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1. INTRODUGAO

O estagio obrigatorio configura-se como ultima etapa, indispensavel para
consolidar a formagao do estudante de Medicina Veterinaria da Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul, sendo requisito obrigatério para a obtencédo do
titulo de Médico Veterinario. Inserido no décimo semestre do curso, esse
componente curricular visa contemplar os conhecimentos tedricos adquiridos ao
longo da graduacéao por meio da insergao pratica na rotina profissional da area de
interesse do discente. Essa experiéncia final proporciona ao académico nao apenas
o aperfeicoamento técnico-cientifico, mas também o desenvolvimento de
habilidades interpessoais e comportamentais essenciais a pratica veterinaria.

E importante destacar que, anteriormente ao estagio obrigatério, o estudante
tem a oportunidade de vivenciar um estagio intensivo, o qual favorece a
identificacdo com a area desejada, orientando a escolha para a etapa seguinte.
Dessa forma, o estagio obrigatorio representa ndo apenas um momento de
transicao entre a formacao académica e o exercicio profissional, mas também uma
oportunidade valiosa de integragao entre teoria e pratica, contempla integralidade

do curso, ao acompanhar o desenvolvimento em diferentes competéncias.

1.1 Diagno Vet — Laboratério Veterinario

A primeira etapa do estagio supervisionado, sob orientagdo da Professora
Dr2. Cassia Rejane Brito Leal, foi realizada, com supervisdo da Médica Veterinaria
Karin Virginia Kuibida, no laboratorio Veterinario Diagno Vet, em Campo Grande —
MS, no periodo de 16 de junho a 15 de agosto de 2025, durante 8 horas diarias, 40
horas semanais, totalizando 360 horas, direcionado a area de patologia clinica
veterinaria, com foco em obtencdo da qualidade das etapas pré-analiticas,
analiticas e pds-analiticas.

A selegcdo do local para a realizagdo do estagio foi fundamentada na
exceléncia dos servigos prestados e na infraestrutura do laboratério. Ressalta-se,
ainda, que a instituicdo € reconhecida como referéncia na area e figura entre as
pioneiras no Estado de Mato Grosso do Sul, com duas décadas de atuacéo.

A escolha da area foi orientada pela afinidade e interesse no campo da
Patologia Clinica. O laboratério disponibiliza metodologias diagnésticas relevantes,

como os testes de RIFI (Reagao de Imunofluorescéncia Indireta), ELISA (Ensaio de
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Imunoabsor¢do Enzimatica), IDGA (Imunodifusio em Gel de Agar),

coproparasitolégico e pesquisas diretas de parasitas, fungos e hematozoarios. A
aplicacdo dessas técnicas possibilitou uma compreensdo aprofundada da
importancia dos exames complementares no processo diagnostico, permitindo
integrar de maneira continua as trés fases do processo laboratorial: a fase pré-
analitica, que envolve o preparo do paciente, requisicdo de exames, coleta,
acondicionamento, transporte e chegada das amostras ao laboratério; a fase
analitica, referente a analise propriamente dita, equipamentos e fluxo de dados; € a
fase pods-analitica, que compreende a emissédo e interpretacdo dos laudos e
diagnostico. Essas etapas sdo fundamentais para garantir a confiabilidade e a
qualidade dos resultados obtidos, além de permitirem o contato com diferentes

técnicas, condutas e suas respectivas limitagdes.

1.2 Laboratério de Bacteriologia

A segunda etapa do estagio supervisionado, sob orientagao e supervisao da
Professora Dr?. Cassia Rejane Brito Leal, foi realizada no Laboratério de
Bacteriologia Veterinaria (LABAC) da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
(UFMS), em Campo Grande — MS, no periodo de 08 de setembro a 03 de outubro
de 2025, durante 6 horas diarias, 30 horas semanais, com carga horaria total de 120
horas.

A experiéncia pratica foi direcionada a area de bacteriologia veterinaria,
permitindo a vivéncia em atividades essenciais da rotina laboratorial, como o
recebimento de amostras, 0 acompanhamento dos processos de esterilizacdo, a
organizagdo de materiais e a preparacdo de meios de cultura. Também foram
executadas técnicas de semeadura, provas bioquimicas e testes complementares
para identificacdo bacteriana, além da aplicagcdo de métodos de coloracédo e de
exames diretos voltados a detecgao de dermatdfitos e dermatofiloses.

A escolha do laboratério de Bacteriologia Veterinaria
(LABAC-FAMEZ/UFMS) para a realizagdo do estagio supervisionado foi
fundamentada na exceléncia da infraestrutura disponibilizada e na competéncia
técnica de sua equipe, composta por profissionais altamente qualificados e

reconhecidos na area. O laboratério é considerado uma referéncia no Estado de
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Mato Grosso do Sul, atuando como unidade de apoio essencial as atividades de

ensino, pesquisa e extensao.
1.3 Objetivo

A finalidade deste relatério € descrever a estrutura fisica dos ambientes de
execugao do estagio curricular, detalhar as atividades desenvolvidas, casuisticas e
rotina do local escolhido e apresentar um projeto de pesquisa: “A agao

antimicrobiana do extrato de aroeira”.

2. RELATORIO DE ESTAGIO

2.1.Diagno Vet Laboratério Veterinario

2.1.2 Local de estagio

O primeiro periodo de estagio obrigatério realizado foi na Diagno Vet —
laboratdrio veterinario, (Figura 1 — fachada), localizado na rua Manoel Inacio de
Souza, 1053 — Santa Fé, Campo Grande — MS, CEP 79021-190.

O estagio foi desenvolvido no periodo de 16 de junho de 2025 a 15 de agosto
de 2025, com carga horaria de 8 horas diarias, das 9:00h até as 18:00h, com uma
hora de almogo, de segunda-feira a sexta-feira, totalizando 307 horas.

O horario de funcionamento do laboratério é de segunda a sexta-feira, das
08h:00 as 18h:00, e aos sabados das 08h:00 até as 12h:00.

Figura 1. Fachada da Diagno Vet Laboratério Veterinario. Fonte: Arquivo pessoal (2025).
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O Laboratério Veterinario atua desde 2006, oferecendo servigos

especializados em diversas areas da Medicina Veterinaria, incluindo Citopatologia,
Hematologia, Histopatologia, Imunologia, Parasitologia, Urinalise, Endocrinologia,
Bioquimica, além de exames especificos para Mormo e Anemia Infecciosa Equina
(AIE) (Figuras 2 e 3).

|E| [E] [ vwoovmowon | REQUISICAO DE EXAMES
: [DATA DA

~
Iag ~ Urgéncia: Osim () Nao | ¥ 3 B TR a lesio (c
abora mnn Veeennanu e - -
Fone/Cel.: Seud - | wocatizagso:
Fone/Cel.: O - | | Tempo de evolugio:
_ € L ato — ecto macroscdpico:
i o - Quant

Laboratério/Clinica:
Médico(a) Veterinariofa) / CRMV:

Totormewansoaesonten | [ L Y I LT L AL LI L L]
Nameyte dopacente: [ I I LI I I IO I E% anos

rar | OO OO seOacho Orimea

Espécie: O canino OFelino OEquino OBovino O Outros:

i ATENGAO! e Veterindriola)par D
TOPOGRAFIA 3 DESCRICO DAS LES

Historico, sinais clinicos, tratamento submetido: fssosers B "OUTROS

Suspeita Clinica: . |
MateralEnviado: O sangue Tota(com) | O soro| O urina | O i Cavitrios | O timinas | O swab | Ofezes | O Fragmento em Formol | Oiauor

(PREENCHIMENTO OBRIGATORIO 2 ETRA LEGIVEL)

Cortisol Basal O T3 Total (QUIMIO) J O Cultura e Antibiograma
(O Estimulagio por ACTH - | 1O T4 Total Local:

1[0 cor-camaar O Fenbarbital O T4 Livre (RIE) B O cutra i
e Tsh ) A

O Albumina \ O Glicose fejam de 12 horas) F O T4 Livr - O

O AI.TITGP ~ Alanina Aminotransferase O Teste de supressio com T

Oau ubina Total e

\jﬂ

O Fezes - pesquisa de Platynosomum [O Fees - Pesquisa de Tri

(O Fezes - Pesquisa de Protozoarios | [ O Fezes simples/bireto - pesa

O Leishmania 5P, (Qualitativa) inomose

(O Leishmania SPP. () Enrlichia CANIS

O Anaplasma + Babesia + Ehrlichia (O FelV - Virus da Leucemia Felina
O Babesia cANIS O Fv-Virus da Felina

O Averey
1O Leptospirose
1| [O Toroplasmose [
[O vp [

e v sV | | [Ortssrotdmfcestimatrinis | 1)
Omwerviesy _____\y 'ATENCAO LEGENDA
a) || [O 8vD- Diarréia Bovina Virus HA! )
@) | || | [Frasco vermelho: [ Frasco Roxo:
\[O | | [Ambos os Frascos ([ urin aJ .

- “Declsramos que o) esltadals) acm deseritols) eere{m} e somente ] Ja(s) conforme
nte 3(s) amostra(s) analisadals) conforme recebidals).
“Dedaramas ue o) resuladels s deseol) el e el os st o T ENTE e i s e Sl sl al] e produzidos.
e O goe ol atvidade de amosaga referente a ste(s) enslsl). 0 LABORATGRIO o é responssvel pela atividade de amostragem referente a estels) ensaios(s)",

Figura 2. Tabela de exames Diagno Vet, frente.  Figura 3. Tabela de exames Diagno Vet,
Fonte: Arquivo pessoal (2025). verso. Fonte: Arquivo pessoal (2025).

O laboratdrio se destaca pela garantia de compromisso com a qualidade e a
confiabilidade dos resultados entregues, através da competéncia de suas
operagdes, assegurando a imparcialidade e melhoria continua do sistema de
gestao da qualidade, com rastreabilidade, imparcialidade, ética, confidencialidade,
monitoramento e controle continuo das atividades realizadas, em conformidade
com as normas de Boas Praticas para servigos de saude que realizam atividades
laboratoriais (BRASIL, 2023) e com a legislagdo vigente sobre responsabilidade
técnica em medicina veterinaria (CONSELHO FEDERAL DE MEDICINA
VETERINARIA, 2020).

Conta também com laboratérios parceiros, realizando encaminhamento de

amostras para exames complementares, incluem-se analises hormonais, culturas
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(como hemocultura e cultura urinaria), obedecendo aos critérios estabelecidos pelo

Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento para monitoramento de

doencas de notificagdo obrigatéria (BRASIL, 2018).

2.1.3 Estrutura
A estrutura fisica do laboratério € bem organizada e funcional, composta por
diversas instalagdes que atendem de forma adequada as necessidades

administrativas e operacionais (Figura 4).
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Figura 4 — Planta baixa com identificacdo dos setores do laboratdrio (imagem meramente
ilustrativa).

Legenda: 1 — Sala de reunibes; 2 — recepgao; 3 — Copa; 4 — Sala de coleta; 5 — Sala do setor
financeiro; 6 Sala da responsavel técnica; 7 — Sala de analises clinicas; 8 — Sala de imunologia; 9
— Sala de parasitologia; 10 — Sala de armazenamento de amostras bioldgicas; 11 — Sala de
arquivamento e organizagédo dos documentos; 12 — Sala de descanso; 13 — Refeitério; 14 —
Banheiros; 15 — Garagem; 16 DML. Fonte: Arquivo pessoal (2025).
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Na area de acesso principal, encontram-se a sala de reunides, a recepgao, a

garagem, o depdsito de material de limpeza (DML), a copa, a sala de coleta, a sala
da responsavel técnica, a sala do setor financeiro, a sala de analises clinicas, a sala
de imunologia, a sala de parasitologia, a sala de armazenamento de amostras
biologicas e duas salas destinadas ao arquivamento e a organizagao dos
documentos. Ha, ainda, uma sala de descanso, um refeitdrio, dois banheiros de uso
comum e, na parte posterior, dois banheiros localizados na area de descanso. A
disposicdo desses espacos permite o adequado fluxo de trabalho e favorece as

condi¢des de biossegurancga (Figura 4).

e Recepcéao

A Diagno Vet possui ambiente de recepgdo e espera, conferéncia e
classificagdo de amostras biolégicas antes de adentrar a area técnica. Este setor €
responsavel pelo controle do caixa, recebimento das amostras, nas condi¢des
adequadas, conferéncia das requisicoes e verificagao dos pedidos, incluindo o tipo

de atendimento (ex.: urgéncia) (Figura 5).

Diagug.,%!

REALIZACAO DE EXAMES
IMENTS

E MEDIANTE

Figura 5. Recepcao. Diagno Vet Laboratério Veterinario. Fonte: Arquivo pessoal (2025).



e Sala de coleta

A sala de coleta dispbe de uma mesa impermeavel em inox, pia de
higienizagdo, armarios proprios para equipamentos e insumos, os materiais
necessarios para a coleta, como agulhas, seringas, tubos, luvas, solugéo

antisséptica, recipiente para descarte de perfurocortantes (Descarpack®).
e Sala de analises clinicas

A sala de analises clinicas é equipada com uma pia, cinco bancadas, quatro
computadores, dentre os instrumentos disponiveis, destacam-se: Microscopios,
micropipetas de diferentes volumes, suportes para tubos coletores, armarios para
armazenamento de vidrarias e reagentes, climatizagdo, unidade de refrigeragao
exclusiva, para reagentes e amostras de matearias bioldgicos contendo
termdémetro, de maxima e minima com registro de temperatura, centrifugas,
analisadores bioquimicos, analisador de eletrdlitos, balanca digital e manual,
banho-maria digital, banho seco, termo bloco, homogeneizador de solugdes,
refratdbmetros, analisadores hematoldgicos, além de camaras de contagem, testes
qualitativo para dermatofitos, testes rapidos para Cinomose anticorpo e antigeno,
Ehrlichiose/Anaplasmose, Leishmaniose da marca Alere®.

Conta também com materiais para limpeza e descarte, locais para residuos
comuns e para descarte de material contaminado, Descarpack®, local para
coloragdo de laminas, ambiente para pipetagem e acondicionamento de material,
preparagao e registro da soroteca, bem como processos e procedimentos de
referéncia.

e Sala de Imunologia

A sala de imunologia é destinada a realizacao de testes como RIFI (Reagao

de Imunofluorescéncia Indireta), ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) e

IDGA (Imunodifusdo em gel de agar).
e Sala de armazenamento de amostras biologicas

Neste setor, encontram-se unidades de refrigeracdo exclusiva para
reagentes utilizados nos diversos setores, contendo termdémetro de maxima e
minimo, com registro diario de temperatura, soroteca, unidade de refrigeragéao

exclusiva para amostras de material bioldgicos, utilizados nos setores com
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termémetro de maxima e minima, com registro diario de temperatura, bancadas de

facil higienizacdo, armarios proprios para insumos laboratoriais e reposi¢gao na
rotina do laboratorio. As amostras armazenadas na soroteca permanecem por um
periodo de 30 dias e as armazenadas com lacre por 60 dias, permitindo a realizacéo

de exames adicionais e para contraprova, respectivamente.
e Sala de Parasitologia

A sala de parasitologia € equipada com instrumentos e reagentes essenciais
a realizacdo de exames coproparasitologicos e pesquisa direta. Dentre os
reagentes disponiveis, destacam-se: Solugéo de Lugol, Solugéo salina a 0,85%,
Solucéo de Faust (sulfato de zinco), Solugao de Sheather (sacarose densa), Formol

a 10% e alcool 70%, utilizados para conservacao e desinfec¢gao das amostras.

Além disso, o setor conta com: Paratest®, espatulas, bastdes de vidro,
peneiras com gaze para filtragem de fezes, frascos de coleta identificados, laminas
e laminulas, kits comerciais para detec¢ao de parasitas, armario, pia e bancada

exclusiva para realizagdo dos exames parasitologicos.
® Sala de Documentos

No ambito da rotina laboratorial, todos os laudos e documentos vinculados
aos exames sado devidamente organizados e preservados, em local proprio de
acordo com as normas e procedimentos da Diagno Vet, conforme exigéncias legais.
A requisicdo de exames e os resultados sdo armazenados em arquivo fisico e

digital por um periodo minimo de cinco anos.
® Refeitério e Area de Descanso

O refeitério conta com geladeira, fogdo, micro-ondas, pia, mesas e cadeiras.
Ao lado, encontra-se a area de descanso, equipada com dois sofas, televisao e dois

banheiros, proporcionando conforto e bem-estar a equipe.

2.1.4 Atividades

A) Fase pré-analitica
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A fase pré-analitica inicia-se com a solicitagdo da analise, passando pela

obtencdo da amostra e finalizando-se no momento em que se inicia a analise
propriamente dita (KUIBIDA; BORGES, 2021).

O estagio teve duracgéo total de oito semanas. Na primeira semana, de 16 a
23 de junho, as atividades ocorreram na recepg¢ao do laboratoério, acompanhando a

entrada dos requerimentos, recebimento e conferéncia das amostras e requisigdes.

ag&mwg

“REALIZA
soM

Figura 6. Primeira Verificagdo. Diagno Vet Laboratério Veterinario. Fonte: Arquivo pessoal (2025).

Nesse momento, ocorre a primeira verificacdo (Figura 6), se os pedidos
estavam de acordo com a requisi¢ao do médico veterinario, se a temperatura das
amostras se encontrava adequada para o exame solicitado — utilizando
termdmetro digital infravermelho, além da digitalizagdo e impressao dos mapas de
trabalho, etiquetagem das amostras com codigo de barras, nome e numeragao.

Posteriormente, iniciei as atividades na sala de analises clinicas, utilizando
corretamente os Equipamentos de Protecdo Individual (EPIs), conforme descrito

por Assis e Braga (2021).

O laboratério fornece orientacdo adequada de coleta do paciente para o tutor
e médico veterinario. O laboratorio realiza coleta no estabelecimento prezando pelo
cuidado com o paciente e pelo correto manuseio da amostra. Possui padronizacao

da coleta para garantir a qualidade dos resultados dos exames.



12
A segunda verificagcao (Figura 7) para critérios de aceitabilidade e rejeicao de

amostras era realizada ja na area técnica, sendo realizadas as seguintes

avaliacoes:
1. Volume adequado para cada frasco com e sem anticoagulante (EDTA);
2. Uso do frasco correto para o exame especifico;

3. Integridade da amostra (auséncia de coagulos, hemdlise, lipemia,

congelamento indevido);
4. Necessidade ou nao de protecéo da luz;

5. Outros elementos essenciais para garantir a precisédo e a confiabilidade dos

resultados obtidos, como descrito por BUSH (2004).

em — /ﬁ) \
4 i ‘\.f : ‘.

Figura 7 — Segunda verificagdo. Diagno Vet Laboratorio Veterinario. Fonte: Arquivo pessoal
(2025).

Quando uma n&o conformidade era identificada, solicitava-se nova coleta de
amostra no proprio sistema; a amostra inadequada era descartada em lixo

infectante branco (Grupo A).

ApOs a triagem, era gerado o mapa de trabalho para os exames solicitados

e distribuidos nos setores.
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B) Fase analitica

A fase analitica exige conhecimento aprofundado da metodologia utilizada
e controle rigoroso do processo (KUIBIDA; BORGES, 2021).

e Hemograma
E composto por trés etapas principais:

1. Eritrograma, que inclui a determinagdo do hematdcrito, dosagem de

hemoglobina, contagem total de eritrécitos e avaliagdo morfolégica;

2. Leucograma, englobando a contagem total e diferencial de leucdcitos,

bem como a analise morfoldgica;

3. Avaliagdo plaquetaria, que abrange a contagem e observagdo da
morfologia das plaquetas, auxiliando na interpretacdo do sistema

hemostatico.
Ordem dos processos:
— Homogenizagao da amostra de sangue;
— Volume globular técnica do microhematocrito;
— Determinagao da concentragao plasmatica de proteina;
— Preparacgao dos esfregagos sanguineos e coloragao;
— Analise automatizada de hematologia veterinaria;
— Microscopia;
— Liberacdo dos laudos.

Inicialmente realiza-se o0 esfregaco sanguineo, utilizando sangue
homogeneizado coletado por capilaridade preenchendo o capilar, uma gota de
sangue que é estendida sobre Iamina de vidro. A leitura do hematdcrito era feita
com o capilar apos fechar com massa selante e centrifugar o tubo a 3600 RPM por 5
minutos e medir com o Cartdo de Leitura de Hematdcrito. O plasma obtido por esse
procedimento pode ser utilizado também na realizacdo de outros testes

laboratoriais, como a dosagem de proteinas plasmaticas totais e de fibrinogénio


https://cfbm.gov.br/acervo/cartao-de-leitura-de-hematocritos/

14
aplicando-se a técnica de precipitagao térmica (banho maria a 56 °C por 3 minutos),

seguida de leitura em refratbmetro.

O sangue é transferido e processado para o analisador hematolégico, onde
passa por etapas automaticas que incluem a diluigdo e a homogeneizagao da
amostra. Em seguida, o equipamento aplica principios fisicos e opticos, que
mensuram parametros hematoldgicos especificos, sendo efetuada a contagem de

leucocitos, plaquetas, hemacias e indices hematimétricos.

Quando os resultados do analisador apresentam divergéncias do que é visto
no esfregago sanguineo, realiza-se manualmente a contagem de leucdcitos. O

resultado é anexado ao mapa de trabalho.

As laminas eram coradas pelo kit de Panético Rapido (referéncias), secas e
encaminhadas para leitura no microscopio, fazendo uso também do d6leo de
imersao e contador manual hematolégico. A contagem é sempre comparada com o
que € visto ao microscopio e o resultado obtido pela maquina, confirmada pelo

patologista clinico.
e Concentracido de Reticulécitos

A quantificagdo de reticulécitos € um dos paradmetros mais confiaveis para
avaliar a atividade eritropoiética da medula d6ssea, devendo, contudo, ser
interpretada considerando as particularidades de cada espécie, sendo utilizada de

modo confirmatorio.

As amostras de sangue foram coletadas em tubos contendo anticoagulante
EDTA e homogeneizadas adequadamente. Em seguida, 0,5 mL de sangue fresco
foi transferido para um tubo de ensaio, adicionando-se 0,5 mL do corante (Azul de
Cresil Brilhante ou Novo Azul de Metileno), obtendo-se uma proporgao 1:1 entre
sangue e corante. Apds homogeneizagao, a mistura foi posta em banho-maria a 37
°C por 15 minutos. Decorrido o tempo, o tubo foi agitado suavemente e
confeccionou-se o esfregagco em lamina. A contagem de reticulécitos foi realizada
em, no minimo, dez campos microscopicos, correspondendo a aproximadamente

1000 eritrécitos observados, sendo o resultado expresso em porcentagem.
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e Bioquimica sérica
A analise bioquimica constitui ferramenta essencial para a avaliagdo do
metabolismo e da funcdo de 6rgaos em diversas espécies animais, fornecendo
informagdes fundamentais para o diagndstico e monitoramento clinico (THRALL,
2007).

As amostras em tubos sem anticoagulante ou com gel separador
permanecem em banho-maria a 37 °C por 10 minutos, enquanto as amostras em
frascos com fluoreto sdo encaminhadas diretamente para centrifugacdo. O
processo de centrifugacao é realizado no préprio tubo de coleta, a 2.000 rpm por 5
minutos. Apds a separacgao, o soro € cuidadosamente transferido para microtubos
tipo Eppendorf® de 1,5 mL, devidamente identificados com cédigo de barras

vinculado a requisigcao, para leitura e liberagao do resultado pelo aparelho.

Antes do processamento, os reagentes do equipamento bioquimico sao
retirados da refrigeragdo com uma hora de antecedéncia, para atingirem
temperatura ambiente. O analisador automatizado (Roche® ou Thermo Scientific®)

passa sempre por conferéncia antes e apds o uso.

O painel bioquimico processado inclui parametros de fungao hepatica (ALT,
AST, FA, GGT, bilirrubina total e fragées), fungéo renal (ureia, creatinina, SDMA),
metabolismo energético e eletrolitico (glicose, calcio, fésforo, magnésio, sodio,
potassio, cloro), perfil lipidico (colesterol total e fragdes, triglicerideos, HDL, LDL),
marcadores musculares (CK, LDH) e outros exames complementares (acido urico,

proteinas totais, albumina e globulinas).

As amostras que nao sao processadas imediatamente sdo armazenadas
sob refrigeracao (2—8 °C). Apds analise, podem ser mantidas a —20 °C por até 30

dias, garantindo rastreabilidade e integridade antes do descarte.

Todos os resultados passaram por conferéncia e validagao final pela
responsavel técnica, garantindo rastreabilidade e conformidade com os padrdes de

qualidade laboratoriais.
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e Urinalise
Realizava-se analise fisica (volume, aspecto, densidade), quimica (pH,
proteina, glicose, corpos cetbnicos, bilirrubina, urobilinogénio, hemoglobina,
mioglobina, leucécitos) e microscopica do sedimento urinario. A leitura era feita
apos centrifugagcédo a 1500 rpm por 5 minutos, com preparo de duas laminas para

observagao em microscopio.

As amostras de urina sdo acondicionadas em frascos estéreis, protegidos de
luz e refrigeradas até o momento do exame. Inicialmente, realiza-se a triagem
quanto ao tipo de coleta (cistocentese, micgao espontdnea ou sondagem) e

integridade do material (cor, aspecto, volume, armazenamento).

A anadlise bioquimica € conduzida com fitas reagentes (ex: Bio10®), que
permitem avaliacdo de parametros como pH, proteinas, glicose, corpos cetdnicos,
bilirrubina, urobilinogénio, sangue, hemoglobina, leucdcitos e nitrito. A fita € imersa
na amostra por trés segundos e retirado o excesso de urina com papel tolha,
repousando em uma superficie plana por um minuto, depois os resultados séo
comparados com a escala colorimétrica do fabricante (fornecidos na embalagem) e

classificagdo da proteina é interpretada como negativo, tracos, +, ++, +++ ou ++++,

Quando a proteina urinaria apresenta valores acima de 100 mg/dL, procede-
se a diluicdo da amostra (200 pL de urina em 4,8 mL de agua destilada), em tubo de

ensaio identificado. Na fase subsequente, a amostra é distribuida em trés tubos:
Tubo 1 (branco): sem reagente, usado como controle;
Tubo 2 (padrdo): com reagente padrao do Kkit;

Tubo 3 (amostra): contendo o reagente especifico para quantificacdo da

proteina.

Apds homogeneizagao, a amostra diluida € submetida a banho-maria seco a
37 °C por cinco minutos e, em seguida, processada no equipamento bioquimico

para proteina/creatinina urinaria (UPC).

No novo equipamento utilizado no laboratério, as amostras de urina passam
inicialmente por centrifugacdo a 1.500 rpm por 5 minutos. Apds esse processo, 0

material é distribuido em dois frascos de analise e um microtubo tipo Eppendorf® de
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1,5 mL. O microtubo é encaminhado diretamente ao equipamento, onde é realizada

a leitura e a quantificagao da relagao proteina/creatinina urinaria (UPC).

O segundo frasco é reservado para a analise do sedimento urinario. Para
isso, utiliza-se a ultima porg¢ao da urina, que € homogeneizada e utilizada para a
confeccdo de laminas de microscopia. A leitura em microscépio Optico permite a
identificacdo de células epiteliais, hemacias, leucécitos, cilindros, cristais e
microrganismos, fornecendo informagdes essenciais para a interpretagdo

diagndstica.

As amostras ja processadas sao acondicionadas sob refrigeragao (2—-8 °C)
ou congelamento (—20 °C por até 30 dias), assegurando a possibilidade de

reanalise e rastreabilidade antes do descarte final.
e Exames microbiologicos e parasitologicos

Foi realizado o cultivo para dermatofitos, coproparasitologico (Paratest®),

pesquisa de fungos e acaros com hidroxido de potassio.
C) Fase pos-analitica

A fase pds-analitica inicia-se apds a obtencdo de resultados validos e
termina com a emissado do laudo e interpretagdo pelo solicitante (KUIBIDA;
BORGES, 2021).
No laboratério, os resultados eram conferidos, digitados no sistema e submetidos a

validacao pela responsavel técnica antes da liberacéo final.

2.1.5 Casuistica
Durante o periodo de analise, de 16/06/2025 a 15/08/2025, foram realizados
8.835 exames laboratoriais no setor de patologia clinica veterinaria, abrangendo

diferentes espécies animais.

Os testes mais solicitados incluiram hemogramas com pesquisa de
hemoparasitas (n=2.011) e perfis bioquimicos (n=6.701), sendo o0 hemograma um
dos exames mais frequentes na rotina laboratorial veterinaria, devido a sua ampla
aplicabilidade clinica, baixo custo e praticidade. Entre os exames bioquimicos,

destacaram-se as dosagens de albumina, ALT, AST, bilirrubina total e fracdes,
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calcio ibnico e total, colesterol, creatinina, fosfatase alcalina (FA), GGT, glicose,

potassio, lipidograma, sédio, proteina C reativa, proteinas totais e fragdes, fésforo,
triglicerideos e ureia. Outros exames realizados foram urinalise (n=86),
parasitologicos de fezes (n=24) — pelo método direto, pesquisa de protozoarios — e
parasitologicos de pele (n=13) pelo método direto. A distribuicdo mensal dos
exames apresentou variacdo, com maior demanda em julho e menor no més de
agosto, possivelmente associada a fatores sazonais e epidemioldgicos.

Tabela 1. Distribuicdo de amostras avaliadas no Diagno Vet, por tipo de exame, no periodo de
16/06/2025 a 15/08/2025.

Exames Acompanhados Quantidade
Hemogramas com pesquisa de hemoparasitas 2.011
Dosagens bioquimicas séricas 6.701
Urinalises 86
Exames parasitologicos de fezes 24
Exames parasitologicos de pele 13
Total 8.835

Fonte: Arquivo pessoal (2025).

2.1.5 Consideracgoes Finais

Dentre os exames realizados, o hemograma destacou-se como o0 mais
solicitado na rotina laboratorial, evidenciando sua ampla aplicabilidade clinica e sua
importancia como exame de triagem em diferentes espécies.

A andlise hematologica, associada as informagdes fornecidas pelos
médicos veterinarios sobre a condi¢ao clinica e as suspeitas diagndsticas de cada
paciente, favoreceu o desenvolvimento de um olhar critico e minucioso,
indispensavel para a interpretacédo adequada dos resultados. Além disso, houve
contato com perfis bioquimicos séricos, urinalises, coproparasitolégicos, exames
sorolégicos e cultivos microbiologicos, os quais ampliaram a compreensao sobre a
diversidade e a complexidade da rotina laboratorial veterinaria.

Observou-se que a maior parte dos exames realizados correspondeu a
hemogramas e dosagens bioquimicas, o que reflete tanto o perfil de atendimento do

laboratorio quanto a realidade epidemiolégica da regido. Essa casuistica
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evidenciou a importancia de utilizar os exames de triagem como base para

direcionar investigacbes complementares.

De forma geral, a experiéncia no Diagno Vet contribuiu ndo apenas para o
aprimoramento das habilidades técnicas, mas também para o desenvolvimento de
competéncias interpessoais, como trabalho em equipe, responsabilidade,
organizagdo e comprometimento com a qualidade. Assim, o estagio cumpriu
plenamente seu papel formativo, representando um marco de transigéo entre a vida
académica e a pratica profissional, e reafirmando a relevancia da Patologia Clinica

como ferramenta essencial para a Medicina Veterinaria.

2.2 Laboratério de Bacteriologia Veterinaria (LABAC -
FAMEZ/UFMS)

2.1.1 Local de Estagio

O estagio supervisionado foi realizado no Laboratério de Bacteriologia
Veterinaria (LABAC-FAMEZ/UFMS), localizado na Avenida Senador Filinto Muller,
2443, Bairro Pioneiros, Campo Grande/MS, no periodo de 08 de setembro a 03 de
outubro de 2025, sob orientacao e supervisao da Prof? Dr2 Cassia Rejane Brito Leal,

com carga horaria total de 120 horas, distribuidas em turnos de 6 horas diarias.

O Hospital Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (HOVET-UFMS) é reconhecido como
referéncia no Estado, disponibilizando servigos especializados em diferentes areas
da Medicina Veterinaria. Inserido nesse contexto, o LABAC constitui um nucleo
fundamental de apoio diagndéstico ao HOVET, atuando na realizagdo de exames
bacterioldgicos e micoldgicos. Além das amostras provenientes da rotina clinica do
hospital, o laboratério recebe amostras externas, como também materiais oriundos
de atividades de ensino, pesquisa e extensio relacionadas aos cursos de Medicina

Veterinaria e Zootecnia.

As atividades praticas desenvolvidas no Laboratério de Bacteriologia
Veterinaria (Labac-FAMEZ/UFMS) estdo regulamentadas pelos respectivos
Procedimentos Operacionais Padrdes (POPs), os quais asseguram padronizagao,

qualidade e rastreabilidade dos processos executados.
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Durante o estagio, foi possivel acompanhar e participar de uma ampla gama

de procedimentos laboratoriais, incluindo: coleta de amostras para exames
bacteriologicos e microbioldgicos; cultivo primario de amostras; coloragéo de Gram,;
provas bioquimicas especificas para a identificagdo de bactérias Gram-negativas e
Gram-positivas; analise bacteriolégica de urina; contagem padrdo em placas;
hemoculturas; testes de sensibilidade a antimicrobianos (TSA); e estudo dos

principios de antimicrobianos indicados por espécie animal.

Além disso, o laboratério desempenha atividades voltadas para o
diagnostico de dermatofilose; exames diretos para pesquisa de Malassezia spp.;
pesquisa de fungos em pelos para detecgcdo de dermatofitos; coleta de amostras e
cultura para identificacdo de Sporothrix spp.; microcultivo para caracterizagao de
fungos; congelamento e armazenamento de bactérias em micoteca; e analises

relacionadas a cultivos celulares.

Essas praticas proporcionam ao estagiario contato com metodologias
modernas de diagndstico em bacteriologia e micologia veterinaria, consolidando a

integracao entre conhecimento tedrico e experiéncia pratica.

2.1.2 Estrutura Fisica

A estrutura fisica do laboratério é bem organizada e funcional, composta por
instalagdes que atendem de forma adequada as necessidades administrativas e
operacionais. O LABAC é um laboratério equipado para atender demandas de
ensino, pesquisa, extensdo e pos-graduagao, além de atuar no diagnostico

bacteriano e micatico. Conta com trés ambientes principais (figura 8):

1. A sala técnica constitui o principal espago destinado ao recebimento e
processamento das amostras, preparo de meios de cultura e execugao das provas
bioquimicas. O ambiente é equipado com bancadas de trabalho, bicos de Bunsen,
estufas (para secagem de vidrarias e para incubagao de culturas), microscépios
Opticos, cabine de fluxo laminar, vortex e o sistema automatizado Vitek® 2
Compact, utilizado para identificagdo bacteriana e determinacado de sensibilidade

antimicrobiana.
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Conta ainda com geladeiras separadas para armazenamento de materiais

limpos e contaminados, pias, vidros e utensilios laboratoriais esterilizados, micro-

ondas, além de materiais destinados as técnicas de coloracgao.

O setor dispde de recipientes adequados para descarte (lixo preto, lixo
branco e Descarpack®), bem como algcas e agulhas bacteriolégicas para
semeadura, discos impregnados com antimicrobianos utilizados em testes de
sensibilidade (TSA), além de balanga de precisdo, mesa de estudos e armarios
destinados a organizagdao e armazenamento dos materiais e Procedimentos

Operacionais Padrao (POPs).

2. A sala administrativa € destinada a elaboracao e liberacao de laudos, bem
como a organizagdo de materiais e ao processo de esterilizagdo de vidrarias e
residuos bioldgicos. O setor dispde de autoclaves, utilizadas tanto para a
esterilizacdo de materiais de uso rotineiro quanto para o descarte seguro de

materiais contaminados.

O espaco conta ainda com computador para emissao de laudos e registros
laboratoriais, bancadas de apoio, mesa para estudos e registros, materiais
empregados nas aulas praticas. A estrutura contribui para o adequado fluxo de
atividades administrativas e académicas, garantindo a rastreabilidade, a

biosseguranga e a qualidade dos processos realizados no laboratorio.

3. A sala de estoque € destinada ao armazenamento e organizagdo de
insumos essenciais a rotina laboratorial. Nesse ambiente sdo mantidos materiais de
uso frequente, como placas de Petri, micropipetas, reagentes quimicos, meios de
cultura preparados, fitas reagentes, vidrarias e demais utensilios necessarios para

os procedimentos microbioldgicos.

O setor dispde ainda de armarios para acondicionamento de materiais,
cadeiras e geladeira exclusiva, destinada a conservagao de reagentes e insumos

que requerem controle de temperatura.

A organizagao fisica favorece o fluxo adequado das fases laboratoriais
e assegura o cumprimento das boas praticas de biosseguranca.
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Figura 8 — Planta baixa representativa do laboratorio de bacteriologia Veterinaria
(FAMEZ/UFMS). Legenda: 1 — Sala Técnica; 2 — Sala Administrativa; 3 — Sala de Estoque.
(Imagem meramente ilustrativa). Fonte: Arquivo pessoal (2025).

2.1.3 Atividades Desenvolvidas

O LABAC conta com a supervisao de uma responsavel técnica e o apoio de
um médico-veterinario residente, que desempenham papel essencial na rotina
laboratorial. Durante o estagio, acompanhei de forma direta as atividades
desenvolvidas pelo residente, que incluem a execugédo dos exames bacterioldgicos

e micologicos, bem como a emissao e liberagao dos laudos diagnosticos.

As atividades iniciaram-se com o recebimento, triagem das amostras, etapa
que compreende a conferéncia da requisi¢ao devidamente preenchida e assinada
pelo médico-veterinario solicitante, seguida da avaliagdo das condi¢cdes de
viabilidade do material. Amostras coletadas de forma inadequada, acondicionadas
em recipientes improprios ou com suspeita de contaminagdo sao rejeitadas,
conforme critérios do POP vigente. Apds a conferéncia, as amostras sao anotadas

no caderno de registro e recebem a numeracgao para controle.

Na rotina do Labac, os meios de cultura que acompanhei a utilizacado foram:

Agar Mueller-Hinton, Agar Brain Heart Infusion (BHI), Agar MacConkey, Agar
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Manitol e Agar Sangue. Esses meios sdo fundamentais para o crescimento,

isolamento e identificacdo de microrganismos, uma vez que fornecem nutrientes
especificos de acordo com as exigéncias bacterianas. O preparo segue etapas
padronizadas: a pesagem do meio de cultura, dissolu¢do em agua destilada,
aquecimento, autoclavagem e posterior distribuicdo em placas de Petri estéreis.
Apos o resfriamento e a solidificacao, as placas séo etiquetadas com o nome do
meio, a data de fabricacdo e o destino, armazenadas sob refrigeracdo em ambiente
destinado a geladeira de materiais limpos, assegurando sua estabilidade até a

utilizacao (Figura 9).
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Figura 9 — Preparacao de meio de cultura para placa de agar BHI. Fonte: Arquivo pessoal (2025).

A selegcdo do meio de cultura deve considerar o tipo de amostra bioldgica
recebida e a suspeita clinica associada. Por exemplo, secrecdes e tecidos sao
geralmente cultivados em BHI ou Agar Sangue; amostras de trato intestinal e fezes,
em Agar MacConkey; urina em BHI e MacConkey (Figura 10); e casos de
isolamento de Staphylococcus spp., em Agar Manitol. Esse direcionamento
possibilita maior eficiéncia diagndstica e aumenta a chance de recuperagao dos

microrganismos de interesse.
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Figura 10 — Placa de agar MacConkey com isolado de Klebsiella oxytoca proveniente de amostra

de urina. Fonte: Arquivo pessoal (2025).

A técnica de semeadura por esgotamento é a mais frequentemente
empregada, permitindo a distribuicdo do in6culo ao longo da placa para obtengéo
de colbnias isoladas, fundamentais para a realizacdo de provas bioquimicas
subsequentes e identificagao precisa dos agentes. Esse método é essencial para
evitar sobreposigdo bacteriana e assegurar resultados confiaveis na rotina

microbioldgica.

Na sequéncia, eram realizados os procedimentos técnicos de cultivo

microbiolégico, que incluiram:

— Semeadura em meios de cultura especificos e inespecificos (Agar BHI, Agar
Sangue, Agar Mueller-Hinton, Agar Mac Conkey, Agar Manitol), de acordo com a
natureza da amostra e a suspeita clinica, realizando uma triagem das amostras,

para posterior identificacio.

— Semeadura por esgotamento e estrias direcionadas, visando o isolamento de

coldnias puras para diferenciagao das colbnias.
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— Exames diretos em materiais biolégicos, como raspados de pele, pelos,

secregdes e fragmentos de tecidos, utilizando coloragdes como Gram, Pandtico,
Ziehl-Neelsen e Cotton Blue.

A identificacdo bacteriana e micoldgica foi conduzida por meio da aplicagéo
de provas bioquimicas diferenciais, incluindo TSI (Triple Sugar Iron), SIM (Sulfeto,
Indol e Motilidade), Citrato de Simmons, Ureia, Lisina, Fenilalanina, Cetrimide e OF
(Oxidacéo e Fermentacao da Glicose) (Figura 11). Esses testes permitem avaliar
caracteristicas metabdlicas e enzimaticas especificas, auxiliando na diferenciagao
entre cocos Gram-positivos, bastonetes Gram-negativos e géneros de importancia
clinica, como Staphylococcus, Streptococcus, Proteus, Enterobacter,

Pseudomonas e Corynebacterium.

(TSI), Meio Sulfeto de Hidrogénio, Indol e Motilidade (SIM) e Teste do Citrato de Simmons. Fonte:
Arquivo pessoal (2025).

Adicionalmente, testes basicos como catalase e oxidase foram empregados
como triagem inicial, possibilitando uma separagao preliminar entre grupos

bacterianos e direcionando a escolha das provas confirmatdrias subsequentes.
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Essa abordagem integrada assegura maior precisao na identificagdo microbioldgica

e garante a confiabilidade dos resultados laboratoriais.

O estagio também contemplou a realizagdo de testes de sensibilidade a
antimicrobianos (TSA), conduzidos conforme o Procedimento Operacional Padrao
do laboratério. As analises foram realizadas em placas de agar Mueller-Hinton
(MH), previamente preparadas e padronizadas. Para o ensaio, & utilizado as
coldnias previamente isoladas, e depois confeccionada uma suspensao bacteriana
em solugao salina estéril, ajustada visualmente a turbidez equivalente ao padrao Mc
Farland 0,5, que corresponde a aproximadamente 1,5 x 108 UFC/mL. A semeadura
foi feita de forma homogénea na superficie das placas, com swab estéril, sobre as
quais foram depositados discos impregnados com antimicrobianos de uso rotineiro,

selecionados de acordo com a espécie animal e o local de origem das amostras.

Apés a incubagdo em estufa bacterioldgica a 36 °C por 16-24 horas,
procedeu-se a mensuragao dos halos de inibi¢do (figura 15), comparando-os com
os critérios interpretativos descritos nas tabelas de referéncia padronizadas pelo
laboratério. Essa metodologia possibilitou avaliar a sensibilidade e a resisténcia dos
microrganismos frente a diferentes antimicrobianos, sendo etapa essencial no

suporte diagnostico e terapéutico (Figura 12).

Figura 12 — Placa de Agar MH — TSA contendo discos de antimicrobianos, evidenciando halos de
inibicado que demonstram perfis de sensibilidade e resisténcia bacteriana. Fonte: Arquivo pessoal
(2025).
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Outros procedimentos acompanhados incluiram:
Pesquisa para Malassezia spp.: O material é obtido com swab estéril da
orelha ou pele, distribuido em lamina por rolamento, seguido de coloragéo
rapida (Pandptico) ou pela propria coloragdo de Gram. A interpretagao atual
dos resultados segue critérios qualitativos, auséncia (negativo) ou presenga

(positivo).

Exames diretos para fungos: Sao coletados pelos integros,
preferencialmente da borda ativa da lesdo, por arrancamento,
acondicionados em laminas e tratados com hidréxido de potassio (KOH) a
20%, solugdo que promove a digestdo da queratina e evidencia hifas e
esporos. Apos 5 minutos de clarificacdo, as amostras sdo observadas em

microscopio optico com objetiva de 40x.

Analise bacteriolégica de urina: Com contagem de unidades formadoras de
colénia (UFC/mL) utilizando alga calibrada para interpretagdo de acordo com

o método de coleta.

Hemocultura: Realizada em caldo BHI com posterior plaqueamento em agar

sangue para isolamento e identificagao.

Diagndstico de dermatofilose e malasseziose: Por meio de exame direto e

coloragao de Gram (Figura 13).

Figura 13 — Dermatofilose positiva, evidenciada pela presenca de filamentos ramificados.

Fonte: Arquivo pessoal (2025).
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6. Cultivo de fungos: Com identificacdo morfolégica em microscopia Optica.

7. Congelamento e manutencao de cepas bacterianas: No acervo da micoteca

do laboratorio.

8. Acompanhamento de atividades de ensino, pesquisa e extensao: Em que o
laboratério atua como suporte académico, permitindo a integragao entre a

pratica laboratorial e a formacgao cientifica.

9. A esterilizacdo de materiais: E realizada pela responsavel técnica do
laboratério. Apds a autoclavagem, os materiais passam por secagem em
estufas especificas e, posteriormente, sdo embalados de maneira

padronizada, garantindo sua integridade até o préximo uso.

2.2.4 Casuistica

Durante o periodo de setembro e inicio de outubro de 2025, foram
processadas 55 amostras clinicas no Laboratério de Microbiologia Veterinaria,
provenientes de diferentes espécies animais e encaminhadas para exames
bacterioldgicos e micologicos.

As amostras analisadas compreenderam uma ampla variedade de materiais
bioldgicos, incluindo secregdes otoldgicas, cutaneas e nasais, além de conteudo
purulento de abscessos, secrecdes de implantes, pelos, leite, fragmentos de pele e
de orgaos, urina, sangue, fezes. Esses materiais foram encaminhados para
investigacdo de agentes infecciosos de relevancia clinica veterinaria, abrangendo
tanto microrganismos bacterianos quanto fungicos.

A distribuicdo das amostras por espécie animal demonstrou predominio de
cées e gatos, refletindo o perfil de atendimento clinico do laboratorio (Tabela 2).
Além dos animais domésticos, também foram recebidas amostras de bovinos,
equinos, primatas ndo humanos, répteis, aves e peixes ornamentais, evidenciando

a diversidade de espécies contempladas.
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Tabela 2 — Distribuicdo das amostras recebidas pelo Laboratério de Diagndstico Veterinario da
FAMEZ-UFMS, segundo a espécie animal atendida, no periodo de janeiro a junho de 2025.

Espécie Quantidade Porcentagem
Canino 19 34,5%
Felino 19 34,5%
Bovino 8 14,5%
Primata 2 3,6%
Réptil 1 1,8%
Equino 1 1,8%
Ave 1 1,8%
Peixe 1 1,8%

Total 55 100%

Fonte: Arquivo pessoal (2025).

Observou-se que caes e gatos representaram conjuntamente 69% das
amostras processadas, seguidos pelos bovinos (14,5%), o que confirma a maior

demanda por diagndsticos envolvendo animais de companhia e de producgao.

De modo geral, os exames bacterioldgicos representaram pouco mais da
metade das solicitagdes (=51%), enquanto os exames micoldgicos corresponderam
a cerca de 46% do total. Essa distribuigdo evidencia a rotina diagnéstica equilibrada
do laboratério, voltada tanto a detecgao de bactérias patogénicas quanto de fungos

oportunistas, principalmente em amostras de origem dermatolégica

2.2.5 Consideragoes Finais

O estagio curricular obrigatorio desenvolvido no Laboratério de Bacteriologia
Veterinaria da FAMEZ/UFMS possibilitou a vivéncia pratica em um ambiente de
referéncia no diagndstico microbiolégico veterinario, consolidando os
conhecimentos tedricos adquiridos ao longo da graduagdo. As atividades
englobaram desde o recebimento, registro e processamento de amostras clinicas
até a aplicacao de técnicas laboratoriais especializadas, como preparo de meios de
cultura, coloragdes diferenciais, provas bioquimicas e testes de sensibilidade a

antimicrobianos (TSA).

A rotina de trabalho também permitiu o contato direto com protocolos oficiais
e Procedimentos Operacionais Padrdo (POPs), reforcando a importancia da

padronizagcao e biosseguranca em laboratorios de diagnéstico. Aléem disso, a
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integracdo com a equipe técnica, residente e docentes proporcionou a troca de

experiéncias e contribuiu para o desenvolvimento de habilidades interpessoais,

como organizagao, responsabilidade e trabalho em equipe.

Em sintese, o estagio cumpriu seu papel formativo ao aproximar o
académico da realidade profissional, ampliando sua compreensdo sobre a
relevancia do diagnostico laboratorial como ferramenta essencial para a clinica
médica veterinaria, para a pesquisa cientifca e para a saude publica,

especialmente no contexto das doencas infecciosas de importancia zoonética.

3. PROJETO DE PESQUISA: AGAO ANTIMICROBIANA DO EXTRATO DE
AROEIRA (Schinus terebinthifolius)
3.1 Introducgao

As infecgdes bacterianas de pele e ouvido externo estdo entre as principais
afecgbes que acometem cées e gatos, sendo as piodermites e as otites externas de
grande relevancia na pratica clinica veterinaria, sendo frequentemente associadas
a recidivas e a necessidade de tratamentos prolongados. Estima-se que até 70%
dos atendimentos em clinicas e hospitais veterinarios esteja relacionada a
dermatopatias (SCOTT et al., 2001), e dentre essas, as de origem bacteriana
apresentam elevada ocorréncia (GASPARETTO et al., 2013).

A elevada frequéncia dessas afecgdes € decorrente do fato de que a pele
atua como 6rgao sentinela, refletindo tanto processos primarios do proprio tecido
quanto alteragées advindas de outros sistemas (SCOTT et al, 1996). Essas
enfermidades sdo frequentemente associadas a microrganismos oportunistas da
microbiota cutdnea, que em condigdes de desequilibrio podem desencadear

quadros clinicos de dificil resolucdo (SA et al., 2018).

As piodermites costumam manifestar-se por eritema, prurido, areas de
alopecia e lesdes pustulosas ou papulo-pustulosas rasas; apesar de, na maioria
das vezes, nao representarem quadros graves, provocam desconforto consideravel
e podem perpetuar-se quando a causa de base nao é adequadamente controlada.
O manejo combina medidas de higiene cutanea e terapia antimicrobiana,

priorizando formulagdes tépicas nos casos localizados e reservando antibidticos
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sistémicos para apresentagdes extensas ou profundas, com indicagao de cultura e

antibiograma nas recorréncias (FIGUEIREDO, 2020).

O uso frequente e, por vezes, indiscriminado de antimicrobianos na clinica
veterinaria contribui para a selegdo de cepas resistentes, o que representa um
obstaculo crescente tanto para o tratamento de animais quanto para a saude
publica. Reconhecendo esse cenario, a Organizagdo Mundial da Saude publicou,
em 2017, uma lista de bactérias prioritarias para o desenvolvimento de novos
antimicrobianos, ressaltando a urgéncia na busca por alternativas terapéuticas,

incluindo produtos de origem natural (WHO, 2017).

Essa preocupacado também se reflete na area da Medicina Veterinaria, na
qual o aumento da resisténcia bacteriana tem impulsionado o interesse por extratos
vegetais com potencial antimicrobiano, como o da aroeira (Schinus terebinthifolius),

ja avaliado em diferentes estudos in vitro (ARAUJO et al., 2017).

Nesse contexto, a utilizagdo de plantas medicinais ganha destaque como
uma possibilidade de intervengdo terapéutica complementar. A Schinus
terebinthifolius Raddi, conhecida popularmente como aroeira-vermelha, ¢ uma
espécie nativa do Brasil, tradicionalmente utilizada no tratamento de processos
infecciosos e inflamatdrios (AZEVEDO et al., 2015).

Estudos demonstraram que seus extratos apresentam atividade
antimicrobiana frente a bactérias de relevancia clinica, como Staphylococcus
aureus, Bacillus cereus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa, ainda que a
intensidade do efeito varie de acordo com o tipo de solvente utilizado na extragéao
(LIMA et al., 2004; DEGASPARI, et al., 2005).

O extrato aquoso da aroeira destaca-se por sua simplicidade de obtencéo,
baixo custo e ampla disponibilidade, caracteristicas que reforcam seu potencial
como alternativa terapéutica na Medicina Veterinaria (PEREIRA et al., 2021). Nesse
sentido, torna-se relevante investigar sua acao frente a bactérias isoladas de casos
clinicos, como as associadas a otites e piodermites em pequenos animais,
contribuindo para a busca de estratégias que auxiliem na redugédo da dependéncia
de antibidticos convencionais € minimizem os riscos associados a resisténcia

bacteriana.
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Este trabalho teve como objetivo geral Avaliar in vitro a atividade

antimicrobiana do extrato aquoso de aroeira (Schinus terebinthifolius Raddi) frente
a bactérias isoladas de casos clinicos de otite e dermatite em pequenos animais, da
rotina do Laboratorio de bacteriologia / FAMEZ — UFMS.

3.2 Revisao de literatura

1. Importancia das infecgoes bacterianas na clinica de pequenos animais

As infeccbes bacterianas cuténeas e otologicas estdo entre os principais
desafios enfrentados na clinica de caes e gatos, tanto pela frequéncia quanto pela
recorréncia dos quadros. Segundo Scott, Miller e Griffin (2001), as dermatopatias

representam até 70% dos atendimentos em pequenos animais.

Um estudo confirmou a relevancia dessas enfermidades ao constatarem alta
prevaléncia de doengas infecciosas entre mais de cem casos avaliados, com
destaque para as de infecgdes de origem bacteriana, que representaram (15,2%)
de 37 diagnasticos relatados (GASPARETTO et al., 2013).

A piodermite canina, geralmente associada a Staphylococcus
pseudintermedius, é considerada uma das dermatoses mais comuns, podendo
evoluir de formas superficiais, caracterizadas por papulas e pustulas, até formas
profundas, como furunculose bacteriana. A persisténcia e as recidivas estao
frequentemente ligadas ao carater oportunista da microbiota cutédnea, que, em
situacdes de desequilibrio, assume comportamento patogénico (SA et al., 2018).
De maneira semelhante, as otites externas bacterianas apresentam elevada
incidéncia e envolvem microrganismos como Staphylococcus spp., Proteus
mirabilis e Pseudomonas aeruginosa, cuja resisténcia terapéutica agrava o manejo
clinico (FIGUEIREDO, 2020).

Assim, as infecgbes bacterianas em pequenos animais ndo se restringem ao
desconforto do paciente, mas representam um problema de saude com alta
prevaléncia, que exige manejo criterioso devido a resisténcia recorrente aos

antibidticos, e impacta diretamente no custo e dificuldade dos tratamentos.
2. Resisténcia antimicrobiana e desafios atuais

A resisténcia antimicrobiana ocorre quando microrganismos patogénicos

param de responder aos medicamentos antimicrobianos. Essa resisténcia
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bacteriana é descrita desde os primeiros usos clinicos desses farmacos. Poucos

anos apos a introducado da penicilina, ja em 1942, foram relatados isolados de
Staphylococcus aureus resistentes, em grande parte devido a produgédo de [-
lactamase, enzima capaz de hidrolisar o anel B-lactdmico e inativar o antibi6tico
(LOWY, 2003).

A resisténcia antimicrobiana pode ser classificada em dois grandes grupos.
A forma intrinseca ocorre quando resulta de caracteristicas naturais da bactéria,
como a impermeabilidade da parede celular ou a auséncia de alvos especificos
para a droga. Ja a forma adquirida decorre de mutagcbes genéticas ou da
transferéncia horizontal de genes mediada por elementos moéveis, como
plasmideos, transposons ou bacteriéfagos (DUARTE et al., 2019; GEORGIA et al.,
2022).

O tratamento de dermatoses bacterianas baseia-se no uso de
antimicrobianos, mas a administracdo inadequada recorrente tem favorecido a
selecdo de cepas resistentes. Brito et al. (2001), ao investigarem isolados de
Staphylococcus aureus de mastite bovina, evidenciaram variagdo no perfil de
sensibilidade frente a dez antibiéticos, confirmando o avango da resisténcia no

contexto veterinario.

A Organizagao Mundial da Saude (WHO, 2017) destacou a urgéncia dessa
questao ao listar bactérias prioritarias para o desenvolvimento de novos farmacos,
incluindo estafilococos resistentes e bacilos Gram-negativos multirresistentes.
Revisbes sistematicas reforcam que os mecanismos de resisténcia incluem
producao de B-lactamases, alteragdes de sitio-alvo, bombas de efluxo e formagao
de biofilmes, dificultando a agcdo de antimicrobianos tradicionais (DUARTE et al.,
2019). No caso de Staphylococcus epidermidis, a capacidade de produzir biofilme

torna as infec¢des persistentes e de dificil resolugao (OTTO, 2009).

A resisténcia bacteriana pode se manifestar de formas distintas entre
microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos, em fungdo de suas
caracteristicas estruturais. As bactérias Gram-positivas, como Staphylococcus
aureus e Enterococcus spp., apresentam parede celular espessa de
peptidoglicano, que favorece mecanismos como a producédo de B-lactamases e a

alteragcdo de proteinas ligadoras de penicilina, conferindo resisténcia a [-
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lactdmicos. Ja as Gram-negativas, como Escherichia coli e Pseudomonas

aeruginosa, possuem uma membrana externa adicional que atua como barreira
fisica e quimica, além de apresentarem com frequéncia bombas de efluxo e genes
de resisténcia adquiridos em plasmideos, fatores que contribuem para a
multirresisténcia. Essas diferencas estruturais explicam por que muitas Gram-
negativas representam atualmente prioridade critica nas listas internacionais de
patdgenos resistentes, enquanto Gram-positivas permanecem entre os principais
agentes de infecgbes persistentes em animais e humanos (WHO, 2017; DUARTE
et al., 2019; GEORGIA et al., 2022).

No contexto da terapia antimicrobiana, os farmacos séo frequentemente
classificados pela sua agao sobre a populagao bacteriana. Agentes bacteriostaticos
impedem a multiplicacdo microbiana, permitindo que as defesas do hospedeiro
controlem e eliminem o patdégeno; ja os bactericidas produzem morte celular
bacteriana, reduzindo rapidamente a carga infecciosa. Esses conceitos s&o bem
estabelecidos em revisbes de farmacodinédmica e infectologia, que também
destacam que a utilidade clinica de um ou outro grupo depende do sitio de infecgao,
do patégeno e do estado imune do paciente (PANKEY; SABATH, 2004). Esse
cenario justifica a busca por novas abordagens, incluindo o estudo de produtos
naturais com atividade bactericida e bacteriostatico, capazes de reduzir a

dependéncia dos antibidticos convencionais.
3. Fitoterapia e uso de plantas medicinais

O desenvolvimento da fitoterapia no Brasil tem raizes tanto no uso popular
das plantas medicinais quanto em iniciativas institucionais que buscaram integrar
esse conhecimento a ciéncia. Um marco importante foi a criagdo em 1971, do
Programa de Pesquisa de Plantas Medicinais (PPPM) Central de Medicamentos do
Ministério da Saude (CEME), que selecionou espécies nativas com base em sua
utilizagado tradicional para avaliacdo farmacolégica e toxicolégica. Embora o
programa nao tenha resultado na produgcdo imediata de medicamentos,
representou a primeira politica publica nacional voltada para transformar o saber
popular em base cientifica para a fitoterapia, além de estimular pesquisas, formar

profissionais e consolidar infraestrutura em universidades. Essa trajetéria
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consolidou a fitoterapia como pratica de relevancia no Brasil, aliando tradicao e

inovacao cientifica (BARATTO, 2021)

O conceito de planta medicinal abrange espécies vegetais que possuem
substancias ativas capazes de exercer efeitos benéficos no organismo, utilizadas
tradicionalmente no manejo de diferentes enfermidades. Seu uso &, em muitos
casos, fundamentado na experiéncia popular e em saberes transmitidos por
geragdes, sem que necessariamente haja padronizagéo ou validagao cientifica de
eficacia. Por outro lado, o fitoterapico representa um estagio mais avangado desse
conhecimento: trata-se de um produto obtido a partir de uma planta medicinal,
preparado com controle de qualidade e padronizagédo de constituintes quimicos, e
submetido a registro em 6rgaos regulatorios, como a ANVISA, de forma a assegurar
sua eficacia terapéutica e seguranga para o paciente (DI SOUZA, 2023; BRASIL,
2006). Essa diferenciacao é relevante porque estabelece a ponte entre o saber
tradicional e a ciéncia, reconhecendo a importdncia do uso popular, mas

ressaltando a necessidade de validagéo e regulamentagao para aplicagéo clinica.

A fitoterapia tem sido reconhecida como pratica complementar,
especialmente apds a criagdo da Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos (PNPMF), aprovada pelo Decreto n° 5.813/2006. Essa politica busca
integrar o uso de plantas medicinais ao Sistema Unico de Saude (SUS), garantindo

seguranca, eficacia e incentivo a pesquisa (BRASIL, 2006).

A biodisponibilidade corresponde a quantidade e a velocidade com que um
principio ativo atinge a circulagao sistémica apos sua administragédo, constituindo
parametro fundamental para avaliar a eficacia terapéutica de compostos vegetais.
Antes disso, ocorre a etapa de bioacessibilidade, definida como a capacidade dos
fitoquimicos de estarem disponiveis para absor¢do no trato digestivo. Esse
processo € influenciado por fatores como digestibilidade, tipo de cultivar,
processamento, concentracdo de fibras, vitaminas e outros constituintes que
podem potencializar ou reduzir a absorgao. Aspectos individuais — como genética,
idade, sexo, estado de saude, microbiota intestinal e uso concomitante de
medicamentos — também interferem de forma significativa na absorgdo e no

aproveitamento dos compostos (BARROS et al., 2021).
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Os fitoquimicos ainda passam pela biotransformacédo, principalmente no

figado, através da acdo de enzimas que podem ativar substancias, gerar
metabdlitos ou favorecer a excrecdo. Esse processo pode tanto potencializar
quanto reduzir os efeitos terapéuticos. Um exemplo € a curcumina, cuja
biodisponibilidade oral limitada pode ser aumentada quando associada a piperina,
substancia que interfere em seu metabolismo e prolonga sua permanéncia no
organismo. Dessa forma, compreender os fatores que modulam a
biodisponibilidade €& essencial para assegurar que os efeitos farmacologicos
esperados das plantas medicinais realmente se concretizem, garantindo uma

aplicagao cientifica e segura da fitoterapia (BARROS et al., 2021).

A avaliagcdo da qualidade tanto das matérias-primas vegetais, conhecidas
como insumos farmacéuticos ativos vegetais (IFAV), quanto dos fitoterapicos ja
formulados, exige atencao a diversidade bioldgica das plantas e a complexidade de
seus constituintes quimicos. Para garantir eficacia e seguranga, é essencial
confirmar a identidade botanica das espécies, diferenciando-as de outras
morfologicamente semelhantes ou taxonomicamente proximas. Além disso, torna-
se necessaria a quantificagao rigorosa dos metabdlitos secundarios de interesse
terapéutico, ja que esses compostos influenciam diretamente os efeitos clinicos.
Assim, os procedimentos incluem: Analises botanicas macro e microscépicas,
aliadas ao perfil genético da planta; Testes de pureza; e Andlises qualitativas e
quantitativas de marcadores quimicos, que funcionam como parametros de
padronizagcao (PEREDA-MIRANDA, 2021).

4. Tipos de Extratos e Influéncia do Solvente

Na farmacognosia, a classificacao dos extratos vegetais depende do método
de preparo e da composi¢cao quimica resultante. O extrato aquoso, obtido por
infusdo, decocgdo ou maceragdo em agua, concentra preferencialmente
compostos polares, como taninos e sais minerais. Os extratos alcodlicos ou
etandlicos apresentam maior capacidade de solubilizar flavonoides, alcaloides e
Oleos essenciais, estando frequentemente associados a efeitos antimicrobianos
mais pronunciados. O extrato glicélico, preparado em solugédo de propilenoglicol,
caracteriza-se pela estabilidade e pelo uso em formulacdes topicas, especialmente

dermatoldgicas. Ja a tintura € uma solugao hidroalcodlica menos concentrada, de



37
preparo simples, tradicionalmente utilizada tanto por via oral como topica. Estudos

demonstram que a escolha do solvente exerce influéncia direta sobre as
propriedades fisico-quimicas e farmacolégicas dos compostos extraidos,
modulando sua atividade bioldgica (MOREIRA et al., 2010; SIMOES et al., 2017;
BRAGA et al., 2021).

A escolha do solvente influencia diretamente o perfil fitoquimico, pois
determina quais metabdlitos secundarios serdo extraidos e em que concentragao e
viabilidade de aplicacéo clinica (PRADO, 2005; LIMA et al., 2006; DEGASPARI et
al., 2022).

5. Visao botanica e usos tradicionais da aroeira

A aroeira-vermelha (Schinus terebinthifolius Raddi), pertencente a familia
Anacardiaceae e ao género Schinus, € uma espécie nativa da América do Sul
amplamente distribuida no territério brasileiro. Suas caracteristicas botanicas
incluem folhas compostas, flores pequenas e frutos do tipo drupa, que mudam do

verde para o vermelho na maturacgao.

Schinus terebinthifolius € uma arvore de porte médio, que geralmente atinge
entre 5 e 7 metros de altura. Seu tronco é lenhoso, cilindrico e apresenta casca
rugosa de coloragdo marrom-acinzentada. As folhas sdo perenes, aromaticas, de
disposicao alternada e do tipo composta por niumero impar de foliolos, com peciolo
de tamanho mediano (AZEVEDO et al., 2015).

Na medicina popular, a planta é tradicionalmente utilizada no tratamento de
feridas, inflamagdes, disturbios ginecolégicos e respiratorios. Amorim e Santos
(2003), em ensaio clinico randomizado, confirmaram a eficacia de gel vaginal de
aroeira no tratamento da vaginose bacteriana, demonstrando seguranga e efeito

antimicrobiano em humanos.

A aroeira é rica em polifendis, como taninos, xantonas, flavondides, possui
também compostos como taninos e terpenos encontrados em o6leos essenciais e
lipidios fendlicos e derivados, identificados em diferentes analises quimicas, com
atividades antimicrobiana, anti-inflamatoria, cicatrizante e antioxidante (CORREIA
et al.,, 2006; GILBERT et al., 2011; PEREIRA et al., 2021). Esses compostos
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explicam nao apenas os usos populares, mas também o potencial farmacolégico

para aplicacdes antimicrobianas (PEREIRA et al., 2021)

Estudos fitoquimicos realizados com Schinus terebinthifolius permitiram o
isolamento de diversos constituintes fendlicos ativos, entre eles galato de etila,
galato de metila, miricetina, miricetrina e quercitrina, todos classificados como
polifendis. Esses compostos foram identificados a partir do fracionamento
cromatografico do extrato etandlico das folhas, guiado por ensaios de atividade
antioxidante. Os testes demonstraram que tais substancias apresentam elevado
potencial anti-radicalar, sugerindo que sao responsaveis pela atividade antioxidante
observada nos extratos da espécie. Além disso, ésteres do acido galico e
flavonoides derivados da miricetina e da quercetina mostraram-se mais ativos que o
a-tocoferol em ensaios comparativos, reforcando o papel desses metabdlitos no
efeito antioxidante da aroeira (CERUKS et al., 2007).

O dleo essencial da planta apresenta elevada complexidade quimica, em
ensaio realizado com Schinus terebinthifolius e Schinus molle, ambos de ocorréncia
no Brasil, observou-se efeito fungicida in vitro frente a fitopatégenos como
Alternaria spp., Botrytis spp., Colletotrichum spp. e Fusarium spp.. O éleo essencial
de S. terebinthifolius apresentou atividade mais pronunciada contra Botrytis spp.,
resultado associado a presengca de compostos majoritdrios como a-pineno,
sabineno e biciclogermacreno. Esses achados reforcam a versatilidade
farmacoldgica da espécie e corroboram seu uso tradicional como planta medicinal
de propriedades antimicrobiana, anti-inflamatéria e cicatrizante (SANTOS et al.,
2010).

Em termos de atividade bioldgica, diferentes pesquisas comprovaram os
efeitos farmacoldgicos da espécie, tais como: agéo antimicrobiana (DEGASPARI et
al., 2005), anti-inflamatéria (MEDEIROS et al., 2007), antifungica (SANTOS et al.,
2010) e até antitumoral (QUEIRES et al., 2013). Esses resultados confirmam o
potencial terapéutico da aroeira, justificando seu uso tradicional e despertando

interesse para aplicagdes farmacéuticas e veterinarias.



6. Atividade antimicrobiana dos extratos de aroeira 39

Estudos realizados com os frutos de Schinus terebinthifolius evidenciaram
que a atividade antimicrobiana da espécie esta diretamente relacionada ao tipo de
solvente empregado na extragao. Degaspari et al. (2005), observaram que o extrato
alcodlico apresentou inibicdo do crescimento de Staphylococcus aureus ATCC
6538 e Bacillus cereus ATCC 11778, com halos de 9 mm e 11 mm,
respectivamente, enquanto o extrato aquoso ndo demonstrou atividade significativa
frente as cepas avaliadas. A analise quimica revelou a presenca de compostos
fendlicos como apigenina, acido elagico e acido siringico no extrato alcodlico, em
contraste com pequenas quantidades de naringina detectadas no extrato aquoso.
Além disso, o teor de fendlicos totais foi consideravelmente superior no extrato
alcodlico (685 ug equivalentes de catequina/g) em comparagao ao aquoso (88 ug
eq. catequina/g), o que justifica a maior eficacia antimicrobiana observada. Esses
achados reforcgam a importancia dos compostos fendlicos, em especial os

flavonoides, na atividade antimicrobiana da aroeira.

O extrato aquoso de Schinus terebinthifolius tem sido objeto de avaliagcéo
quanto ao seu espectro de agado antimicrobiana. Em ensaio conduzido por Lima et
al. (2004), observou-se atividade significativa frente a bactérias como
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Bacillus cereus e
Pseudomonas aeruginosa, com halos de inibicdo em torno de 11 mm na
concentracdo de 5.000 pg/mL, enquanto Escherichia coli nao apresentou
sensibilidade. A atividade foi atribuida principalmente a presenca de taninos e
outros metabdlitos secundarios, como alcaloides, esteroides e chalconas,
compostos reconhecidos por suas propriedades antimicrobianas, anti-inflamatérias
e cicatrizantes. Esses resultados reforcam a relevancia do extrato aquoso da

aroeira como fonte natural de substéancias bioativas com potencial terapéutico.

Em outro estudo a atividade antibacteriana de Schinus terebinthifolius foi
avaliada frente a Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis por meio de
extratos aquosos e etandlicos obtidos de folhas e cascas. Os resultados
demonstraram que nenhuma das preparacdes testadas apresentou efeito inibitério
contra S. epidermidis. Em contrapartida, o extrato etandlico das folhas mostrou

atividade frente a S. aureus, formando halos de inibicdo de 7 mm e 9 mm nas
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concentracdes de 1,0 mg/mL e 5,0 mg/mL, respectivamente. Os extratos aquosos

nao evidenciaram agao antimicrobiana significativa. Esses achados reforcam que a
eficacia da aroeira depende tanto da parte da planta utilizada quanto do tipo de
solvente empregado na extragdo, sugerindo que os compostos fendlicos presentes
nas folhas podem estar associados ao maior potencial inibitério observado
(PACHECO et al., 2022).

Estudos demonstram que a associacdo de Schinus terebinthifolius com
outras espécies vegetais pode ampliar seu espectro antimicrobiano. Greatti et al.
(2014), verificaram que a combinagdo de extratos de aroeira e canela
(Cinnamomum zeylanicum) apresentou maior atividade contra bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas do que os extratos isolados, sugerindo um efeito

sinérgico entre os compostos fendlicos presentes nas duas espécies.

Estudos recentes reforcam a importancia da Schinus terebinthifolius como
fonte de compostos bioativos com acgdo antimicrobiana. Santos et al. (2024)
investigaram a influéncia da sazonalidade no teor de compostos fendlicos e nas
atividades antioxidante e antimicrobiana das folhas de aroeira-vermelha.
Constatou-se que os extratos obtidos no verdo apresentaram maior atividade
antimicrobiana, com acao bactericida e bacteriostatica contra quatro das cinco
cepas bacterianas avaliadas, além de atividade fungicida frente a Candida albicans
e Candida glabrata. Por outro lado, os extratos de inverno se destacaram pela maior
atividade antioxidante, o que evidencia a relevancia de fatores ambientais na
producdo de metabdlitos secundarios. Em um contexto aplicado, Freitas et al.
(2021), demonstraram que o 6leo essencial da espécie apresentou eficacia
antimicrobiana significativa contra microrganismos da cavidade oral, sendo
incorporado em uma formulagao de enxaguante bucal. A solugao contendo 6leo de
aroeira foi comparada a clorexidina 0,12% e mostrou-se mais eficaz apds sete dias
de uso continuo, sugerindo potencial terapéutico alternativo no controle do biofilme
oral. Esses achados demonstram que a atividade da aroeira € influenciada por
fatores sazonais, pelo tipo de solvente utilizado na extracdo e que seu Oleo

essencial pode ser explorado em formulacdes fitoterapicas com aplicagao clinica.
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3.3 DESENVOLVIMENTO

3.3.1 Material e métodos
Os ensaios foram conduzidos conforme metodologias recomendadas para

avaliagao da atividade antimicrobiana por Ostrosky et al. (2008) e os ensaios de
microtitulagdo seguiram o protocolo descrito pelo CLSI (2023), com adaptacgdes

aplicadas as condi¢des experimentais deste estudo.

e Local
O projeto de pesquisa foi conduzido em Campo Grande, Mato Grosso do
Sul, no Laboratério de Bacteriologia da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (FAMEZ/UFMS), no
periodo de maio a setembro de 2025.
e Material vegetal
Foi utilizado Extrato Fluido de Casca de Aroeira (Schinus terebinthifolius
Raddi), diluicdo a 50%, adquirido da empresa Bianquimica®, Lote 002659, CNPJ
01.122.059/0001-15.(embalagem de 100 mL, puro, prensado a frio, certificado,
contendo teor alcoolico). Antes da utilizag&o, o extrato foi armazenado em geladeira
(temperatura de 2°C a 4°C) e protegido da luz.
e Amostras bacterianas
Foram analisadas 24 bactérias (Tabela 3) provenientes do acervo da
micoteca do Laboratério de Bacteriologia da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (FAMEZ/UFMS),
devidamente cadastrada no SISGEN sob o numero C1276 69392. As cepas
utilizadas incluiram isolados clinicos de origem canina e felina, provenientes de
casos de infecgdes de pele e ouvido, bem como cepas de referéncia da American
Type Culture Collection (ATCC), utilizadas como controles em testes laboratoriais.
positivos nos ensaios microbioldgicos, por apresentarem caracteristicas genéticas
e fenotipicas estaveis, que asseguram a reprodutibilidade e a confiabilidade dos

resultados obtidos, cada cepa registrada recebe um numero de identificacao unico.

Entre os isolados Gram-positivos, foram avaliados exemplares de
Staphylococcus spp. coagulase positiva e Streptococcus spp.. Dentre os Gram-
negativos, foram incluidos isolados de Proteus spp., Proteus mirabilis,

Pseudomonas spp., Escherichia coli, Pasteurella sp., Pantoea agglomerans e
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Enterobacter aerogenes. No grupo das cepas-padrao ATCC, foram testados

Staphylococcus aureus 25923, Staphylococcus intermedius 29663, Salmonella

typhimurium 14028 e Shigella sp. 12022.

Tabela 3 — Espécies bacterianas isoladas de amostras clinicas processadas no Laboratério de

Diagnéstico Veterinario da FAMEZ-UFMS e utilizadas nos ensaios de sensibilidade ao extrato de

Schinus terebinthifolius.

Bactéria Espécie Origem
Staphylococcus aureus ATCC 25923
Staphylococcus intermedius ATCC 29663
Salmonella typhimurium ATCC 14028
Shigella flexneri ATCC 12022
Proteus spp. Canina 1133
Pseudomonas spp. Canina 1107
E.coli Felina 1166
Pasteurella sp. Canina 1033
Staphylococcus spp. (Coagulase +) Felina 1170
Staphylococcus spp. (Coagulase +) Canina 1058
Staphylococcus spp. (Coagulase +) Canina 11562
Pantoea agglomerans Canina 1158
Enterobacter aerogenes Canina 1074
Proteus mirabilis Canina 92/25
Streptococcus spp. Canina 1003
Pseudomonas spp. Canina 972
E.coli Canina 1096
Pseudomonas spp. Canina 1112
Streptococcus spp. Canina 1031
Pantoea agglomerans Felina 1098
Pasteurella sp. Canina 1057
Staphylococcus spp. (Coagulase +) Canina 1060
E. coli Canina 1062
Staphylococcus spp. (Coagulase +) Canina 211/25

Fonte: Arquivo pessoal (2025).
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As amostras bacterianas foram obtidas do acervo da micoteca,

descongeladas e reativadas em caldo Brain Heart Infusion (BHI), com incubagao
em estufa bacterioldgica a 37 °C por 24 horas. Decorrido esse periodo, foi avaliada
a turvacgao do caldo e viabilidade, as cepas bacterianas foram semeadas em placas
de agar BHI para repique e incubagao por 18-24h, observou-se a manuteng¢ao do
isolamento por meio da coloracdo de Gram e da analise macromorfolégica das

colénias.
e Preparacao do indculo

As bactérias isoladas consideradas viaveis foram utilizadas para o preparo
das suspensdes bacterianas em solugao salina estéril. A padronizagao foi realizada
por meio do ajuste da turbidez em comparagdo com o padrdo McFarland 0,5,

correspondente a aproximadamente 1,5 x 102 UFC/mL.

e Protocolo 1 — Ensaio de difusdo em discos

A) Preparacao dos discos:

Discos de papel-filtro de 6 mm foram confeccionados manualmente,
acondicionados em frascos de vidro e esterilizados em autoclave. Folhas de
aluminio, previamente embaladas em papel Craft, também foram esterilizadas. Em
capela de fluxo laminar, prepararam-se diluicbes seriadas do extrato em solugao
salina a 0,9%, em tubos numerados de 1 a 10. O primeiro tubo recebeu 2 mL do
extrato puro, e os subsequentes 1 mL de salina, procedendo-se a diluigdo
sucessiva até o tubo 10. Obtiveram-se, assim, as seguintes concentracdes: 100%,
50%, 25%, 12,5%, 6,25%, 3,125%, 1,5625%, 0,78125%, 0,390625% e
0,1953125%. Os discos foram imersos em cada diluicdo, secos em temperatura
ambiente sobre papel-aluminio estéril e armazenados em frascos de vidro sob

refrigeragao, mantendo-se sempre em minima exposicao a luz.

B) Teste de sensibilidade antimicrobiana (TSA):

As suspensodes bacterianas padronizadas foram semeadas em placas de
agar Mueller-Hinton com auxilio de swabs estéreis. Discos impregnados com as
diferentes diluicbes do extrato de aroeira foram aplicados sobre a superficie do

meio, e as placas incubadas a 37 °C por 18 a 24 horas. Apds o periodo de
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incubacgao, foram medidos os halos de inibigado em milimetros e os resultados foram

analisados de forma comparativa.
e Protocolo 2 — Microtitulagao

A) Preparagéao das placas:

Foram utilizadas microplacas de 96 pogos, contendo diluigdes do extrato em
caldo BHI nas seguintes concentragdes finais: 100%, 75%, 50%, 25%, 12%, 6%,
3% e 1,5%, correspondente a 212,6ug/mL, 159,45ug/mL, 106,30ug/mL,
53,15ug/mL, 26,57ug/mL, 13,28ug/mL 6,64ug/mL, 3,32ug/mL, respectivamente.
Em cada pocgo adicionou-se 10 uL da suspensao bacteriana padronizada, com os
volumes do extrato e do caldo necessarios para completar o volume final de 260 L

correspondente a porcentagem desejada do extrato utilizado (Quadro 7).

Quadro 1 — Protocolo utilizado para a microtitulagao nos ensaios de Concentragéo Inibitéria Minima
(CIM) e Concentracdo Bactericida Minima (CBM) do extrato de Schinus terebinthifolius frente a

bactérias de interesse clinico veterinario.

100% 75% 50% 25% 12% 6% 3% 1,5%
Inéculo 10puL 10puL 10puL 10pL 0L 10pL  10pL  10pL
Aroeira 250 188 125puL 63 pL 31uL  15puL 7,5pL 3,75 puL
ML ML
Caldo 0 62puL 125puL 187 puL 219 puL 235puL 243 yL 246 pL
BHI

Fonte: Arquivo pessoal (2025).

B) Determinagéao da CIM e da CBM:

As microplacas foram vedadas com filme de PVC e incubadas a 37 °C por 18
a 24 horas. A CIM foi determinada como a menor concentragao do extrato capaz de
inibir completamente o crescimento bacteriano visivel, avaliado pela auséncia de
turvacdo nos pogos. Para determinagdo da Concentracdo Bactericida Minima
(CBM), o conteudo de cada pogo foi semeado em agar BHI com auxilio de palitos

estéreis, sendo novamente incubado a 37 °C por 18 a 24 horas. A auséncia de
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crescimento indicou efeito bactericida, enquanto a presencga de coldnias confirmou

efeito apenas bacteriostatico.
C) Controles e replicagao:

O controle negativo consistiu em 250 yL de extrato puro, sem adi¢ao de
inéculo, enquanto o controle positivo incluiu 250 puL de caldo BHI com 10 uL do
in6culo bacteriano. Os experimentos foram realizados em triplicata, e somente
foram considerados validos quando o controle positivo apresentou crescimento e o
negativo se manteve estéril. Além disso, os resultados s6 foram aceitos quando

pelo menos duas das trés repeticdes exibiram o mesmo padréao de crescimento.

3.3.2 Resultados e Discussao

A Concentragao Inibitéria Minima (CIM) foi definida como a menor
concentracdo do extrato de Schinus terebinthifolius capaz de inibir o crescimento
bacteriano, sendo determinada pela auséncia de turvacdo nos pocos da
microtitulagdo. Diferentemente de outros estudos que utilizam a resazurina como
indicador de viabilidade, neste trabalho a avaliacdo foi realizada apenas pela
observagédo da turvagao do meio. Essa metodologia segue critérios ja descritos por
Ferreira et al. (2022) e Zilio (2022), os quais reforcam a aplicabilidade da

microtitulagdo em caldo na analise da atividade antimicrobiana de extratos vegetais.

A Concentragdo Bactericida Minima (CBM) foi avaliada a partir da
semeadura do conteudo dos pogos correspondentes a CIM em agar BHI,
considerando-se bactericida a concentracdo que resultou em auséncia de

crescimento visivel apos 18-24 horas de incubacgao.

A avaliagdo dos ensaios demonstrou que 100% das bactérias testadas nao
apresentaram halo de inibicdo no TSA, indicando auséncia de atividade
antimicrobiana detectavel pelo método. Nos ensaios de microtitulagao, observou-se
que a CIM foi de 100% para todas as cepas, evidenciando necessidade de altas
concentragdes do extrato para inibicdo do crescimento. Ja CBM apresentou maior
variagéo: 87,5% dos isolados (21/24) foram inibidos na concentragao de 50%, 8,3%
(2/24) em 25% e 4,2% (1/24) em 75%.

O TSA nao apresentou difusao eficaz no meio sélido. Esse resultado pode

estar relacionado a baixa solubilidade ou difusibilidade dos compostos fendlicos no
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agar, aspecto ja relatado em estudos com extratos vegetais (OSTROSKY et al.,

2008).

Apesar disso, verificou-se que a CBM variou entre 25% e 75%, dependendo
da cepa. Por exemplo, Streptococcus spp. (1003) e Staphylococcus intermedius
(29663) apresentaram CBM de 25%, enquanto Pseudomonas spp. (972) exibiu
CBM de 75%. Esses achados sugerem que, embora o extrato tenha apresentado
baixa eficacia inibitéria em concentracdes reduzidas, nos ensaios de microdiluicdo

em caldo, apresentou efeito bactericida sobre todas as cepas testadas.

A diferenga entre os resultados obtidos nos ensaios de difusdo em discos
(TSA) e microtitulacao é relevante para a interpretagdo da atividade antimicrobiana
do extrato de Schinus terebinthifolius. Enquanto o método de difusdo depende
diretamente da capacidade dos compostos bioativos migrarem através do agar, o
que pode limitar a formacdo de halos quando as substancias possuem baixa
solubilidade ou difusibilidade, a microtitulagdo promove contato direto entre o
extrato e 0s microrganismos em suspensao, aumentando a exposicao aos
metabdlitos ativos. Essa discrepancia tem sido relatada em diversos estudos com
extratos vegetais, incluindo investigagdes com a aroeira-vermelha, nas quais se
observou maior eficacia em ensaios de microtitulagdo quando comparados aos de
difuséo (LIMA et al., 2004; DEGASPARI et al., 2005; OSTROSKY et al., 2008).

De forma geral, os resultados reforcam que o extrato fluido de aroeira possui
atividade antimicrobiana in vitro, ainda que restrita a altas concentragdes, e que sua
acao bactericida pode variar conforme a espécie bacteriana e o método utilizado. A
presenca de compostos fendlicos, como taninos, flavonoides e acidos fendlicos ja
descritos em S. terebinthifolius, pode explicar os efeitos observados (CERUKS et
al., 2007; SANTOS et al., 2010). Ainda assim, a auséncia de halo nos ensaios de
TSA evidencia a limitacdo da técnica de difusdo para avaliacdo desse tipo de

extrato.

3.3.4 Conclusao
Os resultados obtidos neste estudo demonstram que o extrato fluido de

casca de Schinus terebinthifolius apresentou atividade antimicrobiana in vitro frente
a bactérias de importancia clinica veterinaria, embora restrita a altas

concentracdes. Nos testes de difusdo em discos (TSA), nao foi observada formagéao
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de halos de inibigdo, indicando baixa capacidade de difusdo dos compostos no

meio solido. Em contrapartida, os ensaios de microdiluicdo revelaram que a
Concentragao Inibitéria Minima (CIM) foi de 100% para todas as cepas avaliadas,
enquanto a Concentragdo Bactericida Minima (CBM) variou entre 25% e 75%,
evidenciando efeito bactericida mais pronunciado em algumas espécies, sobretudo

entre os isolados Gram-positivos.

Esses achados reforgam o potencial do extrato de aroeira como agente
antimicrobiano natural, especialmente pela presengca de metabdlitos secundarios
como taninos e flavonoides, ja reconhecidos por suas propriedades antimicrobianas
e anti-inflamatérias. Entretanto, a necessidade de concentragdes elevadas para
alcangar efeito inibitério destaca a importancia de estudos futuros voltados ao
fracionamento e padronizagdo dos compostos ativos, bem como a avaliagdo de
formulacdes otimizadas (como nanoemulsées ou associagdes com antibidticos)

que possam potencializar sua eficacia.

Em sintese, a aroeira configura-se como uma alternativa fitoterapica
promissora, podendo contribuir de forma complementar no controle de
microrganismos resistentes em medicina veterinaria, desde que sejam conduzidas
novas investigagcdes para superar suas limitagdes de difusdo e bioatividade em

concentracdes reduzidas.
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	Além disso, o setor conta com: Paratest®, espátulas, bastões de vidro, peneiras com gaze para filtragem de fezes, frascos de coleta identificados, lâminas e lamínulas, kits comerciais para detecção de parasitas, armário, pia e bancada exclusiva para realização dos exames parasitológicos.
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