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1. I N T R O D U C A O zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

O Estagio Supervisionado Obrigatorio - ESO - integra a grade curricular do 

decimo periodo do curso de Medicina Veterinaria da Universidade Federal de 

Campina Grande - UFCG - com uma carga horaria minima de 240 horas. O mesmo 

representa pael fundamental para o aperfeicoamento do academico no ambito 

profissional e pessoal. 

O presente relatorio visa descrever as atividades desenvolvidas pela discente 

Tereza Emmanuelle de Farias Rotondano na area de Biologia Molecular no 

Laboratorio de Biologia Molecular da UFCG, no periodo de 13/08/07 a 12/10/07 

totalizando uma carga horaria de 320 horas. 
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2. D E S E N V O L V I M E N T O 

2.1 E S T R U T U R A F I S I C A zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

O Hospital Veterinario ( H V ) da UFCG conta com os setores de Patologia 

Clinica, Patologia Animal, Clinica Medica de Pequenos Animais, Clinica Medica de 

Grandes Animais, Cirurgia de Grandes e Pequenos Animais, Radiologia, Biologia 

Molecular e Reproducao Animal. 

O setor de Biologia Molecular esta sob coordenacao da Prof Dra. Marcia 

Almeida de Melo, o mesmo representa uma das mais recentes admissoes da UFCG 

desenvolvendo tecnicas de diagnostico como ELISAzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (enzyme-linked immunosorbent 

assay) e PCR (Reacao em Cadeia pela Polimerase) as quais representam uma 

inovacao na rotina medica do HV. 

3. A T I V I D A D E S D E S E N V O L V I D A S 

As atividades desenvolvidas durante o ESO dizem respeito a utilizacao das 

tecnicas de diagnostico ELISA e PCR, visando o diagnostico de leishmaniose, alem 

de cultivo de microrganismos, principalmente Leishmania sp. Durante o estagio 

tambem foi possivel a participacao em urn curso dejjiologia molecular., jpipistrado 

pelo Prof Dr. Paulo Paes de Andrade com duracao total de 100 horas. 

As tecnicas de diagnosticos foram acompanhadas desde a simples chegada e 

acondicionamento das amostras ate o resultado final. As amostras processadas eram 

oriundas da propria rotina da clinica medica do HV bem como de outros municipios 

como Pombal, Campina Grande, Recife alem de amostras enviadas pelo laboratorio 

Fort Dodge do Mato Grosso, as mesmas eram enviadas acompanhadas de uma ficha 

de solicitacao com a suspeita clinica, que no casoj^feria-se a Leishmaniose canina, 

e, apos o exame , um laudo tecnico era emitido com o resultado final. 

Apos o diagnostico sorologico por ELISA os animais positivos eram isolados 

em um canil localizado nas dependencias do H V para posterior eutanasia, durante 

esse procedimento eram efetuadas a coleta de sangue, puncao de medula ossea na 

crista iliaca, e obtencao de fragmentos referente ao baco, figado e ponta da orelha. 
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As amostras obtidas durante a eutanasia eram acondicionadas em tubos de ensaio 

contendo meios de cultura M E M ( fase liquida) e meio N N N (fase solida) e tambem 

eram utilizadas na confeccao de imprints para posterior analise microscopica. 

A PCR contou apenas com a etapa de extracao e acondicionamento de D N A 

efetuada a partir das amostras obtidas dos caes positivos para Leishmaniose, por 

meio da tecnica ELISA, utilizando-se o Dneasy Blood and Tissue K i t
1

. Apos a 

obtencao das amostras as mesmas permaneciam em temperatura ambiente e as 

extracoes eram efetuadas em tres etapas com intervalo de 8 dias, visando a avaliacao 

da qualidade do D N A apos periodos diferentes de armazenamento das aliquotas. 

A tabela 1 apresenta o numero de amostras processadas durante o ESO no 

Laboratorio de Biologia Molecular da Universidade Federal de Campina Grande no 

periodo de 13/08/07 a 12/10/07 . zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Tabela 1: Numero de amostras processadas no Laboratorio de Biologia 

Molecular da Universidade Federal de Campina Grande no periodo de 13/08/07 a 

12/10/07 . 

Atividades Desenvolvidas Numero 

Soros analisados por ELISA 500 

Amostras utilizadas na extracao de D N A 39 

Amostras utilizadas para imprint e 
9 

esfregaco sanguineo 

Total 548 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

1 Qiagen 
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3.1 D E S C R I C A O DAS T E C N I C A S U T I L I Z A D A S 

3.1.1 E L I S A zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

A reacao de ELISA e baseada no reconhecimento de anticorpos especificos por 

antigenos fixados em um suporte plastico (ELISA indireto). Este reconhecimento e 

revelado atraves de uma proteina conjugada a uma enzima (Peroxidase) permitindo 

a visualizacao da reacao. O E L I S A / S 7 ®
2

, kit utilizado durante o ESO para o 

diagnostico do Calazar canino, tern como base um peptideo recombinante produzido 

por engenharia genetica, que permite a deteccao de anticorpos na fase mais precoce 

da infeccao. O emprego desse antigeno no kit confere alta especificidade e 

sensibilidade ao teste visto que animais previamente vacinados ou aqueles que 

foram previamente infectados por outros tipos de tripanossomatideos e, nao pelo 

agente do calazar canino, nao respondem positivamente a tecnica. 

3.1.2 Extracao de DNA 

O kit Dneasy Blood and Tissue utilizado durante o ESO representa um metodo 

rapido e eficaz para extracao de D N A em amostras de sangue e medula ossea bem 

como de outros tecidos. A tecnica consiste na exposicao do material genetico 

inserido no interior das celulas, pela acao de uma enzima denominada proteinase K, 

com posterior lavagem, seqiiestro, precipitacao e separacao do D N A por meio de 

Etanol e dos tampoes A L , A W 1 / A W 2 e AE respectivamente. Todas as 

centrifugacoes eram realizadas entre 15-25 °C numa velocidade de 8000 rpm 

durante 1 minuto, com excecao da centrifiigacao efetuada apos a adicao do tampao 

AW2 a qual foi de 14000 rpm durante 3 minutos. 

Apos a realizacao da extracao as mostras eram estocadas a -20°C ate a 

realizacao da PCR. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

2 BIOGENE Industria e Comercio Ltda ME 



11 

4. C O N C L U S A O zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

O Estagio Supervisionado Obrigatorio e de grande valia no tocante ao 

aperfeicoamento do academico, pois possibilita que o mesmo firme-se na sua opcao 

profissional alem de ampliar significativamente as possibilidades de atuacao dentro do 

curso de Medicina Veterinaria. 

Durante o desenvolvimento das atividades descritas um fator importante foi o 

estudo mais apurado sobre a Leishmaniose visceral canina, principalmente no municipio 

de Patos, a qual acreditava-se nao representar riscos para os animais dessa regiao. A 

partir desse estudo foi possivel identificar o valor da interdisciplinaridade dentro da 

rotina medica, unindo um bom exame clinico a tecnicas laboratoriais eflcazes foi 

possivel alcancar diagnosticos conclusivos o que contribuiu satisfatoriamente para o 

meu aprendizado. 

O periodo destinado ao ESO foi de suma importancia para adquirir experiencia, 

confianca e confirmar mais uma vez que optei pela profissao certa. 
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5. R E F E R E N C I A S B I B L I O G R A F I C A S zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

T I Z A R D , I.R. Imunologia Veterinaria: Uma Introducao. 6 ed. ROCA: Sao 

Paulo, 2002. 



Anexos zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Kit de extrapao de D N A 

Phmetro e aquecedor eletrico 

Leitor de ELISA 





Animal eutanasiado apos resultado 

positivo para Leishmaniose 

Animal eutanasiado apos 

resultado positivo para 

Leishmaniose 

Puncao de medula ossea e coleta de Coleta de amostra hepatica para 

material para cultivo e extracao de cultivo e extracao de D N A 

D N A 



Bioq€n€ 
Kit para Diagnostico do Calazar Canino 

ELISA/ S7®  zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Para Uso Veterinario zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Descricao 

A reacao de ELISAzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA {enzyme-linked immunosorbent assay) e 

baseada no reconhecimento de anticorpos especificos por 

antigenos fixados em um suporte plastico. Este reconhecimento 

e revelado atraves de uma proteina conjugada a uma enzima 

(Peroxidase) permitindo a visualizacio da reacao. 

O EUSA/S7* tern como base um peptideo recombThante, 

produzido por engenharia genetica, que permite a deteccao de 

anticorpos na fase mais precoce da infeccao. O emprego desse 

antigeno nQ k jt jiara,p diaqn6sticozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA dn calazar raninp - |=|JSA/ S7*  

confere atta especificidade e sensibilidade ao teste, sendo unico 

no mercado. 

Apresentacao 

O kit e composto de uma placa de ELISA e de todos os 

reagentes necessarios a realizacao de 96 reacoes. 

'.̂ Volume Conservagao 

Solugao de coleta 25 ml -20° C 

Solucao S7 .10 ml -20° C 

Soro controle reagente 10^1 -20° C 

Soro controle nao reagente 10nJ -20° C 

Solucao Citrato 10 ml 4° C 

Conjugado (Ptn - A PO) 3n\  4° C 

Revelador (TMB) 100 ul 4° C 

Agua Oxigenada (H20 2) 50  ul 4° C -

Solucao de lavagem (PBS 10x) 50 ml 4° C 

Tween 20 200  ul 4° C 

Solucao de parada (H2S0 4 2N) 10 ml TA 

A estabilidade de todos os regentes e de seis meses 



UNIVERSIDADE F E D E R A L D E CAMPINA GRANDE 

C E N T R O D E SAUDE E T E C I f O L O G I A R U R A L 

C O O R D E N A C A O D E MEDICTNA V E T E R I N A R I A 

CAMPUS D E PATOS - P B 

DEAVAIJAggjgpE ESTAGIO 

S U F E R \ T S I 0 N A ' D G zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
SERVICO PUBLICO FEDERAL zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

uwivERgzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA:D^.C- r e : 

CENTRO DE SAL 

COORoeMACto tozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA a 

E". LC-C'A RU3AL 

1 do Estagio. Carga Horaria 

Area do Estagio: ^ ^_ _ Periodo: 

CHTTERIOS Nats 

GRUPO L A S P E C T O S PROFISSIONAIS zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBASO 
1. Qualidade do trabalho i O 

2. Capacidade de sugerii e inovar so 
3. Canhecimenlos so 
4. Volume e padrao das atrvidades ID 
5. Capacidade de mquirir, ap render SO 
6- Capacidade de tornar minativas SO 

SUB-TOTAL I (soma/6) 

GRUPO I t A S P E C T O S HUMANOS 

7. Assiduidade e Fanmalidade zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA lo 
S. Capacidade de seguir normas e reguiaznoitos hiteraos 
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Ate 2 ,0-Muko f raco 

2 , la4 ,0 -Fraco 

4,1-6,0-Regular iqo 
6 , 1 -8 , 0 - B o m 

8 ,1-10,0-Excelente 

O B S E R V A C O E S : 

Free&dunienio manuscrito no verso 

data: 

w r c 6 . zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA\?c i 11 i JAM 
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Free&dunienio manuscrito no verso 
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UrWJTir ft <i* w m Ao fnrma\ rra S~M 0 
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Cargo 

\ / V / J \ JOUu 
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