Guia de coleta de material para
exame histopatoldgico de aves e suinos

Para formular um diagnéstico preciso, muitas vezes, 0 médico veterinario encontra dificuldade tendo somente
como base o historico observado na granja, a sintomatologia clinica e os achados da necropsia. Em muitas
situagdes, € necessario recorrer ao suporte de certos tipos de analises para que se chegue ao diagnostico correto
de uma determinada doencga.

Por sua vez, o Brasil, somado a sua grande extensao territorial, ndo conta com uma rede de laboratorios oficiais
e privados preparados para oferecer determinados servigos diagnosticos um pouco mais sofisticados. Dentre
estes, destaca-se o exame histopatologico, que € uma técnica diaghostica muito Gtil, a qual permite interpretar as
alteragbes tissulares provocadas nos quadros patologicos.

E certo afirmar gue um exame histopatologico constitui-se num elemento de inestimavel suporte ao veterinario
de campo, quer de forma isolada ou como parte de outros métodos diagnosticos investigativos para determinadas
patologias.

Este guia de coleta tem como objetivo auxiliar o médico veterinario ou técnico de campo a realizar a coleta de
material de maneira adequada e segura, visando o sucesso da analise histopatologica posterior.

2- Técnica histoquimica: Os tecidos s&o submetidos a
reagdes quimicas com corantes que facilitam a
identificagdo de substancias patologicas (amildide,
glicogénio, enzimas), agentes transmissiveis
presentes nos tecidos (fungps, bactérias, clamidias,
protozoarios) ou células neoplasicas (linfomas,
leucoses). A histogquimica auxilia na identificagdo
destas estruturas com muita preciso e € um

Principais técnicas disponiveis

Dentro do recurso da histopatologia contamos com
diferentes procedimentos que auxiliam tanto no
diagnostico como na pesquisa das enfermidades, e
que estdo disponiveis em alguns laboratorios
dependendo da complexidade destes. Dentre esses
procedimentos destacam-se:

1- Técnica histologica: Consiste na observacdo

microscopica dos tecidos em cortes finos (4-6
micras) e, posteriormente, submetidos a coloragéo
das estruturas com tinturas de anilinas, sendo a
mais usada a combinagao de Hematoxilina (tinge os
nlcleos basicamente) e Eosina (para as estruturas
citoplasmicas). Essa técnica, largamente utilizada
no diagnostico histopatologico, permite através do
reconhecimento morfologico, identificar as
alteragbes sofridas pelos tecidos frente as
diferentes injlrias. E de inestimavel valor quando o
material € coletado no local € no momento
adequado e conta com a ajuda de um
histopatologista experiente.

Algumas doencgas/agentes deixam marcas
caracteristicas nos tecidos afetados chamadas de
lesbes patognomdnicas, € seu achado permite
realizar um diagnodstico de certeza, como no caso
dos corpUsculos de inclus@o provocados por alguns
virus (ver tabelas); outros agentes provocam lestes
muito especificas e sua presenga € de grande valia
para o diagnostico. Desta forma, um exame
histopatologico pode agregar a precisfo e a rapidez
que muitas vezes € fundamental para a tomada de
decisdes frente doengas que afetam as populagdes
animais.

complemento da técnica anterior.

Técnica imuno-histoquimica: Esta técnica reline as
carateristicas histoguimicas com a imunologia e
permite a identificagdo de antigenos localizados
nos tecidos (bactérias e virus especialmente) com
absoluta precisd@o, constituindo um diagnostico de
certeza. Entre os recursos da imuno-histoquimica,
contamos com a imuno-fluorescéncia (usa os
anticorpos marcados com corante fluorescentes, e
necessita de uma fonte luminosa de radiagao
ultravioleta no microscopio) e imuno-histoguimica
propriamente dita, que se vale de um revelador
enzimatico para identificar a uni@o antigeno-
anticorpo dentro dos tecidos. Hoje esta técnica €
muito empregada na rotina diagndstica de varios
agentes ou doengas, tais como: Actinobacillus
pleuropneumoniae, Circovirus, Lawsonia
intracellularis, Peste Suina Classica em
suinocultura. E também em avicultura, de agentes
virais como os causadores da bronquite infecciosa
das galinhas, doenga de Gumboro, doenca de
Newcastle, anemia infecciosa, influenza aviaria,
dentre outros.




Cuidados na coleta do material
Alguns aspectos importantes na coleta de material
devem serconsiderados, tais como:

*Os fragmentos de tecido devem ser coletados e
fixados o mais rapidamente possivel apos a morte
ou sactificio. A autdlise, normalmente tem seu inicio
logo apos a morte e tende a ser mais rapida em
alguns orgaos, como por exemplo: sistema nenvoso
central, intestino e orgaos de tecidos altamente
especializados.

*Deve ser evitado o uso de frascos muito peguenos,
pois causam deformagdo no material, além da
dificuldade para posterior retirada dos tecidos do
mesmo. Utilizar preferencialmente frascos com
boca larga.

*As incisdes devem ser feitas de modo rapido, com
instrumento bem afiado, evitando-se esmagar o
tecido. Os tecidos devem ser cortados em fatias de
no maximo 1 cm de espessura e de superficie
ampla. Nao enviar 6rgaos inteiros de animais
grandes.

*Deve-se certificar que a superficie de corte
compreenda porgoes representativas das lesoes,
selecionando uma parte da lesao € outra do tecido
normal adjacente, evitando-se o centro € as bordas
da lesao.

*Certos tecidos tendem a flutuar, tais como: pulmao
e medula ossea. Desta forma, os mesmos devem
serenvolvidos em gaze ou algodao.

eQuando houver suspeita de alguma doenga que
envolva varios sistemas, incluir amostras de varios
tecidos. Devem ser colhidos, preferencialmente,
orgaos de 3 a 5 animais que apresentem a mesma
sintomatologia a fim de gue esse ndimero seja
representativo da situagao real da granja.

Conservagao do material

Um cuidado muito especial deve ser tomado quanto a
fixagao e acondicionamento das amostras, pois se
trata de um material biologjico nobre e que nem sempre
sera possivel uma nova coleta. Os principais objetivos
de uma boa fixagao compreendem:

*|nibir ou deter a autodlise tecidual, garantindo a
rapida estabilizagao das atividades enzimaticas.

*Tornar rijo ou endurecer o tecido e facilitar a
difusibilidade das substancias insollveis.

¢ Proteger, pelo endurecimento, os tecidos moles no
manuseio e procedimentos técnicos laboratoriais
posteriores.

*Preservar as estruturas celulares e tissulares,
possibilitando o minimo comprometimento das
células e arranjos das organelas tissulares.

» Melhorar a diferenciagao optica dos tecidos.

*Facilitar a subsequente coloragao.

Para uma boa fixacdo € preciso tomar algumas

precaugdes que sdo obrigatorias:

*(O material coletado deve ser imerso rapidamente
em formol 10%., que € preparado misturando uma
parte de formalina (formol 37%) com nove de PBS
(solugdo salina tamponada) ou agua destilada.

*0O volume ideal de formol 10% deve corresponder
cerca de 10 vezes o volume da amostra obtida.

*N3o fixar em formol tecidos congelados, pois o
congelamento altera a estrutura celular.

s|mportante: ndo raspar a mucosa do intestino ou da
traguéia antes da fixagdo, isto destroi as estruturas
dos tecidos!

*lUma vez colocados no formol 10% o material nao
deve ser congelado nem refrigerado, mantenha-o
em temperatura ambiente. O formol precipita a
baixa temperatura e altera a fixagao.

Modo de envio do material ao laboratorio

0 frasco contendo o material devera ser enviado ao

laboratorio em caixa de isopor ou papeldo, tendo o

devido cuidado para que nao se movimente dentro da

caixa. Um artificio muito utilizado € preencher os
espagos vazios com papel a fim garantir uma boa
imobilizagao do frasco.

O material deve ser acompanhado de algumas

informagoes relevantes, tais como:

1- Dados identificatorios: nome do proprietario,
empresa, granja, enderego, telefone, data de coleta
dematerial.

2- Historico clinico completo, incluindo: espécie
animal, linhagem, idade, tamanho do Iote, sexo,
ndmero de animais mortos e doentes, manejos
sanitario e nutricional da granja, duragao e evolugdo
dos sintomas clinicos, tratamento ja prescrito.

3- Achados de necropsia: descricao detalhada das
alteragdes encontradas nas necropsias realizadas,
suspeita clinica e tipo de exames solicitados.

Material de coleta e caracteristica da lesdo observada

conforme a enfermidade

Nas tabelas 1 e 2 estao listadas as enfermidades e o

material que deve ser coletado para histopatologia em

aves e suinos, respectivamente, conforme a suspeita. A

localizagdo e tipo de lesdo podem auxiliar ou até definir

o diagnostico. Nessas tabelas também se encontram

listadas o grau de sighificado das lesdes microscopicas

as quais podem ser suficientemente especificas

(patognomdnicas) ou altamente significativas para

determinadas etiologias.

ntemente especificas (patognomdnicas) ou altamente

significativas para determinadas etiologjas.



TABELA 1MATERIAL DE COLETA, CARACTERISTICAE GRAU DE SIGNIFICACAO DAS
LESOES OBSERVADAS CONFORME A ENFERMIDADE DAS AVES

Enfermidades Virais

: - Graude
: Material coletado para Caracteristica das Ca
Sl il analise histopatoldgica rincipais lesdes ol
P g princip das lesdes
Gt Timo, figado, b’a(;o, . Deplc—:‘(.;ao de ¢rgdos ||r1f0|df3s. P
bolsa e medula 6ssea Hipoplasia celular da medula Gssea
SR Lesoesl‘. c!u‘Faneas InclusGes no C|tqp|asma das c.elfullas b4+t
e diftéricas da camada espinhosa do epitélic
: : ” . Traguefte com edema e infiltrado.
Bronquite Infecciosa Tragquéia, pulmao 4 : 4
Bronguite
encasle b Bolsg de Fabricius, Deplec;éo,neﬁcrose, i.nfiltrados na BF, s
timo e baco deplecéo no timo e baco
Tragquéia, pulmao, SNC, Pode se tratar de uma DNCYY onde
Doenca de Newcastle intestino, pancreas, aparece encefalite ndo supurada, lesbes et

pro-ventriculo, tonsilas cecais  hemorragicas no digestive e respiratorio

Doenca de Marek Orgaos com lesoes Infirtrad'os ,(.je Lol ellifnfc')citos i i
nos Grgacs e nervos periféricos
Cromatolise central de neurdnios,
sateletismo, gliose nodular ou difusa,
vasculite e perivasculite ndo purulenta L e o
intensa. Hiperplasia moncnuclear
nos Grgaos mencionados

SNC, moela, pancreas,

Encefalomielite Aviaria , . .
pro-ventriculo, figado, coracéo

Hepatite por Corpusculo Hepatite necrética. Inclusdes

i _ e ++ + +
de Inclusao flgado intranucleares nos hepatocitos
Traquéia, pulmao, SNC, Encefalit ;
Influenza Aviaria intestino, pancreas, nci a'lt e,hpneumforya . + +
pro-ventriculo, tonsilas cecais Sl
Laringotraqueite Traquéia e pulmao Lf:arm_g|te StEguets hemprr§g|ca 0 A e o
Inclustes intranucleares no epitélio traqueal
Dt Gior o Inflltrad_os de celulas blas_hcas neoplasicas P
{Linfoblastos ou mieloblastos)
Pneumovirose Aviaria Traguéia e pulméo Pneumonia difusa i

Sindrome da Queda
de Postura (EDS)

Ovario, oviduto e ltero Salpingite =




Enfermidades Bacterianas

: ,. Grau de
: Material coletado para Caracteristica das L
EAHOTSE analise histopatoldgica rincipais lesdes il
P g princip das lesdes
Botulismo Intestino e inglivio Sem lesGes macroscopicas =
Colibacilose Orgdos lesionados Processos inflamatorios =

LesGes de necrose nos 6rgacs

Colera Aviaria Pulméo, figado, coracéo N o i+
com reacao inflamatéria
Enterite necrotica Intestino (jejuno, ileo e ceco) Necrose das vilosidades intestinais. e
{C.perfringes) e figado Bastonetes na luz intesting
Micoplasmose (M. sinoviae, Traquéia, pulmao, Infiltrado nos Grgacs respiratorics; R
M. gallinarum, M. meleagridis)  sacos aéreos e articulacbes sinovite, artrite
Salmonelose Figado, baco, coracéo, Necrose coagulativa focal, g
(5.gallinarum) ceco, fezes e ovario especialmente baco, figado e miocardio
Outras Enfermidades

. - o Granulomas com centro necrotico
Aspergilose Pulmao, traquéia e SNC + + i

e presenca de hifase micélios

Coccidiose Intestino Enterite S

Farmas assexuadas nos enterécitos

Edema da bolsa, criptospiridics aderides

Criptosporidiose Intestino e Bolsa de Fabricius . . - b
ha borde livre das células epiteliais
o Desmielinizacdo, espongiose na
Encefalomalacia SNC g § P ‘g + +
substancia branca do tecido nervoso
g E ; Hepatite e tiflite necrotica. Reacao
Histomoniase Figado e ceco ; p, : = ’ 5 & o i
inflamatoria. Protozoarios no tecide lesado
i ' . Hepatite necratica, degereracéo
Mlcoto>_<|cose Figado 8] ‘ - g (; ‘ 4 4
(aflatoxicose) celular, cariomegalia dos hepaticitos
5 : Inflamacéo e
Osteomielite Osso lesionado & + 4+

necrose da medula Gssea

» Falta formacéo da substancia
Raguitismo (sso lesionado ostedide, cartilagem. &

Aumento da zona de crescimento 6sseo




TABELA 2MATERIAL DE COLETA, CARACTERISTICA E GRAU DE SIGNIFICACAQ DAS
LESOESOBSERVADAS CONFORME A ENFERMIDADE DE SUINOS

Grau de
significado
das lesoes

Enfermidades Material coletado para Caracteristica das

analise histopatoldgica principais lesdes

Enfermidades Virais

Rinite por corpusculo de

Infiltrado na mucosa, células epiteliais
inclusao (Citomegalovirus)

Seios nasais, pulmao . e
com inclusées intranucleares

++ + +

Hipertrofia da camada espinhosa
Variola suina Pele da epiderme, inclusdes no citoplasma 3 A il i o
(Corpusculos de Borrell).

, _ SNC, principalmente na cortical Vasculite, necrose des capilares.
Peste Suina Classica . o . S o o il i o
do cérebro médic; baco, im  Encefalite ndo purulenta. Infartos em Grgédos.
SN pinepeimente tean Meningoencefalite ndo supurada
Doenca de Aujeszky  anterior, cerebelo, medula espinal, 9 P ' + + +

el Infiltracdo no génglio Gasser.

SNC, principalmente regiao
dos neurdnios motores da Meningoencefalite nao supurada ik
medula espinal e cerebelo

Doenca de Teschen
(policencefalomielite]

Misculo cardiaco e SNC, . :
Meningoencefalite.

Encefalomiocardite cérebro, especialmente it
Necrose muscular
em fetos abortados
Gastroe.nttzz-rrte Jejuno e fleo . S?vera atrof!a dasl + o+ +
transmissivel vilosidades do intestino

Pheumonia intersticial.
Deplecdc linféide em linfonodo e géanglio. il o
Células gigantes {sinsiciais) nos linfonodo

Circovirose suina Pulmao, linfonodos,
(CV2) baco e im




Material coletado para

Enfermidades e 0
analise histopatoldgica

Caracteristica das
principais lesdes

Grau de
significado

Enfermidades Bacterianas e Outras

Lébulos diafragmaticos

Pleuropneumonia suina "
do pulmao

Parede do estémago,

Doenca do edema ol SNC

Coccidiose Jejuno e ileo,
(Basporiase) porcao inicial do célon
Ile¢e ilec. A forma proliferativa e hemor-
{Lawsonia spp.)

ragica & mais comum ne jejunc

Disenteria suina Intestino grosso

Figado, baco,

Salmonelose suina X o
infonodos e pulmao.

Broncopneumonia
micoplasmica
{(Mycoplasma hyopneumoniae)

Pulméo, na regiao
de bronguiolos.

Pneumonia fibrino-hemomagica.
Edema de tabique interlobular

Vasculite com hialinose da parede.

Pegeneragao da substancia branca do SNC

Enterite (jejunite).
Nas células epiteliais observam-se
formas assexuadas (trofozoitos)

Intestino delgado, especialmente Hiperplasia das gléndulas (adenomatose);

enterite hemorragica; Hiperplasia das
camadas musculares do itestino

Tiflite necroética, abundantes
células caliciformes e enterite mucosa

Nédulos paratificos nos orgaos
Hepatite focal
Pneumonia intersticial

Infiltracdlos peribronquicos (BALT +);
Infiltrados de pneumdcitos e
PMN nos alvéolos

das lesdes

+ +

++ +

+ +

+ +

+ +

lio dicgnéstico
do auxdlio diagnéstico



ERROS E ACERTOS FREQUENTES NA ARMAZENAGEM
E FIXACAO DO MATERIAL PARA HISTOPATOLOGIA

CORRETO

Frasco recomendado - boca larga Material bem fixado (homogeneamente)

INCORRETO

Volume desproporcional de amostra/formol

Fragmentos de drgaos mal fixados Intestino mal fixado no centro (seta)
Formol nao atingiu o centro (seta) Nao deve ser amarrado (dificulta fixacdo)




INCORRETO

Frasco muito pequeno
Boca estreita e amostras muito grandes

Frasco com abertura pequena
e 0rgdos muito grandes

Quantidade insuficiente de farmol
Sistema nervoso deve ser retirado do cranio

Frasco quebrado para retirar amostra

Amostras muito grandes e pouca
guantidade de formaol no frasco

Saco plastico
Embalagem inadequada e pouco formol




