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"Mas o que salva a humanidade é que ndo ha quem cure a curiosidade.”

(Tom Zz¢)



APRESENTACAO

O presente relatdrio dispde sobre as atividades desenvolvidas durante o periodo da residéncia
em Area Profissional de Sadde em Medicina Veterinaria, area de concentragdo - Viroses dos
Animais Domésticos, a qual se deu no periodo de dois anos (2022 - 2024). Durante a
residéncia houve diversos momentos, tais quais: disciplinas tedricas, vivéncias no Sistema
Unico de Satde (SUS), estagio em laboratdrio externo (LFDA-PE), participacdo em eventos
e, por fim, as atividades especificas do Laboratorio de Virologia Animal, com énfase em
diagndstico. Desta forma, este relatdrio é constituido em trés capitulos, o primeiro descreve as
atividades desenvolvidas na vivéncia do SUS, onde se subdivide em momentos na Vigilancia
em Salde e momentos no eMulti, ambos em Camaragibe-PE, totalizando quatro meses de
experiéncia no SUS. No segundo capitulo hd a descricdo das atividades na area de
concentracdo, incluindo-se as atividades desenvolvidas em laborotdrio interno e externo, bem
como contibui¢Bes em eventos e disciplinas cursadas e outras atividades. Por fim, o terceiro
capitulo descreve ums pesquisa intitulada: Producdo de Antigeno de Leucose Enzodtica
Bovina a Partir de Células de Linhagem FLK Persistentimente Infectadas Para Uso em
Imunoiagnadstico.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

DNA - Acido desoxirribonucleico

BLV - Virus da Leucose Enzooética Bovina

ELISA - Ensaio de imunoabsor¢do enzimética

eMulti - Equipe Multiprofissional

FIV- Imunodeficiéncia Viral Felina

FeLV - Leucemia Viral Felina

FLK - Células de rim fetal ovino

HOVET - UFRPE - Hospital Veterinario da Universidade Federal Rural de Pernambuco
IDGA — Imunodifusdo em Gel de Agar

LAVIAN — Laboratério de Virologia Animal

LEB - Leucose Enzbotica Bovina

LFDA - PE — Laboratério Federal de Devesa Agropecuaria - Pernambuco
MDBK - Células de Rim Fetal Bovino

NASF - AB - Nucleo de Apoio a Saude Familia e Atencdo Bésica
OIE - Organizacdo Mundial de Saiude Animal

PBS - Solugé&o salina tamponada com fosfato

PCR — Reacdo em Cadeia da Polimerase

PEG — Polietilenoglicol

pH - Potencial Hidrogenidnico

OMSA - Organizacdo Mundial de Satude Animal

PMSF - Fluoreto de Fenilmetanosulfonil

RNA - Acido ribonucleico

RPMI 1640 - Meio Gibco Roswell Park Memorial Institute 1640
SUS — Sistema Unico de Satde

UBS — Unidade Basica de Saude

SFB — Soro Fetal Bovino
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CAPITULO I: RELATORIO DESCRITIVO DAS
ATIVIDADES ACOMPANHADAS NO SISTEMA UNICO DE
SAUDE



INTRODUCAO

O Programa de Residéncia em Area Profissional de Salde em Medicina
Veterinaria da UFRPE é destinado aos profissionais graduados em Medicina
Veterinaria, possuindo a duracdo de dois anos. A sua carga horaria divide-se em
atividades teoricas e praticas, totalizando uma carga horaria minima de 5.760
horas. Além das atividades especificas da area de atuacdo escolhida pelo
residente, ha a obrigatoriedade do cumprimento de horas no SUS, sendo dedicada
do total de 5.760 horas citadas, 720 horas a atuacao na Vigilancia em Saude e 240
horas ao Emulti.

Quanto as areas especificas de atuacdo, os residentes atuam no treinamento
em servico, sendo acompanhados por um tutor e preceptor, executando atividades
em uma das onze areas de concentracdo, sendo estas: Clinica Médica de Pequenos
Animais; Clinica Cirurgica de Pequenos Animais; Anestesiologia Veterinria;
Clinica, Cirurgia e Reprodugdo de Grandes Animais; Diagnostico por Imagem;
Patologia Clinica Veterinaria; Patologia Veterinaria Geral e Medicina Veterinaria
Preventiva (Bacterioses, Doencas Parasitarias, Saude Publica e Viroses)

1. VIGILANCIA EM SAUDE

A Vigilancia em Salde tem por objetivo a observacdo e analise
permanentes da situacdo de saude da populacéo, articulando-se em um conjunto
de acOes destinadas a controlar determinantes, riscos e danos a saude de
populacdes que vivem em determinados territdrios, garantindo-se a integralidade
da atencdo, o que inclui tanto a abordagem individual como coletiva dos
problemas de saude. Algumas das vertentes da Vigilancia em Saude sdo as
Vigilancias Ambiental, Sanitaria e Epidemioldgica (BRASIL, 2010). Desta
forma, foi realizada uma vivéncia de trés meses (abril a julho de 2022) na
Vigilancia em Sadde no municipio de Camaragibe - PE, sendo esse tempo
subdividido entre Vigilancia Ambiental, Sanitaria e Epidemiol6gica (um més em
cada vigilancia).

1.1 VIGILANCIA AMBIENTAL

A Vigilancia Ambiental é contituida por um conjunto de a¢des que proporciona
0 conhecimento e a deteccdo de qualquer mudanga nos fatores determinantes e
condicionantes do meio ambiente que interferem na salide humana, com a finalidade
de identificar as medidas de prevencdo e controle dos fatores de risco ambientais
relacionados as doengas ou outros agravos a saude (BRASIL, 2002).

Deste modo, as atividades vivénciadas foram: Programa de Vigilancia e
Controle da Esquistossomose; controle de populacdo de animais sinantropicos e
peconhentos; controle de vetores; controle da qualidade da agua para consumo
humano; acumuladores; maus-tratos contra animais; apreensao de animais. Abaixo
descricdo das atividades vivenciadas:
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Programa de Vigilancia e Controle da Esquistossomose

Neste programa, a equipe se direcionava de porta em porta com intuito de
abordagem da populacdo. Havia breve explicacdo sobre a esquistossomose,
englobando a importancia do diagnostico e tratamento precoce. Por fim, em caso de
concordancia do comunitario, eram deixados frascos para coleta de fezes. No dia
seguinte, havia o retorno da equipe para o recebimento das amostras de fezes da
populagdo. Essas amostras eram processadas e analisadas em laboratdrio. Os
resultados positivos eram enviados para as unidades de satde préximas aos individuos
acometidos, e esta se encarregava da abordagem ao paciente seguido de tratamento,
inclusive abastecendo o paciente dos medicamentos necessarios para a conclusdo de
todo tratamento. Também eram realizados dados epidemiol6gicos com os resultados
(figuras 1).

Figura 1: Equipe realizando visitas
em domicilios (arquivo pessoal)

Controle de Populagdo de Animais Sinantrépicos e Peconhentos

A equipe visitava casas e instituicdes, a pedido da populacdo ou sob forma de
busca ativa com objetivo de diagnostico e controle da presenca de animais
sinantropicos e peconhentos. Havia orientacfes especificas para a resolucdo das
situacGes e em casos necessarios, uma equipe exterminadora era enviada ao local.
Sempre eram realizados retornos as casas e instituicbes para averiguar se houve a
resolucgéo definitiva do problema (figura 2).

-'Figura 2: Acumulo de entulhos em escola
(arquivo pessoal).
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Controle de Vetores

Foram realizados levantamentos do indice de Aedes Aegypti. Os agentes de endemias
faziam visitas domiciliares e além de coleta de dados e orientacdo a populacdo, levavam as
larvas encontratadas para analise em laboratorio. Estas eram analisadas com o objetivo de
quantificar quantas destas eram do mosquito Aedes Aegypti (figuras 3 e 4)

Figura 3: Acondicionamento de amostras
realizado por agentes de endemias
(arquivo pessoal).

Figura 4: Caracterizacdo das larvas
enviadas (arquivo pessoal).

Controle da Qualidade da Agua Para Consumo Humano

Os profissionais visitavam estabelecimentos sob demanta da populacdo ou busca ativa.
Eram realizadas coletas das aguas utilizadas para consumo humano. As amostram eram
analisadas em laboratdrio através dos testes de teor de cloro, turbidez da agua, presencga de
coliformes totais e Escherichia coli. Nos casos de contaminagdo da agua, eram realizadas
buscas com proposito de diagnosticar a fonte de contaminacéo (figuras 5 e 6).

Figura 6: Amostras acondicionadas para
testagens (arquivo pessoal).

Figura 5: Coleta de agua para analise
(arquivo pessoal).
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Acumuladores

Foram efetuadas visitas a pessoas em situacéo de acumulacéo tanto de objetos, quanto
de animais. A equipe fazia orientagdes no local e seguia-se com as providéncias necessarias
para cada caso (figura 7)

Figura 7: Acimulo de objetos em casa (arquivo pessoal)
Apreensdo de Animais

Uma equipe contratada recolhia animais errantes a pedido da populacdo ou sob busca
ativa. Estes eram levados para abrigo e seguia-se com tratamento médico (caso necessario),
doacdo ou recuperacdo do animal pelo proprietario, respeitando-se prazo e aplicando-se multa
(figura 8).

=\ L
Figura 8: Equipe conduzindo animal para caminhdo de apreenséo (arquivo pessoal).

1.2 VIGILANCIA SANITARIA

Vigilancia Sanitaria é definida como um conjunto de acBGes capaz de eliminar,
diminuir, ou prevenir riscos a salde e de intervir nos problemas sanitarios decorrentes do
meio ambiente, da producdo e circulacdo de bens e da prestacdo de servicos de interesse a
salde ( BRASIL, 1990).

Foram acompanhas as atividade de adesdo a licenca sanitaria, além de fiscalizacGes
sob busca ativa e dendncias. Eram visitados estabelecimentos que tenham interesse da salde,
tais como: alimenticios, casas geriatricas, casas de recuperacdo, cosméticos, escolas, espacos
para festas, laboratdrios de diagnostico e assisténcia hospitalar, consultérios odontoldgicos e
clinicas médicas. Eram realizados relatérios contendo as irregularidades encontradas nos
ambientes. Também ocorriam apreensdes de alimentos ou produtos improprios para o
consumo, além da aplicacdo de multas ou interdicdes, quando necessario (figura 9)
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Figura 9: Fiscais realizando apreensdo de medicamentos vencidos em estabelecimento de
salde (arquivo pessoal).

1.3 VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA

Vigilancia Epidemioldgica é definida como um conjunto de a¢fes que proporciona o
conhecimento, a deteccdo ou prevencdo de qualquer mudanca nos fatores determinantes e
condicionantes de satde individual ou coletiva, com a finalidade de recomendar e adotar as
medidas de prevencdo e controle das doencas ou agravos ( BRASIL, 1990).

Durante o periodo de um més, foram acompanhados, através de ligacoes telefénicas,
pacientes em processo de profilaxia antirrabica humana ou em tratamento contra
esporotricose. As ligacOes eram realizadas diretamente para 0s pacientes em atendimento,
durante a chamada, eram realizadas orientagdes acerca da interrupcdo, continuidade do
tratamento ou busca por unidade de salde. Também foi realizado um periodo de
acompanhamento de atendimento antirrabico humano por enfermeiros do Hospital Aristeu-
Camaragibe (figural0).

Figura 10: Profissinal de enfermagem realizando protocolo vacinal antirrabico em
paciente (arquivo pessoal).

2. eMULTI

As eMulti, antigo NASF-AB, sdo definidas como equipes multiprofissionais e
interdisciplinares formadas por profissionais da satde, complementares as equipes que atuam
na Atencdo Baésica, atuando de maneira integrada para dar suporte (clinico, sanitério e
pedagogico) aos profissionais das equipes de Salde da Familia (BRASIL, 2023). As
atividades acompanhadas e desenvolvidas no eMulti deram-se no més de setembro de 2023.

15



Camaragibe tem cinco equipes de eMulti, cada uma responsavel por auxiliar em uma
fracdo do territorio, além haver uma variacdo de profissionais da salude que compdem as
equipes de acordo com as necessidades priorizadas pela gestdo. A equipe eMulti
acompanhada contava com uma psicologa, uma fonoaudidloga, uma nutricionista, duas
fisioterapeutas e duas assistentes sociais. As profissionais prestavam assisténcia a nove
Unidades Basicas de Saude.

Foram acompanhadas atividades como assisténcia em saude a populagdo tanto em
forma de visitas domiciliares como na unidade basica de satde, além de oficinas nas unidades
bésicas; participacdo em grupo de mulheres; curso de acolhimento e reuniBes, estas com as
UBS, entre os eMulti e com o Concelho Municipal de Saude. Aproveitando os momentos de
reunido com as equipes e os momentos de sala de espera, foram realizadas formacgdes
permanentes e educacdo em saude abordando temas da medicina veterinaria de interesse da
saude publica, tais como: Raiva e Profilaxia da raiva humana, esporotricose e cuidados com 0s
alimentos (figuras 11 e 12).

SR
. Pk,

=

o

Figura 11: Educacdo Permanente sobre profilaxia da raiva humana com equipes de saude
de UBS (arquivo pessoal).

i

Figura 12: Educacdo em saude sobre cuidados com os alimentares em sala de espera
de UBS (arquivo pessoal).
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3. PRODUTOS DESENVOLVIDOS

Durante os trés meses na Vigilancia em Saude de Camaragibe, além das atividades
supracitadas, dois produtos foram desenvolvidos, tais foram: um boletim epidemidligo sobre
arboviroses (Dengue, Zika e Chikungunya) nos anos de 2011- 2021 no municipio de
Camaragibe, contento dados como: situagdo epidemioldgica das arboviroses; distribuigédo de
casos por localidade; métodos de diagnosticos utilizados; faixa etaria e sexo das pessoas
acometidas e distribuicio mensal dos casos de arboviroses. Esses dados puderam ser
utilizadas pela vigilancias para futuras acdes no enfrentamentos de tais afeccdes (apéndice ).

Também foi realizado um esquema de profilaxia da raiva humana, que foi distribuido
para as equipes de saude. O esquema contém as informacGes necessarias para fornecer ao
profissional de salde, de forma répida e pratica, a conduta correta para cada acidente
envolvendo ataque de mamiferos a humanos (apéndice I1).

Por fim, foi confeccionado um panfleto com tema “O Que Pode Ter no Alimentos?”,
utilizado em rodas de conversas com a populacdo que aguardava atendimento com a
nutricionista. Durante as conversas eram abordadas as principais doengas transmitidas por
alimento, bem como a correta higiene de frutas e verduras, além dos cuidados ao adquirir
produtos de origem animal (apéndice IlI).
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4. APENDICE

Boletim

Arboviroses - Camaragibe

Vigilancia Ambiental | Prefeitura de Camaragibe junho / 2022

Monitoramento dos casos

de arboviroses (Dengue,

Zika e Chikungunya) transmitidas pelo mosquito Aedes
aegypti, entre os anos 2011 e 2021

Sumario

'Monitoramento dos casos de
arboviroses  (Dengue, Zika e
Chikungunya) transmitidas pelo
mosquito Aedes aegypti, entre os
anos 2011 e 2021

2Sjtuacdo Epidemioldgica das
Arboviroses

?Distribuicdo de Casos por
Localidade

3Métodos de Diagnosticos

3Faixa etaria e sexo

4Distribuigdo mensal dos casos
de arboviroses

Vigildncia em Saude— Vigilancia
Ambiental

As informagdes sobre Dengue apresentadas neste boletim sio referentes as
notificagdes ocorridas entre 2011 e 2021 (10 anos), obtidas através do Sinan Online. Os
casos de Chikungunyatambém foram extraidos do Sinan Online, mas com notificagGes
a partir de 2015 por ndo haver notificagdo nos anos anteriores. Os dados de Zika foram
extraidos do Sinan Net, no periodo de 2015a 2021, pelo mesmo motivo anterior.

No municipio de Camaragibe ha casos de Dengue no Sinan desde 2006, e de Zika e
Chikungunyadesde 2015. Sabe-se que a partir de 2020 os casos notificados diminuiram
e entende-se que houve uma imensa quantidade de casos subnotificados devido ao
momento de pandemia (COVID-19).

O objetivo deste boletim é mostrar o comportamento das principais arboviroses, nos
Ultimos dez anos, em Camaragibe, dando énfase ao seu comportamentoem diferentes
grupos de bairros (estratos*), bem como métodos de diagnédstico, casos confirmados,
sexo e faixa etdria dos pacientes, tornando-se um instrumento para identificagdo de
bairros, grupos de riscos e focos, que irdo servir de base para promogdo de a¢des de
educacdo em salde.

*Os estratos sdo grupos de bairros, selecionados com base na situagdo
socioecondmica, cultural e fatores fisicos, utilizados para realizagdo de levantamento
de indice do Aedes aegyptipor meio do ProgramaLIRAa (Tabela 1).

ESTRATO 1 ESTRATO 2 ESTRATO 3
Santa Terezinha Sdo Jodo e Sdo Paulo
Nossa Senhora do Carmo ?antanla Céu Azul
Santa Mdnica égta;;;::‘g\:; Timbi
Viana Privé Vermont
Alto Santo Antonio Agu5§ena
Burrione
ESTRATO 4 ESTRATO 5 ESTRATO 6
Tabatinga Cosme e I.I)amlao Nazaré
Aldeia de Cima A,ree'ro Inabi
Aldeia de Baixo I?:clirr:aocl\il;\:‘; Vale das Pedreiras
Vila da Fabrica Jardim Primavera
Alto da Boa Vista Novo Car.melo Macacos
) Carmelitas
Coimbral ) L Concape
Jardim Teresoépolis Lot. S3o Pedro
Bairro dos Estados
Areinha

Tab. 1 - Identificagdo dos bairros que compdem cada estrato, utilizados para levantamento de dados de
Aedes aegypti

Apéndice I: Boletim Epidemioldgio- Arboviroses em Camaragibe ( 2011 — 2021 ). Pagina 1 de 6 (arquivo pessoal).
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Boletim Epidemiolégico | Vigildncia Ambiental | Prefeitura de Camaragibe

SituagaoEpidemioloégicalas Arboviroses

Foram notificados 17.126 casos de Dengue nos ultimos
dez anos (5.010 confirmados, 8.498 descartados e 3.596
n3o definidos ou inconclusivos),sendo os anos de 2015 e
2016 os anos com maiores picos, com 8.899 e 3.451
casos, respectivamente (Figura 1).
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Fig. 1 - Nimero de casos suspeitos e confirmados de Dengue, no

municipiode Camaragibe, no periodo de 2011a 2021

Em relacdo a Zika, nos ultimos sete anos, foram
notificados 81 casos (seis confirmados, 64 descartados e
11 n3o definidos), sendo os anos de 2020 e 2021 os anos
de maiores picos, com 18 e 23 casos,
respectivamente (Figura 2).
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Fig. 2 - Nimero de casossuspeitos e confirmados de Zika, no municipio
de Camaragibe, no periodo de 2015a 2021

E quanto a Chikungunya, nos Gltimos sete anos foram
notificados  3.385 casos (3.300 confirmados,
1.219 descartados e 866 ndo definidos ou inconclusivos),
sendo os anos de 2016 e 2021 os anos com maiores
picos, com 1.588 e 1.265 casos, respectivamente (Figura
3).
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Fig. 3 - Namero de casos suspeitos e confirmados de Chikungunya, no
municipio de Camaragibe, no periodo de 2015a 2021.
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Distribuicaale CasosporLocalidade

Os bairros representados pelos estratos 3, 4 e 5 foram
os que tiveram o maior nimero de casos de Dengue,
numa perspectiva geral, tendo seu apice nos anos de
2015e 2016 (Figura4).
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Fig. 4 - Namero de casos notificados de Dengue, por estrato, no
municipio de Camaragibe, no periodo de 2011a 2021.

Na Zika, o estrato 6 foi o de maior destaque nos Ultimos
anos, seguido do estrato 4 (Figura 5).
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Fig. 5 - Nimero de casos notificados de Zika, por estrato, no municipio de
Camaragibe, no periodo de 2015a 2021.

J& na Chikungunya, os estratos 3 e 4 foram os que
tiveram o maior nimero de casos numa perspectiva
geral, tendo seu apice nos anos de 2016 e 2021 (Figura
6).
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Fig. 6 - Nimero de casos notificados de Chikungunya, por estrato, no
municipio de Camaragibe, no periodo de 2015a 2021.
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Distribuigdo menzal dos casos de arbovircses

luntando todas os casos de Dengue dos altimes der anos
avaliadas, & postivel abiarvar gue house um pico nos casos
durante o primeirn semestre, principalmente nos meses de
miarga & abril (Figura 16).
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Mos cagos de Ziks, & possivel observar gue ooarreu um pico
mis casas durante os meses de maio, junha e agosta (Figura
17).
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imicicu na més de marga e atingiu o dpice no més de maio
[Figura 18).
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[Figura 19).
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Métodosde Diagnésticos

Quanto a forma de diagndstico, na Dengue o método
clinico-epidemioldgico foi o mais utilizado, seguido dos
ndo preenchidos no sistema (vazio) e por ultimo o
diagndéstico laboratorial (Figura 7).
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Fig. 7 - Métodos de diagndstico utilizados nos casos notificados de
Dengue, no municipio de Camaragibe, no periodo de 2011a 2021.

Na Zika, o diagndstico, o laboratorial representou
a maioria, seguido do diagndstico clinico-epidemiolégico
e por fim o “vazio” (hdo preenchido no sistema) (Figura
8).
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Faixaetariae sexo

Em relagdo a faixa etaria e ao sexo dos pacientes, houve
predominanciade adultos (Figuras 10, 11 e 12) e do sexo
feminino (Figuras 13, 14 e 15) nas trés arboviroses.
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Fig. 10 - Faixa etaria identificada nos casos notificados de Dengue, no
municipio de Camaragibe, no periodo de 2011a 2021.
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Fig. 11 - Faixa etaria identificada nos casos notificados de Zika, no
municipio de Camaragibe, no periodo de 2015a 2021

Fig. 8 - Métodos de diagndstico utilizados nos casos notificados da Zika,
no municipiode Camaragibe, no periodo de 2015a 2021.

Quanto a forma de diagndstico da Chikungunya o
método clinico-epidemioldgico foi o mais
utilizado, seguido dos n3o preenchidos no sistema|(vazio)
e por Ultimo o diagnéstico laboratorial (Figura 9).
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Fig. 9 - Métodos de diagnéstico utilizados nes casos notificados da Zika,
no municipio de Camaragibe, no periodo de 2015a 2021.
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Fig. 12 - Faixa etdria identificada nos casos notificados de Chikungunya
no municipio de Camaragibe, no periodo de 2015a 2021.
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O LIRAa é um sistema de Levantamento Rapido de indices para
Aedes aegypti que permite identificar focos, indicando o risco ARBOVIROSES 2021
de transmissdode Dengue, Zika e Chikungunya Com base nisso, 300
obteve-se o levantamento realizado em 2020 onde todos os
. . A 250 P;
estratos apresentaram risco médio a alto (Figura 20). 200
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234101231(234(1231(234/(1.23 Fig. 23 — Casos de arboviroses por estrato, no municipio de Camaragibe, no
53,0% (>34 |1 23123411,23123,4,1,2,3, ano de 2021,
56 (456 5 |4,56/| 56 (4,56 o o
Os principais tipos de recipientes no ano de 2020, foram

depdsitos de armazenamento agua a nivel do solo (Figura 24),
principalmente pela facilidade de acesso a essas estruturas, o
que também ocorreu ho ano seguinte (Figura 25).

Fig. 20 — Estratos em risco pelo indice de infestagdo por Aedes aegypti, no
municipio de Camaragibe, no ano de 2020.

principalmentenos estratos 2, 4 e 6 (Figura 21).
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Fig. 21 — Casos de arboviroses por estrato, no municipio de Camaragibe, no

ano de 2020.
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Fig. 22 — Estratos em risco pelo indice de infestagdo por Aedes aegypti, no

municipio de Camaragibe, no ano de 2021.
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Fig. 24 — Depdsitos predominantes nos seis ciclosdo LIRAa, no municipio de
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Fig. 25 — Depdsitos predominantes nos seis ciclosdo LIRAa, no municipio de
Camaragibe,no ano de 2021
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PROFILAXIA DA RAIVA HUMANA

NOTA TECNICA N 8/2022-CGZV/DEIDT/SVS/MS

Qual animal envolvido?

Mamifero Silvestre Mamiferos de produgdo
(morcego, raposa, Cdo ou gato (bovideos, equideos,
macaco, sagui) caprinos, suinos e ovinos)

v v I
Sem sinais de N3o ol?sewévelpor
* Lavar com agua raiva e observavel 1(_) dl_as ou com
e sabdo sinais de raiva
¢ Profilaxia com / —
soro e vacina

Lavarcomagua e sabdo,
ndo realizar profilaxia e

'/ indicar observagdo do
animal por 10 dias

Ap6s 10 dias de observagdo

Animal saudavel: Animal morto, com
ndo indicar sinais de raiva ou
profilaxia e encerrar desaparecido
o caso
Reexposicdo:

4 v

Paciente com esquema de pré-
exposigdo completo:  Nao -
indicar soro. Realizar2 dosesda AVALIAR LESAO
vacinanos diasO e 3.

Paciente com esquema de pré-
exposigao incompleto: Realizar
o esquema vacinal indicado
para o caso, ignorando a dose
de pré-exposicdoja aplicada

" Leve Grave
Pa,c'entes _com esquema de Ferimento superficial no Ferimento nas mucosas, no
pés-exposi¢io completo, em . ., .
até 90 dias: N&o indicar soro tronco ou nos membros, segmento cefalico, mdos ou pés;
nemvacinas exceto m3os e pés; Ferimentos profundos, multiplos
Pacientes com esquema de Lambedura de lesées ou extensos, em qualquer
pés-exposigdo incompleto, superficiais. regido do corpo.
com mais de uma dose: , .
Administraras dosesfaltantes  leErEEEdE e * lavarcomagua e

. . L sabdo; sabdo;
Pacientes com pdés-exposicio L T
incompleto, com uma dose: * Profilaxia com ¢ Profilaxia com
Desconsiderara dose aplicada e vacina nos dias 0, vacina nos dias 0,
iniciar o esquema de profilaxia, 3,7e14; 3,7e14;
indicadopara o caso. * Nao indicar soro. * Indicar soro.

Pré-Exposicdo: 2 dosesda vacina, nos dias 0 e 7. Quem deve tomar? Pessoas que tém maior possibilidadede se infectar
com o virus. Ex: profissionaiscomo veterindrios,assistentese funciondriosde petshop, além de pessoas que trabalham
em laboratoériosem que haja pesquisacom o virus da raiva.

7 UNIVERSIDADE
FEDERAL RURAL
DE PERNAMBUCO

: [l
o CAMARAGIBE SUS N 5

\

Soro: Policlinica Lessa de Andrade: 3355-7805 Diretoria de Vigilancia em Satide:3458-0723

Apéndice II: Esquema de Profilaxia da Raiva Humana (arquivo pessoal).



O QUE PODE TER NOS
ALIMENTOS ?

Toxoplasma Bruc//a
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Cryptosporidium M ycobacferium Listeri sfreptococcus

Os alimentos contaminados podem ter
todos esses micrébios e vdarios outros e
nos causar diversas doencgas!

As doengas podem nos causar desde diarreia, vémitos, febre

e mal estar até problemas neuroldgicos graves. Para evitd-las
basta ter uma boa higiene na preparagdo dos alimentos, tais
como carnes bem cozidas e verduras e frutas bem lavadas.

Imagens: google
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Apéndice I1I: Panfleto com o tema “O Que Pode Ter nos Alimentos ?”. Parte 1 de 2 (arquivo pessoal)
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COMO HIGIENIZAR
FRUTAS E VERDURAS?

Frutas e verduras de casca dura, que serao
descascadas para consumo, deve-se lavar
apenas com agua e detergente, enxaguando
bem.

2 > 8

Ja as frutas e verduras de casca mole, que
serao consumidos sem descascar, deve-usar
uma mistura de hipoclorito e agua. Vocé deve
olhar o rotudo do produto que sera utilizado,
caso tenha escrito “hipoclorito de sédio a 1%”,
deve-se usar 2 colheres de sopa em cada l litro
de agua. Caso o produto tenha escrito
“hipoclorito de sédio a 2,5%”, deve-se usar 1
colher de sopa em cada 1 litro de agua. Em
amlbos os casos, deve-se deixar em descanso
por meia hora e em seguida enxaguar bem.

e

Importante lembrar que as carnes devem ser sempre
bem passadas para evitar o consumo de microbios
gue possam nos causar doencas. Observar também
se ha o selo de inspecao sanitaria municipal (SIM),
estadual (SIE) ou federal (SIF).

- e

UNIVERSIDADE
“ PREFEITURA DE | . s FEDERAL RURAL
- W CAMARAGIBE SUS “ o™ DE PERNAMBUCO
m

Apéndice I1l: Panfleto com o tema “O Que Pode Ter nos Alimentos ?”. Parte 2 de 2 (arquivo pessoal)
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C}API'TULO I1: ATIVIDADES DESENVOLVIDAS NA
AREA DE CONCENTRACAO-VIROLOGIA ANIMAL

28



1. DISCIPLINAS CURSADAS

Foi realizado um més de disciplinas tedricas obrigatorias a todos 0s
residentes, incluindo-se Bioética e Etica Profissinal em Medicina Veterinaria, Bioestatistica,
Epidemiologia e Medicina Veterinaria preventiva, Metodologia Cientifica, Integracdo Ensino
e Servico e Politicas Pdblicas de Saude. Além disso, também foram cursadas disciplinas
obrigatérias para a area de concentracdo, sendo estas: Boas praticas Laboratoriais e
Biosseguranga e Topicos Especiais em Viroses dos Animais Domeésticos.

2. DESCRICAO DO LABORATORIO E EQUIPE

O laboratério conta com duas areas fisicas, uma destinada as técnicas de
cultivo celular, ELISA e IDGA prioritariamente e a outra destinada a biologia molecular
(figuras 13 e 14). A equipe é composta por dois professores titulares, dois técnicos, uma pds-
doutoranda, uma doutoranda, dois mestrandos, duas residentes, quatro alunas de graducédo
orientados em pesquisa.

Figura 14: Laboratério - aréa destinada a biologia molecular (arquivo pessoal).
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3. ATIVIDADES DESENVOLVIDAS EM LABORATORIO

A area de concentracdo Medicina Veterinaria Preventiva - Viroses dos
Animais Domésticos, tem como foco o diagndstico laboratdrial. Desta forma foram realizados
treinamentos em IDGA, cultivo celular, concentracdo de imunoglobulinas, PCR-
CONVENCIONAL, ELISA e Testes imunocromatograficos. Técnicas descritas a seguir:

Imunodifusdo em Gel de Agar- IDGA

O IDGA trata-se de um teste sorologico, onde o antigeno entra em contato
com o anticorpo do soro dos animais que se deseja testar. O teste busca anticorpo
neutralizante que aparece no soro dos animais infectado (Goncalves et al., 2005). Esta técnica
é utilizada para o digndstico de diversas enfermidades, incluindo-se anemia infecciosa equina,
leucose enzodtica bovina, lingua azul, lentivirus de pequenos ruminas, influenza aviéria.

Para a realizacdo da técnica, prepara-se um gel de agarose a 1%, este é
disposto em laminas de vidro ou placas de petri. Apds a polimerizacdo do gel, perfura-se os
pocos e por fim, os pog¢os, sdo inoculados com antigeno, soros controles positivos e soros dos
animais a serem testados nas posicdes pré estabelecidas (figura 15). As placas ou laminas
inoculadas sdo colocadas para incubar em recipiente Umido em temperatura ambiente. Os
soros e antigenos migram de forma radial, nos casos de soros postivos (com anticorpos
presentes contra o antigeno do teste), serd formada uma linha de precipitacdo visivel a olho
nu, que pode ser visibilizada quando a placa ou lamina € posta contra luz, apos 24-28h de
incubacéo (figura 16).

No LAVIAN, o IDGA é utilizado para o diagnéstivo de leucose enzodtica
bovina e lentivirus de pequenos rumintes. Durante o periodo da residéncia, foram testados
1.399 animais, destes, 151 para leucose enzodtica bovina (36 positivos) e 1.248 para
lentivirus de pequenos ruminantes (134 positivos). Os testes ulilizados sdo produzios “in
house” através de cultivo celular para a obtencdo de antigenos e precipitacdo de
imuglobulinas de soros sabidamente reagentes para obtengédo de soro controle positivo.

Soro Al 1z l
@ Soro Animal X

Ant |lg

Soro Animal Y

Figura 15: Esquema demostrando onde sdo inoculados o antigeno, controles positivos
e soros de animais testados (arquivo pessoal).
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Figura 16: Teste IDGA com resultados positivos (Www.uky.edu).

Cultivo Celular

O cultivo celular trata-se de uma técnica que permite manter e estudar o
comportamento de células vivas fora do organismo. Ocorre a partir do isolamento de células
de um determinado tecido, sendo este animal ou vegetal. H& a manutencdo da viabilidade e
proliferacdo dessas células em um sistema in vitro constituido de nutrientes e fatores
essenciais a sobrevivéncia, sob condi¢Bes controladas de temperatura, pH e osmolaridade
(Barbosa et al., 2015).

No laboratorio trabalha-se com dois tipos celulares: a linhagem MDBK
(oriundas de rim bovino fetal) e células FLK (originadas de rim fetal ovino). Essa sdo
utilizadas para diagndstico viral a partir observacdo do efeitos citopaticos de celulas
inoculadas com material biologico suspeito, bem como para a producdo de antigenos através
do cultivo de células persistentimente infectadas e retirada de sobrenadante com particulas
virais (figura 17).

Figura 17: Celulas cultivadas observadas em microscopio (arquivo pessoal).
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Concentracéo de Imunoglobulinas

No LAVIAN realiza-se a concentracdo de imunoglobuninas para a realizacao
de IDGA in house. Utiliza-se soros sanguineos de animais comprovadamente positivos para o
antigeno a ser utilizado. Esse “pool” de soros € inativado a 56°C durante 60 min, em seguida
precipitado com solugdo saturada de sulfato de amonia, reconstituido em PBS e dialisado
contra PBS. Para a dialise, utiliza-se uma membrana microporosa, onde uma dentro da
membrana coloca-se o precipitado de imunoglobuninas e esta membrana € imersa em uma
solucdo concentrada com PBS, diante da difrenca de concentracdo de soluto entre uma
solucdo e outra, através do equilibrio osmotico, a solugdo de imunoglobulinas perde liquido
para 0 meio atraves dos microporos da membrana até que se atinga a concentracao ideal.

PCR - Convencional

A PCR tem por objetivo o identificacio de DNA especifico presente na
amostra. Para a realizacdo da técnica primeiro se obtém o DNA na amostra. As amostras
utilizadas sdo diversas, incluindo-se solo, &gua, sobrenadante de cultivo celular, crostras,
orgdos e sangue de animais. Sdo utilizados kits e protocolos comerciais para a obtencdo do
material genético a partir das amostras. Nos casos de virus na forma de RNA, este é
convertido em DNA através do uso da enzima transcriptase reversa. A quantidade de DNA
obtida é quantificada através do aparelho Nanodrop® e partir do resultado obtido, 0 DNA sera
concentrado ou diluido para a realizacdo da técnica.

Para a realicdo da PCR, o DNA obtido é misturado aos reagentes necessarios
para a reacdo, sdo estes: os primers, que indicam a fracdo de DNA viral a ser multiplicado; o
MasterMix, contendo as bases de DNA que serdo utilizadas para a montagem dos clones; a
TAQ- Polimerase, enzima responsavel pela sintese das novas fitas de DNA e agua livre de
nucleases, se necessario. Essa mistura é posta no termociclador, aparelho que replica os ciclos
necessarios de temperatura e tempo para que ocorra todas as fases para a multiplicagdo do
fragnmento de DNA genético pesquisado - desnaturacao, anelamento e extensao — (figura 18).

m—"

Figura 18: Termociclador utilizado nas rea¢des de PCR (arquivo pessoal).
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Apbds a multiplicacido do DNA pesquisado realizada no termociclador,
prepara-se o gel para a inoculagdo das amostras. O gel com as amostras, segue para a cuba de
eletroforese, onde a corrente elétrica forca a migracdo das mostras por entre a malha do gel
(figura 19). Por fim segue-se com a leitura através do fotodocumentador, onde o0 peso das
bases de DNA encontradas séo reveladas em um programa de computador através de luz
ultravioleta, h& um pogo com os pesos das bases para ser utilizado como referéncia, bem
como controle negativo (para assegurar que ndo houve contaminacgdo), o controle positivo,
para ser utilizado como referéncia para amostras positivas, seguidas das amostras a serem
testadas (figura 20).

Figura 19: Cuba de eletroforece em funcionamento (arquivo pessoal).

Figura 20: Resultado de PCR p6s leitura em fotodocumentador. Amostras positivas
para FeLV (Cordeiro, 2023).

ELISA

A técnica de ELISA (Ensaio de Imunoabsor¢do Enzimética) tem como
principio a ligacdo de antigenos (AG) com anticorpos (AC), que é evidenciada por uma
reacdo enzimatica subsequente, que gera mudanca de coloragdo. Ha varia¢Bes dos tipos de
ELISA, podendo ser direto (identifica o antigeno) ou indireto (identifica o anticorpo),
tornando o método versatil tanto para analises qualitativas como quantitativas (Midhun et al.,
2021). O protocolo utilizado para a realizagéo do teste varia de acordo com o tipo de elisa,
fabricante do kit utilizado e patologia ou substancias a serem pesquisados. No LAVIAN
foram, a titulo de treinamento foram realizados os dois métodos de ELISA, direto e indireto.

Testes imunocromatograficos
Os testes imunocromatograficos, conhecidos como “testes rapidos” sao testes
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de facil execucdo e interpretacdo que sdo amplamente utilizados na clinica de pequenos
animais principalmente. O teste pode ser direto (pesquisa antigeno) ou indireto (pesquisa
anticorpo) . A execusao e interpretacdo do método pode variar de acordo com o fabricante,
mas as varia¢fes sdo minimas.

Os testes utilizados no LAVIAN foram do tipo fluxo lateral direto e indireto.
A estrutura é formada por um cassete contendo uma membrana interna impregnada com
antigeno (no caso de pesquisa de anticorpo) ou com anticorpo (no caso de pesquisa de
antigeno). Ha duas letras no cassete, a letra “T”, que indica a linha de teste, caso amostra
utilizada for positiva forma-se um linha colorida, havendo a formacédo de imunocomplexos; a
letra “C”, representa o controle do teste, esta estd impregnada com anticorpo anti antigeno
(nos casos de teste indireto) ou anticorpo anti-anticorpo especifico (nos casos de teste direto),
também chamado de conjugado, este comprova a validez do teste (figura 21).

Figura 21: Cassete de cima mostra resultado negativo, cassete abaixo exibe resultado
positivo, ambos para o virus da cinomose canina (arquivo pessoal).

Os testes foram realizados na rotina ambulatérial do HOVET-UFRPE a partir
de requisicOes de residentes na area de clinica médica e cirtrgica de cdes e gatos. Foram
realiados 19 testes imunocromatograficos, destes 8 para FIV e FeLV (1 caso positivo para
FeLV) e 3 para parvovirose e coronavirose (todos negativoos).

EVENTOS REALIZADOS E OUTRAS ATIVIDADES

Foram realizadas trés campanhas de vacinagdo antirrabica em parceria com a
prefeitura do Recife. Houve momentos informativos acerca das principais viroses de caes e
gatos com foco na prevencdo das afeccBes para o publico do hospital- escola do UFRPE.
Também foi realizado o Evento da Sadde Unica, abordando diversos temas com foco em
satide Unica. Houve producio de material didatico para os alunos da graduac&o com a criagio
de podcasts, videos e estudos de casos a serem utilizados na disciplina da graduacéo, além da
ministracdo de aulas préaticas de IDGA e ELISA. Por fim, foi realizado um treinamento de um
més no LFDA - Recife sobre PCR em tempo real e validacdo de protocolos.
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CAPITULO 1l

PRODUCAO DE ANTIGENO DE LEUCOSE ENZOOTICA
BOVINA A PARTIR DE CELULAS DE LINHAGEM FLK
PERSISTENTIMENTE INFECTADAS PARA USO EM
IMUNODIAGNOSTICO
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Producédo de Antigeno de Leucose Enzodtica Bovina a Partir de Células de Linhagem
FLK Persistentimente Infectadas Para Uso Em Imunoiagnostico

[ Production of Bovine Enzootic Leukoses Antigen in Persistently Infected FLK Lineage
Cells for Use in Immunodiagnostics ]

RESUMO

A Leucose Enzodtica Bovina é uma enfermidade ocasionada por um retrovirus
oncogénico, Virus da Leucose Enzodtica Bovina (BLV). E uma doenca infecto-
contagiosa de notificacdo compulséria e ocasiona grande impacto econdmico negativo
na producdo. Quanto ao seu diagnéstico, a OIE preconiza alguns métodos, sendo o
ELISA e o IDGA os mais indicados. O IDGA, trata-se de um teste soroldgico onde o
antigeno entra em contato com o anticorpo proveniente do soro dos animais que se
deseja testar, formando uma linha de imunoprecipitacdo nos casos positivos. Neste
contexto, o trabalho tem como objetivo relatar como foi realizada a obtencdo de
antigeno a partir de células FLK persistentimente infectadas com o BLV, podendo este
ser utilizado para composicao futura de um teste de IDGA in house. Para a obtencdo do
antigeno foram empregadas células da linhagem FLK (rim fetal ovino) persistentimente
infectadas. A cada 7 dias os sobrenadantes das culturas eram coletados e estes foram
congelados e descongelados trés vezes, em seguida clarificados por centrifugacdo e
concentrado em 40X. Foi realizada PCR para caracterizacdo de antigeno e amostra de
soro utilizada no teste e seguiu-se com o teste de IDGA. Ao final de dois meses, obteve-
se cerca de trés litros de sobrenadante com particulas virais. O sobrenadante foi
concentrado em 40X para realizagdo do teste de imunodifusdo, havendo formacdo de
linhas imunoprecipitantes ap0s 24h de inoculacdo. Desta forma, comprovando a
presenca de particulas virais viaveis no antigeno obtido. No entando, este precisa passar
por mais testes de concentracdo, além de realizacdo de sua purificacdo e de testes para
definicdo de sensibilidade e especificidade.

Palavras chaves: Cultivo celular, celulas FLK, IDGA, retrovirus oncogénico.

ABSTRACT

Bovine Enzootic Leukosis is a disease caused by an oncogenic retrovirus, Bovine
Enzootic Leukosis Virus (BLV). It is a compulsorily notifiable infectious disease that
causes a major negative economic impact on production. Regarding its diagnosis, the
OIE recommends some methods, with ELISA and IDGA being the most recommended.
IDGA is a serological test where the antigen comes in contact with the antibody from
the serum of the animals to be tested, forming an immunoprecipitation line in positive
cases. In this context, the article aims to report how antigen was obtained from FLK
cells persistently infected with BLV, which can be used for the future composition of an
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in-house IDGA test. To obtain the antigen, persistently infected cells of the FLK (fetal
ovine kidney) lineage were used. Every 7 days, culture supernatants were collected and
frozen and thawed three times, then clarified by centrifugation, and concentrated at
40X. PCR was performed to characterize the antigen and serum sample used in the test
and resistance to the IDGA test. At the end of two months, around three liters of
supernatant with viral particles were obtained. The supernatant was concentrated at 40X
to perform the immunodiffusion test, with immunoprecipitating lines forming after 24
hours of inoculation. In this way, proving the presence of viable viral particles without
enhancements. However, this needs to undergo more concentration tests, in addition to
purification and tests to define sensitivity and specificity.

Keywords: Cell culture, FLK cells, IDGA, oncogenic retrovirus.

INTRODUCAO

A Leucose Enzodtica Bovina é uma doenca infecto-contagiosa de notificacao
compulséria ao Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento e a Organizagédo
Mundial da Saude Animal (OMSA). Essa enfermidade é ocasionada por um retrovirus
oncogénico, Virus da Leucose Enzoodtica Bovina (BLV), do género Deltaretrovirus da
familia Retroviridae (Moratorio et al., 2010). Tal enfermidade ocasiona um impacto
econdmico negativo na producédo devido a perdas diretas com decréscimo na producao e
indiretas com restri¢bes na importacdo de animais e produtos derivados oriundos de
areas infectadas (Marawan et al., 2021). Além de perdas importantes devido aos efeitos
da infeccdo subclinica causando quedas da producdo do animal infectado, sobretudo na
producdo leiteira e no desempenho reprodutivo (Szczotk et al., 2022).

Quanto ao diagnostico da enfermidade, a OIE (2018) preconiza alguns métodos,
tais como isolamento viral, Reagcdo em Cadeia da Polimerase (PCR), Ensaio
Imunoenzimatico (ELISA) e Imunodifusdo em Gel de Agar (IDGA). Sendo o ELISA e
IDGA os mais indicados por apresentarem algumas vantagens, tais como: demonstrar a
auséncia de infeccdo na populacdo bovina e confirmacdo de casos clinicos. No que se
refere ao IDGA, é considerado especifico para a detec¢do de anticorpos em amostras
individuais de soro. Trata-se de um teste simples de facil execucdo, ndo requer
infraestrutura sofisticada e equipamentos caros, sendo utilizado de forma rotineira em
diferentes paises como base para programas de controle e erradicacdo da doenga. No
Brasil, a imunodifusdo em gel de agar é utilizada de forma rotineira para a realizacéo de
pesquisas sobre a prevaléncia da LEB em rebanhos bovinos, devido a sua praticidade,
baixo custo e a boa especificidade (Galinari, 2014), trata-se de um teste sorolégico onde
0 antigeno entra em contato com o anticorpo proveniente do soro dos animais que se
deseja testar. O teste busca anticorpos precipitantes que estdo presentes no soro dos
animais infectados (Gongalves et al, 2005) .

Neste contexto, o trabalho tem como objetivo relatar como foi realizada a
obtencdo de antigeno a partir de células FLK persistentimente infectadas com o BLV,
podendo este ser utilizado para composi¢do futura de um teste de IDGA in house.
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MATERIAL E METODOS

Para obtencédo das particulas virais foram empregadas células da linhagem FLK
(rim fetal ovino). Estas estavam persistentemente infectadas com o Virus da Leucose
Enzodtica Bovina e livres de Herpesvirus, Pestivirus e Mycoplasma spp. Para o
povoamento de células, foram utilizados frascos em poliestireno com superficie de
225cm?, 0 meio de cultivo utilizado foi RPMI 1640 contendo penicilina, estreptomicina,
anfotericina B e suplementados com 2% de SFB. Estas foram mantidas em estuva com a
temperutura regulada a 37°C. A partir do 7° dia pos cultivo e a cada 7 dias, 0
sobrenadante das culturas foram coletados e realizadas novas passagens das
monocamadas.

Os sobrenadantes foram congelados e descongelados trés vezes, em seguida
clarificados por centrifugacdo a 3.500g por 30 minutos, a 4°C e dialisados em
membrana 12.000 kDa, contra polietilenoglicol (PEG 6.000) a 40% em PBS (pH 7,6), a
4°C durante 72h até a concentracdo de aproximadamente 40 vezes. Em seguida, o
antigeno foi tratado com Triton X-100 até a concentracdo final 0,1%, 2 x 10 -4 M de
PMSF e armazenado a -20°C. Por fim, o antigeno foi diluido em PBS (pH 7,6) e testado
frente ao soro controle positivo de referéncia.

Além do teste em IDGA, foi realizada a caracterizagcdo do antigeno e do sangue
do animal controle utilizado através de PCR. Para tal, o DNA genémico do antigeno e
do sangue foi extraido utilizando o kit QIAGEN DNAeasy Extraction Blood and Tissue
da QIAGEN®. A amplificacdo do gene gp 51 do VLB foi realizada utilizando os
seguintes primers: env5032 forward (5° - TCTGTGCCAAGTCTCCCAGATA-3’) e
env5608reverse (5° - AACAACAACCTCTGGGAAGGGT-3"). A reagdo final foi
realizada com 0.4 mMDNTPs, 1X tampédo PCR (Thermo Scientific R), 3 mM MgCI2 e
1U de Tag DNA polymerase (invitrogen).

As condicdes para amplificacdo por PCR foram as seguintes: Desnaturacdo
inicial: 94 C for 5 min, 40 ciclos de: 94°C por 30 s, 60°C por 30 s e 72°C por 1 min;
Extensdo final: 72°C por 5 min. Com produto final de 444 pb. O produto amplificado
sera submetido a eletroforese horizontal em gel de agarose 1,5% a 100 V e 400mA por
40 min (obtido de ASFAW et al., 2005).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi recebido um frasco de 25 cm3 com células FLK persistentimente infectadas
com o BVL, ao final de dois meses, realizando-se passagens, obteve-se cerca de trés
litros de sobrenadante com particulas virais. O sobrenadante utilizado no teste IDGA foi
concentrado em 40X. Este foi testado em IDGA por imunodifuséo dupla frente ao soro
de animal sabidamente positivo. Ha a confirmacdo de que houve reagdo conforme a
formacdo da linha que se deu em 24h pos inoculagdo nos pogos (figura 22). O
resultado da PCR realizada evidencou, de forma clara, a presenca no antigeno no
sobrenadante da cultura, com o aparecimente de bandas nitidas e condizentes com o
controle positivo. Também foi realizada PCR com sangue do animal utilizado em teste,
obtendo-se uma reagédo positiva.
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Figura 22: Resultados do teste IDGA com formacéo de linhas reagentes. Na imagem a esquerda, o soro de
referéncia foi utilizados nos pogos de soro controle. Na imagem a direita, o soro de referéncia foi utilizado
na condicdo de amostra. (Nascimento, 2023).

A utilizagdo de células FLK persistentimente infectadas para obtengdo do BVL,
€ uma ténica consolidada e utilizada a bastante tempo. Em 1976, Van Der Maaten e
Miller estabeleceram uma cultura de longo prazo por inoculacéo de células FLK com o
virus da BLV. Em um estudo comparativo, realizado por Onuma et al., 1981, foi
comprovado que as células FLK persistentimente produzem antigenos de melhor
qualidade quando comparadas a celulas produzidas a partir de um rim com
linfossarcoma juvenil bovino desmostrando a alta eficiéncia das celulas FLK (Onuma et
al., 1981).

No presente artigo foi comprovado que houve a obtencdo do antigeno através do
cultivos das células FLK persistentimente infectadas, contastando-se através da
formacdo de linha no teste de IDGA, além da comprovacdo em PCR da presenca do
DNA viral. No entanto a linha forma na imunoprecipitacdo foi notadamente espessa e
borrada, havendo um ponto a ser considerado: o soro do animal utilizado estava
lipidico, aspecto que contribui com esta condicao.

Além disso, nota-se que quando o soro foi utilizado na condi¢do de amostras, as
linhas ficaram mais nitidas e iluminadas, isso se deu devido a maior quantidade de
material depositada no poco quando comparada a quantidade de soro utlizada nos pocos
de soro de referéncia, sendo esta trés vezes menor. No entando, em se tratando no
antigeno, este precisa passar por mais testes de concentracdo, além de realizacdo de sua
purificacdo e realizacdo de testes para definicdo de sensibilidade e especificidade. Para
tal € necessario ampliar o nUmero de amostras de soros de bovinos infectados para
serem utilizadas nos estudos.

CONCLUSAO

A Leucose Enzootica bovina, € uma doenca de notificacdo compulsoria de
grande importancia econdmica, mas que ndo tem kit de diagnéstico comercial
desenvolvido no Brasil. Desta forma, ha grande necessidade de pesquisas que venham a
viabilizar o desenvolvimento de testes que possam ser utilizados em pesquisas ou no
controle das doengas no rebanho. O trabalho teve seu objetivo cumprido, pois foi
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alcancada a obtencdo de antigeno reagente ao soro bovino sabidamente positivo na
reacdo de IDGA, além disso, foi devidamente caracterizado através de PCR. Se faz
necessario maiores estudos e experimentos para padronizacdo do antigeno e soros
controles postivos para sua utilizacao no diagndstico da LEB através do IDGA.
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CONSIDERACOES FINAIS

A realizacdo da residéncia foi uma experiéncia bastante enriquecedora, visto
que, como demonstrado no decorrer do trabalho, houve o acompanhamento e
participacdo em uma gama de experiéncias contemplando a medicina veterinaria,
tanto no aspecto de diagnostico virolégico, como em outras atividades em equipe,
além das atividades no SUS.

Em relacdo a experiencia da area de concentracdo, foi um momento de
bastante acolhimento e ensinamento, eu havia chegado de uma outra area da medicina
veterinaria (clinica de cées e gatos) e, apesar da minha pouca de experiéncia em
laboratdrio, consegui adquirir boa vivencia unindo bem a teoria e pratica em
laboratorio, mostrando uma equipe segura e dedicada ao ensinar. Sou grata a toda
dedicacdo da equipe em busca do meu crescimento profissional. Por fim, além da
experiéncia académica e conhecimento cientifico adquirido de forma geral, obtive um
bom desenvolvimento nas relac6es interpessoais.
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