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1. INTRODUCAO

Dentro do campo das ciéncias, a microbiologia é a &rea que tem como objetivo estudar
0S microrganismos, que inclui uma diversidade de organismos unicelulares que
apresentam diferentes formas de organizacdo, podendo ser identificados vivendo de
forma agrupada ou isolada e, seres acelulares, correspondente aos virus. Além disso, a
microbiologia também abrange o estudo de organismos eucariéticos, como é o caso das
algas, protozoarios e fungos, e procaridticos, que neste caso, sao as bactérias e archaeas
(Duarte, 2020).

Os microrganismos estéo inseridos e distribuidos em todo ecossistema do planeta,
sendo conhecidos pela sua ampla biodiversidade e capacidade de biotransformacéo dos
elementos presente na biosfera da terra, processo essencial, que garante a sobrevivéncia
e continuidade do ecossistema, por conseguinte, da vida (Martin; Lindner, 2022). Com o
avango da ciéncia e tecnologia, que possibilitou novos estudos, tornou-se possivel a
utilizacdo desses organismos para a fabricacdo de farmacos, desenvolvimento de
moléculas e enzimas de uso industrial, assim como, na producéo de diversos alimentos e
bebidas, principalmente dos que se utilizam do processo de fermentacéo, como 0s queijos,
pées, vinho, cerveja, vinagre, leites fermentados (Barreto; Silva, 2020).

E sabido que existem varios microrganismos que habitam o trato gastrointestinal de
animais de sangue quente, como os humanos, estabelecendo uma relacdo saudavel e
benéfica para o corpo, esses inlmeros microrganismos constituem a microbiota intestinal,
auxiliando na digestdo de alimentos, protecdo contra patdgenos e participando na
producdo de vitaminas (Nova et al., 2021). Entretanto, é necessario entender que 0s
microrganismos também séo seres que podem trazer maleficios a saide humana, estando
associados a doengas transmitidas pelos alimentos, além de outras doencas infecciosas,
como pneumonia e até mesmo Coronavirus (Bernardi et al., 2019; Belasco; Fonseca,
2020; Sirtoli; Comarella, 2018).

Sendo assim, 0 presente relatério tem como objetivo principal relatar as atividades de
vivéncia realizadas no laboratério de microbiologia e imunologia do departamento de
biologia da UFRPE para cumprimento da carga horéria e desenvolvimento de habilidades

praticas e profissional, que correspondem a zootecnia.



2. DESCRICAO DO LOCAL DE ESTAGIO

O estdgio Supervisionado Obrigatério (ESO) foi realizado no Laboratério de
Microbiologia e Imunologia (LAMIM) do Departamento de Biologia da Universidade
Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), localizado na Rua Dom Manoel de Medeiros,
s/n, Dois irmdos, na cidade de Recife, estado de Pernambuco. O estagio teve inicio,
segundo o periodo de vigéncia, no dia 02/10/2023 e término no dia 10/01/2024. As
atividades foram realizadas de segunda a sexta, com carga horaria de 25 horas semanais,
totalizando no final 330 horas.

O laboratério de microbiologia e imunologia foi desenvolvido com o objetivo de
proporcionar a comunidade académica suporte cientifico e tecnoldgico, além de
possibilitar o desenvolvimento e realizacdo de novas pesquisas pelos doutorandos e
mestrandos. O laborat6rio é constituido por uma sala principal que conta com balcGes,
armarios organizadores e equipamentos como: microscopios, balancas analiticas, estufas,
capela de exaustdo, centrifugas, pipetadores e demais materiais utilizados para analises
(Figura 1).

B)

Figura 1, imagem A e B: Vista da sala principal.

Vérias geladeiras ficavam dispostas do lado direito da sala contendo reagentes de uso
comum, meios de cultura, bactérias e microrganismos nocivos a saide humana (Figura
2).



A) B)
Figura 2, imagem A e B: Geladeiras (bacteriotecas) contendo meios de cultura e
reagentes.

Para além da sala principal, a maior de todas, o laboratério também apresentava trés
outras salas, a primeira era uma instalacdo destinada para experimentos in vivo (Figura
3), neste caso, um pequeno biotério que continha camundongos, a segunda, para
esterilizacdo dos materiais e a terceira, para observacdo microscopica, manipulacdo de
solucdes, reagentes e utilizacdo de estufas.

Figura 3: Sala de experimentacédo in vivo (biotério).



A rotina laboratorial sempre iniciava por volta das 09:00 horas da manha e, antes de
exercer qualquer atividade dentro do laboratorio, era obrigatério colocar os equipamentos
de protecdo individual: jaleco, luvas, mascara e toucas protetoras de cabelo, assim como
se vestir adequadamente, utilizando calgas compridas, sapatos fechados e cabelos presos.

2.1 Animais e instalagdes (biotério)

As pesquisas sempre eram realizadas de acordo com as normas éticas e aprovado pela
comissdo de Etica no Uso de Animais (N° 1889260821) da Universidade Federal Rural
de Pernambuco (UFRPE). Para a realizacdo dos experimentos, eram utilizados
camundongas Mus musculus da linhagem Swiss, sempre fémeas para melhor
padronizacdo e organizacao laboratorial obtidos do Biotério de Imunopatologia Keizo
Asami (LIKA) da UFPE (Figura 4). O nimero de animais era sempre variado, pois sua
totalidade dependia da rotina de analises e da quantidade de animais solicitados ao

fornecedor, ja que o local ndo fazia reproducao da espécie.

Fonte: Google Imagens

Figura 4: Camundongas (Mus musculus).

A pequena sala de biotério é composta por dois arméarios grandes de aluminio, com
capacidade de comportar varias caixas contendo animais (Figura 5), um balcdo com
alguns armérios organizadores, onde ficavam guardados os materiais que seriam
utilizados para o manejo dos animais, como gaiolas e bebedouros tipo chupeta limpos

(Figura 6). Em cima do balcdo ficavam dispostos um filtro, que servia como reservatorio



de &gua limpa, para encher os bebedouros dos animais quando secos, assim como duas
caixas organizadoras de plastico contendo maravalha nova e sacos de ragdes peletizadas
que ficavam armazenados para sempre serem repostos durante 0 manejo. Para conforto
térmico dos animais, um ar-condicionado ficava sempre ligado na temperatura de 21°C a

22°C para evitar situacdes de estresse.

Figura 6: Balcéo organizador.



2.2 Sala de esterilizacdo dos materiais

A sala de esterilizacdo dos materiais, localizada no fundo do laboratério, continha
espaco suficiente para comportar apenas uma autoclave de tamanho médio, no lado
esquerdo da parede continha uma janela que permitia a circulacdo de ar para diminuir

riscos de possiveis acidentes.

2.3 Sala de visualizacdo microscopica e manipulagdo de reagentes

Esta sala, durante a realizagdo do estagio, dificilmente era utilizada devido a origem
dos experimentos que naquele periodo estavam sendo realizados. A sala apresentava
espaco suficiente para duas pessoas, ja que a maioria dos equipamentos era de uso
individual, como os dois microscépios, os maiores de todo laboratério, capela de exaustdo

e estufa.

3. ATIVIDADES REALIZADAS

No periodo de realizacdo do estagio o laboratdrio estava sendo utilizado para
experimentos envolvendo manipulacdes de meio de cultura, inoculagdo bacteriana em
camundongas, para coleta de amostra celular, e elaboracdo de laminas para
visualizacdo microscépica. Tais procedimentos tinham o objetivo de avaliar a
fagocitose e destruicdo intracelular de L. monocytogenes por macrofagos peritoneais

obtidos de animais infectados.

3.1 Manejo dos animais

Todos os dias pela manha era verificado se as caixas contendo 0s animais estavam
providas de agua e racGes peletizadas (Figura 7), as caixas, semanalmente eram
substituidas por uma ja higienizada, contendo maravalha limpa e agua filtrada. A racéo e
maravalha velhas eram substituidas por uma nova, pois as antigas eram descartadas em
lixeiras de risco bioldgico e as caixas sujas eram lavadas e secas. Em situacdes que 0s
animais estavam infectados por alguma cepa bacteriana, para ndo haver contaminacéo
pelas fezes e urinas, as caixas eram higienizadas utilizando solucdo de hipoclorito de
sodio. Tanto a ragdo, quanto a maravalha eram armazenados separadamente em caixas
organizadoras de plastico contendo tampa, e seu manuseio sempre era feito utilizando
luvas.

Para a realizacdo da transferéncia dos animais de uma caixa para outra, as

camundongas deviam ser manuseadas de maneira firme e gentil, suspendendo pela base



da cauda, evitando o maximo de agitagdo com o propésito de garantir 0 minimo de
estresse (Vasconcellos; Santiago, 2020).

Figura 7: Caixas providas com racao e agua.

3.1.1 Identificagdo das caixas

Assim que 0s animais chegavam no laboratério eram distribuidos e organizados em
caixas para melhor visualizacao e controle pela data de nascimento e quantidade (Figura
8).

Figura 8: Caixa dos animais marcada com data de nascimento, quantidade e sexo.



3.1.2 Eutanasia dos animais infectados

Os animais contaminados por bactérias, eram eutanasiados para obtencéo de amostras
teciduais (por¢des do intestino e demais 6rgdos) ou celular (células de defesa: leucdcitos,
macréfagos e linfocitos) (Figura 9). A eutanasia era realizada colocando os animais dentro
de um Becker de vidro com tampa contendo um algoddo molhado por um agente
medicamentoso e de efeito anestésico denominado de isoflurano, provocando parada
cardiorrespiratoria seguida de perda da fungdo cerebral. Todavia, para certificacdo da
morte, era verificado se havia presenca de batimentos cardiacos no animal colocando os
dedos indicadores em seu peito, e/ou observando os movimentos respiratdrios (apneia).

Toda a prética de eutanasia era seguida obedecendo a diretriz do Conselho Nacional
de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), onde a normativa N° 37 de 2018
afirma que “todo método de eutanasia deve garantir a perda da consciéncia de forma
rapida, irreversivel e desprovida de experiéncia emocional ou fisica desagradavel, ou seja,
o animal n&o deve apresentar dor, estresse, apreensdo ou ansiedade” (EMBRAPA, 2018).

Depois de abatidos, as carcacas dos animais eram congeladas para posterior
recolhimento da empresa especializada contratada pela UFRPE.

Figura 9: Animal insensibilizado para coleta de amostra.



3.2 Embalagem e esterilizacéo de materiais para fins experimentais

Antes de serem autoclavados, materiais como ponteiras, Becker de vidro, Erlenmeyer,
tubos de ensaio, pipetas graduadas e solugdes (caldo Muller Hinton) que também
precisassem estar estéreis para analises experimentais, eram embalados em papel de
jornal ou papel Kraft, lacrados e identificados (Figura 10). Estes procedimentos tinham o
proposito de evitar ao maximo contaminagdo dos utensilios e ndo superestimar os dados
das experimentagdes, principalmente microbioldgicas, devendo ser abertos apenas na
cabine de fluxo (Figura 11), equipamento utilizado para que os materiais estéreis ndo

sofram qualquer contaminag@o do meio externo.

Figura 10: Utensilios embalados e identificados.

Figura 11: Cabine de fluxo.



A esterilizacdo é uma técnica muito importante adotada em todos os laboratérios que
trabalnam com ambiente estéril, onde o0 seu processo visa a destruicdo de cepas
bacterianas que podem contaminar objetos e materiais (Mizuta et al., 2020). Antes das
analises laboratoriais e a cada fim de experimento era imprescindivel que os materiais
fossem autoclavados (Figura 12). Para a realizagdo da autoclavagem é&gua era adicionado
até a altura permitida, logo apéds, adicionado o cesto, assim que vedada o equipamento
era ligado para atingir a temperatura de 120°C, logo apds esse processo contava-se 15
minutos, tempo necessario para desativar 0s microrganismos, Visto que, o vapor elevava
a temperatura provocando sua desnaturacdo. A maior parte dos materiais esterilizados

eram placas e utensilios para meios de cultura (Mercante, 2023).

Figura 12: Material preste a ser autoclavado.

3.2.1 Descontaminacao de materiais infectados
Os materiais criticos, que ndo podem ser reaproveitados, como frascos com meio de
cultura e placas de petri provenientes do experimento, antes de seguirem para descarte

em lixeiras especiais de risco biolégico, eram autoclavados para eliminagdo total de



microrganismos patogénicos. Esta técnica é implementada nos laboratérios com o
objetivo de garantir que os materiais manipulados ndo agridam o meio ambiente e 0
profissional que trabalha no laboratério, permitindo a seguranca de todos (Santos et al.,
2019).

3.3 Ativacéo e incubacéo das cepas bacterianas

No laboratério, as cole¢Bes vivas sdo essenciais para a realizacdo de atividades de
ensino e pesquisa, desta forma, o uso de bacteriotecas vem se consolidando nas
instituicbes, permitindo a sobrevivéncia das cepas bacterianas, garantindo suas

caracteristicas morfofisiologicas e genéticas (Amorim; Carolina; Costa, 2020).

No laboratério de microbiologia da UFRPE as cole¢des de cepas bacterianas ficavam
refrigeradas nas bacteriotecas (Figura 13), desta forma, antes de serem utilizadas pelos
pesquisadores e estudantes deveriam passar por um processo de reativacdo. Sendo assim,
as culturas bacterianas eram reativadas por incubagdo overnight em caldo enriquecido
Mueller-Hinton em estufa a 37°C. Em seguida, suspensas em caldo e centrifugadas a
4.000 rpm por 10 minutos na temperatura ambiente e o precipitado suspenso em 5 ml de
Tampéo Fosfato-Salino (PBS), previamente aquecido em banho-maria na temperatura de
37 °C (Figura 14).

Figura 13: Cepas armazenadas e congeladas nas geladeiras (bacterioteca).



Figura 14, imagem A e B: Reativagéo de cepas utilizando caldo nutritivo (Mueller
Hinton).

De modo geral, assim que reativadas, uma pequena porcdo, cerca de 20 pL de
suspensdo bacteriana era coletada e semeada em placas de Petri com agar Mueller-Hinton

e posteriormente colocadas em estufa a 37°C por 24 horas, para analise do crescimento
bacteriano (Figura 15).

Figura 15: Placas de petri contendo caldo esperando secar para posteriormente

serem semeadas.

A utilizacdo das bactérias no laboratorio tinha diversos fins experimentais, alguns
deles era a infeccdo de Camundongas para avaliacdo de determinados compostos com
acdo antimicrobiana e anti-inflamatoria, sendo assim, apds serem eutanasiadas era

retirado uma aliquota de liquido peritoneal para observacdo microscopica para analise dos



macrofagos, linfocitos e neutrofilos, também era feito estudos de compostos naturais,
proteinas vegetais, 0leos essenciais e sua agdo inibitoria e bactericida, logo havia a
necessidade de realizar a incubacao de bactérias em estufa para verificar a eficacia destes

compostos.

3.4 Esfregaco e coloragao de laminas

A técnica de esfregaco consistia do recolhimento de alguma amostra tecidual ou
celular, como por exemplo, de macr6fagos coletadas da cavidade intra-peritoneal de
camundongas, por meio da adicdo de apenas uma gota da amostra em uma lamina de
vidro e com outra lamina idéntica, espalhar uma fina camada de tecido ou célula pela sua
superficie. Feito esta técnica as laminas eram imergidas 5 vezes em solugdes de panotico

rapido para sua coloracdo (Figura 16).

Figura 16, imagem A e B: Método de coloragdo de laminas utilizando solucgdes de

panotico rapido.

3.5 Método de conservacgdo de laminas

Para conservacao das laminas e posterior visualizagcdo microscopica, as mesmas eram
mergulhadas em uma solucdo denominada xilol, depois adicionado uma gota de Balsamo
do Canadé para fixar uma nova laminula em cima e esperados 24 horas para secar (Figura
17).



Figura 17: Realizacdo de técnica para preservacao de laminas.

3.6 Manejo sanitario
No final, todo lixo laboratorial era recolhido por uma empresa especializada
contratada pela UFRPE para a realizacdo do descarte adequado.

4. CONSIDERACOES FINAIS

Foi possivel, através do estagio supervisionado obrigatorio, aplicar 0os conhecimentos
obtidos durante os anos de graduacédo, entender de forma pratica e didatica, através dos
varios procedimentos realizados, como funciona a rotina laboratorial, reconhecendo que
0 estudo da microbiologia também é competéncia do profissional da zootecnia, por sua

importancia na industria, agricultura e meio ambiente.
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