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RESUMO
Objetivou-se com este trabalho de conclusdo de curso relatar as vivéncias no Laboratério de
Diagndstico Animal LTDA (LADA) no periodo de 08 de maio a 15 de junho de 2018 e no
Laboratério de Doencas Parasitarias (DMV-UFRPE) no periodo de 18 de junho a 23 de julho de
2018 correspondentes ao Estagio Supervisionado Obrigatorio-ESO (Disciplina 08525- Estagio
Supervisionado Obrigatorio do Curso de Bacharelado em Medicina Veterinaria) correlacionando
com os aprendizados adquiridos ao longo da disciplina de Ornitopatologia Veterinaria assim
como do curso de Medicina Veterinaria, ressaltando a importancia das analises laboratoriais para
a sanidade animal. As atividades técnicas desenvolvidas no LADA consistiram em acompanhar e
executar as analises microbioldgicas, micoldgicas e sorologicas relacionadas a prevencdo e
diagndstico laboratorial para possiveis patoégenos presentes na cadeia produtiva avicola visando a
sanidade animal e humana. As atividades técnicas desenvolvidas no Laboratério de Doencas
Parasitarias consistiram em acompanhar e executar 0s exames diagndsticos denominados
pesquisa de hematozoarios, pesquisa de microfilarias, exame coproparasitologico, identificacdo
de endoparasitos, identificacdo de ectoparasitos e pesquisa de Leishmania spp, voltado
principalmente para os animais de companhia, mas contemplando também a sanidade dos
animais de producdo. Ambas as atividades proporcionaram conhecimentos acerca de analises

laboratoriais que colaboram para o diagndéstico, prevencédo e sanidade animal.

Palavras chave: avicultura, analises laboratoriais, prevencdo, diagnostico, sanidade.



ABSTRACT
The objective of this work was to report the experiences in the Laboratory of Animal Diagnosis LTDA
(LADA) from May 8 to June 15, 2018 and at the Laboratory of Parasitic Diseases (DMV-UFRPE) in the
period of 18 June to July 23, 2018 corresponding to the Mandatory Supervised Internship-ESO
(Discipline 08525 - Compulsory Supervised Internship of the Bachelor's Degree in Veterinary
Medicine) correlating with the acquired learning along the Veterinary Ornithology course as well as the
Veterinary Medicine course, emphasizing the importance of laboratory tests for animal health. The
technical activities developed in the LADA consisted of monitoring and performing the microbiological,
mycological and serological analyzes related to laboratory prevention and diagnosis for possible
pathogens present in the poultry production chain, aiming at animal and human health. The technical
activities developed at the Laboratory of Parasitic Diseases consisted of monitoring and performing the
diagnostic tests called hematozoa research, microfilariae research, coproparasitological examination,
identification of endoparasites, identification of ectoparasites and research of Leishmania spp, aimed
mainly at the animals of company, but also contemplating the sanity of production animals. Both
activities provided knowledge about laboratory analyzes that collaborate for diagnosis, prevention and

animal health.

Key words: poultry, laboratory analysis, prevention, diagnosis, sanity.
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1. INTRODUCAO

O momento do Estagio Supervisionado Obrigatério € importante para a associacdo dos
conteudos aprendidos durante a graduacdo e a pratica profissional do Médico Veterinario. O
estagio serve como forma de experimentacdo para o aluno, que executando as atividades
propostas, permite sua assimilacdo e confere seguranca a0 mesmo que neste momento encontra-
se na transicdo entre estudante e profissional qualificado para o mercado.

Os exames laboratoriais sdo ferramentas fundamentais para a pratica da Medicina
Veterinaria, independentemente do campo de atuacdo do profissional. Os exames servem de
subsidio para associacdo entre o exame clinico, dados epidemioldgicos, o que em conjunto
permitem um direcionamento, auxilio ou mesmo a conclusdo diagndstica. Seja na Medicina
Veterinaria voltada para animais de producdo ou para as atividades relativas a clinica de
pequenos animais, a finalidade é o bem-estar e a sanidade animal.

Objetivou-se com este trabalho relatar as vivéncias no Laboratério de Diagndstico Animal
LTDA (LADA) e no Laboratério de Doencas Parasitarias (DMV-UFRPE) correspondentes ao
Estagio Supervisionado Obrigatério (Disciplina 08525- Estagio Supervisionado Obrigatério do
Curso de Bacharelado em Medicina Veterinaria) correlacionando com os aprendizados
adquiridos ao longo da disciplina de Ornitopatologia Veterinaria assim como do curso de
Bacharelado em Medicina Veterinaria-UFRPE.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Avicultura

O Brasil possui uma cadeia produtiva de aves bastante diversificada e complexa formada por
diversas empresas distribuidas nos setores de producdo, industrializacdo e comercializacdo. A
producdo de frangos de corte é uma das cadeias mais importantes para o agronegécio nacional
(BASSI; SILVA, 2014). Em 2017 o pais ocupou o segundo lugar em producdo mundial de carne
de frango produzindo 13,1 milhdes de toneladas, das quais 4,32 milhdes de toneladas foram
exportadas (1° lugar no ranking mundial) o que corresponde, respectivamente a 14,5% e 34,8%
do total mundial (USDA, 2018).

Trata-se de um setor produtivo de alta competitividade que cresce em conjunto com as
inovagdes tecnologicas (avangos em genética, nutricdo, sanidade e manejo) e investimentos em
programas de monitoramento e prevencdo de enfermidades. O uso de métodos de controle de
qualidade ja é rotina para as empresas avicolas brasileiras as quais buscam um rigoroso padrao
de qualidade que se reflita na escolha do produto pelo consumidor e nas conquistas de novos

mercados nacionais e internacionais (SALLE; MORAES, 2009). Atualmente o Brasil exporta
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carne de frango para mais de 150 mercados mundiais (ABPA, 2018). O pais se destaca
mundialmente, superando as barreiras que o comércio mundial Ihe impde (VAZ; JAENISCH,
2011). A boa condicéo sanitaria foi fundamental para o desenvolvimento da avicultura no Brasil,
refletindo no aumento do consumo interno de carne de frango e na ampliacéo das exporta¢oes do
produto, porém o controle e a prevencdo de microrganismos causadores de doencgas transmitidas
por alimentos (DTA) sdo desafios permanentes no setor avicola (VAZ; JAENISCH, 2011).

No ano de 2006 a Unido Europeia baniu 0 uso de promotores de crescimento na alimentagéo
de frangos, obrigando a cadeia produtiva brasileira a se adequar ao novo cenario para manter 0s
acordos comerciais (FARIA et al, 2009). O Codex Alimentarius estabelece normas internacionais
na area de alimentos, incluindo padrdes, diretrizes e guias sobre Boas Préticas e de Avaliacdo de
Seguranca e Eficécia, estabelece os valores maximos para os residuos de substancias quimicas
em alimentos visando a protecdo da saude do consumidor e a manutencdo das relacdes de
comeércio entre os paises, atualmente 189 paises sdéo membros (BRASIL, 2018). Assim, 0 uso de
antimicrobianos e substancias que promovem risco de contaminagdo, deve ficar restrito aos
parametros do Codex, ressaltando-se importancia da utilizacdo de metodologias laboratoriais
cada vez mais sensiveis e especificas que contribuam para o alcance do objetivo zero risco
(CERUTTI, 2009).

O proprio formato de sistema de producdo favorece a rapida disseminacdo de patdgenos
(SALLE; MORAES, 2009). Mesmo com o0s crescentes esforcos para manter a higidez e
produtividade na cadeia produtiva avicola, existem muitas doencas que podem acometer as aves,
independentemente de causar maiores ou menores perdas econémicas e algumas sdo: Anemia
Infecciosa das Galinhas, Aspergilose, Bouba Aviaria, Bronquite Infecciosa das Galinhas,
Enterite Necrética, Botulismo, Coccidiose, Infec¢bes por Escherichia coli, Coriza Infecciosa,
Doenca de Gumboro, Doenca de Marek, Doenca de NewCastle, Ectoparasitoses, Encefalomielite
Aviéria, Enfermidades Metabdlicas, Enfermidades Nutricionais, Influenza Aviéria, Leucose
Aviéria, Micoplasmose, Micotoxicose, Pneumovirose Aviéria, Salmoneloses e Sindrome da
Queda de Postura (BERCHIERI et al., 2009). Estas injarias estdo envolvidas (direta ou
indiretamente) em grandes prejuizos econdmicos na avicultura, por exemplo: micotoxicoses
(BOCHIO et al., 2017; MALLMANN et al., 2009), Escherichia coli (BORZI et al., 2015),
enfermidades que causam condenagdo de carcagas em abatedouros durante a inspecdo federal
post mortem pelo aspecto repugnante (FERREIRA et al., 2012), coccidiose (SILVA; ZOCCHE,
2009).



19

2.1.1 Exames laboratoriais na Avicultura

Os exames laboratoriais na avicultura tém por finalidade confirmar, estabelecer ou
complementar o diagndstico, subsidiar o prognéstico de enfermidades e o monitoramento das
mesmas (CARDOSO; TESSARI, 2015). Os resultados de exames associados a epidemiologia e
aos sinais clinicos contribuem para chegar a etiologia e para a ado¢do de medidas sanitarias
adequadas (FABIO; ROSSINI, 2009). A avicultura é uma atividade em que qualquer problema
de ordem sanitaria causa grandes prejuizos, portanto as empresas trabalham com a prevencédo e a
monitoria soroldgica permite avaliar o status sanitario dos lotes, os desafios sanitarios e a
eficiéncia dos programas de vacinagdo. A monitoria sorolégica demonstra o historico sanitario
dos animais, permitindo a correcdo caso haja algum desafio (CASTRO, 2014).

Diversas analises laboratoriais podem ser realizadas a partir de coletas de materiais (aves,
fragmentos de 6rgdos ou tecidos, suabe, sangue, soro, penas, dgua, ovos, cama, placas para
controle microbioldgico de incubacdo, matérias-primas, racao, desinfetantes, vacinas e diluentes)
a campo, dentre elas a sematologia, parasitologia, isolamento bacteriano, isolamento fungico,
isolamento viral, anatomopatoldgico, sorologia. As amostras podem ser utilizadas para diferentes
testes conforme a suspeita de doenca ou 0 monitoramento que se desejar realizar. Deve-se
respeitar a forma de coleta e 0os materiais relativos a suspeita, armazenamento e prazos de envio
para o laboratério. E as amostras devem ser acompanhadas de informacdes de identificacdo
(FABIO; ROSSINI, 2009).

2.1.2 Andlises sorologicas

A sorologia é uma ferramenta importante para um programa de medicina preventiva,
monitorando o programa vacinal e avaliando a presenca de anticorpos maternos, detectando
enfermidades nas aves. Ela demonstra um padrdo de titulos alcancados podendo apontar falhas
relativas ao programa vacinal (FABIO; ROSSINI, 2009).

A Soroaglutinacdo Rapida em Placa (SAR) consiste em um teste sorolégico capaz de
diagnosticar as minimas quantidades de anticorpos das amostras, pois trata-se se de uma prova
de alta sensibilidade que almeja ndo apresentar nenhuma amostra falso-negativa, porém podem
ser mostrados resultados falso-positivos em amostras negativas. E um teste de triagem para
diagnostico de Mycoplasma gallisepticum (MG) e Mycoplasma synoviae (MS). Consiste na
reacdo de antigenos (corados ou ndo) que em contato com 0s anticorpos da amostra positiva
formara grumos (CARDOSO, 2009).

O Teste de Inibicdo da Hemaglutinacdo (HI) é uma técnica soroldgica quali-quantitativa (0s
titulos de anticorpos podem ser medidos e sdo expressos na méaxima diluicdo em que 0s

anticorpos foram detectados), sensivel e especifica capaz de medir principalmente a IgG
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(ROSSINI; FABIO, 2009). Seu principio é a titulagio de anticorpos que inibem da
hemaglutinacdo causada por alguns virus e bactéria, respectivamente, tais como NDV, Influenza
Aviaria, BIG, EDS e Coriza Infecciosa (CARDOSO, 2009).

O Ensaio de imunoabsorcdo enzimética (ELISA) detecta anticorpos e antigenos permitindo
verificar niveis mais baixos de anticorpos. Sdo testes considerados sensiveis e especificos
(ROSSINI; FABIO, 2009). A metodologia do teste facilita © monitoramento e, em alguns casos, 0
diagnostico. Existem muitos kits comerciais para quase todas as doencas aviarias importantes na
industria obtendo bons resultados (CARDOSO, 2008).

2.1.3 Analises microbioldgicas

Os métodos microbioldgicos sdo amplamente utilizados na avicultura, servindo para avaliar
a qualitativa e quantitativamente amostras de diversos materiais. Consistem, basicamente, na
criacdo de um ambiente propicio, através de meios de enriquecimento seletivos ou ndo, para o
desenvolvimento e posterior identificagdo dos microrganismos contaminantes da amostra.

A verificacdo da presenca de contaminantes de FOAS e racdes por Clostridium
perfringens, Escherichia coli e Salmonella spp. O diagndstico bacteriolégico dos componentes é
feito através de cultivo e plagueamento em meio seletivo de acordo com a IN n° 62 (BRASIL,
2003) e IN n° 34 (BRASIL, 2008).

A mesma técnica supracitada é empregada para o suabe de superficie. E um dos métodos
utilizados para monitoria e avaliacdo da efetividade do processo de limpeza e desinfeccdo
(presenca de E. coli ou contagem total de microrganismos). A limpeza e desinfecgdo da
instalacdo objetiva prevenir os efeitos das doencas na produtividade das aves (KUANA, 2009).

A analise microbioldgica da agua é também realizada de acordo com a IN n° 62 (BRASIL,
2003) pela técnica do NMP que consistem em verificar a presenca de coliformes totais e
termotolerantes.

Para a pesquisa de Salmonella spp em ovos comerciais o principio consiste na realizacdo das
etapas de pré-enriquecimento, enriquecimento seletivo e isolamento de col6nias em meio sélido
seletivo, conforme metodologia descrita na IN n°62 (BRASIL, 2003). Esta mesma técnica é
utilizada para a pesquisa de Salmonella spp em materiais bioldgicos, contudo, visa-se com este
exame avaliar a presenca do agente no plantel. Esta pesquisa pode ser utilizada para diagnostico
de salmoneloses (Pulorose, Tifo Aviario, Paratifo Aviario, Arizonose). Além de causar prejuizos
econdmicos devido as perdas de plantel (BERCHIERI; NETO, 2009).

O método microbiologico tradicional, utilizando-se meio seletivo para fungos € utilizado

para pesquisa em racdes e milho das mesmas assim como a cama visando a monitorizagdo destas
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matérias-primas. O maior desafio na prevencdo é a presenca de fungos em todas as fases da
producdo (CEOLIN, 2012).

2.2 Animais de Companhia no Brasil

A partir da aproximagao entre homens e animais ainda na pré-historia atraves da predagéo e
posterior domesticacdo de algumas espécies. Esta aproximacdo resultou em beneficios para a
espécie humana e desencadeou uma série de alteracdes na saude, transmissdo de patdgenos de
importancia zoonotica, por exemplo, e na relacéo entre seres humanos e animais. Atualmente os
animais de companhia sdo considerados membros das familias, equiparados aos humanos na
esfera afetiva (GIUMELLI; SANTOS, 2016). Por consequéncia, com essa aproximacado e com 0s
tutores cada vez mais preocupados com a saude dos seus animais e em proporcionar a melhor
qualidade de vida para os mesmos, cria-se também um setor de mercado cada vez mais
importante para a economia (ABINPET, 2018).

Em 2013 o Brasil possuia 52,2 milhdes de cdes, 37,9 milhGes de aves, 22,1 milhdes de
gatos, 18 milhdes de peixes e 2,21 milhdes de répteis e pequenos mamiferos como animais de
estimacdo. No mesmo ano, o Brasil ocupava a 4? posicdo mundial em nimero de animais de
estimacéo e o mercado brasileiro ocupou o 3° lugar no faturamento mundial do setor, que incluiu
producdo de alimentos, produtos, servicos e cuidados médicos. E 0s servigos veterinarios
constituem 15,8% do faturamento total do setor brasileiro (ABINPET, 2018).

2.2.1 Exames laboratoriais para animais de companhia

Assim como na medicina humana os exames laboratoriais sdo cada vez mais
especializados na medicina veterinaria. O clinico utiliza um conjunto de constatacfes para
solicitar um determinado exame, afim de que o mesmo diagnostique 0 agente ou o contato do
animal com o agente através da pesquisa de anticorpos. Existem dois métodos diagndsticos
bésicos para a deteccdo de doencas infecciosas que consistem na detec¢do do patégeno ou de
anticorpos contra o patdégeno (LAPIN, 2017). O registro da presenca do agente infeccioso através
de exames laboratoriais é a melhor maneira de se estabelecer o diagnoéstico definitivo, para que o
tratamento, prevencao, prognastico e as zoonoses sejam devidamente encaminhados pelo clinico
(LAPPIN, 2015).

Para a deteccdo do patdgeno pode-se utilizar o exame de fezes, citologia, técnicas teciduais
(histopatologia), de cultivo e imunoldgicas, como a detec¢do de anticorpos. Se utiliza métodos
sorologicos que consistem na verificacdo dos diferentes tipos de anticorpos para 0s organismos

pesquisados e o diagnostico molecular (LAPPIN, 2017).
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2.2.2 Exames diretos

Consistem na deteccdo do patdégeno por meio de identificacdo visual apds preparo das
amostras e visualizacdo ao microscopio. Para a pesquisa de hematozoarios o esfregaco sanguineo
é uma ferramenta importante para a avaliacdo de anormalidades patoldgicas envolvendo
leucdcitos, eritrcitos e plaquetas. Seu sucesso depende da utilizagdo de um processamento
adequado que propicie uma camada simples de células dispersas individualmente e
homogeneamente (WEISER, 2015).

O teste de concentragdo de microfilarias, conhecido como Knott modificado, permite
identificar a presenga e contagem de microfilarias circulantes, dando uma estimativa da infeccéo.
Para o diagndstico definitivo os testes para deteccdo de antigenos sdo recomendados (WARE,
2015). Enquanto que, para a pesquisa de ectoparasitos a identificacdo microscdpica do agente é o
resultado definitivo, podendo ser realizado o raspado profundo de pele ou pressionando-se um
pedaco de fita adesiva transparente sobre a pele, e colocando-se esta fita sobre uma lamina de
microscopia (LAPPIN, 2015).

Os exames coproparasitologicos sdo importantes para auxiliar no diagnéstico de doencas
parasitarias do trato gastrointestinal. As técnicas frequentemente utilizadas consistem na dilui¢éo
e observacdo direta da amostra (técnica de sedimentacdo de Hoffman), testes de flutuacao
(técnica de Willis) (NOVAES; MARTINS, 2015). E também, o método FLOTAC que se baseia
na flutuacdo e centrifugacdo, que permite uma melhor visibilidade dos parasitos a leitura, uma
vez que as sujidades ficam retidas em éarea diferente do local onde se faz a leitura. Apds o
preparo, as amostras sao levadas ao microscépio para proceder a leitura e identificacdo (VIEIRA
et al., 2016). E o exame para a identificacdo de endoparasitos consiste na identificacdo de suas
caracteristicas morfologicas através do exame microscépico, apés a etapa de clarificacéo.

A pesquisa de Leishmania spp consiste na identificacdo microscépica das formas
amastigotas do protozoario nas diferentes coletas citoldgicas como suabe ocular, aspirados de
medula dssea, linfonodo, imprint de lesbes, sangue periférico e raspado profundo de pele,

método considerado como diagndstico definitivo (LAPPIN, 2015).

2.2.3 Teste imunocromatogafico para Leishmania spp

E considerado um teste rapido e de triagem para cies e consiste na pesquisa de anticorpos
especificos para Leishmania spp em soro, plasma ou sangue total venoso. O principio ¢ a ligacéo
do anticorpo, quando presente na amostra, e sua combinagdo de proteina A conjugada a
particulas de ouro coloidal que reage com os antigenos recombinantes de Leishmania chagasi
ligados a uma membrana do teste. A adicdo da solucdo tampédo permite o direcionamento dos

anticorpos da amostra até a linha do teste, que em amostras reagentes sera corada. Na auséncia
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de anticorpos ndo havera pigmentacdo da linha do teste, porém havera tingimento da linha de
controle do teste (BIO-MANGUINHOS, 2014).

3. DESCRICAO DOS LOCAIS DO ESO

3.1 Laboratdrio de Diagndstico Animal (LADA)

O Laboratério de Diagnostico Animal LTDA (LADA) é um laboratorio particular

localizado na Rua Caratinga, n°25, Bairro Madalena na cidade do Recife —PE. O horéario de

funcionamento é de 08:00 as 18:00 horas, de segunda a sexta-feira. A estrutura fisica

compreende:

Sala de Reunides

Sala de Administragéo
Laborat6rio

Sala de descontaminacéo
Sanitario

Almoxarifado

Copa

Patio

Trata-se de um laboratério voltado para a area de diagnostico avicola. O LADA recebe e

processa, em média, 200 amostras (divididas em soro, farinhas de origem animal, racdo, agua,

ovos) mensais. As amostras sdo oriundas, geralmente, de diferentes granjas de postura, granjas

de frango de corte, incubatorios e empresas de diversas cidades do estado de Pernambuco.

As principais atividades realizadas no laboratdrio séo:

Pesquisa de Salmonella spp em ovos

Ensaio de Imunoabsorcdo Enzimatica (ELISA)

Teste de Inibicdo da Hemaglutinagéo (HI)

Teste de Soroaglutinagdo Répida (SAR)

Antibiograma

Monitoria sanitaria em incubatorios

Anélise de pontos criticos de controle em fabricas de ragéo
Pesquisa de micotoxinas em matérias-primas

Anadlise bacterioldgica da agua

Teste de eficiéncia em desinfetantes



24

e Testes micoldgicos

e Necropsia em aves da industria avicola

As amostras séo recebidas devidamente acondicionadas (sacos plésticos, envelopes, isopor
com gelo reciclavel) e identificadas com o nome da empresa, local de coleta, data de coleta e tipo
de amostra. Sdo realizadas anotagdes em um livro de registro (para cada tipo de exame ha um
livro) e identificadas com um numero para controle interno, para entdo seguir para o
armazenamento ou direto para o processamento de acordo com cada método diagndstico.

Os principais equipamentos de prote¢do individual s&o jaleco, luvas, sapato fechado
oculos, mascara e protetores auriculares quando necessario. Os principais materiais para
execucdo das atividades sdo: placas de Petri descartaveis, ponteiras para pipetas automaticas,
vidrarias (tubos de ensaio, béquer, piseta, proveta, erlenmeyer, tubos de durhan), tubos para
diluicdo, sacos plésticos descartaveis (tipo Ziplock®), dgua destilada, algodao hidrofébico, papel
madeira.

Na rotina os principais meios de enriquecimento, cultura e biquimicos sdo: Agua
Peptonada, Caldo Rappaport-Vassiliadis, Agar Xilose-Lisina-Desoxicolato (XLD), Agar Levine,
Agar Mueller Hinton, Caldo Infusdo Cérebro e Coragéo (BHI), Caldo Lauril Sulfato, Agar Sahid
Ferguson Perfringens (SFP), Agar Sangue, Agar Sabouraud, Meio a base de Uréia, Citrato de
Simmons, meio Triplo Acticar Ferro (TSI) e Agar Lisina. A necessidade de alguns destes meios
pode variar de acordo com a demanda, mas em geral sdo preparados semanalmente de acordo
com os fabricantes e literatura cientifica.

Os materiais contaminados e perfuro-cortantes sdo recolhidos por uma empresa
terceirizada uma vez por semana. A limpeza é feita uma vez por semana, mas a descontaminacgéo

das vidrarias e a manutencdo da limpeza é feita diariamente.

3.2 Laboratdrio de Doencas Parasitarias (DMV-UFRPE)

O Laboratério de Doencas Parasitarias do Departamento de Medicina Veterinaria da
UFRPE, localizado na Rua Dom Manoel de Medeiros, s/n, Bairro Dois Irméos na cidade do
Recife-PE. E um setor que atende ao publico do Hospital Veterinario (HOVET) desta instituicio
e aos encaminhamentos para o Ambulatério de Leishmaniose demandados por médicos
veterinarios da propria instituicdo ou particulares. O funcionamento ocorre de segunda a sexta-
feira das 8:00 as 18:00 horas. A estrutura fisica compreende:

e Laboratorio

e Laboratdrio para processamento de fezes

e Laboratdrio de biologia molecular
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e Flebotomario

e Almoxarifado

e Sala de microscopia

e Sala de estudo toxicoldgico

e Sala de estudos

e Sanitario feminino

e Sanitario masculino

e Copa

Trata-se de um laboratorio que realiza exames para diversas espécies animais, sendo 0s
domeésticos a maior casuistica. O laboratorio processa aproximadamente 300 amostras mensais.

As principais atividades realizadas pelo laboratdrio séo:

e Exame Coproparasitoldgico

Pesquisa de Leishmania spp

Pesquisa de Hematozoarios

Diagnostico de Ectoparasitoses

Diagnostico de Endoparasitoses

As amostras sdo recebidas devidamente acondicionadas, em tubos com EDTA para sangue,
e potes de colheita para o exame coproparasitoldgico, identificadas com o nome do animal,
numero de prontuario no HOVET, espécie, data de coleta e acompanhadas de requisicéo
devidamente preenchida, carimbada e assinada pelo médico veterinario solicitante.
Imediatamente s&o anotadas em um livro de registro, existe um para os atendimentos de rotina e
outro para animais do Ambulatério de Leishmania, e recebem um ndmero para controle interno
de amostras, para entdo seguir para o processamento de acordo com cada método diagnostico.

Os principais equipamentos de protecdo individual sdo jaleco, luvas e sapato fechado. Os
principais materiais para execucdo das atividades sdo agulhas, seringas, eppendorfs, EDTA,
laminas e laminulas para microscopia, 0leo de imerséo, solucdo hipersaturada (de agucar ou de
sal), tubo de fundo chato sem orla, tubos falcon, l1d&minas de bisturi, agua destilada, solucéo de
lactofenol de Aman (clarificante), alcool e hidréxido de potéassio.

Os materiais contaminados e perfuro-cortantes sdo recolhidos por uma empresa
terceirizada, bem como a higienizacdo e limpeza pesada. As vidrarias e equipamentos utilizados

sdo lavados e descontaminados diariamente.
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4. DESCRICAO DAS ATIVIDADES DO ESTAGIO

4.1 Atividades acompanhadas no Laboratorio de Diagnostico Animal Ltda (LADA)
Durante o periodo de estagio no laboratorio, de 08/05/2018 a 15/06/18, obedecendo a seu

horério de funcionamento, foram acompanhadas as seguintes atividades descritas no quadro

abaixo.

Quadrol. Tipos de exames, métodos empregados e quantidade de amostras.

ATIVIDADE MATERIAIS METODO QUANTIDADE
Anélise sorologica Soro SAR, ELISA, HI 108
Pesquisa de micotoxinas Milho, Racéo ELISA 17
Analise microbiolégica em | Farinha de Carne, | Microbiolégico 85
farinhas de origem animal e | Farinha de Visceras,
racoes Farinha de Penas,
Racéo
Andlise microbiologica em | Agua NMP 01
agua
Pesquisa de Salmonella spp | Ovos Microbioldgico 06
em ovo
Pesquisa de Salmonella spp | Intestino, Coracdo, | Microbioldgico 04
em materiais biologicos Figado
Suabe de superficie Suabe Microbiol6gico 04
Cultura e identificacdo | Articulagéo Microbiol6gico 02
bacteriana
Pesquisa de fungos Milho, Racdo, Cama | Microbiol6gico 04
Aviéria
TOTAL 16 06 228

4.1.1 Andlises sorologicas

O principio da soroaglutinacdo rapida em placa consiste em identificar a presenca de anticorpos
nas diferentes amostras a partir da mistura de partes iguais da mesma e do antigeno, consiste no
kit comercial, em que o antigeno ja vem colorido para facilitar a identificacdo dos grumos,
homogeneizando-se a mistura por dois minutos através de movimentacao da propria placa. Este
método é empregado no laboratério conforme as normas do fabricante e para se fazer a monitoria
dos plantéis de aves.

Entretanto, o HI é um método empregado para a mensuracdo da resposta vacinal ou
evidéncia de contato com o agente infeccioso, e no laboratorio a técnica € executada conforme

manual préoprio. Assim, utiliza-se uma placa de 96 pocos, pipetas, soros, papa de hemacias de




27

aves que nédo tenham anticorpos contra o patoégeno diluida em PBS, antigeno (NDV) previamente
diluido em 4 UHA (Unidades Hemaglutinantes). O controle positivo é preparado utilizando um
soro sabidamente positivo. A ultima coluna do teste recebe apenas os 100uL de PBS e os 50uL
solucdo de hemdcias, sendo este o controle negativo. Em seguida faz-se a dilui¢cdo dos 50puL de
soro em 50uL PBS nos seus respectivos pogos diluindo a amostra (utiliza-se a pipeta
multicanal). Colocar a mesma quantidade de 50uL do antigeno NDV em cada poco,
excetuando-se o controle negativo (Figura 1A). Aguardar 30 minutos. Acrescentar a dilui¢do de
hemacias (Figura 1B). Aguardar 30 minutos e proceder a leitura do teste que € feita virando a
placa de maneira que se observe até onde ocorre a inibicdo da hemaglutinacdo, ou seja, até onde
as hemacias “escorrem” (Figura 1C). O titulo de anticorpos da amostra é medido e expresso na
méaxima diluicdo em que se detectam 0s anticorpos, ou seja, até 0 po¢o em que ocorreu a inibicao
da hemaglutinacdo, isso é percebido inclinando a placa. As hemacias decantam ao fundo e
quando se inclina a placa elas “escorrem” no fundo do pogo, pois o soro que contem titulos a

partir de 1:16 inibe a capacidade do virus de aglutinar as hemacias (o que formaria um tampéo).

FIGURA 1. Teste de Inibicdo da Hemaglutinagdo. Fonte: Arquivo pessoal, 2018.

E o ELISA indireto é realizado de acordo com as instru¢fes do fabricante e consiste em Kit
industrializado para cada um dos diferentes anticorpos que indicam desafio a se pesquisar. O
teste consiste em uma estrutura previamente preparada (placa com pocos) contendo um antigeno
onde sdo adicionadas as amostras de soro, devidamente diluidas e pipetadas 100uL, que se
deseja testar. Havendo anticorpos no soro havera a reagdo destes com o antigeno. Em seguida se
procede a adicdo de 100uL do conjugado que se resume a anticorpos anti-imunoglobulinas
ligados a enzima peroxidase. Esta enzima reage com o substrato apropriado (neste caso uma

diluicdo de &gua oxigenada em conjunto com uma substancia quimica responsavel pela alteracéo
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da cor) e a reacdo que colorifica 0 meio ocorre quando a agua oxigenada é desdobrada em
presenca da peroxidase. Em seguida adiciona-se 100uL da solug¢ao “stop” para cessar a reagao.
Apls o término destas etapas a placa foi submetida a leitura da densidade Optica
(espectrofotometria). A curva de calibracdo do leitor e a correta utilizagdo dos controles
positivos e negativo sdo mecanismos de validagéo dos testes.

4.1.2 Pesquisa de Micotoxinas

Para a pesquisa em amostras de componentes como milho ou ragéo, o teste realizado foi o
ELISA por blogueio direto conforme instrugdes do fabricante. Procedeu-se a pesagem e extracdo
da amostra realizou-se a diluicdo e agitacdo por trés minutos da amostra em alcool metilico a
70% e sua sequéncia de diluicdo de 1:100. O kit contém uma placa sensibilizada com a
micotoxina a ser testada a qual sera adicionada a diluicdo da amostra e um conjugado composto
por anticorpo e contendo uma pigmentacdo azul. Podera ocorrer a ligacdo do anticorpo a
micotoxina contida na placa, ou havera competicdo pelos sitios de ligacdo do anticorpo com as
possiveis micotoxinas presentes na amostra. Caso haja pouca, ou nenhuma micotoxina, ocorrera
méaxima ligacao entre o conjugado e a placa sensibilizada, portanto o que dara cor neste caso sera
a auséncia da substancia a ser pesquisada. Ap6s o término destas etapas a placa é submetida a
leitura da densidade dptica (espectrofotometria).

4.1.3 Andlise microbioldgica em farinhas de origem animal e racGes

As amostras sdo devidamente pesadas, coletadas 25¢g e diluidas em 225ml de agua peptonada
(10™") servindo esta diluicdo para a pesquisa de todos os microrganismos (Figura 2A). Para a
pesquisa de Clostridium perfringens realiza-se a diluicdo seriada até 10 (Figura 2B e Figura 2C)
e plagqueamento pour plate (Figura 2D) em meio SFP, incuba-se em anaerobiose por 24 a 48 horas
a 37° C, e posteriormente procede-se a contagem das colonias (Figura 3). Para a pesquisa de
Escherichia coli realiza-se a semeadura de uma alcada da diluicdo (10™) em placa contendo Agar
Levine, incuba-se por 24 a 48 horas e apos realiza-se a leitura. Para pesquisa de Salmonella spp
incuba-se a diluicdo por 24horas e depois se transfere 1ml desta solucdo para o Caldo Rapapport
(9ml), para entdo incubar novamente e em 24horas semear em placa de petri contendo Agar XLD.
As colbnias crescem, respectivamente, com a coloragdo negra, verde-metédlico conforme as

técnicas descritas.



FIGURA 2. Analise Microbioldogica em FOA’s e Ragdes. Fonte: Arquivo pessoal, 2018.

FIGURA 3. Coldnias de Clostridium perfringens em agar SFP. Fonte: Arquivo pessoal, 2018.
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4.1.4 Andlise microbioldgica em agua

A metodologia para a anélise microbioldgica da agua consiste em uma triagem, é baseada
no cultivo e consiste em inocular a amostra, previamente diluida em triplicata (10, 102 e 107%),
em Caldo Lauril Sulfato de Sodio contido em tubo de ensaio com tubo de Duhran e incubando-se
a 37°C por 24 horas. A presenca dos coliformes totais é evidenciada pela formacéo de gas no tubo
de Duhran.

4.1.5 Pesquisa de Salmonella spp em ovos

A pesquisa de Salmonella em ovos comerciais se d& através das etapas de pre-
enriquecimento, enriquecimento seletivo e isolamento de col6nias em meio solido seletivo,
conforme o método de cultura e isolamento descritos na legislacdo. A etapa de pré-enriquecimento
consiste na pesagem de 25g da amostra, pool de gema de 10 ovos, e adicdo 225 ml de agua
peptonada que consiste no pré-enriquecimento. A diluicdo é homogeneizada e incubada a 37°C
por 24 horas. O meio para enriquecimento seletivo é o Caldo Rappaport-Vassiliadis (9ml) ao qual
é adicionado 1ml da amostra, diluicdo incubada novamente sob as mesmas condi¢Ges acima
citada. Em seguida, procede-se a semeadura em agar XLD, incubando-se a 37°C por 24 a 48

horas, procedendo-se a leitura em seguida.

4.1.6 Pesquisa de Salmonella spp em materiais biologicos

E realizada através das etapas de pré-enriquecimento, enriquecimento seletivo e isolamento
de coldnias em meio sélido seletivo, conforme o método de cultura e isolamento descritos na
legislagdo. A etapa de pré-enriquecimento consiste na pesagem de 25g de amostra, pool de 25¢ de
materiais e adicdo 225 ml de 4gua peptonada. A dilui¢do é homogeneizada e incubada a 37°C por
24 horas. O meio para enriquecimento seletivo é o Caldo Rappaport-Vassiliadis (9ml) ao qual é
adicionado 1ml da amostra, diluicdo incubada novamente sob as mesmas condigdes. Em seguida,
procede-se a semeadura desta solugdo em agar XLD, incubando-se a 37°C de 24 a 48 horas,
procedendo-se a leitura em seguida.

4.1.7 Suabe de superficie

A amostra é adicionada a agua peptonada para o enriquecimento ndo seletivo, servindo esta
diluicdo para a pesquisa de todos os micro-organismos. Para a pesquisa de Clostridium
perfringens realiza-se o plagueamento pour plate em meio SFP, incuba-se a 37°C por 24 horas a
48 horas e ap0s procede-se a contagem das col6nias. Para a pesquisa de Escherichia coli realiza-

se a semeadura em placa contendo Agar Levine, e incuba-se a 37°C por 24 a 48 horas e procede-se
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a leitura. Para pesquisa de Salmonella spp incuba-se a diluicdo por 24horas e depois se transfere
1ml desta solucdo para o Caldo Rapapport (9ml), para entdo incubar novamente e em 24horas
semear em placa de petri contendo Agar XLD. As colbnias crescem, respectivamente, com a

coloragéo negra ou verde-metalico.

4.1.8 Cultura e identificacao bacteriana

As amostras de material biolégico, como articulacdes de frangos de corte foram manuseadas
de maneira asséptica, semeadas em placa contendo &gar sangue ovino a 10% e incubadas em
estufa a 37°C por 24 a 48 horas, a fim de isolar possiveis micro-organismos presentes na amostra e

posteriormente procedeu-se a leitura da placa.

4.1.9 Pesquisa de Fungos

O método bioldgico tradicional foi utilizado através de cultivo de uma porcdo da amostra,
como milho, racdo ou cama em placa de petri contendo Agar Sabouraud, incubando-se em estufa a
37°C por 24 a 48 horas. Apos, procedeu-se a leitura, verificando ou ndo a presenca de fungos e

caracteristicas macroscépicas das colénias.

4.2 Atividades acompanhadas no Laboratorio de Doengas Parasitarias
Durante o periodo de estagio de 18/06/2018 a 23/07/2018 foram acompanhadas as seguintes
atividades descritas no quadro abaixo.

Quadro 2. Tipos de exames, técnicas empregadas e quantidade de amostras.

EXAME TECNICA AMOSTRAS

Pesquisa de hematozoarios Pesquisa direta 75
Pesquisa de microfilarias Knott modificado 56
Exames coproparasitoldgicos Flotac, MiniFlotac, Hoffman, Wyllis 14
Identificacdo de endoparasitos Exame direto 2
Identificacdo de ectoparasitoses Exame direto 6

Teste de triagem para Leishmania spp Imunocromatografia 122
(DPP®)

Pesquisa de Leishmania spp Pesquisa direta 91
TOTAL 8 366

4.2.1 Pesquisa de Hematozoarios

A confeccdo do estiragco sanguineo é feita depositando-se uma gota de sangue da amostra
sobre o terco inicial de ldmina para microscopia, posiciona-se a extensora na frente da gota e

realiza-se 0 estiraco sanguineo espalhando o material até o final da l&mina (Figura 4A),
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formando no tergo final da mesma uma “franja”. O material seca naturalmente (Figura 4B) e
procede-se a fixacdo, coloracdo (Figura 4C) e leitura microscopio Optico. A tendéncia € que 0s
parasitos se encontrem nas bordas do estiraco e na franja, contudo é feita a observacdo de todas

as areas.

FIGURA 4. Confeccéo de estiraco para pesquisa de hematozodrios. Fonte: Arquivo pessoal, 2018.

4.2.2 Pesquisa de Microfilarias

Para a realizacdo do exame ¢é realizada a pipetagem de 1mL de sangue e transferéncia para
tubo Falcon onde sdo acrescentados 9mL de &gua destilada (Figura 5A). Com o tubo
devidamente fechado, se procede a centrifugagdo a 1500 rpm durante 10 minutos (Figura 5B).
Despreza-se o0 sobrenadante (Figura 5C) e repete-se o procedimento de mistura da agua destilada
(Figura 5D), centrifugacédo e retirada do sobrenadante por mais uma, ou duas vezes, caso seja
necessario. Realiza-se entdo trés pipetagens de 20uL cada seguidas por espalhamento em
formato predefinido (Figura 5E), em lamina de miscroscopio previamente limpa com algodao
embebido em alcool e identificada. O conteido seca naturalmente e em seguida é feita a fixacao
e coloracdo pelo método Pandtico (Figura 5F) e a leitura é realizada utilizando-se a objetiva de
10X e de 40X. Realiza-se a contagem dos parasitos das trés laminas, obtém-se a média e

multiplica-se pelo fator 50, sendo este resultado dado em microfilarias por mL.
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FIGURA 5. Confec¢do de Knott modificado para pesquisa de microfilarias. Fonte: Arquivo pessoal, 2018.

4.2.3 Exame coproparasitologico

A principal técnica realizada foi o FLOTAC. E uma técnica de Que consiste em misturar
2g de amostra de fezes em 18mL de agua. Homogeneizar a amostra até que dissolva e na
sequéncia tamisar em peneira forrada com gaze ou com o Filflotac (Figura 6A). Depositar a
solucdo em um tubo falcon (Figura 6B) e levar a centrifuga a 1500 rpm por 3 minutos. O
sobrenadante é descartado e acrescenta-se 18 mL de solucéo hipersaturada de cloreto de sodio
(Figura 6C). Homogeneiza-se com a pipeta de Pasteur e preenche-se a cdmara de FLOTAC
(Figura 6D), evitando a formacdo de bolhas. Realiza-se uma nova centrifugacdo por 5 minutos.
ApOs esta etapa gira-se 0 compartimento e procede-se a leitura em microscopio em objetiva de
10X.
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FIGURA 6. Realizagdo da técnica de FLOTAC. Fonte: Arquivo pessoal, 2018.

4.2.4 ldentificacdo de endoparasitos
A identificacdo de endoparasitos inicia com a clarificacdo das amostras embebendo-a em
solucdo de lactofenol de Amann colocados entre |&mina e laminula e observando suas

caracteristicas estruturais em microscopio.

4.2.5 ldentificacdo de ectoparasitos

E realizada através do raspado profundo de pele do animal, que deve ser posicionado e
contido sobre a mesa para que seja realizada a escarificacdo da pele utilizando uma lamina de
bisturi até que a mesma sangre levemente. O material colhido é espalhado em uma lamina de
microscopia devidamente identificada, seca naturalmente e procede-se a fixacdo e coloracdo em

método Pandtico e leitura em microscépio optico na objetiva de 100X.
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4.2.6 Teste de triagem para Leishmania spp

O teste para anticorpos contra o protozoario Leishmania spp € realizado através da
deposicdo da amostra de sangue no poco indicado na placa do teste juntamente com duas gotas
da solucdo tampédo (Figura 7A). Com essa mistura ocorre a ligagdo dos anticorpos com 0s
antigenos. Ap06s 5 minutos quatro gotas da solucdo tampdo sdo adicionadas no poco indicado
que propiciara a ligacdo do conjugado aos anticorpos se estiverem presentes, tingindo a linha do
teste e continuando a correr para a linha de controle, também tingindo-a (Figura 7B). Caso a

linha de controle ndo seja corada o teste é dito invalido.

FIGURA 7. Realizacao teste rapido para Leishmania spp. Fonte: Arquivo pessoal, 2018.

4.2.7 Pesquisa de Leishmania spp

E realizada a partir de amostras de medula 6ssea através de puncio aspirativa, citologia de
linfonodo, citologia ocular e raspado de pele. E confeccionada uma lamina através de “squash”
gue consiste no espalhamento da amostra utilizando uma lamina sobre outra lamina para
microscopia. Esta lamina seca naturalmente e em seguida é fixada e corada pelo método
Pandtico rapido e levada a leitura em microscopio Optico nas objetivas de 40X e 100X em busca
de amastigotas do protozoario.

5. DISCUSSAO DAS ATIVIDADES

5.1 Discussao das Atividades Desenvolvidas no LADA

5.1.1 Analise soroldgica
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Os testes de SAR foram solicitados como parte da monitoria sanitaria rotineira das
propriedades para M. gallisepticum e M. synoviae, Da mesma forma que os testes de HI e ELISA
realizados no laboratdrio foram requeridos para verificar a eficiéncia da vacinagédo para a Doenca
de NewCastle. S&o utilizados para confirmar a presenca de anticorpos contra a doenga.
Conforme o esperado, o ideal é que haja a presenca dos anticorpos mediante programa vacinal
eficiente.

A monitoria para a verificacdo da eficacia da vacinacdo do plantel de aves € fundamental
para a sanidade animal. Essa pratica possibilita a verificacdo de possiveis falhas no manejo e
administragdo de vacinas assim como inferir se ha desafios de campo.

Durante o estadgio no LADA o teste de HI foi o que gerou maior dificuldade, pois a diluicdo
correta do antigeno, verificada mediante titulacdo, e a viabilidade ou ndo das hemacias utilizadas
interferem no correto funcionamento do teste. Essas variacdes interferem diretamente na
validade do teste e devem ser minuciosamente respeitadas seguindo as instru¢cdes do manual do
laboratdrio.

Podem acontecer erros no processamento dos exames sorologicos, tais como a mudanga na
fonte do antigeno o que dificulta interpretacdo adequada ou alternancia nos técnicos de
laboratorio, estresse do animal no momento da coleta, armazenamento inapropriado o que
acarretard em resultado duvidoso, por isso, o ideal € a padronizacdo da técnica empregada
(CARDOSO, 2009).

5.1.2 Pesquisa de micotoxinas

Para a pesquisa das micotoxinas T-2 (tricoteceno), Fumonisina e Aflatoxina sdo empregados
testes de ELISA por bloqueio direto. As principais amostras analisadas durante o periodo foram
milho e racdo. Das amostras analisadas algumas resultaram positivas para Fumonisina e/ou T-2.
Todas as amostras foram negativas para a presenca de aflatoxina. De maneira geral, estima-se
que 25% da producdo de grdos no mundo sejam contaminadas por micotoxinas (MALLMAN,
2016), corroborando com o que foi analisado durante o estagio.

Essas toxinas precisam ser monitoradas uma vez que implicam em problemas a saude
publica e a producdo animal. Na producdo animal, diversas enfermidades relacionadas a
imunossupressao sdo causadas pela exposi¢do continua a esses contaminantes (NONES et al.,
2017). Imunossupressdo, lesdes orais como erosdes, ulceragdes e necrose, diminuigdo na
producdo de ovos, problemas no empenamento e desenvolvimento animal causando perdas
economicas (MALLMANN et al., 2009).

5.1.3 Andlise microbioldgica em farinhas de origem animal e racGes
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A anélise microbiologica em farinhas de carne, penas e visceras e ra¢fes consistiram na
cultura e isolamento de Clostridium perfringens, Escherichia coli e Salmonella spp em farinhas
de origem animal. A contaminacdo pelos diferentes patogenos foi verificada em algumas
amostras das diferentes Farinhas de Origem Animal (FOA’s), componentes para a ragio de aves.

A legislacdo vigente IN n°34/2008 prevé a auséncia de salmonela em 25g de farinhas de
origem animal e ndo estabelece parametros para 0os demais contaminantes, portanto o resultado
positivo obtido ndo esta de acordo com a legislacdo vigente. Ainda, quanto aos demais
contaminantes, as infecgOes causadas dependem de fatores como a quantidade ingerida, a
imunidade do animal e doengas concomitantes. Contudo, a presen¢a de contaminagdo em FOAS
evidencia falhas no manejo desse material, como coc¢cdo em temperaturas inadequadas e

contaminacgdo no ambiente de armazenamento (BELLAVER, 2005).

5.1.4 Andlise microbioldgica em agua

Vale ressaltar que os coliformes sé&o o grupo de indicadores mais utilizados no controle
microbioldgico da agua e indicam a presenca de contaminacdo fecal. Além disso, a agua se
caracteriza como excelente via de transmissdo de patdgenos principalmente por via oral-fecal
ratificando a importancia desta anédlise (AMARAL; PINTO, 2012; FARIA et al., 2009). A
amostra analisada durante o estadgio foi negativa, estando em conformidade com o que

recomenda a literatura.

5.1.5 Pesquisa de Salmonella spp em ovos

Como o0 ovo é um importante alimento veiculador de DTA, durante o periodo de estagio
nenhuma amostra foi positiva na pesquisa de Salmonella em ovos comerciais, esta é realizada
com as etapas de pré-enriquecimento, enriquecimento seletivo e isolamento de colénias em meio
solido seletivo, conforme o0 método de cultura e isolamento.

A contaminagdo do ovo por salmonela ocorre pela via transovariana, pelo contato com o
patdgeno no ambiente de postura ou pela presenca de trincas ou rachaduras. No caso da via
transovariana os processos de desinfeccdo ndo serdo eficientes, uma vez que 0 microrganismo
estara presente na gema. Em um estudo desenvolvido para avaliar a contaminagdo de ovos por
salmonela, das 60 amostras de ovos comerciais e caipiras nenhuma foi positiva (MOTTIN et al.,

2016), corroborando com os achados vivenciados durante o estagio supervisionado.

5.1.6 Pesquisa de Salmonella spp em materiais bioldgicos
Os materiais bioldgicos analisados foram bago, coracdo e conteddo intestinal e a técnica

utilizada foi a cultura e isolamento, seguindo as etapas de pré-enriquecimento, enriquecimento
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seletivo e isolamento de col6nias em meio solido seletivo, e os resultados das amostras foram
negativos. De acordo com Cardoso e Tessari (2013) a salmonelose apresenta prevaléncia
diferenciada nas diversas regides do pais e sua epidemiologia e controle sdo bastante complexas.
Isso decorre fundamentalmente da condicdo de criacdo dos animais, padrOes de higiene e
biosseguranca, nivel de contaminacgdo do alimento, fatores socioeconémicos e fatores ambientais.
Por seu carater endémico, alta morbidade, dificuldade de controle na producdo avicola e pelas
questdes relativas a saude publica, a salmonelose é considerada umas das doencas mais
problemaéticas da avicultura necessitando de monitoramento (CARDOSO; TESSARI, 2015).

5.1.7 Suabe de superficie

Este método consiste na cultura e isolamento bacteriano, na amostra analisada foi isolada E.
coli. Este método € bastante utilizado na monitoria da limpeza e desinfeccdo dos ambientes de
producdo, bem como para a analise dos pontos criticos nas fabricas de ragdes. As mas condigdes
ambientais e de manejo sédo fundamentais para que haja a infeccdo bem como a contaminacao
fecal da casca do ovo que € uma das principais vias de transmissdo para 0s pintainhos causando
onfalite e resulta em alta mortalidade embrionéaria e perdas econémicas (FERREIRA; KNOBL,
2009).

5.1.8 Cultura e identificacdo bacteriana

Os métodos tradicionais para cultura e isolamento bacteriano sdo amplamente utilizados
para avaliacdo dos diferentes materiais em avicultura. Podem ser coletados tecidos, 6rgdos ou
mesmo lesdes e tecidos, durante a necropsia e 0s mesmos submetidos a dgares mais genéricos e
mais sensiveis, como o0 agar sangue. Nesta analise de conteldo de articulacdo, previamente
recebida, foi encontrado Staphylococcus ssp que é uma bactéria de pouca relevancia, pois
dificilmente causa problemas de maneira isolada. Contudo, embora a mortalidade e morbidade
sejam baixas, infeccdo pelo agente pode indicar a presenca de outras doencas concomitantes
(FERREIRA; FERREIRA, 2009).

5.1.9 Pesquisa de Fungos

A pesquisa de fungos em cama, racdo e milho demonstrou resultados negativos. A
enfermidade fangica mais importante para a avicultura é a aspergilose e sua principal
apresentacdo clinica é a respiratoria, causada pela inalacdo de conidios de Aspergillus fumigatus
e Aspergillus flavus, principais agentes etioldgicos presentes, na racdo, cama ou contaminagéo do
ovo durante a incubacdo. Embora a sua incidéncia seja baixa é uma doenca importante, pois gera

prejuizos econdmicos quando o plantel é afetado. Pode se apresentar de forma aguda em aves
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mais jovens causando alta morbidade e mortalidade, ou de forma crénica e esporédica em
animais mais velhos, geralmente imunocomprometidos. O tratamento da doenca na producéo é
dificil e inviavel do ponto de vista econdmico tendo que se ter a maior atencdo e cuidado na
prevencao e controle. O maior desafio na prevencdo é que esses fungos podem estar presentes
em todas as fases da produgdo (CEOLIN et al., 2012).

5.2 Discusséo das Atividades Desenvolvidas no Laboratdrio de Doencas Parasitarias

5.2.1 Pesquisa de Hematozoarios

A realizacdo de uma técnica de estiraco sanguineo adequada auxilia em muito a pesquisa dos
possiveis parasitos. A formacdo de uma camada simples de células dispersas individualmente e
homogeneamente na lamina permite a visualizacdo mais clara das anormalidades. A principal
area da lamina a ser analisada é que antecede a cauda do estiraco, que é onde as células estdo
mais dispersas. Porém a prépria cauda do estiraco em baixa magnificacdo permite a observagédo
de anormalidades como agregados plaquetérios, microfilarias e células grandes, pois as mesmas
se depositam ali (WEISER, 2015).

Os principais resultados encontrados na Pesquisa de Hematozoarios foram, Leishmania spp,
Hepatozoon spp, Babesia spp e Anaplasma platys (Rickettsia) em cées. S&o parasitos comumente
descritos na literatura, podendo ser demonstrados em amostras citolégicas de diversos tecidos,
incluindo o sangue periférico; este método diagnostico pode ser presuntivo ou definitivo a
depender da presenca do agente ou da fase de infeccdo em que se encontra o animal (LAPPIN,

2015). Sdo importantes causas de doen¢a em pequenos animais, podendo levar a morte.

5.2.2 Pesquisa de Microfilarias

O teste de concentracdo de microfilarias, conhecido como Knott modificado, realizado no
laboratorio, esta de acordo com o descrito na literatura (LAPPIN, 2015) permitindo identificar
por meio direto a presenca e contagem de microfilarias circulantes, dando uma estimativa da
infeccdo. E um teste relativamente facil de executar, e o0 mesmo foi conclusivo para a condicdo
de microfilaremia de muitos animais, porém testes soroldgicos e exames de imagem

complementares para 0s que apresentaram testes negativos sdo necessarios.

5.2.3 Exames Coproparasitoldgicos

Os exames coproparasitologicos sdo importantes para auxiliar no diagnostico de doencas
parasitarias do trato gastrointestinal dos animais. As infec¢Ges trazem prejuizos a satde animal e
risco a saude humana, pois muitas consistem em zoonoses e precisam ser corretamente tratadas.

Ainda, no que diz respeito aos animais de producdo o grau de parasitismo interfere no
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desenvolvimento e sanidade animal, o que diminui o bem-estar, e resulta em perdas econdmicas,
além de possibilitar infecces secundarias e agravamento das perdas.

A técnica mais frequentemente utilizada no laboratério € o FLOTAC e os principais
diagndsticos em cdes foram Ancylostoma spp, Giardia spp e Trichuris spp, entretanto, em
pequenos ruminantes foram ovos tipo Strongyloidea spp e Moniezia spp. Destacamos o
recebimento de material fecal de codornas, identificando a presenca de oocistos de Eimeria spp.
A infeccdo pelo parasito Eimeria spp € comum em aves de producdo e o diagndstico se da
através de pesquisa de oocistos na cama ou observacdo de lesGes intestinais (KAWAZOE, 2009)
sendo importante a identificacdo das espécies correlacionando com a porcdo do intestino das

espécies devido as perdas econdmicas.

5.2.4 ldentificacdo de Endoparasitos

A identificacdo é realizada com base nas caracteristicas dos parasitos. E as amostras de
parasitos provenientes de exame necroscopico foram identificadas como Cisticercos (em
mesentério de ovino), Haemonchus spp (bovino), Raillietina ssp e Ascaridia galli em aves de
experimento.

Raillietina ssp € um género de cestddeo achatado dorso-ventralmente e que possui ciclo
indireto e é encontrado em todo trato intestinal das aves, causando queda de desempenho, perda
de peso e reducdo na producdo de ovos, devido as lesdes produzidas. O cestddeo em questao tem
como importante caracteristica a presenca do hospedeiro intermediario o “Cascudinho”
(Alphitobius diaperinus), formigas, gafanhotos e moscas. E a Ascaridia galli é uma espécie de
nematodeo que possui corpo cilindrico e é encontrado no intestino delgado causando lesfes e
levando a distarbios intestinais podendo atuar de maneira sinérgica com outros patégenos,
causando perdas econémicas. A identificacdo das espécies de parasitos e 0 combate e eliminacao
dos hospedeiros intermediarios € fundamental para o sucesso do controle. As aves acometidas
devem ser tratadas e 0 manejo de limpeza e desinfec¢do do aviario sdo medidas importantes no
controle das verminoses (SILVA; ZOCCHE, 2009).

5.2.5 Identificacdo de Ectoparasitoses

O resultado positivo encontrado no raspado profundo de pele foi 0 acaro Demodex spp em
cdo. E fundamental realizar a colheita em diferentes pontos e realizar uma boa anamnese que
auxiliara no diagnostico, incluindo exames diferenciais quando for o caso. A identificacdo de
ectoparasitos € importante para o tratamento preciso e melhoria da saude do animal (LAPPIN,
2015).
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5.2.6 Teste de triagem para Leishmania spp

Por se tratar de um teste soroldgico utilizado para a triagem (com alta sensibilidade e
especificidade para os diferentes fluidos) de casos suspeitos, demorando poucos minutos para ser
realizado. E bastante utilizado na rotina do laboratdrio pela a casuistica do HOVET em atender
animais de areas endémicas para a doengas, devendo os testes positivos serem confirmados

através de exame direto para Pesquisa de Leishmania.

5.2.7 Pesquisa de Leishmania spp

As amostras positivas, acompanhadas durante o periodo de estagio foram identificadas pela
visualizacdo microscépica das formas amastigotas do protozoario, nas diferentes coletas
citologicas de suabe ocular, aspirados de medula dssea, amostras citolégicas de linfonodo,
imprint de lesGes, sangue periférico e raspado profundo de pele. O diagndstico definitivo é a
identificacdo direta do parasito (LAPPIN, 2015).

Embora o diagnostico direto tenha 100% de especificidade, a sensibilidade depende do grau
do parasitismo, do tipo de material biolégico coletado, do seu processamento e coloracéo, além
do observador. Se o parasitismo for intenso o diagndstico direto € rapido e seguro, mas em
diversos casos, principalmente nos animais assintomaticos, nos quais apenas poucos parasitos
estdo presentes nos tecidos, o diagnostico parasitologico torna-se dificil (LAURENTI, 2009),

entretanto técnicas moleculares podem fechar o diagndstico.
6. CONSIDERACOES FINAIS

O estagio supervisionado obrigatério € um momento de riqueza em aprendizado e
consolidacdo dos conhecimentos aprendidos durante a graduacdo. Essa experiéncia permitiu
reafirmar e compreender melhor as diferentes possibilidades de exames laboratoriais para avaliar
e monitorar a sanidade dos animais nas diferentes etapas da produgdo e nas matérias-primas
utilizadas ao longo de toda a cadeia produtiva.

A utilizacdo de exames laboratoriais adequada e rotineiramente, de acordo com suas
indicacOes, métodos de coleta e execugdo sdo praticas fundamentais para a manutencdo da
sanidade dos animais e, assim, da produtividade e do bem-estar animal. O conhecimento das
possibilidades diagnosticas confere maior seguranca ao profissional e a identificagdo correta da

etiologia e dos agentes, confere credibilidade ao tratamento.
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