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DiagSui Embrapa - Diagnéstico
Laboratorial na Clinica de
Suinos

Marcos Anténio Zanella Morés
Nelson Morés

Jodo Xavier de Oliveira Filho
Geordano Dalmédico

Introducéao

O auxilio laboratorial no diagnéstico de quadros clinicos é ferramenta
chave na suinocultura, pois frequentemente ha associacdes de patége-
nos causando as doencas e lesdes semelhantes provocadas por dife-
rentes agentes, dificultando o diagndstico clinico e de necropsia. A
qualidade dos procedimentos de colheita e remessa das amostras ao
laboratério é essencial para o correto diagndstico. Diante disso, desen-
volvemos este aplicativo onde sdo fornecidas orientacdes para a colhei-
ta de material para diagndstico laboratorial, além de informacdes basi-
cas sobre os principais testes disponiveis aos técnicos de campo.

As orientacdes para colheita de amostras para diagndstico dos proble-
mas sanitarios podem ser acessadas de duas maneiras:

e Em funcao dos principais sinais clinicos observados (respiratério,
entérico, nervoso, entre outros).
e Qu por doenca (circovirose, influenza, pleuropneumonia, ileite, dentre

outras).
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Na secao de exames laboratoriais estao descritas as caracteristicas
mais importantes dos principais testes laboratoriais utilizados para o
apoio ao diagnéstico na suinocultura, onde também hé orientacoes so-
bre a colheita de amostras para estes testes, além de alguns pontos im-
portantes para a interpretacao dos resultados.

Selecéo do(s) suino(s) para
necropsia e colheita de amostras
para diagnéstico de problemas
clinicos

A escolha do(s) suino(s) para necropsia e colheita de amostras é ponto
critico para o sucesso no diagnéstico laboratorial de um problema clini-
co. Considerar os seguintes pontos:

e Escolher de dois a trés animais que estdo apresentando os sinais clinicos
agudos do quadro a ser diagnosticado. Em caso com suspeita de doenca
infecciosa, principalmente as respiratérias, nervosas e sistémicas, utilizar
o termdmetro para selecionar animais em estado febril (acima de 40 °C).

® Nao utilizar animais refugos para colheita (Figura 1); se o problema for
refugagem, dar preferéncia para animais no inicio do quadro clinico.

®* Quando o objetivo for realizar exame bacteriolégico, ndo se deve selecio-
nar animais medicados com antimicrobianos via parenteral.

® Animais mortos naturalmente devem ser necropsiados, porém a colheita
de amostras para exame pode ser realizada somente se a morte for
recente (até duas horas) e nao houver alteracées post-mortem.
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Figura 1. Os trés animais menores sdo exemplos de leitdes que nao
devem ser selecionados para colheita de amostras, pois estdo em
estado caquético, crdnico.

Eutanasia

A publicacao “Orientacdes para eutanasia de suinos em granjas pelo
método de eletrocussao”, encontrada no link abaixo, disponibiliza as
principais informacodes sobre a eutanasia em suinos.

http://www.infoteca.cnptia.embrapa.br/bitstream/doc/7000339/1/final7341.
pdf

Necropsia

A publicacao “Guia pratico de necropsia de suinos”, encontrada no
link abaixo, fornece informacodes Uteis sobre a técnica de necropsia em
suinos.

http://ainfo.cnptia.embrapa. br/digital/bitstream/item/119148/1/Guia-de-
Necropsia-Final.pdf
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Outra publicacao auxiliar para necropsias de suinos é encontrada no link
abaixo. Este artigo apresenta alguns achados normais de necropsia que
podem ser confundidos com lesdes, achados sem significado clinico e
alteracdes post mortem.

http://www.scielo.br/pdf/pvb/v33n10/10.pdf
Colheita de amostras (principais
qguadros clinicos)
Definhamento - baixo desenvolvimento

Sinais clinicos: baixo desenvolvimento, definhamento (Figura 2), com
ou sem sinais respiratérios ou entéricos.

Foto: Nelson Morés/Embrapa

Figura 2. Animal definhado (em destaque).
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Causas mais frequentes: circovirose, micotoxicoses, sindrome da falha
no desenvolvimento peri-desmame (PFTS), doencas respiratérias ou
entéricas crbnicas.

Amostras a serem colhidas e exames a serem solicitados:

1. Exame microbiolégico (bacteriologia, virologia, reacdo da polime-
rase em cadeia (PCR)):
e Linfonodos (inguinal superficial e mesentérico), pulmao (se tiver le-
sdes), intestinos (em casos com diarreia) e exsudatos das serosas
(se presentes), colhidos em sacos plasticos (tecidos) ou com suabes/
seringas (exsudatos) e enviados refrigerados ao laboratério.

2. Exame histopatolégico e de imuno-histoquimica:
e Linfonodos (mesentéricos e inguinais superficiais), figado, baco, rim,
pulmao, jejuno, ileo e cdlon, colhidos em formol 10 % tamponado.

Observacao: se outros tecidos apresentarem lesGes macroscépicas, de-
vem-se incluir porcdes destes para histopatologia.

Doencas do sistema nervoso central

Sinais clinicos: incoordenacdo, movimentos de pedalagem, convulsodes,
opistétono e morte subita.

Causas mais frequentes: Streptococcus suis, Haemophilus parasuis,
doenca do edema, doenca de Aujeszky, intoxicacédo por sal...

Amostras a serem colhidas e exames a serem solicitados:

1. Exame microbiolégico (bacteriologia, virologia, PCR):
e Suabe das meninges (Figura 3) ou liquido cefalorraquidiano colhido
com seringa estéril.
® Em casos de suspeita viral*, colher porcdes do cérebro em sacos
plasticos.
e Estas amostras devem ser enviadas refrigeradas ao laboratério.
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Foto: Marcos A.Z. Morés/Embrapa

Figura 3. Colheita de suabe do cérebro.

2. Exame histopatolégico e de imuno-histoquimica:
e Porcdes do cérebro (cértex, cerebelo, ponte, tdlamo e mesencéfalo)*,
colhidas em formol 10 % tamponado.

Observacdes: em casos de suspeita de doenca do edema, colher amos-
tras de intestino delgado (10 cm de jejuno ou ileo) para isolamento bac-
teriano (pesquisa de E. coli produtora de toxina Stx2e). Nestes casos,
incluir também amostras de estémago, coracao e intestino delgado para
histopatologia.

*Alternativamente, pode-se cortar o cérebro no sentido longitudinal e
colocar metade em formol (com cortes transversais incompletos) (Figu-
ra 4) e a outra metade enviar para exame microbioldgico.
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Figura 4. Metade do cérebro com cortes transversais para histopatologia.

Diarreia em leitoes na maternidade

Sinais clinicos: diarreia e desidratacao, com ou sem mortalidade ou de-
finhamento dos leitoes.

Agentes mais comuns: E. coli, Clostridium perfringens, Rotavirus, /sos-
pora suis, Clostridium difficile.

Amostras a serem colhidas e exames a serem solicitados:

1. Exame microbiolégico (bacteriologia, virologia, PCR):
e Alcas intestinais, porcdes de 10 cm amarradas nas extremidades (Fi-
gura 5), colhidas em sacos plasticos (Figura 6) da seguinte maneira:
- Um fragmento de jejuno.
- Um fragmento de ileo.
- Um fragmento de célon.
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Foto: Marcos A.Z. Morés/Embrapa

Foto: Marcos A.Z. Morés/Embrapa

Figura 6. Acondicionamento de intestino para exame microbiolédgico.
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Observacdo: os trés fragmentos podem ser acondicionados no mesmo
saco plastico e devem ser enviados refrigerados ao laboratério. A loca-
lizacdo das diferentes partes do intestino pode ser observada na Figura

JEJUNO

e

Foto: Marcos A.Z. Morés/Embrapa

Figura 7. Esquema das partes do intestino.

2. Exame histopatolégico e de imuno-histoquimica:
e Porcdes de 2 cm de comprimento (Figura 8) das alcas intestinais co-
Ihidas em formol 10 % tamponado, das seguintes regides:
- Dois fragmentos de jejuno.
- Dois fragmentos de ileo.
- Dois fragmentos de cdélon.

Observacgdo: na coleta, dar preferéncia para dreas com lesdes macros-
cépicas de hiperemia, espessamento ou necrose, quando observadas.
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Foto: Marcos A.Z. Morés/Embrapa
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Figura 8. Colheita de intestino para exame histopatolégico.

Diarreias em animais de creche, crescimento e
terminacao

Sinais clinicos: diarreia com ou sem sangue e com ou sem mortalidade
e definhamento dos leitdes.

Agentes mais comuns: E. coli, Lawsonia intracellularis, Brachyspira sp.
e Salmonella sp.

Amostras a serem colhidas e exames a serem solicitados:

1. Exame microbiolégico (bacteriologia, PCR):

e Alcas intestinais, porcdes de 10 cm amarradas nas extremidades
(Figura 5), colhidas em sacos plasticos (Figura 9) da seguinte ma-
neira:

- Um fragmento de jejuno.
- Um fragmento de ileo.
- Um fragmento de célon.
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Observacdo: os trés fragmentos podem ser acondicionados no mesmo
saco plastico e devem ser enviados refrigerados ao laboratério. A locali-
zacao das diferentes partes do intestino pode ser observada na Figura
7.

Foto: Marcos A.Z. Morés/Embrapa

Figura 9. Amostra de intestino para exame microbiolégico.

2. Exame histopatolégico e de imuno-histoquimica:
e Porcdes de 2 cm de comprimento das alcas intestinais (Figura 8) co-
Ihidas em formol 10 % tamponado, das seguintes regides:
- Dois fragmentos de jejuno.
- Dois fragmentos de ileo.
- Dois fragmento de ceco.
- Dois fragmento de célon.

Observacgdo: se forem observadas areas com lesdes macroscépicas (hi-
peremia, espessamento ou necrose), colher as amostras preferencial-
mente nestes locais.
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Doencas respiratérias
Sinais clinicos: dispneia, hipertermia e apatia, com ou sem tosse.

Agentes mais frequentes: Mycoplasma hyopneumoniae, virus Influenza,
Pasteurella multocida, Actinobacillus pleuropneumoniae e Haemophilus
parasuis.

Amostras a serem colhidas e exames a serem solicitados:

1. Exame microbiolégico (bacteriologia, virologia, PCR):
e Exsudatos de pleura ou pericardio (quando presentes) colhidos com
suabes (nesse caso enrolar a fibrina no suabe) ou seringas (Figura
10).
e |esdes pulmonares colhidas em sacos plasticos (Figuras 11 e 12),
individualmente, por animal
e [Estas amostras devem ser enviadas refrigeradas ao laboratério.

2. Exame histopatolégico e de imuno-histoquimica:
e Lesdes pulmonares colhidas em formol 10 % tamponado (Figura 13).

Observacodes:

e Em casos com suspeita de circovirose, incluir amostras de linfonodos
mesentéricos e inguinais para histopatologia e imuno-histoquimica.

e Em casos cursando com dificuldade respiratéria superior e surto de es-
pirros, incluir amostras de cornetos para histopatologia.

e Nos casos com presenca de exsudatos nas serosas, colher material em
mais de um local (pericardio, pleura e periténio) para aumentar a chance
de isolamento bacteriano.

* Nao colher amostras das serosas de animais com serosite crénica (ade-
réncias firmes de pleura e pericardio). Neste estagio, os agentes causa-
dores ndo estao mais presentes.
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Foto: Nelson Mérés/Embrapa
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Figura 10. Colheita de exsudato da pleura com suabe.

Foto: Neison Morés/Embrapa

Figura 11. Colheita de pulméo para exame microbiolégico.
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Foto: Marcos A.Z. Morés/Embrapa

Figura 12. Amostra de pulmao para exame microbiolégico.

Foto: Marcos A.Z. Morés/Embrapa

Figura 13. Amostras para histopatologia.
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Doencas reprodutivas

Sinais clinicos: abortos, leitdoes mumificados (Figura 14), natimortos,
retornos ao cio, falsa gestacdo e nascimento de leitdes fracos.

Causas infecciosas mais frequentes: parvovirose, circovirose, erisipela,
leptospirose, brucelose, septicemias virais ou bacterianas.

Foto: Nelson Morés/Embrapa

Figura 14. Fetos mumificados.

Amostras a serem colhidas e exames a serem solicitados:

1. Exame microbiolégico (bacteriologia, virologia, PCR):
e Fragmentos de diversos érgdos dos fetos (pulméao, coracéo, figado e
rim) colhidos em sacos plasticos estéreis.
e Liquidos fetais (toracico) colhidos com auxilio de seringas estéreis.
e [Estas amostras devem ser enviadas refrigeradas ao laboratério.

Observacgdo: se ndo houver liquido suficiente, pode-se refrigerar ou
congelar os tecidos e depois de um dia coletar o liquido que ira fluir do
tecido.
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2. Exame sorolégico (pesquisa de anticorpos):
e Liquidos fetais (toracico) colhidos com auxilio de seringas.

Observacao: a presenca de anticorpos neste material indica infeccao
intrauterina.

3. Exame histopatolégico e de imuno-histoquimica:
®* Fragmentos de pulméao, coracao, rim, figado.

Observacado: outras informagdes sobre causas infecciosas de doencas
reprodutivas podem ser acessadas no link: www.embrapa.br/busca-de-
publicacoes/-/publicacao/920348/causas-infecciosas-de-problemas-
reprodutivos-na-producao-de-suinos.

Doencas de pele
Sinais clinicos: alteracées na pele, com ou sem outros sinais clinicos.

As alteracdes mais frequentes na pele sado: cor, presenca de exsudatos,
espessamento, crostas com escamacoes, nddulos, papulas, pustulas,
Ulceras, vesiculas e necrose.

Causas mais frequentes: Epidermite exsudativa (Staphylococcus hyicus)
(Figura 15), piodermite por Streptococcus sp., dermatite por Circovirus
suino Tipo 2 (PCV2), lesOes abrasivas por traumas ou pelo piso das ins-
talacdes, sarna (Sarcoptes scabiei var. suis), erisipela (Erysipelothrix
rhusiopathiae) (Figura 16), Seneca Valley virus (SVV), deficiéncia nutri-
cional (deficiéncia de vitamina A e zinco) e picada de insetos.

Observacdo: em casos com presenca de vesiculas, especialmente no
focinho e coroa do casco, deve-se suspeitar das doencas vesiculares
dos suinos e, neste caso, o servico oficial de defesa sanitaria animal
deve ser imediatamente informado.
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Foto: Marcos A.Z. Morés/Embrapa

Figura 16. Lesdes de erisipela.
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Amostras a serem colhidas e exames a serem solicitados:

1. Exame microbiolégico (Isolamento ou PCR de bactérias, virus e
fungos):

Aspiracao do contelddo de vesiculas, pustulas ou abscessos intactos
utilizando seringas estéreis e encaminhar refrigerado ao laboratério.

Cultura de feridas abertas (erosoes e Ulceras).

No caso de lesdes necrdéticas na epidermite exsudativa, retirar a es-

carra com uma pinc¢a ou bisturi e colher suabe umedecido da ferida

subjacente.

Estas amostras devem ser enviadas refrigeradas ao laboratério.

2. Exame direto

Raspado profundo de pele, principalmente do interior do pavilhdo au-
ricular, para identificacdo de ectoparasitas (Sarcoptes scabiei varie-
dade suis).

Estas amostras devem ser enviadas refrigeradas ao laboratério.

3. Exame histopatolégico

Fragmentos de pele abrangendo uma porgao lesionada e uma normal,
colhido em formol tamponado 10 %.

Fragmentos de diversos érgaos (pulmao, coracao, figado, rim, baco e
linfonodos) colhidos em formol tamponado 10 %, se houver suspeita
de doencas sistémicas.

Doencas sistémicas

Sinais clinicos: letargia, prostracao, anorexia, dispneia, cianose (Figura
17), mortes subitas, sinais nervosos, febre (temperatura retal > 40 °C),

diarreia e aumento de volume nas articulacdes. Estes sinais sdo bem
variaveis, sendo que alguns podem estar presentes e outros nao.
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Foto; Marcos A.Z. Morés/Embrapa

. =
Figura 17. Animal com sinais de doenca sistémica.

Possiveis causas: salmonelose, circovirose, erisipela, doenca de Glas-
ser, septicemia por Streptococcus sp, peste suina classica ou leptos-
pirose aguda.

Observacdo: no caso de suspeita de peste suina classica, o servico
veterinario oficial deve ser imediatamente notificado, mesmo antes da
colheita de materiais para exames.

Amostras a serem colhidas e exames a serem solicitados:

1. Exame microbiolégico (bacteriologia, virologia, PCR):
e Fragmentos de diversos érgaos (pulmao, linfonodos, figado e baco)
colhidos em sacos pléasticos estéreis.
e (Coleta do cérebro (suabe ou fragmento) em casos de sinais nervosos
ou de morte subita.
e (Quando presentes, colher exsudatos inflamatérios com auxilio de
seringas (Figura 18) ou suabes estéreis.
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e Em casos cursando com diarreia, colher algas intestinais (porcoes de
10 cm amarradas nas extremidades) em sacos plasticos estéreis.
e Estas amostras devem ser enviadas refrigeradas ao laboratério.

Foto: Marcos A.Z. Morés/Embrapa

Figura 18. Colheita de exsudato articular na face externa da
articulacao do jarrete.

2. Exame histopatolégico e de imuno-histoquimica:
e Fragmentos de pulmao, coracao, rim, figado, baco e linfonodos.
e (Cérebro, em casos com sinais nervosos ou mortes subitas.
e Em casos cursando com diarreia, colher porcées de 1 a 2 cm de alcas
intestinais dos locais com alterac6es macroscopicas.
e Estas amostras devem ser colhidas e fixadas imediatamente em
formol 10 % tamponado para envio ao laboratério.

Observacdo: outros tecidos devem ser colhidos sempre que forem ob-
servadas alteracdes macroscopicas.
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Exames laboratoriais
Diagnéstico histopatolégico

Principio: observacao de les6es microscépicas nos tecidos. Nao é indi-
cado para monitoramentos, apenas para analise de animais apresentan-
do sinais clinicos.

Muitas vezes, o exame histopatolégico ndo é confirmatério, porém dire-
ciona para os possiveis processos patoldgicos envolvidos: causa viral,
bacteriana ou téxica, orientando a realizacdo de outros exames.

E um exame fundamental para a interpretacdo de outros resultados la-
boratoriais.

Quando associado a imuno-histoquimica ou hibridizacao in situ, pode
fornecer diagndstico conclusivo.

Colheita das amostras: colhem-se os tecidos nos quais os agentes sus-
peitos causam lesdes, colocando-os diretamente e imediatamente em
um fixador de tecidos. O mais utilizado é o formol a 10 % tamponado,
conforme a seguinte formulacao:

Para um litro de formol 10 %:

e  Formol comercial (37 @ 40 90)...iuiiiieiiiiii s 100 mL
® Fosfato de potdssio MONODASICO......cevviviiiiiiiiiiii e 4,09
e Fosfato de potdssio dibASICO.....c.cuvviriiiiiiiiiiiii i 6,59
®  AQUa destilada.....uuueereeieeeieee e 900 mL

A utilizacdao de formol tamponado é especialmente importante para tes-
tes de imuno-histoquimica.
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Cuidados na colheita:

Coletar os tecidos o mais rapido possivel apds a eutanasia e colocéa-los
imediatamente no fixador, evitando alteracGes autoliticas.

Coletar por¢cdes de tecido com espessura maxima de 1 cm, para melhor
fixacdo (Figura 19).

A proporcéo de formol/tecido deve ser de 9:1 (Figura 20).

Néao se deve refrigerar o material em formol. Manter e enviar ao laboraté-
rio em temperatura ambiente.

Utilizar frascos de boca larga, como recipientes para as amostras.

Ter o cuidado para nao lesionar os tecidos, pressionando-os com pinc¢as
ou raspando-os com facas ou outros instrumentos.

Diferentes tecidos de um mesmo animal podem ser colocados no mesmo
frasco, porém amostras de animais diferentes devem ser colocadas em
frascos separados.

Foto: Marcos A.Z. Morés/Embrapa

Figura 19. Tamanho dos tecidos para histopatologia.



DiagSui Embrapa - Diagnéstico laboratorial na clinica de suinos 29

Foto: Nelson Morés/Embrapa

Figura 20. Proporcao correta de formol/tecido.

Diagndstico microbioldgico: isolamento microbiano

Principio: Isolamento e identificacdo de agentes infecciosos vidveis en-
volvidos no processo patolégico. O isolamento de bactérias permite a
realizacdo de exames de sensibilidade antimicrobiana como antibiogra-
mas ou concentracao inibitéria minima (CIM) para direcionar o trata-
mento a campo.
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Colheita das amostras: os animais de escolha para colheita de amostras
sdo aqueles no curso agudo da doenca e, no caso de suspeita de bac-
téria, animais que nao estejam recebendo tratamento antimicrobiano,
principalmente pela via parenteral.

Colher os tecidos sempre dando preferéncia aos locais onde existirem
lesbes macroscopicas (espessura de aproximadamente 5 x 5 cm para
6rgaos parenquimatosos) (Figura 21) e 10 cm de comprimento para in-
testinos. Acondiciona-los diretamente e imediatamente em recipiente
estéril (saco plastico) sob refrigeracao (4 °C).

Foto: Marcos A.Z. Morés/Embrapa

-
Figura 21. Colheita de pulméo com lesdo para microbiologia.

Alcas intestinais devem ser amarradas nas extremidades (Figura 8).

Em casos com presenca de liquido alterado (turvo e/ou com fibrina) nas
cavidades (exsudatos de pleura, pericardio, articulacdes, liquido cefalor-
raquidiano - em caso de sintoma nervoso), colher o liquido com o auxi-

lio de seringa e agulha estéreis ou suabes (Figura 22).
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Foto: Marcos A.Z. Morés/Embrapa

Figura 22. Colheita de suabe de articulacao.

Na colheita de suabes, enrolar a fibrina no suabe ou utilizar meios de
transporte especificos para os agentes de interesse.

O tempo entre colheita e processamento da amostra ndo deve ultrapas-
sar 48 horas.

Cuidados na colheita e envio ao laboratério:

Para evitar contaminacdes, sempre priorizar a colheita de amostras des-
tinadas para isolamento bacteriano.

Evitar o envio de 6rgéos inteiros, pois prejudica a conservacdo dos mes-
mos.

Utilizar caixa de isopor e gelo gel reciclavel suficiente para manter o am-
biente refrigerado (4 °C). Nunca congelar as amostras. O espaco vazio
que por ventura sobrar na caixa deve ser preenchido com jornal ou papel
amassado para manter melhor a temperatura e o material organizado.

31
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Cuidados na interpretacdo dos resultados: isolamento de bactérias nor-
mais da microbiota de alguns tecidos (por exemplo, E. coli e Clostridium
perfringens do intestino; Haemophilus parasuis ou Streptococcus suis
do pulmao ou tonsilas, dentre outros) nao é garantia de que o agente
isolado desses locais seja o causador do problema. Nestas situacoes,

é necessario associar o diagndstico bacteriolégico com outros exames
laboratoriais (por exemplo, patolégico) ou realizar ensaios adicionais de
tipificacdo ou pesquisa de fatores associados a viruléncia (por exemplo,
pesquisa de fimbrias de E. coli).

Diagnéstico por imuno-histoquimica (IHQ)

Principio: utilizando anticorpos especificos, o teste identifica antigenos
em tecidos fixados em formol e incluidos em parafina (reacdao antigeno/
anticorpo). O teste pode ser utilizado para pesquisa de antigenos de
agentes infecciosos (Figura 23) ou antigenos celulares especificos. Nao
é indicado para monitoramentos, apenas para andlise de animais apre-
sentando sinais clinicos.

Em suinocultura, é mais utilizado para agentes infecciosos de dificil iso-
lamento, como PCV2, Lawsonia intracellularis, Brachyspira sp. e
Mycoplasma hyopneumoniae.

E um teste complementar e sempre associado a histopatologia, porque
permite relacionar diretamente a presenca do agente etiolégico com as
lesdes.

Colheita das amostras: para imuno-histoquimica, sdo utilizadas as mes-
mas amostras enviadas ao laboratério para exame histopatoldgico, das
quais serao preparadas novas laminas para este teste. Portanto, as
orientacdes para colheita sdo as mesmas descritas para o exame histo-
patoldgico.
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Foto: Marcos A.Z. Morés/Embrapa

positiva em vermelho).

Cuidados na interpretacdo dos resultados: em lesdes cronicas, muitas
vezes o antigeno (virus ou bactéria) pode nao estar mais presente nos
tecidos. Neste caso, o resultado da IHQ vai dar negativo, mesmo na
presenca de lesdes compativeis com a infeccao. Este fator é critico
principalmente para agentes virais como Influenza e Rotavirus. Por esta
razao, é sempre importante a colheita de amostras de animais na fase
aguda do quadro clinico.

Diagnéstico molecular (PCR, RT-PCR e qPCR)

Principio: deteccao do material genético (DNA ou RNA) especifico de
um agente etioldégico (bactéria, fungo, virus ou protozoario) presente na
amostra (tecido, fluido e excreta).
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Estas técnicas permitem apenas a identificacdo do material genético na
amostra pesquisada e nao a sua viabilidade. Sao importantes para de-
teccao de microrganismos de dificil crescimento in vitro (por exemplo,
virus, micoplasmas, espiroquetas e bactérias intracelulares como Law-
sonia intracellularis).

As técnicas moleculares podem ser utilizadas para diagnéstico de pro-
blemas clinicos quando associadas com outros exames como a histopa-
tologia, ou para identificacao de portadores para monitoramento de ani-
mais em quarentena, estudos de dindmica da infeccao em rebanhos e
doencas exodticas, entre outros.

Definicoes:

e PCR: Reacdo em Cadeia pela Polimerase (objetivo: detectar DNA).

e RT-PCR: Reacédo de transcriptase reversa, seguida de uma reacdo de PCR
(objetivo: detectar RNA).

e gPCR: Reacdo em Cadeia pela Polimerase em Tempo Real (objetivo: de-
tectar e/ou quantificar DNA em tempo real).

®* RT-gPCR: Reacao de transcriptase reversa, seguida de uma reacao de
PCR em Tempo Real (objetivo: detectar e/ou quantificar RNA).

e Multiplex PCR: Deteccao de mais de um alvo na mesma reacdo. Pode ser
utilizado para detectar, ao mesmo tempo, mais de um agente, diferentes
sorotipos ou diferentes fatores de viruléncia, por exemplo.

Colheita das amostras: normalmente, os procedimentos sdo os mesmos
indicados para a colheita de materiais para isolamento microbioldgico.
Os animais de escolha para colheita de amostras sao aqueles no curso
agudo da doenca.

Colhem-se os tecidos com lesdes, colocando-os diretamente e imediata-
mente em recipiente estéril (saco plastico) e sob refrigeracéo (4 a 8 °C).

Observacdo: pode ser o mesmo material destinado ao exame microbio-
I6gico (bacterioldgico ou viroldgico).
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Tamanho da amostra:
e Tecidos: tamanho aproximado de 5 a 10 cm.
® Sangue, liquidos e secrecdes: aproximadamente 1 mL, colhido com se-
ringa e agulha novas ou com auxilio de suabes. E sempre importante fa-
e zer contato prévio como o laboratério, pois a quantidade de material ne-
cessaria pode variar de acordo com a técnica.
e Fezes: b g.

Para pesquisa de agentes virais, deve-se utilizar suabes sintéticos (dra-
con ou rayon). Neste caso, os suabes devem ser armazenados em meio
de transporte de virus (meio de cultura ou solucio salina de fosfatos

- PBS suplementado com antibidticos, antimicéticos e albumina sérica
bovina fracdo V; OIE 2010). Como alternativa, pode ser utilizado como
meio de transporte apenas solucao salina (pH: 6,00).

Cuidados na colheita:

e Juntamente com o material para exame bacteriolégico, deve ser o pri-
meiro material a ser colhido para evitar contaminacdo da amostra.

e Evitar o envio de 6rgaos inteiros, porque prejudica a conservacao.

e Utilizar caixa de isopor e gelo gel reciclavel para manter o ambiente refri-
gerado para o transporte das amostras.

* Na colheita de sangue total, utilizar EDTA como anticoagulante. Nunca
utilizar heparina, porque inibe as reacdes de PCR.

e Para deteccdao de DNA (PCR ou gqPCR), as amostras podem ser congela-
das para o envio ao laboratério.

e Para deteccdo de RNA (RT-PCR ou RT-gPCR), enviar o material refrige-
rado, nunca congelar as amostras. O tempo entre a colheita do material
e a entrada no laboratério deve ser de no maximo 48 horas.

Cuidados na interpretacdo: deteccao de microrganismos normais da mi-
crobiota de alguns tecidos, por exemplo:

e E. coli e Clostridium perfrin-gens do intestino.
® Haemophilus parasuis, Streptococcus suis do pulmao/tonsilas.
e PCV2 em linfonodos ou outros tecidos.
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A deteccao destes microrganismos nestes tecidos nao é garantia de
que este seja o agente causador do problema. Nestas situacdes, é ne-
cessario associar o diagndstico molecular com outros ensaios laborato-
riais (por exemplo, patoldgico), ou realizar ensaios adicionais de tipifica-
cao (por exemplo, pesquisa de fimbrias de E. coli).
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