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ESTAGIO' CURRICULAR SUPERVISIONADO EM MEDICINA
VETERINARIA - AREA DE VIROLOGIA

O presente relatério descreve as atividades desenvolvidas e/ou acompanhadas durante a
realizacdo do Estdgio Curricular Supervisionado em Medicina Veterindria (ECSMV),
realizado na &rea de virologia. O ECSMV teve orientacdo do professor Mario Celso Sperotto
Brum, supervisdo da pesquisadora Rejane Schaefer e do professor Eduardo Furtado Flores. O
estagio foi dividido em duas etapas, sendo a primeira realizada na Embrapa Suinos e Aves e a
segunda no Setor de Virologia (SV) da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM). O
periodo de estagio foi de 18 de janeiro a20 de maio de 2016, perfazendo 548 horas. Durante o
periodo de estagio, foi possivel acompanhar diferentes técnicas de virologia basica e
molecular, projetos de pesquisas com viroses de suinos, caninos e bovinos, além de auxiliar
no processamento de amostras para diagnéstico e producdo de vacinas autdgenas. Serdo
descritas as técnicas acompanhadas e/ou realizadas como cultivo celular, congelamento e
descongelamento de células, isolamento viral, inoculacdo em ovo embrionado, amplificagcdo
viral, imunocromatografia, imunodifusdo em gel de agar, imunofluorescéncia indireta,

soroneutralizacdo, reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e RT- PCR (transcricdo reversa).
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1- INTRODUCAO

O Estagio Curricular Supervisionado em Medicina Veterinaria (ECSMV) foi
desenvolvido na area de virologia, sob a orientacdo do Prof. Méario Celso Sperotto Brum.
Foram escolhidos dois laboratorios para o desenvolvimento do ECSMV, o Centro Nacional
de Pesquisa de Suinos e Aves da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (CNPSA,
EMBRAPA), no municipio de Concérdia (SC), e o Setor de Virologia (SV), do Departamento
de Medicina Veterinaria Preventiva (DMVP), da Universidade Federal de Santa Maria
(UFSM), Santa Maria (RS). A primeira etapa, realizada entre 18 de janeiro e 04 de marco de
2016 (180 horas), teve a supervisdo da pesquisadora Rejane Schaefer e foi realizada no
Laboratorio de Genética e Sanidade Animal (LGSA) do CNPSA. A segunda etapa foi
realizada no SV sob a supervisao do Prof. Eduardo Furtado Flores, no periodo de 14 de margo
a 20 de maio de 2016 (368 horas). A totalizacdo da carga horaria de estagio realizada nos dois
locais foi de 548 horas.

As atividades acompanhadas e/ou desenvolvidas no LGSA foram relacionadas com
virologia suina, onde companhou-se projetos de pesquisa e 0 monitoramento sanitario de
rebanhos pela coleta de amostras para triagem e/ou confirmacdo do diagnostico de suspeita
clinica. Estas amostras eram provenientes de granjas particulares, agroindustrias ou
laboratérios parceiros. Dentre as atividades acompanhadas neste local estdo coleta e
processamento de amostras, manutencdo de cultivos celulares, isolamento viral em células de
linhagem e em ovos embrionados e deteccdo viral pelo teste de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) e transcri¢do reversa seguida de PCR (RT-PCR). Adicionalmente, foi
possivel acompanhar o manejo de partos e recém-nascidos, coleta de sémen e inseminagédo
artificial (1A), tuberculinizacdo e coleta de sangue na granja de suinos da unidade do CNPSA.
Também visitou-se a granja de aves da unidade, sendo possivel acompanhar o teste da
Pulorose.

No SV as atividades acompanhadas e/ou desenvolvidas foram direcionadas para a
virologia basica e veterinaria, foi possivel manipular diferentes espécies de virus, permitindo
estudar o seu comportamento in vitro, in vivo e realizar diferentes técnicas de diagnostico.
Entre as técnicas acompanhadas pode-se citar isolamento viral em cultivo celular,
quantificacédo viral, imunofluorescéncia (IFA), PCR e RT-PCR, imunodifusdo em gel de agar

(IDGA) e soroneutralizacdo por screening (qualitativa). Também foi possivel participar da
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rotina de manutencdo, congelamento e descongelamento de linhagens celulares, coleta de
sangue equino, bem como a lavagem, esterilizacdo e organizacdo do material utilizado na
rotina. Além dessas atividades, também houve participacdo na disciplina da pds-graduacéo
Doencas Viricas, ministrada pelo professor Rudi Weiblen, e discussdes de artigos.

Cada vez mais as infecgdes causadas por microrganismos, sejam elas por fungos,
parasitos, bactérias ou virus, ganham importancia no cenario mundial e tornaram-se foco de
atencdo. Destacando as infec¢bes causadas por virus, é possivel ressaltar as noticias de
ocorréncia de doencas endémicas, emergentes e re-emergentes (PROMED MAIL, 2016). E, €
diante desses fatos que a importancia da virologia e o diagndstico laboratorial tem aumentado.
Além disso, ha o perfil da saude publica, fatores econémicos, movimentacdo de animais e
criacdo de animais para companhia, lazer e esporte (FLORES & CARGNELUTTI, 2012). O
conhecimento cientifico sobre os virus e as infec¢des viricas € fundamental, pois através dele
é possivel conhecer o perfil do agente e da doenca, e assim elaborar programas de sanidade
para controlar, erradicar e prevenir o acontecimento das mesmas (FLORES &
CARGNELUTTI, 2012).
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2- ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

2.1 Local de realizacdo do estagio

2.1.1 Embrapa Suinos e Aves

A EMBRAPA foi criada em 1973 com o objetivo de desenvolver um modelo de
agricultura e pecuaria para os diferentes perfis do Brasil, auxiliando na superacdo das
barreiras que limitam a producdo. Esta vinculada ao Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA), e mantém parceria com o Sistema Nacional de Pesquisa
Agropecuéria (SNPA) para desenvolvimento de projetos e pesquisa (EMBRAPA, 2016).

A sede da empresa esta localizada em Brasilia e as unidades de pesquisa sao
descentralizadas e encontram-se distribuidas por todo o territdrio brasileiro, sendo composta
por 16 escritorios e 47 unidades descentralizadas. Além destas unidades, a EMBRAPA possui
cooperacdo e rede de colaboracdo com diversos laboratorios e organizagdes do mundo. A
EMBRAPA Suinos e Aves encontra-se no distrito de Tamandua, cidade de Concordia, regido
oeste de Santa Catarina (SC). Esta unidade corresponde a uma das 47 unidades, fundada no
ano de 1975 em uma &rea de 210,74 hectares (ha) e possui 50.351,37m?2 de area construida. A
unidade possui um prédio administrativo, biblioteca, dois complexos de laboratérios, area de
isolamento e necropsia, campos experimentais, fabrica de concentrados, biotério e estacdo
meteoroldgica. Além de contar com uma area de producao de aves e incubatdrio, uma unidade
de producdo de suinos e outras estruturas de apoio. Esta unidade conta com uma capacidade
de alojamento para 50 mil aves e seis mil suinos (EMBRAPA, 2016).

Os complexos laboratoriais sdo compostos por dois grandes conjuntos de laborat6rios
e possui 211 colaboradores, dentre estes 51 sdo pesquisadores, 55 analistas, 37 técnicos e 68
assistentes, buscando desenvolver solugdes em pesquisa e inovacdo para as areas da
suinocultura e avicultura. O Laboratorio de Anélises Fisico-Quimicas é direcionado para a
pesquisa em meio ambiente, solo, fertilizantes, bioenergia, nutricdo e qualidade da carne. O

Laboratorio de Sanidade e Genética Animal (LSGA) é voltado para pesquisas na area de
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sanidade de suinos e aves, bem como para realizacdo de estudos na area de gendmica de
suinos e aves (EMBRAPA, 2016).

O LSGA foi criado em 1982 tendo como objetivo a pesquisa nas areas de sanidade e
genética de aves e suinos, onde sdo desenvolvidas metodologias e adaptadas a rotina quando
viaveis, sendo estas disponibilizadas para parceiros de pesquisa e clientes. Apds duas
reformas, a fim de atender as Normas de Biosseguranca e as Normas de Boas Praticas de
Laboratorio, o LSGA é considerado laboratério com Nivel de Biosseguranga 2 (BL-2). As
atividades do laboratorio envolvem as areas de bacteriologia, virologia, reproducédo, genética
molecular e histopatologia. Além de dar suporte as granjas da EMBRAPA Suinos e Aves e
prestar servigos e monitorar o rebanho (EMBRAPA, 2016).

2.1.2 Setor de Virologia

A Universidade Federal de Santa Maria (UFSM) foi criada em 1960, a partir da
reunido de faculdades j& existentes na cidade (SIE, 2016; UFSM, 2016). No ano de 1983,
iniciaram-se as atividades do Setor de Virologia (SV). O SV é vinculado aos Departamento de
Medicina Veterinaria Preventiva (DMVP) (SV/UFSM, 2015). O laborat6rio da suporte para
as disciplinas da graduacdo e pds-graduacao, desenvolve atividades de pesquisa e realiza
diagndstico e treinamento em Virologia Animal. Dentre esses servicos, pode-se citar o
diagnostico de infeccdes viricas em pequenos e grandes animais, producdo de vacina para
papilomatose bovina, equina e canina, producdo de antigeno para diagnoéstico soroldgico da
leucose enzodtica bovina, anticorpos monoclonais para diarreia viral bovina (BVDV) e
herpesvirus do tipo 5 (BoHV-5) (DMVP, 2004).

O SV atualmente estd situado no prédio 63 A, parque de exposi¢es, campus da
UFSM, no bairro de Camobi, em Santa Maria, Rio Grande do Sul (RS). O prédio é composto
por trés pavimentos, sendo que no primeiro andar localizam-se oito salas individuais com
diversas finalidades. Além da recepcdo, existem salas que sdo separadas em: i) sala de
diagnostico (utilizada para a manipulacdo das amostras recebidas do campo); ii) sala de
lavagem/esterilizacdo; iii) sala de equipamentos (com refrigeracdo constante, serve para
armazenamento dos freezers e botijées de nitrogénio); sala de cultivo celular e de virus; iv)
sala de meios; v) sala de biologia molecular, vi) sala escura para o microscopio de

imunofluorescéncia; vii) sala de biosseguranca (para manipulagdo do virus da raiva e febre
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amarela) e viii) sala para os estagiarios/bolsistas. No segundo andar, localizam-se as salas dos
professores, uma sala para os estudantes da pds-graduacdo e uma cozinha com refeitorio. O
terceiro andar encontra-se desativado para reforma e este espaco futuramente serd destinado
para as aulas da graduacdo e pds-graduacdo. Atualmente o SV conta com 21 integrantes, dois
professores, um po6s doutorando, cinco doutorandos, cinco mestrandos, oito

bolsistas/estagiarios.
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2.2 DescricOes das atividades

Os dois locais de estagios, LGSA e SV, desenvolvem atividades de ensino, pesquisa e
extensdo relacionadas com virologia e doengas viricas. Durante o estidgio foi possivel
acompanhar diversas atividades que estavam em andamento e realizar técnicas empregadas na
rotina dos laboratorios. Assim, serdo abordadas as diferentes técnicas observadas e realizadas
em ambos locais de estigio, como também técnicas semelhantes entre os locais. Para um
melhor entendimento, todas as atividades sdo apresentadas em duas tabelas, separadas de
acordo com o local (TABELA 1 e TABELA 2).

TABELA 1- Atividades desenvolvidas e/ou acompanhadas durante 0 ECSMV realizado no
LSGA da Embrapa Suinos e Aves, Concordia (SC).

Atividades NUmero %
Apresentacdo e discussao de seminario 3 10,7
Atividades desenvolvidas na granja de aves *
Atividades desenvolvidas na granja de suinos *x
Coleta de amostras 1 3,5
Cultivo celular 9 32,1
Extracdo DNA/RNA 2 7,1
Inoculacdo em células 2 7,1
Inoculacdo em ovos 1 3,5
Necropsia 1 3,5
PCR 5 17,8
Processamento de tecidos 1 3,5
RT-PCR 1 3,5
Transcricdo RNA- cDNA 2 7,1
TOTAL 28 100

* Atividade realizada por dois dias na granja de aves para monitoramento de Salmonella Pullorum; **
Atividades desenvolvidas no periodo de uma semana na granja de suinos, envolvendo o acompanhamento de
coleta de sangue e exame de tuberculose, acompanhamento de parto e manejo de leitGes recém-nascidos, coleta
de sémen e inseminacdo artificial em suinos.
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TABELA 2- Atividades desenvolvidas e/ou acompanhadas durante o ECSMV realizado no
SV.

Atividades NuUmero %
Amplificagéo viral 14 16,8
Aula da Pds-Graduacao 9 10,8
Coleta de sangue 2 2,4
Congelamento celular 7 8,4
Cultivo celular *
Descongelamento celular 12 14,4
Discusséo de artigo **
Imunocromatografia 4 4,8
Imunodifusdo em gel de agar 4 4,8
Imunoflorescéncia 5 6
Inibicdo da hemaglutinacéo 1 1,2
Lavagem e esterilizacéo Fhx
Producéo de vacina autdgena para papiloma 6 7,2
Reacéo da cadeia em Polimerase 1 1,2
Recebimento de amostras para diagnostico falakaled
Soroneutralizacdo qualitativa 15 18
Titulacdo viral 3 3,6
TOTAL 83 100

* O cultivo celular era atividade de rotina sendo realizada diariamente, ndo sendo possivel quantificar. ** As
discussdes de artigos ocorriam semanalmente, onde foi possivel participar das discussdes com a p6s-graduacao e
com a graduacdo. *** A lavagem e esterilizagdo também fazia parte da rotina do laboratério, ndo sendo possivel
contabilizar. **** As amostras chegavam diariamente no SV, sendo que nesse periodo totalizou-se 616.

2.2.1 Cultivo celular

O termo “cultivo” ¢ utilizado para a multiplicacdo de células in vitro, em recipientes
apropriados e em ambiente artificial, formando uma monocamada (THERMO FISHER
SCIENTIFIC, 2015). Atualmente as técnicas moleculares ganham espaco tanto na pesquisa
como no diagndstico, porém o cultivo celular ainda possui grande importancia para estudo

dos virus, sendo utilizado para técnicas de titulacdo viral, multiplicacdo e isolamento do virus,
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além da utilizacdo para producdo de vacinas, avaliagdo dos mecanismos de acdo de drogas e
resposta imune (ICB, 2016).

Durante o estagio na Embrapa, foi acompanhado o cultivo celular da linhagem H1299,
proveniente de carcinoma de pulmdo humano, utilizada para isolar o Senecavirus A. As
células foram cultivadas em garrafas T25 (com &rea de crescimento de 25 cm?) mantidas em
estufa a uma temperatura de 37 °C, com gas carbénico (CO2) a 5%. Para que as células
permanecessem viaveis no cultivo, elas passavam por um processo chamado de manutencao.
A manutencao visa disponibilizar espaco na garrafa de cultivo e nutrientes (meio e soro) para
que as celulas continuem a crescer. Comparada a outras células, a H1299 permanecia por um
periodo maior até a proxima passagem, em média a cada sete dias. Entretanto, durante o
periodo entre uma e outra passagem 0 meio de cultivo era trocado, de acordo com a
necessidade, apos a avaliagdo da monocamada.

O procedimento de manutencdo consiste na remocéo cuidadosa do sobrenadante para
um recipiente de descarte e lavagem da monocamada de células com solugdo salina de
fosfatos (PBS), repetindo trés vezes o procedimento. Apos o descarte do PBS, acrescentava-se
solucdo de tripsina versene (TVS) e a garrafa era mantida em estufa de CO2 por 10 minutos
para o desprendimento das células. Com as células individualizadas, acrescentava-se 0 Meio
Roswell Park Memorial Institute (RPMI) para a homogenizagdo das células. Do volume total,
3 mL, descartava-se a quantidade necessaria para restarem em torno de 16% de células, ou
seja, um volume de 0,5 mL, na ultima etapa, acrescentava-se 4,5 mL de meio RPMI
retornando a garrafa para a estufa para o desenvolvimento das células. O meio utilizado, era
enriquecido com 5% de soro fetal bovino (SFB). A cada processo de manutencdo das células
se considerava que elas sofreram uma passagem, ou seja, servia como indicativo de quantas
passagens as células ja haviam sido submetidas.

Na segunda etapa do estagio, realizada no setor de virologia da UFSM, também foi
possivel cultivar algumas linhagens celulares, dentre elas pode-se citar: células resistentes a
infecgdo pelo virus da diarreia viral bovina (CRIB), célula de rim canino (MDCK), célula de
rim de macaco-verde-africano (VERO) e célula de rim de cordeiro infectada com o virus da
leucose enzootica bovina (FLK). As células eram mantidas em garrafas de cultivo celular de
plastico, com meio essencial minimo (MEM) ou RPMI, conforme a necessidade do tipo
celular, e adicionado 10% SFB.

A manutencdo do cultivo era realizada conforme a necessidade de uso da célula ou
guando a monocamada celular atingisse 100% de confluéncia. De um modo geral, 0 processo

de passagem celular era semelhante ao sistema utilizado na Embrapa Suinos e Aves, com a
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diferenga que no SV/UFSM néo se utilizava PBS para a lavagem, sendo somente tripsina. Ou
seja, no momento de realizar a passagem celular, o sobrenadante era descartado e adicionado
20% de tripsina do volume final para lavagem do tapete, e em seguida este volume era
descartado. Novamente era adicionado 20% de tripsina e a garrafa era incubada por 10
minutos na estufa de CO. a 37° C. Apos o desprendimento total do tapete celular, as células
eram ressuspendidas e individualizadas e descartava-se uma quantia celular, sendo
normalmente 1:2, ou seja, metade do contelido da garrafa, caso ndo houvesse interesse de
amplificar as células. Adicionava-se 80% de meio, 10% SFB e incubava-se na estufa

novamente.

2.2.2 Congelamento e descongelamento celular

Com a técnica de congelamento e descongelamento celular é possivel conservar as
células, de modo que sua capacidade proliferativa e viabilidade celular devem ser
preservadas, possibilitando a interrupcdo e a retomada de cultivo (MARTINS, 2005). O
armazenamento em nitrogénio liquido é considerado a melhor forma para estocagem das
células, conferindo a preservacdo adequada. Além disso, o congelamento celular é
fundamental para a montagem de um banco de células (MARTINS, 2005). Durante o
ECSMV foi possivel realizar congelamento e descongelamento de linhagens celulares como
MDCK, CRIB, VERO e FLK. A realizacdo desses procedimentos era baseada no protocolo
adaptado pelo préprio laboratério.

Para o congelamento celular, o ideal era realizar a manutencdo das células no dia
anterior e assim atingir pico de sua atividade metabdlica para congelar. As células destinadas
para congelamento eram tripsinizadas e ressuspendidas para retirar todo o contetdo que
pudesse estar aderido e entdo colocadas em tubos e centrifugadas por dois minutos, a 2000
rpm em temperatura ambiente. Para congelar as células, segundo o protocolo adaptado pelo
SV, devia ser feito uma solugdo de congelamento contendo 50% de soro fetal bovino, 40% de
meio (MEM ou RPMI) e 10% de dimetilsulfoxido (DMSO). Apéds a centrifugagéo, formava-
se um pellet de células no fundo do tubo, onde era descartado o sobrenadante. Esse pellet era
ressuspendido com os 40% do meio, e colocado em criotubos (microtubo para congelamento)
contendo ja a quantidade necessaria de soro e DMSO. Apos a deposicdo do meio e células, a

solugdo era homogeneizada e colocada juntamente com tubos em uma caixa de isopor na
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geladeira por duas horas, depois eram colocados no freezer -70°C overnigth, e no dia seguinte,
colocados no nitrogénio liquido para armazenamento. O congelamento das células deve ser
gradual, pois assim ndo havera a formacdo de cristais intracelular e o consequente
rompimento das membranas (SILVA, 2007). Ap6s o congelamento no nitrogénio, era
indicado descongelar um criotubo para certificar a eficacia do congelamento.

O descongelamento celular também era baseado no protocolo do laboratério, de
maneira que as células deviam ser descongeladas rapidamente em banho-maria a 37° C, sob
leve e constante agitacdo. ApoOs o total descongelamento, o microtubo era centrifugado por
dois minutos a 3000 rpm em temperatura ambiente. O sobrenadante era descartado e
adicionado um mL de meio de cultivo proprio para as células e ressuspendido.
Posteriormente, o contetdo era transferido para uma garrafa de cultivo T25 e adicionado 10%
de soro fetal bovino e adicionado mais 70% de meio. Depois de duas a trés horas do
descongelamento, era indicado remover 0 meio juntamente com as células que nao se

aderiram e repor 0 meio mais soro.

2.2.3 Isolamento viral

As técnicas de biologia molecular tornaram-se mais sofisticadas e répidas, sendo
muitas vezes a opg¢do de escolha para o diagnostico. Contrapondo, o isolamento viral em
sistema bioldgico (ovo embrionado, cultivo celular e animais), € um método classico e
importante para a isolamento do virus, além de avaliar a infectividade do virus (FLORES,
2012). Durante o ECSMV o isolamento de senecavirus A foi realizado em células da
linhagem H1299. O in6culo utilizado para a atividade correspondia a sobrenadante de cultivo
proveniente de uma inoculacdo anterior (passagem 1), feita a partir da amostra de campo,
origindria de casos clinicos. A amostra consistia de 6rgdos e tecidos de suinos que
apresentavam lesdes vesiculares, as quais foram encaminhadas ao LSGA pela empresa Brasil
Foods S.A. (BRF).

Para realizar o isolamento, garrafas de células (25 cm?) eram preparadas no dia
anterior a inoculacdo do virus. A inoculacdo nesse periodo visou sincronizar a infeccdo do
virus em um momento onde as células encontravam-se em estagio de plena atividade de
multiplicacdo celular (mitose), o que favorece a replicacdo do virus intracelularmente. No dia

da inoculacao, as garrafas eram observadas a0 microscopio, para verificar se a monocamada
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celular apresentava-se confluente (60 a 80% de confluéncia). Para a inoculagdo, o meio da
garrafa foi descartado e a monocamada lavada com PBS por trés vezes. Posteriormente, foi
adicionado 1 mL do indculo (suspensdo contendo a amostra suspeita), e a garrafa foi mantida
em estufa contendo CO., por uma hora para a adsor¢do viral. ApOs este periodo, foi
acrescentado meio de cultivo e a garrafa foi colocada na estufa por até cinco dias. avaliacbes
diarias Foram realizadas com o intuito de detectar a presenca de efeito citopatico (ECP),
causado pela replicacédo do virus.

Durante o estagio, nao foi possivel observar efeito citopatico apds uma passagem em
células. Diante disso, as células inoculadas foram congeladas e descongeladas, o conteudo
coletado e centrifugado a 3000 rpm a 4°C por cinco min. O sobrenadante foi coletado e
inoculado em uma nova garrafa de célula. Esse procedimento era realizado a cada cinco dias.
Dependendo da presenca de ECP, o procedimento era repetido até cinco vezes, ou seja, até a

quinta passagem.

2.2.4 Inoculagdo em ovo embrionado

Os ovos embrionados sdo utilizados tanto para isolamento quanto cultivo viral, pois 0s
tecidos do embrido de galinha sdo considerados um sistema ideal para multiplicacdo de véarios
virus (BRUM & WEIBLEN, 2012). Além disso, esse método confere boa sensibilidade e
facilidade de manipulacdo, porém requer ovos livres de patdgenos (SPF) e é restrito aos virus
que se replicam em embrido de galinha (FLORES & CARGNELUTTI, 2012).

A inoculacdo em ovos foi acompanhada no periodo de estagio e teve como finalidade
o0 isolamento e titulacdo do virus influenza A, para selecdo de amostras a serem utilizadas em
projeto de pesquisa. Os ovos utilizados eram originados de um sistema livre de patdégenos
especificos, pertencente a Embrapa. ovos com nove dias de incubacdo Foram utilizados ,
sendo realizada a selecdo dos mesmos pela avaliagdo da viabilidade detectada pela ovoscopia
(FIGURA 3A). No laboratorio, os ovos foram novamente avaliados e separados conforme o
tamanho, caracteristica da casca, e se 0 embrido estava vivo. A partir da selecdo, 0s ovos eram
desinfetados com alcool 70° e identificados com o nimero da amostra a ser inoculada. Em
sequéncia os ovos eram furados com o furador (agulhada adaptada) e inoculados no liquido
corio-alantoide (LCA) com a amostra de virus. As aberturas na casca do ovo eram vedadas

com cola branca e encaminhados a incubadora.



22

As trés amostras utilizadas no isolamento em ovos eram procedentes de uma P1
(passagem 1) originario de um outro ovo inoculado. As amostras utilizadas apresentaram
titulos de HA (hemaglutinacdo) entre 1:1024 e 1:2048. Foram inoculados 20 ovos por
amostra, totalizando 60 ovos. Dez ovos foram mantidos como controles negativos (cinco ovos
foram inoculados com PBS e cinco ovos ndo foram inoculados). Apos a inoculagéo, 0s ovos
permaneceram na incubadora por quatro dias, sendo resfriados a 4° C por quatro horas para
coleta do LCA. Caso fosse detectada morte embrionaria (FIGURA 3B) até 24 horas apés a
inoculacdo, 0 ovo era descartado. Mortalidade embrionaria ap6s 24 horas da inoculacdo, o

ovo era armazenado em geladeira (4° C) para o LCA ser coletado.

FIGURA 1- Ovoscopia. Ovo com embrido de nove dias com aparéncia viavel (A). Ovo com embrido morto, 0
que pode ser evidenciado pela presenca da faixa de vasos sanguineos reunidos (alo) (B)

2.2.5 Amplificagéo viral em cultivo celular

Os virus sdo necessarios para realizar alguns testes sorologicos (soroneutralizacao,
inibicdo da hemaglutinacdo), utilizados como imundgenos em vacinas e produgdo de
antigenos para imunizar animais (antissoro e anticorpo). Para esses procedimentos
viroldgicos, sdo necessarias grandes quantidades de virus, sendo essencial sua amplificagdo
em sistemas bioldgicos. Sao trés sistemas utilizados: inoculagdo em animais suscetiveis, em
ovo embrionado ou em cultivo celular (BRUM & WEIBLEN, 2012). Para diagnostico
viroldgico, o isolamento em cultivo celular é considerado golden standard (prova ouro). Além

de que, para se obter uma grande quantidade de virus vidvel para pesquisa e produgdo de
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vacina, o cultivo celular ainda é a forma mais econdmica e simples a ser utilizada (BRUM &
WEIBLEN, 2012).

Durante 0o ECSMV a amplificacdo viral foi realizada com o virus da Cinomose canina
(CDV) em celulas da linhagem VERO. No primeiro momento, 24hrs antes, foi preparado uma
placa de cultivo celular de 24 pocos. As amostras virais inoculadas eram amostras ja
adaptadas ao cultivo celular. Para inocular, foi retirado todo o sobrenadante e adicionado
150ul do inoculo e colocado no agitador de placas por cerca de uma hora para adsor¢ao do
virus. Posteriormente, por serem amostras de virus ja adaptadas, ndo foi necessario retirar o
inoculo, sendo apenas adicionado 5% de soro fetal bovino e quantidade suficiente de meio
RPMI para completar o volume de 500uL. A partir da inoculacdo, as células foram
monitoradas diariamente, apds 48 horas o sobrenadante foi coletado e as células usadas para o
teste de imunoflorescéncia (IFA). Nos pocos com células positivas na IFA, o sobrenadante era
amplificado em frascos T25.

Para a inoculacdo, foi reservado 500uL do conteddo da garrafa (meio e soro) e
adicionado 500uL do inoculo, e deixado por uma hora no agitador para adsorcdo.
Posteriormente, foi adicionado 10% de SFB e quantidade suficiente de meio para completar
um volume de 5 mL, e mantido na estufa de CO.. Apresentando ECP, o sobrenadante foi
aliquotado em microtubos de 200pL e armazenados em freezer -70°C. A presenca viral foi

confirmada pela imunofluorescéncia.

2.2.6 Imunofluorescéncia indireta (IFI)

A técnica de imunoflorescéncia tem sido utilizada tanto para deteccdo de antigenos
guanto anticorpos (FLORES & CARGNELUTTI, 2012). Essa, € uma técnica considerada
rapida e de facil execucdo, porém deve ser interpretada com cautela devido a presenca de
reacOes inespecificas. Apesar de ser relativamente restrita a sua utilizacdo, a IFA ainda é hoje,
utilizada para teste de diagnostico de diversos virus (FLORES & CARGNELUTTI, 2012).

Durante 0 ECSMV, foi possivel realizar a técnica, sendo essa utilizada para confirmar
a presenca ou auséncia do virus da cinomose em cultivo celular. A técnica foi realizada com
laminas preparadas a partir de cultivo celular infectado. Para o preparo da lamina é importante
qgue a monocamada celular inoculada ndo esteja comprometida devido a replicacdo viral. As

celulas inoculadas e cultivadas nas placas de 24 cavidades foram tripsinizadas com 150uL de
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tripsina, incubadas na estufa e ressuspendidas com 350pL de meio e 10% de soro. Cada pogo
da lamina multispot foi preparado com 20-40ul da suspensdo de células. A lamina era
incubada na estufa de CO> por aproximadamente duas horas, neste processo utilizou-se um
recipiente com papel umedecido (cAmara Umida) para evitar o ressecamento. Apos a aderéncia
das células, a lamina é fixada em acetona 100%, estando pronta para iniciar o teste de IFA ou
entdo para o armazenamento sob refrigeragéo.

Basicamente, para realizar a técnica de IFI, utiliza-se dois anticorpos, sendo o primeiro
anticorpo especifico para o antigeno, e o segundo anticorpo, conjugado com fluoresceina, que
reconhece o anticorpo primario. Como anticorpo primario foi utilizado um anticorpo primario
monoclonal anti-CDV (1:40) e incubado por uma hora em estufa. Apds esse periodo a lamina
foi lavada trés vezes com PBS e agua para retirar os residuos. O anticorpo secundario anti-
mouse FITC (Fluorescein isothiocyanate) na diluicdo 1:100 foi adicionado e incubado por
uma hora. Ao final, a ldmina foi novamente lavada, como descrito acima, e corada com
solucdo de azul de EVANS por 10 minutos. Este reagente cora as células em vermelho e
facilita a visualizacdo da marcacao da fluoresceina. Apds essas etapas, a lamina foi observada
em microscopio de epifluorescéncia. A leitura da técnica consiste na observacdo de células
infectadas pelo virus, que devido a fluoresceina, estardo marcadas na cor verde. Ja as células
negativas, por ndo apresentarem o virus, os anticorpos ndo se ligam sendo visualizadas na cor
vermelha. A figura a seguir exemplifica células negativas e células positivas para o teste de

IFI para cinomose.

FIGURA 2- Células da linhagem de rim de macaco verde coradas pela técnica de imunofluorescéncia indireta
para 0 virus da cinomose. Células negativas, ndo infectadas (A), células positivas, infectadas e marcadas em
verde (B).
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2.2.7 Imunodifusdo em gel de agar (IDGA)

A IDGA consiste na difusdo de antigeno e anticorpo em um meio poroso e a formacao
de complexos quando ocorre a interacdo entre esses reagentes. A reacdo positiva sera
evidenciada pela formagdo de uma linha no gel de agarose, resultado da precipitagdo do
complexo (FLORES & CARGNELUTTI, 2012). Essa técnica apresenta boa especificidade e
sensibilidade, baixo custo e de facil execucdo. A IDGA é considerada o teste oficial de
diagndstico para virus da leucose enzodtica bovina (BLV), virus da lingua azul (BTV) e
anemia infecciosa equina (EIAV) (FLORES & CARGNELUTTI, 2012).

Durante 0 ECSMV foi possivel acompanhar a técnica de IDGA para diagnostico de
BLV. Como primeiro passo preparava-se o gel de agarose com sais, conforme protocolo
padrdo, e ap0s solidificado eram feitos orificios para deposicdo das amostras testes, controles
positivos e antigenos. Os orificios eram feitos com o auxilio de um perfurador no formato de
roseta contendo 7 furadores (FIGURA 3A). No poco central colocava-se o antigeno, em dois
pocos periféricos (superior e inferior) era reservado para controle positivo, e 0s demais pogos
laterais para as amostras a serem testadas. Apds a deposicdo das amostras, controles e
antigeno, a placa era incubada em uma caixa térmica contendo algod&o Umido, para evitar o
ressecamento do gel. A leitura era realizada apds 72 horas. Como a técnica consiste na
deteccdo de anticorpo nas amostras suspeitas, a presenca de linha opaca entre o antigeno e a
amostra teste indicou positividade. Ja a auséncia desta linha indicou que a amostra teste era
negativa (FIGURA 3B).
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FIGURA 3- Imunodifusdo em gel de 4gar (IDGA). Esquema das rosetas na placa de petri e da disposi¢do do
antigeno, controle positivo e amostras testes em cada unidade de teste (A). Resultado do teste de IDGA, linhas
de precipitagdo (seta verde) indicando amostras positivas e auséncia da linha (seta vermelha) em amostras
negativas.

2.2.8 Imunocromatografia

O teste de imunocromatografia baseia-se na reacdo entre antigeno e anticorpo, porém
ocorre através de capilaridade em membrana de nitrocelulose (FLORES & CARGNELUTTI,
2012). Este teste é rapido e simples de realizar e portanto, pode ser utilizado em consultérios,
clinicas e a campo. Além disso, existe no mercado kits imunocromatograficos para detec¢édo
de antigenos para uma ampla variedade de virus como parvovirus canino e felino, virus da
leucemia felina, virus da gastroenterite transmissivel, virus da influenza aviaria, adenovirus
canino, virus da cinomose canina e virus da diarreia viral bovina (FLORES &
CARGNELUTTI, 2012).

O SV realiza o teste de imunocromatografia para o virus da cinomose canina e da
parvovirose canina. Durante o periodo de estagio, foi possivel acompanhar e realizar
imunocromatografia para diagnosticar cinomose canina. O teste era realizado com o kit
FASTest® DISTEMPER Strip (MEGACOR Diagnostik GmbH, Austria). A realizacdo do teste
consiste na deposicdo em um tubo de 500ul da amostra a ser testada (liquor, urina, secrecao
ocular), dez gotas da solucdo tampdo que acompanha o kit e posterior embebicao da fita teste
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por um minuto. Apos esse periodo, a fita era retirada e deixada em repouso em uma superficie
plana, em temperatura ambiente por 10 minutos. Posteriormente, realizava-se a leitura. Nas
amostras positivas observa-se uma linha de cor vermelha em uma regido determinada da fita.
Nas amostras negativas esta linha ndo era observada. A fita possui um controle interno que
serve para validar a execucdo da prova. Assim, em todos os testes este controle deve
apresentar reacao. No caso deste controle ndo reagir, a leitura da prova € invalidada. A Figura

4 exemplifica testes positivo e negativo para CDV.

SR Y4 VAN
4 C CDV

FIGURA 4- Teste imunocromatograficos para virus da cinomose canina. Demonstragdo de
amostra negativa para presenca de virus, com marcagdo da linha vermelha no controle
indicando que o teste estd funcionando (A). Demonstragdo de amostra positiva com
marcacado da linha vermelha no local da amostra teste e do controle (B).

2.2.9 Soroneutralizacdo por screening (qualitativo) (SN)

A soroneutralizacdo (SN) é um teste capaz de detectar anticorpos neutralizantes para o
virus. A técnica de SN, entre todas as técnicas soroldgicas, € a mais semelhante a interacdo
entre anticorpos e antigeno que ocorre in vivo. O teste de SN pode ser realizado com o
objetivo qualitativo, indicando se a amostra é positiva ou negativo, ou quantitativo, indicando
o titulo (concentracdo) dos anticorpos (FLORES & CARGNELUTTI, 2012)

No periodo do estagio, foi realizado SN qualitativa, também denominada screening,
para pesquisa de anticorpos especificos para o herpesvirus bovino dois (BoHV 2). A técnica

foi desenvolvida em placa de 96 cavidades e sendo testada somente uma diluigdo (1:4) do
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soro. Para isto, misturava-se amostras de soro (25uL), meio de cultivo (25uL) e virus (50uL)
e incubava-se durante duas horas a 37° C. As amostras foram testadas em duplicata e todas as
placas tinham soro controle positivo, negativo e controle do cultivo celular. A quantidade de
virus utilizada em cada poco era de aproximadamente 100 TCIDso (tissue culture infection
dose). A diluicdo do virus foi calculada com base no titulo de uma amostra viral estoque.
Apobs o periodo de incubagdo de 2hrs, células CRIB foram adicionadas e as placas
foram incubadas em estufa a 37° C contendo 5% de CO>. A leitura final do teste era feita com
96 horas. Inicialmente, o controle de células e as amostras positivas e negativas eram
conferidas. Apos verificar esses pocos e o teste validado, entdo era feita a leitura dos pogos
que continham as amostras suspeitas. Os poc¢os que apresentassem ECP significava que nao
havia a presenca de anticorpos neutralizantes para o virus, portanto, o animal era
soronegativo. Ja 0s pocos que apresentassem o tapete celular integro, ou seja, sem ECP,
significava que havia anticorpos capazes de neutralizar o virus, e o animal era considerado
soropositivo. A figura 5 demonstra a presenca ou auséncia de ECP, indicando um animal

negativo e positivo, respectivamente.

FIGURA 5- Técnica de Soroneutralizacdo para herpesvirus bovino tipo 2 (BoHV 2). Amostras testes de animais
soropositivos para BoHV 2 (A) e soronegativos (B).

2.2.10 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

A PCR é uma técnica de biologia molecular capaz de detectar pequenas quantidades
de &cidos nucleicos presentes em amostras. Os acidos nucleicos dos virus encontram-se nos

tecidos infectados, fluidos corporais, secrecdes e excre¢fes uma vez que sd@o produtos da
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multiplicagdo viral (FLORES & CARGNELUTTI, 2012). Essa é uma técnica preferencial
para diagndstico devido sua versatilidade, sensibilidade e especificidade (BRUM &
WEIBLEN, 2012).

No LGSA da Embrapa Suinos e Aves, esta técnica é utilizada na triagem de amostras
com suspeita de infeccdo viral. A partir do resultado positivo eram realizados outros
procedimentos como o isolamento viral em cultivo celular e/ou em ovos SPF, teste de
hemaglutinacdo. O tipo de PCR dependia da suspeita, podendo ser PCR convencional para
deteccdo de virus com genoma composto por DNA ou RT-PCR para detecgdo de virus com

genoma RNA.

2.2.10.1 PCR convencional

Durante o estadgio acompanhou-se a realizacdo da técnica para deteccdo do DNA do
circovirus suino tipo 2 (PCV 2). A PCR foi realizada com o auxilio de equipamento
denominado termociclador, responsavel por promover variagdes ciclicas de temperaturas e
tempo com objetivo de amplificar uma parte do genoma. Para isso, foi preparado um mix de
reagentes (Invitrogen®) contendo tampéao da enzima (buffer), deoxinucleotideos trifosfatados
(dNTPs), cloreto de magnésio, oligonucleotideos iniciadores (primers) e Tag DNA
polimerase, além do DNA extraido do material suspeito e agua livre de RNases e DNases
(completar o volume final). Anteriormente a realizacdo da técnica, o DNA foi extraido das
amostras suspeitas utilizando-se o kit DNeasy (QIAGEN®), contendo o0s reagentes
necessarios para o procedimento.

O resultado da PCR foi analisado por eletroforese em gel de agarose, submetido a 80V
por pelo menos uma hora e meia. O gel de agarose 1% foi preparado em 30 ou 100mL de
Tris-Borato EDTA (TBE) dependendo do namero de amostras. A solucdo foi colocada no
micro-ondas para solubilizar, e homogeneizada a cada minuto. Posteriormente, foi adicionado
brometo de etidio e colocado na cuba para solidificar. O brometo de etidio auxilia a
visualizagéo dos fragmentos de DNA amplificado.

Posteriormente, as amostras foram misturadas com azul de bromofenol e depositadas
nos orificios contidos no gel. O azul de bromofenol facilita a localizacdo das amostras do gel
durante a eletroforese. Como guia para identificar os fragmentos de DNA amplificados (em
pares de base), foi utilizado um marcador de peso molecular, contendo fragmentos de DNA
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de peso molecular reconhecido. Apos a realizacdo da eletroforese, o gel foi colocado no

transiluminador com uma lampada UV e os resultados analisados.

2.2.10.2 Transcrigdo reversa seguida de PCR

A RT-PCR era utilizada para detecgdo de virus com genoma RNA, como o virus da
influenza suina e o senecavirus. O procedimento de RT-PCR € igual ao da PCR convencional,
apenas acrescentando uma etapa inicial para transcricdo reversa do RNA ou sintese de cDNA,
(DNA complementar) e, a partir dai, ¢ realizada a PCR.

A extragdo do RNA das amostras foi feita em um equipamento denominado MagMAX
Express Particle. Para isto foi utilizado o kit MagMAX Viral RNA lIsolation (Ambion®), esse
equipamento era programado e realizava todo o procedimento de extracdo do material
genético de forma automatica.

Para a transcri¢do reversa foi preparado um mix utilizando o kit High Capacity cDNA
Reverse Transcription (Applied Biosystems®). O kit continha o tampdo da enzima, dNTPs,
primer Unil2 (influenza) ou primer randémico 10X (Senecavirus), enzima (Multiscribe
Reverse Transcriptase), inibidor ribonuclease, 4&gua € o RNA extraido da amostra. O
procedimento de transcricdo também era realizado no termociclador. As condi¢fes da reagdo
eram aquecimento inicial (25° C/10min), sintese de RNA (37° C/120min) e denaturacao (85°
C/5min). Ap6s o término desta reacdo, o produto resultante denominado cDNA, utilizado
como template (DNA) em uma reacdo de PCR convencional. Essa nova reacdo utilizava os
mesmos reagentes descritos anteriormente e utilizava primers especificos para o agente viral
em questdo. Apos a finalizacdo do teste, as amostras eram resolvidas por eletroforese em gel
de agarose e a leitura feita com auxilio do transiluminador, da mesma forma descrita como na

PCR convencional.
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2.2.11 Diagnéstico

A realizacdo do diagndstico laboratorial vai além de dar suporte a investigacdo clinica
e pode ser essencial para a certificacdo de animais livres de infeccOes (FLORES &
CARGNELUTTI, 2012). Muitas vezes as infec¢des viricas apresentam sinais inespecificos ou
até mesmo ndo apresentam sinais clinicos, tornando a confirmacgédo laboratorial necessaria
(FLORES & CARGNELUTTI, 2012). Portando, é importante certificar-se de que o material a
ser enviado, deve estar em condicBes minimas para processamento. Ou seja, escolher
corretamente o material a ser coletado conforme a suspeita, acondicionar adequadamente para
uma boa conservacdo da amostra, aléem de enviar um historico contendo as informac6es
minimas como o tipo de amostra, a espécie do animal, a suspeita clinica, lesdes e informacdes
epidemioldgicas (FLORES & CARGNELUTTI, 2012).

Durante o estdgio foi possivel acompanhar o recebimento das amostras e observar as
condi¢des em que eram enviadas ao laboratorio. O SV da UFSM é referéncia para diagnéstico
de algumas infecg¢bes viricas, recebendo assim amostras de diversas regifes do Brasil,
principalmente da regido sul do pais, como Parand, Santa Catarina e Rio Grande do Sul. Para
0 recebimento das amostras, o0 SV tem um bolsista responsavel em receber as amostras,
conferir o0 requerimento e prepara-las para serem processadas. Caso as amostras sejam
improprias para o diagnostico, essas sdo recusadas, e 0 veterinario responsavel é notificado.
Quando estdo de acordo com o0s pré-requisitos minimos (volume, aspecto e conservacao), as
amostras sdo protocoladas, recebendo um ndmero de identificagdo. Juntamente sdo
registrados os dados do proprietario, médico veterinario e um breve historico do caso em um
livro e em um sistema informatizado do laboratério. Dependendo do tipo, as amostras sao
centrifugadas, aliquotadas e inativadas em banho-maria a 56° C. Essas eram armazenadas até
serem processadas para a técnica solicitada. Quando era solicitado pelo proprietario ou
médico veterindrio, as amostras também eram enviadas aos laboratérios de doencas
parasitarias e laboratorio de Leptospiroses. Durante o periodo de estagio, observou-se que em
muitos casos as amostras apresentavam problemas de coleta e acondicionamento, mesmo
sendo elas coletadas por veterinarios.

Em um periodo de dois meses de estagio, foi possivel quantificar o numero de
amostras que chegaram para diagnostico, e analisar qual espécie foi mais frequente e qual
suspeita teve maior ocorréncia, além de quantificar o resultado dessas amostras. Essas

informac0des estdo descritas na Tabela a seguir.
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TABELA 3- Solicitagfes de diagnostico virolégico e/ou producdo de vacina autdgena
submetidas ao Setor de Virologia, Universidade Federal de Santa Maria, Santa Maria, RS,

durante o periodo de 14 de margo a 20 de maio de 2016.

Resultado
Espécie Suspeita Amostra NUmero
Positivo Negativo
IBR Soro 558 213 137
BVD Soro 558 176 174
Bovino Raiva SNC 14 7 7
BLV Soro 40 23 17
Papiloma Lesdo 7
Equino Herpesvirus  Soro 23 -* -
Ovino BTV Orgaos 5 2 3
Cbv Urina/ liquor 6 - 3
. CPV Orgaos/ 8 1 -
Canino
fezes
Papiloma Leséo 1 - -
Felino Raiva SNC 1 - -
TOTAL 1.221 422 341

*Amostras em processamento e sem diagndéstico final até 0 momento da finaliza¢do do estagio.

As amostras positivas e negativas para IBR e BVDV, ao soma-las ndo atingem o nimero total de amostras
recebidas pois até o final do estagio algumas amostras estavam sendo processadas.

Rinotraqueite infecciosa bovina (IBR), virus da diarreia viral bovina (BVDV), leucose enzoética bovina (BLV),
virus da lingua azul (BTV), virus da cinomose canina (CDV), virus da parvovirose canina (CPV).

2.2.12 Processamento de tecidos para isolamento

Por se tratarem de microrganismos intracelulares obrigatérios, 0s virus necessitam de
células vivas para se multiplicar, sendo que a maioria ndo tem a capacidade de permanecer
viavel no meio ambiente por muito tempo (FLORES & TRAESEL, 2012). Assim quando o
virus encontra um hospedeiro suscetivel, infecta pela via adequada e dissemina-se até algum
6rgdo alvo para se multiplicar, produzindo sua progénie. Apds a sua multiplicacdo no
hospedeiro, os virus sdo excretados, dando continuidade ao seu ciclo (FLORES & TRAESEL,
2012). Portanto, os tecidos e 6rgdos devem ser priorizados para diagnostico, aumentando as
chances de deteccdo do agente. E para isso, € importante o processamento do material, para
que haja lise celular e liberacdo do virus intracelular.

No estagio foi acompanhado o processamento de tecidos para diagndstico,

provenientes de empresa privada, de laboratorio parceiro como é o caso do Centro de
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Diagnostico de Sanidade Animal (CEDISA) e dos animais pertencentes a EMBRAPA. O
material encaminhado para o LSGA seguia um protocolo, onde, na recepcao, era cadastrado
gerando um numero de registro contendo informacdes sobre a amostra. Esse nimero servia
para identificar a amostras durante todo o processamento.

O material colhido de suinos era processado em uma cabine de fluxo laminar,
retirando uma pequena porcéo do tecido (cerca de dois centimetros), preferencialmente de
area com lesdo, e colocado em macerador de tecidos do tipo tenbroek. A seguir, era
adicionado 10 mL de meio de infec¢do contendo meio essencial minimo (MEM), albumina
sérica bovina (BSA), tripsina e solucdo de antibidticos e o tecido macerado. Apo, 0
homogenizado era centrifugado a 3000 rpm, a 4°C por cinco minutos. O sobrenadante era
coletado e aliquotado em diversos microtubos, para ser utilizado para isolamento viral, PCR
ou armazenado como estoque. As amostras eram armazenadas em freezer -80° C até a sua
utilizacdo. Pequenos fragmentos do tecido original também eram estocados em placas de
Petri.

2.2.13 Producdo de vacina para papilomatose

Existem dois tipos de vacina para papilomavirus, sendo as vacinas profilaticas e as
vacinas terapéuticas. O tipo terapéutico auxilia na regressdo de lesdes ja estabelecidas,
havendo experimentos controlados que confirmam o efeito positivo de vacinas autégenas na
regressao da lesdo (ALFIERI et al. 2012).

Foi possivel acompanhar a producdo de vacinas autégenas no SV, que devem ser
administradas como trés doses de 15 mL em intervalos de 21 dias entre as aplicacdes. Para a
producdo da vacina autdgena sdo necessarios 4,5g de papiloma (tecido vivo). As amostras de
tecido foram lavadas em agua corrente e maceradas com auxilio de areia estéril. Apos a
maceracao adicionou-se 45mL de solucdo de HANKS, 4,5mL de cloroférmio e congelou-se
esta mistura em - 20°C overnight. No dia seguinte o material foi descongelado e agitado por
30 min no shaker. Posteriormente, o conteudo foi centrifugado (4000rpm/15 min), o
sobrenadante coletado em um frasco estéril. Apds, adicionou-se 0,5mL de formol a 1% e 1%
de penicilina. A vacina era aliquotada em frascos de 45mL (volume das trés doses/animal) e
uma amostra era submetido ao exame bacterioldgico. Apos o resultado do exame negativo, a

vacina era liberada para utilizag&o.
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3- DISCUSSAO

3.1 Influenza suina

No quesito exportacOes, o Brasil atingiu o quarto lugar no ranking de exportador e
produtor de carne suina (RYNGELBLUM, 2015). Dado o atual cenario de crescimento da
cadeia da carne suina, a sanidade é um importante quesito, sendo ela um dos fatores que
controlam a oferta do produto no mercado, tanto externo como interno. As granjas produtoras
de suinos confrontam diariamente doencas que podem afetar a producdo, sendo essas de
causas multifatoriais (MORES, 2011). Dentre as doencas que afetam a cadeia suina,
destacam-se as que mais ocorrem no sistema de producdo e que causam grandes perdas
econbmicas, as doencas que sdo mantidas controladas e as doencas de notificacdo obrigatoria,
segundo a Organizagdo Mundial de Sanidade Animal (OIE) (MAPA,2013). Entre essas,
destaca-se a influenza suina, como importante fator que afeta a producéo de suinos.

A influenza suina € uma doenca respiratoria causada por um virus RNA pertencente a
familia Orthomyxoviridae, caracterizado pela capacidade de infectar as células através do
muco, por isso 0 nome, myxo significa muco e ortho significa verdadeiro (MORI et al. 2012).
Esse virus € um dos principais problemas da salde publica, pois sdo capazes de infectar
humanos e animais, sendo uma grande causa de perdas econdmicas em animais de producao.
Seu genoma segmentado confere condi¢fes para a ocorréncia de rearranjos génicos entre
diferentes virus, também denominado ressortimento, dando origem a virus novos. Além dessa
caracteristica, esses virus apresentam alta variabilidade antigénica das glicoproteinas de
superficie, favorecendo a ocorréncia de mutacdo e selecdo de variantes. Essa caracteristica
possibilita a manutencédo do virus circulando na populacédo, pois a resposta imune nao é capaz
de neutralizar totalmente os virus originario da recombinacdo (MORI et al. 2012).

A familia da qual os virus influenza fazem parte, segundo o International Committe on
Taxonomy of Viruses — ICTV (2014), é dividida em seis géneros: Influenzavirus A, B, C,
Isavirus, Quaranjavirus e Thogotovirus sendo que os Influenzavirus A sdo capazes de infectar
aves e mamiferos, incluindo humanos e suinos (SANTOS, 2014). Esse género merece maior
atencdo por apresentar grande variabilidade antigénica, podendo ser dividido em subtipos de

acordo com a reatividade soroldgica das glicoproteinas hemaglutinina (HA) e neuraminidase
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(NA), presente no envelope viral. Até hoje foram descritos 16 tipos de HA e nove de NA,
proporcionando assim uma gama de subtipos (MORI et al. 2012). Do género Influenzavirus A,
pode-se destacar o virus da influenza suina (SIV), altamente contagioso e isolado pela
primeira vez em suinos em 1930 nos EUA. A partir de 1975, notou-se maior nimero de
sorologia positiva para o virus influenza em rebanhos suinos e aumento nos casos clinicos,
além do aparecimento de novos subtipos do virus. Atualmente o virus é considerado
endémico em suinos e os subtipos virais HIN1, H3N2 e H1IN2 sdo os de maior ocorréncia
(MORI et al. 2012).

A doenga causada pelo virus da influenza suina, por ser uma sindrome respiratoria,
tem como caracteristica acometer o trato respiratorio dos suinos (GAVA, 2015). Ainda sobre
a epidemiologia do virus, segundo Gava (2015), o virus ndo infecta outros sistemas e 6rgaos
do suino e, portanto, ndo compromete a carcaca do animal na inspecdo post-mortem, sendo
seguro 0 consumo da carne para humanos. Em contrapartida, de acordo com Mori et al.
(2012), a doenca causada pelo virus gera um impacto econémico na producdo de suinos
devido ao atraso no desenvolvimento e, consequentemente, um periodo maior de alojamento e
manutencdo dos animais nas granjas.

A carne suina tem ganhado espaco na mesa do consumidor, uma vez que tem passado
por melhoramento genético. Esse melhoramento busca reduzir defeitos congénitos com foco
também na reducdo da gordura. Assim, a carne tornou-se mais saborosa e nutritiva (ABCS,
2016), quebrando mais um preconceito. Porém, em 2009, com a pandemia de influenza em
humanos denominada erroneamente de gripe suina, 0 mercado consumidor mais uma vez
diminuiu o consumo, proporcionando uma pequena queda no mercado da carne suina (APS,
2016). Por ser uma zoonose (MORI et al. 2012), a influenza suina impactou a cadeia de
criacdo dos suinos, refletindo tanto no mercado consumidor quanto na criacdo de suinos.

Durante o estagio, alguns suinos do plantel apresentaram sinais clinicos de tosse, que,
segundo Flores (2012), é um sinal clinico da doenca que acomete o trato respiratorio, além de
ser descrito outros sinais como febre, anorexia, secre¢do nasal, conjuntivite e inflamagéo no
pulmdo. O virus da influenza suina tem como caracteristica a replicagdo nas células epiteliais
do trato respiratério, j& demonstrado na mucosa nasal, tonsilas, traqueia, linfonodos
traqueobronquiais e pulmdes (MORI, et al. 2012). De um modo geral, indica-se fazer a coleta
de secrecOes nasais e orgaos afetados pela patologia, havendo maior probabilidade de detectar
0 agente ou seus produtos (FLORES & CARGNELUTTI, 2012). De acordo com Schaefer et
al. (2013), as amostras de secrecdo nasal, pulmdo e fluido oral sdo indicadas para teste

virologico e molecular. Para o diagndstico anatomo-histopatoldgico e imunohistoquimica,
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utiliza-se pulmao, e para sorologia sdo colhidos sangue (soro) e fluido oral. Apesar da
traqueia também ser um sitio de replicacéo viral, € pouco utilizada no diagnoéstico de rotina de
influenza (SCHAEFER et al. 2013).

Nos animais sintomaticos pertencentes a granja da Embrapa e acompanhados durante
0 estégio, foram realizadas coletas da secre¢do nasal de animais. No total, foram coletados
cinco animais, trés pertencentes a creche e os dois restantes a terminacdo. Segundo Flores
(2012), os 6rgdos e sistemas, em especifico o pulméo, sdo indicados para diagndstico, porém
sdo somente viaveis para animais que foram necropsiados. Em animais vivos, a secrec¢ao nasal
é indicada para diagnosticar influenza (SCHAEFER, 2013). Apesar de amostras de secrecao
nasal serem mais indicadas para o diagnostico da influenza, Detmer (2011) demonstrou que o
virus também pode ser detectado em amostras de fluido oral.

Para a realizacdo da coleta, o suino foi contido, o swab foi introduzido em uma narina
e realizado movimentos circulares, de maneira que percorresse todo o espago dos cornetos
possivel, e com o mesmo swab foi realizado novamente o procedimento na outra narina, como
indica Schaefel et al. (2013). Segundo Flores & Cargnelutti (2012), o swab deve ser coletado
de forma profunda e agressiva, aumentando a chance de coletar o virus e/ou células
descamativas. Porém de acordo com Schaefer et al. (2013), nos casos especificos de influenza
suina, a profundidade da coleta depende da idade do animal (em geral, de 3-10cm), sendo que
a introducdo do swab ndo deve oferecer resisténcia, e preferencialmente ndo deve conter
sangue na amostra coletada.

As amostras coletadas foram transportadas em meio de transporte proprio para virus, e
mantidos em caixas térmicas com gelo para manter as amostras sob temperatura controlada e
assim, melhor conserva-las. Para manter a qualidade da amostra, além da temperatura, o
indicado, segundo Schaefer et al. (2013), é a utilizacdo de meios de cultura ou solucao salina
de fosfato (PBS), suplementado com antibidtico e BSA. Ainda segundo Flores & Cargnelutti
(2012), a solucéo fisioldgica esteril também pode ser utilizada.

No LSGA, apds o recebimento da amostra, esta € primeiramente registrada seguindo
um protocolo de rotina e posteriormente processada. Como a amostra de secre¢do nasal €
colhida através de swab nasal, 0 processamento € simples e rapido. As amostras coletadas nos
tubos contendo o meio de transporte foram colocadas em um microagitador do tipo vortex e 0
sobrenadante foi aliquotado em microtubos.

Segundo Schaefer et al. (2013), os achados clinico-patologicos sdo considerados
diagndstico presuntivo, sendo necessaria a realizacdo de andlise laboratorial para o

diagnostico definitivo. Os testes mais utilizados para diagnostico de influenza incluem
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isolamento viral, testes soroldgicos para demonstracdo de anticorpos, testes moleculares para
deteccdo do material genético e histopatoldgico para visualizacdo das lesbes microscépicas
(SCHAEFER, 2013). As amostras coletadas foram testadas utilizando a técnica de RT-PCR e
analisadas em eletroforese, sendo todas negativas para influenza suina.

O resultado negativo implica apenas que a amostra era negativa para influenza A,
portanto, ndo se pode afirmar que os animais ndo tiveram contato com o0 virus e que ndo
desenvolveram a doenca. Um dos principais fatores que podem estar envolvidos na nédo
deteccdo do agente é o periodo da coleta, sugere-se realizar a coleta em torno de 24 a 48 horas
pos surgimento dos sinais clinicos (OIE, 2009). Entretanto, segundo Schaefer et al. (2013), o
virus somente é excretado durante a fase aguda da infeccdo, entre 24 horas a 6-8 dias pos-
infeccdo, sendo esse o periodo indicado para realizar a coleta de material.

Em casos de resultados positivos no teste de RT-PCR, a amostra era submetida a
técnica de isolamento viral, pois a RT-PCR detecta 0 material genético viral ou até mesmo
fragmentos deste (FLORES, 2012), ndo assegurando que o virus esta vidvel. A inoculagdo da
amostra em ovos embrionados ou em células de linhagem permite avaliar a viabilidade do
virus quando o mesmo € isolado. De acordo com Silveira (2011), como procedimento padréo,
as amostras s&o inoculadas em células da linhagem Madin-Darby canine kidney (MDCK), no
entanto, quando n&o é possivel isolar o virus em cultivo celular a amostra € entdo submetida a
técnica de inoculacdo em ovos embrionados.

Assim sendo, observou-se a importancia em manter a influenza suina controlada, pois
é uma infeccdo endémica na maioria dos paises produtores (MORI et al. 2012), mesmo que
ndo faca parte das doencas reguladas pelo programa sanitario nacional (MAPA, 2009). A
maneira para se controlar a disseminacdo do virus, implica na ado¢cdo de medidas de
biosseguridade. No caso de suspeita da doenca, 0s animais devem ser observados, amostras
devem ser colhidas e enviadas a laboratorios de diagnoéstico e identificacdo da presenca viral,

auxiliando no monitoramento de novas variantes antigénicas circulantes.

3.2 Cinomose canina

A cinomose canina é uma doenga causada por um virus pertencente a familia
Paramyxoviridae, com genoma RNA, de fita simples e ndo segmentado. Essa familia é

constituida de importantes agentes do trato respiratorio tanto de humanos quanto animais



38

(ARNS et al. 2012). A familia é dividida em sete géneros, sendo, segundo o ICTV (2015),
Aquaparamyxovirus, Avulavirus, Ferlavirus, Henipavirus, Morbillivirus, Respirovirus e
Rubulavirus. Esses virus apresentam uma variedade de hospedeiros, seja por infeccdo natural
ou experimental, podendo ocasionar desde infec¢des assintomaticas, de relevancia clinica ou
até infeccOes fatais (ARNS et al. 2012). Algumas doencgas causadas por virus pertencente a
essa familia, sdo de grande significancia para a medicina veterinaria, seja pelo aspecto
econbmico em animais de producdo ou pela sua prevaléncia na populacdo. Dentre o0s
paramixovirus mais relevantes, pode-se citar o virus da parainfluenza, virus da peste bovina,
virus respiratorio sincicial bovino, virus da cinomose canina e virus da doenga de Newcastle
(ARNS et al. 2012). Ainda, o virus da peste bovina foi o primeiro agente infeccioso de
animais que foi erradicado do mundo (ROEDES et al. 2013)

Dentre os sete géneros, ressalta-se o Morbillivirus, no qual esta classificado o virus da
cinomose canina (CDV). Apesar de infectar mamiferos das familias Felidae, Mustelidae e
Procyonidae (ledes, furbes e guaxinins, respectivamente) os hospedeiros naturais sdo 0S
canideos domésticos e selvagens. A importancia desse virus esta diretamente relacionada as
manifestacdes clinicas em caes domésticos (ARNS et al. 2012). Sobretudo, 0 CDV apresenta-
se antigénica e morfologicamente semelhante ao virus da peste bovina e ao sarampo humano
(DIAS et al. 2012).

A principal forma de transmissdo do CDV é pelo contato direto, com secre¢des orais,
nasais e urina de animais infectados. Dessa maneira, o virus replica primeiramente no epitélio
e em macrofagos do trato respiratdrio superior, podendo assim atingir os linfonodos regionais
(ARNS et al. 2012). Apo6s esse estagio, aqueles animais que ndo desenvolvem uma resposta
imune eficiente estdo sujeitos a diferentes niveis de severidade da doenca. No segundo estagio
da infeccdo, o virus faz viremia e dissemina-se para a pele e trato respiratério, nervoso,
digestorio e urogenital (ARNS et al. 2012). Os sinais clinicos da doenca podem variar desde
apatia, secrecdes nasal e ocular serosa, imunossupressdo, pustulas abdominais na pele,
hiperqueratose do focinho e coxins e diarreias em fase aguda. Até infec¢des mais severas, em
forma crénica progressiva, como encefalites e desmielinizagdo (ARNS et al. 2012).

O diagnostico clinico da doenca é sugestivo, principalmente quando o animal jovem
apresenta sinais respiratorios, respiratorios, lesdes cutaneas, associados ou ndo com sinais
neurologicos (ARNS et al. 2012; MORES et al. 2013). Devido a esses sinais ndo especificos,
apesar de sugestivos, € necessario a realizacdo do diagnostico laboratorial para confirmar a
doenca causada pelo CDV. Segundo Arns et al. (2012), o diagnostico pode ser feito através de

esfregaco sanguineo, IFA e imunoperoxidase (IPX). Ainda existe a possibilidade de
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complementar o diagndstico com histopatologico, isolamento, imunohistoquimica,
soroneutralizacdo, ELISA e métodos moleculares (MORES et al. 2013). Atualmente, de
acordo com Flores & Cargenelutti (2012), para a deteccdo do antigeno por meio de teste
rapido, pode-se citar testes imunocromatograficos. Apesar do isolamento ser citado como uma
forma de diagndstico, é uma técnica pouco utilizada devido a necessidade que o virus da
cinomose tem em se adaptar ao cultivo celular, sendo necessario varias passagens e
demandando tempo (ARNS et al. 2012).

A coleta de material para diagnostico depende do estagio da doenca no animal e se o
diagndstico é ante mortem ou post mortem. O principal fator para deteccdo do antigeno é a
coleta no periodo de replicacdo viral, ou seja, quando o animal apresenta sintomatologia
clinica (FLORES & CARGNELUTTI, 2012). Quanto a escolha do material a ser coletado,
prioriza-se amostras do sitio de replicacdo do virus, e, segundo Arns et al. (2012), as amostras
para diagnostico de cinomose sao secre¢des nasal e ocular, liquido cefalorraquidiano e urina.
De acordo com Flores & Cargnelutti (2012), as chances de detectar os agentes e seus produtos
aumentam quando o diagndstico é feito a partir de sistemas e 6rgdos afetados, porém sé sdo
viaveis para diagndstico post mortem.

Durante o periodo de estagio, duas amostras de cdes, um de cinco anos e o outro de
oito anos de idade, chegaram para diagndstico de cinomose canina no SV/UFSM. Esses
animais foram encaminhados ao setor de neurologia do hospital veterinario da universidade,
com sinais neurologicos, e para diagnostico diferencial foi indicado realizar teste para
cinomose canina. O teste de elei¢do, no SV/UFSM, para CDV é imunocromatografia. Apesar
de existirem outras técnicas como forma de diagnéstico citadas por Arns et al. (2012), a
imunocromatografia tem ganhado espaco na clinica, pois além de ser simples e rapido de
realizar, sdo considerados sensiveis e de alta especificidade (FLORES & CARGNELUTTI,
2012). As amostras dos animais suspeitos encaminhadas ao laboratorio foi liquor. E estas
foram submetidas ao teste imunocromatografico Megacor Fastest® Distemper Strip (Austria)
para deteccdo de antigeno. No entanto, resultado do teste em ambos os casos, foi negativo.
Ainda, secrecdo nasal, ocular e urina também sdo opcGes para a realizacdo deste tipo de teste
(FLORES & CARGNELUTTI, 2012; ARNS et al. 2012) e ndo pode-se descartar que com as
estas amostras 0s animais teriam um resultado diferente.

Apesar de ja existir kits imunocratograficos para deteccdo de anticorpo, o utilizado
para realizacdo do diagnostico detecta antigeno especifico para cinomose canina
(MEGACOR, 2013). O resultado do teste ser negativo ndo implica que os sinais clinicos do

animal ndo possa ter correlacdo com uma infeccdo passada, apenas demonstra que nédo foi
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detectado antigeno naquela amostra. De acordo com Arns et al. (2012) e Dias et al. (2012), na
maioria dos casos, a sintomatologia neuroldgica, apesar de poder ocorrer no inicio da
infeccdo, é reflexo da recuperacdo de uma infeccdo aguda, permanecendo como sequela no
paciente. Porém, segundo Mores et al. (2013), em alguns casos, 0 virus pode persistir nos
tecidos nervosos e ocasionar sinais neuroldgicos tardios, como a encefalite, mais conhecida
encefalite do cdo idoso. Nos casos em que 0 virus persiste no animal apés atingir o SNC,
segundo Beineke et al. (2009), apresenta baixa replicacdo dificultando a deteccdo em
amostras do liquido cefalorraquidiano. Uma outra hipotese para o teste ter sido negativo, €
que, de acordo com Bollo et al. (1986), cdes que apresentam uma resposta imune eficiente,
diminuem as chances de persisténcia do virus. Ou seja, no estudo realizado, 47% dos animais
que apresentavam lesdes neurologicas pelo CDV ndo tiveram o virus detectado, pois
comprovadamente, a resposta imune contra o virus lesionou o tecido nervoso. Nessa situacao
a lesdo no SNC promove uma imunopatologia, contribuindo para os sinais neuroldgicos
(BOLLO et al. 1986).

Ao considerar a semelhanca dos sinais clinicos, causados pelo CDV, com outras
doencas, observa-se a importancia do diagnostico laboratorial. Como diagndstico diferencial,
pode-se citar parvovirose, raiva, intoxicacdo por chumbo, hipocalcemia, traqueobronquite
infecciosa canina e erliquiose (MORES et al. 2013). A cinomose canina é enzo6tica no
mundo (ARNS et al. 2012), e, a situacdo do Brasil é considerada endémica (BUDASZEWSKI
et al. 2014). No Brasil, a maioria da populacédo de cées é considerada errante ou de donos com
baixa renda e, portanto, esses animais ndo sdo vacinados (BUDASZEWSKI et al. 2014).
Estudos realizados e relatos de casos revelam a presenca do virus nos Estados do Rio Grande
do Sul, Santa Catarina, Parang, S&o Paulo, Rio de Janeiro, Mato Grosso (BUDASZEWSKI et
al. 2014); Maranhdo (BRITO et al. 2016) e Goias (FREITAS-FILHO et al. 2014);
demonstrando que o CDV esta difundido entre os estados do pais. Diante dos fatos e da
situacdo da cinomose canina apontada, reforca ainda mais a importancia para a confirmacao

com auxilio de testes laboratoriais de casos suspeitos.

3.3 Mamilite herpética

A mamilite herpética € uma doenca conhecida por lesionar tetos e ubere, e por isso
acarreta em grande impacto na producdo leiteira (FRANCO et al. 2012). O herpesvirus bovino
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2 (BoHV 2) é o agente responsavel por essa infecgdo, pertence a familia Herpesviridae. Os
herpesvirus possuem genoma DNA de fita dupla linear, capsideo icosaédrico e envolto por
um envelope lipoproteico. Essa familia € dividida em trés subfamilias, sendo
Alphaherpesviridae, Betaherpesviridae e Gammaherpesviridae, e possuem cinco, quatro e
quatro géneros, respectivamente (ICVT, 2015).

Além da infeccdo produtiva, com a producdo de particulas vidveis, os virus dessa
familia sdo caracterizados pela capacidade de produzir laténcia, ou seja, ndo ha replicacédo
viral mesmo o animal estando infectado (FRANCO et al. 2012). Durante a laténcia, 0 genoma
do virus permanece alojado na forma epissomal em células neuronais, sem produzir progénie
e como consequéncia nao ha manifestacdo de sinal clinico qualquer. A infeccdo latente pode
ser reativada em quadros de estresse, ocorrendo replicacdo litica nos neurbnios e
transportando-se para o sitio de replicacdo inicial e assim produzindo progénie viral
(FRANCO et al. 2012). Esses animais latentemente infectados podem ser identificados no
rebanho através da sorologia. Sendo um diagndstico importante, uma vez que esses animais
sdo considerados fonte de infeccao ao rebanho (FRANCO et al. 2012).

Durante o estagio foram testadas amostras de soro bovino com o objetivo de detectar
anticorpos para BoHV 2 e assim conhecer a situagdo de diferentes rebanhos do Rio Grande do
Sul. As amostras testadas haviam sido encaminhadas ao SV com suspeita de diarreia viral
bovina (BVDV) e rinotraqueite infecciosa bovina (IBR). Estas foram testadas atraves da
técnica de soroneutralizacdo, pela qual testou-se 48 propriedades, sendo um total de 210
bovinos. Desses, 38 soros foram positivos, ou seja, apresentaram anticorpos contra BoHV 2, e
33 amostras demonstraram-se toxicos para a cultura celular. Assim, pode-se concluir que 18%
das amostras testadas foram positivas, indicando que o virus circula nas propriedades e muitas
vezes ndo € notado. Outros estudos demonstram prevaléncias semelhantes como no sudeste do
Rio Grande do Sul com 19,7%, e outras mais elevadas como a regido noroeste com 48,2%
(TORRES et al. 2009).

Mesmo ndo havendo muitos estudos cientificos no Brasil sobre esse virus, e existir
diversas davidas com relagdo a sua transmissdo (FRANCO et al. 2012), a infecgdo encontra-
se presente nos rebanhos brasileiro e de outros paises (TORRES et al. 2009). Apesar de
Torres et al. (2009) abordarem relatos de veterinarios sobre manifestacGes clinicas de
mamilite compativeis com BoHV 2, diagnostico laboratorial da infeccdo raramente é
realizado (Franco et al. 2012). No entanto, a deteccdo de anticorpos neutralizantes especificos

para 0 BoHV 2 comprovam a sua circulagéo entre os bovinos. Outro fator que corrobora para
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a ndo deteccdo € a doenca ser auto-limitante, e quando ndo ha severidade da leséo, acaba
sendo de curso clinico rapido (FRANCO et al. 2012).

A mamilite herpética apresenta importancia sanitaria (TORRES et al. 2009),
impactando principalmente a producédo leiteira (FRANCO et al. 2012). Além das lesdes
causadas pela infecgdo, pode ocorrer infecgOes bacterianas, causando mastite crénica
(FRANCO et al. 2012). Ainda segundo Franco et al. (2012), essa infeccdo pode refletir em até
20% de perda na producdo leiteira e acarretar em descarte de animais. Franco et al. (2012)
sugere. que a ocorréncia dessa infeccdo € maior em gado leiteiro do que gado de corte devido
as condicdes de manejo e estresse que os animais sdo submetidos. Estas condi¢bes de manejos
sdo confirmadas por Torres et al. (2009), citando a aglomeracdo dos animais e principalmente
as praticas de manejo durante a ordenha. Torres et al. (2009) ainda cita estas condicdes

podendo favorecer a disseminacao do virus entre os animais do rebanho.
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4- CONCLUSAO

Na Embrapa Suinos e Aves foram desenvolvidas atividades com influenza virus suino,
senecavirus A e circovirus suino 2. Estes sdo importantes viroses que acometem a suinicultura
do Brasil, sendo que 0 senecavirus € um virus emergente nos rebanhos nacionais. A realizacédo
do estagio em dois locais, permitiu observar uma mesma técnica ser executada de formas
diferentes, como foi o caso de cultivo celular. A diferenca na execucgdo esté relacionada a
formacdo e adaptacdo das condicOes dos laboratorios. E, independente da técnica escolhida, é
essencial o seu conhecimento basico para sua execucao e sucesso no diagnostico laboratorial.

Uma das observaces realizadas foi com relagcdo as amostras encaminhadas a Embrapa
Suinos e Aves. Estas provinham de agroindustrias e apresentavam uma melhor qualidade de
coleta e armazenamento. J& no SV as amostras eram encaminhadas por veterinarios de campo,
e uma parcela consideravel destas apresentavam problema de coleta, armazenamento ou
transporte, comprometendo o diagnostico. Diante disso, apesar da importancia do diagnostico
viroldgico estar difundida tanto na literatura quanto na rotina, ainda existem pontos a serem
melhorados. Os veterindrios de campo necessitam melhorar tanto a coleta quanto o
armazenamento e estabelecer maior contato com os laboratorios.

O Estagio Curricular Supervisionado em Medicina Veterinaria, além de agregar
conhecimento e experiéncia, possibilitou o contato com realidades diferentes, com situacGes
de mercado de trabalho e com outros profissionais da area. O ECSMV, como etapa de
formacdo académica, possibilita ao graduando exercer os ensinamentos praticos e tedricos

adquiridos ao longo da formacdo académica.
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ANEXOS

ANEXQO A- Certificado do Estagio Curricular Supervisionado em Medicina Veterinaria

realizado na Embrapa Suinos e Aves.

Certificado

Certifico que INGRYD MERCHIORATTO

Sanidade e Genética Animal

|
|

1 participou do (a) Estagio no Laboratério de
|
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(|l ‘ no periodo de 18/01/2016 a 04/03/2016 5
|
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|
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I Il
Il ;
I “ com carga horaria de 180  horas.
I
Il Concérdia, SC 03 de margo de 2016
|
|

I A

Ja \I? Reis Ciacci Zanella
Cl

hefe Geral

! Em@)a

Registro

Certificado n® C¥ | 2045  Livro (25 Folha 3Sv
Condbrdia , _SC 03 /03 /16 Elcins - SGF
assinatura
PROGRAMA

Atividades desenvolvidas no laboratério de virologia de suinos:

- Colheita de secregéo nasal de suinos com suspeita de infecg@o pelo virus influenza A,
- Processamento de amostras de tecidos de suinos para diagndstico de Senecavirus A,
- Isolamento viral em células de linhanem e em ovos embrionados de galinhas SPF,

- Extrag@o de acidos nucieicos virais,

- RT-PCR e PCR para diagnéstico de influenza A, Senecavirus A e PCV2,

- Clonagem de DNA viral.

Atividades desenvolvidas na granja de suinos — Nicleo de Conservagao Genética:
- Acompanhamento de coleta de sangue e exame de tuberculose,

- Acompanhamento de parto e manejo de leitdes recém-nascidos,

- Coleta de sémen e inseminagao artificial em suinos

Atividades desenvolvidas na granja de aves:
- Monitoria de Salmonella pullorum em granja de aves.

Outras atividades realizadas:
- Apresentagdo de semindrio sobre o virus influenza A em suinos.

ORIENTADORA: Rejane Schaefer
Mea. ver., DSc
Embrapa Suinos e Aves
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ANEXO B- Certificado do Estagio Curricular Supervisionado em Medicina Veterinaria
realizado no Setor de Virologia da UFSM.

SETOR DE VIROLOGIA : \
Universidade Federal de Santa Maria

CERTIFICADO

Certificamos, para os devidos fins, que a académica Ingryd Merchioratto
realizou seu Estagio Pré.tico Profissional do Curso de Medicina - Veterindria da
UNIPAMPA (matricula 112150085) no Setbr de Virologia da UFSM sob superviséo do
Prof. Eduardo Furtado Flores. O periodo de estigio transcorreu entre os dias 14 de
margo a 20 de maio de 2016, totalizando 368- horas. Neste periodo a académica .
acompanhou ¢ auxiliou na rotina de diagnéstico do SV/UFSM e teve a oportunidade de

acompanhar e participar das aulas de Doengas Viricas da pos- gfaduag:ﬁo.

Santa Maria, 20 de maio de 2016

Eduardo F,
Professo/r/Ti lar

Setor d /Vi ologia/UFSM
DMVP/CCR

Prédio 63A — Parque de Exposicoes
Universidade Federal de Santa Maria
Santa Maria — RS, 97105-900 — Fone/Fax (55) 3220 8034, 8853, 8851 ou 8055
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