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1. Obtencao de saliva estimulada

* Mastigar um chicletes sem sabor por 1 min.
* Cuspir a saliva estimulada em um copo descartavel.
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2. Diluicao da saliva em solucao salina
fosfatada (pH 7)

* 100 ul de saliva + 900 pl de PBS (1:10)
* 100 ul da saliva diluida 1:10 + 900 pl de PBS (1:100)
* 100 pl da saliva diluida 1:100 + 900 pl de PBS (1:1000)

N WD

100 pl 1004l 100ul 100 ul
(1) (2) (3)

0,9mL 09mL 09mL
10* 102 103

3. Inoculacdo e Semeadura por espalhamento em meio
seletivo para estreptococos do grupo mutans

* Inocular 100 ul da saliva diluida 1:100 e 1:1000 na
superficie de é%ar MSB em placas de Petri
[agar MSB — seletivo para SM - dgar Mitis Salivarius
Bacitracina— composto por dgar MS - seletivo para
estreptococos orais, acrescido de 15% de sacarose
(concentracdo final 20%) e bacitracinal.

Espalhar com alca de Drigalsky i
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3. Inoculacdo e Semeadura em profundidade
(pour plate) em meio seletivo para Lactobacilos

* Inocular 100 ul da saliva diluida 1:10 e 1:100 na superficie de na
superficie de placas de Petri estéreis vazias.

* Adicionar 20 ml de meio SL Rogosa fundido e resfriado a 50°C.
[Rogosa SL agar composto por— peptideos, carboidratos fermentdveis
(Dextrose, arabinose e sacarose), acetato de sddio e de citrato amonia
para inibicao de fungos e estreptococos, e acido acético (reduz o pH e
consequentemente inibe os microrganismosque ndo sdo aciduricos)].

| * Homogeneizar com
= w100 pl cuidado e esperar

s

koéosa SL
. agara :
« 50°C

5. Incubacao:

* Placas de agar SL Rogosa: em estufa a 37°C por 48h.

* Placas de agar MSB: em atmosfera de microaerofilia (estufa 10% de
CO,) a 37°C por 48 h.
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6. Leitura:

e Determinar o nimero de UFC de SM ou lactobacilos/ml de saliva:

* Contar o numero de colonias das placas apresentando entre 30 e 300 colonias, com
auxilio de microscopio estereoscépico.

UFC SM ou lactobacilos/ml de saliva: no colonias na placa X fator de dilui¢cdo X 10

N

Ex.: 85 colonias de SM na placa da diluigdao 1:1000 Ex.: 107 colonias de Lactobacillus na placa da dilui¢do 1:10
85X 1000X 10 = 107 X10X 10 =
8,5 X 10°UFC SM/ml de saliva estimulada 1,07 X 10* UFC Lactobacillus/ml de saliva estimulada




