma uma base de Schiff, de coloracdo vermelha.

UTILIDADE

0 Teste presuntivo para identificar Streptococcus beta hemolitico presumivel do grupo A deLancefield (S.
pyogenes) e Enterococcus spp.

0 ldentificac@o de algumas espécies Staphylococcus coagulase negativa.

0 lIdentificagd@o de bacilos Gram negativos ndo fermentadores.

FORMULA / PRODUTO

0 Teste comercial : PYR test

0 Férmula - Caldo base de PYR (caldo de Todd-Hewitt):

Mod IV - 50

BHI caldo 500 g

Neopeptona 20 g

Dextrose 2 g Cloreto de

sédio 2 g

Fosfato dissodico 0,49

Carbonato de sd6dio 2,5 gAgua

destilada 1000 ml

Para cada 100 ml de caldo base, adicionar 0,01 ml de L-pyrrolidonyl-alfa-naftylamide.Reagente de PYR
comercial: N,N-dimetilaminocinamaldeido a 0,01% PROCEDIMENTOS

Pesar os componentes em béquer;
Adicionar a agua e homogeneizar bem até completa dissolucao;
Adicionar o L-pyrrolidonyl-alfa-naftylamide e homogeneizar novamente;

Distribuir 0,2 ml por tubo;

Esterilizar em autoclave.

CONTROLE DE QUALIDADE

0 Positivo: Streptococcus beta hemolitico presumivel do grupo A de Lancefield (S. pyogenes
ATCC 19615) ou Enterococcus faecalis ATCC 29212 .

0 Negativo: Streptococcus do grupo viridans ou Streptococcus pneumoniae.
CONSERVAQAO E VALIDADE

0 Conservar embalado de 4 a 8°C por até 3 meses.

O oo o o
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0 Comercial: ver instruc@es do fabricante
INOCULACAO
0 Dissolver as col6nias no caldo OU;

0 No caso de usar kits comerciais, com auxilio de uma pinca flambada, colocar um discoimpregnado com
0 substrato de PYR sobre as coldnias em estudo recém isoladas;

0 Incubar a 37°C por 4 horas;

0 Adicionar 1 gota do reagente PYR (se caldo) OU,;

0 Retirar o disco e colocar sobre uma lamina e adicionar 1 gota do reagente PYR.
INTERPRETACAO

0 Positivo: Desenvolvimento de cor vermelho cereja em 1 minuto (ap6s adicionar o reagentede
PYR).

0 Negativo: Sem alteracdo de cor (permanece amarela ou alaranjada).

RECOMENDACOES

0 Para identificagBes presuntivas do Streptococcus pyogenes ou de Enterococcus spp., confirmar se realmente
sao cocos Gram positivos/ catalase negativos, pois algumas cepas deStaphylococcus
spp., Aerococos e Arcanobacterium haemolyticum, podem ser PYR positivos

0 Raras cepas de Enterococcus spp. podem ser catalase positiva, confirmar com outrasprovas
(como bilis esculina) tratar de enterococo ou hao;

O Nao utilizar colénias com crescimento superior a 24 horas, culturas velhas podem darresultado
falso - negativo;

0 N&o exceder o tempo de leitura. PARA
CRESCIMENTO A 42 E 44°CMod IV - 51

PRINCIPIO

0 Verificar a capacidade do microrganismo crescer em altas temperaturas.

UTILIDADE

0 lIdentificacd@o de bacilos Gram negativos ndo fermentadores.

FORMULA / PRODUTO

0 Meio comercial: Caldo BHI (infusdo de cérebro e coracao).

0 Indicador purpura de bromotimol (1,6 g de do indicador em 100 ml de alcool etilico 95%).
PROCEDIMENTOS

0 Pesar e hidratar o meio conforme instrucdes do fabricante;

0 Distribuir 3,0 ml em tubos com tampa de rosca;
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0 Acrescentar o indicador pUrpura de bromotimol (1 ml de indicador em 1000 ml de meio);

0 Esterilizar em autoclave;

0 Retirar os tubos da autoclave e deixar esfriar em temperatura ambiente.

CONTROLE DE QUALIDADE

0 Temperatura 42°C: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

0 Temperatura 44°C: Acinetobacter baumannii.

INOCULACAO

0 Com o auxilio de uma alga ou fio bacteriolégico, inocular a col6nia a ser testada;

0 Realizar o teste com coldnias puras de 18 a 24 horas;

0 Incubar em banho Maria na temperatura a ser testada, 42°C ou 44°C.

INTERPRETACAO

0 Cor original do meio: purpura.

0 Positivo: presenca de turvacdo e viragem do indicador de cor parpura para amarelo =crescimento
bacteriano.

0 Negativo: auséncia de turvacé@o e permanéncia da cor pdrpura = auséncia de crescimentobacteriano.
CONSERVACAO E VALIDADE

0 Conservar por até 6 meses de 2 a 8°C.

RECOMENDACOES

0 Na&o fazer inéculo muito denso, pode resultar em falsa turvagao.

0 Importante o controle da temperatura do banho, com termdémetro de maxima e minima.

PARA TESTE DE MOTILIDADE
PRINCIPIO

O A bactéria é movel através do seu flagelo. Flagelos ocorrem nos bacilos Gram negativos,poucas
formas de cocos sdo méveis. A bactéria pode conter um ou muitos flagelos e sua localizacaovaria

com a espécie da bactéria e as condi¢g8es de cultura.

UTILIDADE

0 Determinar se o microrganismo é o nao mével; Meios associados a outros testes: Meios SIM (Sulfato,
Indol, Motilidade), MILI (Motilidade, Indol, Lisina), MIO (Motilidade, Indol, Ornitina) utilizados para testes
enterobactérias; Meio motilidade em caldo utilizado para ndofermentadores e Enterobacter cloacae (em casos
de duvidas).

FORMULA / PRODUTO

0 Meio comercial: Motilidade

0 Meio comercial: SIM

0 Meio comercial: MILI
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0 Meio comercial: MIO

0 Meio Comercial: BHI (brain heart infusion)
0 Meio Comercial: Triptona

O

Solucao de Vermelho de Tetrazolio.

PROCEDIMENTOS

Meio Motilidade:

Pesar e hidratar o meio conforme instru¢des do fabricante;
Aquecer sob agitacao, até fundir o meio;

Distribuir aproximadamente 2,0 ml em tubos com tampas de rosca;
Esterilizar em autoclave;

Retirar os tubos da autoclave.

Deixar solidificar em temperatura ambiente na posi¢éo vertical.
Meio Motilidade com adic&o da solucéo de Vermelho de Tetrazélio:
0 Pesar e hidratar conforme instrugfes do fabricante;

0 Aguecer sob agitacéo, até fundir o meio;

0 Adicionar 0,1 ml para cada 100 ml de base de solucao de vermelho de tetrazoélio 0,1% ehomogeneizar
bem;

o Distribuir aproximadamente 2,0 ml em tubos com tampa de rosca;
0 Esterilizar em autoclave;

0 Retirar os tubos da autoclave;

0 Deixar solidificar em temperatura ambiente na posicéo vertical.
Meio SIM /Meio MILI/Meio MIO

Pesar e hidratar o meio conforme instru¢des do fabricante;
Aquecer sob agitacao, até fundir o meio;

Distribuir aproximadamente 3,0 ml em tubos com tampa de rosca,;
Esterilizar em autoclave;

Retirar os tubos da autoclave.

Deixar solidificar em temperatura ambiente na posi¢éo vertical.
Caldo BHI (motilidade em caldo)

0 Pesar e hidratar o meio conforme instru¢des do fabricante;

0 Distribuir 3,0 ml em tubos com tampa de rosca;

0 Esterilizar em autoclave; Retirar os tubos da autoclave;

0 Deixar esfriar em temperatura ambiente.

Meio Caldo Triptona

0 Pesar e hidratar conforme instru¢c@es do fabricante;

0 Aquecer sob agitagdo, até fundir o meio;

0 Distribuir aproximadamente 3,0 ml em tubos com tampas de rosca;

O o ooo o

O 0o oo o d




INSTITUTO FEDERAL | Campus \

Paraiba Sousa

0 Esterilizar em autoclave; Retirar os tubos da autoclave;
0 Deixar esfriar em temperatura ambiente.

CONTROLE DE QUALIDADE

Meio Motilidade:

0 Positivo: Escherichia coli ATCC 25922.

0 Negativo: Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Meio SIM:

Mod IV - 53

Microrganismo H2S Indol Motilidade

Proteus vulgaris

Shigella sonnei

Escherichia coli + neg neg + neg + + neg +

Proteus vulgaris ATCC 13315, Shigella sonnei ATCC 25931, Escherichia coli ATCC 25922
Meio MIO:

Microrganismo Motilidade Indol Ornitina

Escherichia coli

Enterobacter aerogenes

Klebsiella pneumoniae + neg neg + neg + + neg +
Eschericha coli ATCC 25922, Enterobacter aerogenes ATCC 13048, Klebsiella pneumoniae
ATCC 13883.

Meio MILI:

Microrganismo Crescimento Lisina Motilidade Indol
E. coli denso + + neg

K. pneum. denso + neg neg

P. alcalifaciens denso neg + neg

S. enteritidis denso + + neg

S. flexneri denso neg neg neg

E.coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Providencia alcalifaciens ATCC9886, Salmonella
enteritidis

ATCC 13076, Shigella flexneri ATCC 12022

Meio BHI/Caldo Triptona:

0 Positivo: Escherichia coli ATCC 25922.

0 Negativo: Staphylococcus aureus ATCC 25923.

O Negativo: meio sem inocular.

INOCULACAO

Meio Motilidade / Meio SIM / Meio MILI/ Meio MIO
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0 Com o auxilio de um fio bacterioldgico inocular uma colénia pura de 18 — 24 horas, no meiona
posicao vertical, lentamente até a base;

0 Afastar a agulha seguindo a linha inicial da incubacéo;

0 Incubar a 35°C por 18-24 horas.

Meio Caldo BHI/ Meio Caldo Triptona

0 Com o auxilio de uma alga ou fio bacterioldgico, inocular col6nia pura de 18 a 24 horas;

0 Incubar a 35£2°C por 24 a 48 horas.

INTERPRETACAO
Meio de Motilidade:
0 Motilidade positiva: organismos moveis migram pela linha do inéculo e difundem-se nomeio,
causando turbidez.
0 Motilidade negativa: bactéria tem um crescimento acentuado ao longo da linha de in6culo,em
volta continua limpido.
Meio de Motilidade com Tetrazdlio:
0 Motilidade positiva: organismos méveis produzem uma nuvem cor pink e difundem-secompletamente
no meio.
0 Motilidade negativa: h& crescimento da bactéria e producéo de cor vermelho claro na linhado
in6culo e em volta do meio continua limpido.
0 Se resultado for negativo incubar a 21-25°C por até 5 dias.
Revelacdo com reativo de Kovacs no meio SIM:
0 Realizar a leitura da motilidade e do H2S.Mod 1V -
54
0 Em seguida adicionar 5 gotas do reativo de Kovacs pela parede do tubo no meio contendo ocrescimento
bacteriano. Agitar otubo suavemente e proceder a leitura do indol.
Motilidade positiva: microrganismos méveis migram pela linha do inéculo e difundem-se nomeio causando
turbidez;
Motilidade negativa: bactéria tem um crescimento acentuado ao longo da linha do indculo, emvolta continua limpidg
H2S positivo: ao longo da linha de inoculagé@o aparecera a cor negra;H2S negativo:
linha ao longo da inoculagédo inalterada;
Indol positivo aparecera um anel vermelho;
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Indol negativo permanecera um anel amarelo (cor original do reativo de Kovacs);
Meio MILI

O Interpretar as reacdes da motilidade e lisina antes da adicdo do reagente de Kovacs paradetec¢éo

do indol. Motilidade positiva: indicado pelo crescimento na linha e em volta do in6culo. Motilidade negativa:
crescimento somente na linha do inéculo. Lisina decarboxilase positiva:indicado pela cor pdrpura no meio (essa
cor pode variar de intensa ou mais leve, de acordo com a reducéo do indicador). Lisina decarboxilase negativa:
indicado pela cor amarela do meio.

Indol positivo: indicado pela formacédo de cor pink/vermelho, apés a adi¢cdo de 3 a 4 gotas dereagente de Kovacs n
superficie do meio e agita¢éo suave no tubo. Indol negativo: reagao negativa € indicada pelo desenvolvimento de
cor amarela.

Meio MIO

O Interpretar as reacdes da motilidade e ornitina antes da adicdo do reagente de Kovacs paradeteccado do indol.
Motilidade positiva: indicado pelo crescimento na linha e em volta do inéculo.

Motilidade negativa: crescimento somente na linha do indculo. Ornitina

decarboxilase positiva: indicado pela cor parpura no meio. Ornitina decarboxilase

negativa: indicado pela cor amarela no meio.

Indol positivo: indicado pela formacéo de cor pink/vermelho, apos a adi¢édo de 3 a 4 gotas dereagente de Kovacs n
superficie do meio e agita¢do suave no tubo.

Indol negativo: reacdo negativa € indicada pelo aparecimento da cor amarela.

Meio caldo BHI/ Meio Caldo Triptona

0 Colocar uma gota do meio entre lamina e laminula e observar ao microscépio com objetivade 40X. A
motilidade verdadeira deve ser diferenciada do movimento “browniano”, verificandoque o

microrganismo se desloca em varias direcdes. Motilidade positiva: bactérias se movendo de um lado para outro.
Motilidade negativa: bactéria apresenta somente movimento “browniano”.CONSERVACAO E VALIDADE

0 Meios motilidade, SIM, MILI, MIO e BHI: conservar de 4 a 8° C por até 6 meses.

RECOMENDACOES

0 A temperatura de incubacéo é extremamente critica, porque muitos microrganismos sdo méveis a 15-25°C e
ndo moveis a 37°C. Se houver suspeita que 0 microrganismo pode exibirmotilidade em baixa temperatura,
inocular dois tubos simultaneamente, incubando um a 35°Ce outro a

temperatura ambiente 22-25°C. Uso do sal de tetrazélio no meio de motilidade é desejavel,mas pode inibir
certos microrganismos fastidiosos. Mod IV - 55
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0 Flagelo é o 6rgédo locomotor e é composto de proteina, essa proteina pode se desnaturarcom

excesso de calor. Por isso cultura testada em temperaturas acima do indicado para o teste demotilidade pode
fornecer um resultado falso negativo.

0 Flagelo pode ser destruido também sob agitacdo violenta do tubo de cultura da bactéria,podendo

produzir um resultado de motilidade fraco positivo ou falso negativo.

0 Microrganismos mantidos em estoques de cultura em meios artificiais por longos periodostendem a perdem
sua motilidade.

0 Os testes de motilidade em anerdbios séo dificeis de serem interpretados, sendosignificativos

apenas os resultados positivos.

PARA PROVA DE TOLERANCIA AO NaCl 6,5%PRINCIPIO

0 Atolerdncia ao NaCl a 6,5% é uma prova utilizada para verificar a capacidade de algunsmicrorganismos
crescerem em presencga do sal.

0 Meio base utilizado é o BHI caldo, que é um meio nutritivo de uso geral, empregado para ocultivo de muitas
bactérias. Este meio normalmente contém 0,5 % de NaCl e aumenta-se a concentragdo para 6,5 %, tornando
um meio semi-seletivo para o desenvolvimento de algunsmicrorganismos.

UTILIDADE

O Separa Enterococcus spp., que sdo NaCl 6,5 % positivo dos demais Streptococcus spp.,que sédo
NacCl 6,5% negativos. Na identificacdo de bacilos Gram negativos ndo fermentadores.

FORMULA / PRODUTO

0 N&o ha meio pronto para uso.

0 Foérmula:

BHI caldo 25 g

NaCl 60 g Indicador * 1 ml
Glicose 1 g

Agua destilada 1000 ml

* Indicador purpura de bromocresol:
Pdrpura de bromocresol 1,6 g
Etanol a 95% 100 ml Observagéo: o uso de indicador é opcional.

PROCEDIMENTOS
0 Pesar o BHI, o NaCl e a glicose em um béquer;
0 Adicionar a 4gua e homogeneizar bem até completa dissoluc¢éo;
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0 Adicionar o indicador e homogeneizar novamente;

0 Distribuir 3 ml por tubo;

0 Esterilizar em autoclave.

CONTROLE DE QUALIDADE

0 Positivo: Enterococcus faecalis ATCC 29212 ou Enterococcus faecium

0 Negativo: Streptococcus do grupo viridans ou Streptococcus pneumoniae ATCC 6305
CONSERVA(;AO E VALIDADE

0 Conservar embalado de 4 a 8°C por até 3 meses.Mod |V -

56

INOCULACAO

0 Dissolver as colbnias no caldo;

0 Incubar.

INTERPRETACAO

0 Cor original do meio: amarelo. Positivo: Crescimento bacteriano (turvacdo do meio) com ousem viragem do
indicador. Negativo: Auséncia de crescimento. O meio permanece com a cororiginal, purpura e sem turvacao.
RECOMENDACOES

0 Provas negativas com 24 horas de incubacéo, recomenda-se periodo de incubag&do maior(48

horas); Verificar a quantidade de NaCl contido na férmula do meio de BHI, pois a concentracdo podera ser
outra, dependendo do fabricante do meio, e a concentracgéo final domeio de NaCl a 6,5 % podera ser superior
ou inferior a concentracdo desejada;

0 Nao carregar no inéculo, pois 0 excesso podera ser interpretado como crescimento e darresultados falso -
positivos (para 0os meios utilizados sem o indicador);

0 Antes da leitura, agitar delicadamente o tubo, pois pode haver sedimentagdo das células bacterianas
formadas; Os Streptococcus beta hemolitico presumivel do grupo B de Lancefield(S. agalactiae) e
ocasionalmente os Streptococcus beta hemolitico presumivel do grupo A de Lancefield (S. pyogenes) podem
ser tolerantes ao NaCl 6,5%. Utilizar outras provas para confirmar a identificagéo destas espécies. Mod IV - 57
6. DISCOS PARA IDENTIFICACAO

BACITRACINA

PRINCIPIO

O Streptococcus beta hemolitico do grupo A séo sensiveis a concentracdes baixas debacitracina.
UTILIDADE

0 ldentificacdo presuntiva de Streptococcus beta hemolitico do grupo A (S. pyogenes).
PRODUTO
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0 Discos de bacitracina de 0,04 unidades/ disco.

CONTROLE DE QUALIDADE

0 Positivo (Sensivel): Streptococcus pyogenes ATCC 19615.

0 Negativo (Resistente): Streptococcus agalactiae ATCC 13813.

CONSERVA(;AO E VALIDADE

0 Manter a 4°C.

0 Validade: ver recomendacdes do fabricante.

INOCULACAO

0 A partir de caldo BHI ou TSB recém turvado, semear na superficie do meio Mueller hintonsangue,
com auxilio do "swab";

0 Colocar um disco de bacitracina e pressionar levemente;

0 Incubar a 35°C 18 a 24 horas.

INTERPRETACAO

0 Positivo (Sensivel): Presenca de qualquer halo ao redor do disco.

0 Negativo (Resistente): auséncia de halo ao redor do disco.

RECOMENDACOES

0 Streptococcus alfa hemoliticos s@o sensiveis a baixas concentracdes de bacitracina.

0 Na&ao existem dados disponiveis que indiquem a necessidade de medir os halos de inibi¢&o.

0 O inéculo bacteriano deve ser confluente, inéculo muito diluido pode permitir que os
Streptococcus

ndo pertencentes ao grupo A paregcam sensiveis a bacitracina.

NOVOBIOCINA

PRINCIPIO

0 Separa espécies de Staphylococcus coagulase negativa que podem ser sensiveis ou ndo aNovobiocina.
UTILIDADE

0 Separa cepas de Staphylococcus saprophyticcus (Novobiocina resistente) das demaiscepas de
Staphylococcus coagulase negativa de importancia clinica; Staphylococcus saprophyticcus é alnica espécie
isolada em humanos como causadora de infec¢des urinarias.

Mod IV - 58

FORMULA / PRODUTO

0 Discos de Novobiocina de 5 pg.

CONTROLE DE QUALIDADE

0 Positivo: Staphylococcus saprophyticcus ATCC 15305.
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0 Negativo: Staphylococcus epidermidis ATCC 12228.

CONSERVACAO E VALIDADE

0 Refrigerado.

0 Validade: ver recomendacdes do fabricante.

INOCULACAO

0 Preparar uma suspensédo do microrganismo em estudo com crescimento recente (até 24horas)
em caldo BHI, TSA ou solucéo fisiolégica estéril, acertando a turvagéo na escala 0,5 deMacFarland;
0 Com auxilio de um "swab", semear na superficie de uma placa de Agar Mueller Hinton;

0 Com uma pin¢a previamente flambada, colocar um disco de Novobiocina na superficie domeio epressionar
delicadamente;

0 Incubar.

INTERPRETACAO

0 Resistente: Auséncia de halo de inibicdo ou halos <= 15 mm.

0 Sensivel: Presen¢a de halo de inibicao igual ou superior a 16 mm.

RECOMENDACOES

0 Na&o usar cepas velhas (com crescimento superior a 24 horas) para fazer a suspenséo;

0 Se necessario usar cepas velhas, semear em caldo BHI ou TSA e incubar a 37°C até turvar,acertar a turvagao
na escala 0,5 de MacFarland para fazer o teste;

0 Cepas isoladas de outros materiais bioldgicos que ndo urina, fazer identificacdocomplementar
com fermentacéo de agUcares para confirmar espécie.

OPTOQUINA

PRINCIPIO

0 Cloridrato de etil-hidroxicupreina (optoquina), um derivado da quinina, inibe de formaseletiva o
crescimento de Streptococcus pneumoniae em concentragdes muito baixas (5 pg/ ml oumenores).
0 As células do Streptococcus pneumoniae que rodeiam o disco sofrem lise, devido avariacdo da
tensao superficial, e é produzida uma &rea de inibigdo.

UTILIDADE

0 Separa Streptococcus pneumoniae dos demais Streptococcus alfa hemoliticos.

FORMULA / PRODUTO

0 Discos de optoquina de 5 ug

CONTROLE DE QUALIDADE
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0 Positivo (Sensivel): Streptococcus pneumoniae ATCC 6305.

0 Negativo(Resistente): Enterococcus faecalis ATCC 29212.Mod IV - 59
CONSERVACAO E VALIDADE

0 Manter & 4°C.

0 Validade: ver recomendacdes do fabricante.

INOCULACAO

0 A partir de caldo BHI ou TSB recém turvado, semear na superficie do meio Mueller hintonsangue, com
auxilio do "swab";

0 Colocar um disco de optoquina e pressionar levemente;

0 Incubar a 35°C 18 a 24 horas em jarra com vela acesa ou estufa com 5 a 7 de CO2.
INTERPRETACAO

Positivo (Sensivel):

0 Disco de 6 mm: halo de inibicdo de 14 mm ou mais.

0 Disco de 10 mm: halo de inibicdo de 16 mm ou mais.

Negativo (Resistente):

0 Disco de 6 mm: halo de inibic&o inferior & 14 mm ou auséncia de halo.
0 Disco de 10 mm: halo de inibicéo inferior & 16 mm ouauséncia de halo.
RECOMENDACOES

A optoquina pode inibir outros Streptococcus do grupo viridans, mas apenas emconcentracfes
muito elevadas.

7. MEIOS PARA TESTE DE SENSIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOSHTM —
HAEMOPHILUS TEST MEDIUM

PRINCIPIO

0 E um meio suplementado que permite o crescimento das espécies mais exigentes de
Haemophilus, pois contém em sua formula suplementos & base de NAD e cisteina.
UTILIDADE

O Meio padronizado pelo NCCLS para realizagédo do teste de sensibilidade aos
antimicrobianos de

Haemophilus influenzae.

FORMULA / PRODUTO

0 Meio comercial HTM

0 Suplemento VX: NAD (Coenzima l) e cisteina.

PROCEDIMENTOS

0 Pesar e hidratar o meio conforme instrucfes do fabricante em um baldo de fundo chato;
0 Esterilizar em autoclave;
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0 Resfriar o meio a 50°C e adicionar o suplemento previamente reidratado;

0 Distribuir 50 a 60 ml em placas estéreis de 150 mm (o meio deve ficar com uma espessurahomogénea de 3
a 4 mm);

0 Deixar esfriar a temperatura ambiente.

CONTROLE DE QUALIDADE

Crescimento:

Preparar uma suspenséo de Haemophilus influenzae ATCC 10211 na escala 0,5 de MacFarland;

Diluir 1:100 (0,2mL em 9,9 ml de solucéo fisiolégica);

Semear 0,01 ml da suspenséo na placa;

Incubar a placa 35 +2°C por 24 horas em estufa com 5% de CO2.

0 Se abactéria crescer em 24 horas, liberar o lote para uso.
Obs: A aprovacéo final do meio deve ser feita apos os testes com antibiéticos, uma vez que inUmeras variaveis
como niveis de timina, timidina s6 podem ser verificadas apos o teste comos antibidticos ter sido realizado.

INOCULACAO

0 Preparar uma suspensédo da bactéria a ser testada em salina 0,9% ou caldo TSB na escala0,5 Mac Farland;
0 Embeber o “swab” na suspenséo, comprimi-lo na parede do tubo (para eliminar o excesso)e

semear na placa; Acrescentar os discos a serem testados;

0 Incubar a placa de acordo com instru¢des do NCCLS para a bactéria a ser testada.

INTERPRETACAO

0 Cor original do meio: castanho escuro.

0 A zona do didmetro é particular para cada droga e organismo, sendo comparado comdiametros
padronizados pelo NCCLS, que determina cada organismo sendo sensivel, intermediério ouresistente.
CONSERVA(;AO E VALIDADE

0 Conservar embalado de 4 a 8°C por até 3 meses.Mod IV -
61

O o o g

AGAR MUELLER HINTON
PRINCIPIO

o Agar padronizado por Kirby e Bauer e pelo NCCLS que oferece condigdes de crescimentodas
principais bactérias.
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UTILIDADE

O Meio utilizado para a realizag8o do teste de avaliagio da resisténcia aos antimicrobianospelos
métodos de difusdo em disco e E-test para enterobactérias, nao fermentadores,

Staphylococcus,

Enterococcus sp. FORMULA

/ PRODUTO

0 Meio comercial: Agar Muller Hinton.

PROCEDIMENTOS

Pesar e hidratar o meio conforme instru¢des do fabricante;
Acertar o pH (7,2 — 7,4);

Retirar da autoclave e medir novamente o pH;

Distribuir 50 a 60 ml em cada placa de 150 mm:;.

Deixar esfriar em temperatura ambiente;

0 Embalar as placas com plastico PVC transparente e guardar em geladeira (4 a 8°C). Obs: E

extremamente importante que o meio tenha espessura homogénea de 3 a4 mm.CONTROLE DE
QUALIDADE

Crescimento:

0 Preparar uma suspensao de Escherichia coli ATCC 25922 na escala 0,5 de Mac Farland;

0 Diluir 1:100 (0,2mL em 9,9 ml de solucéo fisiologica);

0 Semear 0,01 ml da suspenséo na placa. Incubar a placa 35°C por 24 horas.

Obs: A aprovacdo final do meio deve ser feita apés os testes com antibiéticos, uma vez queinimeras variaveis

como niveis de timina, timidina, de calcio e magnésio sé podem ser verificadas apés o teste com os antibiéticos
ter sido realizado.

INOCULACAO
0 Preparar uma suspensao da bactéria a ser testada em salina 0,9% ou caldo TSB na escala0,5 Mac Farland;

0 Embeber o “swab” na suspenséo, comprimi-lo na parede do tubo (para eliminar o excesso)e
semear na placa;

0 Acrescentar os discos a serem testados;

0 Incubar a placa de acordo com instru¢des do NCCLS para a bactéria a ser testada.
INTERPRETACAO

0 Cor original do meio: amarelo palha.

0 A zona do didmetro é particular para cada droga e organismo, sendo comparado comdiametros

O o oo o
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padronizados pelo NCCLS, que determina cada microrganismo sendo sensivel, intermediarioou
resistente.

CONSERVACAO E VALIDADE

0 Conservar embalado de 4 a 8°C por até 3 meses.

RECOMENDACOES

Principais variaveis que podem interferir no resultado do antibiograma:

Mod IV - 62

0 Niveis de Ca2+, Mg2+ : altas concentragdes levam a diminuicao na atividade de

aminoglicosideos

diante de Pseudomonas aeruginosa e da atividade de tetraciclinas para todas as bactérias.Concentra¢cfes
diminuidas levam a resultados contrérios.

0 Concentragdo de timidina ou timina: concentra¢cdes em excesso levam a falsa resisténciapara
sulfonamidas e trimetropima.

0 pH: em pH baixo vamos observar halos de inibi¢cdo reduzidos para aminoglicosideos,quinolonas,
macrolideos e lincosaminas e halos aumentados para outros antibidticos (penicilina etetraciclinas). O
aumento do pH leva a resultados opostos aos anteriores.

0 Espessura do meio: < de 3 mm leva a falsa sensibilidade geral e > 4 mm leva a falsaresisténcia.
AGAR MUELLER HINTON SANGUE
PRINCIPIO

o Agar padronizado por Kirby e Bauer e pelo NCCLS que oferece condi¢Bes de crescimentodas
principais bactérias.

UTILIDADE

O Meio utilizado para a realizacédo do teste de avaliacdo da resisténcia aos antimicrobianospelos
métodos de difusdo em disco e E-test de cepas de Streptococcus pneumoniae eestreptococos
beta-hemoliticos dos grupos A,B,C e G conforme instru¢gdes do NCCLS.

FORMULA / PRODUTO

0 Meio comercial: Agar Muller Hinton.
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0 Sangue de carneiro desfibrinado.

PROCEDIMENTOS

0 Pesar e hidratar o meio conforme instrucdes do fabricante;

0 Acertar o pH (7,2 — 7,4); Retirar da autoclave e resfriar a 50°C;

0 Adicionar 50 ml de sangue de carneiro desfibrinado por litro de meio de cultura de formaasséptica;
Homogeneizar bem sem formar espuma;

0 Distribuir 50 a 60 ml em cada placa de 150 mm;
0 Deixar esfriar em temperatura ambiente;

0 Embalar as placas com plastico PVC transparente e guardar em geladeira de 4 a 8°C.Obs: E
extremamente importante que o meio tenha espessura homogénea de 3 a 4 mm.CONTROLE DE
QUALIDADE

Crescimento:

0 Preparar uma suspenséo de Streptococcus pneumoniae ATCC 6305 na escala 0,5 deMacFarland;

Diluir 1:100 (0,1 ml em 9,9 ml de soluc¢éo fisiologica);

O Semear 0,01 ml da suspenséo na placa; Incubar a placa 35°C por 20 a 24 horas com 5% deCOz2.

O Se a bactéria crescer em 24 horas, o lote esta pronto para uso.

Obs: A aprovacdo final do meio deve ser feita apés os testes com antibiéticos, uma vez queinimeras variaveis
como niveis de timina, timidina, de calcio e magnésio sé podem ser verificadas apés o teste com os antibiéticos
ter sido realizado.

INOCULACAO

0 Preparar uma suspensédo da bactéria a ser testada em salina 0,9% ou caldo TSB na escala0,5 Mac Farland;
0 Embeber o “swab” na suspenséo, comprimi-lo na parede do tubo (para eliminar o excesso)e
semear na placa; Mod IV - 63

0 Acrescentar os discos a serem testados;

0 Incubar a placa de acordo com instru¢des do NCCLS para a bactéria a ser testada.
INTERPRETACAO

0 Cor original do meio: vermelho.

0 A zona do didmetro é particular para cada droga e organismo, sendo comparado comdiametros
do NCCLS, que determina cada microrganismo sendo sensivel, intermediario ou resistente.
CONSERVA(;AO E VALIDADE

0 Conservar de 4 a 8°C por até 3 meses.

RECOMENDACOES
Principais variaveis que podem interferir no resultado do antibiograma:
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o Niveis de Ca2+, Mg2+ : altas concentracdes levam a diminui¢cdo na atividade de
tetraciclinas para todas as bactérias. Concentra¢des diminuidas levam a resultados contrérios.
o Concentracdo de timidina ou timina: concentracdes em excesso levam a falsa resisténcia
para

sulfonamidas e trimetropima.

o pH: em pH baixo vamos observar halos de inibicdo reduzidos para quinolonas, macrolideos
e

lincosaminas e halos aumentados para outros antibiéticos (penicilina e tetraciclinas). O
aumento

do pH leva a resultados opostos aos anteriores.

o Espessura do meio: < de 3 mm leva a falsa sensibilidade geral e >4 mm leva a falsa
resisténcia.

. EPIs
Calgca comprida
Jaleco de manga comprida
Sapato Fechado
Luvas de procedimento
Touca
Mascara

® 6 6 6 6 0 (O

9. GERENCIAMENTO DE RESIDUOS

Autoclavacao.
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