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RESUMO

Sob orientagdo da Prof2. Dr2. Erika Fernanda Torres Samico Fernandes, o presente trabalho
tem como objetivo relatar e discutir as atividades desenvolvidas durante a realizacdo do
Estagio Supervisionado Obrigatério (ESO), disciplina essencial para a concluséo do curso de
Medicina Veterinaria da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE). Durante o
periodo de 01 de abril de 2024 a 30 de abril de 2024, o estagio foi realizado no Laboratdrio de
Doencas Infectocontagiosas da UFRPE, com énfase em microbiologia, doencas infecciosas de
etiologia bacteriana e foco especial no estudo e diagnostico laboratorial da leptospirose. A
experiéncia possibilitou ainda a escrita de um artigo cientifico voltado para o levantamento
soroldgico de Leptospira spp. em cdes (Canis familiaris) atendidos no Hospital Veterinario
Universitario da UFRPE, localizado na Regido Metropolitana do Recife. Em seguida, no
periodo de 15 de maio de 2024 a 28 de junho 2024, deu-se continuidade ao estagio no
Laboratorio de Inspecdo e Tecnologia de Leite e Derivados da Universidade Federal da Bahia
(UFBA), onde foi possivel vivenciar uma rotina voltada para as analises fisico-quimicas e
microbiologicas do leite e derivados lacteos, além de atividades de pesquisa direcionadas ao
estudo da mastite em ruminantes, objetivando também promover assisténcia técnica as
industrias de laticinios e aos produtores rurais do Estado da Bahia. A carga horaria cumprida
na disciplina de ESO proporcionou unir a teoria a pratica, ampliando o aprendizado sobre as
praticas laboratoriais aplicadas as doencas infecciosas e a inspecdo dos produtos lacteos de
origem animal, fortalecendo assim a formagdo académica com énfase em Medicina
Veterinaria Preventiva, area profissional de grande relevancia no contexto da Satde Unica.

Palavras-chaves: Doengas infecciosas; Inspecdo de produtos lacteos; Leptospirose; Mastite;
Microbiologia.
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ABSTRACT

Under the guidance of Prof. Dr. Erika Fernanda Torres Samico Fernandes, the present work
aims to report and discuss the activities developed during the Estagio Supervisionado
Obrigatdrio (ESO), an essential subject for the completion of the Veterinary Medicine course
at the Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE). During the period from April 1,
2024, to April 30, 2024, the internship was carried out at the UFRPE Infectious Diseases
Laboratory, with an emphasis on microbiology, infectious diseases of bacterial etiology and a
special focus on the study and laboratory diagnosis of leptospirosis. The experience also made
it possible to write a scientific article focused on the serological survey of Leptospira spp. in
dogs (Canis familiaris) treated at the Hospital Veterinario Universitario of UFRPE, located in
the Metropolitan Region of Recife. Then, from May 15, 2024, to June 28, 2024, the internship
continued at the Laboratory of Inspection and Technology of Milk and Derivatives at the
Universidade Federal da Bahia (UFBA), where it was possible to experience a routine focused
on physical-chemical and microbiological analysis of milk and dairy products, in addition to
research activities aimed at studying mastitis in ruminants, also aiming to promote technical
assistance to the dairy industries and rural producers in the State of Bahia. The course load
completed in the ESO discipline made it possible to combine theory with practice, expanding
learning about laboratory practices applied to infectious diseases and the inspection of dairy
products of animal origin, thus strengthening academic training with an emphasis on
Preventive Veterinary Medicine, a professional area of great relevance in the context of One
Health.

Keywords: Dairy product inspection; Infectious diseases; Leptospirosis; Mastitis;
Microbiology.
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1. CAPITULO |
1.1 Introdugéo

O Estégio Supervisionado Obrigatorio (ESO) é uma disciplina obrigatdria do curso de
Bacharelado em Medicina Veterinaria da UFRPE e tem como objetivo proporcionar aos
estudantes uma oportunidade pratica que auxilia no preparo para o mercado de trabalho,
oferecendo também uma chance de conhecer novas instituicbes e assim complementar o
aprendizado adquirido na Universidade de origem. A disciplina possui uma carga horaria total
de 420 horas a serem cumpridas.

Sob orientacdo da Prof.. Dr? Erika Fernanda Torres Samico Fernandes, esta carga
horaria foi cumprida no presente ESO por meio de dois periodos de vivéncia distintos,
realizados separadamente em duas instituicdes. Durante o periodo de 01 de abril a 30 de abril
de 2024, o estagio foi realizado no Laboratorio de Doencas Infectocontagiosas (LDIC) da
UFRPE, sob supervisdo da Médica Veterinaria e doutoranda Gabriela Gongalves da Silva, e
durante o periodo de 15 de maio a 28 de junho de 2024, o estagio foi realizado no Laboratério
de Inspecdo e Tecnologia de Leite e Derivados (LalTLAacteos) da UFBA, sob supervisdo do
Prof°. Dr. José Givanildo da Silva.

A vivéncia no LDIC possibilitou acompanhar principalmente a rotina do setor de
microbiologia, que realiza o recebimento e processamento de amostras bioldgicas
provenientes de animais atendidos no Hospital Veterinario Universitario (HVU) da UFRPE.
Além disso, o estagio proporcionou a participacdo no andamento de atividades direcionadas
as diversas enfermidades infecciosas que acometem os animais domésticos, dentre elas a
leptospirose, por exemplo.

Ja no LalTLacteos, foi possivel participar de uma rotina com énfase em andlises
fisico-quimicas e microbioldgicas do leite e dos derivados lacteos, sob a Otica da inspecdo
destes alimentos, incluindo ainda a pesquisa de fraudes nestes produtos. O periodo de estagio
também possibilitou acompanhar atividades voltadas para a assisténcia técnica aos produtores
rurais do estado, as empresas privadas de laticinios e a Agéncia Estadual de Defesa
Agropecuéria da Bahia (ADAB).

A realizagdo do ESO nestes dois locais teve como intuito integrar as experiéncias em
microbiologia, doencas infecciosas e o trabalho com os alimentos de origem animal, sendo
um periodo de vivéncia que se mostrou enriquecedor sob o ponto de vista do diagndstico
laboratorial, da epidemiologia das enfermidades infectocontagiosas e da inspecao de produtos

lacteos, sendo esta Gltima uma atribuicdo exclusiva do Médico Veterinario. A experiéncia
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contribuiu para aprimorar a capacitacdo académica, cientifica e profissional, além de

favorecer o preparo para o cotidiano no mercado de trabalho.

1.2 Descricao dos locais de estagio
1.2.1 Laboratorio de Doencas Infectocontagiosas (LDIC) do Departamento de Medicina
Veterinaria da Universidade Federal Rural de Pernambuco (DMV-UFRPE)

O Laboratério de Doengas Infectocontagiosas da UFRPE ¢ vinculado ao
Departamento de Medicina Veterinaria, situado no bairro de Dois Irmédos, em Recife,
Pernambuco. O laboratdrio é coordenado pelo Prof. Dr. Rinaldo Mota e pela Prof2. Dr2. Erika
Samico, e conta com uma equipe composta por trés técnicos de laboratério com formacdo em
Medicina Veterinaria, estudantes de graduacdo envolvidos com projetos de iniciacdo
cientifica e/ou extensdo, além dos discentes de pos-graduacdo, incluindo residentes, alunos de
mestrado e doutorado e pos-doutorado.

O LDIC contempla uma rotina voltada para a realizagdo do diagnostico
microbioldgico de agentes bacterianos e fungicos, além de atividades associadas as anélises
sorologicas e moleculares. Para manter tais atividades, o laboratério é subdividido em trés
areas: area de microbiologia, area de sorologia e biologia molecular e area de leptospirose.

Na éarea de microbiologia, o laboratério possui uma sala principal estruturada com
duas bancadas, sendo uma para as demandas bacterioldgicas e outra para as fungicas (figura
01). As bancadas sdo equipadas com bicos de Bunsen, microscopios, luminarias e vortex. A
sala principal também conta com duas pias, sendo uma delas destinada a realizacdo dos
métodos de caracterizacdo morfotintorial, como a coloracdo de Gram. Existem também quatro
geladeiras onde sdo armazenados separadamente antibidticos, meios de cultura estéreis,
amostras bioldgicas e culturas bacterianas em processamento. Para a manipulacdo desses
materiais, a sala conta com duas cabines de fluxo laminar equipadas com iluminacéo
ultravioleta (UV) germicida (figura 02). Além disso, as amostras em incubacdo sao

acondicionadas em estufas, sendo uma estufa bacterioldgica e uma estufa fangica.
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Figura 01. Sala principal do setor de microbiologia. (A) Bancada para atividades bacterioldgicas. (B) Bancada
para atividades fungicas.

Fonte: Arquivo pessoal (2024).

Figura 02. Cabine de fluxo laminar.

Fonte: Arquivo pessoal (2024).

Além da sala principal, ha uma sala paralela designada para descontaminacdo e
esterilizagdo, sendo um ambiente equipado com duas autoclaves para estes fins,

respectivamente. Além disso, o ambiente conta com mais uma cabine de fluxo laminar,
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utilizada especificamente para manuseio de materiais estéreis. A sala também dispde de
outros equipamentos, como estufa de secagem, aparelho destilador de &gua e balanca de
precisao.

Na area de sorologia e biologia molecular (figura 03) o LDIC conta com cinco salas
separadas, sendo uma delas exclusiva para as analises soroldgicas envolvendo estudos com
Toxoplasma gondii e Neospora caninum atraves da Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta
(RIFI); outra restrita para analises moleculares através da Reaco em Cadeia da Polimerase
(PCR) e da PCR em Tempo Real (RT-PCR); outra destinada apenas as praticas de extracao de
DNA,; outra reservada para atividades de eletroforese em gel; e uma ultima especifica para
atividades de cultivo celular, cujo objetivo é garantir a conservagdo, analise e producdo de
antigenos de importancia para técnicas soroldgicas realizadas.

Figura 03. Area de sorologia e biologia molecular. (A) Vista de entrada. (B) Vista lateral.
Fonte: Fotografias cedidas pela M.V. Emmylly Lima — UFRPE (2024).

Para manter estas demandas, este setor é estruturado e equipado com aparelhos
destilador e purificador de agua, refrigeradores, centrifugas, estufas, incubadora com agitacéo
orbital, microscopios convencionais e invertidos, cabines de fluxo laminar, vortex, aparelho
de banho-seco digital, pHmetro digital, termociclador para realizacdo de PCR convencional e
RT-PCR, espectrofotdmetro para quantificacdo de DNA e fotodocumentador para gel de
eletroforese.

Por fim, a area destinada ao setor de leptospirose (figura 04), conta com uma sala
principal que dispde de duas estufas; uma € utilizada apenas para o armazenamento e
manutencdo das culturas bacterianas, enquanto a outra é utilizada para a incubagéo das placas
de sorologia durante a técnica de Soroaglutinacdo Microscopica (SAM). Para a manipulagdo
das culturas, a sala dispde de uma cabine de fluxo equipada com iluminagdo UV germicida, e
para a avaliacdo microscopica das culturas e também a leitura dos testes de SAM o laborat6rio
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conta com um microscopio de campo escuro (figura 05). O espaco € equipado ainda com uma
geladeira na qual sdo armazenados meios de cultura e suplementos especificos para as praticas
com leptospirose, além de materiais bioldgicos incluindo amostras congeladas de soro
sanguineo. A parte, algumas estirpes de Leptospira spp. selecionadas sdo mantidas
conservadas em um botijao de nitrogénio liquido a -196°C.

Figura 04. Setor de Leptospirose do LDIC.
Fonte: Arquivo pessoal (2024).

Figura 05. Microscopia de campo escuro.

Fonte: Arquivo pessoal (2024).
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1.2.2 Laboratorio de Inspecdo e Tecnologia de Leite e Derivados (LalTLéacteos) da
Escola de Medicina Veterindria e Zootecnia da Universidade Federal da Bahia
(EMEVZ-UFBA)

O Laboratério de Inspecéo e Tecnologia de Leite e Derivados da UFBA € vinculado a
Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Institui¢do, localizada no bairro de Ondina, na
cidade de Salvador, Bahia. E coordenado pela Prof2. Dr2, Marion Costa e pelo Prof. Dr. José
Givanildo da Silva, e conta com uma equipe composta por trés técnicos de laboratorio - sendo
um de nivel superior com formacdo em Medicina Veterindria e dois de nivel médio,
estudantes de graduacdo envolvidos com projetos de iniciacdo cientifica e extensdo e
estudantes de pos-graduacéo, incluindo mestrandos e doutorandos.

A rotina do LalTLActeos é voltada para o trabalho com amostras internas, relativas aos
projetos de pesquisa em andamento, e amostras externas, enviadas por empresas particulares
de laticinios e também pela Agéncia Estadual de Defesa Agropecuéaria da Bahia (ADAB). O
laboratorio realiza diariamente anélises fisico-quimicas e microbioldgicas, bem como
pesquisa de fraudes, em amostras que incluem leite cru refrigerado, leite pasteurizado, queijo
mussarela, queijo prato, queijo de coalho, queijo parmesdo, queijo Minas padrdo, queijo
Minas frescal, queijo provolone, queijo do reino, queijo tropical, queijos artesanais, queijo
cottage, ricota, requeijdo, creme de leite pasteurizado, bebida lactea fermentada, iogurte, doce
de leite e manteiga. Os produtos podem ser provenientes das espécies bovina, caprina ou
bubalina, embora sejam predominantes os produtos de origem bovina.

Para manter estas atividades, o LalTLacteos é estruturado em espacos comuns (figura
06) designados para a tecnologia e as andlises fisico-quimicas dos produtos lacteos, além de
uma area restrita para as analises microbioldgicas (figura 07), com o objetivo de evitar a
contaminagdo dos produtos e assim prevenir o comprometimento dos resultados emitidos.

Ademais, ha um espaco especifico para descontaminacao e esterilizacao.
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Figura 06. Espagos comuns e equipamentos do LalTL&cteos.

Fonte: Arquivo pessoal (2024).

Y

Figura 07. Area restrita para analises microbioldgicas dos produtos lacteos.

Fonte: Arquivo pessoal (2024).

Nesses ambientes, o laboratdrio possui equipamentos que incluem balancas analiticas
e de precisdo, microondas, freezers, Incubadora Demanda Bioquimica de Oxigénio (D.B.O),
estufa de secagem, estufas bacterioldgicas - sendo uma especifica para analises
microbiol6gicas de Salmonella spp. e outra especifica para pesquisa de Listeria spp.,
dessecadores de vidro, capela de exaustdo, equipamentos de banho-maria, muflas, analisador
de umidade, centrifuga para butirdmetro (método de Gerber), aparelho contador de col6nias
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microbianas (figura 08), microscopios eletrénicos, crioscopio digital (figura 09), analisador
automatico de leite (modelo Lactoscan®) (figura 10), viscosimetro digital (figura 11),
pHmetro digital, aparelho destilador de agua e autoclaves distintas para descontaminagéo e

esterilizacéo.

Figura 08. Contagem padrdo em placa em aparelho contador de coldnias microbianas.

Fonte: Arquivo pessoal (2024).

Fonte: Arquivo pessoal (2024).
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Figura 10. Analisador automatico de leite (Lactoscan®).

Fonte: Arquivo pessoal (2024).

Figura 11. Viscosimetro digital.

Fonte: Arquivo pessoal (2024).

1.3 Descricéo das atividades acompanhadas no LDIC
1.3.1 Casuistica

Durante o periodo de vivéncia no LDIC, o foco do estagio foram as rotinas dos setores
de microbiologia e leptospirose, embora tenha sido possivel acompanhar também atividades
envolvendo as técnicas de RIFI, PCR e Eletroforese em Gel de Agarose. A relagdo de todas as
atividades e técnicas acompanhadas durante o periodo de 01 a 30 de abril de 2024 esta
descrita na tabela 1.
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Tabela 1. Atividades e técnicas acompanhadas durante o periodo de Estagio no Laboratério
de Doencas Infectocontagiosas da UFRPE.

Atividade Amostras processadas Porcentagem
IRea(;éo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) | 146 | 71,92% |
Ténica de Soroaglutinacdo Microscopica (SAM) 42 20,69%
Exame bacterioldgico* 11 5,42%
Cultura fangica 1 0,49%
Pesquisa de espiroquetas em microscopia de campo escuro 1 0,49%
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) 1 0,49%
Eletrofose em Gel de Agarose 1 0,49%
Total 203 100%

*Considera-se que um exame bacterioldgico inclui as etapas de cultura bacteriana, provas bioquimicas (quando
necessario) e exame de antibiograma. Fonte: elaborado pela autora (2024).

Dentre as andlises soroldgicas, foi possivel acompanhar a realizacdo da técnica de
RIFI para a deteccdo de anticorpos anti-T. gondii em amostras de soro sanguineo de caprinos
(Capra hircus) e ovinos (Ovis aries) provenientes de um municipio da regido Agreste de
Pernambuco. Neste caso, foram processadas 146 amostras, sendo 88 da espécie ovina, das
quais 8 foram reagentes para anticorpos anti-T.gondii, e 58 da espécie caprina, das quais 6
foram reagentes.

Alem disso, com relacdo a sorologia envolvendo a técnica de SAM, foi realizada a
titulacdo para 42 amostras de soro sanguineo de cdes domésticos (Canis familiaris),
viabilizando a elaboracdo de um artigo cientifico que teve como objetivo verificar a
frequéncia de anticorpos anti-Leptospira spp. nas amostras trabalhadas. Informacdes sobre a
metodologia utilizada, bem como os resultados obtidos estdo descritos no capitulo 2.

Quanto ao setor de microbiologia, a rotina acompanhava a demanda dos atendimentos
clinicos do Hospital Veterinario Universitario da UFRPE. Assim, foi possivel acompanhar o
recebimento e processamento de amostras bioldgicas provenientes de animais atendidos no
HVU, incluindo pacientes carnivoros, ruminantes, equideos e também algumas aves. Além
disso, havia também o recebimento de amostras provenientes de coletas de material a campo,
vinculadas as pesquisas em andamento e as consultorias técnicas. Para manter o andamento
destas atividades, também eram cotidianas as praticas voltadas para o preparo de meios de
cultura (figura 12), aléem das atribuicdes quanto a descontaminacdo e esterilizacdo de

materiais biologicos e equipamentos de laboratdrio.
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Figura 12. Preparo de meio de cultura estéril em cabine de fluxo laminar.

Fonte: Fotografia cedida por Geovania Gongalves - UFRPE (2024).

Antes de um material biolégico ser processado no laboratério, o fluxograma para o
recebimento da amostra incluia primeiramente a verificacdo dos dados contidos na requisi¢cdo
dos exames a fim de confirmar se esta foi preenchida corretamente e se 0 material foi enviado
de maneira adequada, seguido entdo do registro da requisicdo nos cadernos de controle para
exames bacteriologicos e exames fungicos. Além disso, para todas as etapas de
processamento, seguiam-se as recomendacdes descritas no Procedimento Operacional Padrao
(POP) elaborado pela equipe do laboratorio.

Para uma amostra em que foi solicitada a avaliacdo bacterioldgica, o processamento
geralmente envolvia a realizacdo de cultura bacteriana acompanhada do exame de
antibiograma. Para isso, cada tipo de material bioldgico era processado inicialmente em meios
de cultura especificos, os quais variavam entre Agar Base acrescido de 5% de sangue ovino,
Agar MacConkey, Agar Cled, Agar Brain-Heart-Infusion (BHI) e caldo BHI, sendo estes 0s
mais utilizados na rotina do laboratério, embora outros meios fossem preparados quando
necessario, mediante demandas especificas, como é o caso do Agar Levine Eosina Azul de
Metileno (L-EMB), utilizado para as atividades que envolviam a diferenciacdo e o estudo de
enterobactérias fermentadoras de lactose, como por exemplo Escherichia coli (figura 13).
Além disso, também havia uma rotina de preparo do Agar Miiller-Hinton, utilizado para a
realizacdo de exames de antibiograma.

28



Figura 13. Cultivo de Escherichia coli em Agar L-EMB.
Fonte: Fotografia cedida pelo M.V. Guilherme Valeriano — UFRPE (2024).

Apds uma amostra biologica ser plagueada no meio de cultura escolhido e incubada
em estufa bacteriologica a 37°C, esperava-se de 24 a 72 horas e, havendo crescimento
microbiano, era possivel suceder com as demais etapas envolvendo o isolamento e a
identificacdo dos microrganismos, como por exemplo, a caracterizacdo morfotintorial através
do método de coloracdo de Gram.

As amostras recebidas durante o periodo do estigio variaram entre urina, puncao
nodular, swab de lesdo, swab otolégico, sémen e pelo. Conforme descrito na tabela 2, o tipo
mais frequente de amostra biologica recebida durante este periodo foi urina, sendo a

urocultura (figura 14) o exame predominante dentre os exames realizados.
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Tabela 2. Amostras processadas durante o periodo de Estadgio no Laboratério de Doengas
Infectocontagiosas da UFRPE.

Amostra Exame
recebida Espécie animal Suspeita clinica realizado Resultado da cultura
' Infeccdo do trato urindrio  Cultura
Urina Felino (Felis catus) (ITv) bacteriana Crescimento Klebsiella sp.
Cao domeéstico (canis Cultura Crescimento de Pseudomonas
Urina familiaris) ITU e Pielonefrite bacteriana sp.
Céo domeéstico (canis Cultura
Urina familiaris) Cistite bacteriana bacteriana Sem crescimento
Céo doméstico (canis Cultura
Urina familiaris) Cistite bacteriana bacteriana Sem crescimento
Puncéo Papagaio-verdadeiro Cultura
nodular (Amazona aestiva) Abscesso infeccioso bacteriana Sem crescimento
Pungdo  Ganso-comum-ocidental Cultura Crescimento de Bacillus sp. e
nodular (Anser anser) Osteomielite bacteriana Corynebacterium sp.
Swab de Dermatite alérgica por Cultura
lesdo Equino (Equus caballus) picada de ectoparasitas bacteriana Amostra contaminada
Swab de  Céo doméstico (canis Cultura
leséo familiaris) Piodermite bacteriana Staphylococcus sp.
Swab Céo domeéstico (canis Cultura
otoldgico familiaris) Infec¢do estafilocdcica bacteriana Staphylococcus sp.
Swab Céo domeéstico (canis Cultura
otoldgico familiaris) Infec¢do estafilocdcica bacteriana Sem crescimento
Infeccdo por Brucella
spp. e Actinobacillus Cultura
Sémen Ovino (Ovis aries) seminis bacteriana Amostra contaminada
Dermatite alérgica por Cultura
Pelo Equino (Equus caballus) picada de ectoparasitas fangica Geotrichum sp.

Fonte: elaborado pela autora (2024).
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Figura 14. Realizagdo de exame de urocultura a partir de amostra de urina

Fonte: Arquivo pessoal (2024).

Durante o periodo de estagio, foi possivel visualizar alguns géneros de bactérias
Gram-positivas encontrados com maior frequéncia, como Staphylococcus spp. e
Corynebacterium spp. Também foi comum o crescimento de agentes classificados como
bacilos Gram-negativos, destacando-se as bactérias das familias Pseudomonadaceae e
Enterobacteriaceae. Havendo a confirmacdo de que se tratava de uma enterobactéria, uma
outra etapa do fluxograma de processamento envolvia a realizacdo de provas bioquimicas
para a identificacdo do microrganismo.

Na rotina, foram preconizadas 0s seguintes testes e meios para a realizagdo das provas
bioquimicas: teste da Catalase; teste da Oxidase; Agar Triple Sugar Iron (TSI); Agar Citrato
de Simmons; Agar Lisina Descarboxilase (LIA); Caldo de Ureia; analise de producdo de
Sulfeto de Hidrogénio, Indol e presenca de Motilidade no Meio SIM; prova de Vermelho de
Metila (VM); prova de Vorges Proskauer (\VP). Assim, a partir da realizacdo destas provas,
bem como da leitura e interpretacdo dos resultados dos testes realizados, era possivel
identificar a bactéria isolada a partir de determinada amostra recebida, emitir o laudo
laboratorial e enviar ao medico veterinario solicitante.

Quanto a amostra de sémen processada, esta foi coletada por meio de monta natural de
um ovino reprodutor que apresentava disturbios testiculares e impoténcia sexual do tipo
generandi. Considerando fatores clinico-epidemioldgicos do animal e da propriedade, as
suspeitas clinicas eram infec¢Ges por Brucella spp. ou Actinobacillus seminis. O sémen foi

enviado ao laboratorio para realizagdo de cultura bacteriana e PCR (figura 15). A amostra foi
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cultivada em Agar Base acrescido de 5% de sangue ovino e Agar MacConkey, em estufa a
37°C por 24 horas e em condic¢Oes de anaerobiose e de microaerofilia, a fim de favorecer o
crescimento dos microrganismos de interesse, considerando suas caracteristicas etioldgicas.
Ao exame bacterioldgico a amostra foi considerada como contaminada, visto que nao foi
possivel isolar nenhum agente especifico pois houve o crescimento de mais de quatro tipos de
colonias bacterianas distintas, tendo em vista que a coleta foi realizada por monta natural,
sendo provavel a contaminagdo do material. As analises moleculares foram negativas para o
género Brucella spp. e, por outro lado, ndo foi possivel dar continuidade ao processamento de

PCR para Actinobacillus seminis.

ot

Figura 15. Transferéncia de amostra de DNA amplificado para cuba de eletroforese para execucdo da Técnica
de Eletroforese em Gel de Agarose ap0s realizacao de PCR.

Fonte: Arquivo pessoal (2024).

Apesar de ndo ter sido o foco das atividades acompanhadas durante 0 més de abril,
também existe no LDIC uma importante rotina voltada para o diagndstico micolégico. Assim,
no caso de uma amostra em que foi solicitado esse tipo de avaliacdo, 0 processamento
envolvia a realizacdo de exame direto, quando a suspeita clinica incluia dermatofitose,
esporotricose ou malasseziose, seguido da cultura fungica.

A depender do tipo de material enviado, a técnica para a execugdo do exame direto era
a coloracdo da amostra através do método do Panético Répido, para as amostras de swab de
lesdo e swab otologico, ou a clarificagdo com KOH, para as amostras de pelo. Por outro lado,
para a realizacdo da cultura, as amostras eram plaqueadas em Agar Mycosel, sendo esse o
meio de cultura padronizado independentemente do tipo de amostra enviada, embora fosse

possivel também utilizar o Agar Sabouraud em situacbes especificas para repiques de
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culturas. Para além, alguns fungos patogénicos ndo se desenvolvem na presenca de
cicloheximida, um agente inibidor da sintese proteica, que esta presente na composicdo do
Agar Mycosel no intuito de inibir o crescimento de fungos encontrados no ambiente.

Ap0s o plagueamento, as amostras eram incubadas em estufa micoldgica a 25°C por
no minimo sete dias, porém alguns fungos mais fastidiosos precisavam, em média, de quinze
dias para crescimento. Havendo o crescimento, a leitura e a interpretagdo eram realizadas
macro e microscopicamente, considerando as caracteristicas morfoldgicas observadas nas
culturas somado as caracteristicas observadas em microscopia eletrénica e as informacdes
clinicas repassadas pelo médico veterinario requisitante.

No caso da Unica amostra recebida para exame micoldgico, realizou-se a cultura
fangica em Agar Mycosel. Ao exame micoldgico, através das caracteristicas macroscopicas
visualizadas, além das caracteristicas microscopicas avaliadas a partir da Técnica de Fita, foi
possivel observar que houve o crescimento de Geotrichum sp., um fungo ambiental, ndo
havendo, portanto, o crescimento de fungos de interesse clinico, como por exemplo 0s
dermatdfitos. Entretanto, é importante ressaltar que Geotrichum sp. pode ser um agente de
relevancia clinica a depender da regido acometida, como é o caso de mucosas, 0 que ndo se
aplica nesta situacdo visto que a amostra avaliada foi um fragmento de pelo.

Por fim, também foi possivel acompanhar durante o periodo de ESO a busca para
espiroquetas em microscopia de campo escuro a partir de uma amostra de urina proveniente
de um cdo com suspeita de leptospirose. Conforme recomendacdo, a coleta da urina foi feita
por cistocentese, e o material foi avaliado apds centrifugacdo, entretanto, o resultado do

exame foi negativo, ndo tendo sido observada a presenca de espiroguetas na urina do animal.

1.3.2 Rotina no Laboratério de Leptospirose
1.3.2.1 Cultivo, manutencéo, avaliacéo e congelamento de Leptospira spp.

Durante o periodo de estagio, as atividades com Leptospira spp. foram centralizadas
na realizacdo da técnica de Soroaglutinacdo MicroscOpica. Para isso, havia uma rotina de
trabalho envolvendo a manutencao e a avaliacdo das culturas de Leptospira spp. utilizadas
como antigenos para a realizacdo do diagndstico soroldgico. As bactérias eram cultivadas e
mantidas em meios liquidos em estufa bacterioldgica entre 28°C a 30°C no Laboratério de
Leptospirose do LDIC (figura 16). Para o cultivo, era utilizado o meio Ellinghausen-
McCullough-Johnson-Harris (EMJH) suplementado com Difco Leptospira Enrichment EMJH

e 0 meio EMJH com coquetel antimicrobiano (STAFF), o qual era empregado em culturas
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com elevada contaminacdo, visto que € um meio composto por substancias antifungicas,
antimicrobianas e antineoplasicas, como sulfametoxazol, trimetropim, anfotericina B,
fosfomicina e 5-fluorouracil, servindo portanto como um inibidor do crescimento de
microrganismos contaminantes que reduzem o potencial de crescimento de Leptospira spp.

devido a competicao por substrato.

Figura 16. Culturas vivas de Leptospira spp. mantidas em estufa bacterioldgica.

Fonte: Arquivo pessoal (2024).

Para o preparo, 0 meio EMJH era pesado em uma balanca de precisdo e diluido em
agua destilada, e em seguida a solucéo era esterilizada em autoclave por 15 minutos a 121°C.
Posteriormente, em cabine de fluxo laminar, adicionava-se ao meio o suplemento Difco
Leptospira Enrichment EMJH, e em seguida toda a mistura era distribuida em tubos Falcon
nos quais as culturas eram adicionadas.

Toda a manipulacdo das culturas era realizada sempre dentro da cabine de fluxo
visando impedir as contaminagdes, considerando que a Leptospira spp. possui um
crescimento fastidioso. A fim de promover a manutencdo e viabilidade das estirpes de
referéncia utilizadas para o diagnostico sorologico, semanalmente realizava-se a avaliacdo das
culturas. Para isso, era feito o preparo de laminas de microscopia com uma aliquota de cada
cultura (figura 17), e assim todas eram avaliadas em um microscopio de campo escuro, Visto
que sdo bactérias que ndo coram com o método de Gram, limitando que sejam visualizadas

em microscopia comum. A avaliagdo era feita considerando 0s seguintes parametros:
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quantidade de Leptospira spp., grau de contaminacdo e grau de aglutinacdo, de modo que
todos os critérios eram avaliados numa escala de 0 a 4. Assim, a partir do acompanhamento
do crescimento, da morfologia e da qualidade das estirpes, também eram realizados repiques

guando necessario, a fim de promover a manutencéo das culturas.

Figura 17. Aliquotas de culturas de Leptospira spp. em ldamina de microscopia para avaliagdo em microscopio
de campo escuro.
Fonte: Arquivo pessoal (2024).

Nas avaliagbes, nos casos de bom crescimento de Leptospira spp. e pouca
contaminacdo (4:1), eram realizados dois novos repiques em meio liquido EMJH na diluicdo
de 1:10. Quando era observado bom crescimento de Leptospira spp. porém com relevante
contaminacdo por outras bactérias (4:2, 4:3, 4:4), a cultura era submetida a filtracdo. Contudo,
quando era visto pouco crescimento de Leptospira spp. (Leptospira spp. < 4) e um importante
grau de contaminacao, era feito o repique em meio liquido EMJH suplementado com coquetel
STAFF.

Para a manutencdo de culturas de Leptospira spp. de referéncia, era realizado o
repique com base nas informagdes obtidas com as avaliagdes semanais. Porém, considerando
que cada repique in vitro promove uma diminui¢do na viruléncia da bactéria, padronizava-se
um limite de até 32 repiques. Por esse motivo, as culturas de referéncia s6 eram repicadas de
acordo com a demanda e o grau de contaminagao observado.

Também foi possivel acompanhar o protocolo de manutencdo de culturas de

Leptospira spp. através da criopreservagdo. Cerca de 7 a 10 dias ap0s o repique, as culturas
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encontram-se na fase exponencial (fase Log) de crescimento, geralmente apresentando boa
atividade metabolica, boa movimentacdo e livre de contaminantes. Assim, nesse estado
algumas estirpes eram acondicionadas em criotubos e congeladas em nitrogénio liquido a -
196°C (figura 18), contando com o dimetilsulfoxido (DMSQO) como crioprotetor. Todos 0S
criotubos eram devidamente identificados quanto ao sorovar em questdo, data do repique
realizado e numero de passagens in vitro. Para o descongelamento, era retirado um tubo para
descongelar naturalmente, e posteriormente metade da amostra era inoculada em meio EMJH
e a outra metade em EMJH com STAFF.

Figura 18. Estirpes de Leptospira spp. armazenadas em nitrogénio liquido a -196°C.
Fonte: Fotografia cedida pela M.V. Eduarda Faria — UFRPE (2024).

1.3.2.2 Soroaglutinacdo Microscopica (SAM)

Durante o periodo de ESO, as atividades acompanhadas envolvendo o diagndstico
sorol6gico da leptospirose possibilitaram um importante treinamento com relagdo a execugao
da técnica de SAM, para a qual é necessario o preparo adequado do antigeno e do soro do
animal a ser testado, seguido da incubacéo e posterior leitura e interpretacdo dos resultados.

As culturas utilizadas como antigenos eram as culturas de referéncia cultivadas e
avaliadas semanalmente no LDIC, sendo distintas sorologicamente e mantidas livres de
contaminagé&o e aglutinagdes, com o objetivo de impedir erros na interpretacdo dos resultados.
Para a execucdo da prova soroldgica, cujas etapas estdo ilustradas na figura 19, foram
utilizados como reagentes amostras de soro, baterias de culturas de Leptospira spp. em meio

EMJH e solucéo salina 0,9%.
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Figura 19. Etapas para a realizacdo da SAM.
Fonte: Arquivo pessoal, adaptado de Biorender® (2024).

As amostras de soro a serem processadas eram retiradas do congelador, descongeladas
naturalmente e logo em seguida homogeneizadas em vortex. Para cada amostra de soro a ser
analisada, era identificado e numerado um tubo de ensaio correspondente. Em cada tubo de
ensaio era adicionado 4.900uL de solucdo salina 0,9% estéril e tamponada, e em seguida
adicionava-se 100uL do soro do animal, resultando, portanto, uma dilui¢do inicial de 1:50.
Esse mesmo protocolo foi repetido para todas as amostras testadas para triagem sorolégica.

Ap6s o preparo de cada diluicdo de 1:50, realizava-se o0 preparo da placa de
microaglutinacdo. Nos pocos de cada linha horizontal da placa eram pipetados 50uL de soro
diluido (1:50) referente as amostras-teste, e em seguida eram pipetados 50uL do antigeno, de
modo que ao final do processo cada poco continha 100uL, resultando, assim, em uma diluigado
final de 1:100, utilizada como ponto de corte. Além dos pocos contendo soro e suspensao
antigénica, também eram preparados pogos para o controle negativo, composto por 50uL da
suspensao antigénica e S0uL de solugdo salina.

As leituras para interpretacdo da triagem ocorreram através de microscopia de campo
escuro, apos incubacdo das placas por uma hora e meia em estufa bacteriologica a 37°C.
Consideravam-se reagentes na triagem as amostras que apresentavam aglutinacdo entre

antigeno e anticorpo igual ou superior a 50% por campo diante da avaliacdo microscopica

37



(Pinto-Ferreira et al., 2019), considerando também a quantidade de bactérias livres em
comparagdo com os respectivos controles negativos, sendo ideal que essa quantidade estivesse
diminuida & medida que as aglutinacGes estivessem presentes.

Através deste protocolo era possivel identificar os sorovares reagentes nas provas de
triagem para dar sequéncia as provas de titulacdo seriada, que foram realizadas a partir do
preparo das seguintes dilui¢cBes: 1:200, 1:400 e 1:800 (figura 20), sendo o maior titulo
correspondente ao sorovar diagnosticado atraves da sorologia para as amostras testadas.
Assim, ao longo do més de abril, a vivéncia de estagio possibilitou a realizacdo de 42 provas
de SAM, todas executadas a partir de amostras de soro sanguineo de cdes atendidos no

Hospital Veterinario Universitario da UFRPE.

Figura 20. Reacdo de aglutinacdo em diferentes titulagdes. (A) Diluicdo 1:200. (B) Diluicdo 1:400. (C) Diluicdo
1:800.
Fonte: Arquivo pessoal (2024).

1.4 Descricao das atividades acompanhadas no Lal TLéacteos
1.4.1 Andlises fisico-quimicas e microbiol6gicas de leites e derivados lacteos

Durante o periodo de vivéncia no LalTL&cteos foi possivel acompanhar diversas
andlises fisico-quimicas e microbioldgicas de leites e produtos derivados, visto que o
laboratorio realiza o recebimento e a anélise de amostras oriundas de estabelecimentos de leite
e derivados de todo o estado da Bahia. O fluxograma inicial para as analises inclui o registro
de recebimento, indicando se é uma amostra proveniente da ADAB ou de empresas privadas,
seguido do registro da temperatura de recebimento do produto.

A depender do tipo de produto, as andlises fisico-quimicas realizadas no laboratério

incluem: indice crioscopico; agua adicionada; determinagdo do Extrato Seco Total (EST),
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Extrato Seco Desengordurado (ESD) e Matéria Gorda no Extrato Seco (MGES); testes
enzimaticos para fosfatase e peroxidase; teor de lactose, proteinas, gordura, umidade, sais,
cinzas e alcalinidade das cinzas; titulacdo da acidez; estabilidade ao alizarol 72%;
solubilidade no éter etilico 2%; e densidade relativa a 15°C, seguindo as recomendacdes
oficiais do Ministério da Agricultura e Pecuaria (MAPA) (Brasil, 2022).

J& com relacdo as anélises microbiolodgicas, € possivel realizar a avaliacdo presuntiva
da presenca de coliformes totais e coliformes termotolerantes, bem como sua contagem;
contagem de enterobactérias; contagem de bactérias acido-lacticas (BAL); contagem de
estafilococos coagulase positivo; contagem de bolores e leveduras e; pesquisa de Salmonella
spp. e Listeria monocytogenes. Para cada tipo de produto, hd um protocolo de acordo com o
Manual de Métodos Oficiais para Analises de Produtos de Origem Animal do Ministério da
Agricultura e Pecuaria (Brasil, 2022), designando os tipos de analises microbioldgicas que
serdo realizadas dentre as mencionadas.

Nesse sentido, considerando que para cada tipo de produto podem ser realizadas
diversas avaliagdes seguindo as recomendagfes técnicas, a descricdo e o quantitativo das
analises fisico-quimicas e microbioldgicas acompanhadas durante o periodo de 15 de maio a
28 de junho de 2024 esta descrita nas tabelas 3 e 4, respectivamente, enquanto que no grafico

1 é possivel visualizar a variedade de produtos analisados durante este periodo.

Tabela 3. Andlises fisico-quimicas acompanhadas durante o periodo de Estagio no
Laboratorio de Inspecdo e Tecnologia de Leite e Derivados da UFBA.

Analises fisico-quimicas Quantidade

Umidade 4
Gordura
Teor de sais
Teor de lactose
Teor de proteinas
Densidade
Ponto de congelamento
Agua adicionada

ESD

N N N DD DD DD N

N
N

Total

Fonte: elaborado pela autora (2024).
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Tabela 4. Analises microbioldgicas acompanhadas durante o periodo de Estagio no

Laboratdrio de Inspecdo e Tecnologia de Leite e Derivados da UFBA.

Andlises microbiolégicas

Quantidade

Presenca de coliformes (avaliacéo presuntiva)
Contagem de coliformes totais

Contagem de coliformes termotolerantes
Contagem de estafilococos coagulase positivo
Contagem de bactérias acido-lacticas
Contagem de enterobactérias

Contagem de bolores e leveduras

Pesquisa de Salmonella spp.

Pesquisa de Listeria monocytogenes

9

o N W NN 0O O ©

Total

[$)]
(3]

Fonte: elaborado pela autora (2024).

Grafico 1. Variedade de produtos analisados durante o periodo de Estagio no Laboratorio de

Inspecdo e Tecnologia de Leite e Derivados da UFBA.

Variedade de produtos analisados

Requeijéo (1)
Queijo provolone (1) 6%
6%
Ricota (1) Queijo de
6% coalho (2)

Queijo mussarela de

bl]fgl; (1) 13%
0
B Manteiga
la (1
Queijo m;;:are a(1) comum (2)

3%

Queijo prato (1)
6%

Queijo tropical (1)

Fonte: elaborado pela autora (2024).

logurte (2)

Leite cru
6% refrigerado (1)
6%

Durante 0 estagio, procurou-se dar énfase ao acompanhamento das analises

microbioldgicas, sendo possivel utilizar o leite pasteurizado, o queijo coalho e o iogurte como

exemplos de produtos cujas analises preconizadas sdo capazes de explanar de forma geral
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todos os tipos de avalicdes microbioldgicas que sdo feitas no laboratorio, possibilitando assim
uma descrigdo completa das avaliagdes realizadas nos produtos durante o periodo de ESO.

Para a analise microbioldgica das amostras de leite pasteurizado, de acordo com a
Instrucdo Normativa N°76, de 26 de novembro de 2018 e a Instru¢cdo Normativa N°58, de 6 de
novembro de 2019 do MAPA, a pesquisa realizada foi a contagem de bactérias da familia
Enterobacteriaceae (Brasil, 2018; Brasil, 2019). A quantificacdo foi realizada pelo método de
contagem em placas, e 0 meio de cultivo utilizado foi o agar Bile Vermelho Violeta Glicose
(VRBG). O processamento foi realizado a partir da diluicdo seriada da amostra em agua
peptonada 0,1%, seguida do plagueamento em profundidade com sobrecamada em meio
VRBG, incubacdo a 35°C por 24 horas e, por fim, contagem das colbnias e calculo dos
resultados, de acordo com Da Silva et al. (2010).

Com relacao as amostras de queijo coalho, determinadas pela Portaria N°146 de 7 de
marco de 1996 do MAPA, as andlises microbiolOgicas realizadas foram a avaliacdo presuntiva
da presenca de coliformes, seguida da contagem de coliformes totais e termotolerantes, bem
como contagem de estafilococos coagulase positivo, pesquisa de Listeria monocytogenes e
pesquisa de Salmonella spp. (Brasil, 1996).

Para a avaliacdo da presenca de coliformes nas amostras, realizou-se a dilui¢do seriada
da amostra inicial em &gua peptonada 0,1%, seguida da inoculagcdo em Caldo Lauril Sulfato
Triptose (LST), sendo este um teste presuntivo. O LST contém lactose e, apds 48 horas de
incubacdo a 35°C, a observacdo de crescimento com producdo de gas a partir da lactose foi
considerada suspeita da presenca de coliformes (Da Silva et al., 2010). Devido a suspeita, a
andlise prosseguiu com a inoculacdo e incubacdo por 24 horas a 35°C em caldo Verde
Brilhante (VB) e a 45,5°C em caldo Escherichia coli (EC), respectivamente, levando a
interpretacéo de resultados negativos em ambos.

Para avaliar a presenca de estafilococos coagulase positiva, realizou-se a dilui¢do
seriada da amostra em agua peptonada 0,1%, seguida do plaqueamento em agar Baird Parker,
um meio de cultura seletivo para o isolamento e quantificagdo de agentes como S. aureus. As
placas foram incubadas a 35°C por 48 horas, e em seguida foram selecionadas para contagem
as placas contendo de 20 a 200 coldnias tipicas de S. aureus (Da Silva et al., 2010).

Ja com relacdo a andlise e contagem de bolores e leveduras, a avaliacdo iniciou-se com
a diluicdo seriada da amostra em agua peptonada 0,1%, seguida do plaqueamento em Agar
Dicloran Rosa Bengala Cloranfenicol Base (DRBC), incubacéo a 25°C por 5 dias e posterior

leitura e avaliacdo (Da Silva et al., 2010).
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Foi realizada ainda a pesquisa de L. monocytogenes, para qual a amostra passou por
um enriquecimento priméario em Caldo Half-Fraser, com incubacdo a 30°C por 24 horas, e um
enriquecimento secundario em Caldo Fraser, com incubagdo a 35°C. Em seguida, realizou-se
um plaqueamento seletivo diferencial em agar Agar Listeria Ottaviani & Agosti (ALOA),
especifico para a deteccdo e contagem de espécies do género Listeria spp., seguido da
incubagdo da amostra a 37°C por 24 horas. Mais um plaqueamento foi realizado também em
um outro meio de cultivo seletivo, de livre escolha do laboratorio, de acordo com a
metodologia seguida. Assim, no caso do LalTLacteos, o meio utilizado foi o &gar PALCAM,
ocorrendo a incubacdo a 35°C por 48h (Da Silva et al., 2010).

Por fim, também foi realizada a pesquisa de Salmonella spp., sendo executado
inicialmente um pré-enriquecimento em caldo ndo seletivo, neste caso a agua peptonada
tamponada 1%, a 37°C por 18 horas, e também um enriquecimento em caldo seletivo,
utilizado para promover o crescimento preferencial de células de Salmonella, por 24 horas.
Recomenda-se nesta etapa a utilizacdo de dois meios de cultivo diferentes, portanto foram
utilizados o caldo Rappaport-Vassiliadis de Soja (RVS) e o caldo Tetrationato (TT),
incubados a 41,5 °C por 24 horas e a 37°C por 24 horas, respectivamente. Foi realizado
também o plagueamento seletivo diferencial em trés meios de cultivo distintos, seguindo a
recomendacdo de incubacdo a 37°C por 24 horas, sendo empregados nesta etapa o agar
Entérico de Hectoen (HE), o &gar Xilose Lisina Desoxicolato (XLD) e o 4gar VB (Da Silva et
al., 2010).

Com relacdo as amostras de iogurte, segundo a Instru¢cdo Normativa N° 46 de 23 de
outubro de 2007, os critérios microbioldgicos analisados foram a avaliacdo da presenca e a
contagem de coliformes totais e termotolerantes, bem como a contagem de bolores e
leveduras, categorias que seguiram a mesma metodologia descrita para o queijo coalho.
Porém, além destas, para complementar a avaliacdo realizou-se também a contagem de BAL,
de acordo com as normas técnicas (Brasil, 2007). Para isso, foram feitas diluicGes seriadas em
agua peptonada 0,1%, seguida do plaqueamento em profundidade com sobrecamada em &gar
De Man, Rogosa e Sharpe (MRS) e posterior incubacao por 32°C durante 48h, seguido por
fim da leitura (Da Silva et al., 2010).

1.4.2. Outras atividades desenvolvidas
Além das atividades da rotina, o LalTLAacteos desenvolve projetos de extenséo

voltados para a assisténcia técnica aos produtores rurais do estado da Bahia, além de projetos
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de pesquisa executados pelos alunos de pds-graduacdo. Dentre estes projetos, foi possivel
acompanhar durante o periodo de estdgio um experimento de mestrado desenvolvido dentro
da linha de pesquisa sobre mastite, intitulado “Potencial antimicrobiano dos extratos da
Moringa oleifera e Mimosa tenuiflora frente a Staphylococcus aureus multirresistente nos
i1solados de leite mastitico na Bahia™.

O experimento é realizado pela discente de mestrado Maria Fernanda Barreto da Hora
Lopes, sob orientacdo do Prof. Dr. José Givanildo da Silva, e tem como objetivo estudar o
potencial antimicrobiano das plantas mencionadas frente a isolados de S. aureus
multirresistente, bem como auxiliar na producdo de novos sanitizantes para prevencdo e
controle da mastite e consequente melhoria na qualidade do leite bovino obtido na Bahia.

Assim, durante os meses de maio e junho, foi possivel acompanhar a execucdo de
parte das atividades previstas no cronograma inicial do experimento, com énfase nas analises
microbiologicas das amostras de leite bovino oriundas de coletas em propriedades rurais da
Bahia, resultando no total de 320 amostras. As andlises incluiram a realizagdo de cultura
microbioldgica em Agar Base enriquecido com 5% de sangue ovino e Agar L - EMB, seguida
de identificacdo macroscépica das coldnias em placa e caracterizacdo morfotintorial através
do método de coloracdo de Gram para identificacdo dos agentes em microscopia. Nesta etapa,
observou-se a identificacdo de Staphylococcus sp., Streptococcus sp., Corynebacterium sp., E.
coli e Micrococcus sp. Além disso, foram realizadas provas bioquimicas, como provas da
catalase e coagulase, além do cultivo em Agar Sal Manitol e Agar Dnase.

A partir dos isolados de Staphylococcus sp. obtidos, foi possivel acompanhar também
a realizagdo de exames de antibiograma por meio do teste de susceptibilidade a dez
antimicrobianos, sendo eles tetraciclina (30ug), gentamicina (10ug), vancomicina (30ug),
cefoxitina (30ug), eritromicina (15ug), penicilina G (10 U), ampicilina (10ug), oxacilina
(1pQ), ceftiofur (30ug) e amoxicilina + clavulanato de potassio (30pug). Decorrido o tempo de
incubacdo em incubadora D.B.O, foi realizada a leitura e medicdo dos halos inibitorios
formados, seguida da interpretacdo do teste com base no Clinical & Laboratory Standards
Institute (CLSI)®.

1.5 Discusséao das atividades acompanhadas
1.5.1 Discusséo das atividades acompanhadas no LDIC — UFRPE
Apesar da técnica de RIFI representar a maior porcentagem (71,92%) dentre as

atividades acompanhadas, devido ao grande nimero de amostras que podem ser processadas
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simultaneamente durante a execucdo da técnica, a rotina de estagio teve como foco a
realizacdo do teste de SAM (20,69%), totalizando 42 amostras de soro sanguineo analisadas,
aléem dos diagnosticos microbioldgicos, sobretudo para exames bacterioldgicos (5,42%),
representando 11 amostras processadas. A énfase nestes diagnosticos justifica-se pelas
aplicacOes préaticas deste trabalho, possibilitando a interpretacdo clinico-epidemiolégica de
diversas enfermidades que acometem os animais domésticos, sendo muitas delas de carater
zoondtico, como a leptospirose.

A leptospirose esta distribuida mundialmente, sendo uma doenca causada por bactérias
do género Leptospira, capazes de infectar tanto animais quanto seres humanos (Martin et al.,
2019; Sohn-Hausner et al., 2023). A relacéo entre o diagnostico soroldgico de Leptospira spp.
em animais e o controle e a prevencdo da leptospirose em humanos é significativa e de
importancia clinico-epidemioldgica, sendo a SAM a técnica preconizada pela Organizagdo
Mundial de Saude (OMS) e pela Organizacdo Mundial de Saude Animal (OMSA) para
diagndstico indireto da leptospirose, sobretudo em regides endémicas, como é o caso do
estado de Pernambuco (Ferreira et al., 2021).

Animais infectados podem excretar Leptospira spp. na urina, contaminando solo, agua
e alimentos, o que aumenta o risco de transmissdo acidental para humanos, conforme
abordado por Pinheiro et al. (2023) e corroborado por autores como Gongalves et al. (2017) e
Rodamilans et al. (2020) ao levantarem aspectos relacionados a transmissibilidade da doenca
especialmente em areas rurais e periurbanas, onde o contato da popula¢do com animais é mais
frequente, incluindo espécies domésticas e silvestres que atuam como reservatorios. Deste
modo, o diagndstico sorolégico em animais permite tracar um conhecimento acerca de quais
espécies comportam-se como sentinela da enfermidade aos humanos, a exemplo da espécie
canina, sendo essa uma ferramenta importante para a vigilancia epidemioldgica da
leptospirose em areas endémicas, perspectiva discutida por Mazzotta et al. (2022) e Sohn-
Hausner et al. (2023).

Nesse sentido, a SAM funciona como um instrumento para a identificagdo de animais
reservatorios de Leptospira spp., auxiliando na adogdo de medidas de controle e prevencao a
partir do entendimento sobre o comportamento da enfermidade na esfera soroepidemioldgica
(Lelu et al., 2016; Meny et al., 2019). Estudos como o de Magalhdes et al. (2023) discutem
que, em regides endémicas, a leptospirose ndo controlada comporta-se como causa e
consequéncia de variaveis socioeconOmicas precarias, ocasionando custos com a saude

publica, impacto na produtividade, prejuizos na producdo agropecudria e desequilibrios nos
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ecossistemas. Por esse motivo, o controle da doenca em animais domésticos contribui para a
reducdo dessas perdas, promovendo o equilibrio ambiental, a salde das comunidades e a
estabilidade econdmica (De Oliveira et al., 2024).

Além das praticas com o diagnostico soroldgico, a rotina de ESO proporcionou
também o contato com exames microbioldgicos, sendo importante destacar que a precisdo no
diagndstico laboratorial depende de mdltiplos fatores analiticos e pré-analiticos, conforme
abordado por Plebani (2006), como qualidade da amostra enviada ao laboratério e
interpretacdo correta dos resultados, visto que os erros de coleta ou a contaminacdo da
amostra podem impactar na eficacia do diagnostico e, consequentemente, no contexto clinico
quanto ao manejo adequado das doencas infecciosas em animais. Esse contexto influencia
diretamente na eficacia do tratamento das doencas e no ciclo de transmissdo destas, 0 que
pode acarretar consequéncias inclusive na saude publica (Quinn et al., 2018).

De acordo com Koneman et al. (2018), as etapas de cultivo e incubacdo de amostras
sdo criticas na rotina de laboratdrio, visto que a auséncia ou presenca de crescimento
microbiano determinara as etapas subsequentes do processo diagndéstico, portanto, a escolha
do meio de cultivo a ser utilizado deve ser feita com cautela, bem como o protocolo de
incubacdo, pois direcionam o diagndstico laboratorial a partir do entendimento sobre quais 0s
géneros e as espécies de microrganismos capazes de crescer em cada meio de cultura.

Tratando-se do isolamento de uma bactéria, uma vez identificada, realiza-se o exame
de antibiograma para determinar a sensibilidade deste microrganismo a diferentes
antibidticos, etapa que fornece um perfil de susceptibilidade que atua como guia nas decis6es
terapéuticas para cada caso, levando em consideracdo a relevancia da resisténcia
antimicrobiana (RAM) como um dos maiores desafios atuais na medicina, conforme
destacado por Arias; Carrilho (2012) e Palma; Tilocca; Roncada (2020). Ela ocorre quando
bactérias, virus, fungos e parasitas evoluem para resistir aos efeitos dos medicamentos que
antes eram eficazes contra eles, como antibidticos, antivirais, antifngicos e antiparasitarios
(Da Costa; Junior, 2017).

Na medicina veterinaria, incluindo a pratica agropecuaria, 0 uso inadequado e
indiscriminado desses medicamentos tem um impacto significativo, ndo apenas na salde
animal, mas também na saude humana e no meio ambiente, pois pode levar a selecdo de cepas
resistentes que podem ser transferidas para a populacdo humana por meio do consumo de
produtos de origem animal ou pelo contato direto com animais infectados (Caneschi et al.,

2023). Nesse sentido, o trabalho com o isolamento, a identificagéo e o estudo do perfil de
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RAM de microrganismos patogénicos aos animais domésticos apresenta-se como fundamental
dentro do contexto da salde publica, discussdo levantada por Marques; Dos Santos; Costa
(2013), ao abordarem as implicacfes da RAM na medicina veterinaria e humana.

Deste modo, as consequéncias da RAM podem resultar em ineficacia dos tratamentos
contra infecc@es, levando ao aumento da mortalidade e morbidade, bem como dos custos com
a saude, além da ocorréncia de surtos de enfermidades causadas por patdgenos resistentes na
salde humana e animal (Palma; Tilocca; Roncada, 2020). Por esse motivo, autores como
Lloyd; Page (2018), Hernando-Amado et al (2019) e Mudenda et al. (2023) defendem a
adocdo de préaticas responsaveis no uso de antimicrobianos, aliadas a estratégias de controle e
prevengdo, como mecanismo crucial para mitigar o impacto desse problema e proteger a
salde publica e animal a longo prazo.

Nessa perspectiva, os laboratérios de microbiologia veterindria desempenham um
papel crucial no monitoramento da RAM, visto que, nos animais, o diagnostico precoce das
enfermidades causadas por estes microrganismos permite intervengfes que podem prevenir a
transmissdo para os humanos (Hardefeldt et al., 2018). Além disso, trabalhos como o de
Hassani et al. (2022) levantam a perspectiva de que o trabalho de médicos veterinarios na
rotina laboratorial microbioldgica também contribui significativamente para a seguranca
alimentar por meio da identificacdo e do controle de patdgenos com potencial de resisténcia,
como Salmonella spp. (Moreira et al., 2013), Staphylococcus spp. (Silva; Alcantara; Mota,
2018) e Listeria monocytogenes (Markovich et al., 2024), dentre outros, que podem inclusive

contaminar os alimentos de origem animal, incluindo leite e derivados lacteos.

1.5.2 Discussdo das atividades acompanhadas no LalTLacteos - UFBA

Assim como na rotina laboratorial acompanhada no LDIC, a vivéncia no LalTLA&cteos
também proporcionou uma experiéncia pratica em microbiologia veterinaria, neste caso
aplicada a inspecdo de leite e produtos derivados, em conformidade com as normativas
técnicas seguidas. Nessa perspectiva, as técnicas abordadas como exemplos, acerca das
avaliaces do leite pasteurizado, queijo coalho e iogurte, refletem como os resultados das
andlises microbioldgicas possuem relacdo direta com a seguranca alimentar e a prevencgéo de
enfermidades transmitidas por alimentos, considerando o alto consumo destes produtos pela
populacdo humana (Junior et al., 2020).

O leite pasteurizado & um alimento muito presente na dieta dos brasileiros e

considerado de alto valor nutricional (Salvador et al., 2012). Pelo mesmo motivo, devido ao
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seu alto percentual de agua, carboidratos, lipideos e proteinas, € um produto muito suscetivel
a contaminagdo microbiana (Silva et al., 2022). De modo geral, os estudos desenvolvidos no
Brasil apontam que a contaminagéo do leite pasteurizado por altas cargas de microrganismos
patogénicos tem sido atribuida a deficiéncia no manejo e higiene dos animais durante a
ordenha, aos elevados indices de mastite, aos descuidos com a desinfec¢do e higiene dos
utensilios e equipamentos e & precariedade no treinamento da equipe que trabalha na
producdo, aspectos amplamente discutidos por Guerreiro et al. (2005), Silva et al. (2008), Luz
et al. (2011) e Salvador et al. (2012).

Nesse contexto, a pasteurizacdo € um tratamento térmico que tem como finalidade
destruir bactérias patogénicas presentes no leite, oriundas, por exemplo, do processo de
ordenha (Tamanini et al., 2007). Entretanto, embora esse processo consiga eliminar uma
grande quantidade de bactérias, ele ndo serd capaz de destruir a totalidade dos
microrganismos presentes, pois ndo possui a capacidade de esterilizar o alimento (Silva et al.,
2022).

Por esse motivo, para a avaliagdo microbiolégica do leite pasteurizado, a pesquisa a
ser realizada é a contagem de bactérias da familia Enterobacteriaceae (Brasil, 2018; Brasil,
2019). Salvador et al. (2012) discutem que a quantidade encontrada ap0s o processo de
pasteurizacdo é influenciada pela quantidade de microrganismos presentes no leite cru, ainda
antes do tratamento térmico, ou seja, quando presentes em niveis de risco, estes patégenos
atuam como indicativo de um inadequado manejo higiénico-sanitario na producéo, visto que
sdo microrganismos comumente encontrados no trato gastrointestinal dos animais (Reis et al.,
2013).

O queijo coalho, por sua vez, é o produto obtido pela coagulacao do leite por meio do
coalho ou outras enzimas coagulantes apropriadas, complementada ou nédo pela acdo de
bactérias lacteas selecionadas, devendo ser comercializado normalmente com até 10 dias de
fabricacdo (Brasil, 1996). Na regido Nordeste do Brasil, este produto movimenta um
importante valor socioeconémico, sendo fabricado de forma artesanal, majoritariamente por
pequenos e médios laticinios e produtores do segmento da agricultura familiar, sendo
comercializado sobretudo em feiras livres (Santana et al., 2008; Bezerra et al., 2017).

Apesar da legislacdo brasileira estabelecer que o leite utilizado como matéria-prima
para a fabricacdo de queijos seja submetido a pasteurizacdo ou tratamento térmico equivalente

(Brasil, 1996), cerca de 85% da producéo do queijo coalho ndo segue este critério, conforme
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dados levantados por Sousa et al. (2014), o que representa um risco para o consumidor devido
a possibilidade da transmissao de microrganismos patogénicos através deste produto.

Segundo a Portaria N° 146, de 7 de marco de 1996, que estabelece 0 Regulamento
Técnico para a Producdo, Identidade e Qualidade do queijo coalho, o teor de umidade
maximo permitido para este produto é de 60%, classificando-o como um queijo de média a
alta umidade (Brasil, 1996). Nesse sentido, considerando o alto teor de umidade e
consequentemente aumento da atividade de &gua, h&d um favorecimento para a multiplicacéo
de microrganismos (Andrade, 2006), incluindo espécies patogénicas ao ser humano e
associadas a surtos de infeccdo de origem alimentar, como E. coli, S. aureus, L.
monocytogenes, Salmonella spp., bolores e leveduras (Da Silva et al., 2010).

A anélise microbioldgica destes patdgenos esté diretamente associada aos indicadores
higiénico-sanitarios na producdo do queijo coalho, apontando para a necessidade do controle
de inspecdo com relacdo a elaboracdo, armazenamento, transporte e comercializacdo deste
alimento, visando garantir a seguranga dos consumidores (Santana et al., 2008; Bezerra et al.,
2017), aspecto também apontado por diversos outros autores, como Sousa et al. (2014), Dias
et al. (2015), Santos et al. (2019) e Santos et al. (2020).

Com relacéo ao iogurte, este € um produto obtido por coagulacdo e diminuicdo do pH
do leite pasteurizado ou esterilizado através de um processo de fermentacdo mediante a acdo
de cultivos de bactérias lacteas que possuem atividade simbidtica entre si, atuando como
probidticos (Brasil, 2007; Rocha et al., 2008). Nesse sentido, esses produtos ndo devem
passar por tratamento térmico ap0s serem produzidos, pois caso contrario pode haver uma
destruicdo dos microrganismos de interesse (Sousa et al., 2022).

Devido aos seus beneficios a salde, acompanhado do seu elevado teor nutricional,
além da boa palatabilidade, a procura e 0 consumo do iogurte no Brasil tém se intensificado
ao decorrer dos anos (Da Silva et al., 2012), o que ressalta também a necessidade de
intensificacdo no rigor das analises microbioldgicas do produto, a fim de garantir que
microrganismos patogénicos, como coliformes, bolores e leveduras ndo causem riscos a satde
humana (Gallina et al., 2018; Moraes et al., 2002).

Além disso, conforme explanado por Reis et al. (2014), o controle microbiolégico nos
leites fermentados também fornece informagdes com relacdo ao processamento destes
alimentos, visto que fatores como teor de acidez e de oxigénio dissolvido, interacdo entre as

espécies bacterianas, temperatura de incubacdo e condicdes de estocagem podem influenciar
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na multiplicacdo dos microrganismos e, consequentemente, alterar a carga microbiana
presente (Zacarchenco; Massaguer-Roig, 2004; Farias et al., 2016).

Nesse sentido, sabe-se que a tecnologia de producdo dos iogurtes, por ser baseada na
fermentacdo do leite como forma de estender o prazo de validade do produto, ocasiona a
formacéo de acidos, como o acido latico, um resultado da fermentacéo da lactose pelas BAL,
responsaveis pela diminui¢do do pH do iogurte e por contribuir no desenvolvimento do sabor
e textura (Farias et al., 2016). Devido aos beneficios trazidos pelas BAL a salde humana, é
importante manter o controle de qualidade dos iogurtes e demais leites fermentados com
relacdo a contagem destes microrganismos (Sousa et al., 2022), obedecendo a concentracao
minima estabelecida pela legislacdo vigente no pais. Assim, de acordo com o0 MAPA, espera-
se que a contagem de BAL presentes em iogurtes, como produto final, apresente uma
concentracdo minima de 10” UFC/mL (Brasil, 2007).

A importéncia das andlises descritas esta associada ao fato de que, no Brasil, a
producdo de laticinios assume um relevante papel socioecondmico por ser uma das principais
fontes de renda para as familias que vivem no meio rural (Reis et al., 2013). Além disso,
considerando a expansdo da producéo leiteira na regido Nordeste, bem como a alta procura do
mercado consumidor por produtos lacteos devido aos seus beneficios nutricionais, destaca-se
a importancia de médicos veterinrios capacitados para promover assisténcia técnica aos
produtores rurais e garantir a qualidade dos produtos que chegam ao consumidor, sendo esta
uma responsabilidade associada a salude animal e a salde humana, considerando que a
inspecdo destes produtos é responsavel pela avaliacdo da sanidade animal associada a garantia
da seguranca alimentar e da prevencdo de doencas zoon6ticas transmitidas por alimentos de
origem animal (Junior et al., 2020).
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CAPITULO 11

LEVANTAMENTO SOROLOGICO DE Leptospira spp. EM CAES (Canis familiaris)
ATENDIDOS NO HOSPITAL VETERINARIO UNIVERSITARIO (HVU) DA UFRPE,
PERNAMBUCO, BRASIL
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2.1 Resumo

A leptospirose é uma importante enfermidade infecciosa de carater cosmopolita e zoondtico
causada por bactérias do género Leptospira, cuja epidemiologia esta interligada por fatores
multivariados envolvendo a interface humanos-animais-ambiente. Considerando o alto nivel
de exposicdo ambiental do cdo doméstico (Canis familiaris) as estirpes antigenicamente
distintas de Leptospira spp., estes animais quando infectados apresentam-se como
hospedeiros de manutencdo da bactéria no ambiente, mesmo em casos assintomaticos. Nesse
sentido, dentro de um contexto de levantamento soroepidemiolégico, este trabalho tem como
objetivo verificar atraves da técnica de Soroaglutinacdo Microscopica (SAM) a frequéncia de
anticorpos anti-Leptospira spp. em amostras de soro de cdes atendidos no Hospital
Veterinario Universitario (HVU) da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE),
localizado no bairro de Dois Irmédos, Pernambuco, Brasil. Além disso, espera-se discutir sobre
a capacidade desenhada por estes animais em atuar como hospedeiros de manutencao deste
microrganismo, compreendendo as particularidades da regido como uma &area endémica para
leptospirose. Assim, através da técnica de SAM, uma colecao de culturas vivas de Leptospira
spp. incluindo 25 variantes soroldgicas foi utilizada a fim de identificar os sorovares
reagentes, adotando a diluicdo de 1:100 como ponto de corte. Das 42 amostras de soro
processadas, 8 (19,05%) nédo reagiram para anticorpos anti-Leptospira spp. em nenhum dos
sorovares testados, enquanto 34 amostras (80,95%) apresentaram titulacdo maior ou igual a
1:100, reagindo para pelo menos um sorovar. 16 animais foram reagentes para o sorovar
Butembo, sendo este 0 mais frequente (47,06%), seguido de 14 animais reagentes para o
sorovar Hebdomadis (41,18%) e 13 animais para a sorovariante Louisiana (38,34%). Os
resultados estdo alinhados com os achados de outros estudos que tém evidenciado a crescente
ocorréncia de diferentes sorovares de Leptospira spp. na espécie canina, incluindo estirpes
consideradas incidentais para os cdes, sendo este um possivel indicativo da circulacdo de
sorovariantes interespécies. Portanto, considerando a complexidade epidemioldgica da
leptospirose, é necessario continuar elucidando o papel dos cdes hospedeiros de Leptospira
spp. como um importante elo na cadeia de transmissdo para os humanos, sendo a SAM uma
valiosa ferramenta para verificar a soroprevaléncia de anticorpos anti-Leptospira spp.
circulantes a nivel regional.

Palavras-chaves: Canina; Leptospirose; Reservatorio; Soroaglutinacdo Microscopica;
Sorovar.
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Abstract

Leptospirosis is an important cosmopolitan and zoonotic infectious disease caused by bacteria
of the genus Leptospira, whose epidemiology is interconnected by multifactorial factors
involving the human-animal-environment interface. Considering the high level of
environmental exposure of domestic dogs (Canis familiaris) to antigenically distinct strains of
Leptospira spp., these animals, when infected, serve as maintenance hosts for the bacteria in
the environment, even in asymptomatic cases. In this context of seroepidemiological survey,
this study aims to verify the frequency of anti-Leptospira spp. antibodies using the
Microscopic Agglutination Test (MAT) in serum samples from dogs treated at the Hospital
Veterinario Universitario (HVU) of Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE),
located in the Dois Irmé&os neighborhood, Pernambuco, Brazil. Additionally, we aim to
discuss the role of these animals as maintenance hosts of this microorganism, considering the
specificities of the region as an endemic area for leptospirosis. Thus, a collection of live
cultures of Leptospira spp., including 25 serological variants, was used with the MAT
technique to identify reactive serovars, adopting a 1:100 dilution as the cut-off point. Out of
42 processed serum samples, 8 (19.05%) showed no reaction to anti-Leptospira spp.
antibodies in any of the tested serovars, while 34 samples (80.95%) had titers equal to or
greater than 1:100, reacting to at least one serovar. Sixteen animals were reactive to the
Butembo serovar, which was the most frequent (47.06%), followed by 14 animals reactive to
the Hebdomadis serovar (41.18%), and 13 animals to the Louisiana serovariant (38.34%).
These results are consistent with findings from other studies that have shown the increasing
occurrence of different Leptospira spp. serovars in the canine species, including strains
considered incidental to dogs, suggesting a possible indication of interspecies serovariant
circulation. Therefore, considering the epidemiological complexity of leptospirosis, it is
necessary to continue elucidating the role of dogs as hosts of Leptospira spp., an important
link in the transmission chain to humans. The MAT remains a valuable tool for assessing the
regional seroprevalence of circulating anti-Leptospira spp. antibodies.

Keywords: Canine; Leptospirosis; Microscopic Agglutination Test; Reservoir; Serovar.
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2.2 Introducao

A leptospirose é uma zoonose de carater ocupacional que acomete o ser humano e
todas as espécies de animais domeésticos e silvestres (Clazer et al., 2015; Belaz et al., 2023).
Trata-se de uma enfermidade de distribuicdo mundial responsavel por cerca de 60.000 mortes
por ano, causando um importante impacto socioecondmico, embora seja considerada uma
doenca tropical negligenciada (Di Azevedo et al., 2023; Sohn-Hausner et al., 2023).

A doenga ¢é causada por espiroquetas patogénicas pertencentes ao género Leptospira,
filo Spirochaetes, ordem Spirochaetales, familia Leptospiraceae (Di Azevedo; Lilenbaum,
2021). O género Leptospira apresenta-se com uma complexa variabilidade molecular e
soroldgica, o que permite classificar as espécies como saprofitas, intermediarias e patogénicas
(Oliveira, 2009; Fernandes et al., 2018). Além disso, de acordo com as semelhancas de
reatividade a anticorpos, estas espécies sdo divididas em diversos sorovares, que por sua vez
estdo agrupados em sorogrupos de acordo com a similaridade antigénica de seus
lipopolissacarideos (LPS) de membrana, os quais podem provocar reacfes de aglutinacdo in
vitro (Loureiro et al., 2013; Di Azevedo et al., 2023).

Assim como a etiologia, a epidemiologia da leptospirose também é complexa e esta
interligada por condicbes multifatoriais no contexto da Satde Unica (Silva et al., 2018).
Caracteristicas como climas tropical e subtropical, indices pluviométricos elevados,
ocorréncia de enchentes, acimulo de lixo, condi¢cBes precérias de saneamento bésico e
proximidade com animais sinantropicos sdo caracterizadas como fatores de risco para a
manutencdo da bactéria no ambiente e a ocorréncia de novos casos de leptospirose (Scandura
et al., 2020; Farias et al. 2022).

Apesar de ser negligenciada no Brasil, a leptospirose € endémica no pais e encontra-se
amplamente difundida nas formas urbana, rural e silvestre (Belaz et al., 2023). Nesse sentido,
considerando os fatores de risco especificos para cada regido, sabe-se que o elevado indice
pluviométrico anual da cidade de Recife esta associado aos periodos sazonais de exposicao da
populacdo as enchentes (De Paula et al., 2024). Essa condi¢cdo predispbe a ocorréncia da
leptospirose de forma epidémica nos periodos de chuva, sobretudo, nas areas com precarias
condi¢bes de saneamento béasico e nas quais predominam desigualdades socioecondmicas,
pois estes sdo agravos que favorecem a disseminagdo da bactéria contaminando &gua e solo, e
assim pondo em risco a satde animal e humana (Magalh&es et al., 2023).

Embora a leptospirose seja comumente associada apenas aos roedores, 0s animais

silvestres, de producdo e de companhia também sdo suscetiveis a doenga (Vieira; Pinto;
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Lilenbaum, 2018; Di Azevedo et al., 2022; Aymée; Mendes; Lilennbaum, 2024). Nesse
cenario, a espécie canina possui uma importante participacdo no ciclo epidemioldgico da
enfermidade, devido ao seu alto nivel de exposicdo ambiental a estirpes antigenicamente
distintas de Leptospira spp., bem como a proximidade destes animais com o homem, fazendo
com que 0s cdes apresentem-se como uma espécie sentinela quanto ao risco de infeccdo a
populacdo humana (Castro et al., 2011; Silva et al., 2018; Da Costa et al., 2021).

Nessa perspectiva, destaca-se a relevancia do diagndstico sorolégico para a detecgdo
de anticorpos anti-Leptospira spp. nestes animais, sendo preconizado pela Organizagdo
Mundial de Saude (OMS) e pela Organizacdo Mundial de Sadde Animal (OMSA) a SAM
para o diagnostico em humanos e em animais (Ferreira et al., 2021). Essa técnica possui uma
alta especificidade e capacidade de indicar o sorogrupo circulante, embora para a sua
interpretacdo seja necessario considerar fatores como protocolo vacinal, periodo de janela
imunoldgica, cronicidade da infeccdo e particularidades regionais (Loureiro et al., 2013).

Sendo assim, dentro de um contexto de levantamento soroepidemioldgico, este
trabalho tem como objetivo verificar através da técnica de SAM a frequéncia de anticorpos
anti-Leptospira spp. em amostras de soro de cdes atendidos no Hospital Veterinario
Universitario (HVU) da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), localizado no
bairro de Dois Irmaos, Pernambuco, Brasil. Além disso, discutir sobre a capacidade
desenhada por estes animais em atuar como hospedeiros de manutencao deste microrganismo,

compreendendo as particularidades da regido como uma area endémica para leptospirose.

2.3 Material e Métodos
Comité de Etica

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
UFRPE sob numero de licenca 2180100522.
Coleta de amostras bioldgicas

Foram coletadas por conveniéncia ndo probabilistica 42 amostras de sangue de caes
(Canis familiares) atendidos no HVU da UFRPE, sem preferéncia por sexo, raca, idade ou
situacdo vacinal. Antes das coletas, foi aplicado um Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) que foi assinado pelos tutores em duas cépias.

As amostras de sangue foram coletadas através de puncgéo das veias jugular, cefélica
ou safena. Apds a obtengdo do sangue, o material foi repassado para tubos de coleta contendo

ativador de codgulo. No Laboratorio de Doencas Infectocontagiosas da UFRPE, as amostras
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foram centrifugadas a 2000g por 5 minutos. Em seguida, ap0s a retra¢do do coagulo, realizou-
se a passagem de aliquotas de soro sanguineo para tubos tipo Eppendorf® devidamente
identificados e numerados. Posteriormente, as amostras foram armazenadas em freezer a -
20°C, onde permaneceram até 0 momento de realizacdo do diagnostico sorolégico conforme
descrito por Freire et al. (2007).

Prova sorologica para detec¢do de anticorpos Anti-Leptospira spp.

A prova sorologica preconizada pela OMS e pela OMSA para a deteccdo de
anticorpos anti-Leptospira spp. € a SAM. No presente estudo, o teste foi realizado de acordo
com Loureiro et al. (2014) e Cunha et al. (2022), utilizando-se uma colecao de culturas vivas
de Leptospira spp. que incluiu os seguintes sorovares: Tarassovi, Copenhageni,
Grippothyposa, RGA, Icterohaemorrhagiae, Canicola, Mini, Louisiana, Pomona, Wolffi,
Shermani, Guaricura, Patoc, Panama, Celledoni, Bratislava, Javanica, Hebdomadis, Butembo,

Batavie, Verdun, Hardjoprajitno, Hardjobovis, Autumnalis e Djasiman.

2.4 Resultados

Das 42 amostras de soro sanguineo processadas, 8 (19,05%) ndo reagiram para
anticorpos anti-Leptospira spp. para nenhum dos sorovares testados, enquanto as outras 34
amostras (80,95%) apresentaram titulacdo maior ou igual a 1:100, reagindo para pelo menos
um sorovar, conforme disposto na tabela 5. Com excecdo do sorovar Hardjobovis, observou-

se que todos os outros 24 sorovares testados foram detectados nas amostras.

Tabela 5. Resultado do teste de Soroaglutinacdo Microscopica para detec¢do de anticorpos
anti-Leptospira spp. em amostra de soro sanguineo de cdes atendidos no Hospital Veterinario
da UFRPE.

Titulo

' Animais ' 1:100 1:200 1:400 1:800 '
1 - - - -
2 AUT, HEB, ICT, JAV, LOU, MIN, PAN, POM, RGA - - -

AUT, BAT, BRA, BUT, GRI, HP, HEB, ICT, JAV, LOU, MIN,
PAN, RGA, SHE, TAR - - -

HEB, ICT, JAV, LOU, MIN, TAR - - -
AUT, HEB, JAV, LOU, MIN, TAR - - -
HEB, RGA - - -

HEB, JAV - - -

DJA, HP, RGA, TAR, VER - - -
AUT, GUA, PAN, RGA - - -

© 0O N oo 0o b~ W

55



10
11
12
13
14
15
16
17

18

19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42

HP, MIN, PAN, POM, RGA, TAR, WOL

BUT, DJA, HP, MIN, PAN, POM, TAR, VER, WOL
BAT, HEB, LOU, MIN, PAN, POM, TAR, WOL

DJA, HP, ICT, JAV, LOU, MIN, POM
POM
GUA, HEB, MIN, POM, WOL
HEB, JAV, VER
BAT, BUT, HEB, ICT, LOU, PAT, RGA

AUT, CAN, DJA, GUA, HEB, HP, ICT, LOU, MIN, PAN, TAR,

VER, WOL

AUT, BAT, BRA, BUT, COP, DJA, HP, HEB, JAV, MIN, POM,

VER, WOL
BAT, BUT, DJA, HEB, HP, JAV, RGA
CAN, LOU, WOL
BUT
BUT, WOL
BUT, WOL
BUT, CEL, LOU
CEL, GRI, ICT, JAV, LOU, WOL
BUT
BUT, VER, WOL
BUT, CEL, WOL

BUT
HEB, MIN, RGA
BUT
ICT
BUT, JAV, LOU

HEB
HEB
HEB

HEB

MIN
HEB
CAN

WOL

CEL

CEL

CEL

BUT

AUT: Autumnalis; BAT: Batavie; BRA: Bratislava; BUT: Butembo; CAN: Canicola; CEL: Celledoni;

COP:

Copenhageni; DJA: Djasiman; GRI: Grippotyphosa; GUA: Guaricurus; HEB: Hebdomadis; HP: Hardjoprajitno;
ICT: Icterohaemorrhagiae; JAV: Javanica; LOU: Louisiana; MIN: Mini; PAN: Panama; PAT: Patoc; POM:
Pomona; RGA: RGA; SHE: Shermani; TAR: Tarassovi; VER: Verdum; WOL: Wolffi. Fonte: elaborado pela
autora (2024).
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Desse modo, foi possivel verificar que 16 animais foram reagentes para o sorovar
Butembo, sendo este o mais frequentemente detectado (47,06%), seguido de 14 animais
reagentes para Hebdomadis (41,18%) e 13 animais reagentes para Louisiana (38,34%). Além
disso, 12 animais foram reagentes para a sorovariedade Mini (35,29%), 12 para Wolffi
(35,29%), 11 para Javanica (32,25%), 9 para 0 RGA (26,47%), 8 para o Hardjoprajitno
(23,53%), 8 para o Icterohaemorrhagiae (23,53%), 8 para 0 Pomona (23,53%), 8 para o
Tarassovi (23,53%), 7 para o Panama (20,59%), 6 para o Verdun (17,65%), 6 para o Djasiman
(17,65%), 6 para o Autumnalis (17,65%), 5 para o Batavie (14,71%), 3 para o Celledoni
(8,82%), 3 para o Guaricurus (8,82%), 2 para o Bratislava (5,88%), 2 para o Canicola
(5,88%), 2 para o Grippotyphosa (5,88%), 1 animal reagente para o Patoc (2,94%), 1 para o
sorovar Shermani (2,94%) e, por fim, 1 para o sorovar Copenhageni (2,94%).

2.5 Discusséo

A SAM é a técnica preconizada pela OMS e pela OMSA para o diagnostico
laboratorial de leptospirose, sobretudo para inquéritos soroldgicos em regides endémicas,
como é o caso do estado de Pernambuco (Ferreira et al., 2021). Através desse método,
trabalhos ja publicados ao longo dos anos tém conseguido estabelecer referéncias com relagédo
aos sorovares mais prevalentes encontrados na espécie canina, os quais tém variado a
depender do local onde os estudos séo realizados, sinalizando para a importancia de discutir a
leptospirose considerando as diferencas soroepidemioldgicas a nivel regional (Belaz et al.,
2023).

Segundo Silva et al. (2018), os valores de soroprevaléncia para leptospirose canina no
Brasil variam de 6,6% a 85%, enquanto para Pinto-Ferreira et al. (2019) os valores a nivel
nacional tém variado entre 2,66% a 59,25%. Os resultados obtidos no presente estudo
encaixam-se nos intervalos de referéncia mencionados, indicando uma soroprevaléncia de
80,95% para a populacdo de caes avaliados neste trabalho, provenientes de municipios da
Regido Metropolitana do Recife.

Embora a soroprevaléncia encontrada seja alta, a interpretacdo do teste de SAM deve
ser feita com cautela. 1sso porque, considerando as particularidades técnicas do teste e seu
carater indireto, a possibilidade de reacéo cruzada entre os sorovares de um mesmo sorogrupo
ou até mesmo de sorogrupos distintos € evidente, visto que ha similaridades antigénicas entre

as estirpes de Leptospira spp. (Rodrigues, 2008; Belaz et al., 2023).
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Sobretudo na avaliacdo da diluicdo de 1:100, a sorologia deste estudo revelou
resultados nos quais séo detectados anticorpos aglutinantes contra varios sorovares diferentes,
pertencentes a sorogrupos iguais e também distintos, o que esta de acordo com a possibilidade
da existéncia de reacdo cruzada mencionada por trabalhos como o de Rodrigues (2008), que
utilizou 29 amostras de soro de cées para a realizacdo da SAM e, na maioria das reacfes, um
mesmo soro produziu a aglutinagdo de Leptospira spp. em mais de um sorovar. Além disso,
uma baixa titulacdo de anticorpos (100 e 400) para alguns sorovares foi encontrada nessas
reacdes, sendo mais uma evidéncia de reacdo cruzada.

A depender da interacdo com a espécie acometida, os diferentes sorovares de
Leptospira spp. podem ser classificados como adaptados ou incidentais (Loureiro et al.,
2013). Com relacdo aos cées, por exemplo, o sorovar Canicola (sorogrupo Canicola) é o
sorovar adaptado, enguanto os bovinos sdo adaptados ao sorovar Hardjo (sorogrupo Sejroe),
0S equinos aos sorovar Bratislava (sorogrupo Australis) e 0s suinos ao sorovar Pomona
(sorogrupo Pomona) (Di Azevedo et al., 2023). Por outro lado, o sorovar Icterohaemorrhagiae
(sorogrupo Icterohaemorrhagiae) é definido como incidental para todas as espécies
mencionadas e também para a espécie humana, sendo adaptado apenas aos roedores
sinantropicos, como o rato de esgoto (Rattus norvegicus) (Scandura et al., 2020; Sant’ Anna et
al., 2021).

Dentro do sorogrupo Icterohaemorrhagiae, além do sorovar do mesmo nome, também
estdo presentes outras estirpes que possuem como principais hospedeiros de manutengdo o
Rattus novergicus (Sohn-Hausner et al., 2023). Estes animais albergam a bactéria em seus
tabulos renais, eliminando-a no ambiente de forma intermitente atraves da urina, podendo
contaminar a agua e os alimentos oferecidos aos cées (De Paula et al., 2024), através de
utensilios como comedouros e bebedouros também utilizados no manejo dos animais,
sobretudo quando deixados expostos (Aguiar et al., 2007).

Considerando que os sorovares RGA, Icterohaemorrhagiae, Verdun e Copenhageni
estdo inclusos dentro do sorogrupo Icterohaemorrhagiae e neste estudo apresentaram
frequéncias de 26,47%, 23,54%, 17,65% e 2,94%, respectivamente, € importante considerar a
possibilidade de influéncia dos fatores de risco mencionados, a fim de avaliar a possibilidade
dos cdes estarem tendo contato com Leptospira spp. através de agua e/ou alimentos
contaminados. Nesse sentido, a ocorréncia de reacGes de aglutinagdo para 0s sorovares
Batavie e Grippothyphosa também s&o possiveis indicativos da importancia dos roedores no

ciclo epidemiolégico da leptospirose. Segundo Fernandes et al. (2018), estes animais também
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sdo considerados hospedeiros de manutencdo destas varidveis soroldgicas, que foram
encontradas neste estudo nas prevaléncias de 14,71% e 5,88%, respectivamente.

Embora nenhum dos animais tenha apresentado no momento da coleta de sangue
sinais clinicos de doenca aguda, os achados mencionados ainda séo relevantes, pois deve-se
considerar que a sensibilidade da técnica de SAM pode diminuir a depender de variaveis
como protocolo vacinal e periodo de janela imunoldgica, sendo este um fator importante para
a interpretacdo da sorologia. Ainda assim, é possivel ressaltar também a relevancia da técnica
como método de triagem, sobretudo para animais provenientes de areas endémicas,
considerando que a titulacdo pode indicar exposicdo do animal a bactéria, revelando aspectos
associados ao ambiente, ou uma infecg@o ativa (Sant’Anna et al., 2019).

Varidveis sorologicas geralmente associadas aos equideos, como Bratislava
(sorogrupo Australis) e Pomona (sorogrupo Pomona) também foram identificados no presente
estudo nas prevaléncias de 23,53% e 5,88%, respectivamente. Com relacdo a Pomona, sabe-se
que 0s suinos sdo os principais hospedeiros de manutencdo deste sorovar, que foi reagente no
soro de oito animais (8/42). Estudos recentes, como o de Pinheiro et al. (2023), também
relatam a ocorréncia deste sorovar em amostras de soro sanguineo de gatos (Felis catus) e
levantam a hipdtese dos felinos terem tido contato com suinos, o que possivelmente favoreceu
a transmissao de Leptospira spp. interespécie.

Além disso, a espécie bovina é hospedeira de manutencdo do sorogrupo Sejroe,
conforme discutido por Aymée; Mendes; Lilenbaum (2024). Nesse sentido, os resultados
obtidos com relacdo as frequéncias dos sorovares Wolffi (35,29%), Hardjoprajitno (23,53%) e
Guaricurus (8,82%), todos pertencentes ao sorogrupo mencionado, estdo de acordo com 0s
resultados de Batista et al. (2004), Aguiar et al. (2007) e De Vasconcelos (2023), que
reforcam a hipdtese de transmissdo de sorovares entre as espécies bovina e canina. E
importante salientar que em alguns municipios da Regido Metropolitana do Recife € muito
comum a presenca de equinos, asininos, bovinos e suinos circulando no ambiente urbano e
mantendo proximidade com os cdes, ou ainda vivendo em criagdes consorciadas, sendo esse
um possivel indicativo da circulacdo de sorovares interespecies (Batista et al., 2004; Pinto-
Ferreira et al., 2019).

Ademais, nos trabalhos de soroprevaléncia em cées, o sorovar Canicola é citado como
um dos mais prevalentes, considerando que é o sorovar adaptado aos cdes (Di Azevedo;
Lilenbaum, 2021), porém, diferente do esperado, apenas duas amostras (5,88%) de soro foram

reagentes para este sorovar, demonstrando uma baixa frequéncia na regido analisada. Este

59



achado foi semelhante aos resultados de Alves et al. (2000) e Batista et al. (2004), que
realizaram estudos sorolégicos na cidade de Patos, no estado da Paraiba, e ndo encontraram
cdes reagentes para o sorovar Canicola. Resultados similares foram descritos mais
recentemente por Lopes et al. (2022), em um estudo realizado em Botucatu, no estado de Sao
Paulo, no qual o sorovar Canicola esteve presente em uma prevaléncia de 9,54%, ficando
atrds dos sorovares Castellonis (28,68%), Autumnalis (19,12%), Pyrogenes (17,65%) e
Icterohaemorrhagiae (11,03%), o que corrobora para a hipoOtese sobre a circulagdo de
sorovares interespécies.

Como discutido por Fernandes et al. (2018), os estudos de soroprevaléncia na espécie
canina tém evidenciado a crescente ocorréncia de outros sorovares de Leptospira spp. em
caes, além dos que ja eram frequentemente encontrados, o que pode ser explicado por
diversas hipdteses, dentre elas o fator relacionado ao contato, proximidade ou co-habitacdo
dos cdes com outras espécies de animais domeésticos e silvestres, que podem atuar como
reservatorios para sorovares nao adaptados a espécie canina (De Vasconcelos, 2023), como
evidenciados nos resultados expostos. Assim, estd cada vez mais embasada a evidéncia de que
a transmissdo entre hospedeiros de manutencdo é eficiente e importante do ponto de vista
epidemioldgico em centros urbanos, ndo devendo ser negligenciada.

De todo modo, os achados sdo semelhantes com os resultados obtidos em um estudo
conduzido por Sant’anna et al. (2019) com 131 caes portadores assintomaticos de Leptospira
spp., no qual foi evidenciado que o sorogrupo Icterohaemorrhagiae foi 0 mais predominante,
representando 92,7% das amostras soropositivas. Este € um importante indicativo de que,
embora ndo seja uma novidade a prevaléncia de cdes assintomticos atuando como
reservatorios urbanos de Leptospira spp., a relacdo entre a espécie canina e 0s sorovares
precisa ser continuamente investigada a fim de compreender o ciclo epidemioldgico da
enfermidade dentro de contextos regionais, com o objetivo de correlaciona-lo com as diversas
formas de manifestacéo clinica da doenca, bem como os fatores de risco intrinsecos nesta.

Os seres humanos sdo hospedeiros acidentais e terminais dentro da cadeia de
transmissdo da leptospirose, ndo atuando como reservatorios, diferente dos cdes, que
representam um elo na transmisséo da doenca para o homem (Silva et al., 2018). Isso ocorre
porque mesmo quando detectados em cdes saudaveis ou assintomaticos, alguns sorovares sao
capazes de gerar doenca clinica em humanos. Ou seja, uma infec¢do subclinica em caes,
levando a eliminag@o de Leptospira spp. no ambiente, pode ser capaz de gerar a doenca na

espécie humana, evidenciando assim um risco zoono6tico (Griebsch et al., 2024).
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Belaz et al. (2023) discutem ainda que o0s sorovares Icterohaemorrhagiae e
Copenhageni estdo relacionados a casos clinicos mais graves em humanos infectados por
Leptospira spp, e ambos foram encontrados neste trabalho em soroprevaléncias relevantes.
Esta € mais uma evidéncia relacionada ao potencial da espécie canina em atuar como
sentinela quanto ao risco de infeccdo a populacdo humana, visto que os cées, em comparagdo
com os humanos, estdo mais expostos a fontes de infeccdo ambientais que os colocam em
contato com leptospiras patogénicas (Ricardo et al., 2024).

Além disso, segundo o Programa das NacGes Unidas para 0 Meio Ambiente (UNEP,
2020), as mudancas climaticas estdo aumentando a duracdo, intensidade e frequéncia das
precipitacdes, 0 que impacta nas consequéncias das enchentes, caracterizadas como um fator
agravante para a ocorréncia da leptospirose animal e humana em cidades como Recife. Por
esse motivo, sobretudo no atual contexto de mudancas climaticas intensificadas por acoes
antropicas, discussdo abordada por De Paula et al. (2024), os resultados aqui obtidos devem
ser interpretados também sob a perspectiva preventiva, podendo auxiliar profissionais de
salde a tracar estratégias de controle, vigilancia e prevencédo voltadas para regides vulneraveis

as enchentes e demais desastres ambientais.

2.6 Concluséo

Através da Soroaglutinacdo Microscépica foi possivel verificar uma alta
soroprevaléncia de anticorpos anti-Leptospira spp. entre a populacdo de cédes avaliados no
presente estudo, provenientes de municipios da Regido Metropolitana do Recife, e assim
demonstrar também a complexidade da cadeia epidemioldgica desta enfermidade. Nesse
sentido, é necessario continuar elucidando o papel dos cdes hospedeiros de Leptospira spp.
como um importante elo na cadeia de transmissdo para os humanos, compreendendo o ciclo
epidemioldgico da leptospirose associada aos sorovares mais frequentes a nivel regional. Essa
percepcdo também proporciona um embasamento para que sejam tracadas medidas
preventivas, visto que as investigacBes soroepidemioldgicas envolvendo a sanidade das
espécies domeésticas tém relacdo direta com a satde humana, além de corroborar também com

a satde ambiental, sendo, portanto, uma questéo de Satde Unica.

3. CONSIDERACOES FINAIS
O Estagio Supervisionado Obrigatorio € essencial para unir os aprendizados teoricos

adquiridos ao longo da graduagdo em Medicina Veterinaria com os aprendizados praticos
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vivenciados no cotidiano profissional. Somado a isso, a rotina de estagio possibilita um
contato mais proximo com profissionais mais experientes, 0 que contribui para o
amadurecimento do estudante que estd saindo para o mercado de trabalho ou dando
continuidade a carreira académica.

Durante o estdgio no Laboratério de Doencas Infectocontagiosas da UFRPE foi
possivel aprofundar os conhecimentos na ampla variedade de doencas infecciosas que
acometem as espécies animais, sendo muitas delas de carater zoon6tico, 0 que destaca a
importancia de uma atuacédo profissional que também seja atenta a sadde publica. Além disso,
foi possivel adquirir mais pratica com relacdo ao ambiente de laboratdrio, o que serviu como
base para a continua¢do do ESO, que foi realizada no Laboratorio de Inspecdo e Tecnologia
de Leite e Derivados da UFBA. Esta etapa incentivou uma compreensdo pratica sobre a
importancia do médico veterinario na inspecdo de alimentos de origem animal, pois atraves
desta area de atuacdo € possivel garantir a seguranca dos produtos que chegam ao consumidor
e, consequentemente, assegurar a saide humana. Assim, destaca-se o aprendizado adquirido
com énfase em Medicina Veterinaria Preventiva, por meio do elo entre doengas infecciosas,

producdo animal e inspecdo de produtos lacteos.
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