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Apresentacao

O Instituto de Pesquisas Veterinarias Desidério Finamor
(IPVDF), localizado em Eldorado do Sul, RS, e pertencente a
Fundagdo Estadual de Pesquisa Agropecuéria (Fepagro), tem
como miss&o maior atuar no desenvolvimento de pesquisas, re-
alizar analises laboratoriais para diagndstico das principais en-
fermidades das espécies domésticas de interesse econdmico,
formar recursos humanos e difundir tecnologias atuando como
centro de referéncia em sanidade animal e salde publica para o
Rio Grande do Sul.

O presente manual tem por finalidade servir de fonte de infor-
macao aos Médicos Veterinarios que atuam no campo, orien-
tando sobre os procedimentos basicos de coleta e remessa de
materiais bioldgicos para confirmagdo de suspeitas clinicas e
complementaridade do diagndstico clinico.

Os exames laboratoriais disponiveis abrangem provas bacterio-
l6gicas, viroldgicas, parasitologicas, histopatolégicas e molecu-
lares. Os Médicos Veterinarios que integram os diferentes labo-
ratorios encontram-se a disposi¢ao para auxiliarem em casos de
ocorréncia de suspeitas de surtos de enfermidades em campo,
através de consultas telefénicas ou meio eletrénico.
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| Coleta e Remessa de
Amostras para Diagndstico
Laboratorial Veterinario

1 Coleta de amostras

Para o diagnoéstico laboratorial ser realizado com sucesso, é impor-
tante uma boa anamnese, suspeita clinica fundamentada e amostra
coletada corretamente.

A qualidade da amostra recebida € essencial para o diagnéstico. A
coleta e o transporte inadequados dificultam ou até inviabilizam o iso-
lamento do agente etiol6gico e, por consequéncia, o diagnostico da
enfermidade.

Durante a coleta de material bioldgico, ha risco de exposicéao a agen-
tes potencialmente causadores de doengas ao ser humano, razao
pela qual é altamente recomendavel que o profissional utilize avental
ou macacao, luvas, botas de borracha, 6culos de prote¢ao e mascara
no momento da coleta.

A coleta devera ser feita de modo a evitar a contaminagdo com
produtos e outros microrganismos presentes no ambiente ou no
proprio animal. Por essa razao, frascos, tubos, seringas, agulhas
e demais instrumentais a serem utilizados devem estar estéreis.
Quando nao for possivel a utilizagéo de frascos estéreis, recomen-
da-se lava-los com agua e desinfetante e fervé-los em agua limpa,
no minimo, durante 30 minutos. Amostras contaminadas por pro-
dutos ou microrganismos que ndo estdo envolvidos na etiologia
da doenca dificultam a realizagdo da prova e a interpretacado dos
resultados.




2 Conservacao e
acondicionamento das amostras

A forma de conservagao depende da amostra e do tipo de exame
requerido e sera descrita nos capitulos posteriores do manual.

As amostras deverdo ser remetidas em condi¢oes de biosseguranca
desde o transporte até a chegada ao Instituto. Para tal, devem ser
acondicionadas em um sistema de embalagem tripla:

a) Embalagem primaria: compreende a embalagem que comporta
a amostra, entrando em contato direto com a mesma. Podem ser
frascos, tubo de ensaio ou embalagem plastica sem utilizagao
prévia (exemplo: embalagens para congelamento de alimentos,
com fecho).

b) Embalagem secundéaria: reveste a embalagem primaria, deve ser
impermeavel e vedada, de modo a evitar vazamentos, garantindo
maior seguranca (Figura 1).

c) Embalagem terciaria: recebe o conjunto (embalagem primaria den-
tro da secundaria) e deve ser um recipiente isotérmico a prova de
agua (exemplo: caixa de isopor integra).

No caso de envio de amostras refrigeradas, no interior da embalagem
terciaria deve ser colocado gelo reciclavel ou agua congelada dentro
de garrafas plasticas, para evitar acimulo de agua. Para aumentar
a durabilidade do gelo, adicionar sal a agua na proporgao de 5 co-
Iheres de sopa por litro de agua. O gelo precisa estar em quantidade
suficiente para garantir a refrigeragéo do material. Na Figura 2 estao
demonstrados alguns tipos de gelo reciclavel.

Gelo seco também pode ser utilizado e é particularmente recomen-
dado para amostras visando o isolamento de virus. Nesse caso, as
amostras embaladas, como acima descritas, devem ser dispostas



em uma embalagem terciaria (caixa de isopor) ampla, para permitir
a colocagéao de gelo seco suficiente para manter o material con-
gelado até a chegada ao laboratério. Nitrogénio liquido igualmente
pode ser utilizado, porém, nesse caso, faz-se necessario um reci-
piente especial.

Folhas de jornal podem ser usadas para separar o gelo reciclavel
dos frascos de coleta e preencher espacos vazios, conforme a Fi-
gura 3. A tampa da embalagem terciaria deve ser lacrada com fita
adesiva.

Os recipientes e embalagens devem ser desinfetados externamente
com solugéo antisséptica, como alcool iodado ou hipoclorito de sédio,
a fim de evitar a contaminagao de individuos que irdao manipular es-
ses objetos durante o transporte e recepcao do material.

Amostras acondicionadas incorretamente e conservadas de forma
inadequada inviabilizam o diagndstico.

Figura 1 — Tipos de embalagens primarias dentro das secundarias:
(A) Tubos tipo “eppendorf” dentro de embalagem plastica com no;
(B) Tubos com tampas-rosca, dentro de caixa plastica tampada.




Figura 2 — Alguns tipos de gelo reciclavel, disponiveis no comér-
cio, e gelo em garrafas plasticas para conservagao da amostra.

Correto

Figura 3 — (A) Correto: Tubos de vidro com tampas de borracha (embala-

gem primaria), dentro de caixa plastica tampada (embalagem secundéria),

no interior de caixa de isopor (embalagem terciaria), com gelo reciclavel e

folhas de jornal. (B) Incorreto: Amostra em embalagem plastica rompida
pelas pedras de gelo soltas na caixa de isopor.



3 Identificacao das amostras

E necessario que os frascos e embalagens, contendo as amostras,
sejam corretamente identificados com etiquetas resistentes (exem-
plo: esparadrapo) e informagoes legiveis. Nao deverao ser utilizadas
canetas para retroprojetor ou similares. A identificagdo devera estar
no frasco de coleta e ndo na tampa.

No lado externo da caixa em que sao transportadas as amostras, fixar
o formulario de solicitagdo de exames (ver item 4 deste capitulo) e
rétulo de risco biolégico, como demonstrado nas Figuras 4 e 5.

Figura 4 — (A) Caixa de isopor (embalagem terciaria) para transporte das
amostras, com a tampa lacrada. Rétulo de identificagéo de risco biol6gico
e formulério de solicitagdo de exames fixados no lado externo. (B) Detalhe
apresentando formulario de solicitacdo de exames no interior de embala-
gem plastica e de envelope de papel, fixado no lado externo da caixa.




DESTINATARIO:

INSTITUTO DE PESQUISAS VETERINARIAS DESIDERIO FINAMOR
PROTOCOLO TECNICO

Estrada do Conde, n.* 6000 — Bairmo Sans Souci

Eldorado do Sul - RS - Brasil - CEP 82990-000

FONE: 51 3481 3711

REMETENTE:

IDENTIFICAGAC:

ENDERECO:

CIDADE: UF: CEP -
TELEFOMNE PARA CONTATC:

RESPONSAVEL TECNICO PELO ENVIO DO MATERIAL:
MED. VETERINARIO: CRMV:
TELEFONES PARA CONTATO:

FIXO: CELULAR:

E-MAIL:

Figura 5 — Rétulo de identificacdo de risco biolégico que esta disponivel
no IPVDF e no site do Instituto: www.ipvdf.rs.gov.br .

4 Formulario para Solicitacao
de Exames

Todas as amostras encaminhadas para realizagdo de exames pre-
cisam estar acompanhadas do formulario de solicitacdo de exames,
fornecido pelo IPVDF, disponivel no site www.ipvdf.rs.gov.br e apre-
sentado no Anexo 1 deste manual.

No momento do recebimento, seré verificado o adequado preenchi-
mento do formulario, sendo que nao seréo processadas pelo IPVDF
amostras cuja falta de informagdes comprometam a emissao do lau-
do diagnéstico.

No formulario, devem ser preenchidos os dados referentes a espécie
animal, tipo e quantidade das amostras, conservacdo das mesmas,
data da coleta, modo de transporte (rodoviario, aéreo), suspeita cli-
nica e exames solicitados. Além desses, sé@o solicitados dados do
cliente, proprietario e veterinario responsavel.




Importante que, no histérico do animal, sejam relatadas informagoes
como sexo, idade, vacinagao e vermifugagao, tratamentos realizados,
sinais clinicos (inicio e duragdo dos mesmos), descricao das lesoes,
alimentacao recebida, provavel ingestao de plantas toxicas. Em caso
de surtos, incluir o niumero de animais doentes, nimero de mortos e
o tempo decorrido entre a morte e a coleta das amostras.

Informagdes incompletas e preenchimento inadequado do formulario po-
dem comprometer a realizagdo do exame laboratorial e o diagndstico.

O Formulario para Solicitagdo de Exames, ou outro formulario especi-
fico (ex.: raiva, certificagdo de granjas), devera ser protegido por uma
embalagem pléstica e afixado, obrigatoriamente, no lado externo da
caixa (embalagem terciaria), evitando contato com as amostras.




5 Transporte das amostras

Para transporte, as amostras devem estar sempre acondicio-
nadas em embalagens triplas (ver item 2 deste capitulo) e de-
vidamente identificadas com o rétulo de risco biologico e o for-
mulario de solicitagdo de exames fixados.



6 Remessa das amostras
para o IPVDF

6.1 Como enviar por empresa transportadora

O IPVDF dispbe de servico de coleta na Estacdo Rodoviaria de Porto
Alegre e em garagens de empresas transportadoras terrestres e aé-
reas. Para utilizar esse servigo, é necessario que seja feito contato
prévio com o Setor de Protocolo Técnico, pelo telefone (51) 3481
3711 (ramais 213 e 214), informando a data e horario da remessa das
amostras, previsao de chegada, bem como o nimero do conhecimen-
to de transporte de mercadorias da empresa pela qual foi remetida.

6.2 Endereco para remessa de amostras
ao IPVDF

As amostras enviadas diretamente ao Instituto deverao ser entregues
no Setor de Protocolo Técnico do IPVDF ou remetidas para o seguin-
te endereco:

INSTITUTO DE PESQUISAS VETERINARIAS
DESIDERIO FINAMOR

PROTOCOLO TECNICO

Estrada do Conde, n.° 6000 — Bairro Sans Souci
Eldorado do Sul — RS - Brasil — CEP 92990-000

6.3 Pagamento dos servicos prestados

O custo dos exames é obtido através de contato com o Setor de Pro-
tocolo Técnico ou pelo site www.ipvdf.rs.gov.br .

Os pagamentos pelos servicos prestados pelo IPVDF poderédo ser
efetuados diretamente no Setor de Protocolo Técnico ou através de
deposito bancario, em conta informada por este setor.




Quando o pagamento for feito através de depdsito bancario, o com-
provante deste devera ser encaminhado ao Setor de Protocolo Téc-
nico, através do fax (51) 3481 3711 (ramal 205) ou e-mail protocolo@
ipvdf.rs.gov.br.

Nao sera aceito material remetido a cobrar, ou cujo recolhimento
acarrete algum 6nus a Instituicdo. O IPVDF somente comunicara os
resultados dos exames apOs a comprovagdo do pagamento pelos
servicos prestados.

Os resultados séo emitidos pelo IPVDF através de laudos remetidos
via correio, e-mail ou fax.

6.4 Contatos

Telefone: (51) 3481 3711

Fax: (51) 3481 3711 (ramal 205)

E-mail: protocolo@ipvdf.rs.gov.br
contato@ipvdf.rs.gov.br

“Fale conosco”, no site www.ipvdf.rs.gov.br.



Il Coleta de Amostras
para Exame
Bacteriologico

/ Amostras para exame
bacteriologico

O isolamento de bactérias patogénicas em laboratério depende
do envio correto das amostras, de acordo com a suspeita clinica,
periodo de tempo apds a morte do animal, forma de coleta, tem-
peratura e acondicionamento e tempo da remessa do material até
o laboratorio.

Os procedimentos para coleta de amostras para exame bacteriolégi-
co séo descritos a seguir neste capitulo.

As amostras para exame bacteriolégico precisam ser conservadas
sob refrigeracgao, entre 2 e 8 C, imediatamente apds a coleta. Amos-
tras de soro sanguineo podem ser congeladas.

E importante que a coleta, acondicionamento, identificacdo e remes-
sa das amostras sigam as recomendacdes basicas descritas nos
itens de 1 a 6 do capitulo | deste manual.

7.1 Visceras

Para a realizacdo do exame bacterioldgico, podem ser coletados
fragmentos dos 6rgéos, ndo sendo necessario o envio de érgéos in-
teiros. O fragmento deve conter a porcdo que apresenta alteragoes
macroscopicas, quando estas existirem.




A coleta deve ocorrer de forma mais asséptica possivel, durante a ne-
cropsia, para evitar a presenca de microrganismos contaminantes que
podem interferir no isolamento do agente etiol6gico. Além disso, a car-
caga e os 0rgaos nao devem estar em estado de autdlise. As amostras
devem ser remetidas sob refrigeragdo, preferencialmente em até 48
horas ap6s a coleta, acondicionadas individualmente em frascos es-
téreis ou em sacos de plastico resistentes e de tamanho apropriado.

7.2 Sangue

Antes da coleta, deve ser feita antissepsia do local, com alcool 70%.
O sangue deve ser coletado por puncéo da veia jugular ou coccigea
com seringa e agulha estéreis. O contetdo deve ser transferido para
tubos ou frascos estéreis e remetido sob refrigeracéo, preferencial-
mente em até 24 horas ap0ds a coleta. Ndo adicionar anticoagulante,
pois pode interferir no isolamento bacteriolégico.

7.3 Exsudato e pus

Conforme o tipo de leséo e a regido afetada, coletam-se esses mate-
riais com seringa e agulha ou “swabs” estéreis.

Se o exsudato ou pus for coletado por puncao do abscesso, a super-
ficie da leséo e a regido ao redor da mesma devem ser descontami-
nadas com solugdo antisséptica, como alcool iodado ou PVPI (povi-
done iodo). O contelido da seringa deve ser transferido para tubos ou
frascos estéreis.

No caso de secregdo ocular, nasal ou genital, os “swabs” estéreis
devem ser densamente envolvidos com material infeccioso e acon-
dicionados individualmente em tubos e remetidos sob refrigeragéao,
preferencialmente em até 24 horas apds a coleta.



7.4 Amostras de leite para diagnostico
de mastite bovina

Para evitar a contaminagao da amostra para o diagndstico, deve-
se, antes da coleta, desprezar os primeiros 3 ou 4 jatos de leite e
realizar a antissepsia dos tetos com alcool 70%, iniciando pelos
quartos mais distantes em relagcao ao operador e, apds, o restante
dos quartos mamarios, para evitar que ocorra a recontaminagao
durante a limpeza.

O leite deve ser coletado em frascos ou tubos estéreis, em um vo-
lume de aproximadamente 10 ml. Podem ser enviadas amostras de
leite de tanque ou de cada animal. As amostras de cada quarto ma-
mario deverdo ser coletadas em recipientes individuais, conforme
demonstrado na Figura 6, pois a causa da infeccdo pode néo ser a
mesma. E recomendavel que, durante a coleta, o tubo permaneca
aberto o menor tempo possivel.

Os frascos devem conter a identificacao do quarto mamario coletado,
de acordo com o seguinte codigo:

AD - Teto anterior direito AE - Teto anterior esquerdo
PD - Teto posterior direito PE - Teto posterior esquerdo

As amostras devem ser remetidas sob refrigeracéo, preferencialmen-
te em até 24 horas apos a coleta.




Figura 6 - Amostras de leite em tubos com rétulo de identificacéo.

7.5 Amostras para diagnostico de carbunculo
hematico (Antraz)

Quando ocorrer suspeita desta doenga, nao é recomendavel a reali-
zagao da necropsia, para evitar a disseminacéo dos esporos da bac-
téria no ambiente e a contaminagao dos demais animais do rebanho.
Além disso, sendo uma zoonose, a bactéria ou seus esporos podem
vir a contaminar humanos por inalagéo ou lesdes cutaneas.

Pode-se coletar sangue da veia jugular ou auricular apds a morte do
animal, com seringa e agulha estéreis, e transferir para tubo de en-
saio. Essas amostras devem ser enviadas sob refrigeragéo.

7.6 Amostras para diagnostico de leptospirose

O material de eleigao para diagndstico sorolégico de leptospirose é o
soro sanguineo, que deve ser limpido, ndo hemolisado, sem coagulo



e enviado congelado ao laboratdrio. Caso seja de interesse o acompa-
nhamento da evolugao dos titulos de anticorpos, podem ser coletadas
amostras de soro do mesmo animal, com intervalo de 15 a 20 dias
entre as coletas (amostras pareadas).

Para isolamento do agente, podem ser enviados fetos, natimortos e
urina. A velocidade de processamento do material para isolamento
de Leptospira sp. é crucial, de forma que a remessa deve ser comuni-
cada ao IPVDF para evitar atrasos no processamento das amostras.
Urina, para tentativa de isolamento, nao deve exceder o intervalo de
duas horas entre a coleta e a chegada ao laborat6rio.

Para isolamento de Leptospira sp., a amostra ndo pode ser congela-
da em hip6tese alguma.

7.7 Amostras para diagnostico de tuberculose

As amostras de origem animal para diagndstico de tuberculose séao
linfonodos ou partes de 6rgéos e tecidos procedentes de matadouro
sob inspecgao sanitaria e de necropsias realizadas.

Para avaliar melhor as lesbes dos érgéos e tecidos, efetuar cortes du-
rante a inspegéo ou necropsia. Coletar preferencialmente linfonodos
do trato respiratdrio: mediastinais (anteriores, posteriores e ventrais),
bronquiais (esquerdo, direito, dorsal ou médio) e pulmonares. Ob-
servar a pleura e o tecido pulmonar por palpacao, a fim de constatar
areas com lesbes nodulares. Verificar presenca de lesbes tuberculo-
sas nos linfonodos mesentéricos e no figado. Inspecionar ainda os
linfonodos da cabega e os cervicais.

Coletar os fragmentos, logo apds a morte do animal. Retirar somente
a lesdo de aspecto caseoso, evitando residuos, como, por exemplo,
sangue e outros liquidos. E importante coletar parte do tecido lesado
e parte do tecido normal de uma mesma peca, perfazendo um total
de até 200 gramas. As amostras para diagnostico bacteriolégico de
tuberculose deverao ser acondicionadas conforme o item 7.1 deste




capitulo. Enviar também parte da amostra em solugao de formol a 10
% para exames histopatolégicos, seguindo as instrugdes descritas
no capitulo V.

O tempo técnico para isolamento de tuberculose pode variar de 60 a
90 dias.

7.8 Amostras para diagnostico de brucelose

Todas as amostras enviadas para diagndstico de brucelose devem
estar acondicionadas no sistema de embalagem tripla, descrita no
item 2 do capitulo I.

7.8.1 Exame direto (bacteriologico)

A amostra ideal para o isolamento de Brucella sp. é o proveniente do
aborto. Entre os materiais de elei¢éo, destacam-se:

* Feto e anexos fetais

O feto pode ser enviado inteiro. Se for mediante necropsia efetua-
da no préprio estabelecimento, coletar pulméo, linfonodo bronquial,
baco, figado, “swab” retal e liquido do abomaso. No caso de mem-
branas fetais, escolher aqueles cotilédones que apresentem aspecto
anormal, com perda da cor e do brilho caracteristico; eles deverao ser
cuidadosamente manipulados (usar luvas e mascaras especiais com
pelo menos 95% de eficiéncia), em fungdo da alta concentragéo de
bactérias presentes.

e Exsudato vaginal

A eliminagdo de Brucella abortus pode durar varias semanas apds
o parto ou aborto. O exsudato vaginal deve ser coletado mediante o
uso de “swabs” especiais ou pipetas de inseminagao. Existem “swa-
bs” comerciais com meio de transporte que mantém as bactérias via-
veis por periodos mais prolongados.



° |eite
Para coleta, seguir os mesmos procedimentos descritos no item 7.5
sobre amostras de leite para diagndstico de mastite bovina.

¢ Animais necropsiados ou coleta em matadouro

Os materiais de escolha para isolamento de Brucella sp sdo os com-
ponentes do sistema reticulo-endotelial. Os linfonodos mais importan-
tes sdo os supramamarios, parotideos, retrofaringeos, iliacos inter-
nos e pré-escapulares, além do baco. Nas fémas, cotilédones, Gtero
e Ubere sao também recomendados. Nos machos, além do bago e
linfonodos, sdo também Uteis para isolamento, testiculos, préstata,
epididimo e vesiculas seminais.

Para o exame histopatoldgico, podem ser remetidas amostras dos
mesmos linfonodos ou 6rgéos indicados acima, com ou sem lesdes
macroscopicas, conforme as instru¢des descritas no capitulo V.

7.8.2 Exame indireto (soroldgico)

* Soro

A coleta de sangue para a obtengéo de soro visando a realizagéo dos
testes para o diagnéstico de brucelose, além de ser mais simples,
oferece menor risco de contagio ao profissional, se comparada com a
coleta de material para o exame bacteriolégico.

O material para a coleta deve ser constituido de tubos que conte-
nham vacuo (sem anticoagulante) e siliconizados, para facilitar a re-
tracao do coagulo, com agulhas individuais e descartaveis. Tubos e
agulhas convencionais também podem ser utilizados; apresentam,
porém, o inconveniente de aumentar o risco de contaminagao biol6-
gica na manipulagao.

As etapas da coleta exigem o cumprimento de algumas normas que
podem ser assim resumidas:




a) A amostra de sangue coletada deve cobrir no minimo 50 % da
capacidade de um tubo de 10 ml. Na Figura 7 esta exemplificada a
coleta de sangue da veia caudal de um bovino;

b) Para obter um soro adequado, os tubos com sangue devem ser
mantidos a temperatura ambiente por, no minimo, 2 ou 3 horas, ao
abrigo da luz, até que ocorra a coagulagéo sanguinea. Apds a sepa-
racdo do coagulo, transferir o soro para um frasco estéril. Nao usar
frascos ou tubos Umidos, pois pode ocorrer hemdlise do sangue. Na
Figura 8 esta representada uma amostra de soro ideal e uma improé-
pria, hemolisada;

c) O soro deve ser conservado refrigerado e enviado o quanto antes
ao laboratério, evitando-se, assim, a deterioracdo da amostra. Em
caso de demora no envio (mais de 72 horas), deve-se congelar o soro
e enviar sob refrigeracao;

d) Os tubos devem ser identificados de modo que o nimero corres-
ponda ao especificado no Formulario de Solicitacdo de Exames, pre-
enchido conforme as recomendag6es do item 4 do capitulo [;

e) E necessario constar no formulario dados referentes a situagao
relativa a vacinagao (data da vacinagao).

Figura 7 - Coleta de sangue de bovino da veia caudal.



Figura 8 — (A) Amostra de soro ideal. (B) Amostra de soro impropria
(soro hemolisado).

¢ Leite (para o Teste do Anel em Leite)

A coleta correta da amostra é fundamental para a obtengao de re-
sultados confiaveis. As amostras devem ser coletadas de mistura de
leite em resfriador ou tanque de expans&o. E preciso misturar o leite
para homogeneiza-lo de forma que o creme néo se separe. A agita-
¢ao suave do leite no recipiente de coleta é imprescindivel para uma
boa homogeneizagéo da gordura.

O leite deve ser coletado utilizando-se como conservante o formol a
1 %, ou o cloreto de mercurio a 2 %, na proporgao de 1 ml de conser-
vante para cada 10 ml de leite. Aamostra de leite deve ser refrigerada
e enviada ao laboratorio.

A prova pode ser afetada pelos seguintes fatores: amostra de leite
mal homogeneizada, contendo excesso ou falta de gordura; exces-
sivos: aquecimento, tempo de armazenamento, temperatura e agi-
tacdo. Amostras armazenadas a 4 C, durante até duas semanas,
podem ser usadas para o teste, ja que nao ha perdas nos titulos de
anticorpos, sucedendo o contrario com o aumento de temperatura.




A prova pode apresentar resultados falso-positivos nas seguintes si-
tuagoes:

* Alteragao do leite como consequéncia de mastites que originam a

presencga de proteinas, células e bactérias ndo habituais, que dificul-
tam a leitura da prova;

* Presencga de colostro;

« Utilizacao de leite fresco, ou seja, quando o teste é realizado no

mesmo dia da coleta. Em geral, essa situagcdo desaparece apds a
refrigeragéo do leite.

7.8.3 Espécies animais e testes
soroldgicos realizados no IPVDF
para diagndstico de brucelose

ESPECIE TESTE REALIZADO PROVA COMPLEMENTAR
Bovina
Bubalina
Caprina Antigeno Acidificado Tamponado 2-Mercaptoetanol
Equina
Suina
. Imunodifusao em Gel de Agar )
Ovina
Canina Imunodifusdo em Gel de Agar e 2-Mercaptoetanol
Antigeno Acidificado Tamponado




8 Antibiograma

Quando os animais doentes submetidos ao tratamento com antibio-
ticos ndo se recuperam como esperado, € conveniente realizar um
antibiograma, que possibilita a escolha de antibibticos efetivos contra
0 agente bacteriano causador da infecgéao.

Para determinar a sensibilidade do agente frente a um grupo de prin-
cipio-ativo de antimicrobianos, é necessario o isolamento da bactéria
em laboratério a partir de amostras coletadas de animais doentes.




9 Doencas bacterianas
diagnosticadas no IPVDF
e amostras a serem coletadas

DOENCA AMOSTRAS

CLOSTRIDIOSES Fragmentos de figado, bago e rim

HEPATICAS E

MIONECROSES No caso de mionecroses, enviar também exsudato da tu-
mefag@o muscular e fragmentos do musculo com a leséao

CARBUNCULO Sanque

HEMATICO (ANTRAZ) 9

MASTITE BOVINA Leite

PNEUMONIAS Fragmento do pulmao, contendo a area com a leséo

CERATO Liquido conjuntival de animais na fase inicial da doenga

CONJUNTIVITE antes do aparecimento das lesdes da cérnea, coletado

INFECCIOSA BOVINA | com “swabs” estéreis

LEPTOSPIROSE Soro sanguineo, fetos, natimortos e urina

TUBERCULOSE Linfonodos do trato respiratério: mediastinais, bronquiais
e pulmonares

BRUCELOSE Exame bacteriolégico: fetos e anexos fetais, exsudato va-
ginal, leite, linfonodos, bago. Fémeas: cotilédones, Utero e
Ubere. Machos: testiculos, prostata, epididimo e vesiculas
seminais.
Exame sorolégico: soro sanguineo, leite

No caso de necessidade de diagndstico de outras doengas bacterianas
nao contempladas neste manual, entrar em contato com o Laboratério
de Bacteriologia pelo telefone (51) 3481 3711 (ramal 223) ou pelos
e-mails bacteriologia@ipvdf.rs.gov.br, brucelose@ipvdf.rs.gov.br e
leptospirose@ipvdf.rs.gov.br.




lll Coleta de Amostras
para Exame Virologico

10 Amostras para exame
viroldgico
O laboratério de virologia do IPVDF realiza o isolamento viral, a de-

teccao antigénica e a avaliagao soroldgica (pesquisa de anticorpos
especificos) para algumas viroses importantes a saude animal.

E importante que a coleta, acondicionamento, identificagao e remes-
sa das amostras sigam as recomendacdes basicas descritas nos
itens de 1 a 6 do capitulo | deste manual.

Durante a fase aguda da doenca, periodo em que geralmente ocorre
a viremia, a chance de detecgéo do virus é maior. Nesta fase, busca-
se identificar diretamente o agente viral ou seus antigenos. Assim, o
melhor material para o isolamento do virus ou para a deteccao an-
tigénica é aquele coletado no inicio da enfermidade, quando estéo
presentes os sinais clinicos. A coleta deve ser efetuada no animal
vivo, ou logo apds a sua morte, e a amostra enviada o mais breve
possivel ao laboratoério.

Para o isolamento viral e a detecgéo antigénica, as amostras a serem
coletadas podem ser fragmentos de 6rgéaos ou tecidos, secregoes,
fezes e sangue.




11 Testes sorologicos

O exame soroldgico é outra importante ferramenta de diagnoéstico la-
boratorial. Na maioria das infecgbes, a resposta imune humoral do
hospedeiro torna-se detectavel apés a fase aguda, geralmente 3 a 4
semanas depois do inicio dos sinais clinicos. Esta resposta pode ser
detectada através da pesquisa de anticorpos especificos.

Se houver interesse em detectar a evolugéo dos niveis de anticorpos
no animal (por exemplo, para confirmar a suspeita de determinado
virus em doenga aguda recente), podem ser coletadas amostras pa-
readas de soro, uma durante a fase aguda da doenga e outra 3 a 4
semanas apods a primeira coleta. A suspeita é confirmada se houver
aumento igual ou superior a quatro vezes o titulo de anticorpos detec-
tados entre a primeira e a segunda amostra.

Para analisar o desenvolvimento de anticorpos no soro de um mesmo
animal, apds a administracdo de uma vacina, estes anticorpos podem
ser titulados em amostras seriadas, isto &, coletadas em sequéncia.
Para tanto, os soros podem ser coletados no dia da vacinacédo (dia
zero) e subsequentemente nos dias 30, 60 e 90, ou ainda mais adian-
te, caso exista interesse em acompanhamento mais prolongado.



12 Coleta para doencgas virais

As amostras devem ser acondicionadas, separadamente, em fras-
cos estéreis. Os frascos e as embalagens devem estar bem vedados
para evitar extravasamento do material.

Cada amostra deve ser corretamente identificada, com rétulos resis-
tentes e letras e numeros legiveis.

Os materiais especificos a serem coletados para cada tipo de teste
que se deseja solicitar estdo descritos no item 13.

12.1 Org&os e tecidos:

a) Coletar os 6rgaos de animais com quadro clinico compativel ao
da suspeita, apds o sacrificio ou logo em seguida da morte, de for-
ma mais asséptica possivel, ndo devendo ser utilizados instrumentos
com os quais se fez a necropsia;

b) Existindo a suspeita clinica, na realizagdo da necropsia, coletar
inicialmente os 6rgaos alvo de escolha para a doenga em questéao, e
posteriormente o restante. O item 13 indica os érgaos recomendados
para o diagnéstico das doengas virais;

c) Os 6rgaos podem ser coletados inteiros. Se for necessario seccio-
nar, o fragmento a ser submetido deve incluir o tecido com a leséo;

d) Para conservagdo de 6rgaos e tecidos, utiliza-se a refrigeragéao.
Em caso de demora no envio (mais de 72 horas), pode-se congelar o
material e envia-lo sob refrigeracao;

e) Nao é recomendavel o congelamento de amostras para o isola-
mento viral, a ndo ser em temperaturas muito baixas (por exemplo,
gelo seco ou nitrogénio liquido), pois temperaturas de 0 a -40 °C po-
dem inativar alguns virus;




f) Para o isolamento viral, existe a possibilidade de conservagao de
amostras em preservativos com glicerina tamponada, conhecidos
como liquido de Bedson ou liquido de Vallée (vide férmulas no item
14 deste capitulo), mantidos refrigerados. Estes preservativos sao
muito eficazes, pois tém atividade bactericida e preservam os virus.
No Formulario de Solicitagdo de Exames, deve ser informado qual o
preservativo utilizado;

g) Formol, glutaraldeido, alcoois ou outros produtos quimicos nao
devem ser utilizados para a remessa de amostras para diagnéstico
virologico, pois estas substéancias inativam os virus.

12.2 Amostras para diagnostico de raiva

12.2.1 Cuidados na coleta:

a) Uma vez que as amostras para exame de raiva representam claro
risco a satde humana, o uso de equipamentos de prote¢éo individual
(luvas, avental, macacéo, botas, 6culos de protecdo e mascara) é
muito importante no momento da coleta;

b) Na coleta de morcegos, muito cuidado ao coletar animais vivos,
pois eles podem eventualmente reagir e morder a pessoa ao serem
capturados, causando a necessidade de tratamento pds-exposicéo.
Para este tipo de coleta, é fundamental o uso de luvas grossas. Na
indisponibilidade de luvas, coletar o morcego com o auxilio de uma
caixa ou vidro, de forma a evitar o contato direto com o animal;

c) Profissionais de campo devem ser previamente imunizados contra
araiva.

12.2.2 InstrucOes para coleta:

a) Coletar encéfalo do animal suspeito. No capitulo XI esté descrita a
coleta de encéfalo na necropsia de bovinos;



b) No caso de morcego, envia-lo inteiro ao laboratério, de preferén-
cia morto;

c) As amostras devem ser conservadas refrigeradas e em embala-
gens hermeticamente fechadas. Em caso de demora no envio (mais
de 72 horas), pode-se congelar o material;

d) Encéfalo de bovino néao deve ser congelado. O congelamento pre-
judica o exame diferencial de Encefalopatia Espongiforme Bovina
(BSE), feito através da histopatologia.

12.3 Secrecoes

a) Secrecdes para isolamento viral devem ser coletadas com “swa-
bs” sem alginato de s6dio, uma vez que esta substancia inativa al-
guns virus;

b) Os “swabs” devem ser colocados em frascos ou embalagens esté-
reis e mantidos refrigerados, enviados em embalagem tripla;

c) Se for inevitavel o congelamento das amostras, utilizar gelo seco
ou nitrogénio liquido, quando se desejar o isolamento viral, pois
temperaturas de 0 a -40 °C podem inativar alguns virus;

d) Para o isolamento viral, existe a possibilidade de conservacao des-
tas amostras em preservativos com glicerina tamponada, conhecidos
como liquido de Bedson ou liquido de Vallée (vide férmulas no item
14 deste capitulo), mantidos refrigerados. Estes preservativos séo
muito eficazes, pois tém atividade bactericida e preservam os virus.
No Formulario de Solicitacao de Exames, deve ser informado qual o
preservativo utilizado;

e) Formol, glutaraldeido, alcoois ou outros produtos quimicos nao
devem ser utilizados para a remessa de amostras para diagndstico
viroldgico, pois estas substancias podem inativar os virus;




f) A amostra deve ser remetida ao laborat6rio o mais breve possivel,
ja que as secregbes sao coletadas, geralmente, para isolamento viral
ou detecgao antigénica.

12.4 Sangue

a) Para coleta de sangue, o local da pungéo deve ser desinfetado e
devem ser utilizados materiais estéreis, como seringas e agulhas ou
tubos de “vacutainer” com anticoagulante;

b) Se forem utilizados, para o envio de sangue, frascos de antibioti-
cos ou de outros quimioterapicos, deve-se ter o cuidado de realizar
lavagem adequada, com detergente e agua corrente, antes de fervé-
los, pois os produtos contidos nos frascos podem tornar o sangue t6-
xico para o teste realizado, inviabilizando o diagndstico. Estes frascos
nao sao recomendaveis;

c) A amostra deve conter, aproximadamente, 1 ml de sangue para
cada teste solicitado;

d) Para conservacdo de sangue, utiliza-se a refrigeracdo, nunca o
congelamento;

e) O sangue deve ser remetido ao laboratério em até 24 horas.

12.5 Soro

a) Para se obter o soro deve-se coletar o sangue, com material estéril;

b) Se forem utilizados, para envio de soro, frascos de antibiéticos ou
de outros quimioterapicos, deve-se ter o cuidado de realizar lavagem
adequada, com detergente e agua corrente, antes de fervé-los, pois
os produtos contidos nos frascos podem tornar o soro toxico para o
teste realizado, inviabilizando o diagndstico. Estes frascos ndo séo
recomendaveis;



¢) Os tubos ou seringas, contendo o sangue, precisam permanecer a
temperatura ambiente (a sombra), para que ocorra a separagao entre
0 soro e o coagulo, o que se consegue mais facilmente mantendo o
tubo inclinado;

d) Separar o coagulo do soro, transferindo este dltimo, cuidadosa-
mente, para um novo tubo estéril;

e) Se o soro nao for separado do coagulo, durante o transporte, o
sangue podera hemolisar, inutilizando a amostra;

f) O soro deve ter aparéncia limpida, de coloragdo amarelo claro e
sem turbidez (Figura 9);

g) A amostra deve conter 0,5 ml de soro para cada teste solicitado;

h) O soro deve ser conservado refrigerado e, em caso de demora no
envio (mais de 72 horas), pode-se congela-lo e envia-lo sob refrige-
racao;

i) Nunca congelar amostras de soro contendo coagulo, pois ocorrera
hemodlise, tornando o soro improprio para o exame;

j) Para amostras pareadas de soro, a primeira pode ser congelada e
enviada ao laboratério juntamente com a segunda, que devera ser co-
letada de 3 a 4 semanas apds a primeira. As amostras precisam estar
bem identificadas em relagdo a data da coleta e ao animal coletado.




Figura 9 — (A) Frascos de antibi6tico, sem lavagem e
desinfecgéao corretas, contendo soro hemolisado.
(B) Frascos lavados e esterilizados, corretamente

identificados, contendo soro translicido.




13 Doencas virais diagnosticadas
no IPVDF, testes realizados
e materiais a serem enviados

DOENCA PROVA AMOSTRA PARA COLETA
ELISA %Soro
2SN %Soro
DOENCA DE AUJESZKY Y Pulméo, bacgo, rim, encéfalo de ani-
mais doentes
PARVOVIROSE SUINA ‘IHA %Soro
PESTE SUINA CLASSICA SELISA | ®Soro
NEWCASTLE SELISA °Soro
INFLUENZA AVIARIA SELISA °Soro
v Sangue total, lesbes de mucosas,
DIARREIA VIRAL soro, fezes, fragmentos de o6rgaos,
BOVINA (BVD) placas de Peyer do intestino
SELISA %Soro
SELISA %Soro
2SN %Soro
:gz‘/,_lf)\,/ IPB Y Lesbes vesiculares nas mucosas, pul-
mao, baco, rim, “swabs” nasais e con-
juntivais, feto e tecidos fetais
MAMILITE POR ] _ . A .
HERPESVIRUS (BHV-2) I\ Les6es vesiculares na glandula mamaria
ENCEFALITE BOVINA POR 2SN °Soro
HERPESVIRUS (BHV-5) v Encéfalo
LINGUA AZUL §IDGA °Soro
LEUCOSE BOVINA SIDGA °Soro
SENCEFALITE EQUINA IVIC Encéfalo
HERPESVIRUS EQUINO v Encéfalo, pulmao, tecidos fetais
TIPO-1
3IF Cabeca/Encéfalo
SRAIVA
IVIC Cabeca/Encéfalo

IV = isolamento viral em cultivo celular

2SN = prova soroldgica de soroneutralizagao, qualitativo ou quantitativo (titulagem)
3IF = detecgéo antigénica por imunofluorescéncia

“IHA = prova soroldgica de inibicao da hemoaglutinagédo
SELISA = prova sorolégica de ELISA para detecgao de anticorpos

SIDGA = prova sorolégica de imunodifusdo em gel de agar

’IVIC = isolamento viral com inoculagdo em camundongo (prova biolégica)
8Zoonoses = doengas transmissiveis ao homem
¢ Em caso de quadro clinico, recomenda-se amostras pareadas




14 Férmulas

Férmula do Liquido de Bedson

Agua Destilada Deionizada..............c..ccccoeveeerenennnns 475 mi
Glicerina NeULIa.........oov i 500 mi
Fosfato Dissodico (Na,HPO,)..........cccccovniiiiiiiinn. 52749
Fosfato Monopotassico (KH,PO,)..........cc.cccoeeieinne. 2,029

Técnica: misturar a glicerina na agua e acrescentar os fosfatos. Ajus-
taro pHa 7,5-7,6 com o préprio fosfato tanto dissédico quanto mo-
nopotassico. Esterilizar em autoclave, 115 °C, 15 minutos.

Formula do Liquido de Vallée:

Fosfato Monopotassico (KH,PO,)..........cccccoviviiiiiiiiiic, 0,9¢g
Fosfato Bipotassico (K,HPO,).........ccccooviiiiiiiiiiis 1,15¢
Agua Destilada Deionizada..............c.ccveeveeveeeeveeeceieieeeeenns 500 ml
GlICErNA NEULIAL ....cei it 500 ml

Técnica: dissolver os fosfatos na agua e, em seguida, adicionar a
glicerina. Ajustar o pH a 7,6 com NaOH. Esterilizar em autoclave, 115
°C, 15 minutos.

No caso de solicitagio de outro exame virolégico que nao esteja des-
crito no manual, contatar o Laboratério de Virologia, pelo telefone (51)
3481 3711 (ramais 220 e 238) ou por e-mail virologia@ipvdf.rs.gov.br



IV Coleta de
Amostras para Exame
Parasitologico

15 Amostras para exame
parasitologico

E importante que a coleta, acondicionamento, identificacdo e remes-
sa das amostras sigam as recomendacdes basicas descritas nos
itens de 1 a 6 do capitulo | deste manual.

15.1 Endoparasitos

a) Para contagem de ovos e pesquisa de oocistos em fezes:

Recomenda-se coletar um minimo de 20 g de fezes, diretamente do
reto do animal. Pode-se utilizar, por exemplo, uma luva de toque que
serve de embalagem quando invertida apds a coleta da amostra.

Para preservagéo, o material deve ser mantido refrigerado até chegar
ao laboratério ou em formol a 10 % na proporgao de uma parte para
quatro de fezes (considerar que o formol pode alterar a morfologia
dos protozoarios e larvas) ou, ainda, em MIF (mertiolato, iodo, for-
mol), cuja férmula encontra-se no item 16 deste capitulo.

As amostras devem ser embaladas em sacos plasticos amarrados nas
extremidades ou em frascos de plastico/vidro tampados, identificadas
individualmente. Enviar ao laboratério sempre sob refrigeragéao.




b) Para contagem e identificacédo de parasitos adultos:

Orgéos suspeitos de conter helmintos, como abomaso e intestino,
devem ter as extremidades ligadas, para se evitar perda de contetdo,
e ser enviados ao laboratorio sob refrigeragdo ou congelados.

As demais visceras devem ser embaladas em sacos plasticos devi-
damente identificados, preservadas sob refrigeracao ou congeladas.

Ao colher helmintos adultos, torna-se importante que eles sejam ma-
nipulados sem laceragdes, para se evitar alteragdes morfoldgicas.
Apés lavagem (separar sujidades, fezes, sangue), os helmintos de-
vem ser colocados em frascos contendo liquidos adequados para
remessa e preservacao (Liquido de Raillet: 5 ml de Formol, 2 ml de
Acido Acético e 93 ml de Agua Destilada).

c) Pesquisa de anticorpos contra Toxoplasma sp.:

Em casos de suspeitas de aborto por toxoplasmose, recomenda-se
coletar aproximadamente 5 ml de sangue do animal suspeito em tu-
bos, sem anticoagulante e siliconizados, para facilitar a retracao do
coagulo, utilizando-se seringa e agulhas estéreis descartaveis. Apds
a separagao do soro, o mesmo deve ser removido para outro frasco,
devidamente identificado e tampado, deve ser mantido sob refrigera-
¢ao e enviado ao laboratério em 24 horas. Se né&o for possivel o en-
vio nesse periodo, o soro pode ser congelado aguardando remessa
posterior nessas condi¢cdes. Considerar a possibilidade do envio de
amostras pareadas.

O Laboratério de Parasitologia Veterinaria do IPVDF realiza testes
soroldgicos para pesquisa de anticorpos contra Toxoplasma nas es-
pécies suina, canina, felina, ovina e caprina.



15.2 Ectoparasitos

a) Carrapatos:

¢ Para testes carrapaticidas: Amostras de fémeas adultas ingurgita-
das (teledginas) devem ser coletadas diretamente dos bovinos, antes
de qualquer tratamento carrapaticida (ideal 3 semanas apés o Ultimo
tratamento), e enviadas ao laboratério dentro de 24 horas. Enviar, no
minimo, 100 teledginas, para que possam ser testados os principais
carrapaticidas. Os carrapatos devem ser acondicionados em reci-
pientes limpos, realizando-se pequenas perfuragdes que permitam
a entrada de ar (garrafas plasticas de agua mineral, por exemplo).
Evitar sempre a exposi¢éo a raios solares durante o armazenamen-
to e transporte até o laboratério (Figura 10). Se possivel, enviar as
amostras em embalagem tripla, conforme capitulo |, porém sem gelo.

No caso da propriedade utilizar banheiro de imersao, € importante
uma remessa da calda do banheiro em uso, a qual deve ser coletada
ap6és a homogeneizagdo da mesma, 0 que se consegue imediata-
mente apds a passagem de pelo menos 20 bovinos adultos, coletan-
do-se amostras aproximadamente a 1 metro da superficie, em uma
garrafa tipo pet (500 ml), por exemplo. Manter e enviar ao laboratério
sempre separada das amostras de carrapatos.

E importante que o histérico de utilizagdo de produtos carrapaticidas
na propriedade, bem como carrapaticida em uso e demais informa-
¢bes de manejo bovino, constem na ficha de requisicao do teste car-
rapaticida.

* Para identificacdo: Amostras de carrapatos (colhidos em outras
espécies de animais) devem ser colocadas em frascos vedados, con-
tendo alcool 70? (preferentemente) ou 962, e enviadas ao laboratorio,
com identificagao do hospedeiro, local e data de coleta.




b) Sarnas: raspados profundos da leséo, especialmente das bordas,
sdo os mais apropriados para a pesquisa de acaros causadores de
sarna. A coleta deve ser feita da seguinte maneira:

e Fazer uma prega na pele do animal, proxima as bordas da leséao.
Caso nao apresente lesdes, preferir regides da base da cauda ou
orelhas (especialmente no caso de suinos);

 Pingar algumas gotas de 6leo (mineral ou de soja) sobre a prega
de pele;

* Raspar a prega de pele vérias vezes com uma lamina de vidro ou
de bisturi, usada em angulo de 90 em relagéo a pele, promovendo
escarificagdo profunda até o aparecimento de pequenos pontos de
sangue;

e Colocar o material sobre uma lamina de vidro e cobrir com outra
lamina de mesmo tamanho, lacrando todas as bordas com fita ade-
siva ou enrolando as laminas em filme de PVC até a chegada ao
laboratério;

» Conter adequadamente o animal durante a raspagem, para evitar
possiveis acidentes por agressdes, uma vez que este procedimento
pode provocar dor e desconforto/irritagao.

c) Piolhos: exemplares para identificagdo laboratorial devem ser
mantidos em frascos lacrados a seco ou imersos em alcool 70°.
Amostras de pélo ou 1& com material suspeito devem ser mantidas
em recipientes vedados (placas de Petri com as bordas lacradas por
fita adesiva, por exemplo).

d) Larvas de dipteros (moscas): as larvas causadoras de “bernes” e
“picheiras” devem ser colhidas diretamente do animal e podem ser en-
viadas ao laboratério para identificacdo em frascos contendo alcool 70°.
Para evitar o escurecimento das larvas em solugéao conservante, pode-
se coloca-las em agua fervente e depois transferi-las para a solugéo.



e) Outros ectoparasitos: moscas, mosquitos, hemipteras (barbei-
ros) e outros insetos para identificagdo podem ser mantidos em fras-
cos tampados a seco, com naftalina, evitando-se o contato direto com
o espécime (conforme Figura 11) ou imersos em solugao conservan-
te, preferentemente alcool 70°.

15.3 Hemoparasitos

a) Esfregacos de sangue: exames para confirmar suspeita de ba-
besiose e anaplasmose bovina podem ser requisitados através de
esfregacos finos de sangue, preferencialmente fixados em metanol.

A coleta deve ser feita em extremidades como orelhas ou cauda, coletando-
se a primeira gota extravasada ap0s a perfuragéo da pele com agulha es-
téril. Para formar o esfregaco, distende-se suavemente a gota de sangue
sobre uma lamina para microscopia com o auxilio de outra lamina. Logo
a seguir, com rapidos movimentos, agita-se a lamina no ar, de modo que
a secagem do esfregago acontega o mais rapido possivel. A lamina pode
ser identificada com o auxilio de um lapis comum e remetida ao laborat6rio
devidamente protegida, preferentemente apds fixacao em alcool metilico.

Alternadamente, uma pequena amostra de sangue (2 a 5 ml), coletada
com anticoagulante (ACD ou EDTA, por exemplo), mantida sob refrigera-
¢ao0, pode ser enviada ao laboratério para a pesquisa de hemoparasitas.

b) Visceras: fragmentos de bago, figado, coragao, rim e cérebro (suspeita
de babesiose cerebral) devem ser colhidos durante a necropsia, embala-
dos em recipientes ou sacos plasticos devidamente vedados, e enviados
ao laboratério em embalagem tripla como descrito no item 2 do capitulo 1.

c) Soros: devem ser enviados sob refrigeracdo ou congelados para
a pesquisa de anticorpos contra Babesia sp. e Anaplasma margina-
le. Utiliza-se sorologia especialmente para estudos epidemiolégicos,
avaliagbes de estabilidade ou instabilidade enzooética dos rebanhos
bovinos e acompanhamento de animais imunizados contra babesio-
se e anaplasmose.




16 FOormulas

SOLUCAO MIF

Agua destilada............ccccoveveverirerererecnne, 250 ml
Mertiolato N° 99 a 1:1000................cuuveeee 200 ml
FOrmol......ooooooii 25 ml
GlICEINA......oeieeeeeecccce e, 5ml

Figura 10 - Embalagem correta FIGURA 11 - Forma correta de envio
para envio de carrapatos de ectoparasitos (insetos) a seco
para testes carrapaticidas. para identificagéo.

Em caso de duvidas, entrar em contato com o Laboratério de Pa-
rasitologia, pelo telefone (51) 3481 3711 (ramal 236) ou pelo e-mail
parasitologia@ipvdf.rs.gov.br .




V Coleta de Amostras para
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17 Amostras para Exame
Histopatoldgico

Os tecidos para exame histopatolégico devem ser colhidos na ne-
cropsia logo apds a morte, para se evitar autdlise, e ndo podem ser
congelados. Devem ser remetidos em solucéo fixadora de formol a
10 %. Os fragmentos precisam ser delgados (maximo de 1 centimetro
de espessura) e devem estar imersos na solugao na proporgao de 1
parte de tecido para 10 partes de formol (Figura 12).

Incorreto = Correto

Figura 12 — (A) Frasco contendo excesso de tecido em relagao a
quantidade de formol e (B) Propor¢ao adequada de tecidos e formol
e frasco identificado corretamente.




O material deve conter, sempre que possivel, por¢des do tecido le-
sado e do tecido normal adjacente. Deve-se colocar uma camada de
algodao na parte superior do frasco quando forem coletados tecidos
que flutuam, como no caso do pulméo, evitando-se que alguma por-
¢ao néo fique imersa no formol.

Os frascos necessitam ter boca larga, evitando a dificuldade do labo-
ratorista para retirar o tecido fixado do recipiente. Cada frasco deve
ser bem vedado e estar identificado de forma legivel, acompanhado
do Formulario para Solicitacdo de Exames, demonstrado no Anexo 1.

E importante que a coleta, acondicionamento, identificagao e remes-
sa das amostras sigam as recomendagdes béasicas descritas nos
itens de 1 a 6 do capitulo | deste manual.

Caso haja necessidade de exame bacteriolégico e/ou virologico, tam-
bém, devem ser remetidas porgdes de material conservado sob refri-
geracao, sem serem fixados no formol.

Formula do formol a 10 %

Formaldeido (35 — 40 %) (= formalina comercial) ........... 100 ml
Agua de tOrMEIra...........ceeveeeeieeeeeeeeeeeeeee e, 900 ml



18 Coleta de amostras quando
a suspeita for intoxicacao

Para o diagnéstico de intoxicagéo, é fundamental que o material
enviado seja acompanhado de informagbes que incluam espécies
atingidas, idade dos animais, sintomas, curso clinico, achados de ne-
cropsia, regiao, localizagao e lotagao de animais na propriedade, bem
como as condicbes em que costuma ocorrer a manifestagao clinica
da doenga.

Em muitas intoxicagoes, o diagndstico definitivo é fornecido pela his-
topatologia.

18.1 Intoxicacéo por plantas

Para a grande maioria das intoxicagbes com plantas, além da histo-
ria clinica e necropsia, a histopatologia é de extrema importancia e,
muitas vezes, determinante para o diagnéstico. Neste caso, sempre
devem ser enviadas amostras de figado, sistema nervoso central,
rim, miocardio, pulméo e, quando houver envolvimento do trato gas-
trintestinal, amostras do rimen e reticulo mais proximas ao cardia,
bem como partes lesadas do tubo digestivo. E aconselhavel também
o0 envio de bexiga, vesicula biliar, bago e fragmentos de qualquer ou-
tro 6rgéo e/ou tecido com lesbes macroscoépicas, devidamente iden-
tificados, sendo que a remessa deve ser feita da mesma forma como

descrita anteriormente para exame histopatoldgico.

No Rio Grande do Sul, as plantas responsaveis por cerca de 50 %
das intoxicagbes em bovinos sédo do género Senecio (maria mole) e
as mais frequentes na epidemiologia da doenga séo S. brasiliensis
(Figura 13) e S. selloi (Figura 14).




Farnando Baram

Figura 13 — Senecio brasiliensis. Figura 14 — Senecio selloi.

Dentre outras plantas, variando entre regides, sao importantes tam-
bém: Ateleia glazioviana (timbd), Pteridium aquilinum (samambaia),
Nierembergia veitchii, Baccharis coridifolia (mio-mio), Cestrum spp.
(coerana), Lantana spp., Amaranthus spp. (caruru), Enterolobium
spp. (timbalva), Halimium brasiliense, Solanum fastigiatum (jurube-
ba), Ammi majus, Xanthium cavanillesii (carrapicho), Manihot spp.
(mandioca brava), Prunus spp. (pessegueiro bravo) e Mascagnia sp.

18.1.1 Coleta da planta para identificacao

As amostras de plantas devem ser colocadas entre jornal e papeléo.
Na parte interna, colocam-se dados como nome popular da planta, lo-
cal da coleta (além do municipio e regiéo, informar se foi encontrada
em mato, banhado, etc.); época de ocorréncia; se € uma arvore, arbus-
to, cipd etc.; ocorréncia de flores (época, cor, forma) e de frutos (forma,
tamanho); data, nome e telefone do coletor. Esse material deve ser
prensado ou atado com cordao. Se for curto o espago de tempo entre
a coleta e a remessa do material, as plantas podem ser colocadas em
sacos plasticos individuais com os dados correspondentes.



18.2 Intoxicacéao por fungos

Intoxicagdes por fungos como Fusarium moniliforme (leucoencefa-
lomalacia equina), Ramaria flavo-brunnescens (mal do eucalipto),
Claviceps paspali (mal do melador), dentre outros, podem ter a his-
topatologia como auxilio importante no diagnéstico. O material a ser
enviado, além da histéria clinica, deve seguir a mesma orientagéo
descrita na suspeita de planta toxica.

18.3 Intoxicacao por produtos quimicos

Intoxicagdes por produtos a base de organofosforados, carbamatos,
ureia, etc. podem, também, ter a histopatologia como auxiliar no diag-
nostico. O material a ser enviado segue as mesmas recomendagoes
feitas anteriormente, além da histéria clinica.

Em caso de dlvidas, entrar em contato com o Laboratério de Patolo-
gia, pelo telefone (51) 3481 3711 (ramal 223) ou pelo e-mail patolo-
gia@ipvdf.rs.gov.br.
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19 Amostras para o Laboratorio
de Patologia Suina

O Laboratério de Patologia Suina realiza a necropsia de suinos, exa-
me macroscopico e bacterioldgico.

Quando necessario, exames complementares séo realizados, princi-
palmente para estabelecer o diagndstico diferencial.

E importante que a coleta, acondicionamento, identificacéo e remes-
sa das amostras sigam as recomendagdes béasicas descritas nos
itens de 1 a 6 do capitulo | deste manual.




19.1 Doencas bacterianas diagnosticadas no
Laboratério de Patologia Suina do IPVDF

DOENCA

PROVA LABORATORIAL

MATERIAL A SER ENVIADO

Colibacilose Neonatal

Exame bacteriolégico

Algas intestinais, fezes, suabe retal
ou leitdo em refrigeracéo

Colibacilose da 32
semana

Exame bacteriol6gico

Alcas intestinais, fezes, suabe retal
ou leitdo em refrigeracéo

Doencga do edema

Exame bacteriol6gico

Algas intestinais, fezes, suabe retal
ou leitdo em refrigeracéo

Exame histopatolégico

Encéfalo em formol a 10 %

Enterotoxemia

Exame bacteriol6gico

Algas intestinais ou leitdo em
refrigeracédo

Exame histopatolégico

Fragmentos de algas intestinais em
formola 10 %

Salmonelose

Exame bacteriol6gico

Algas intestinais, fezes, suabe retal,
baco ou leitdo em refrigeragao

Exame histopatolégico

Fragmentos de algas intestinais
(ileo e ceco) em formol a 10 %

Doenca de Glasser

Exame bacteriol6gico

Lesoes serofibrinosas, liquido pericar-
dico, liquido cefaloraquidiano, liquido
sinovial, coragéo, bacgo, cérebro,
figado, leitdo em refrigeracéo

Pleuropneumonia

Exame bacteriol6gico

Pulmao, pleura ou leitdo em
refrigeracao

Exame histopatolégico

Pulmao, pleura em formol a 10 %

Pasteurelose pulmonar
(Pasteurella multocida
tipo capsular A e D)

Exame bacteriol6gico

Pulmao, pleura ou leitao
em refrigeracéo

Rinite atréfica
progressiva

Exame bacteriolégico

Suabe nasal, tonsilas (em meio de
transporte, sempre que possivel)
em refrigeragdo

Meningite estreptocécica

Exame bacteriolégico

Encéfalo, suabes de meninge,
liquido cefaloraquidiano ou leitdo
em refrigeragao

Exame histopatolégico

Fragmento de encéfalo, incluindo
meninge em formol a 10 %

Erisipela

Exame bacteriol6gico

Baco, liquido sinovial, lestes de
pele em refrigeracdo

Epidermite exsudativa

Exame bacteriol6gico

Pele, suabes da pele lesionada,
rins ou leitao em refrigeracao

Artrites

Exame bacteriolégico

Suabe da articulagéo ou liquido
sinovial em refrigeragéo

Em caso de duvida, entrar em contato com o Laboratério de Patologia Suina, pelo
telefone (51) 3481 3711 (ramal 231) ou pelo e-mail suinos@ipvdf.rs.gov.br .
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20 Amostras para o Laboratorio
de Biologia Molecular

O laboratério atua na realizagdo de andlises laboratoriais de DNA e
RNA de agentes infecciosos de animais de produgéo, utilizando téc-
nicas de biologia molecular, mantendo também o foco em atividade
de pesquisa.

E importante que a coleta, acondicionamento, identificagéo e remes-
sa das amostras sigam as recomendagdes béasicas descritas nos
itens de 1 a 6 do capitulo | deste manual.

Atualmente, estdo sendo realizados os diagnésticos das seguintes
enfermidades pela técnica de PCR:

Agente infeccioso

Listeria monocytogenes
Escherichia coli

Salmonella sp.

Campylobacter jejuni

Mycobacterium bovis
Mycobacterium tuberculosis
Mycobacterium complexo MAC




Os materiais a serem enviados sdo: sangue com EDTA, leite, ou-
tros fluidos e tecidos. Os materiais devem ser enviados sob refri-
geracdo em até 48 horas ap0s a coleta e, depois deste periodo,
enviar congelado.

Dependendo da demanda, ha a possibilidade da implantacdo de
diagnéstico molecular para outros microrganismos.

Em caso de duvida, entrar em contato com o Laboratoério de Biologia
Molecular, pelo telefone (51) 3481 3711 (ramais 208 e 243), ou pelo
e-mail biologiamolecular@ipvdf.rs.gov.br .




VIIl Coleta de Amostras
para Diagnostico de
Doencas das Aves

As principais enfermidades diagnosticadas no Laboratério de Saude
das Aves do IPVDF s&o:

E importante que a coleta, acondicionamento, identificagao e remes-
sa das amostras sigam as recomendacdes basicas descritas nos
itens de 1 a 6 do capitulo | deste manual.

Doencas das Aves
Aspergilose

Botulismo

Colibacilose

Clostridiose
Pasteurelose
Salmonelose
Micoplasmose

Metapneumovirose
Anemia Infecciosa
Doenca de Gumboro
Bronquite Infecciosa




21 Aves vivas ou mortas

Tipos de exames: necropsia, bacteriol6gico, antibiograma, micolégico
e PCR.

Quando possivel, é desejada uma amostragem minima de 10 aves
de 1 dia de idade ou 5 aves adultas por lote.

As aves mortas devem ser encaminhadas sob refrigeragdo (2-8 C),
0 mais rapido possivel, evitando o estado de decomposicao.

As aves vivas devem ser enviadas em caixas forradas, evitando es-
tresse e/ou morte por temperatura, oxigenagao e espaco inadequados.




22 Orgaos

Tipos de exames: bacteriolégico, antibiograma, micolégico, bioen-
saios e PCR.

Os o6rgaos devem ser coletados de forma asséptica, durante a ne-
cropsia, para evitar a contaminagao do material e interferéncia no iso-
lamento do agente etiol6gico. Também néo devem estar em estado
de autdlise.

Coletar amostras de 5 animais do mesmo lote, sendo 3 aves com
sintomas e 2 aparentemente sadias.

Pode ser coletado cérebro, cerebelo, traqueia, pulmao, sacos aéreos,
coragao, papo, proventriculo, moela, figado, bago, timo, pancreas,
rim, bursa, tonsilas cecais, intestinos, ovario, testiculo, ossos, nervo
ciatico e vago.

As amostras devem ser enviadas em embalagens limpas e estéreis
sob refrigeracéo (2-8 C), em até 24 horas.



23 Suabes
23.1 Traqueia

Tipos de exames: bacterioldgico, antibiograma e PCR.

A coleta deve ser realizada com a ave bem imobilizada e observada
a introdugdo do suabe estéril (haste com algodao) no local correto,
atentando para a proximidade entre o 6rgéo alvo e o eséfago. E ne-
cessario abrir o bico da ave e abaixar a lingua da mesma para poder
atingir a traqueia. Os suabes estéreis devem ser abertos e seguros
pelo cabo onde ndo ha algodao, sendo esfregados com firmeza em
toda a circunferéncia da parede da traqueia, evitando que toquem
nas mucosas da boca. Utilizar um suabe por ave e, apds a coleta,
cortar a extremidade que estava em contato com a méo e mergulhar
o restante no frasco que contém o meio de transporte Stuart.

O caldo Frey deve ser utilizado como meio de transporte quando o
exame for para PCR para Mycoplasma.

Devem ser coletados suabes individuais de 20-30 aves por lote. Uti-
lizar um tubo com meio de transporte para cada suabe coletado. As
amostras devem ser enviadas sob refrigeragéo (2-8 C), no intervalo
maximo de 24 horas.

23.2 Cloaca

Tipos de exames: bacterioldgico, antibiograma e PCR.

A coleta deve ser realizada com suabe estéril seguro pelo cabo onde
nao ha algodao, realizando movimentos circulares no orificio da clo-
aca. Utilizar um suabe por ave e, ap0ds a coleta, cortar a extremidade
que estava em contato com a méo e mergulhar o restante no frasco
que contém solugao de agua peptonada tamponada estéril.




Devem ser coletados suabes de 20-30 aves por lote, agrupando 10
suabes em cada recipiente. As amostras para isolamento bacteriano
e PCR devem ser enviadas sob refrigeragéo (2-8 C), no intervalo
maximo de 24 horas.

23.3 Arrasto

Tipos de exames: bacterioldgico, antibiograma e PCR.

Fazer todo o procedimento utilizando luvas descartaveis estéreis. A
coleta deve ser realizada com gaze ou esponja estéril, que seréo ar-
rastadas pelo galp&o para entrarem em contato direto com a cama do
aviario. Apos o término, colocar o material coletado no frasco conten-
do solugao de agua peptonada tamponada estéril.

As amostras para isolamento bacteriano e PCR devem ser enviadas
sob refrigeragéo (2-8 C), em até 24 horas.

24 Soro

Tipos de exames: SAR e bioensaios.

A coleta do sangue deve ser realizada de maneira asséptica, utilizan-
do material e instrumentos estéreis, conforme descrito nos itens 12.4
e 12.5 deste manual. Nao adicionar anticoagulante, para néo interferir
nos resultados dos exames.

Nas aves adultas, a coleta pode ser realizada por puncéo cardiaca ou
na veia ulnar (asa). Em aves de 1 dia, realizar pungao cardiaca ou na
veia jugular (decapitagéo).

O numero de amostras minimo para realizagéo de testes sorolégicos
é de 25 soros por lote de pontos distintos do galpao.

Observar os itens 12.4 e 12.5 deste manual para o envio das amostras.
Os soros enviados para o teste de SAR nao podem ser congelados.



Enfermidade

Exames

Amostras

Aspergilose Isolamento fangico Aves e pulmbes
Botulismo Bioensaio em Soro, figado, contetido do papo,
camundongos moela e intestinos
Colibacilose Isolamento Aves e 6rgaos afetados (ovario,
bacteriano figado, coragdo, sacos aéreos e
tecido subcutaneo)
Clostridiose PCR Aves e intestinos
Pasteurelose Isolamento Aves, suabes, figado, pulmoes,
bacteriano traqueia, coracao, barbelas,
cabega e 0ssos longos (fémur)
Salmonelose SAR Soros, aves, suabes, érgaos
Isolamento afetados (figado, intestinos,
bacteriano coragao, bago e ovario)
PCR
Micoplasmose PCR Aves, suabe traqueal, traqueia,
pulmbes e sacos aéreos
Metapneumovirose PCR Aves, suabe traqueal, traqueia,
pulmbes e cabega
Anemia Infecciosa PCR Aves, timo e bago
Doenca de Gumboro PCR Aves e bursa
Bronquite Infecciosa PCR Aves, pulmoées, traqueia e rins

Em caso de duvida, entrar em contato com o Laboratério de Salude
das Aves, pelo telefone (51) 3481 3711 (ramais 248 e 249) ou pelo
e-mail aves@ipvdf.rs.gov.br.




|IX Coleta de Amostras
de Racao e Farinhas
de Origem Animal para
Exame Microbiologico

Tipos de exames: contagem de mesdéfilos, contagem de coliformes to-
tais / termotolerantes / E. coli, contagem de bolores e leveduras, conta-
gem de estafilococos coagulase positiva, contagem de clostridio sulfito
redutor e pesquisa de Salmonella spp. e Listeria monocytogenes.

25 Amostras acondicionadas
em embalagens individuais

As amostras devem ser enviadas em quantidade igual ou superior a
200 g, na sua embalagem original, fechada e intacta. Caso na emba-
lagem unitaria a quantidade n&o atinja a recomendada para o envio,
coletar varias embalagens unitarias.

26 Amostras acondicionadas em
embalagens nao individuais

Quando as amostras estiverem contidas em embalagens de grande
quantidade, deve-se promover a homogeneiza¢do do material a ser
analisado antes do inicio da amostragem. Fazer a coleta de maneira
asseéptica em porgOes representativas da massa total para frascos es-
téreis ou embalagens novas, em quantidade igual ou superior a 500 g.



As amostras devem ser enviadas sob refrigeragéo (2-8 C), no tempo
méaximo de 24 horas. E importante que a coleta, acondicionamento,
identificagao e remessa das amostras sigam as recomendagdes basi-
cas descritas nos itens de 1 a 6 do capitulo | deste manual.

Microrganismos Método de analise

Mesofilos Contagem

Coliformes Totais / Termotolerantes / E.coli | Contagem

Estafilococos Coagulase Positiva Contagem

Clostridio Sulfito Redutor Contagem

Salmonelose Isolamento bacteriano
PCR

Listeria monocytogenes PCR

Bolores e Leveduras Contagem

Em caso de duvida, entrar em contato com o Laboratério de Salude
das Aves, pelo telefone (51) 3481 3711 (ramal 248) ou pelo e-mail
aves@ipvdf.rs.gov.br .




X Coleta de Amostra de
Agua para Exame de
Contaminacao Bacteriana

A agua é considerada recurso de primeira necessidade para todos
os seres vivos. Portanto, a sua salubridade é de grande importancia,
pois mesmo sendo subterranea pode ficar exposta a poluentes e con-
taminantes. A poluicdo aquatica pode ocorrer tanto por substancias
quimicas quanto por contaminantes bioldgicos, os quais podem ser
veiculados para o homem ou para os animais, causando doencas. A
agua para consumo humano e animal deve ser potavel, ou seja, isen-
ta de agentes bioldgicos patogénicos, compostos toxicos, excesso
de substancias organicas e minerais. Uma das formas de controle da
qualidade da agua é através da andlise bacteriolégica, que determina
0 numero de bactérias totais e de origem fecal, sendo o grupo colifor-
me bastante utilizado como indicador de contaminag&o.



27 Coleta de agua em torneiras e
bebedouros

A amostragem da agua devera ser realizada em frascos estéreis com
volume minimo de 200 ml. A coleta e o manuseio dos recipientes
deverdo ser realizados com cuidado, para evitar a contaminacao mi-
crobioldgica da amostra. Os recipientes deveréo ser abertos somente
no momento da coleta da amostra e pelo tempo necessario para seu
preenchimento, devendo ser fechados imediatamente apds a coleta.

E importante que a coleta, acondicionamento, identificagao e remes-

sa das amostras sigam as recomendagdes béasicas descritas nos
itens de 1 a 6 do capitulo | deste manual.

27.1 Procedimentos de coleta:

a) Lavar a torneira no local de saida da agua e lavar as méaos para
evitar a contaminagao:

b) Abrir a torneira, no ponto de coleta, de forma a obter um fluxo baixo e
constante de agua e deixar escoar a agua por dois minutos antes da coleta:




c) Abrir o frasco neste momento e colher a agua mantendo o mesmo
inclinado para evitar a sua contaminacao pelo ar. Manter a tampa virada
para baixo e nunca tocar nas suas bordas ou no interior do recipiente:

d) Coletar um volume de amostra que preencha 2/3 do recipiente.
Tampar o frasco rapida e firmemente para que se evite a contamina-
¢ao e o vazamento da amostra durante o transporte ao laboratério:

e) Identificar o recipiente com as seguintes informagdes, escritas de
forma legivel:

Tipo de agua:

Ponto de amostragem:

Local:

Data e hora da coleta:

Nome do responsavel pela coleta:




f) Enviar a amostra ao laboratério imediatamente ap6s a coleta. Ela
deve ser enviada em caixa isotérmica, chegando ao laboratério num
periodo maximo de 12 horas apds sua coleta. Os recipientes deverao
ser acondicionados de forma que os espagos vazios sejam preenchi-
dos com papel amassado, evitando-se que o recipiente se desloque
dentro da caixa durante o trajeto. Enviar a amostra em esquema de
embalagem tripla, descrita no item 2 do capitulo I. O Formulario para
Solicitagdo de Exames (Anexo 1) e o rétulo de risco biolégico (item
3 do capitulo 1) devem ser preenchidos e fixados no lado externo da
caixa que contém as amostras:




28 Coleta de agua em rios, pocos,
caixas d’agua e reservatorios em
geral

A amostragem da dgua devera ser realizada em frascos estéreis com
volume minimo de 200 ml. A coleta e o manuseio dos recipientes
deverdo ser realizados com cuidado, para evitar a contaminagéo mi-
crobiolégica da amostra. Os recipientes deveréo ser abertos somente
no momento da coleta da amostra e pelo tempo necessario para seu
preenchimento, devendo ser fechados imediatamente apds a coleta.

28.1 Procedimentos de coleta:

a) Lavar as maos e as demais partes do corpo que entrarao em con-
tato cor™ L col

b) Para facilitar a coleta, amarrar o recipiente com uma corda previa-
mente lavada e desinfetada. Abrir o frasco no momento da coleta. Des-
cer o recipiente abaixo do nivel da agua, cerca de vinte centimetros de
profundidade, evitando ua da superficie:



c) Coletar um volume de amostra que preencha 2/3 do recipiente. Tam-
par rapidamente o frasco e de maneira firme, para evitar a contamina-
¢ao e 0 vazame a0 laboratdrio:

d) Identificar o recipiente, que deve conter as informagdes necessa-
rias, escritas de forma legivel, conforme descrito anteriormente no
item 27.1.e;

e) Enviar a amostra imediatamente ap0s a coleta ao laboratério, con-
forme descrito anteriormente no item 27.1.1.

Em caso de duvidas, entrar em contato com o Laboratério de Saude
das Aves, pelo telefone (51) 3481 3711 (ramal 248) ou pelo e-mail
aves@ipvdf.rs.gov.br .




Xl Coleta do Encéfalo na
Necropsia de Bovinos

Esse capitulo, assim como suas ilustragbes, foi reproduzido e/ou
adaptado a partir do “Manual de procedimentos para diagndstico
histolégico diferencial da Encefalopatia Espongiforme dos Bovinos
(BSE)”, de Barros et al., 2001.

A coleta néo criteriosa de amostras de cérebro néo fixado pode di-
ficultar o exame no laboratério. Quando houver varios animais para
necropsia, num surto de uma doenga neuroldgica, o tempo para a
retirada do encéfalo pode ser um fator limitante. Nesse caso, selecio-
ne alguns animais para o exame neuropatolégico. Deve-se coletar o
material tentando eliminar ou diminuir ao maximo os danos ao tecido
nervoso durante a sua retirada.

29 Retirada do encéfalo

a) Através de um acesso ventral, remova a cabeca, desfazendo a ar-
ticulagao atlanto-occipital. Localize o ponto da articulagéo, colocando
o dedo na regidao e movimentando a cabec¢a do animal (Figuras 15 e
16). Seccione musculos e ligamentos e faga a extensdo da articula-
¢ao, empurrando o focinho do cadaver para baixo;

b) Seccione a pele, longitudinalmente, da nuca ao focinho, rebaten-
do-a. Remova musculos e tecidos moles;

c¢) Trace uma linha imaginaria logo apés as apdfises supraorbitarias dos
ossos frontais, unindo o extremo caudal de um olho ao outro (Figura 17)
e, utilizando um escopro e um martelo ou serra, seccione a sequir;



d) Seccione os ossos temporais € o occipital, unindo os extremos da
seccgao anterior ao forame magno;

e) Retire a calota craniana, fazendo tragdo com um pequeno gancho
ou usando o escopro como alavanca;

f) Utilizando tesouras, retire a dura-mater, seccionando a foice do cé-
rebro e o tentério do cerebelo, certificando-se de que a porgao de me-
ninges entre o cérebro e o cerebelo tenha sido retirada, para remover
o conjunto de forma intacta (Figura 18 e 19);

g) Vire a cabeca do animal de modo que o cérebro fique para baixo e,
assim, aproveitando a gravidade, seccione com cuidado a emersao
dos nervos cranianos, retirando delicadamente o encéfalo da cavida-
de craniana;

h) O ganglio do nervo trigémeo (ganglio de Gasser) deve ser também
coletado. O exame desse par de ganglios nervosos do 5° par de ner-
vOs cranianos é importante para o diagnostico de doengas como rai-
va e doencga de Aujeszky. A rede admiravel carotidea é retirada com
0 ganglio e a hipdfise: fazem-se dois cortes longitudinais e paralelos,
como se estivessem unindo o clindide cranial com o vértice do rochedo
temporal. Posteriormente, secciona-se transversalmente o diafragma
hipofisario, cranialmente ao clin6ide cranial e posteriormente préximo
ao vértice do rochedo temporal. Com uma pinga, retira-se o diafragma
hipofisario e, em seguida, o ganglio trigeminal. Em casos de encefalite
da febre catarral maligna, os vasos da rede admiravel mostram leséo
(vasculite) caracteristica. Em casos de raiva e Aujeszky, a inflamacéo
(ganglioneurite) do ganglio do nervo trigémeo € um achado frequente;

i) Observe com atencdo o encéfalo, evitando pressiona-lo, pesquisan-
do lesbes macroscoOpicas como aumento de volume, assimetrias, vas-
cularizagéo, pontos de amolecimento, hemorragias, exsudatos, etc.




Figura 15 — Remocgao da cabega. A faca € inserida
no ponto indicado pela seta (reproduzido de Olafson
in: Barros et al., 2001).

Figura 16 — Remogao da cabeca. A cabeca é separada do
resto do cadaver na articulagéo antlanto-occiptal (reproduzi-
do de Olafson in: Barros et al., 2001).




-]

Figura 17 — As linhas marcam os locais onde o cranio deve ser
serrado para retirada do cérebro (reproduzido de Olafson in:
Barros et al., 2001).

Figura 18 — O cérebro é entao exposto com a dura-mater
intacta (reproduzido de Olafson in: Barros et al., 2001).




30 Coleta e selecao de amostras
do encéfalo para virologia,
bacteriologia e histopatologia

Acoleta e a selegao de amostras para exames virolégicos e bacteriol6-
gicos devem ser feitas antes da fixagao do encéfalo, da seguinte forma:

a) Inicialmente, remova o cerebelo, seccionando-o ao nivel dos pe-
dunculos cerebelares. Introduza a ponta de uma lamina no 4° ventri-
culo pela parte caudal do cerebelo. Seccione rostral e horizontalmen-
te os pedunculos cerebelares, separando o cerebelo do bulbo num
dos lados e, depois, no outro (Figura 20 e 21);

b) Corte na altura do tdlamo, separando o tronco encefalico do resto
do encéfalo (Figura 22). Ao findar essa operagéo, vocé obtera trés
partes: a) o tronco encefalico, b) o cerebelo e ¢) o restante do encé-
falo (Figura 23);

c) Para obter a amostra 1, retire uma fatia sagital (cerca de 0,5 cm)
do verme do cerebelo (Figuras 24 e 25);

d) Para obter a amostra 2, corte uma fatia transversal fina (cerca de
0,5 cm) do bulbo, no ponto onde o tronco encefélico foi separado da
medula espinhal (Figuras 26 e 27);

e) A amostra 3 ¢é obtida dividindo-se um dos hemisférios cerebrais
na altura do quiasma 6ptico, separando-se a parte rostral do restante
(Figura 28);

f) Nesse ponto, as trés amostras a serem enviadas para o exame vi-
rologico e/ou bacteriol6gico foram obtidas (Figura 29). Os fragmentos
selecionados sao adequados para o exame da raiva e para exame de
outras doengas causadas no sistema nervoso de bovinos por virus e
bactérias. Essas trés amostras devem ser conservadas no refrigera-



dor e remetidas refrigeradas. No entanto, se o tempo entre a coleta
e a remessa for maior que 24 horas, é aconselhavel congelar essas
amostras e envia-las congeladas, mas nunca fixar em formol;

g) O restante do encéfalo (Figura 30) deve ser fixado em formol, con-
forme descrito no Capitulo V, e encaminhado ao exame histoldgico, as-
sim como o bloco de tecidos constituido pela rede admiravel carotidea,
0 ganglio do nervo trigémeo e a hipdfise. Através da histopatologia,
pode-se diagnosticar a Encefalopatia Espongiforme Bovina (BSE).

Figura 19 — Tanto quanto possivel, o cérebro deve ser removido intacto.
As letras mostram os locais onde estéo localizados a foice (F) do cérebro
e o tentério (T) do cerebelo.

Figura 20 — Introduza a ponta de uma lamina no 4° ventriculo, pela parte
caudal do cerebelo. Corte rostral e horizontalmente os pedinculos cerebela-
res, separando o cerebelo do bulbo num dos lados e, depois, no outro.




Figura 21 — Ao findar a operagao descrita na Figura 20, o cerebelo estara
completamente separado do encéfalo. Os hemisférios telencefélicos (T),
0 42 ventriculo (IV) e o cerebelo (C) estéo identificados na figura.

Figura 22 — Separe o tronco encefélico do resto do encéfalo, cortando em
ambos os lados, na altura do tdlamo, como mostra a figura.

Figura 23 — Ao findar a operagao descrita na Figura 22, o encéfalo estara
dividido em trés partes: o tronco encefalico (acima, a direita), o cerebelo
(abaixo, a direita) e os hemisférios telencefalicos.



Figura 24 — Para a obtencéo da amostra 1, a ser enviada para exames
virolégicos e/ou bacteriolégicos, uma fatia de cerca de 0,5 cm é retirada ao
longo do verme do cerebelo.

Figura 25 — Esta fatia (1) deve ser refrigerada ou congelada.

Figura 26 — Para obter a amostra 2, corte uma fatia transversal de
aproximadamente 0,5 cm do bulbo, no ponto onde o tronco encefélico
foi separado da medula espinhal.




Figura 27 — O fragmento (2) deve ser refrigerado ou congelado e o restante
fixado em formol.

Figura 28 — A amostra 3 é obtida dividindo-se um dos hemisférios cerebrais
na altura do quiasma 6ptico, separando-se a parte rostral (3) do restante.

Figura 29 — Estas sdo as amostras destinadas ao exame virolégico e/ou
bacteriolégico: 1) fatia do cerebelo seccionado ao longo do verme; 2) fatia
do bulbo/medula cervical e 3) metade rostral de um dos hemisférios telence-
falicos. Esses fragmentos devem ser remetidos refrigerados ou congelados.




Figura 30 — O material mostrado nesta figura é o que resta apds a retira-
da das amostras 1-3 para exames virolégicos e/ou bacteriolégicos. Este
material € formado por todo o tronco encefélico (acima, a esquerda), duas
partes do cerebelo (ao centro) e dos hemisférios telencefélicos. Destina-se
ao exame histoldgico e deve ser fixado em formol a 10 %.

Em caso de duvidas, entrar em contato com o Laboratério de Pa-
tologia, pelo telefone (51) 3481 3711 (ramal 223) ou pelo e-mail
patologia@ipvdf.rs.gov.br.
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Xl ANEXO 1
Formulario para Solicitacao de Exames

Gilisg
L #
s i

DESICEMIG FIMARIN

o

St

Secretaria da Agricultura, Pecuaria e Agronegdcio Fepﬂgm m

IMETITU g

Preenchimento sob responsabilidade do IPVDF
Protocolo Recebido em Rubrica
N® / /I

FORMULARIO PARA SOLICITAGAO
DE EXAMES

Cliente:
Proprietario:
Municipio de origem das amostras:
Caso o cliente néo esteja cadastrado no IPVDF ou necessite atualizar o cadastro, preencha o quadro abaixo:

C.N.PJ./C.P.F: | LE./R.G.:

Endereco para correspondéncia:

Bairro: Cidade: UF: | CEP: -
Tel. Fixo: Tel. Cel: Fax:

e-mail:

Méd. Veterinario responsavel pela remessa:
Caso o Méd. Veterinario nao esteja cadastrado no IPVDF ou necessite atualizar o cadastro, preencha o

quadro abaixo:

CRMV/UF: | CPF: | RG:

Endereco para correspondéncia:

Bairro: Cidade: UF: CEP: B
Tel. Fixo: Tel. Cel: Fax:

E-mail:

Identificacdo das amostras remetidas:

Espécie: Tipo de Material:
Data da Coleta: / / Quantidade de Amostras:
Conservacao durante transporte: Tipo de transporte:

i Preenchimento pelo Protocolo do IPVDF:

i Estado de conservacédo da amostra no recebimento:

Informacodes sobre o historico do animal e/ou suspeita clinica:

Exames solicitados:

Eu, assumo total responsabilidade pelas informagoes acima prestadas.
, de de20_ .

Assinatura do responsavel pelas informagoes

IPVDF - ESTRADA DO CONDE, N? 6000 - CEP: 92990-000 - ELDORADO DO SUL - RS — BRASIL
Fone/Fax: 51 3481 3711 - Site: www.ipvdf.rs.gov.br; e-mail: protocolo@ipvdf.rs.gov.br / saude-animal@fepagro.rs.gov.br
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