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RESUMO

O presente relatério descreve as atividades desenvolvidas e acompanhadas no
periodo de 08 de janeiro a 15 de maio de 2018 no Laboratério de Analises
Veterinarias MercolLab, durante a disciplina de Estagio Curricular Obrigatério
Supervisionado do curso de Medicina Veterinaria da Universidade Federal do
Parand — Setor Palotina. As atividades foram realizadas na area de analises
laboratoriais veterinarias com foco em sanidade animal, sob a orientacdo do
Prof. Dr. Nelson Luis Mello Fernandes e supervisdo da Med. Vet. Joice
Aparecida Le&do. Durante o periodo de realizagdo do estagio foram
acompanhados processamentos de mais de 1000 amostras, em sua maioria
para diagnosticos de carater bacteriologico, bem como necropsias de aves,
suinos e peixes. O objetivo deste trabalho é descrever a estrutura e o
funcionamento do local do estagio, relatar as atividades realizadas e a
casuistica, além de breves relatos de necropsias acompanhados.

Palavras-chave: Laboratorio Veterinario; Sanidade animal; Necropsias.
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1. INTRODUCAO

O Estagio Supervisionado foi realizado no Laboratorio de analises
veterinarias MercolLab, localizado na cidade de Cascavel- PR, no periodo de
08 de janeiro a 15 de maio de 2018. A carga horéria total de 720 horas foi
cumprida de segunda a sexta-feira, das 8h as 17h, sob a supervisdo da Médica
Veterinaria Joice Aparecida Ledo. Diversas rotinas laboratoriais puderam ser
acompanhadas, dentre elas andlises microbiolégicas, histopatologicas,
soroldgicas, moleculares e necropsias. Também foram acompanhadas visitas
aos aviarios experimentais da empresa, onde € realizada a avaliacdo da
eficiéncia de acidos organicos e probidticos no controle da Salmonella
Heidelberg em frangos de corte.

O presente relatério tem como objetivo descrever a estrutura e o
funcionamento do local de estagio, relatar as atividades desenvolvidas e as

casuisticas, dentre elas as necropsias acompanhadas.
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2. DESCRICAO DO LOCAL DE ESTAGIO

O Laboratério de andlises veterinarias MercoLab se dedica a &rea de
sanidade animal com foco em investigacdo, diagndstico e monitoria das
doencas de aves, suinos e mais recentemente, de peixes. Sua sede esta
localizada na Rua Maringa 2388, bairro S&do Cristovao, Cascavel-PR e possui
uma filial em Chapec6-SC. O laboratério € credenciado pelo MAPA - Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento para a realizacdo de andlises oficiais
conforme o PNSA - Plano Nacional de Saude Avicola, que define estratégias
de vigilancia epidemiolégica para as doencas avicolas de controle oficial,

destacando entre elas as salmoneloses e micoplasmoses.

2.1 ESTRUTURA FISICA DO LABORATORIO VETERINARIO MERCOLAB

O laboratorio de Cascavel (Figura 1) é dividido em diversos setores
(Figura 2) como preparacdo de meios de cultura, recepcao de materiais, sala
de coleta de materiais, necropsias, bacteriologia, lavagem e esterilizacéo,
sorologia, PCR, micotoxinas, histopatologia e salas de experimentos. O horario
de atendimento para recebimento de amostras é de segunda a sexta-feira das
8h00 as 17h30. Quando as amostras sdo encaminhadas sexta-feira a tarde,

seu processamento ocorre no sabado pela manha.
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Figura 1: Fachada do Laboratério de Andlises Veterindrias MercolLab.

Fonte: Google Imagens, disponivel em https://www.petboop.com/prestadores/Bairro-Sao-
Cristovao--Cascavel--P R/MercolLab-Laboratorios-Ltda./20313/

Figura 2: Setor de Bacteriologia (A), Setor de PCR (B), Setor de
Micotoxinas (C)

Fonte: MercolLab, 2018.
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3. ROTINA DO LOCAL DE ESTAGIO

As amostras, ao chegarem ao setor de recebimento, séo identificadas
por nimero de protocolo e entdo encaminhadas para o setor de coleta de
materiais, onde sao separadas em volume adequado, mantendo uma parte da

amostra como contraprova.

No setor de necropsia sdo coletadas amostras de 6rgdos de aves,
suinos e peixes, que chegam ja refrigerados. Se recebidos animais ainda vivos
estes sdo encaminhados para realizacdo de eutandsias de maneira indolor,
rapida e sem sofrimento. As amostras coletadas em necropsia sdo entéo
encaminhadas para analises bacterioldgicas, histopatolégicas, sorolégicas e/ou

moleculares.

Quando destinadas ao PCR (do inglés, Polymerase Chain
Reaction), as amostras sdo diretamente enviadas ao setor, onde a profissional
responsavel faz a coleta por meio de swabs das amostras — que séo

geralmente de érgaos ou fezes.

pY

Caso as amostras sejam destinadas a andlise Histopatoldgica, devem
estar armazenadas em solugdo de formalina tamponada neutra (formol) a 10%
em proporcdo de 1:10. As laminas montadas pelo histotecnologista sao
enviadas para a médica veterinaria histopatologista, que atua fora da empresa

e envia o laudo ao laboratério.

Se destinadas a sorologia, as amostras devem estar refrigeradas
para que possam ser submetidas aos exames de inibicdo da hemaglutinacéo
(HI), soroaglutinacédo r4pida em placa (SAR), soroaglutinacdo lenta (SAL) e/ou
teste ELISA (do inglés Enzyme-Linked Immunosorbent Assay).

As amostras destinadas ao setor de Bacteriologia sdo pesadas e
encaminhadas para o cultivo de acordo com as determinagcdes da Portaria
n°126 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, que aponta as
normas de credenciamento e monitoramento de laboratérios de diagndstico das
Salmoneloses aviarias. Para incubacdo de determinadas amostras, também se

leva em consideracdo as determinacdes de nimero 6579 da ISO (International
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Organization for Standardization), uma entidade de padronizacdo e

normatizagdo internacional que especifica um método horizontal para detecgéo
de sorotipos de Salmonella.
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4. DESCRICAO DAS ATIVIDADES E CASUISTICAS

Durante o periodo de estagio, foram acompanhados processamentos de
mais de 1000 amostras, além de necropsias de suinos, aves e peixes.

Muitas vezes, uma mesma amostra é destinada, a pedido do cliente, a
diferentes exames. E preciso, entdo, dividi-la de forma que se obtenha um

nimero de amostras suficiente para todos os exames.

Como a maior parte do estagio se passou no setor de Bacteriologia, o
nimero de acompanhamentos de amostras com esse destino supera 0s

demais, como mostra o Grafico 1.

Gréfico 1: DistribuicBo de encaminhamento das amostras acompanhadas no laboratério
Mercolab, no periodo de 08/01 a 11/05/2018.

1 PCR

= Necropsias
» Bacteriologia
= Sorologia

® Micotoxinas

= Histopatologia

4.1 SETOR DE BACTERIOLOGIA — ISOLAMENTO DE Salmonella spp.

Salmonella spp. sdo bacilos Gram negativos da familia
Enterobacteriaceae. S&o bactérias ndo esporogénicas, tanto aerdbicas, quanto
anaerbbicas facultativas. Possuem flagelos moveis, exceto Salmonella
Pullorum e Salmonella Gallinarum. As salmonelas possuem forma de
bastonetes com bordas lisas e brilhantes, medem em torno de 0,7 - 1,5 x 2,5
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um. Produzem &cido sulfidrico e gas carbbnico a partir da glicose,
descarboxilam a lisina e a ornitina e ndo hidrolisam a ureia. As temperaturas
otimas de crescimento das colénias variam entre 35 e 37°C e pH deve variar
entre 6,5 e 7,5 (FORSHELL e WIERUP, 2006).

Os sorotipos diferenciam-se pelos antigenos somaticos (O), capsulares
(V) e flagelares (H) (FERREIRA et. al. 2014). Cerca de 2579 sorotipos de
Salmonella ja foram detectados e classificados em duas espécies, Salmonella
enterica e Salmonella bongori. A espécie Salmonella enterica é dividida em
seis subespécies: enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae e indica
(GRIMONT e WEILL, 2007).

O isolamento de salmonelas para monitoramento e controle feito no
MercoLab é realizado para aquelas de interesse econdmico e produtivo, como
a Salmonella Gallinarum, Salmonella Pullorum, Salmonella Enteritidis e
Salmonella Typhimurium, essas salmoneloses tem grande importancia
econdbmica na producdo animal, podendo representar altos custos dentro da
cadeia produtiva e entraves no consumo e na importacao de produtos.

O isolamento de Salmonella spp. € a principal analise realizada no
laboratério, sendo executada diariamente. Consequentemente, é a andlise

mais acompanhada como mostra no Grafico 2.

Gréfico 2: Distribuicdo de atividades realizadas e/ou acompanhadas no setor de
Bacteriologia, no periodo de 08/01 a 11/05/2018.
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Entre as amostras recebidas neste setor estdo 6rgaos (figado, coracéo e
ceco) de aves e suinos, meconios, excretas de aves e fezes de suinos, ovos
embrionados e comerciais, camas de aviarios, alojamentos de aves e suinos,
residuos de incubatério, alimentos de origem animal —carnes e produtos
carneos—, swabs de cloacas, gaiolas, ambientes —superficies e instalacdes—,

swabs de maos e de fundos de caixa.

As amostras destinadas ao diagnostico bacteriolégico devem ser
mantidas de 2 a 8°C por ndo mais que 48h e devem possuir volume de acordo
com a Tabela 1.

Tabela 1: Classificacdo dos tipos de amostras para regulacdo do wolume em relagdo ao
padrédo de pesagem.

Tipo de amostra recebida Pesagem

Pintainhos de 1 dia 2,0+£0,29

Owos embrionados (6rgaos, gema, ceco) 2,0+£0,29

Lote de 150 owos 2,0£0,2g

Farinha 25,0 £ 0,29

Fezes e fezes frescas 7,0+£0,29

Penugem 7,0+0,29

Ceco 25,0 + 0,2g ou a quantidade que vier
Orgaos ja coletados 2,0+£0,2g ou 7,0 £ 0,29

Meconio 2ml

. Fonte: MercoLab, 2018.

Os procedimentos foram realizados respeitando as determinacdes da
Portaria n°126 do MAPA (Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento).
No caso de amostras de farinhas, alimentos, swabs de excretas, cloaca e
intestino oriundas de propriedades envolvidas com exportacdo cabe a

normativa 6579 da Organizacdo Internacional para Normalizacédo (ISO).
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As amostras processadas de acordo com o MAPA foram mais
acompanhadas que as processadas de acordo com a ISO, como mostra o
gréafico a sequir (Grafico 3).

Grafico 3: Amostras acompanhadas e processadas de acordo com ISO 6579 e MAPA 126 no
setor de Bacteriologia, no periodo de 08/01/2018 a 11/05/2018.
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ApOs as pesagens as amostras devem ser enriquecidas com caldos de
meios de cultura ndo seletivos, para melhorar as chances de isolar
posteriormente a Salmonella. O meio de enriquecimento ndo seletivo
determinado pelo MAPA é o caldo BHI (Brain Heart Infusion), uma infusao de
cérebro-coracdo, peptona e dextrose, que é um carboidrato utilizado para
fermentacdo. O caldo BHI possui fontes de nitrogénio, carbono, enxofre e
vitaminas, sendo rico em nutrientes necessarios para o crescimento de micro-

organismos.

O caldo BHI deve ser adicionado dentro dos nascos (sacos
estéreis) na proporcdo 1:10 (Figura 3). Nas amostras ndo pesadas, deve-se
adicionar de forma que a amostra fique totalmente imersa. Deve-se incubar a
36 £ 1°C por 18h — 24h.
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Figura 3: Adicdo de meio de cultura ndo seletivo BHI em nasco estéril
contendo amostra.

Fonte: MercolLab, 2018.

Para enriquecimento seletivo sdo utilizados os caldos Tetrationato e
Rappaport Vassialidis. O caldo Tetrationato € composto de iodo metalico,
iodeto de potéssio e dgua destilada. Este caldo possui sais de bile que inibem o
crescimento de micro-organismos Gram-positivos. O caldo Rappaport
Vassialidis utilizado é composto por peptona de soja, cloreto de sédio, fosfato
de potassio monobasico e dibasico, cloreto de magnésio e verde malaquita.
Este meio de enriquecimento é seletivo para Salmonella spp., pois outras
enterobactérias séo inibidas pelo Verde Malaquita, alta pressdo osmética e/ou
baixo pH. A Salmonella Typhi e a Salmonella Choleraesuis, porém, sao

sensiveis ao verde malaquita e podem ser inibidas.

Para a realizacdo deste procedimento sdo utilizados quatro tubos
de ensaio, dois deles contendo 20mL de caldo Tetrationato e dois contendo
20mL de caldo Rappaport Vassialidis (Figura 4). Séo utilizados 8mL da
amostra, 2mL para cada tubo. Ap6s a inoculagdo dos caldos seletivos, tem-se
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entdo quatro tubos de uma mesma amostra, dois de tetrationato e dois de
Rappaport. As duplicatas sdo exigéncia da normativa n°126, que afirma que um
dos conjuntos deve ser incubado a temperatura de 36+1°C e o outro, de 42-
43°C; ambos por 18-24h, visando aumentar a possibilidade do isolamento de
Salmonella spp.

Figura 4: Tubos de ensaio contendo caldo Tetrationato (mais claro) e tubos de
ensaio contendo caldo Rappaport Vassialidis (azul).

Fonte: MercoLab, 2018.

Os meios de cultura para isolamento de Salmonella preconizados pelo
MAPA incluem: agar Rambach, agar MacConkey, agar Verde Brilhante e agar
Hektoen. No laboratério MercoLab os meios mais comumente utilizados sao
agar Verde Brilhante (VB) e agar Hektoen (HE). O agar Verde Brilhante € um
inibidor corante verde brilhante muito utilizado para o isolamento de
Salmonella. Este agar diferencia micro-organismos fermentadores de lactose
ou sacarose, como, por exemplo, a bactéria Escherichia coli, dos que nao
fermentam a partir dos referidos acucares, como a Salmonella. A diferenciacao
€ possivel porque quando estes acucares ndo sdo fermentados, as colbnias
apresentam cor vermelha e, quando fermentados, verde-amarelada
(TRABULSI, 2002).

O &gar Entérico de Hektoen (HE), por sua vez, possui sais biliares,

corante azul de bromotimol e fucsina acida, que inibem o crescimento da
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maioria dos micro-organismos Gram-positivos. Este meio diferencia as
enterobactérias pela fermentacdo dos agucares salicilina, sacarose e lactose.
Os micro-organismos que produzem hidroxido de enxofre, como é o caso da
Salmonella, desenvolverdo cor negra no centro da colénia enquanto que 0s
fermentadores de salicina e/ou lactose formardo colénias de amarelas a
laranjas. Os ndo fermentadores desses acucares desenvolverdo colbnias
verdes e verdes azuladas. E um 6timo meio para diferenciar a Salmonella de
outras enterobactérias (TORTORA, 2003).

Uma aliquota do cultivo do caldo de Tetrationato e Rappaport Vassialidis
proveniente dos tubos é transferida para placas de Petri contendo Agar Verde
Brilhante e Agar Hektoen. A semeadura em superficie é realizada por
esgotamento, de forma a obter colbnias isoladas. As placas s&o incubadas a
37°C, por 24 horas. ApGs este periodo de incubacdo € possivel visualizar as
colbnias suspeitas de Salmonella spp. No agar Hektoen se apresentam com
centro preto por produzirem hidréxido de enxofre e no agar verde brilhante se
apresentam rosadas, por ndo fermentarem lactose ou sacarose (Figura 5). O
processo de semeadura também € feito em duplicata, para melhorar as

chances de isolamento.

Figura 5: Colbnias caracteristicas de Salmonella spp. em agar Verde Brilhante e
agar Hektoen (respectivamente).

Fonte: MercoLab, 2018.



23

As coldnias selecionadas com caracteristicas de Salmonella spp. devem
ser submetidas aos testes bioquimicos preliminares como mostra a tabela
padrdo. (Tabela 2) Os testes bioquimicos sao capazes de indicar qual o género
de Salmonella presente nos meios seletivos. Os meios de cultura para estes
testes bioquimicos sdo: Agar triplice de aglcar e ferro (TSI), Agar lisina-ferro
(LIA), Agar SIM (Syulphide Indol Motility), Caldo uréia e Citrato de Simmons
(Figura 6)

Tabela 2: Identificacdo de género de Salmonella de acordo com comportamento bioquimico.

Componente Salmonella Salmonella Salmonella sp. Salmonella sp.

bioquimico pullorum gallinarum Sub-espécie | — Sub-espécie Il a
S. Tiphymurium e Ill b — Antigo
e S. Enteritidis  grupo Arizona

TSI 24h Base Amarelo (acido) Amarelo Amarelo (4cido) Amarelo (acido)
gas +/- (acido) gas - gas + gas +

TSI 24h Bisel Vermelho Vermelho Vermelho Vermelho
(alcalino) (alcalino) (alcalino) (alcalino) ou

Amarelo (4cido)

TSI 24h H2S +/- + + +

LIA 24h Base Purpura Purpura Parpura Parpura (alcalino)
(alcalino) (alcalino) (alcalino)

LIA 24h H2S +/- + + +

Urease - - - -

Motilidade - - + +

Fonte: Port. 126 — MAPA, 1995.
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Figura 6: Tubos de ensaio contendo meios de cultura utilizados para teste de
comportamento bioguimico de Salmonella spp.

Fonte: Mercolab, 2018.

As cepas que apresentarem perfil bioquimico compativel podem ser
sorotipificadas caso solicitado pelo requisitante. Conhecendo os sorotipos e as
possiveis fontes de contaminacdo, pode-se tomar acdes especificas para
melhorar o controle da Salmonella spp., ja que suas caracteristicas
epidemioldgicas dificultam sua eliminacdo completa.

4.2 SETOR DE SOROLOGIA

No setor de sorologia foi possivel acompanhar a andlise de
soroaglutinacdo rapida em placa (SAR), teste ELISA (do inglés Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) e a Inibicdo da hemaglutinagéo (HI), como mostra o
Grafico 4.

A soroaglutinacdo rapida em placa é um teste rapido para detectar as
reacbes antigeno-anticorpo, onde sdo adicionados 30ul da amostra e 30ul do
antigeno especifico em uma placa de vidro (Figura 7). Dois minutos apés a

homogeneizacéo, observa-se, sob superficie iluminada, se houve ou nao
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ocorréncia de aglutinacdo. A ocorréncia da reacdo indica positividade. A

confirmacgéo é feita por meio do teste de imunoadsor¢do enzimatica (ELISA).

Grafico 4: Distribuicdo de atividades realizadas e/ou acompanhadas no setor de
Sorologia, no periodo de 08/01 a 11/05/2018.

® Elisa

# |nibicdo da
hemaglutinagdo

60%

Soroaglutinagéo rapida

Figura 7: Superficie de vidro para realizacdo do teste de soroaglutinacdo rapida.

Fonte: Mercolab, 2018.
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O teste ELISA é um ensaio imunoenzimatico que detecta reacdes
antigeno-anticorpo. Este teste possui alta sensibilidade e alta especificidade,
sendo um dos diagnésticos soroldgicos mais buscados pelos clientes do
laboratorio MercoLab. O laboratério utiliza dois kits para realizacdo do teste, o
kit BioChek® e IDEXX®© Laboratorios (Figura 8).

Figura 8: Kit IDEXX© para teste ELISA utilizado pela sorologia.

Fonte: Mercolab, 2018.

O teste de inibicdo da hemoaglutinacéo (HI) verifica o titulo de anticorpo
frente a um antigeno especifico. E considerado um teste préatico e eficiente por
ser mais especifico (JUNIOR, 2000). Sdo utilizadas, para realizacdo do teste,
microplacas (fundo em “V’) de 96 orificios (Figura 9), onde sédo adicionados
50ul da amostra e 50l de solugdo contendo 1% em todos os orificios. Em cada
prova sao utiizados soros controles positivos e negativos. Deve,
obrigatoriamente, ser includa uma titulacdo controle das unidades
hemaglutinantes (UHA). A placa é deixada em repouso por uma hora a
temperatura ambiente. O titulo é expresso como a reciproca da maior diluicdo

que inibiu completamente a hemaglutinacao.
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Figura 9: Teste de Inibicdo da hemaglutinagdo em microcroplacas (fundo em “V’)
de 96 orificios.

Fonte: Mercolab, 2018.

Os diagnésticos sorolégicos sdo selecionados conforme as preferéncias
dos requisitantes, em termos de custo e beneficio. Entretanto, o laboratério
indica quais os testes recomendados para determinadas suspeitas, como
mostra a Tabela 3.
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Tabela 3: Testes para diagnésticos sorolégicos disponiveis no laboratério MercolLab.

Suspeita Diagnostico
Doencga de Newcastle ELISA, HI
Sindrome da Queda de Postura HI
Mycoplasmahyopneumoniae, Mycoplasma ELISA
meleagridis

Mycoplasma gallisepticum e Mycoplasma ELISA, SAR, HI
synoviae

Salmonella Gallinarum e S. Pullorum SAL
Reovirus ELISA
Encefalomielite ELISA
Anemia Infecciosa Avaria ELISA
Doenga de Gumboro ELISA
Bronquite Infecciosa Aviaria ELISA
Artrite Viral ELISA
Pneumovirus ELISA

Fonte: MercoLab, 2018.

4.3 SETOR DE MICOTOXINAS

As micotoxinas sdo metabdlitos secundarios produzidos por uma
variedade de fungos, especialmente por espécies dos géneros Aspergillus,

Fusarium e Penicillium, como mostra a Tabela 4.
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Tabela 4: Exemplos de micotoxinas, seus fungos produtores e alimentos onde as mesmas
podem ser encontradas.

Micotoxina Fungos Alimento
Aflatoxinas Aspergillus spp. Amendoins, milho, cereais,
café

Ocratoxina A Aspergillus spp. e Cereais, café, uvas,
Penicillium spp. vinhos, milho, soja, arroz

Fumonisina Fusarium spp. Milho, trigo

Desoxinivalenol Fusarium spp. Milho, cereais

Zearalenona Fusarium spp. Milho, cereais

Tricotecenos T-2 e HT-2 Fusarium spp. Milho, trigo

Fonte: Adaptado de MOGENSEN, 2012.

A producdo de micotoxinas depende do crescimento fingico, portanto
pode ocorrer em qualquer época do crescimento, colheita ou estocagem do
alimento. O crescimento do fungo e a presenca de toxinas ndo sao sinénimos,
porque nem todos os fungos produzem toxinas. Por outro lado, as micotoxinas
podem permanecer no alimento mesmo apds a destruicdo dos fungos que as
produziram e podem afetar consideravelmente o rendimento da producéo

animal e a salde e bem-estar dos animais.

A necessidade de monitorar grandes volumes de matrizes alimentares
no que se refere a presenca de micotoxinas e seus limites estabelecidos por
lei, torna necesséaria a utilizacdo de métodos analiticos rapidos, eficientes e
baratos. O ensaio imunoenzimatico em meio sélido (ELISA) tem mostrado ser
uma ferramenta de grande importancia para a analise das micotoxinas nos
alimentos destinados ao consumo humano e animal. O laboratério de analises
veterinarias MercoLab dispde de kits de teste ELISA para deteccdo de
micotoxinas, como as Aflatoxinas, Ocratoxinas A, Zearalenona,

Desoxinivalenol, Fumonisinas e Toxina T-2.
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Sédo utilizados 20g da amostra pesadas em balancas semi analiticas.
Para amostras com suspeita de presenca de Aflatoxinas (AFLA), Ocratoxinas A
(OTA), Zearalenona (ZON) Fumonisinas (FUMO) e Toxina T-2 é preciso
adicionadar 100 ml de metanol a 70%. Para amostras com suspeita de
presenca da micotoxina Desoxinivalenol (DON) é necessario adicionar 100 ml
de H20 destilada. As amostras sdo homogeneizadas de forma que os graos
sejam reduzidos a particulas menores. Apds esta etapa algumas amostras séo

diluidas como mostra a Tabela 5.

Tabela 5: Conduta adotada para diluicdo das amostras com suspeitas de presenca de
micotoxinas.

Micotoxinas suspeitas Diluicbes
Aflatoxina B1 N&o diluir, utilizar o bruto do pote.
Ocratoxina

Nao diluir, utilizar o bruto do pote.

Zearalenona Diluir 100 pl da amostra em 400 pl de
metanol 70%

Fumonisina B1+B2 Diluir 50 pl da amostra em 950 yl de H20
Deoxinivalenol Diluir 100 pl da amostra em 300 pl de H20
Tricotecenos T-2 e HT-2 Nao diluir, utilizar o bruto do pote.

Fonte: MercoLab, 2018.

As microplacas estdo impregnadas com anticorpo especifico, em
seguida adiciona-se 200ul de conjugado e 100ul da amostra. A microplaca é,
entdo, lavada com H20 destilada; 100ul da solucdo de substrato sé&o
adicionados e, por fim, 100yl da solucdo STOP que fara parar a reacdo. A

microplaca é entdo inserida na leitora de ELISA modelo Stat Fax (Figura 10).
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Figura 10: Leitora de ELISA do setor de Micotoxinas. Modelo
Stat fax.

Fonte: MercoLab, 2018.

4.4 SETOR DE PCR

Os métodos moleculares estdo sendo cada vez mais utilizados para
auxiliar no monitoramento dos patdgenos dentro da cadeia de producdo de
aves e suinos. Entre eles, se destaca a Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR), por ser uma metodologia rapida e sensivel (MALORNY et al., 2009).

O Laboratorio de Andlises Veterinarias Mercolab oferece as técnicas de
PCR convencional e PCR Real Time (Figura 13), que permite o
acompanhamento da reagdo em tempo real, o que o diferencia do PCR
convencional onde os resultados sdo obtidos somente no final da andlise. A
disponibilidade dessa tecnologia possibilita melhoras nos diagnésticos de
doencas genéticas, deteccdes de resisténcias bacterianas a antibiéticos além
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de detectar e quantificar micro-organismos em produtos derivados das cadeias
de produgéao animal (DUFFY et al., 2012).

A PCR Real Time compreende as etapas da PCR convencional,
desnaturacdo, anelamento e extensdo, porém acrescida de flu6foro, uma
molécula que libera fluorescéncia quando excitada por luz. Acoplado ao
termociclador (Figura 11), h4 Luz UV que detecta a fluorescéncia liberada pela
molécula.

Figura 11: Termociclador para PCR em tempo real Rotor-Gene Q, MARCA
QIAGEN.

Fonte: MercoLab, 2018.

O Laboratério de andlises MercoLab oferta a possibilidade de
diagndstico molecular para diversas doencas de aves e suinos, como mostra a
tabela a seguir (Tabela 6).
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Tabela 6: Possiveis diagndsticos moleculares para doencas de suinos e aves por meio de
andlise de PCR conwencional e ou Real time, ofertadas pelo Laboratério MercoLab.

Suinos

Aves

Actinoballius pleuropneumoniae

Circovirus suino
Rotavirus
Haemophillus parasuis

Multiplex PCR para Brachyspira hyodsenteriae,
B. pilosicoli, Lawsonia intracelularis

Mycoplasma hyopneumoniae

Parvovirus suino

Pasteurella multocida

Salmonella spp.

Deteccao e tipificacdo de Clostridium perfinges
Multiplex PCR para Circovirus e Panvovirus
PCR para Influenza A

Tipificacdo de influenza (HLN1-H3N2)
Mycoplasma hyorhinis

Brachyspira hyodysenteriae

Lawsonia intracellularis

Tipificacdo de Escherichia coli

Salmonella spp. (Método DNAble)

Bronquite infecciosa
Gumboro
Reovirus

Multiplex PCR para Mycoplasma
gallisepticum, Mycoplasma synoviae

Pasteurella multocida

Tipificacdo do virus da Bronquite Infecciosa
Das Galinhas

Mycoplasma synoviae
Salmonella spp. (método convencional)

Tipificacdo Pneumovirus Awviario A e B

Fonte: MercoLab, 2018.
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4.5 SETOR DE HISTOPATOLOGIA

O método de diagnéstico histopatolégico caracteriza lesbes
microscopicas e as correlaciona com as ac¢des de determinados patégenos. O
enfoque do laboratério de analises MercoLab é detectar estes possiveis
patdbgenos e apontar estratégias para a melhora na sanidade e bem estar dos

animais.

As amostras chegam imersas em solucdo de formalina tamponada
neutra (formol) a 10%, da qual s&o retiradas para serem submetidas ao
processo de clivagem, que consiste na reducdo dos tecidos coletados a
fragmentos com 3 a 5mm de espessura. Caso haja presenca de lesao, a
amostra deve conter tecido normal e parte do tecido alterado. O restante das
amostras € armazenado como contra prova por 30 dias, em solugcdo de formol
a 10%.

Em seguida os fragmentos sdo mergulhados novamente no formol, com
o0 objetivo de melhorar a conservacdo. Quando as amostras envolvem tecido
0sseo, estas sao colocadas em solucdo de descalcificagcdo composta por 50%
H20, 35% &acido formico e 15% formaldeido a 37%. Desta maneira a amostra

torna-se menos rigida, o que proporciona um melhor corte.

Na etapa seguinte, as amostras sdo inseridas no processador
automatico de tecidos (histotécnico) (Figura 12), onde receberdo tratamento
gradiente com alcool e por fim a parafina (2h). O procedimento é dividido em
desidratacéo, clarificagcdo e diafanizagdo; etapas realizadas respectivamente

pelas solucdes de alcool, xilol e parafina.
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Figura 12: Processador automatico de tecidos (histotécnico).

Fonte: MercolLab, 2018.

O processo de desidratacdo consiste em remover a agua com solucdes
de alcool, para que a parafina consiga penetrar no tecido e nas estruturas.
A clarificagéo visa remover do tecido, por meio de um agente clarificador (o
Xilol), os alcoois utilizados na etapa da desidratacdo. Por Ultimo, a diafanizacao
consiste no preenchimento das cavidades teciduais pela parafina em seu

estado liquido.

Em seguida as amostras sdo depositadas no fundo dos blocos (Figura
13), todas devidamente identificadas. Depois da solidificacdo da parafina em
temperatura ambiente, a amostra € congelada a temperatura < -10°C até o

momento da realizacdo dos cortes.
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Figura 13: Posicionamento dos fragmentos de 6rgdos no fundo dos blocos de
parafina.

Fonte: MercoLab, 2018.

Em seguida, a amostra é processada através do micrétomo rotativo,
obtendo-se por¢cdes com = 5um de espessura (Figura 14). Com auxilio do
banho-maria histoldégico, em = 50°C, a fita de parafina devido ao calor se estica
e fixa na lamina. Em seguida, as laminas sdo colocadas na estufa por no
minimo 30 min em temperatura de = 60-70°C, para retirar 0s excessos de

parafina e ocorrer fixagcdo dos cortes histolégicos na lamina.
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Figura 14: Realizando os cortes do bloco no Micrétomo.

Fonte: MercoLab, 2018.

Para retirar a parafina sdo realizados trés banhos de xilol de trés minutos
cada. O processo da hidratacdo deve ser realizado antes da coloracdo, para
remover o xilol do tecido e substitui-lo por &gua, melhorando assim o
desempenho dos corantes sollveis em agua. Este processo inicia-se com dois
banhos de alcool absoluto e decresce para banhos de alcool 95% e 70% até

chegar a agua destilada.

Para a coloracdo das laminas utiliza-se a técnica de Hematoxilina e
Eonsina de Harris. Nesta coloragéo, os nucleos séo corados pela hematoxilina,
sendo evidenciados em roxo, ao passo que O citoplasma e 0s espacos
intercelulares sdo corados pela eosina, sendo visualizados na cor rosa
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1999).

Primeiramente, €& utilizada a Hematoxlina que, por possuir
caracteristicas basicas, se ligara as substancias quimicas acidas presentes no
nicleo das células e, em seguida a Eosina —corante acido que se ligara as

partes basicas presentes nos tecidos celulares.

A lamina é finalizada com resina para fixacdo da laminula, de forma que

a mesma nao danifique os cortes histolégicos.
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4.5. SETOR DE NECROPSIAS

Foram acompanhadas necropsias de suinos, peixes e, em grande

maioria aves, como indicado no Gréfico 5.

Gréafico 5: Necropsias acompanhadas e/ou realizadas no laboratério MercolLab,
no periodo de 08/01 a 11/05/2018.

25% = Aves
Suinos
Peixes
33%

A sequir, serdo relatadas duas necropsias realizadas durante o estagio

curricular supervisionado no laboratério de analises veterinarias MercoLab.

4.5.1 Necropsia- Bouba Aviaria

As aves submetidas a necropsia apresentaram histérico de lesdes em
crista, barbela e pescoco. O lote como um todo apresentava baixa conversao

alimentar, crescimento lento e alta mortalidade.

As alteragcdes macroscopicas eram baco atrofiado em duas das cinco
aves recebidas, Bursa de Fabricius atrofiada em todas, timo atrofiado em

quatro aves e necrose da cabeca do fémur em uma delas.

Foram coletados para histopatolégico os bacos, timos, figados, moelas,
pancreas e as lesdes de pele das aves. O processamento das amostras seguiu

o protocolo descrito anteriomente, utilizando a coloracdo hematoxilina e eosina.

O exame histopatolégico das amostras de pele revelou areas crostosas

caracterizadas pela presenca de hiperqueratose, restos celulares, hiperplasia
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epitelial e a presenca de inimeros corpusculos de inclusdo intracitoplasmaticos
eosinofilicos. No pulmdo houve sinais de broncopneumonia intersticial
moderada multifocal e congestdo severa, na traqueia verificou-se descamacéao
epitelial, infiltrado inflamatério mononuclear, multifocal e congestdo. No figado
houve sinais de perihepatite, granulomatosa transmural multifocal, com

presenca de grumos bacterianos intralesionais.

No intestino havia infiltrado inflamatério supurativo difuso e congestédo
difusa. No pré-ventriculo observou-se proventriculite moderada multifocal.
Foram detectadas nas amostras de Bursa de Fabricius deplecdo e necrose
linfoide de 51-75% (escore 3), infiltrado inflamatério mononuclear multifocal,
edema, hiperplasia epitelial e hiperemia. No tecido 6sseo visualizou-se na
capsula articular, infiltrado heterofilico, moderado multifocal, edema e

congestdo. As amostras de timo, rim e baco apresentaram congestao difusa.

O quadro microscopico é compativel com aquele encontrado pela acéo

do virus da bouba aviaria e bronquite infecciosa das galinhas.

Para os testes microbioldgicos foram coletadas amostras através de
swabs de figado e medula, transferidas para placas de Petri contendo agar
sangue e agar MacConkey e, posteriormente incubadas na estufa a 36°C. Na
placa correspondente ao figado ocorreu crescimento de colbnias
caracteristicas de Staphylococcus spp.; na placa correspondente a medula,

crescimento de colonias caracteristicas de Escherichia coli.

4.5.1.1 Revisao de literatura

A Bouba é uma doenca viral comum tanto em galinhas e perus, quanto
em aves silvestres (BERCHIERI e MACARI, 2000). A doengca causa um
impacto econbmico consideravel, pois acarreta perdas na produtividade e

possivel mortalidade, quando associada a outras infeccdes.

Na forma cutédnea, a Bouba Aviaria tem como caracteristica um inicio
discreto de proliferacdo nodular nas por¢cées sem penas e nos foliculos das

penas. Por sua vez, em sua forma diftérica, a doenca apresenta lesdes fibrino-
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necréticas nas regides da mucosa do trato respiratério superior, no es6fago e

na cavidade oral das aves (SAIF et al.,2008).

Os agentes virais responsaveis pela Bouba sdo os poxvirus, membros
do género avipoxvirus da familia poxviridae. (BERCHIERI e MACARI, 2000).

Todos os virus da familia poxviridae possuem morfologia semelhante e
alguns possuem ainda a caracteristica de serem resistentes no ambiente

devido sua estrutura e composicéo (SAIF et al.,2008).

Em areas onde h& grande numero de aves em confinamento, a doenga

pode persistir por maior tempo, mesmo com acdes de profilaxia (SAIF et al.,
2008).

A transmissdo da doencga se da por contato direto das particulas virais
com a pele ja lesionada ou por fémites, maos e roupas de funcionarios que
manipulam as aves. A transmissdo mecéanica por canibalismo também é
possivel. Alguns mosquitos e artropodes hematéfagos podem atuar como
vetores mecanicos para a doencga, podendo carrear o patdégeno por semanas
(SAIF et al.,2008). O virus da Bouba Aviaria é resistente ho ambiente e pode

posteriormente infectar aves imuno-susceptiveis.

As manifestagbes dos sinais clinicos dependem da susceptibilidade do
hospedeiro, distribuicdo das lesdes, viruléncia do virus e o patotipo viral (SAIF
et al., 2008).

A ave doente pode manifestar apenas uma das formas, diftérica e
cutdnea, ou as duas formas simultaneamente. A forma cutanea é a
apresentacdo mais comum da doenca e 0s sinais clinicos sao diretamente
relacionados a perda da produtividade, ocorrendo diminuicdo do ganho de peso
e indice de postura. Na forma diftérica, ha dispneia e anorexia e os tratos
respiratorios e digestérios superiores apresentam lesdes fibrino-necroticas, que
aumentam de volume rapidamente (BERCHIERI e MACARI, 2000).

As lesbGes cutdneas da bouba aviaria variam entre papulas, vesiculas,
pUstulas e/ou crostras (Figura 15). As papulas surgem inicialmente e sé&o

caracterizados pela presenca de nddulos de cor clara na pele das aves, ja as
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vesiculas e pustulas, por sua vez, sdo amareladas. As lesdes geralmente

surgem em por¢des sem penas (Figura 16).

Figura 15: Lesdes com aspecto de crostas na regido dos olhos, bico e
crista de ave, caracteristicas de bouba aviaria na forma cutanea.

Fonte: (BRASH et al., 2012)

Figura 16: Lesdes cutdneas com aspecto de crostas,
caracteristicas de bouba aviaria em uma ave infectada
experimentalmente.

Fonte: (BRASH et al., 2012)
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As lesdes diftéricas podem ser encontradas predominantemente na
cavidade oral das aves, porém, podem ser visualizadas também na cavidade

nasal, conjuntiva, laringe, faringe, traqueia (Figura 17) e/ou eso6fago.

Figura 17: Lesbes caracteristicas de bouba aviaria na forma diftérica,
localizadas em bico, cavidade oral, e traquéia da ave.

Fonte: (BRASH et al., 2012)

E importante levar em consideracdo a qualidade da amostra que sera
enviada ao laboratério, pois assim garante um diagndstico mais fidedigno. No
caso de suspeita de bouba €& recomendavel enviar aves vivas, carcacas de
aves em gelo, ou 6rgdos em formol 10% ou glicerina 50% (BERCHIERI Jr et
al., 2009).

Para realizacdo do diagnostico, deve-se levar em conta o historico das
lesbes de caracteristica suspeita e para confirmar é feito o exame
histopatolégico e isolamento viral. Microscopicamente, tanto na forma cutanea
como na diftérica, verifica-se hiperplasia e degeneracdo baloniforme das
células epiteliais e a presenca de corpUsculos de inclusdo citoplasmaticos,
também denominados corpos de Bollinger ou corpusculos tipo A.(BERCHIERI
& MACARI, 2000) (Figuras 18 e 19). No caso de infec¢cdes secundarias por
bactérias é possivel detectar um quadro de traqueite pseudomembranosa,
fibrino-necrética (BERCHIERI Jr et al., 2009).



Figura 18: Hiperplasia, degeneracdo baloniforme das células da epiderme e
corpisculos de inclusdo intracitoplasmaticos (Coloracdo de Hematoxilina e
Eosina, aumento de 1000X).

Fonte: (BERCHIERI Jr et al., 2009).

Figura 19: Hipertrofia e hiperplasia das células com inclusdes
intracitoplasméticas da epiderme de Peru com suspeita de Bouba Awéria
(Coloragé@o de Hematoxilina e Eosina, aumento de 400X).

J. * ;"‘:.
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Fonte: (ABDUL-AZIZ, 2016).
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Para isolamento e identificacdo do virus pode ser feita inoculacdo nas
aves ou em embrides (SAIF et al.,2008). Pode-se visualizar a presenca do
virus nas amostras de lesdes se a leitura for realizada no microscopio
eletronico (BERCHIERI e MACARI, 2000).

Os diagnosticos diferenciais seriam laringotraqueite, deficiéncia de
biotina e intoxicacdo por micotoxina T2 (SAIF et al., 2008) ou ainda, doenca de
Gumboro, doenca de Marek, candidiase e aspergilose (MACARI e GONZALES,
2003).

Nao ha tratamento especifico para aves acometidas pela Bouba aviéria.
Porém pode-se realizar a remogao das crostas e cauterizagdo das feridas com
tintura de iodo ou nitrato de prata. Para as placas diftéricas pode-se utilizar

solugcdo de permanganato de potassio (MALAVAZZI, 1995).

A imunizacdo contra o virus da bouba é dado por vacinacdo em aves a
partir da 42 semana (SAIF et al., 2008).

Para controle da doenca deve-se isolar as aves infectadas, controlar os
mosquitos e insetos do aviario e realizar desinfeccdo das instalagcbes onde

estavam as aves infectadas (SAIF et al., 2008).

4.5.2 Necropsia- Doenca De Glasser

Foram submetidos a necropsia dois leitbes, ambos de 52 dias de idade,
com histérico de animais do mesmo lote definhando na creche, sem demais

sinais clinicos aparentes e sem sinais de diarreia.

Para realizacdo das analises microbiologicas, foram coletadas amostras
de pulmdo e intestino. Detectou-se presenca de Streptococcus suis no pulmao,

e Escherichia coli beta hemolitica no intestino.

Para o exame histopatolégico foram coletados, pulméo, cérebro, figado,
baco, rim e coracdo. No pulmdo havia pleurite supurativa, broncopneumonia
supurativa moderada multifocal, espessamento dos septos alveolares e areas

hemorragicas. No intestino havia serosite supurativa moderada multifocal e
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congestdo severa. No sistema nervoso central, observou espongiose moderada

multifocal e congestao.

O quadro microscépico das amostras de baco, figado, rim e linfonodos
apresentaram congestdo severa. As lesGes sdo compativeis com Haemophillus

parasuis.

45.2.1 Revisao da literatura

O Haemophilus parasuis € o agente responsavel pela doenca de Glasser
e estda amplamente distribuido ao redor do mundo. Esta bactéria coloniza o
trato respiratério dos leitbes, logo apdés o nascimento. A infeccdo sistémica
precoce dos animais é prevenida pela presenca dos anticorpos maternos, que
podem permanecer até 6 a 8 semanas de idade. O decréscimo do titulo desses
anticorpos corresponde, geralmente, ao aumento da mortalidade (entre 4 e 6
semanas pos-desmame (SOBESTIANSKY et al., 2001).

A bactéria pertence a familia Pasteurellaceae, € um bastonete imdvel,
pequeno e pleomérfico (MENIN et al., 2005). Pode-se isolar o Haemophilus
parasuis da cavidade nasal, tonsilas, traquéia e pulmdes de animais. Também

pode ser isolado de pulmbes com lesGes sem envolvimento sistémico.

As amostras de H. parasuis tém sido classificadas por sorotipagem
(OLVERA et al., 2006). Atualmente, sdo conhecidos 15 sorotipos, sendo que as
cepas patogénicas pertencem aos sorotipos: 1, 2, 4,5, 12 ou 14 (KIELSTEIN e
RAPP-GABRIELSON, 1992). Alguns estudos foram realizados buscando
correlacionar os sorotipos com viruléncia, mas aparentemente ndo ha
correlagdo significativa entre ambos. Por exemplo, o sorotipo 7, conhecido
como ndo virulento, foi isolado em amostras de lesdes sistémicas

caracteristicas de doenca de Glasser (MORRIS et al., 2006).

Entre os sinais clinicos estdo apatia, febre (40-42°C), inapeténcia e
anorexia. Os suinos podem apresentar tosse, respiracdo abdominal,
inflamacdo e dor nas articulagbes podendo ocorrer claudicagcdo e sinais
nervosos como tremores, incoordenacdo, movimentos de pedalagem e
decubito lateral (OLIVEIRA e PIJOAN, 2002). Esta doenca é caracterizada por



46

serosites, envolvendo a pleura (Figura 20), pericardio, peritbnio e também

esta associada a meningite (Figura 21), a artrite e a pneumonia serofibrinosa.

Figura 20: Alteracdo caracteristicas de pleurite em leitdo com suspeita de
Doenca de Glasser.

Fonte: (BARCELLOS e SOBESTIANSKY, 2003).

Figura 21: Lesfes no sistema nenoso central, caracteristicas de meningite
em leitdo com suspeita de Doenca de Glésser.

Fonte: (BARCELLOS e SOBESTIANSKY, 2003).
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Para realizacdo de analises laboratoriais, recomenda-se enviar a
carcaca congelada em até 24h do 6bito, devido a sensibilidade alta do micro-
oganismo a estimulos externos. E importante enviar o animal que apresente o
guadro clinico e que ndo tenha sido tratado anteriormente.

Os sinais clinicos e as les6es devem ser diferenciados dos causados por
outras bactérias como: Streptococcus suis, Erysipelothrix rhusiopathiae e
Mycoplasma spp. (SANTOS e SOBESTIANSKY, 2007).

Para diagnostico dessa doenca deve-se levar em conta o histérico,
sinais clinicos e lesdes observadas a necropsia. A confirmagéo pode ser feita
com isolamento do agente, mas nem sempre resulta em positivo, pois o
Haemophillus parasuis é uma bactéria de dificil isolamento. Para realizar a
cultura pode ser feito swab de exsudato do periocardio, pleura, periténio,
articulacdo e liquido cérebro-espinhal. Os meios de cultura utilizados podem
ser agar sangue e agar chocolate. Deve-se incubar as placas por 48h a 37°
(MENIN et al., 2005). Se 0 método de isolamento tiver sucesso € necessario

realizar testes bioquimicos para diferenciar H. parasuis de outras bactérias.

O uso de antibidticos adicionados a racdo € uma forma de controle da
doenca de Glasser, considerando que alguns isolados mostram sensibilidade a

florfenicol e amoxicilina.

Porém, em surtos severos, em que antibidtico-terapia nao tem sido
efetiva em reduzir os sinais clinicos e mortalidade, € indicado o uso de vacina.
A principal forma consiste na vacinacdo do leitdo, mas quando a mortalidade
de leitbes é muito alta, recomenda-se vacinar as matrizes. Frequentemente sdo
indicadas duas doses, uma aos sete dias de idade e outra no desmame.
Quando a vacinagdo é realizada na matriz, os leitdes devem também ser

vacinados mais tarde, para proporcionar uma imunidade ativa mais prolongada.

Deve-se também incluir praticas adequadas de manejo visando a reduzir
ou eliminar outros patdégenos respiratorios, uniformizar a idade do desmame
dos animais, evitar mistura de suinos de diferentes idades e diminuir os fatores
de estresse (MENIN et al., 2005).
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CONSIDERACOES FINAIS

O estagio curricular proporciona uma introducéo significativa ao mercado
de trabalho, sendo um local de troca de contatos e experiéncias. Com essa
oportunidade torna-se possivel colocar o conhecimento tedérico em pratica e
principalmente, aprimora-lo. A realizagdo da disciplina de estagio curricular no
Laboratério de Analises Veterinarias MercolLab proporcionou crescimento tanto
profissional quanto pessoal e significativa agregacdo de conhecimentos tedrico-
praticos de analises laboratoriais, ressaltando a importancia de rigorosas
praticas para obtencdo de diagnésticos fidedignos. Foi possivel acompanhar
métodos eficientes de deteccdo e quantificacdo de agentes biolégicos e
quimicos que representam riscos para a sanidade de aves e suinos.

Ao lado de profissionais da empresa houveram inimeras situacées de
aprendizado, principalmente o respeito pelos animais desde a minima

manipulacdo e o respeito pelos colegas de trabalho.
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