Diagndstico

Diagndstico de doencas
de suinos: Ferramentas e
Interpretacgoes

O objetivo deste artigo ¢ en-
fatizar pontos importantes no uso de
ferramentas de diagnostico. E impor-
tante recordar porque sdo coletadas
amostras, o que ¢ que as provas nos
dizem e — do mesmo modo — o que é
que elas ndo nos dizem, com a finali-
dade de nos prepararmos melhor para
interpretar os resultados.

Porque coletar amostras?

Um dos pontos mais criticos ¢
lembrar que a amostragem ndo deve
ser feita, caso ndo haja um plano de
como utilizar os resultados. O objeti-
vo sempre deve ser que a amostragem
indique a direcdo. Neste caso, devem
ser feitos planos para ambos os resul-
tados (positivos ou negativos). Pre-
ferencialmente, seria desejavel que
tivesse isso por escrito, antecipado e
aprovado por todos aqueles interessa-
dos. Por exemplo, é comum se ana-
lisar uma amostragem de fémeas de
reposi¢do na entrada da area de iso-
lamento, com a idéia de comprovar
que nio tem anticorpos contra PRRS
(Sindrome Reprodutiva e Respiratdria
Suina). Isso tem um enfoque sanitario
de ndo introduzir animais positivos
no rebanho, podendo ser justificado
apenas se forem tomadas medidas
especificas caso os resultados sejam

Para melhor interpretagao dos resultados das amostras, é imprescindivel definir o tipo de prova e
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selecionar adequadamente os animais para a coleta dos mesmos.

positivos (sendo que a expectativa é
que sejam negativos). O tempo para
tomar este tipo de decisdo ¢ antes que
aconteca, quando todos os participan-
tes no processo estdo pensando em to-
das as op¢des e ainda nio ha pressio
para se tomar uma decisdo imediata.
Isso da tempo para discutir todas as
consequéncias de cada decisdo. Uma
vez que todos estejam de acordo, isso
facilita a futura implementacdo do
programa de biosseguranga.

A meta da amostragem de-
termina como sera feita, definindo a
frequéncia, o numero ¢ as etapas de
producdo do enfoque. Tudo isso vai

depender da pergunta a responder. As
marrds estdo infectadas com PRRS
(detectar a doenga)? Deve-se vaci-
nar contra ileite ou tratar (determinar
a prevaléncia)? Qual o momento
adequado para vacinar os suinos de
crescimento contra a influenza (defi-
nir o tempo de infec¢do)? O protoco-
lo da amostragem ¢ determinado pela

meta?

O que se procura?

Basicamente as provas podem
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Diagnostico

ser classificadas em dois tipos. As
provas de anticorpos e as provas de
antigeno.

As provas de ELISA (Enzyme
Linked Immunosorbent Assay / ana-
lise imuno-enzimatica), SN (Serum
Neutralization / soro-neutralizagio),
CF (Complement Fixation / fixagdo
de complemento) e HI (Hemagluti-
nation inhibition / inibicdo da hema-
glutinag@o), sdo os tipos mais comuns
para a deteccdo de anticorpos.

Quanto as provas mais comuns
para a detec¢do de antigenos, temos
o PCR (Polymerase Chain Reaction
/ rea¢do de cadeia da polimerase), o
sequenciamento genético, o cultivo
ou isolamento viral, a IFA (Immuno
Fluorescent Antibody Test / prova
de anticorpos imuno-flourescentes) e
a I[HC (Immunohistochemical Test /
prova imuno-histoquimica).

E obrigagio dos médicos vete-
rinarios estarem cientes de todas estas
provas, além daquelas novas que esta-
rdo disponiveis no futuro. Mantendo

comunicagdo frequente com o labora-
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torio de diagnostico, ha a oportunida-
de de fazer a prova disponivel mais
adequada.

0 que dizem as provas?

E interessante recordar que a
resposta de anticorpos contra antige-

nos celulares pode ser classificada em
quatro fases, como ilustrado na figura
0l.

Neste caso, a fase LAG ¢ de-
finida como o periodo compreendido
entre a exposicdo do animal ao anti-
geno e o inicio da producdo de anti-
corpos. Segue-se a fase LOG, onde
ha um incremento muito rapido (loga-
ritmico) dos anticorpos. Esta fase de
incremento logaritmico culmina com
a fase PLATEAU, a qual é seguida
pela fase DECLINEO, que ¢ quando
o nivel de anticorpos circulantes co-

mega a declinar.

Estas mesmas fases ocorrem na
resposta de anticorpos apos a segunda
dose (ou dose de reforgo), como de-
monstrado no grafico 2. A diferenca é
que, na segunda resposta, a produgio
de anticorpos ¢ mais rapida e os valo-

res obtidos sdo maiores.

Também ¢ importante lembrar
que em uma populag@o, nem todos os
animais se encontram ao mesmo tem-

po na mesma fase. O grafico 3 ajuda
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Gréfico 3
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a identificar visualmente a quantidade
de casos novos, além do total de ca-
$0S, que ocorrem em um ponto espe-
cifico de um surto infeccioso presente

em uma recria de 1.000 suinos:

Ainda que de modo apenas
demonstrativo, este grafico ajuda
a entender a importancia do tempo
na identificagdo de um novo surto.
Usualmente ¢ dificil identificar a cau-
sa do surto em sua fase inicial, ja que
ha muito poucos animais infectados, o
que torna mais complicado a selegdo
dos mesmos para a amostragem. De-
pois de duas ou trés semanas a mais,
¢ mais facil realizar uma amostragem

ao acaso.

As provas sao 100% exatas?

Ao fazer provas diagnosticas,
os laboratorios costumam dar deta-
lhes da sensibilidade e especificidade
diagnostica de cada prova. No caso
da sensibilidade diagndstica, esta re-

Tabela 1

(+)
A

Dias

-+ Total de Infectados

lacionada a capacidade da prova em
identificar corretamente um caso po-
sitivo, dentre um grupo de amostras

sabidamente positivas. J4 a especi-

ficidade diagndstica é a capacidade
da prova em identificar corretamente
uma amostra negativa dentre um gru-
po de amostras sabidamente negati-
vas. Em ambos os casos, buscam-se
provas que tenham resultados 100%
corretos. Ocorre que, usualmente, es-
tas duas caracteristicas trabalham uma
contra a outra. O que equivale a dizer
que, ao melhorar a especificidade de
uma prova, piora sua sensibilidade.

O problema ¢ que, no campo,
ndo sabemos o status real do animal
e, portanto, ndo sabemos a sensibili-
dade ou especificidade da prova. Na
realidade as decisdes sdo embasadas
no que se chama o valor predicativo
da prova. Sito significa que o valor
predicativo positivo (VPP) da prova
indica qual é a probabilidade de que
um resultado positivo seja realmente

positivo. O mesmo se diz de um valor

Estado da doenca

Negativa (-)

Powaposiva() | A

predicativo negativo (VPN), por meio
do qual é preciso saber qudo real é o

resultado negativo.

Com base na tabela 01, é pos-
sivel calcular os valores predicativos

do seguinte modo:

Valor predicativo positivo
VPP=A/(A+B)
Valor predicativo negativo

VPN =C/(C+D)

E considerado que o valor
predicativo, seja positivo ou negativo,
¢ dependente da prevaléncia. Sabe-
se que a prevaléncia de uma doenca
varia entre populagdes, consequente-
mente, o valor predicativo das provas

ira variar entre populacdes.

As tabelas 2a e 2b representam
duas populagdes de 10.000 animais,
onde se manteve a mesma sensibili-
dade e especificidade de uma prova
(99,5 e 98,5 respectivamente) e onde
mudou apenas a prevaléncia de 10%

para 1%:

Quando a infecgdo é rara (pre-
valéncia muito baixa) pode-se dizer
que ha maior probabilidade de um re-
sultado positivo ser, na realidade, um
resultado falso. No exemplo anterior,
com uma prevaléncia de 1% pode-se
dizer que ha apenas uns 40% de pro-
babilidade de que o resultado seja
real e uns 60% de probabilidade de
que seja um resultado falso positivo.
O que recorda que os resultados de

provas nunca sdo 100% corretos.

Como sao estabelecidos os
limites?
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Tabela 2a Tabela 2b
10% Infecdo Infecdo 1% Infecao Infecdo
prevaléncia | Positiva Negativa prevaléncia Positiva Negativa
Prova 995 135 995 VPP Prova 99,5 148,5 99,5 VPP
Positiva (TP) (FP) 995+ 135 0,88 Positiva (TP) (FP) 99,5+ 148,5 0,40
Prova 5 8865 8865 VPN Prova 0,5 9751,5 9751,5 VPN
Negativa (FN) (TN) 8865+ 5 0,999 Negativa (FN) (TN) 9751,5+0,5 0,999
995 8865 99,5 9751,5
995+5 8865 + 35 99,5+0,5 9751,5+ 1485
Sensibilidade | Especificidade Sensibilidade | Especificidade
99,5 98,5 99,5 98,5

O ideal € que, ao realizar a lei-
tura dos resultados das provas, fosse
estabelecido um ponto limite para
separar os resultados positivos dos
negativos. Também ¢ ideal agrupar
todos os resultados positivos a direita
(ou a esquerda, dependendo da prova)
e que todos os resultados negativos a
esquerda (ou a direita) deste ponto
estabelecido. Infelizmente, na pratica
ha variagdo suficiente de resultados a
ponto de — ainda que sejam poucos —
alguns resultados de ambos os grupos
(positivos e negativos) cruzarem o
limite. Por esta razdo ha um grupo
pequeno de resultados que serdo clas-
sificados de modo inadequado, sim-
plesmente com base no ponto limite
selecionado. Por exemplo, no ELISA
para PRRS ficou estabelecido que o
ponto limite fosse o valor de 0,400.
Por defini¢do, estabeleceu-se entdo
que todo resultado igual ou maior que
0,400 ¢ classificado como positivo
e todo valor menor é negativo. Seré
que, na realidade, ha muita diferenca
entre um valor de 0,399 (negativo)
e um valor de 0,400 (positivo)? Isso
alerta o fato dos pontos limite néo se-

rem assim tdo exatos.

Tempo oportuno

A énfase ¢ sobre a resposta
imune de cada animal, a qual varia
com o tempo. Por exemplo, no caso
da PRRS, primeiro é encontrado o vi-
rus circulando e depois de 10 ou 14
dias encontram-se os anticorpos. Os
anticorpos IgM sdo os primeiros a
aparecer, seguidos pelos IgG. O tipo
de componente a ser encontrado (an-
tigeno, IgM, e/ou IgG) vai depender
do ponto onde se inicia a amostra-
gem. Muitas vezes, com apenas um
resultado sorologico ndo ¢ possivel
determinar em que fase da resposta
imune se encontra a populacdo. Por
esta razdo, para se definir melhor a
fase da resposta imune dos animais
e — com esse resultado — estabelecer
com maior certeza o estado do surto
da doencga, ¢ comum a necessidade de
coletar uma série (mais de uma) de

amostras.

0 que mais é preciso saber?

Na avaliagdo dos resultados de
um diagndstico ¢ preciso ter acesso a

informagdes adicionais pertinentes,

Suinos & Cia

tais como o nivel de protecdo por an-
ticorpos maternais. O uso de vacinas
inativadas em fémeas, ou nos animais
que compdem a amostragem, pode
resultar em valores positivos para an-
ticorpos, mas ndo devem gerar resul-
tados positivos relativos a antigenos.
J& o uso de vacinas vivas modificadas
pode resultar em valores positivos,
tanto para anticorpos quanto para an-
tigenos. Para que se possa resolver
essas complicacdes diagnosticas rela-
tivas ao uso de vacinas, ¢ importante
ndo esquecer da utilizagdo de animais
sentinelas. Identificar animais nega-
tivos e ndo vacina-los, transforma-
os em sentinelas. Ao misturar esses
animais com os grupos de onde fara
a amostragem, é preciso monitorar es-
tes sentinelas periodicamente.

Outras provas

Ha uma variedade de outras
provas que é possivel utilizar, em
termos de diagnostico. O isolamento
viral tem a desvantagem de ser uma
prova lenta, especialmente naqueles
casos negativos, onde ¢ preciso espe-
rar varios dias antes de sua confirma-

¢do como tal. O cultivo bacteriano é
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usualmente mais rapido, requerendo
apenas 24 ou 48 horas de cultivo. Ou-
tro problema com relagdo ao cultivo
viral, ¢ que ele requer uma antecipa-
¢do relativa ao tipo de virus com o
qual esta sendo usado, uma vez que
cada agente viral demanda um meio

de cultura especifico.

O uso da sequenciagio de or-
ganismos estd se tornando frequen-
te, embora seja um processo demo-
rado (duas a quatro semanas), caro
(US$150,00) e de interpretagdo ainda
ndo muito clara. Na maioria dos casos

s6 se obtém uma sequéncia de parte

As amostras utilizadas para auxilio de
diagndstico devem ser enviadas corretamente,
para que o processamento do material seja
realizado em tempo hdbil garantindo assim a
qualidade e precisdo dos resultados.

do virus. Por exemplo: usualmente
¢ obtida a sequéncia ORF5 do virus
da PRRS, o que resulta na sequéncia
de apenas 600 bases, entre as mais de
15.000 bases do virus completo. As
sequéncias ajudam a interpretar a epi-
demiologia viral, auxiliando a estabe-
lecer sua possivel origem. A sequén-
cia NAO informa sobre a similarida-
de imunoldgica viral e, portanto, ndo
serve para indicar qual cepa ou vacina
funcionara melhor contra o agente em
questdo. Os dendogramas sdo uteis
apenas para agrupar cepas com pos-
sibilidade de origens similares, nio

implicando, porém, em protecao.

A possibilidade da necropsia

Um tipo de prova diagndstica
que se pode fazer todos os dias é a
necropsia. Havendo a oportunidade ¢
possivel aproveitar, pois uma necrop-
sia fornece informagdes que poderdo
ajudar a concluir o diagndstico relati-
vo & possivel causa do surto. E impor-
tante seguir sempre 0s mesmos passos
durante a necropsia, para poder iden-
tificar as condi¢des anormais. A cole-
ta de amostras de tecidos apropriados
incrementa a possibilidade de fazer
um diagndstico definitivo. O labora-
torio de diagnostico em questdo po-
dera identificar o antigeno no mesmo
local onde se concentra o dano histo-
logico, confirmando assim a causa e o

seu efeito (diagnodstico definitivo).
Coleta de sangue

Para calcular o tamanho da
amostra é necessario saber trés coi-

sas: primeiro, o nimero de animais do

grupo (plantel, lote, etc.); Segundo, o
limite minimo de detec¢do (05, 10 ou
20%) e finalmente, a probabilidade
de detecgdo (usualmente 90 ou 90%).
Conhecendo estes trés valores usam-
se os livros de textos, folhas de cal-
culo ou um programa de computador
especifico para a obten¢do do numero

desejado.

Se o objetivo for obter uma
amostragem populacional com, pelo
menos, 10% de prevaléncia da doenga
e a pretensdo for 95% de confianga de
que sera encontrado, pelo menos, um
animal positivo no grupo, usualmente
sera necessaria uma amostragem de
30 animais, ao acaso. Isso se refere a
uma amostragem de 95 — 10, resultan-

do em 30 animais.

Se o objetivo for obter uma
amostragem populacional com, pelo
menos, 05% de prevaléncia da doenga
e com 95% de confianga de que sera
encontrado, pelo menos, um animal
positivo no grupo, usualmente sera
necessaria uma amostragem de 60
animais, ao acaso. Isso se refere a
uma amostragem de 95 — 05, resul-

tando em 60 animais.

A amostragem de 14 animais
assegura 95% de confianca de que
sera encontrado, pelo menos, um
animal positivo sempre e quando a
doenga tiver uma prevaléncia de, ao
menos, 20%. Ja a amostragem de 10
animais assegura 90% de confianga
de que sera encontrado, pelo menos,
um animal positivo sempre e quando
a doenga tiver uma prevaléncia de, ao
menos, 25%. %
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Amostragem de tecidos

Os dados seguintes servem
como guia para a coleta de amos-
tras dos tecidos mais utilizados na
investigagdo de casos gerais, na
suinocultura:

Aborto suino

» Cérebro: ' a fresco, % fixado
em formol;

» Coracio: ' a fresco, 5 fixado
em formol;

* Rins: um a fresco, um fixado em
formol;

* Figado: ; a fresco, corte de 0,5
cm fixado em formol;

* Pulmio: um lado a fresco, va-
rios pedacos de 0,5 cm fixados
em formol;

» Umbigo: pedacos de 1 cm. de
areas hemorragicas fixados em
formol;

* Conteudo estomacal: 3 mL por
suino;
* Fluido toracico: 2 mL/suino, a

fresco, podendo-se juntar amos-
tras por lote;

* Placenta: uma parte a fresco,
trés partes fixadas em formol.

Doencas do sistema nervoso
central (SNC) suino

* Hisopo Meningeo e/ou liquido
cefalorraquidiano: Deverd ser
obtido antes de remover o cére-
bro;

* Cérebro: - a fresco/refrigerado,
5 fixado em formol;

* Medula espinhal: varias pegas
de 10 cm a fresco, varias secgdes
de 1,5 cm — de 4 a 5 niveis dife-
rentes — fixadas em formol;

* Baco: a fresco/refrigerado e
fixado em formol;

* Tonsilas: ' a fresco/refrigerada,
15 fixada em formol;

« fleo: duas pegas de 10 cm a fres-
co, 4 pegas de 1,0 cm fixadas em
formol.

Enterite suina — leitoes

A amostragem ideal seria
de varios leitdes doentes, em esta-
do agudo e sem tratamento.

* Colon e ceco: 6rgdo inteiro a
fresco/refrigerado, varias pecgas
de 1,0 cm fixadas em formol;

« fleo: dois segmentos de 10 al5
cm a fresco/refrigerados, quatro
pecas de 1,0 cm fixadas em for-
mol;

* Jejuno: dois segmentos de 10
a 15 cm a fresco/refrigerados,
quatro pecas de 1,0 cm fixadas
em formol;

* Seccdes intestinais com lesdes
macroscopicas: segmentos de
10 a 15 cm a fresco, pegas de 1,0
cm fixadas em formol;

* Fezes: 10 ml a fresco/refrigera-
das, origem ceco/colon.

Enterite suina — desmame e
crescimento

« fleo e jejuno: dois cortes de 10
cm a fresco/refrigerados, quatro
cortes de 1,0 cm fixados em
formol;

Suinos & Cia

* Colon e ceco: 6rgios inteiros ou
dois segmentos de 10 cm do co-
lon espiral a fresco/refrigerados,
quatro pecas de 1,0 cm fixadas
em formol;

* Intestino com lesdes: cortes de
10 a 15 cm a fresco/refrigerados,
varios cortes de 1,0 cm fixados
em formol;

* Fezes: 10 mL a fresco/refrige-
rados;

* Nédulos linfaticos mesenté-
ricos: a fresco e fixados em
formol,;

* Figado: Y4 do 6rgdo a fresco,
trés cortes fixados em formol;

» Estomago: examinar e enviar
caso haja lesdes.

Pneumonia suina

* Cérebro: ' a fresco/refrigerado,
Y5 fixado em formol,;

* Trato respiratorio superior:
- Esfregaco (swab) de cornetos
- Esfregago (swab) de bronquios
- Cornetos fixados em formol

* Pulmio:

- Lavado de fluido bronquio-
alveolar, caso necessario o
isolamento viral para PRRS

- Um lado inteiro a fresco, sem
perfura¢des ou uma porg¢ao de
+10 cm? com lesdes

- Cinco cortes de 1,0 cm fixados
em formol .

- Nédulo linfatico traqueo-
bronquial: % a fresco, % fixado
em formol

* Tonsilas:

- ¥ a fresco, ' fixadas em formol
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