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RESUMO

O estagio da modalidade treinamento oferece ao aluno a oportunidade de ter a experiéncia de
trabalhar na area profissional que almeja, como num laboratorio. Este estagio foi realizado no
Laboratério de Microbiologia da FAMERP, sob orientacdo da Prof® Dr2 Margarete Teresa
Gottardo de Almeida e superviséo da Prof® Dr2 Patricia Simone Leite Vilamaior. Durante o
estagio, pude ter contato com profissionais experientes na area e com o conhecimento que
possuem a respeito do trabalho que fazem. Com auxilio dos protocolos e da ajuda destes
profissionais, aprendi sobre as técnicas basicas de biosseguranca e operacdo de equipamentos;
a producdo de solucdes utilizadas comumente no laboratorio; a producéo de meios de cultura
para 0 crescimento microbiano; e as técnicas para a triagem e a identificacdo de fungos
patogénicos. De maneira geral, o estagio foi extremamente proveitoso, gerando um enorme

crescimento profissional e pessoal.

Palavras-chave: Diagnostico de Laboratdrio, Fungos Patogénicos, Micologia, Microbiologia



ABSTRACT

The training internship offers students the opportunity to experience working in their desired
professional field, such as in a laboratory. This internship was carried out at FAMERP’s
Laboratory of Microbiology, under the supervision of Prof. Dr. Margarete Teresa Gottardo de
Almeida and Prof. Dr. Patricia Simone Leite Vilamaior. During the internship, | was able to
have contact with experienced professionals in the field and the knowledge they have about the
work they do. With the help of their protocols and their assistance, | learned about basic
biosafety techniques and equipment operation; the production of solutions commonly used in
the lab; the production of culture media for microbial growth; and techniques for screening and
identifying pathogenic fungi. Overall, the internship was extremely fruitful, generating

enormous professional and personal growth.

Key-words: Laboratory Diagnosis, Pathogenic Fungi, Mycology, Microbiology
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1. INTRODUCAO

Um dos propdsitos do estagio de treinamento é preparar o aluno para a rotina, 0s
procedimentos metodologicos e as boas praticas de um laboratorio real fora da universidade na
qual o aluno estuda. O relatério do estagio de treinamento, portanto, é a culminancia e o resumo
de tudo o que foi aprendido no periodo do estagio. Este relatorio se refere ao estdgio modelo
treinamento realizado no Laboratorio de Microbiologia da Faculdade de Medicina de Séo José
do Rio Preto (FAMERP), sob orientacdo da Prof® Dr* Margarete Teresa Gottardo de Almeida e
supervisdo da Prof? Dr? Patricia Simone Leite Vilamaior. O estagio foi realizado como parte
dos requisitos para a conclusdo do curso de bacharelado em Ciéncias Bioldgicas na
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP).

O Laboratoério de Microbiologia da FAMERP ¢é subordinado tanto a FAMERP em si
quanto ao Hospital de Base, prestando servigos a ambos. Sua especialidade é na area de
micologia — triagem, identificacdo e estudos de fungos — e o0s servicos prestados incluem
exames laboratoriais para o hospital. Todos os testes e exames seguem um protocolo especifico,
estabelecido pelo Comité Brasileiro de Testes de Susceptibilidade Antimicrobiana (BrCAST),
para que os resultados obtidos sejam entendidos, contestados e/ou repetidos por qualquer outro
laboratério brasileiro.

A importancia da realizacdo desses testes de analise e triagem de fungos é ébvia: sdo
atividades vitais para a satde publica. O tratamento de uma enfermidade de origem fungica sé
é possivel mediante conhecimento de qual a espécie, qual sua prévia resisténcia a drogas, e qual
o nivel da infec¢do do fungo que afeta o paciente. Esses procedimentos laboratoriais permitirdo
dizer ao profissional — um médico, por exemplo — qual o tratamento mais eficaz para o paciente,
sendo que esse tratamento ndo pode ser completamente generalizado por variar de caso a caso.
Por meio do estdgio, os conhecimentos sobre esses procedimentos laboratoriais foram
ensinados e absorvidos. Fungos dos géneros Candida, Trichophyton, Sporothrix e
Cryptococcus, alem de outros, puderam ser estudados tanto no seu comportamento como na sua

morfologia.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo geral do estdgio de treinamento foi o aprendizado da rotina, dos
procedimentos metodoldgicos e das boas praticas do Laboratério de Microbiologia da
FAMERRP para a identificacdo e triagem de fungos patogénicos.

2. 2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
Os objetivos especificos para este estagio de treinamento foram adquirir:
a. Aprendizado das nog6es basicas de biosseguranca;
b. Aprendizado e treinamento no manuseio da autoclave e no procedimento de limpeza de
material;

Préatica no preparo de solugdes comumente utilizadas no laboratdrio;

o o

Prética no preparo de meios de cultura de microrganismos;
Prética no preparo e analise de auxanogramas;
Préatica no preparo e andlise de antifungigramas;

Coleta e analise de material de ambulatorio; e

o Q —H~ o

Anélise e identificacdo de fungos em microscopio.
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3. METODOLOGIA

3.1. BIOSSEGURANCA

Biosseguranca € um conjunto de acGes tomadas para minimizar ou prevenir riscos ao se
praticar atividades cientificas, visando tanto a salde do pesquisador e do ambiente quanto a
seguranca dos resultados obtidos em experimentos (Teixeira, Valle, 1996). Assim, é possivel
ressaltar dois importantes topicos da biosseguranca: as boas praticas de laboratério e qual

conduta tomar caso um acidente ocorra.

3.1.1. Boas praticas de laboratorio

O bésico das boas préaticas de laboratorio comeca na assepsia e organizacdo do local de
trabalho. A assepsia deve ser feita usando alcool e luz ultravioleta, tanto antes quanto depois
do procedimento experimental. A organizagéo do local de trabalho deve garantir que as méos e
saidas/entradas de ar estejam desobstruidas. A vestimenta adequada e 0 uso de equipamentos
de protecdo individual (EPISs) contribuem para a diminui¢éo dos acidentes, seja por evita-los ou
por minimizar os riscos caso ocorram. A vestimenta deve consistir de cal¢as, sapatos fechados
e jaleco. Os EPIs podem ser luvas, méascara, avental e éculos de protecdo. A pratica com 0
procedimento experimental a ser realizado também é importante para evitar acidentes. Deve-se
conhecer o procedimento e 0s riscos envolvidos no experimento, e esse procedimento deve ser
feito com calma e cautela. Pressa e estresse, além da falta de organizacdo e vestimenta

adequada, agravam a probabilidade de acidentes (Souza Reis, Galindo, 2022).

3.1.2. Procedimentos em caso de acidentes

Em casos de acidentes que envolvam diretamente pessoas, é recomendado manter a
calma e comunicar os responsaveis pelo laboratério. Caso necessario, usar o chuveiro de
emergéncia e os lava-olhos, especialmente no caso de queimaduras com fogo ou quimicas
(pode ser usado também caso agentes contaminantes entrem em contato com areas da pele
criticas, como mucosas). Caso 0 acidente seja mais grave, o servigo de emergéncia deve ser
acionado. Qualquer tipo de ferimento deve ser lavado e tratado imediatamente, com o objetivo
de evitar complicacdes (Souza Reis, Galindo, 2022).

Em caso de acidentes que envolvam equipamentos de laboratorio e que ndo causem
problemas diretos as pessoas, € primeiro necessario a assepsia do local e equipamento
contaminado, preferencialmente com alcool. Caso o0 equipamento seja cortante, como vidro

ou laminas, também é necessario coloca-lo em um recipiente de descarte especifico. Caso o
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equipamento use liquidos, tais liquidos devem ser retirados do local e, ap6s a limpeza, o local
deve também passar por um procedimento de assepsia. De qualquer maneira, 0s responsaveis

pelo laboratério também devem estar a par dos acontecidos.

3.2. AUTOCLAVAGEM

A autoclave (Figura 1) € um equipamento que utiliza temperatura e pressdo para
esterilizacdo de material. A temperatura-alvo é de 121 °C, com uma pressdo de cerca de 2
atmosferas. Apos a temperatura e pressao ideias serem atingidas, a esterilizagdo ocorre num
periodo de 20 minutos, porém a esterilizacdo de meios de cultura requer que o tempo seja de
apenas 15 minutos.

A autoclave é utilizada em dois momentos: antes e depois do uso do material. A
esterilizacdo anterior ao uso garante que ndo havera contaminagdo do material a ser utilizado
em experimentos e dos meios de cultura a serem distribuidos. A esterilizacdo posterior ao uso,
em contrapartida, garante que o ambiente (tanto dentro e fora do laboratério) ndo sejam
contaminados com os microrganismos estudados nos experimentos realizados. Em conjunto
com as técnicas de biosseguranca, os microrganismos de estudo no laboratorio ficam isolados

do ambiente externo e de contaminacéo.

Figura 1. Autoclave

Fonte: Autor
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3.3. PREPARO DE SOLUCOES

3.3.1. Corante azul de algodao

Azul de algoddo é¢ uma solugdo utilizada para corar e contrastar microrganismos em
exames de identificacdo de células em microscopio. Para a preparacdo do corante, os acidos e
a glicerina sdo adicionados a agua destilada — é importante aquecer o acido fénico até que se
torne liquido antes de adiciona-lo. O azul de anilina é adicionado e a solucdo é deixada em
repouso por até dois dias. Ap0Os esse periodo, a solucdo é filtrada e colocada num frasco cor

ambar, sendo armazenado em local sem incidéncia de luz direta.

Material necessario

Acido fénico cristalizado 20 mg
Acido latico 20 ml
Glicerina 40 ml
Azul de anilina 50 mg
Agua destilada 20 ml

3.3.3. Solucéo de Hidrdxido de Potassio e Dimetil sulféxido
A solucdo de K+OH-, como é chamada, € utilizada para a melhor observacéo de fungos
coletados de pacientes, visto que é uma solucdo que elimina impurezas da lamina de vidro e

destrdéi células da pele enquanto preserva células fungicas.

Material necessario

Hidroxido de Potassio 109
Dimetil Sulféxido (DMSO) 43 ml
Agua destilada 100 ml

3.3.3. Solugéo salina

Solucdo salina fisiologica, ou simplesmente solucéo salina, € uma solucéo de 4gua com
0,85% de cloreto de sodio. O proposito do uso dessa solucgéo € prover um meio liquido isotonico
para diluicGes e preparacdes de inoculos de microrganismos. Apds o preparo, a solucdo
resultante € armazenada em ambiente refrigerado ndo-estéril, logo, antes do uso, o volume a ser

utilizado deve ser esterilizado em autoclave (ver topico 3.2).
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Material necessario
Cloreto de sddio 850
Agua destilada 1L

3.4. CEPAS MICROBIANAS EM LABORATORIO

As cepas dos microrganismos presentes em laboratério sdo provenientes de duas
origens: American Type Culture Collection (ATCC) e da colecdo propria do laboratério
(também chamadas de cepas clinicas), sendo estas Gltimas as presentes em maior numero. As
cepas ATCC sdo utilizadas apenas para pesquisas e para comparacdo com as cepas clinicas.

Em todo caso, tanto as cepas ATCC quanto as clinicas devem ser armazenadas para uso
futuro. O armazenamento de cepas deve ser feito em criotubos, tubos de plastico especificos
para armazenamento e congelamento. Micangas ou silica sdo adicionadas ao tubo, para prover
uma superficie de aderéncia ao microrganismo, e meio de cultura liquido adequado também é
adicionado. O meio de cultura pode ser caldo Sabouraud (ver topico 3.5.3.), 6leo mineral ou
leite, dependendo da necessidade do microrganismo ou da intencdo do armazenamento. O
armazenamento em si pode ser feito em temperatura ambiente, em freezer -20 °C, ou em freezer
-80 °C. Cada método tem suas particularidades, como sua efetividade no armazenamento de
diversas espécies. O método de congelamento em freezer -20 °C usando caldo Sabouraud é

mais efetivo no armazenamento de espécies do género Candida (Alexandre et al., 2022).

3.5. PREPARO DE MEIOS DE CULTURA

A selecdo do meio de cultura a ser utilizado em determinado processo ou projeto
depende do objetivo a ser alcancado. Por exemplo, 0 meio de cultura agar Sabouraud € ideal
para cultura geral de fungos, enquanto o agar batata € melhor para induzir a formacdo de
estruturas de reproducdo em fungos filamentosos. Para a producdo de meios de cultura, se
dissolve pé do meio de cultura selecionado em agua destilada. A solugdo resultante é pre-
aquecida até préximo do seu ponto de ebuli¢do, para que a mistura se torne uniforme e possa
ser distribuida. Além desse pré-aquecimento, a solugdo passa pela autoclave a 121 °C por 15
minutos para esterilizacdo do meio de cultura. O meio de cultura liquido, ap6s a autoclave, é
distribuido em placas de Petri dentro da cdmara de fluxo laminar com a identificacdo escrita em
cada uma. Por fim, cada placa é submetida a luz ultravioleta para esterilizacdo das placas em

Si.
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3.5.1. Agar Base de Carbono

O é&gar base de carbono € utilizado para certos testes especificos, como o auxanograma
(ver topico 3.6.1). E um meio com carbono controlado, logo a assimilagdo de carbono por
fungos s6 acontecera mediante a adi¢do de acUcares durante o teste. A combinacéo especifica
entre 0s acUcares permite a identificacdo do fungo. Os componentes do &gar devem ser
adicionados separadamente, um a um, para que o pH possa ser controlado. Apos a mistura dos
ingredientes, o processo segue o padrdo de aquecimento, esterilizacéo e distribuicdo em placas

(ver topico 3.5).

Material necessario

Sulfato de Magnésio heptahidratado 500 mg
Fosfato de Potassio monobasico 1lg
Sulfato de amonio 59
Agar 209
Agua destilada 1L

3.5.2. Agar Base de Nitrogénio

O é&gar base de nitrogénio, assim como o base de carbono, é utilizado para certos testes
especificos, como 0 auxanograma (ver topico 3.6.1). E um meio com nitrogénio controlado,
funcionando por principios semelhantes ao &gar base de carbono. Apds a mistura dos
ingredientes, o processo segue o0 padréo de aquecimento, esterilizacdo e distribuicdo em placas
(ver topico 3.5).

Material necessario

Sulfato de Magnésio heptahidratado 500 mg
Fosfato de Pot&ssio monobésico 19
Dextrose 209
Agar 209

Agua destilada 1L
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3.5.3. Agar batata/cenoura

O 4gar batata/cenoura € ideal para o crescimento de fungos filamentosos, por estimula
a producdo de conidios e outras estruturas de reproducéo de fungos. Visto que essas estruturas
tém carater filogenético, sdo utilizadas para a identificacdo do fungo a nivel de espécie. Batatas
e cenouras sdo utilizadas para fazer este meio, logo devem ser selecionadas e fervidas antes do
preparo do agar. 40 gramas de cada legume s&o utilizados para fazer os caldos. O processo

seguinte segue o padrdo de aquecimento, esterilizacdo e distribuicdo em placas (ver topico 3.5).

Material necessario

Caldo de batata 250 ml
Caldo de cenoura 250 ml
Agar bacterioldgico 159

Agua destilada 500 m

3.5.4. Agar Casetone

O agar Casetone é um agar especifico utilizado para testes de antifungigrama por disco
de difusdo (ver topico 3.6.2). O processo padrdo apés a adicdo de todos os ingredientes é a
mesma (ver tépico 3.5), contudo para a distribuicdo em placas deve seguir um padrdo mais
rigido. O meio de cultura, na placa, deve ter espessura de 4 mm, logo 25 ml de meio de cultura

deve ser adicionado a placas médias e 60 ml a placas grandes.

Material necessario

Casetone 2,79
Extrato de levedura 159
Citrato trissodico 30
Fosfato dissodico 300 mg
Fosfato trissodico 300 mg
Glicose 309
Agar 69

Agua destilada 300 ml
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3.5.5. Agar Kiming

O é&gar Kiming é utilizado exclusivamente para espécies do género Malassezia, visto
que é um género que necessita de 6leo para seu cultivo adequado (lipofitica). Quando estdo
crescidas, as colonias tém aspecto circular, pequeno e amarelado. Apo6s a adicdo de todos 0s
ingredientes, o0 processo segue o padréo de aquecimento, esterilizacdo e distribuicdo em placas
(ver topico 3.5).

Material necessario

Extrato de malte 189
Peptona 39
Agar bacterioldgico 7,25 g
Tween 80 10 ml
Bile de boi 109
Oleo de girassol 2,5 ml
Acido oleico 2,5 ml
Agua destilada 500 m

3.5.6. Agar Mueller-Hinton

O é&gar Mueller-Hinton € usado, principalmente, para estes de susceptibilidade a
antifngicos no teste de antifungigrama, assim como o agar Casetone, porém é mais indicado
para leveduras (especialmente do género Candida). Coldnias crescidas podem ser reconhecidas
mais facilmente em comparacdo com outros tipos de agar (Mueller, Hinton, 1941). Para a
producdo do meio de cultura utilizando material da empresa McKesson, o material utilizado no
laboratdrio, se dissolve 38 g do meio de culturaem 1 L de &4gua destilada. O processo seguinte

segue o padrdo de aquecimento, esterilizacéo e distribuicdo em placas (ver tépico 3.5).

Material necessario

Meio de cultura em pé 389
Extrato de carne em po 20
Digestdo acida de caseina 1759
Amido 159
Glicose 17 ¢

Agua destilada 1L
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3.5.7. Agar Mycosel

Segundo a fabricante BBL (2021), o 4gar Mycosel é um meio de cultura altamente
seletivo para fungos patogénicos, contendo cicloheximida e cloranfenicol. Para a producéo do
meio de cultura utilizando material da empresa BBL, se dissolve 36 g do meio de culturaem 1
L de &gua destilada. O processo seguinte segue o padrdo de aquecimento, esterilizacdo e
distribuicdo em placas (ver topico 3.5).

Material necessario

Meio de cultura em p6 369
Digestdo papaica de farinha de soja 109
Dextrose 109
Agar 155¢g
Cicloheximida 400 mg
Cloranfenicol 50 mg
Agua destilada 1L

3.5.8. Agar Sabouraud

O agar Sabouraud é um tipo de &gar seletivo para fungos, mais indicado para dermatdéfitos. Este
tipo de &gar contém glicose, agar e peptona, e pode ser modificado para incluir cloranfenicol.
A adicdo de cloranfenicol, por ser um antibidtico de amplo aspecto, torna 0 meio extremamente
seletivo para fungos (Hare, 2013). Para a producao do meio de cultura utilizando material da
empresa Sigma-Aldrich, o material utilizado no laboratorio, se dissolve 65 g do meio de cultura
em pé em 1 L de agua destilada. O processo seguinte segue 0 padrdo de aquecimento,

esterilizacdo e distribuicdo em placas (ver topico 3.5).

Material necessario

Meio de cultura em pé 659
Glicose 409
Agar 159
Peptona 109

Agua destilada 1L
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3.6. DIAGNOSTICO FUNGICO
O diagnéstico fungico € o processo pelo qual fungos patogénicos sdo identificados, para

que um melhor diagnostico seja fornecido aos médicos que requisitaram 0s exames.

3.6.1. Auxanograma

O teste de auxanograma tem como objetivo diagnosticar espécies fungicas ao se analisar
a assimilacdo de diferentes agUcares. Apds o fungo de interesse ser isolado do paciente, é
necessario preparar um inoculo para o teste. O inoculo é preparado em solucéo salina 0,85% na
escala 7 de McFarland. Para o teste de auxanograma, trés placas de Petri sdo utilizadas: uma
média, com 90 mm de didmetro, e duas grandes, com 150 mm de didmetro cada.

Apbs essa etapa, 150 pl do indculo e 30 ml de agar base de carbono sdo adicionados a
cada placa grande, enquanto 100 pl do inéculo e 20 ml de &gar base de nitrogénio é adicionado
na placa média. O &gar rapidamente solidifica e, por meio de movimentos circulares constantes
no processo de solidificacdo, o indculo e o &gar ficam uniformemente distribuidos pelas placas.
Em seguida, certos componentes sdo adicionados as placas, para verificar a assimilacdo de

acucares e de nitrogénio, seguindo os esquemas das Figuras 2, 3, e 4.

Figura 2. Esquema da placa grande n. 1 Figura 3. Esquema da placa grande n. 2

Fonte: Autor. Fonte: Autor.
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Figura 4. Esquema da placa média

Fonte: Autor.

Os componentes adicionados variam por placa. A Figura 2 mostra o esquema de uma
das placas grandes, onde é adicionado 10 mg dos acucares Dextrose (DEX), Maltose (MAL),
Sacarose (SAC), Lactose (LAC), Galactose (GAL), Melbiose (MEL) e Celibiose (CEL). Da
mesma maneira, a Figura 3 mostra a outra placa grande, com 10 mg dos acucares de Dextrose
(DEX), Inositol (INO), Xilose (XIL), Rafinose (RAF), Trealose (TER) e Dulcitol (DUL). Por
fim, a Figura 4 mostra o esquema da placa média, na qual € adicionada 10 mg de Nitrato de
Potassio (KNOz) e Peptona (PEP). Ap6s a adicdo dos componentes desejados, as placas grandes
sdo colocadas em estufa a 37 °C por 24 horas e a placa média a temperatura ambiente pelo
mesmo tempo.

O resultado do auxanograma € a proliferacdo do fungo onde esta o acucar que o fungo
consegue assimilar. A Dextrose e Peptona sdo controles positivos, logo todos os fungos devem
assimila-los. A combinacdo dos acucares assimilados é Unica de cada espécie, logo a
identificacdo do fungo é possivel.

3.6.2. Antifungigrama

O teste de antifungigrama tem como objetivo diagnosticar a susceptibilidade de fungos
a drogas. Primeiramente, uma placa de Petri média, com 90 mm de didmetro, é preparada com
meio de cultura Mueller-Hinton (ver topico3.5.6), com adigdo de 2% de glicose. E adicionado
25 ml de meio de cultura, para que a espessura do meio na placa ndo seja superior a 4 mm de
altura.

O inoculo dos fungos de interesse é preparado usando uma solugéo salina 0,85%, com
uma concentracgdo equivalente & 0,5 na escala de McFarland. A semeadura ¢ feita utilizando um

swab, esfregando-o completamente sobre a placa ao menos oito vezes. Assim, os fungos ficardo
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distribuidos de maneira uniforme sobre toda a placa. A placa é deixada para secar por 3 minutos,
assim o indculo serd completamente absorvido pelo meio de cultura.

Discos de material absorvente contendo drogas antifungicas séo colocados sobre o meio
de cultura, distantes de 2 a 4 cm entre si. Assim, a droga antifingica sera difundida pelo meio
de cultura, inibindo o crescimento ou matando os fungos que estiverem a certa distancia do
disco. A placa é colocada numa estufa & 30 °C por 24 horas e, ap6s esse periodo, os resultados
sdo anotados. Os resultados séo areas de inibicdo de crescimento fungico, formando circulos ao
redor de cada disco, chamadas de “halos de inibi¢ao”. Os diametros destes halos sdo medidos

e comparados.

3.6.3. Sorologia

O teste soroldgico tem como objetivo diagnosticar micoses profundas e/ou sistémicas
ao se analisar a interacdo de antigenos e os anticorpos do paciente. Primeiramente, 1 ml de &gar
purificado 1% é colocado sobre uma lamina de vidro, espalhado uniformemente sobre a lamina
e colocado numa estufa a 37 °C por 18 horas para que o agar seque e fique permanentemente
aderido. Em seguida, 3 ml de agar citrato é colocado sobre a lamina, uniformemente segurado
por tensdo superficial. O 4gar citrato rapidamente solidifica, ficando fixado no local. Seis furos
sdo feitos na lamina usando uma ponteira cortada, posicionados nos vértices de um hexagono
imaginario. Para economizar material, é possivel fazer dois conjuntos de furos por lamina.

Para realizar o teste ap0s a preparacdo do material, € necessario soro do paciente,
geralmente adquirido em conjunto com o sangue de um hemograma. 12,5 ul do soro do paciente
é colocado em cinco dos furos, nas concentragdes puro, 1:2, 1:4, 1:8. O quinto furo € preenchido
com 12,5 ul de soro controle positivo, e o Gltimo é preenchido com 12,5 pl de uma solucéo
contendo o antigeno de interesse.

Apds a adicdo dos soros e antigeno, € necessaria a incubacdo da lamina em quatro fases:
primeiro, numa camara Umida em temperatura ambiente por 48 horas; segundo, numa solugdo
de citrato de sodio 5% por 5 minutos; terceiro, numa solucéo salina 0,85% por 48 horas; e
guarto, numa estufa a 56 °C com papel umedecido até que o agar seque completamente. O
corante Brilliant Blue é adicionado para que o resultado possa ser observado.

O resultado do teste de sorologia é o acumulo de anticorpos ligados com antigenos em
linhas azuis proximas aos furos, visto que tanto os anticorpos quanto os antigenos se difundem
pelo &gar e precipitam ao se ligarem. Caso os anticorpos do soro do paciente se liguem ao
antigeno assim como os anticorpos do soro do controle positivo, entdo o paciente esta infectado

com 0 microrganismo que proveu 0s antigenos.
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3.6.4. Microcultivo

O teste de microcultivo tem como objetivo induzir o crescimento de estruturas de
reproducdo em fungos filamentosos ou leveduriformes, para que a identificagéo seja facilitada.
Para fungos filamentosos, uma secdo de meio de cultura agar batata € cortada a partir de uma
placa de Petri. Essa secdo é cilindrica, com cerca de 20 mm de didmetro e 4 mm de altura. Em
sequida, pequenos pedacos da coldnia de fungos filamentosos que se deseja estudar sdo
colocados sobre esse circulo de meio de cultura, especificamente em quatro pontos
equidistantes nas bordas do circulo. O circulo de meio de cultura é colocado sobre uma lamina
de vidro, com uma laminula sobre ele, e colocado numa cdmara Umida a temperatura ambiente
por, no minimo, 5 dias. A analise do resultado em microscopio € feita ao se retirar a laminula e
coloca-la sobre uma nova lamina de vidro com o corante azul de algodéo.

Para fungos leveduriformes, € necessario o uso de agar com fuba e de Tween-80 (um
tipo de emulsificante). O agar € colocado sobre uma lamina de vidro e as leveduras sdo
semeadas no meio de cultura em trés estrias paralelas. O meio de cultura na lamina é coberto
por uma laminula. O conjunto é colocado numa camara Umida a temperatura ambiente por, no
minimo, 5 dias. A analise do resultado em microscopio é feita ao se retirar a laminula e coloca-
la sobre uma nova Iamina de vidro com o corante azul de algoddo. Essa identificacdo é possivel

pois induz a germinacdo das leveduras em pseudo-hifas ou hifas verdadeiras.

3.7. MATERIAL DE AMBULATORIO

O Laboratério de Microbiologia da FAMERP faz coletas de material de pacientes do
Sistema Unico de Saude no ambulatério do Hospital de Base como parte de seus servigos. A
coleta do material para exames € feita de quartas-feiras a partir das 12:30 e, logo gque a coleta
acaba, o material passa por uma série de testes laboratoriais para gerar um diagnostico.
Primeiramente, o material é colocado em microscopio para um exame direto de identificacao,
baseando-se na morfologia do microrganismo. Em seguida, é colocado em meio de cultura
adequado para cultivo e, conforme o pedido médico responsavel pelo encaminhamento da
coleta, outros procedimentos também sdo aplicados — podendo ser, por exemplo, um
auxanograma e microcultivo. Esses procedimentos laboratoriais da coleta ttm como objetivo

auxiliar medicos no diagnostico de patologias fungicas.
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3.8. ANALISE DE FUNGOS EM MICROSCOPIO

A andlise de fungos em microscépio é feita para que seja possivel identificagdo visual e
rapida do fungo de interesse. Essa analise pode ser feita em qualquer aumento, contudo a lente
objetiva de 40x fornece a melhor resolucéo.

A Figura 5 mostra um fragmento de um fungo filamentoso hialino. Fungos filamentosos
fazem hifas, células alongadas, e podem ser hialinos ou demaceos. Fungos hialinos séo
transparentes ou brancos, por ndo produzirem melanina em sua parede; e fungos demaceos sao
marrons, vermelhos ou pretos pela producdo de melanina. N&o é possivel identificar qual o
fungo exato que a figura mostra, porém € possivel identificar a hifa, logo o protocolo especifico
para fungos filamentosos pode ser selecionado para futura identificacao.

Figura 5. Fragmento de fungo hialino

Fonte: Autor.
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A Figura 6, em contraste com a 5, mostra uma outra forma de fungos, as leveduras. A
figura mostra um acumulo de vérias leveduras proximas a células da pele de um paciente. As
leveduras, assim como as hifas, podem produzir ou ndo melanina, mudando de cor caso
produzam. Nao é possivel identificar qual o fungo exato que a figura mostra, porém é possivel
identificar o acumulo de leveduras, logo o protocolo especifico para fungos leveduriformes
pode ser selecionado para futura identificacao.

Figura 6. Acumulo de leveduras

Ve 5 % oz ._v ‘i

Fonte: Autor.
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4. CONCLUSAO

O estagio no Laboratério de Microbiologia da FAMERP proveu importante experiéncia
nos procedimentos e experimentos na area de microbiologia, em especial na micologia. Além
disso, proveu convivio com profissionais experientes na area, dando oportunidades para a
formacéo de conexdes e melhoria no aprendizado.

Olhando para a experiéncia como um todo, de pontos positivos houveram a pratica em
laboratdrio, as amizades construidas, e o conhecimento obtido. A pratica se relaciona aos
métodos e os protocolos — 0 que fazer quando uma situacdo adversa ocorre, como utilizar uma
autoclave, como operar uma camara de fluxo laminar, etc. A construgdo de amizades é
autoexplicativa, pois fiz amizade com os técnicos, alunos e professores do laboratdrio. O
conhecimento obtido se relaciona ao conhecimento técnico académico relacionado a cada
atividade.

Ao mesmo tempo que houveram pontos positivos, também houveram pontos negativos.
O principal ponto negativo ao meu ver foi a falta de métodos de ponta para a identificacéo de
fungos (identificacdo baseada em estudos moleculares). Contudo, apesar disso, € possivel
entender o motivo da auséncia desse método, visto que o Laboratério de Microbiologia da
FAMERP € um centro para pesquisa e servi¢os que também atende as demandas do Hospital
de Base. Os testes e experimentos requisitados pelo Hospital de Base ndo precisam da exatidao
de estudos moleculares e demandam mais pressa nos métodos para que os diagnosticos sejam
mais rapidos.

Concluindo, a experiéncia no laboratério foi extremamente proveitosa para minha
experiéncia profissional e futuro como bidlogo, promovendo notdvel melhoria no meu

rendimento em laborato6rio durante o periodo de treinamento.
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