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1.Introducéo
O estagio obrigatorio € uma disciplina da grade curricular do curso de

medicina veterinaria, o qual visa a pratica do conhecimento adquirido ao longo da
graduacdo. Ademais, a partir da selecdo do académico, espera-se 0
aprimoramento técnico na area escolhida, possibilitando também o
desenvolvimento pessoal para assim complementar o processo de ensino e
aprendizagem.

A escolha dos locais de estagio baseou-se na qualidade técnica dos
setores e areas de identificacdo do académico. O primeiro local foi o laboratério
VetAnalisa, no qual o estudante estagiou durante o periodo de 14 de junho de
2024 a 22 de julho de 2024, no setor de medicina veterinaria preventiva,
totalizando 190 horas e supervisionado pela Médica Veterinaria Polliana Alves
Franco. O segundo estégio foi realizado no Hospital Veterinario da Universidade
Federal do Parana (UFPR) no periodo de 01 de agosto de 2024 a 31 de agosto
de 2024, no departamento de clinica médica de pequenos animais, totalizando
176 horas e supervisionado pelo médico veterinario e professor Fabiano Montiani
Ferreira. O ultimo estégio foi feito no laboratério Labmol Vet no periodo de 03 de
setembro de 2024 a 11 de outubro de 2024, no setor de biologia molecular e
imunologia, totalizando 168 horas e supervisionado pelo Médico Veterinario
Rodrigo Leite Soares. Diante do exposto, no total, o académico realizou 528 horas
totais de estagio.

Neste trabalho, inicialmente, é relatado a estrutura fisica dos locais de
estagio e as atividades desenvolvidas. Por fim, apresenta-se o projeto de pesquisa
desenvolvido durante a graduacao que leva o seguinte titulo: Estudo retrospectivo
sobre evidéncia soroldgica e molecular de infeccao por Leishmania sp. em felinos
domésticos atendidos no Hospital Veterinario da Universidade Federal do Mato
Grosso do Sul (UFMS), Campo Grande.



Atividades desenvolvidas
1 VetAnalisa
1.1 Estrutura geral e localizagao
A VetAnalisa (VETANALISA LABORATORIO VETERINARIO LTDA), esta

localizada na Rua da Liberdade, n ° 434, Bairro Vila Gléria, Campo Grande, Mato

2.
2.
2.

Grosso do Sul. O setor onde foi desenvolvido o estagio curricular foi o de Medicina
Veterinaria Preventiva no periodo de 14 de junho de 2024 a 22 de julho de 2024,
integral de segunda-feira a sdbado (36 horas semanais), totalizando 190 horas e
supervisionado pela Médica Veterinaria Polliana Alves Franco.

O estagiario auxiliou no recebimento, separacdo e identificacdo de
amostras. Ademais, o estagiario também foi responséavel pela organizacdo dos
laboratérios, manuseio e separacdo de equipamentos. Por fim, com a supervisédo
da médica veterinaria Mariana Green de Freitas e da auxiliar de laboratorio
Patrycia Barboza, o académico ajudou na realizacdo dos exames feitos no setor
de medicina veterinaria preventiva.

A estrutura é composta por uma area de recepcdo das amostras, um
refeitério, uma sala administrativa, dois banheiros, um laboratério de patologia
clinica e pelo setor de medicina veterinaria preventiva, no qual esta presente o
laboratério de microbiologia, o laboratério de sorologia e o laboratério de
parasitologia.

A recepcdo recebe as amostras derivadas principalmente de clinicas
veterinarias parceiras do laboratorio na cidade, registra os pedidos no sistema da
empresa e encaminha para o setor responsavel (patologia clinica ou medicina
veterindria preventiva) de acordo com o exame pedido na requisi¢cao feita por um
médico veterinario.

No setor de medicina veterinaria preventiva, as amostras sdo separadas
pelas recepcionistas, estagiario ou pelos profissionais do setor. As amostras de
fezes ou urina sdo armazenadas em refrigeracdo, enquanto as demais (swabs de
ouvido, de pele ou de lesdes em meio Stuart, raspados de pele e outras) e as

requisicdes ficam separadas em recipientes préprios em temperatura ambiente.

2. 1.2 Laboratério de microbiologia
No laboratdrio de microbiologia é realizado os exames de cultura bacteriana

aerdbica manual, urocultura, coprocultura, hemocultura, cultura bacteriana
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anaerébica manual, antibiograma, cultura fngica manual, cultura de dermatofitos
e os de microbiologia automatizada através da utilizagdo da maquina BD Phoenix
M50.

O espaco € composto por duas geladeiras, uma na qual se é armazenado
kits de sorologia, antibidticos e reagentes, e outra que se pde 0s meios de cultura
nao semeados e o0s kits/meios para identificacdo bacteriana no exame de cultura
manual. Ademais, o laboratério também possui duas estufas (uma para cultura
bacteriana e outra para cultura fingica), dois microscépicos, um computador, uma
impressora, um agitador vértex, uma capela, kits para coloracdo panético, kits
para coloracdo de Gram, um quadro, vidrarias, reagentes para producéo de meios
de cultura, alcas descartaveis, pingas, macarico, bico de Bunsen portatil, placas,
laminas, laminulas, suportes, pipetas, ponteiras, equipamento e reagentes de
microbiologia automatizada, além de outros materiais, recipientes e reagentes
(Figuras 01 e 02).

Figuras 01 e 02: Estrutura do laboratério de microbiologia da VetAnalisa do setor de medicina
veterindria preventiva em ambas figuras (“A” e “B”).

As amostras que chegam ao laboratorio sdo semeadas em meios conforme
o tipo do material recebido (urina, swabs de pele, swabs otoldgicos, pelos, fezes
e cultura fangica). Quanto as amostras de swabs de pele e ouvido, semeia-se elas
em meio 4gar sangue/MacConkey em movimentos de zig zag até metade da placa
(tipo de semeadura de estria sinuosa em agar inclinado) finalizando com uma
estrias mais curtas e espacosas que separassem melhor as bactérias. Sobre as
de urina, elas sdo semeadas em meio Cled/MacConkey, primeiro realizando uma
estria reta no meio da placa e depois espalhando o material do inicio ao fim em

zig zag. Ademais, para as culturas fungicas, utliza-se o meio seletivo de
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Sabouraud e caso tenha-se a suspeita de Cryptococcus sp. a amostra também é
semeada em Agar Niger. Além disso, o laborat6rio possui 0 meio DermatoBac
para cultura de dermatofitos (no caso de amostra de pelos). Por fim, quanto as
fezes, essas sdo postas em caldo GN (enriqguecedor para bactérias gram
negativas, especialmente Shigella e Salmonella) e apds 24 horas, com o material
desse caldo, semeia-se 0 meio SS e também &gar sangue/MacConkey. O aspecto

dos meios e a utilizagdo/funcéo de cada um é descrita no Quadro 01.

Quadro 01: Aspecto dos meios de cultura e suas funcdes gerais

Meio Funcéo e utilizacéo

Agar Sangue Meio nao seletivo que
confere 6tima condicao para

0 crescimento da maioria

dos microrganismos,
especialmente das bactérias
gram-positivas, e permite
diferenciar bactérias
produtoras da  enzima
hemolisina (enzima
destruidora de eritrécitos)
por meio dos padrbes de
hemdlise vistos no meio
apos o] crescimento
bacteriano (hemdlise alfa,
beta ou gama, como pode

ser visto na Figura 03).

Agar MacConkey Inibe o crescimento de
bactérias gram positivas
devido a presenca de cristal

violeta e sais de bile,

permitindo apenas o]
crescimento de bacilos gram
negativos. Ademais, verifica

a fermentacdo (meio e
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colénias roseadas/roxas) ou
ndao da lactose (meio
amarelado com colbnias

transparentes/ brancas).

Agar Cled

Meio ndo seletivo e
diferencial. Usado para
isolamento e quantificacao
de microrganismos
presentes em urina. Permite
também diferenciar
bactérias lactose positivas
(colénias com coloracdo
amarela) das Dbactérias
lactose negativas (colbnias

com coloracao azul)

Sabouraud

Meio com nutrientes que
favorecem o crescimento de
diversos fungos (leveduras e

bolores).

Agar SS

Meio seletivo e diferencial.
Possui compostos que
inibbem o crescimento de
bactérias gram positivas.
Também ¢é capaz de
diferenciar bactérias lactose
positivas das negativas. Por
fim, o meio possui as
substancias tissulfato de
sbédio e citrato férrico, que
permitem a deteccdo de H?S
produzido por bactérias
como Salmonella, sendo

iSso evidenciado por
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formacgé&o de col6nias de cor
negra no centro da colbnia,
enquanto na Shigella
observa-se a formacédo de
colénias incolores. Meio
muito empregado na
realizagao de coprocultura.

Agar Niger

Meio seletivo e diferencial
utilizado para isolamento de
Cryptococcus neoformans.
As colbnias ficam com um
aspecto “achocolatado” e
“‘amarronzado” caso seja

esse fungo.

Agar cromogénico

Possui o] substrato
cromogénico especial, que
possibilita a formacéo de
cores diferenciadas através
de clivagem de enzimas
especificas produzidas por
diversos géneros de
microrganismos. Essa
reacdo diferencia bactérias
as bactérias com base na

coloracéo das colonias.

Agar manitol

Meio seletivo e diferencial
usado principalmente para
identificar a presenca de

Staphylococcus aureus.




Agar Mueller-Hinton Meio padronizado para a

realizacdo do exame de

al
5

antibiograma , Agar Mueller-Hintor%
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Figura 03: Padrao beta-hemodlise no repique da esquerda e focos de alfa-hemdlise

gerados pela col6nia do repique da direita.

ApOs essa etapa, a placa € posta na estufa para crescimento bacteriano ou
na estufa para crescimento fungico conforme o tipo de exame solicitado. Para
cada amostra anota-se o numero de identificacdo, nome do animal, tipo de exame
e meio utilizado em uma folha separada, a qual € guardada em pastas especificas,
como por exemplo a de “exames de cultura bacteriana em andamento”, para
posterior preenchimento e registro dos resultados do exame.

Para que ocorra o crescimento bacteriano espera-se pelo menos 24 horas
e no maximo 48 horas, enquanto os exames de culturas fungicas possuem um
prazo maximo de 14 dias para a avaliacdo dos meios. Caso ndo se tenha
observado crescimento, apos o periodo maximo de espera, a placa é descartada
e o resultado é anotado e lancado no sistema. No entanto, caso observe-se a
presenca de col6nias ndo contaminantes e tratando-se de culturas bacterianas é
feito a descricdo da coldnia (cor, tamanho, brilho, presenca ou ndo de hemolise e
tipo de hemdlise no agar sangue, presenca de mais um tipo de colbnia, presenca

de véu, mudanca de cor do meio, presenca de precipitado de bile e outras
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caracteristicas).

A forma de apresentacgdo da col6nia ja € um demonstrativo de qual bactéria
pode estar presente no meio, visto que alguns grupos possuem caracteristicas
especificas de crescimento, como é o0 caso da colbénia de Pseudomonas
aeruginosa que possui a presenca de pigmento com coloracédo esverdeada e tém
odor doce. Outro exemplo claro € o da colénia de Proteus sp. que possui um odor
putrifero e presenga de “véu”. Ademais, uma colbnia roseada e com aspecto
mucoide costuma ser indicativo da presenca de Klebisiella sp., enquanto a colonia
de Escherichia coli tende a ser roxa e mais seca. As Figuras (04, 05 e 06) abaixo

demonstram a apresentacdo de diferentes coldnias de bactérias.

ok “ T PR

Figuras 04 e 05: Col6nia de Pseudomonas sp. em Agar Sangue/ MacConkey (“A”) e em
Mueller-Hinton (“B”).

Figura 06: Colénias de Klebsiella sp. e Escherichia coli em meio cromogénico.

Apbs ser realizado a descricdo, segue-se com o teste de catalase, o de
oxidase e a coloragdo de gram dessas colénias em laminas, visando realizar uma
identificac&o inicial daquela bactéria. E anotado, entéo, o resultado desses testes
na folha daquela amostra e caso o exame solicitado seja o de cultura manual a
identificacdo segue de forma manual. O plano de acéao visto no fluxograma 01 é
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realizado quando identificado cocos gram positivos pela coloracdo de gram. A

identificacdo de S. aureus pode ser vista nas figuras 07 e 08. Nas figuras 09, 10 e

11 observa-se 0s meios para diferenciacdo entre Streptococcus sp. e

Cocos gram
(+)

Enterococcus sp.

I Catalase (+) Catalase (-)
| Oxidade (-] | | Weio MTS
Meio nao Meio nao Meio com
| [{ CO[L%‘E@O [{ mudsa de muda de ] [{mudanga de
cor cor cor

Teste de
Bacitracina

[[Remstente [[ Sensivel [[ Fositiva ]U Negativa Enterococcus USfrepfococcus USfrepfococcus] Enferococcus
coagulase Mlcrococcu hanitol coagulase
(+ou - negativo

[[ Positivo ][[ Negativo ]
| |
Al Al
=
S. aureus Coagulase
positivo

Fluxograma 01: Plano de acéo para identificacdo de cocos gram (+).

Figuras 07 e 08: Teste de coagulase positivo (“A”) e colbnias com crescimento amarelado em

manitol (“B”) indicando a presenca de S. aureus.
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Figura 11: MTS com alteragdo de cor e bile esculina com coloragéo preta indicando a presenca de

Enteroccus sp.

Quando é verificada a presenca de bacilos gram negativos e o0 método de
exame é manual semeia-se a coldénia no meio rugai (Figuras 13 e 14), o qual
contém uma série de provas bioquimicas para identificacdo de bactérias gram
negativas. A interpretagdo do resultado € realizada conforme ilustrado pela Figura
12.



Figuras 13 e 14: Prova em meio rugai (“A”) com indol —, lisina -, sacarose +, glicose +,

motilidade +, gés + identificando as bactérias do género Enterobacter sp; Em “B” é possivel ver a
reacao de indol + apds adicdo do reagente de Kovac.

Os cocos gram negativos também sao identificados através do rugai e a
classificacdo dos bacilos gram positivos € feita conforme a morfologia vista na
coloracéo de gram. Esses dois ultimos tipos de morfologias bacterianas ndo foram
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vistos durante o periodo de estagio e costumam serem infrequentes.

Apbs a identificacdo da bactéria € realizado antibiograma especifico para o
género identificado. A col6nia é semeada em agar Mueller-Hinton com uma alca
descartavel e apos isso € feito a adicdo dos discos de antibioticos ao redor da
placa, prezando por uma certa distancia entre cada um para que possa ser feita a
leitura correta dos halos no dia seguinte. A adicdo dos discos é feita com uma
pinga que deve ser esterilizada por meio do uso de um magarico ou com o bico
de Bunsen portatil.

Em alguns grupos de bactérias, durante a realizacdo do antibiograma,
testa-se determinados fatores de resisténcia, como o teste “D” para o género de
bactérias Staphylococcus, no qual verifica a resisténcia induzivel a clindamicina
em caso de positividade. Outro exemplo de teste de resisténcia é o da beta-
lactamase de Espectro Estendido (ESBL), o qual testa a resisténcia das
enterobactérias aos beta-lactamicos de amplo espectro, que no laboratério é
realizado pelo método de disco-difuséo, sendo utilizadas cefalosporinas de 12 e
32 geracdes e um inibidor de beta-lactamase, amoxicilina + acido clavulanico,
cefepime, ceftazidima, cefotaxima e ceftriaxona. A amoxicilina é colocada
centralmente no meio agar Mueller Hinton e os outros discos sdo posicionados a
uma distancia curta. O teste é positivo quando ocorre a formacgdo de um halo ao
redor do disco de amoxicilina + &cido clavulanico.

As selecdes dos antibidticos testados dependem do local que foi coletado
amostra, pois alguns deles sdo apenas de uso topico e outros apenas para uso
sistémico. O grupo de antibiéticos e a leitura dos halos segue o preconizado pelo
CLSI (2020) e pelo BRCAST (2021). A placa de Mueller-Hinton é semeada e o0s
resultados séo lidos no dia seguinte a esse processo com uma régua propria para
leitura de antibiograma (Figura 15). Na Figura 16 abaixo é demonstrado os discos
de antibidticos de uso sistémico que devem ser testados quando se identifica
bactérias do género Staphylococcus e como deve ser feito a leitura dos halos do
antibiograma, classificando entdo a bactéria como resistente, de resisténcia

intermediaria ou sensivel para aquele antibiético.
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Figura 15: Leitura de antibiograma.

1D PACIENTE:

Staphylococcus sp.

Antibidticos sistémicos ISOLADO:

ANTIBIOTICO DISCO RESISTENTE INTERMEDIARI | SENSIVEL CONSIDERACOES HALO RESULTADO

(<) mm o (2) mm

Amaxicilina + Clav. - - - - *Reportar resultado de oxacilina /
Cefoxitina CLSI 2023

Ampicilina - - - - *Reportar resultado de oxacilina /
cefoxitina CLSI 2023

Benzilpenicilina u 28 28 CLSI 2024

Cefovecina - - - - *Reportar resultado de oxaciling /
cefoxitina CLSI 2023

Cefoxitina FOX 30 S.aureus 21 - 22 Staphylococcus aureus e 5. sp.

5.c lase - 24 25 coagulase negativo. CLSI 2023

Ciprofloxacino o] 31 15 16-20 n LSTVET2023

Clindamicina 2 14 15-20 21 CLSIVET 2023

Doxiciclina TET 30 17 16-22 23 Usar disco de tetraciclina.CLSIVET 2023
Reporta suscetibilidade a Mino e Tetra

Enrofloxacino 5 16 17-22 23 [CLSIVET 2023

Eritromicina 15 13 14-23 23 [CLSIVET 2023

Marbofioxacino 5 14 15-19 20 ‘LSIVET 2023

Orbifloxacing 10 17 18-22 23 CLSIVET 2023

Oxacilina 1 17 - 18 Staphylococcus sp. coagulase positiva,
exceto S. aureus CLSI 2023

Polimixina B Qualgquer tamanha De halo.

Sulfa + Trimetoprim 10 11-15 16 [CLSIVET 2023

23,75-1,25
Nitrofurantoina 300 14 15-16 17 CLSIVET 2023 Somente em urina

Figura 16: Tabela para leitura de antibiograma de Staphylococcus sp.

Quanto a microbiologia automatizada, apdés o crescimento bacteriano ou
fungico e a realizacdo dos testes iniciais (catalase, oxidase e coloragéo de gram),
separa-se 0s meios liquidos proprios do equipamento, sendo um para
identificacdo e um para o antibiograma, e a placa, cujo tipo selecionado varia
conforme o gram (+ ou -) encontrado, a qual contém de um lado uma coluna para
0s reagentes para os testes de identificacdo e do outro uma com os antibiéticos
para realizacdo do antibiograma automatizado. A partir disso, em uma capela, é
feito o repique da coldénia nos meios liquidos, sendo a quantidade de bactérias

medida em um calibrador espectrofotébmetro para que néo ultrapasse o valor
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maximo ou o minimo permitido pela maquina, e esses sao adicionados na placa

em suas respectivas colunas (Figuras 17 e 18).

Antibiograma

\ Provas
" bioquimicas de

Figuras 17 e 18: Preparacao em capela em “A” e placa de microbiologia automatizada

em “B”.

A placa, entdo, é levada e acoplada no equipamento de microbiologia
automatizada BD Phoenix M50 (Figura 19), o qual realiza a identificacdo do
microrganismo por meio de testes bioquimicos e também o antibiograma se for
bactéria. O resultado € emitido, impresso e lancado em cerca de 24 horas apos

todo o processo.

Figura 19: BD Phoenix M50.

2. 1.3 Laboratério de Sorologia
No laboratério de sorologia realiza-se 0s exames sorologicos para

Leishmania sp. (ELISA 1gG e reacdo de imunofluorescéncia indireta — RIFI) e para
Babesia sp. (IgG e IgM).
O espaco é composto por um microscopico fluorescente, um equipamento



20
espectrofotometro para ELISA, equipamento para lavagem, pipetas, ponteiras e

suportes (Figura 20).

I | \ “
Figura 20: Estrutura do Laboratério de sorologia do setor de medicina veterinaria preventiva da
VetAnalisa

Para a realizacao de teste ELISA e de RIFI para Leishmania utiliza-se os
kits comerciais da Biogene. No ELISA, inicialmente, em um eppendorf, diluia-se 1
pl de cada amostra em 100 pl de solucdo de diluicdo. Apos isso, também era
realizado o preparo das solucdes controle, sendo diluido para cada controle 10 pl
em 90 ul de solucao de diluicdo. Posteriormente, a placa de ELISA é separada e
no primeiro poc¢o € adicionado 100 pl de PBST, o branco para o leitor de ELISA,
enguanto nos proximos trés coloca-se o0s controles seguido por 100 ul de cada
amostra diluida nos poc¢os posteriores. Em seguida, leva-se essa placa para ser
incubada na estufa por 30 minutos em temperatura ambiente e, apos isso, a placa
€ lavada 3 vezes com PBST para que depois possa ser adicionado 100ul por pocgo
da solucdo do conjugado (preparado com 1pl do conjugado em 10ml de PBST).
Na proxima etapa, a placa € levada para mais 30 minutos de incubacao e, em
seguida, lavada novamente 3 vezes dessa vez com PBS. Seguidamente,
adiciona-se 100 pl da solucdo de revelacédo, preparada conforme a quantidade de
colunas de pocgos utilizados, em cada poco, e, ao final, leva-se a placa para
incubacédo por 20 minutos em temperatura ambiente. Por fim, coloca-se duas
gotas de solucéo de parada em cada poco (Figura 21) e a placa é posta no leitor
de ELISA, o qual emitira os valores de densidade optica (D.O) de cada amostra.
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Figura 21: Placa de ELISA apo6s solucdo de parada.

Para que o teste de ELISA seja validado, os controles ndo reagentes
precisam ter uma densidade optica abaixo de 0,100 e o reagente deve ser acima
de 0,300 (Figura 22). O ponto de corte, nesse teste, € encontrado obtendo-se a
média aritmética de densidade Optica dos controles negativos e somando o valor
R (0,170) a esse dado. Por fim, subtrai-se 0,03 do ponto de corte para a
determinacao da faixa de indeterminados. As amostras que possuirem densidade
Optica acima do ponto de corte sdo classificadas como reagentes e as abaixo da

zona de indeterminados lidas como nao reagentes.

Figura 22: resultado de um ELISA, estando leitura do controle negativo (Al <0,100) e do

controle positivo (B1 >0,300) dentro do esperado, validando o teste.
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Quanto ao RIFI, primeiramente, realizava-se a diluicdo de 1:40 de cada
amostra, adicionando 1ul de amostra em 39 ul de solucéo de diluicdo. Apds isso,
homogeneizava-se as amostras e 10 ul da solugcédo era posto nos pocos das
laminas comerciais, impregnadas com o antigeno, do kit Biogene, exceto no poco
6 e no 7, nos quais eram adicionados o controle negativo e o positivo
respectivamente. Em seguida, incubava-se as laminas por 30 minutos em camara
Uumida na estufa e, ap0s isso, realizava-se uma etapa de lavagem das laminas por
imersdo com solucdo PBS durante 5 minutos. Posteriormente, adicionava-se 10
ul do conjugado diluido (preparado com 1ul da solucdo de conjugado e 500 ul de
PBS) em cada po¢o, incubava-se novamente e o processo era finalizado com uma
nova lavagem. Ao final, as laminas eram levadas em microscopico de
fluorescéncia e lidas de acordo com o brilho emitido resultante da reacéo
antigeno-anticorpo expresso pela fluorescéncia ou ndo do antigeno impregnado

nos pocos da lamina (Figura 23).

Figura 23: Laminas de RIFI.

A presenca de brilho indicava uma reagéo reagente e sua falta um resultado
nao reagente. As amostras com resultado positivo em 1:40 (Figura 24) passavam
por uma diluicdo seriada e o teste era repetido até que fosse encontrado o seu
titulo, caso o requisitante tenha pedido RIFI com diluicdo total.
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Figura 24: Resultado positivo em RIFI para Leishmania sp. na diluigdo de 1:40.

Para a realizacdo do teste ELISA IgG e do teste de IgM de Babesia sp.
utiliza-se no laboratério os kits comerciais da BioClin VetLisa. O procedimento
para a realizacdo do teste seguia o disposto na Figura 25.
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Figura 25: Procedimentos para a realizacdo do teste ELISA comercial (BioClin) de Babesia

sp. da VetLisa (2024).

O teste IgM era validado se a densidade Optica do branco fosse abaixo de
0,100, a do controle negativo entre 0,100 e 0,300 e a do controle positivo acima

de 1,000. O ponto de corte era encontrado fazendo a somatoria da absorbancia
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meédia dos controles negativos mais o valor fixo de 0,450.

O kit de 1gG diferenciava-se quanto a validacao pelo branco cuja densidade
deveria ser abaixo de 0,050 e a do controle positivo acima de 0,800. O ponto de
corte era encontrado a partir da adicdo de 0,300 na absorbancia média dos
controles negativos. A interpretacdo de ambos os testes ocorriam da mesma
forma para ambos os testes. As amostras acima de 1,1 eram consideradas
positivas e as que possuiam um valor de D.O abaixo de 0,9 tidas como negativas,

sendo os valores entre elas considerado como um resultado intermediario.

2. 1.4 Laboratério de parasitologia
No laboratério de parasitologia realiza-se os exames de citologia de pele,

citologia 6tologica, raspado de pele, tricograma, OPG de grandes animais, técnica
de Baerman e o parasitoldgico de fezes completo de pequenos animais (método
direto, sedimentacao, técnica de Willis e técnica de Faust).

O espaco é composto por um computador, uma estufa, uma centrifuga, um
banho-maria, um aquecedor de vidrarias, impressora de fichas, dois
microscopicos, uma geladeira para armazenamento de amostras antigas e
reagentes, vidrarias, suportes, reagentes e outros materiais/equipamentos (Figura
26).

Figura 26: Estrutura do laborat6rio de parasitologia do setor de medicina veterinaria

preventiva da VetAnalisa.

Os testes de citologia de pele e a citologia otolégica sao realizados a partir

da coloracéo das laminas com pandético (Figura 27) e caso solicitado também era
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realizado a coloracdo de gram (Figura 28). Nesse exame avaliava-se todos 0s
parametros vistos na Figura 29 e, ao final, classificava-se o exame como sem
alteracdes ou com alguma dermatopatia/otite e qual era sua origem (fungica,
bacteriana, parasitaria ou outra causa). Nas Figuras 30 e 31 pode ser visto 0

exemplo de uma dermatopatia e de uma otite.
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Figura 29: Ficha para avaliacdo de |aminas de bacterioscopia.



Figuras 30 e 31: Aglomerado de bacilos gram negativos indicando dermatopatia bacteriana em “A”

e presenca acentuada de Malassezia sp. indicando dermatopatia fungica (“B”).

O raspado de pele é realizado a partir da adicdo de KOH nas laminas das
amostras. Apds isso, coloca-se uma laminula em cima da amostra e ela é levada
para andlise no microscépico. Nesse exame avalia-se a presenca de
ectoparasitas na amostra, presenca de células inflamatérias, presenca de
estruturas fungicas (como hifas, artroconideos endotrix, artroconideos ectotrix e
outros) indicadoras de dermatofitos e defeitos evidentes na estrutura do pelo. O
exame de tricograma também é realizado da mesma forma, porém aqui, além do
avaliado no primeiro exame, também se verifica a estrutura do pelo de forma mais
detalhada (avaliacdo do bulbo, haste, ramificacdes, pigmentacdo, fase de
crescimento e outros fatores).

As técnicas de OPG e a de Baerman sdo menos frequentemente realizadas
no laboratério, por conta do laboratério receber mais amostras de pequenos
animais e esses serem exames mais realizados em amostras de fezes de grandes
animais.

A técnica de OPG busca identificar de forma quantitativa a presenca de
ovos nas fezes de grandes animais. Nessa técnica, uma pequena quantidade de
fezes (2g) é colocada junta, em um recipiente, com 28mL de solugdo saturada de
sal e homogeneizada. Em seguida, o contetdo passa por uma filtracdo e com uma
pipeta pega-se um pouco desse filtrado colocando-o em uma camara MacMaster
(Figura 32), a qual é levada ao microscopio para avaliacdo e contagem dos ovos
dos nematoides estrongilideos, enquanto a presenca de helmintos de outro
género é marcada separadamente. O numero contado € multiplicado por um fator

padréo, resultando-se assim no valor de OPG daquela amostra.
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Figura 32: CaAmara de MacMaster.

O exame de Baermann (Figura 33) tem por funcdo atrair as larvas de
nematoides (em particular as larvas de Strongyloides stercoralis ou
Ancilostomideos) pela agua aquecida (termohidrotropismo positivo das larvas).
Para realizar esse procedimento, primeiramente, aguecia-se agua até cerca de
40-45°C e, enquanto isso, com cerca de 4 gazes se fazia uma rede com auxilio
de alcas cortadas e fita. A Agua quente era colocada dentro de um funil sem fundo
e a amostra de fezes ficava dentro da rede. Em seguida, colocava-se a rede dentro
do funil e ela ficava em repouso ali por cerca de algumas horas. O calor e a
umidade estimulam a motilidade das larvas levando elas a se deslocar para a
superficie da massa fecal. No entanto, como séo incapazes de nadar contra a
gravidade, tendem a sedimentar e a concentrar-se no fundo do funil. Dessa forma,
ao final, o material sedimentado € coletado com uma pipeta, centrifugado e posto

em uma lamina para ser observado no microscopio.

Figura 33: Técnica de Baerman
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No exame parasitologico completo de pequenos animais é realizado quatro
técnicas (método direto, sedimentacgéo, técnica de Willis e técnica de Faust) para
a investigacdo completa de helmintos (ovos ou larvas) e protozodrios (cistos ou
occistos) nas fezes desses animais. O método direto € indicado principalmente
para a pesquisa de trofozoitos e larvas de helmintos, pois permite observar a
motilidade delas, porém é importante que sejam fezes frescas para que o exame
figue mais sensivel. A técnica de sedimentacdo € muito empregada para a
pesquisa de ovos pesados e ovos operculados, como o de Platynosomum sp. O
exame de Willis € um procedimento de flutuacdo espontanea especifico para a
pesquisa de ovos com densidade baixa, como os de ancilostomideos. Por fim, a
técnica de Faust € uma metodologia de flutuacao de cistos de protozoarios e ovos
leves de helmintos.

O método direto é realizado adicionando um pouco da amostra de fezes
em um recipiente junto com agua. Posteriormente, a solucdo é homogeneizada
com um palito de madeira e com esse mesmo material se retira um pouco dessa
solucéo e coloca-se ela no centro de uma lamina. Por fim, por cima disso, é
colocado uma laminula para a leitura em microscopico. Logo apdés, a técnica de
sedimentacao € efetuada e no mesmo recipiente adiciona-se um pouco mais de
agua. Seguidamente, essa solucdo é filtrada e transferida para outro recipiente,
sendo o filtrado resultante posto em dois tubos de ensaio que sédo imediatamente
levados até centrifugacdo por cerca de um minuto. Depois desse processo,
descarta-se dos dois tubos quase que a totalidade do sobrenadante deixando
apenas um pouco para que ele seja usado com o0 uso de uma pipeta na
homogeneizac¢do do sedimento resultante da centrifugacdo. Em seguida, pinga-
se uma gota desse sedimento homogeneizado em uma lamina com o auxilio de
uma pipeta e a técnica é finalizada colocando uma laminula em cima disso para
observagcdo em microscopico. A Figura 34 mostra larvas de um helminto raro na

espécie canina encontrado através do método direto e o de sedimentacéo.
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Figuras 34: Caso raro de larva de Strongyloides stercoralis encontrado nas fezes de um

cédo pelo método direto e o de sedimentacéo.

A solucdo restante nos dois tubos é reaproveitada para a execucdo dos
dois ultimos testes: o teste de Willis e a técnica de Faust. Para a realizacdo do
primeiro, um dos tubos é preenchido até a borda com solucéo saturada de sal de
forma até quase transbordar, e, depois, coloca-se uma laminula em cima da
solucéo, deixando ela I& por alguns minutos. No final, a laminula é retirada do tubo
e posta em uma lamina para ser lida. Quando ao segundo teste, utiliza-se o tubo
restante e nele é adicionado sulfato de zinco até completar o volume de 12mL.
Em seguida, esse tubo é levado para centrifugacdo e apds isso ele é tirado
cuidadosamente da centrifuga e levado até uma estante. Por fim, com uma alca
procura-se pegar aos poucos gotas da pelicula que é formada na superficie da
solucéo apds a centrifugacéo, local que deve se concentrar 0s ovos e/ou cistos,
colocando isso em uma lamina para analise microscopica (Figuras 35, 36, 37, 38
e 39).



Figuras 37 e 38: ovos de Ancylostoma sp. em “A” e occistos de Cystoisospora sp. em “B”. Ambos

encontrados em fezes de caes pelas técnicas de Faust e de Willis.

Figura 39: cistos degenerados de Giardia sp. encontrados nas fezes de um céo pelo

método de Faust
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2.2 Hospital Veterinario da Universidade Federal do Parana

2.2.1 Estrutura, localizacéo e funcionamento
O Hospital Veterinario da Universidade Federal do Parana (UFPR) esta

localizado na Rua dos Funcionérios, n° 1540, bairro Cabral, Curitiba, Parana. A
area em que foi desenvolvido o estagio curricular foi a de Clinica Médica de
Pequenos Animais no periodo de 01 de agosto de 2024 a 31 de agosto de 2024,
integral de segunda-feira a sexta-feira (40 horas semanais), totalizando 176 horas
e supervisionado pelo médico veterinario e professor Fabiano Montiani Ferreira.

Na Figura 40 abaixo pode ser visto a entrada do hospital.

Figura 40: Entrada do Hospital Veterinario da UFPR.

A parte de pequenos animais do Hospital Veterinario da UFPR é dividida
em setores, atendendo pacientes nas mais variadas areas (clinica médica, clinica
cirdrgica, oftalmologia, oncologia e odontologia). Ademais, o hospital também
conta com um setor de silvestres e um de grandes animais, que possui diferentes
especialidades, além da parte de diagndstico por imagem, de laboratérios clinicos
e da farmacia.

No que tange a organizacdo da parte de pequenos animais, o hospital
poSsui uma recepgao, com espacgo para recebimento dos casos e pesagem dos
pacientes, sete salas ambulatoriais (sendo duas para clinica médica, uma para o
pronto atendimento, uma para a clinica cirtrgica, uma para odontologia, uma para
oftalmologia e uma para a oncologia), um internamento cirirgico, uma sala de
internamento geral para caes, uma sala para internamento geral de gatos, uma
sala de coleta, uma sala de isolamento para doencas infectocontagiosas e uma

UTI. Além disso, quanto aos demais espacos, o local também apresenta um



32
refeitério, uma sala de residentes, duas salas de reunido, um almoxarifado, uma
sala de nutricdo, quatro banheiros e outros pontos. As Figuras 41, 42, 43, 44 e 45
mostram um pouco do interior do HV.

5 oI M R
Figuras 43 e 44: Entrada de funcionarios em “A” e refeitério do HV em “B”.
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Figura 45; Sala de coleta de exames complementares.

O setor de Clinica Médica é composto por quatro professores supervisores
e seis médicos veterinarios residentes. Os residentes ficam responsaveis pelo
pronto atendimento (PA), pelas consultas agendadas do setor e pelo internamento
geral, sendo essas funcdes divididas entre eles de modo a sempre ficar dois em
cada local diariamente. A estrutura geral de cada um desses espacos pode ser
visto pelas Figuras 46, 47, 48 e 49.

Figura 46: Consultorio de clinica médica para consultas agendadas.



Figura 47: Consultério do pronto atendimento (PA).

Figura 49: Sala de internagdo geral de gatos (gatil)

34
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Os tutores sao orientados e encaminhados pela recepcéao do hospital para

o setor de clinica médica. Em caso de urgéncia/emergéncia ou se o tutor quiser
atendimento imediato é recomendado o comparecimento ao pronto atendimento
(PA) que fica aberto das 7:30 até as 18h para consultas sem necessidade de
horario marcado. Porém, caso ndo seja uma urgéncia, necessidade de consulta
especializada ou se o tutor quiser esperar, 0 paciente € agendado para uma
consulta marcada com um dos residentes. Em necessidade de internamento do
paciente, durante os atendimentos no PA ou em consulta agendada, o tutor assina
um termo de consentimento e o paciente é levado para a sala de internamento
geral. Nesse espacgo, abre-se uma ficha para ele, a qual é marcada com uma cor
de acordo com o nivel de complexidade do caso (vermelho, amarelo ou verde). O
periodo de medicacdo e quantidade diaria de avaliagdo dos parametros é definido

conforme a cor da ficha do paciente como pode ser visto pela Figura 50, 51 e 52.

Figura 50: Classificagdo de complexidade no internamento.
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Figura 52: Ficha de um paciente de cor vermelha — parte dos parametros.

As consultas séo realizadas com o auxilio do sistema Vetus, no qual é feita
toda a anamnese do paciente, transcricdo do exame fisico, or¢camentos,
elaboracao de receitas e demais registros (Figura 53).
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Detalhes do Animal

Figura 54: Organizacéo do sistema Vetus.

O estagiario acompanhou e auxiliou os residentes na realizacdo de suas
atividades. No internamento geral ficava responsavel pela afericdo dos
parametros (frequéncia cardiaca, frequéncia respiratéria, auscultacédo, avaliacdo
de mucosas, TPC, nivel de hidratacéo, temperatura, glicemia, pressao, nivel de
consciéncia, linfonodos e outros) e pela aplicacdo de medicac6es nos horarios
marcados na ficha de cada paciente, além de auxiliar na contencdo deles e na
organizacado do local. Nas consultas agendadas e no PA, o académico assistia as
consultas e apds a consulta ou durante a escrita da receita e dos orgcamentos, que
ocorria fora do consultério, discutia o caso com o residente responsavel. Ademais,
o aluno realizou procedimentos de enfermaria veterinaria (coleta de sangue para
exames complementares, acesso venoso, sondagem uretral, fluidoterapia
subcutanea e outros), exame fisico e a anamnese de alguns casos com a
supervisao do residente. Além disso, o académico acompanhou os residentes em
algumas de suas aulas, nas quais teve a oportunidade de treinar técnicas de
enfermaria veterindria em bonecos (Figura 55). Por fim, semanalmente,
compareceu nas reunides de discussdo de casos com 0s professores e nas
reunides com empresas do ramo de veterinaria (Figura 56), que possibilitam ao
residente um conhecimento sobre as novidades relacionado ao mercado da

veterinaria, além de outros conhecimentos gerais de setor.
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Figura 55: Treinamento de técnicas de enfermagem veterinaria em bonecos
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Figura 56: Apresentacao realizada por uma empresa do ramo de farmécias veterinarias

durante as reunides semanais com empresas.

2.2.2 Casuistica
O hospital conta com uma rotina de alto numero de atendimentos ao longo

do dia, porém devido a necessidade constante de estagiarios no internamento
geral nem sempre era possivel acompanhar todas as consultas. Durante o periodo
de estagio acompanhou-se 67 pacientes, sendo 51 caes e 16 gatos.

O Gréfico 01 abaixo mostra a frequéncia em cées do aparecimento de uma

doenca como suspeita principal ou diagnostico diferencial nos casos
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acompanhados pelo estagiario durante o estagio curricular no HV- UFPR, o que
indica a casuistica dos atendimentos realizados em caes no hospital veterinario

durante esse periodo.
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Grafico 01: Frequéncia do aparecimento de uma doenga como suspeita clinica ou diagnéstico

diferencial em consultas de caes atendidos no HV-UFPR

As figuras 57, 58, 59, 60 e 61 mostram pacientes caninos que tiveram seus

casos acompanhados durante o periodo de estagio no HV da UFPR.
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Figura 57: paciente Alice - diagndstico de pneumonia e anemia hemolitica imunomediada

de origem desconhecida

Figura 59: paciente Ulises — diagnéstico de corpo estranho e gastrite
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Figura 60: paciente White — suspeita de leptospirose

I
r. :

Figura 61: paciente Otavio — diagnostico de cetoacidose diabética, hepatite,

hipotiroidismo

O Grafico 02 abaixo mostra a frequéncia em gatos do aparecimento de uma
doenca como suspeita principal ou diagnostico diferencial nos casos
acompanhados pelo estagiario durante o estagio curricular no HV- UFPR, o que
indica a casuistica dos atendimentos realizados em gatos no hospital veterinario

durante esse periodo.
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Gréfico 02: Frequéncia do aparecimento de uma doenga como suspeita clinica ou diagndstico

diferencial em consultas de felinos domésticos atendidos no HV-UFPR.

As figuras 62, 63 e 64 mostram pacientes felinos que tiveram seus casos

acompanhados durante o periodo de estagio no HV da UFPR.

Figura 62: paciente Mimus — sofria de diarreia cronica, sendo alergia alimentar, triade

felina, hipovitaminose, parasitose e linfoma as principais suspeitas
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Figura 63: paciente Faisca — diagnostico de Ulcera de cérnea grave

Figura 64: paciente Lua — diagnéstico de tromboembolismo com suspeita de

cardiomiopatia hipertréfica e Mycoplasmose

2.3 LabmolVet

2.3.1 Estrutura geral e localizacao
O LabmolVet (Figura 65) esta localizado na Rua Pedro Celestino, n° 1717,

Bairro Centro, Campo Grande, Mato Grosso do Sul. O setor onde foi desenvolvido
0 estagio curricular foi o de Biologia Molecular e Imunologia no periodo de 03 de
setembro de 2024 a 11 de outubro de 2024, integral de segunda-feira a sexta-feira

(30 horas semanais), totalizando 168 horas e supervisionado pelo Médico
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Veterinario Rodrigo Leite Soares.

Figura 65: Entrada do LabmolVet.

O estagiario auxiliou no recebimento, separacdo, aliquotagem e
identificacdo de amostras. Ademais, o estagiario também foi responsavel pela
organizacdo dos laboratérios, manuseio e separacdo de equipamentos. Por fim,
com a supervisdo do médico veterinario Rodrigo Leite Soares, o académico
ajudou na realizacdo dos exames feitos no laboratorio.

Ao entrar no laboratério, os clientes se deparam com uma area de recepcéao
(Figura 66), a qual € responsavel por recolher e identificar os exames, destinando
as amostras a realizacdo dos exames moleculares e/ou imunolégicos. Ademais,
fora da estrutura do laboratério para a realizacao dos exames, ele também possui
um refeitério (Figura 67), uma sala administrativa e dois banheiros.

Figura 66: Recepc¢éo do LabmolVet



Figura 67: Refeitorio do LabmolVet
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Apbs a separacao e identificagcdo das amostras elas sdo armazenadas em

refrigeracdo no interior do laboratério, na geladeira da sala de extracdo de

amostras, até serem aliquotadas para a realizacdo dos exames pedidos em

requisicdo. O laboratoério efetua uma série de exames moleculares e imunolégicos,

sendo a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) principal exame realizado. A

Figura 68 abaixo mostra a requisicdo do laboratério e os exames por ele ofertados.

LASMOUL VET

Laboratério de Diagnéstico Molecular Veterinario

@ Av. Senador Filinto Muller 2443
Vila Ipiranga, Campo Grande-MS

CEP:79070-900
@67 98126-1994/ 67 9 8174-2669

©e-mail:labmolvet@gmail.com

@ www.labmolvet.com.br

FORMULARIO DE SOLICITACAO DE EXAMES

Nome do animal: Espécie: Idade: I Sexo:
Raga:
—— Telefone: Data da coleta:
Proprietario (a):
Laboratério/Clinica:
Veterinario (a)(CRMV:
E-mail: Assinatura e carimbo
MATERIAIS COLETADOS
() Sangue Edta () Linfonodo () Urina () Swab ocular
() Soro ( ) Medula éssea ( )Fezes ( ) Swab Orofaringe
() Liquor () Liquido cavitério | () Bulbo capilar | () Swab cloaca
( ) Tecidos: ( ) Secregao: ( ) Cultura ( ) Outros:
EXAMES
(__) Anaplasma platys () Giardia spp. () Teste rapido Ehriichia canis Ac
(__) Anaplasma spp. () Hepatozoon spp. () Teste rapido Giardia lamblia Ag
() A marginale () Herpesvirus felino () Teste rapido L. infantum Ac
(__) Babesia bovis % bovino | () Teste rapido Parvovirose Ag
(__) Babesia bigemina () bovino V () Teste rapido FiV (Ac) e FeLV (Ag)
() Babesia vogeli () Leishmania amazonensis () SNAP 4DX plus
() Bartonelia henselae () Lei infantum () Pesquisa direta de
() Borrelia i () L infantum ELISA + RIFI 1:40 () Pesquisa direta de Leis
() Brucelia sp. () L infantum ELISA + RIFI 1:80 () Teste de Knott — Dirofilaria immitis
() Calicivirus felino ()L infantum ELISA + RIFI tit. total Teste de Woo e B coat
Chiamydoplifs fels _ {_)Lantosnks 5pp. COMBOS FACILITADORES
() Chlamydophila psittaci () Mycoplasma spp.
) Combo 3 ~Doenga do carrapato- (caes)..
() Cinomose (CDV) () Neospora caninum platys. E. canis e 5. vogell
() Combo 5 "Doenca do carrapato” (caes): A
E. canis, B. vogell, Mycoplasma spp..
() Clostridium chauvoei () Parvovirus canino (CPV) s ey e i
rencials doencas do SNC canina:
() Clostridium perfringens () Pasteurella multocida Cinomose. N. caninum e T. gon
( )G (PanCov) { )Pi () Combo 3- Triagem Viral felina: FiV. FeLV
( )Cr idium spp. ) Spp. (RNA) e Coronavirus.
Combo 3- Doencas do atorio
— e b Cuperior fallog: Coteis.Horpesvits eko e
(__) Diarreia viral bovina ( )Sta aureus Mycoplasma spp-
z = 5 = T ) Combo Tolina: A piatys.
() Ehrfichia canis () Sporothrix schenckii E. canit 5pp. e Piroplasmas
( )FelLV(RNA) $) gondii
() FeLV (DNA proviral) () Trypanosoma spp. (Quass)?
() FiV (DNA proviral) () Teste rapido Cinomose Ag
(

( ) Filarideos

) Teste rapido Cinomose Ac

Figura 68: Folha de requisicdo do LabmolVet
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O interior do laboratorio € dividido em uma sala para a extracdo de

amostras, uma sala dos termocicladores, uma sala de esterilizagéo, uma sala para
preparacdo do mix de PCR, uma sala para realizagdo de eletroforese e para
exames imunoldgicos. A organizacdo do espaco pode ser vista na Figura 69, a
qual também apresenta um mapa de riscos (bioldgicos, fisicos, quimicos e outros)
existentes no laboratorio.

MAPA DE RISCO
LABMOL VET

E-!—J ‘ bl N 1]

EXTRAGAO SALA DOS

DE DNA/RNA TERMOCICLA-
7 DORES

Figura 69: Mapa de risco - LabmolVet.

A sala de extracdo (Figura 70) de DNA/RNA possui uma geladeira para
armazenamento de amostras, duas capelas para manipulacdo de amostras e
reagentes, trés centrifugas (sendo uma com resfriamento para extragao de RNA),
duas incubadoras, um vortex, um espectrofotometro para quantificacdo do
DNA/RNA extraido, um computador, suporte de amostras, armarios para

armazenamento de reagentes, vidrarias e espaco para lavagem de vidrarias.
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Figura 70: Sala de extracao de amostras.

A sala de esterilizagcdo dos equipamentos, vidrarias e ponteiras possui 3
autoclaves e um chuveiro de seguranga. A estrutura do local pode ser vista pela

Figura 71.

Figura 71: Sala de esterilizacdo do LabmolVet.

Ao lado dessa sala se encontra a dos termocicladores (Figura 72), a qual
possui 4 termocicladores para realizacdo de PCR convencional e 2 para PCR em
tempo real. Além disso, 0o espago contém uma bancada para pipetagem e
armarios nos quais se guarda equipamentos de testes, suportes, ponteiras e

vidrarias esterilizadas.
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Figura 72: Sala dos termocicladores do LabmolVet.

Ademais, o laboratério ainda conta com duas salas adicionais, uma para a
preparacdo de mix de PCR, outra para a realizag&o de eletroforese e também para
a realizacdo de exames imunologicos, como RIFI e ELISA.

A sala para preparacao de mix de PCR (Figura 73) apresenta um freezer,
no qual é guardado os reagentes para constru¢cao do mix, uma capela de alto nivel
de biosseguranca, uma balangca, um micro-ondas e duas bancadas. Para entrar
na sala de mix, o estagiario precisava separar um jaleco limpo cuja Unica utilizagéo
era para o preparo dos mixes, visando evitar que contaminacdes externas possam

interferir no procedimento e, consequentemente, na reacdo de PCR.

Figura 73: Sala de preparac¢do do mix para PCR.
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A sala de eletroforese (Figura 74) possui uma geladeira, no qual € guardado

os produtos da termociclagem, marcadores, amostras de soro, testes rapidos, kit

Dot-ELISA de erliquiose e kits para diagndstico sorolégico de leishmaniose (ELISA

e RIFI da marca Biogene). Além disso, o local possui trés cubas, um microscopico

com luz fluorescente, um transiluminador UV, dois microscopicos comuns,

suportes, kit de coloracdo panédtico e tambor para armazenamento de agua
destilada.

Figura 74: Sala de eletroforese.do LabmolVet

2.3.2 PCR convencional
O laboratério recebe uma nova leva de amostras sempre ao final de cada

periodo do dia (final de manha ou da tarde) e, a partir disso, as amostras sdo
separadas e identificadas pela recepcdo. Em seguida, aquelas destinadas a
realizacdo da PCR sdo aliquotadas em eppendorfs de 2mL para serem
submetidas a extracdo de DNA ou RNA dependendo do agente a ser pesquisado.
Para as amostras de sangue € aliqguotado 350microlitros no eppendorf, mas caso
seja outro tipo de material muitas vezes € necessario a utilizacdo de um swab para
a coleta (como no caso de fezes), a centrifugacédo da amostra visando concentrar
mais o0 DNA (quando a amostra for de urina e 0 agente a ser pesquisado for
leptospira sp.) ou até mesmo a maceragdo e divisdo da amostra (amostras de
tecidos, como do sistema nervoso por exemplo).

A extracdo de DNA (Figura 75) € seguida adicionando 500microlitros de
SDS 20%, responsavel pela lise celular, no eppendorf com a amostra. Em caso

de amostra diferente de sangue, quando se espera uma baixa concentracao de
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DNA extraido (como amostras de liquor por exemplo), € adicionado junto 10
microlitros de proteinase K (PK) e o eppendorf levado para incubacéo a 56°C por
18 horas antes de a extragdo ser continuada. Esse processo € realizado pois a
PK auxilia na digestdo de proteinas e remocdo de contaminacdo, inclusive
inativando nucleases. Seguidamente, a amostra € homogeneizada em vortex e,
apos isso, coloca-se 400 microlitros de cloroférmio, separando os componentes
moleculares por meio da dissolucao de proteinas, lipideos e alguns carboidratos.
Posteriormente, homogeneiza-se novamente em vortex, pipetando depois 300
microlitros de solucdo de precipitacdo proteica no eppendorf realizando
novamente, ao final, a homogeneizacdo. Essa Ultima solugéo torna as proteinas
da amostra em insollveis novamente, permitindo que apdés o processo de
centrifugacéo por 10 minutos a 10000 rpm a solucéo seja separada em trés fases
(Figura 76): uma fase aquosa contendo os &cidos nucleicos, uma fase
intermediaria contendo as proteinas precipitadas e uma fase mais abaixo

contendo os solventes organicos.

Figura 75: procedimento de extracdo de DNA na capela
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Figura 76: trés fases ap0s separacdo na centrifugacao.

Apbs a centrifugacao, a parte aquosa € pipetada e transferida para um novo
eppendorf, o qual é identificado de acordo com o nimero da amostra e nele
adicionado 1mL de alcool 100%, o qual tem por funcéo precipitar o DNA e remover
possiveis impurezas restante. A solucdo € homogeneizada por inverséo e o tubo
levado para uma nova centrifugagéo por 5 minutos a 100000 rpm. Depois desse
processo, € possivel verificar a presenca do “pallet”, no qual se esta concentrado
o DNA precipitado. O sobrenadante € descartado e realiza-se uma nova etapa de
lavagem, porém dessa vez com 1mL de &lcool 70%. Em seguida, o eppendorf é
colocado para centrifugacdo por 2 minutos a 10000 rpm e o sobrenadante
resultante descartado novamente. Posteriormente, retira-se possiveis residuos de
alcool colocando o eppendorf na incubacdo a 65°C por cerca de 5 minutos. Por
fim, o DNA é solubilizado com a adicdo de 4gua livre de nuclease e dessa forma
fica pronto para ser quantificado pelo espectrometro (Figura 77), aparelho que
verifica se o processo foi bem sucedido através da analise da concentragcéo do
DNA e do fator de pureza. A concentracéo de DNA esperada gira em torno de 100
a 200 ng/ ul, porém valores um pouco abaixo, desde que tendo um fator de pureza
dentro do padrdao (1,8 a 2), também sdo aceitados e nao interferem
significativamente no resultado final da reagdo PCR.
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Figura 77: Espectrofotbmetro para quantificacdo de DNA ou RNA extraido

Quanto a extracdo de RNA, o método empregado € o realizado com trizol.
A principal diferenga desse método em relagdo ao convencional de extracdo de
DNA ¢é a utilizacdo do trizol, um agente desnaturante forte que efetuando a lise
celular e a inativacao das RNAses, mantendo a integridade do RNA. Ademais, por
conta do uso desse reagente, ndo é adicionado o SDS 20% no inicio e nem a
solucéo de precipitacao proteica, apenas o cloroféormio para separar a solucédo em
fase aquosa. Além disso, todo o processo de centrifugacdo € realizado em
refrigeracéo a 4°C visando garantir uma melhor extracédo do RNA.

A montagem de reacao de PCR é feita na sala de preparacdo do mix e,
para a maioria das reacdes, utiliza-se o master mix, que contém a Taq DNA
polimerase (sintetiza 0 DNA), tampao (mantém o pH estavel), dNTPs (substrato
da reacdo) e MgCl: (cofator da enzima Taq polimerase). Além disso, adiciona-se
também no eppendorf &gua e os primers (oligonucleotideos iniciadores), que sdo
especificos para cada reacédo. No caso da RT-PCR, além dos demais reagentes,
a enzima transcriptase reversa, que é responsavel pela transformacado do RNA
para DNA, é posta no mix. Apds isso, com 0s reagentes devidamente
homogeneizados, o volume é aliguotado em eppendorfs menores e esses levados
até a sala dos termocicladores. Seguidamente, os tubos sdo separados e
adiciona-se uma amostra sabidamente positiva no tubo que sera o controle
positivo, agua no controle negativo e o DNA ou RNA extraido da amostra nos

outros tubos. Por fim, identifica-se cada tubo e eles sado levados ao termociclador
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para a reacao de PCR.

No termociclador é configurado o programa de termociclagem especifico
para o par de primers utilizado e a reagdo se inicia. A PCR consiste em uma
técnica de amplificacéo in vitro de fragmentos especificos de DNA, sendo que
para essa replicacdo se utiliza uma enzima termoestavel, a Tag polimerase. A
reacdo é dividida em trés fases: desnaturacao (aquecimento até 94 graus visando
desnaturacdo da dupla fita de DNA e obtencédo de fita simples), anelamento
(resfriamento da reacdo e emparelhamento dos primers iniciadores com as suas
sequéncias especificas de nucleotideos, sendo especifico a temperatura
necesséria para que ocorra essa fase conforme mostra a Figura 78 e 79) e
extensdo (elevacado da temperatura até 72 e polimerizacdo de nova fita de DNA
por meio da acdo da Taq). A Figura 80 mostra a reacao de PCR no termociclador.
Além disso, quando se trata da RT-PCR, existe ainda uma etapa anterior a da
desnaturacao que é a de transcri¢do, a qual ocorre em uma temperatura constante
de 40-50°C e nela a enzima transcriptase reversa realiza a transformagéo do RNA
para cDNA. Depois de todo esse processo, tém-se como resultado final um
acumulo exponencial especifico dos fragmentos de DNA de interesse, ou seja, do
patégeno procurado caso a rea¢cdo seja positiva, o que pode ser visto atraveés da
realizagéo da eletroforese.

Figura 78: parte um do quadro com a temperatura de anelamento dos primers de

diferentes agentes possiveis de serem pesquisados no laboratério
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Figura 79: parte dois do quadro com a temperatura de anelamento dos primers de

diferentes agentes possiveis de serem pesquisados no laboratério

Figura 80: reacdo de PCR na etapa de desnaturacao.

Na eletroforese cada amostra € misturada com uma solucéo tampéo (gel
red) e um corante fluorescente (brometo de etideo) que se intercala entre as
moléculas de DNA. Em seguida, as amostras sdo adicionadas em pocos de um
gel de agar previamente preparado, o qual é colocado dentro de uma cuba que
emite corrente elétrica. A voltagem permite a migracdo da amostra pelo gel de
agar do polo negativo para o polo positivo, separando no final o DNA em diversos
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fragmentos por tamanho ao longo do gel. O fragmento de interesse se torna
passivel de ser visualizado devido a alta amplificagdo do fragmento obtida na
reacdo de PCR quando o agente pesquisado esta ali presente, sendo essa
visualizagdo vista por meio da formacéo de uma banda quando o gel é exposto a

luz ultravioleta no transiluminador (Figura 81).

Figura 81: leitura da eletroforese: formacéo de banda nas amostras 2,3 e 8 indicando

positividade delas.

2.3.3 PCR em tempo real
No laboratorio emprega-se o método de qPCR que utiliza sondas de

hidrélise. O preparo do mix para essa reacdo € feito conforme o disposto pelo
Quadro 02 abaixo. Apoés finalizado a montagem, separa-se a placa de qPCR e em
cada poco € adicionado 15 microlitros do mix seguido por 5 microlitros da amostra.
Por fim, esse mesmo processo também ¢é feito em pocos separados com o
controle positivo puro, que possui quantidades conhecidas de DNA servindo como
um padrao, e com o controle positivo diluido, além do controle negativo.

Quadro 02: preparo do mix para uma reacéo de gPCR

Tampao de reacdo gPCR (mistura 10 pl
de gPCR)
Primers e probes especificos 2 ul

(oligonucleotideos e sondas

fluorescentes)

Enzima gPCR 1l
Agua 2 ul
Controle positivo ou amostra 5ul

Volume final de reacéao 20 pl
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O método de sondas de hidrdlise consiste em um sistema de detec¢éo que
utiliza trés primers, sendo um deles a sonda que é marcada com um fluoréforo
(repoérter) e um inibidor (quencher) nas extremidades. No inicio da reacéo, no
entanto, quando essas duas partes do primer se encontram fisicamente proximas
o quencher absorve a fluorescéncia do reporter e o termociclador ndo detecta ela.
Porém, a sonda tem a capacidade de se ligar no meio do fragmento gerado na
etapa de anelamento, entre os outros dois primers, e dai conforme a DNA
polimerase for quebrando a sonda, por ocasido da amplificacdo, o fluoroforo e o
guencher acabam se separando e a luz ndo é mais captada pelo quencher e sim
pelo termociclador. Com isso, conforme a reacdo progride e mais sondas séo
guebradas, a amplificacdo produz quantidades crescentes de DNA de dupla fita,
gue se liga ao corante, resultando em aumento da fluorescéncia. A intensidade de
luminosidade € detectada pelo termociclador e convertida em numeros que
permitem delimitar se uma amostra é positiva ou negativa.
A gPCR também é empregada para realizar uma quantificagdo do DNA-
alvo. O software da qPCR utiliza os dados de fluorescéncia para determinar o
namero de ciclos necessarios para que ela alcance um limiar pré-estabelecido,
conhecido como ciclo limiar (Ct). O Ct esta inversamente relacionado a quantidade
inicial de DNA presente na amostra, ou seja, quanto menor o Ct, maior a
guantidade inicial de DNA. A partir disso, a quantidade inicial de DNA alvo na
amostra é entdo determinada comparando o Ct da amostra com os Ct de padrdes
de calibracdo conhecidos que contém quantidades sabidas do DNA alvo. Isso
permite a quantificacéo precisa do DNA presente na amostra original, sendo um
Ct abaixo de 40 indicador da positividade da amostra conforme protocolo do teste.
A Figura 82 abaixo mostra a analise de uma amostra considerada positiva com

baixo Ct e alta quantidade de DNA do agente verificado através da fluorescéncia.
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Figura 82: amostra positiva na qPCR com Ct de 4,18.

2.3.4 Exames imunoldgicos
O principal exame sorolégico realizado no laboratério € o ELISA IgG,

juntamente com a reacao de imunofluorescéncia indireta (RIFI), para deteccao de
anticorpos anti-Leishmania em amostras de cées. Esses testes sdo feitos também
com kits da marca Biogene e os protocolos se assimilam com o acompanhado
anteriormente pelo estagiério.

O laboratério também executa o teste Immunocomb para deteccao de
anticorpos IgG anti-Erlichia canis, sendo esse exame uma modificacdo do ELISA
tradicional, no qual ao invés do antigeno estar adsorvido no fundo do pog¢o de uma
placa ele esta adsorvido em um ponto do dente de um cartdo plastico. Os kits vém
com dois componentes principais: um pente de plastico com antigeno purificado
e uma placa reveladora (Figura 83). Para a realizacao desse teste deve-se furar
0 primeiro pogo da placa reveladora e adicionar 5 yl do soro da amostra nessa
primeira solucdo. Apos isso, a solugdo € homogeneizada e 0 pente € posto nesse
primeiro pogo, de forma que, caso no soro se tenha anticorpos IgG anti-Erlichia
canis eles sao ligados aos antigenos do pente. Em seguida, o pente é transferido
para a segunda fileira e nela os anticorpos que ndo se ligaram anteriormente
acabam sendo lavados. Seguidamente, na terceira fileira, o pente fica em contato
com anticorpos anti-lgG canino marcados por uma enzima, sendo 0s anticorpos
ligados ao cartdo marcados com isso. ApGs isso, 0 pente passa por dois processos

de lavagem nas duas fileiras posteriores e na ultima se encontra o substrato
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(cromd6geno), ocorrendo a reacdo enzimatica que provoca uma mudanca de cor,
cuja intensidade indica a quantidade de anticorpos presentes na amostra. A
avaliacdo é feita através da escala de tons cinza e a interpretacdo da intensidade
do tom no ponto inferior (0 da amostra) do pente deve ser feita comparando ele
com o do controle positivo, localizado no ponto superior do pente. A leitura do

teste é feita conforme indica as Figura 84 e 85.

Figura 83: realizacdo do teste Immunocomb para detec¢éo de anticorpos anti-Erlichia

canis

JELEQ

Fgun SCALE

Figura 84: leitura do pente, sendo a primeira amostra estando o ponto da amostra (0

inferior) na escala 3 dos tons de cinza (reacao média positiva)



Results

Remarks

>S5 Reacdo forte positiva

Titulo 1:320-1280

$3-S4 | Reacao média positiva

Titulo 1:80-1:160

$1-2 Reacao fraca positiva

Titulo 1:20-1:40

SO Reacdo negativa

Negativo

*Referéncia Positiva sem reacéo

Teste invalido

*Sombreamento interfere com
aleitura

Teste invalido

Sombreamento nao interfere
>S3 com a leitura S > 3 reacao
positiva

Positivo

Figura 85: quadro para interpretacdo do resultado do teste Immunocomb.

Por fim, 0 laborat6rio também

oferece

testes
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rapidos

imunocromatogréficos, que se assemelham ao ELISA, porém tendo a diferenca

da reag&o imunoldgica ocorrer no papel cromatogréafico por migragéo capilar. Os

kits oferecidos para esse exame sao da marca Allere, sendo realizado o teste

rapido de cinomose (antigeno ou anticorpo), parvovirose (antigeno), FIV

(anticorpo) e FeLV (antigeno).
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3. Projeto de pesquisa

LEISHMANIOSE FELINA: CARACTERIZACAO CLINICA E
LABORATORIAL DE FELINOS DOMESTICOS COM ANTICORPOS
ANTI-LEISHMANIA SP. EM UMA AREA ENDEMICA DO BRASIL

Maykko Antdnyo Bravo de PAULA?, Bruno Silva de REZENDE?, Carlos Alberto
do Nascimento RAMOSS.

! Académico do Curso de Medicina Veterinaria da UFMS, voluntério de Iniciagdo Cientifica CNPq —
PIVIC 2023/24.

2 Aluno de doutorado da FAMEZ/UFMS.

SProfessor Adjunto de Genética Veterinaria, Biologia Molecular e Imunodiagnéstico da
FAMEZ/UFMS.

Resumo: O objetivo neste trabalho foi encontrar a soroprevaléncia de anticorpos
anti-Leishmania sp. em felinos domésticos atendidos no Hospital Veterinario da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS), Campo Grande - MS, por
meio da técnica de imunocromatografia, tendo sido realizado também uma analise
semiquantitativa através de diluicdo seriada das amostras e utilizacdo desse teste,
obtendo-se uma soroprevaléncia geral de 9,77% considerando um total de 215
amostras analisadas e titulos de até 1:8. Como método confirmatorio utilizou-se a
técnica de PCR, porém néo foi observado a positividade de nenhuma das amostras
reagentes no método anterior, apesar de se existir a possibilidade da ocorréncia de
falsos negativos devido as condigcbes das amostras e material utilizado (sangue
total). Ademais, buscou-se tracar um perfil clinico e laboratorial do grupo
sororeagente para leishmaniose felina (LF), sendo realizado também uma
diferenciacdo desse grupo de outro no qual também se verificava a positividade
para retroviroses imunossupressoras (FeLV e/ou FIV), notando-se a presenca de
pelo menos 2 sinais sugestivos da LF em 14 animais (66%) e em 11 (52,38%) ao
menos 3. Por fim, as seguintes alteragdes laboratoriais foram vistas: leucocitose,
plaguetopenia hipoalbunemia, hiperglobulinemia, hiperproteinemia e uma relagao
albumina/globulina abaixo do valor de referéncia.

Palavras-chaves: leishmaniose felina; soroprevaléncia; caracterizacao clinica e
laboratorial.

3.1 Introducéao
A apresentacao clinica das leishmanioses depende da relagéo hospedeiro-

parasita e da espécie envolvida do protozoario, podendo ser do tipo mucocutanea,
cutanea ou visceral (Piraja, 2013). Dentre os causadores da leishmaniose visceral
(LV) destacam-se os protozodarios L. donovani e L. infantum, tendo a ultima maior

importdncia como agente etiolégico da doenga no Brasil, sobretudo em caes
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(Vieira, 2016). No entanto, outras espécies domésticas sédo suscetiveis a infeccéo,
tais como os felinos e os equinos (Piraja, 2013).

No Brasil, duas espécies de mosquitos, até 0 momento, estédo relacionadas
com a transmissdo do protozoario, Lutzomyia longipalpis (Silva, 2007) e
Lutzomyia cruzi (Vieira, 2016). Para conseguir realizar a maturacdo dos ovos, as
fémeas dos flebotomineos necessitam de sangue, e ao picar um animal ela pode
ingerir macréfagos infectados com a formas amastigotas do protozoario, 0s quais
se transformam em promastigotas no tubo digestivo do vetor. A partir disso, com
a inoculacdo da saliva dessas fémeas em um hospedeiro saudavel as formas
promastigotas sdo fagocitadas por macréfagos e neles a Leishmania sp.,
utilizando-se de sistemas de evasao do sistema imune, realiza a mudanca para a
sua conformacdo amastigota e continua a sua replicacdo finalizando o ciclo
(Figueiredo, 2014).

A leishmaniose visceral se torna cada vez mais um problema de saude
publica mundial, sendo no Brasil considerada endémica em diversos estados,
como em Mato Grosso do Sul. O cdo nas areas urbanas atua como o principal
reservatorio do protozoario, mas outros animais vém ganhando destaque com o
surgimento de novos estudos, como os felinos e os equideos (Piraja, 2013).
Conforme Manciantti (2004), o aumento de casos relatados em felinos a partir de
1990 pode indicar que essa espécie também possui importante papel na
epidemiologia da doenca. O autor Vieira (2016) ressalta que ndo se pode
considerar mais o felino doméstico apenas como um hospedeiro acidental e sim
como um importante reservatério de Leishmania sp., pois estudos da infeccao
nesta espécie comecam a indicar aumento da soropositividade, mesmo que o
animal ndo apresente sinais clinicos ligados a afec¢cdo como ressalta Oliveira
(2019). J4 Gallego (2020) considera o gato como um reservatorio secundario.
Ademais, conforme Machado (2020), para sustentar essa hip6tese, o felino possui
caracteristicas comportamentais que favorecem a picada pelos flebotomineos,
como caca predatoria noturna e vida livre que coincide com o periodo de repasto
sanguineo das fémeas do vetor e pode favorecer a infec¢do e disseminagdo do
protozoario. Além disso, Piraja (2013) relata que a relacdo cada vez mais proxima
do gato com o homem, e o fato do animal ser uma espécie suscetivel a infeccao

por Leishmania sp. refor¢a a importancia do felino domeéstico na epidemiologia da
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doenca.

O estudo realizado por Batista et al (2020) elucidou mais sobre o papel do
gato no ciclo epidemiolégico da doenca ao conseguir confirmar a transmisséo de
L. infantum de um gato doméstico para um cdo doméstico através do seu vetor
bioldgico L. longipalpis de forma experimental, indicando que esse processo
possa estar ocorrendo em uma escala maior.

Os gatos infectados por L. infantum podem ndo apresentar sinais clinicos
da doenca por anos ou durante a vida toda (Oliveira et al, 2020). Quando os sinais
clinicos se encontram presentes eles tendem a ser inespecificos e comuns a
outras enfermidades felinas, sendo isso mais uma das razdes da provavel
subestimagédo da real ocorréncia da doenga nesses animais (VIEIRA, 2016). Os
autores ressaltam que os gatos apresentam uma resposta imune majoritariamente
celular, o que concede a esta espécie um certo grau de resisténcia a essa doenca
pela boa acdo desse tipo resposta frente no combate ao protozoério, enquanto
que no cédo o tipo de resposta predominante é do tipo humoral, menos eficaz
contra o parasita (Santos et al., 2018; Oliveira, 2019). O surgimento de sinais
clinicos na espécie geralmente esta atrelado a presenca concomitante de outras
doencas como a FIV (Feline Immunodeficiency Virus) e FeLV (Feline Leukemia
Virus), infecgdo por Toxoplasma gondii e/ou outras doencas tipicas dos felinos
gue podem comprometer a resposta imune celular e permitir a proliferacdo do
parasita (Piraja, 2013).

A maioria dos casos sintomaticos de leishmaniose felina apresentam sinais
clinicos da forma cutdnea da doenca, como alopecia, lesées nodulares ou
ulceradas na pele e mucosas, geralmente presentes na cabeca (palpebras, nariz
e labios), ou nas partes distais dos membros. Outros sinais comuns incluem
linfoadenomegalia, emagrecimento, lesGes oculares (principalmente uveite),
alteracdes renais e hepaticas (Oliveira et al., 2020). Um estudo realizado por
Santos et al. (2018) também confirmou a associacdo da doenca com o
aparecimento do complexo gengivoestomatite cronica felina. Quanto aos achados
laboratoriais, em alguns pacientes felinos com a enfermidade se verificou anemia
arregenerativa ou nédo, leucopenia ou leucocitose com neutrofilia, eosinofilia,
monocitose, linfocitos reacionais, trombocitopenia ou presenca de

macroplaquetas. Ademais, na bioquimica sérica, alteracbes como diminuicdo de
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albumina, hiperproteinemia com aumento de globulinas e aumento de bilirrubina
total, alanina aminotransferase (ALT), e aspartato aminotransferase (AST) foram
constatados (Noé, 2008).

O diagnéstico de leishmaniose pode ser realizado por diferentes métodos,
podendo ser através da pesquisa do parasita (citologia, histologia, PCR) e
métodos soroldgicos (testes de imunofluorescéncia, ELISA, aglutinacao direta,
Western blot) (Vieira, 2016). No entanto, ndo existe uma metodologia oficial ou
padréo para o diagnostico da infeccdo por Leishmania sp. em felinos, sendo a
juncdo de diferentes metodologias sorolégicas e/ou moleculares o0 mais
empregado (Oliveira et al, 2020). Conforme Junior et al (2020) € importante que
os estudos soroldgicos levem em conta que o perfil de resposta humoral nos gatos
difere dos cdes em relacéo a leishmaniose, pois eles tendem a apresentar menor
producdo de anticorpos.

A prevaléncia de L. infantum em felinos domésticos é variavel, estudos
sorolégicos e/ou moleculares indicam de 0% a mais de 60%, conforme Junior et
al. (2020). Um estudo realizado por esses mesmos autores obteve uma
prevaléncia conjunta de 3.8% em gatos atendidos no Hospital Veterinario do
municipio de Patos - PB para os testes de triagem DPP e o teste ELISA, tendo
6,6% das amostras consideradas como reagentes no primeiro teste dentro de 432
amostras analisadas. Ademais, em Campo Grande, para cdes observa-se
elevadas prevaléncias de até 25,3% (Furlan, 2010), e em gatos o estudo de Noé
(2008) obteve 7,27% de amostras soropositivas para Leishmania sp. utilizando a
reacao de imunofluorescéncia indireta.

Considerando a importancia da leishmaniose como um problema de saude
publica nacional, principalmente em regides endémicas como o municipio de
Campo Grande, a proximidade cada vez mais evidente do homem com o gato,
espécie suscetivel a Leishmania sp. e potencial reservatério, € necessario mais
conhecimento acerca da prevaléncia da infeccdo nos felinos domésticos da
regido. Assim, no presente trabalho foi realizado um estudo retrospectivo sobre
as evidéncias sorologicas e moleculares de infecgbes por Leishmania sp. em
felinos domeésticos atendidos no HV da FAMEZ/UFMS. Por fim, também buscou-
se correlacionar os resultados obtidos com dados de exames clinicos e de exames

laboratoriais anteriormente realizados.
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3.2 Material e métodos
Avaliacao sorologica e molecular

Foram avaliadas 215 amostras de soro sanguineo de gatos atendidos no
Hospital Veterinario (HV) da UFMS, tendo sido uma parte retirada de um banco
de amostras armazenadas a -20°C no ano de 2022, e outra parte retirada da rotina
do HV durante o segundo semestre de 2023.

Todas as amostras, primeiramente, passaram por uma triagem e foram
analisadas pelo teste imunocromatografico TR-DPP (Biomanguinhos) para
detecgéo qualitativa de anticorpos IgG contra Leshmania sp., que emprega como
antigeno duas proteinas recombinantes k26/k39. Os testes foram realizados
conforme instru¢cdes do fabricante.

ApOs essa primeira etapa, as amostras que reagiram na etapa de triagem
foram submetidas a uma dilui¢cdo seriada com PBS (1:2, 1:4, 1:8). Essa analise foi
realizada visando obter um dado semiquantitativo que indicasse a proporcéo de
anticorpos presentes nas amostras reagentes na primeira etapa. Ademais,
também buscou-se verificar a existéncia da relacdo entre titulo e sinais clinicos
indicativos de leishmaniose nos felinos.

Os resultados obtidos foram separados em positivos ou negativos, assim
como o titulo de cada amostra positiva. Em seguida, a soroprevaléncia geral e a
soroprevaléncia considerando o titulo obtido em cada amostra foi estimado por
estatistica descritiva e representado por meio da utilizacéo de gréficos.

Por fim, executou-se a técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR),
com primers e protocolo para replicacdo de DNA de Leishmania infantum
estabelecidos por Cortes et al (2004), em todas as amostras positivas no teste de
triagem ainda viaveis, usando o sangue total restante delas, visando o emprego

de uma metodologia de diagndstico direto, confirmatdria e diferenciada.

Associacédo dos resultados obtidos com os dados clinicos e laboratoriais
Depois de realizadas as andlises de todas as amostras de soro, executou-
se um levantamento das fichas clinicas e dos exames laboratoriais realizados
anteriormente nos gatos positivos, quando disponiveis. Os dados clinicos,
hematolégicas e bioquimicos de relevancia foram registrados em planilhas e

submetidos a andlise estatistica visando encontrar possiveis diferencas entre as
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variaveis laboratoriais e clinicas analisadas, entre os grupos de animais positivos
e negativos, que possam diferenciar os valores de referéncia de um gato
saudavel, utilizando-se os intervalos padronizados pelo laboratorio de patologia
clinica veterinaria da FAMEZ/UFMS, daqueles reagentes para Leishmania sp.

Apoés isso, no banco de dados, comparou-se as amostras somente
reagentes para Leishmania sp. com as positivas para essa doenca e para FIV ou
FeLV com a finalidade de descartar que possiveis alterac6es nos exames possam
estarem sendo ocasionadas por um alto numero de positivos para essas duas
ultimas enfermidades e nédo pela Leishmania sp., além disso se buscou tracar uma

diferenciacao entre esses grupos.

3.3 Resultados e discusséao
Soroprevaléncia e andlise molecular

Das 215 amostras avaliadas pelo teste de imunocromatografia, um total de
21 foram reagentes, resultando em uma soroprevaléncia de 9,77% (Figura 86).
Essa porcentagem € maior do que a observada no estudo de Junior et al (2020)
que também utilizou o Teste Rapido TR-DPP® (Bio-Manguinhos) como uma das
metodologias de avaliagéo, tendo obtido 6,6% de amostras reagentes nesse teste.
Outrossim, em um comparativo com um estudo realizado em Campo Grande,
também se observou uma soroprevaléncia ligeiramente acima da obtida por Noé
(2008), a qual encontrou 7,27% por meio de andlises de imunofluorescéncia
indireta.

Soroprevaléncia da Leishmaniose Felina
(LF) noHV da UFMS no teste de
imunocromatografia

9,767%

N3o reagentes para LF

90,233% Reagentes para LF

Figura 86. Soroprevaléncia aproximada de gatos reagentes no teste de imunocromatografia,
oriundos do atendimento no Hospital Veterinario da FAMEZ/UFMS no ano de 2022 e no segundo
semestre de 2023.
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No que tange a titulacdo por meio de diluicdes seriadas, das 21 amostras

reagentes no teste de triagem 6 obtiveram titulo de 1:2, 6 de 1:4 e o maior titulo

encontrado foi 1:8 (4 amostras do total de 21). Sobre as demais amostras, ndo se

verificou reacdo positiva em 5 apds a primeira diluicdo e nédo foi possivel a

testagem de 1 devido a falta de material na amostra. A distribuicdo dos titulos
seguiu o apresentado na Figura 87.

Distribuicdo dos titulos das amostras

sororeagentes para Leishmania sp. na etapa de
diluicdo seriada com PBS

Amostras com titulo 1:8 |

Amostras com tftulo 1:4 |

Amostras com titulo 1:2 |

Nao reagiram na diluicdo seriada (0:0)

Sem amostra suficiente

0 1 2 3 4 5 6 7

Titulo dasamostras

Figura 87. Distribuigdo dos titulos das amostras sororeagentes no teste de triagem

A baixa soroprevaléncia encontrada, quando comparada ao observado em
cdes na regidao (Furlan, 2010), associada ao baixo titulo anticorpos anti-
Leishmania sp., pode estar relacionada a uma resisténcia natural da espécie a
infeccdo por Leishmania sp. (Santos et al.,, 2018). Ademais, a falta de
padronizacado do teste, a sensibilidade desconhecida para a espécie e a resposta
imunoldgica variavel dessa espécie quanto a essa infeccdo pode contribuir para
gue metodologias de andlise sorolégica, como a imunocromatografia, ndo seja
efetiva para detectar anticorpos na espécie. Solano-Galego et al (2007)
observaram que a resposta imune dos felinos domésticos frente a essa infec¢édo
€ predominantemente celular, ao invés de humoral, sendo essa uma possivel
explicacéo para baixa producao de anticorpos identificada nessa espécie.

Por conta dessa baixa producdo de anticorpos, alguns pesquisadores
afirmam que a sorologia pode nédo ser o melhor método de diagndstico para
leishmaniose felina (Maia, 2011; Berenguer, 2019). Reforgcando essa tese, um
estudo experimental de Simdes-Mattos et al (2005) verificou que as técnicas
sorologicas falharam em detectar anticorpos durante a fase de manifestacbes
clinicas da infeccéo por L. braziliensis em gatos, o que poderia também estar
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ocorrendo em testes para detecc¢ao soroldgica de anticorpos anti- L. infantum. Por
fim, também n&o é possivel descartar a interferéncia de reacdes cruzadas nesses
testes soroldgicos (Pennisi, 2015).

Na técnica de PCR, néo se observou amplificacdes positivas em nenhuma
das amostras analisadas. No entanto, € importante ressaltar que muitas das
amostras analisadas apresentavam pouco volume de material, e outras
encontravam-se congeladas a muitos meses antes da analise por PCR, o0 que
pode ter levado a degradacdo do DNA presente nas amostras. Por conta disso,
os resultados obtidos podem se tratar de falsos negativos. Dessa forma, para as
demais andlises, serdo considerados para classificagcdo dos animais como

reagentes ou ndo reagentes apenas os resultados sorolégicos.

Analise de parametros laboratoriais
Na analise dos parametros hematoldégicos de todos os animais
soropositivos para Leishmania sp., apenas 5 animais apresentaram anemia
(sendo 3 do tipo macrocitica normocrémica e 2 normocitica normocrémica) e nao
se constatou associacao significativa entre infec¢cdo e anemia. No entanto, esse
grupo apresentou leucocitose e plaquetopenia quando comparado com os valores
de referéncia para a espécie (Figuras 88 e 89).

Comparacéo entre o niumero de leucécitos (mms3)
dos animais soropositivos para Leishmania com
o valor de referéncia da espécie
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dos soropositivos 50000
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da espécie 30000
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Figura 88. Comparac¢do entre o nimero de leucécitos dos animais reagentes para LF
com o valor de referéncia
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Comparacéo entre a concentracdo de plaquetas
(mm?3) dos animais soropositivos para Leishmania
com o valor de referéncia da espécie
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Figura 89. Comparac¢édo entre a concentragdo de plaguetas dos animais reagentes para
LF com o valor de referéncia

Com relacdo aos parametros bioquimicos, 0 grupo reagente para
Leishmania sp. apresentou hipoalbuminemia, hiperglobulinemia, hiperproteinemia
e uma relacdo albumina/globulina abaixo do valor de referéncia. Nao houve
diferenca consideravel na analise dos valores de ALT, creatinina e proteina total
(Figuras 90-92).

Comparacgéo entre o valor de albumina (g/dL)
dos animais soropositivos para Leishmania com
o valor referéncia da espécie
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4
Valor de albumina
3,5 M dos reagentes para
Leishmania
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Valor de Referéncia
2,5 = da espécie
2
1,5

Figura 90. Comparagéo entre o valor de albumina dos animais reagentes para LF com o
valor de referéncia
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Comparacgéo entre o valor de globulina (g/dL)
dos animais soropositivos para Leishmania com
o valor referéncia da espécie

Valor de globulina
dos reagentes

m Valor de referéncia
da espécie

Figura 91. Comparagéo entre o valor de globulina dos animais reagentes para LF com o
valor de referéncia
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Figura 92. Comparacgédo entre a relagdo albumina/globulina dos animais reagentes para
LF com o valor de referéncia

Os parametros laboratoriais, hematolégicos e bioquimicos, observados
nesses animais sdo semelhantes aos vistos na literatura para leishmaniose felina
e também descritos pelo estudo de Noé (2008) na cidade de Campo Grande, com
excecao da série leucocitaria que no estudo do autor se constatou a presenca de
leucopenia ao invés da leucocitose identificada no presente trabalho. Apesar
disso, segundo Vieira (2016), a leucocitose com neutrofilia € um achado bem
comum nesses animais e a creatinina, ALT, e FA podem apresentar valores
normais. Apesar dos parametros encontrados serem compativeis, esse perfil
laboratorial ainda pode estar presente em diversas doencas infeciosas e, por isso,

de maneira isolada, ndo é conclusivo para o diagnostico da leishmaniose felina.
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Anélise das fichas clinicas

As fichas clinicas de todos os animais reagentes foram avaliadas em busca
de informacgdes epidemioldgicas que pudessem ser associadas a maior exposi¢ao
ou susceptibilidade dos animais a infeccéo.

Dos 21 animais, apenas 6 gatos nao tinham acesso a rua (28,5%) e os
outros 15 possuiam livre acesso ou viviam em condi¢bes semi-domiciliadas
(71,4%). Em relagdo a presenca de animais contactantes, 16 (76,19%) felinos
conviviam com algum outro animal e apenas 5 (23,8%) viviam sozinhos. Ademais,
20 animais tinham dados sobre vacinacao, porém apenas 4 (20%) do total eram
vacinados com vacinas multiplas (V4 ou V5), sendo esse nimero aumentado para
7 (35%) quando considerado os animais vacinados apenas para raiva.

Sobre a utilizacdo de repelentes ou ectoparasiticidas foi possivel obter
dados apenas de 16 animais e dentre esses apenas 3 (18,75%) realizavam 0 uso
desses medicamentos.

Ademais, a respeito da mudanca de rotina ou n&do, encontrou-se essas
informacg0des sobre 14 animais, tendo sido observado em 6 (42,85%) animais. Por
fim, acerca da presenca de enfermidades crbénicas nesses felinos, havia
informacdes de apenas 13 animais sobre testes para FIV e FelV. Foi realizado
teste de imunocromatografia de mais 6 animais, dos quais ainda havia material
disponivel, totalizando 19 animais testados ou com dados obtidos por meio de
analise de ficha clinica. Desses, 9 apresentavam resultado positivo para FIV e/ou
FelLV (47%), sendo 5 apenas para FelLV (26%), 3 apenas para FIV (15,7%), e 1
(5%) animal com co-infeccao (FIV/FelV).

O acesso livre a rua (semidomiciliado) é uma caracteristica que apresenta
associacdo com o diagnéstico de leishmaniose em diversos estudos. Ademais,
também se observou a falta de profilaxia inseticida, o que, quando unido a
presenca de outros animais proximos, resulta em um cenario que favorece o
repasto sanguineo pelo vetor e, consequentemente, a infeccdo e continuidade do
ciclo da doenga (Amora, 2006; Cardoso, 2010; Gongalves, 2014).

A partir dos dados obtidos com as fichas clinicas também foi possivel
elencar os principais sinais clinicos observados nos pacientes reagentes para LF.
Foram observadas apatia, hiporexia/anorexia, emagrecimento, gengivite,

linfoadenomegalia, émese, alopecia, nodulos, lesdes de pele, distensdo
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abdominal, secrecdo ocular e/ou secrecdo nasal. As frequéncias sao

apresentadas na Figura 93.
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Figura 93. Frequéncia de sinais clinicos em felinos soropositivos para LF, atendidos no Hospital
Veterinario da FAMEZ/UFMS no ano de 2022 e no segundo semestre de 2023.

Em um comparativo com a literatura, notou-se a presenca de pelo menos
2 sinais sugestivos da LF em 14 animais (66%) e em 11 (52,38%) ao menos 3, 0
gue demonstra que os sinais clinicos observados nesse grupo foram semelhantes
ao encontrado por outros autores para a Leishmaniose em felinos (Piraja, 2013,
Santos et al, 2018; Oliveira et al., 2020).

Quando analisado os animais reagentes para Leishmania sp. e também
para FelLV verificou-se um padrdo clinico semelhante, mas foi observado um
aumento na frequéncia de emagrecimento, apatia, linfoadenomegalia, hiporexia,
gengivite, alopecia, lesdes de pele e lesbes nodulares. O aumento de sinais
clinicos mais sugestivos da Leishmaniose Felina (LF) nos animais também
positivos para FeLV pode ter relagdo com o comprometimento da resposta imune
celular desses animais, permitindo a proliferacdo do parasita (Piraja, 2013).
Porém, a possibilidade de outras enfermidades, além da FelLV, estarem
envolvidas nos quadros apresentados, juntamente ou ndo com a Leishmania sp.,

nao pode ser descartada.
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Comparacgéo dos dados laboratoriais com FelLV e/ou FIV

Quando realizado uma comparagao entre o grupo apenas reagente para
leishmaniose felina (LF) com o grupo reagente para essa doenca e para FelLV, o
segundo grupo apresentou valores de eritrocitos, hemoglobina e volume globular
(VG) inferiores aos encontrados no primeiro grupo e abaixo do valor de referéncia
(Figuras 94 e 95). Ademais, 0 mesmo se repetiu com a série de plaquetas e a
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (C.H.C.M) se manteve dentro
da normalidade.

Para a série de leucdcitos (Figura 96) e os valores de volume corpuscular
médio (V.C.M), no entanto, notou-se padrfes acima dos dois outros grupos. Além
do mais, quando incluido na andlise os animais reagentes para FIV junto com o
segundo grupo, obteve-se um padrdo semelhante (anemia macrocitica
normocoémica e plaquetopenia), com excec¢do do numero de leucdcitos que
apresentou valores parecidos com o0 grupo de animais apenas reagentes para
Leishmania sp., apesar de ainda acima do valor de referéncia para a espécie
(Figuras 97, 98 e 99).

Comparacdo dos valores eritrocitarios (10° /uL) entre
0 grupo de animais reagentes para LF e FeLV com
outro de apenas reagentes para LF
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Figura 94. comparacao dos valores eritrocitarios do grupo de animais reagentes para LF
e FeLV com outro de apenas reagentes para LF
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Comparacéo do valor de VG (% ) do grupo de animais
reagentes para LF e FeLV com outro de apenas
reagentes para LF
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Figura 95. comparacdo do VG de animais reagentes para LF e FeLV com outro de
apenas reagentes para LF.
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Figura 96. Comparac¢do da série leucocitaria do grupo de animais reagentes para LF e
FelLV com outro de apenas reagentes para LF
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Figura 97. Comparac¢do da concentracao de plaquetas do grupo de animais reagentes
para LF e FeLV ou FIV com outro de apenas reagentes para LF
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Comparacéo da série leucocitaria (mm3) de um
grupo de animais reagentes para LF e FeLV ou
FIV com outro de apenas reagentes para LF
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Figura 98. Comparac¢do da série leucocitaria do grupo de animais reagentes para LF e
FeLV ou FIV com outro de apenas reagentes para LF.
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Figura 99. Comparac¢édo do V.C.M do grupo de animais reagentes para LF e FeLV ou FIV
com outro de apenas reagentes para LF

No caso dos parametros bioguimicos, as mesmas analises foram feitas
(nos reagentes para FeLV e LF) e constatou-se valores de albumina e uma relagéo
albumina/globulina inferior ou parecida ao encontrado no primeiro grupo e abaixo
do valor de referéncia (Figura 100). A respeito dos dados sobre globulina, proteina
total e ALT, encontrou-se valores acima ou parecidos com 0s outros dois outros
grupos (Figuras 101, 102 e 103). Com relagéo aos dados de creatinina, 0 grupo
de animais apenas reagentes para Leishmania sp. teve valores mais elevados que
as outras duas categorias (Figura 104). Por fim, também se realizou comparagdes

com os dados dos reagentes para FeLV ou FIV observando-se padrbes
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semelhantes aos da andlise anterior.

Comparacéo do valor de albumina (g/dL) entre
um grupo de animais reagentes para FelLV e LF
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Figura 100. Comparacéo do valor de albumina do grupo de animais reagentes para LF e
FeLV com outro de apenas reagentes para LF
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Figura 101. Comparacgéo do valor de globulina do grupo de animais reagentes para LF e
FeLV com outro de apenas reagentes para LF
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Figura 102. Comparacédo do valor de proteina total do grupo de animais reagentes para
LF e FeLV com outro de apenas reagentes para LF
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Comparacéo do valor de ALT (UI/L) entre um grupo
de animais reagentes para FIV ou FeLV e LF com
outro de apenas reagentes para LF

600
Animais reagentes
M paralLFeFelVou 500

FIV
400
Animais reagentes 300
apenas para LF
200

Valor de Referéncia 100

0

Figura 103. Comparacéao do valor de ALT do grupo de animais reagentes para LF e
FeLV ou FIV com outro de apenas reagentes para LF
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Figura 104, Comparacédo do valor de creatinina do grupo de animais reagentes para LF e
FeLV ou FIV com outro de apenas reagentes para LF

As alteragbes laboratoriais observadas nos animais positivos para FeLV
e/lou FIV sdo semelhantes as observadas na literatura para essas doencas,
especialmente para FeLV. A presenca maior de leucopenia muitas vezes é mais
relatada, no entanto, a suspeita de tumores da série linfoide em alguns dos
pacientes € provavelmente a razdo da leucocitose observada (De Souza, 2017;
Perroti, 2009).

Os resultados obtidos demonstram que essas duas enfermidades devem
estar contribuindo para o perfil laboratorial observado nos animais reagentes para
LF, o que pode significar uma interferéncia delas na analise e um resultado que

nao expressa o real perfil dos animais infectados por Leishmania sp. No entanto,
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observa-se que para alguns casos (leucocitos, plaguetas, albumina, globulina,
relagdo albumina/globulina, proteina total e creatinina) os valores do grupo
composto apenas por reagentes para LF, excluindo os animais FeLV e/ou FIV
positivo, continuam em uma tendéncia abaixo ou acima do valor de referéncia. No
entanto, ndo é possivel concluir sobre a real contribuicdo da infeccdo por
Leishmania sp. sobre esses parametros, devido ao baixo nimero de animais

reagentes analisados.

3.4 Concluséo
O estudo reforgou a tese de resisténcia natural do gato a infeccao por

Leishmania sp., com esses animais tendo uma baixa producdo de anticorpos
contra esse agente, principalmente evidenciado pelo baixo titulo méaximo
encontrado na diluicdo seriada. Ademais, nos animais positivos, encontrou-se um
perfil clinico e laboratorial compativel com o apresentado na literatura para
leishmaniose felina, apesar de ainda ndo ser possivel descartar a interferéncia de
outras doencas e fatores nas analises e resultados obtidos. Por fim, para tentar
minimizar possiveis interferéncias nas analises realizadas, realizou-se uma
comparagao com 0s animais positivos para Leishmania sp. e também para FIV ou
FelLV, verificando-se que essas duas enfermidades podem estar contribuindo em
determinados pontos do perfil laboratorial e clinico observado nos animais
reagentes para LF, o que pode significar uma interferéncia delas na anéalise e um
resultado que ndo expressa o real perfil dos animais sororeagentes para

leishmaniose.
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4. Consideracdes Finais
O estagio obrigatdrio da medicina veterinaria na area medicina veterinaria

preventiva foi enriquecedor. No laboratorio VetAnalisa aprendi sobre areas da
preventiva que tive pouco contato durante a graduacdo, conseguindo assim
entender sobre a execucédo e indicacdo de uma série de exames de microbiologia,
sorologia e parasitologia. Ademais, no LabmolVet desenvolvi ainda mais o meu
conhecimento na area de biologia molecular, podendo realizar exames como a
gPCR por exemplo.

O estéagio de clinica médica de pequenos animais ofereceu a oportunidade
de acompanhar outros profissionais da area e vivenciar a rotina de um hospital
veterinario, sendo de extrema importancia para reforcar os conhecimentos
praticos e tedricos de clinica que aprendi ao longo da graduacéo.

O projeto de pesquisa me possibilitou desenvolver o raciocinio critico e
tedrico de um pesquisador. O estudo foi de essencial importancia para o meu
crescimento profissional e espero que ele seja util para o desenvolvimento de

novas pesquisas na area.
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