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O QUEE

PCR REAL TIME?

Atualmente, as técnicas de amplificacao
e deteccao de acidos nucleicos estdo
entre as ferramentas mais valiosas na
pesquisa bioldgica. Cientistas em todas as
areas da ciéncia da vida - pesquisa basica,
biotecnologia, medicina, ciéncia forense,
diagnosticos e muito mais - utilizam esses
métodos em uma ampla gama de aplicacoes.

APCRou Reacao em Cadeia da Polimerase se
tornou a pedra angular da biologia molecular
moderna em todo o mundo.

APCRReal Time (gPCR ou PCR em Tempo Real)
é uma forma avan¢ada da Reacdo em
Cadeia da Polimerase que maximiza o
potencial da técnica.

Como o nome sugere, a PCR Real Time
é uma técnica usada para monitorar o
progresso de uma reacdo de PCR em tempo
real. A0 mesmo tempo, uma quantidade
relativamente pequena de produto de PCR
(DNA, cDNA ou RNA) pode ser quantificada.

A PCR Real Time baseia-se na deteccdo da
fluorescéncia emitida por uma molécula
reporter que aumenta a medida que a
reacdo avanca. O aumento da fluorescéncia
ocorre devido ao acumulo do produto de PCR
(fragmento alvo) a cada ciclo de amplificacao.

A PCR Real Time facilita o monitoramento
da reacdo a medida que ela progride. Pode-
se detectar quantidades extremamente
minimas de acido nucleico do patdgeno
investigado e quantificar o produto final com
precisao. Além disso, ndo ha necessidade
do processamento pos-PCR, como ocorre
no PCR convencional, fator esse que evita

contaminagdo e economiza recursos e tempo.

Estas vantagens da técnica de PCR Real Time
baseada em fluorescéncia revolucionaram
completamente a abordagem da quanti-
ficacdo do DNA e RNA baseada em PCR.

Os testes de PCR Real Time sdo faceis
de executar, apresentam sensibilidade e
especificidade bastante elevadas, e fornecem
escopo para automacao.

A PCR Real Time é também referida como
RT-gPCR quando é inserido ciclo adicional
de transcricao reversa, que leva a formacdo
de uma molécula de DNA a partir de uma
molécula de RNA. Isso é feito porque o RNA é
menos estavel em comparacao ao DNA.

De forma geral, a PCR Real Time representa
uma valiosa ferramenta diagndstica de alto
fator tecnoldgico agregado. Além de permitir
detecclio precoce de agentes infecciosos em
animais doentes, o teste exibe grande preciséo
diagndstica e viabiliza deteccGo mdultipla
de patdgenos relacionados a um problema
comum.
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QUAL A DIFERENCA ENTRE
PCR REAL TIME E PCR CONVENCIONAL?

A Reacdo em Cadeia da Polimerase
convencional (PCR ou cPCR) foi desenvolvida
em 1983 por Kary Banks Mullis. A técnica
produz um grande numero de copias a
partir de uma determinada sequéncia de
DNA alvo para diversas analises.

O método revolucionou a biologia
molecular, mas foiapenas umponto
de partida para inumeros outros
aprimoramentos que atualmente
substituem a PCR convencional com
inumeras vantagens.

Algumas limitacBes da técnica cPCR podem
afetar sua aplicabilidade diagndstica. A
classificagdo como detecgdo end-point
significa que a cPCR demanda uma etapa
extra apos a amplificagcdo, que corresponde
a eletroforese em gel de agarose.

O resultado € apenas qualitativo (nao
permite quantificacdo). O positivo é
constatado mediante visualizagdo de banda
no gel com o tamanho correspondente ao
fragmento amplificado.

Ocorre que, a resolu¢do do gel de agarose
€ muito pobre e soma-se a isso, o fato de
haver baixa precisdo na discriminacdo de
tamanho dos fragmentos amplificados.
Além disso, o processo demanda muito
tempo, o que inviabiliza prazos curtos de
liberacdo de resultados.

Em adicao a baixa precisdo e resolucdo,
a CPCR é bem menos sensivel que as
técnicas mais modernas. Outros limitantes
correspondem a0 processamento  pos-
PCR e auséncia de automacao, fatores que
aumentam muito achance de contaminacao.
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Em contrapartida, a PCR Real Time (qPCR),
considerada uma variagdo da técnica
convencional, representa a melhor
ferramenta para diagndstico molecular.

O método € vinculado a um sistema de
monitoramento que quantifica emissdo de
fluorescéncia produzida durante os ciclos
de amplificagdo.

A gPCR viabiliza amplificacdo, deteccdo e
quantifica¢éo simultaneamente, agilizando a
obtencdo de resultados e minimizando o risco
decorrente de possiveis contaminacgoes.

O processo é rdpido e permite inclusive a
deteccdo mdultipla de sequéncias-alvo em
uma mesma amostra (QPCR Multiplex).

Comparado a cPCR, a PCR Real time
apresenta maior reprodutibilidade,
especificidade, sensibilidade, preciséo
e acurdcia diagnéstica, além de
também  reproduzir  resultados
quantitativos

guesdoimportantesparaacompanhamento
de evolu¢do clinica e infecciosa, avaliagdo
de eficacia terapéutica e inferéncia para
interferéncia vacinal a partir de cepas
atenuadas.
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3 Dicas para

A INTEPRETACAO DE RESULTADOS DE
EXAMES DE PCR REAL TIME

Esse contetido é muito bacana!

Ja podemos perceber pelos textos anteriores que a PCR Real Time é uma excelente ferramenta diagndstica, mas
é importante ter alguns cuidados na interpretagdio. Antes de seguirmos, preciso reforcar que o alvo de deteciio
desse exame € o material genético do patageno que estd sendo investigado. Pensando nisso, seguem algumas
dicas para auxiliar seu raciocinio diagnostico diante de um resultado de PCR Real Time:

Quando o resultado positivo correlaciona
com a suspeita clinica, parabéns! Vocé
fechou o diagnéstico!

Mas atencgéio, o positivo também pode
ocorrer em animais infectados que ainda
ndo iniciaram a sintomatologia clinica.

Isso é um fato que demonstra a
precocidade de deteccao do exame,
que é uma das grandes vantagens em
relacdo aos ensaios sorologicos, que
demandam soroconversao do animal para
evidenciarem resultado compativel.

Existe também outras situacées de
resultado positivo onde o animal infectado
permanece assintomdtico porque houve
resposta imunoldgica eficiente e o agente
foi eliminado antes de haver evidéncia
clinica.

Por dltimo, em alguns cenarios que sdo
relativamente comuns para as infeccoes
virais, o positivo pode aparecer em um
animal portador subclinico. Esses animais
temoagenteinfeccioso e dispersamele pelo
ambiente, entretanto, ndo desenvolvem a
doenca!
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O negativo pode ser considerado para
excluir a suspeita clinica, desde que a
amostra seja condizente com o tropismo
infeccioso do agente em questéo.

Funciona assim, a coleta da amostra tem
que estar relacionada com as vias de
disseminacao do patégeno.

Vamos 13,

existem varios controles para a reacdo
de PCR Real Time, desde a extracao de
acidos nucleicos até o processo final de
amplificacdo.

O TECSA também investe massivamente
em automacao! Os processos ocorrem
em sistemas fechados e com maximo de
vigilancia possivell Enfim, isso é para te
assegurar que ndo existe o falso-positivo
(ufa!)! Por outro lado, o falso-negativo pode
ocorrer em algumas situacées.

3 DICAS PARA a interpretacéio de
Resultados de Exames de PCR Real Time

E essencial que também seja determinada
a fase clinica que o animal apresenta, pois
ela pode refletir amostragens diferentes
para o diagnostico de um mesmo patogeno.

Na duvida, o TECSA tem um Manual de
Coletas sempre atualizado que especifica
as amostragens cabiveis para as vdrias
reacées de PCR Real Time disponiveis.

Vocé pode ainda ligar na assessoria
cientifica e tirar duvidas. Temos uma equipe
de veterinarios bastante capacitados para
te orientar melhor!

Por exemplo, caso vocé esteja investigando
um patdégeno bacteriano ou fungico em
um paciente que estd em tratamento com
antibidticos ou antifungicos, pode ser
que haja um falso-negativo. Basicamente,
porgue o agente nao vai estar mais
disponivel para deteccdo.

Outra situacdo ocorre quando a amostra
ndo é armazenada de forma adequada, isso
pode gerar degradacdo dos acidos nucleicos
e inviabilizar a detec¢dao. Lembre-se sempre
de armazenar a amostra coletada em
geladeira (2-8°C) ou freezer (-20°C).

Quando for armazenar por até 72 horas,
pode considerar geladeira, mas para
armazenamento em periodos maiores (1-2
meses), congele a amostral Ah, e envie sob
refrigeracdo para o laboratorio!
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3 Mitos sobre

O PCR REAL TIME

Esse topico vai ser servir para “quebrar” alguns conceitos que talvez ja tenha ouvido falar

sobre a tecnica de PCR Real Time! Vamos la!

(T
Mito 1:

I?CR Real Time
€ muito caro!

Essa com certeza muitos colegas ja ouviram!
E quer saber, até bem pouco tempo atras,
realmente havia um custo alto associado
a execucao dessa técnica, e em virtude
da baixa demanda, os precos dos exames
eram bem elevados!

Isso fazia com o0 que esse exame fosse
encaixado somente quando os demais, de
custo mais reduzido, ndo fossem conclusivos
sobre o diagnastico.

A
Mito 2;

O resultado do
PCR Real Time

demora muito!

—

Esse é outro grande equivoco!
As reacdes de amplificacao demoram em
média de 2-3 horas para serem concluidas.

Como o resultado pode ser acompanhado
em tempo real, isso significa que ele é
produzido igualmente rdpido.

A boa noticia é que os pre¢os cairam muito
(e véo continuar caindo!), particularmente
paraasreacdes de PCRReal Time oferecidas
pelo TECSA Laboratdrios.

A ideia é propiciar aos clientes exames de
elevado valor tecnoldgico para entrarem na
composi¢do primaria da linha de raciocinio
diagnadstica.

Acho que ja falei dos painéis multiplex
nos textos anteriores né, pois é, eles sdo
também chamados de painéis inteligentes,
porque além de te ajudar no diagndstico
diferencial, sao oferecidos com pregos ainda
mais reduzidos comparados ao montante
do valor das rea¢@es individuais!

O processo de extracdo de acidos nucleicos
também toma um tempinho, mas hoje,
COm O processo automatizado, o TECSA
Laboratdrios produz 96 extracbes em
apenas 1:30h. Isso sem contar, que O
processo ocorre em sistema fechado e com
rendimento elevadissimo, sempre atrelado
ao madximo de qualidade!

Figue tranquilo que brevemente, sua
percepcdao da redugdo dos prazos de
entrega vai ser cada vez maior!
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(T
Mito 3:

PCR Real Time
é tudo igual!

‘

Ah, mas ndo é mesmo!

Ja vimos que o PCR Real Time difere muito
do PCR convencional, especialmente pelo
conjunto de vantagens que oferece!

Agora, é importante saber que também
existem diversas técnicas para PCR Real
Time.

Falaremos melhor desse tdpico depoais,
mas s& pra dar um pequeno “spoiler”,
as principais variacées consideram os
métodos SYBR Green e TagMan.

Sabe qual € o melhor? O método TagMan
(Dica TECSA: todos nossos exames PCR
Real Time utilizam sondas TagMan)!

Vocé ganha ainda mais em sensibilidade,
especificidade e viabilidade de reacGes
Multiplex!

Mais pra frente, vamos ter um topico pra
falar apenas sobre métodos de PCR Real
Time e vocé vai entender melhor!

3 MITOS SOBRE
O PCR REAL TIME
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PCR REAL TIME E

SEMPRE IGUAL?

Se chegamos bem até esse assunto, vocé
ja conseguiu entender o conceito de PCR
Real Time, suas aplicacBes, interpretacdo
de resultados, beneficios e vantagens.
Fico realmente feliz se tive sucesso ao te
transmitir esses conhecimentos!

Minha proposta hoje é esclarecer algumas
técnicas mais comumente utilizadas para a
metodologia de PCR Real Time. Ja sabemos
que a deteccdo de formagdo de produtos
é vinculada a um fluordforo  reporter.
A amplificagGio dos alvos investigados é
proporcional a emisséo de fluorescéncia da
reacdo.

Os dois principais tipos de
reporteres sdo os marcadores
de ligacdo a DNA fita dupla (o
mais conhecido é o SYBR Green)
e os primers marcados, também
chamados de sondas ou probes.

Os marcadores de ligacdo tém grande
afinidade por DNA fita dupla, de forma
que, quanto maior o numero de produtos
de amplificagdo, maior a quantidade de
marcador ligado.

O marcador mais utilizado, o SYBR Green,
possui uma fluorescéncia basal bem baixa,
que potencializa muito quando em liga¢éo
ao DNA fita dupla. Essa técnica tem oOtima
sensibilidade, mas demanda uma andlise
adicional ap6s a reacdo para avaliar os
produtos de amplificacao.

Isso ocorre porque o SYBR Green se liga
em qualquer molécula de DNA fita dupla,
e € preciso rodar uma avaliagdo de Curva
de Melting apos a ciclagem para verificar se
0s produtos de amplificacao sdo realmente
0s esperados ou se correspondem a
amplificacdes inespecificas (Ops!!).

A temperatura de melting de um produto
de amplificagdo corresponde a faixa de
temperatura onde 50% das fitas de DNA
estdo aneladas (ligadas) e 50% estao
separadas.

Como ela depende de tamanho e
composicdo de nucleotideos do produto
de amplificacdo, ela acaba determinando a
especificidade de amplificagdo que o SYBR
Green falha em determinar. Resumindo,
é uma boa técnica, mas que gera uma
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validacdo bem trabalhosa e etapas
adicionais de verificacdo de amplificacdo.

A técnica por sondas, mais avancada que 0s
marcadores de ligacdo, envolve um terceiro
primer que esta ligado a uma molécula
reporter (fluoréforo) e uma molécula
quencher. As sondas mais utilizadas sé@o as
sondas TagMan.

Para vocé entender a relacdo reporter/
quencher, vou dar um exemplo bem pratico.

Considere que vocé é o reporter, cheio de
brilho e pronto para chamar a atencao de
um monte de pessoas na balada, mas dai
vocé chama para sair com vocé aquele (a)
amigo (a) que é um Reynaldo Gianecchini ou
uma Gisele Bundchen da vida.

O que acontece? Essa outra pessoa vai te
ofuscar, ndo vai?! Vocé vai ficar apagadinho
ali do lado dela, rs!

Assim funciona o quencher quando esta
ligado na mesma fita que o reporter... ndo
ha emissdo de fluorescéncia, a molécula
reporter fica ali sem brilho quando excitada
pela luz.

Logo quando ocorre a ligagdo
de primers e sonda aos sitios
especificos do fragmento de gene
alvo e a DNA polimerase vem
construindo a nova fita, ao passar
pela sonda, a DNA polimerase
hidrolisa (“quebra”) ela e libera
o reporter. Nessa situagéo, ao ser
excitado pela luz, o repdrter emite
a fluorescéncia.

Agora que entendemos o funcionamento
das técnicas, vamos botar na balan¢a para
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PCR REAL TIME E
SEMPRE IGUAL?

ver os pros e contras! Ambas asseguram
elevada sensibilidade de detec¢do, mas
a técnica de sondas TagMan determina
especificidade superior (tem um terceiro
primer na reac¢aol), maior reprodutibilidade
e também permite a realizacdo das reacdes
Multiplex (basta trabalhar com fluoroforos
com espectro de absorbancia diferentes
para cada alvo a ser investigado).

Se ouvir falar por ai que sondas TagMan
encarecem muito a reacdo PCR Real Time,
isso é coisa do passado viu!

Atualmente, o custo das sondas caiu
muito e quando fazemos o comparativo
dos reagentes SYBR Green versus Sondas
TagMan, praticamente néo ha diferenca!

Ficou claro que PCR Real Time ndo é tudo
igual, né?!
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O QUE SAO
PAINEIS MULTIPLEX?

Aposto que em algumas vezes vocé tenha
ficado receoso de sugerir uma suspeita
mais concreta por conta de inespecificidade
clinica, estou certo?

Isso énormal, muitos patégenosapresentam
mecanismos de patogenicidade parecidos
e cursam com lesBes direcionadas para
mesmo orgdo ou sistema. SO, que ao
mesmo tempo, fica dificil trabalhar os
diagndsticos diferenciais por varios motivos
diferentes, tais como condi¢do financeira
do tutor, amostragem dificultosa ou de
pegueno volume, ou até mesmo animais de
prognostico ruim, que ndo permitem que
seja dispensado muito tempo para fechar
diagndstico.

Uma alternativa fantdstica para
otimizar sua rotina diagnéstica séo
as reacdes PCR Real Time Multiplex.
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Através delas, vocé pode fazer diagndstico
multiplo de agentes infecciosos em uma
mesma reagdo, e a partir de uma mesma
amostra, lembrando que as reacfes de
PCR Real Time podem ser conduzidas com
volumes bem pequenos. Vou exemplificar
com uma situa¢do bem recorrente.

Existem varios hemoparasitas que causam
enfermidades com sinais clinicos comuns.
Ao solicitar um Painel Hemoparasitas por
PCR Real Time Multiplex, vocé assegura
precisdo diagndstica ao considerar todos
os diferenciais mais provaveis para aquele
quadro clinico.

Dessa forma, vocé ganha em acuracia nos
resultados e ainda considera a possibilidade
de detectar coinfec¢des, o que geralmente
dificulta o diagndstico e compromete o
tratamento.
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Além disso, ao contratar 0s painéis
multiplex, que ndo sdo chamados de
“painéis inteligentes” a toa, o custo total sai
bem mais barato que se fosse solicitar as
reacoes individuais.

Vale muito a pena tirar uma parte do seu
tempo para se inteirar dos painéis que o
TECSA Laboratédrios fornece!

Temos painéis respiratorios,
neurolégicos, diarreia, aborto,
doadorsanguineo, hemoparasitas,
dermatopatias fungicas, anemia e
retroviroses (incluindo DNA proviral).

Uma dica importante é que todos nossos
painéis de diagnodstico PCR Real Time
Multiplex foram compostos com sugestdes
das  principais  referéncias  clinicas
veterinarias do pais, e também foram
baseados em estudos epidemioldgicos
consistentes  que  correlacionam  0s
patdgenos realmente representativos para
impacto infeccioso em cdes e gatos no
Brasil.
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O QUESAO
PAINEIS MULTIPLEX?
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A INFLUENCIA DA MAO DE OBRA
ALTAMENTE ESPECIALIZADA NA

BIOLOGIA MOLECULAR

O diagndstico molecular € alvo de inumeros
avancos tecnoldgicos. Todos 0s processos
sdo  constantemente  evoluidos  para

caracterizar reagées cada vez mais rdpidas
e com custos mais acessiveis.

Hoje, temos equipamentos sofisticados que
associam automacdo a softwares intuitivos,
com repertorio diverso de andlises,

sejam de pequena ou até mesmo, grande
complexidade.

Agora, falando da mao de obra em si,
os profissionais que conduzem as andlises
de biologia molecular demandam elevado

grau de especializagéo.

Isso impacta diretamente na qualidade das
reacbes que séo introduzidas e oferecidas

aos clientes. Esses profissionais demandam
conhecimentos bem aprofundados em
diagnodstico molecular e analises de
bioinformatica.

Analisando esse cenario, da impressao
que 0s processos tenham adquirido
maior simplicidade de manuseio, como
se qualquer profissional da area de saude
com minimo de pericia em pipetagem fosse
capaz de conduzir uma analise.

Mas s6 parece, né?!

A real proposta da evolugéo
tecnoldgica é assegurar minimo
de interferéncia humana nos
processos, garantindo eficdcia,
reprodutibilidade e auséncia

de contaminacées.

Isso em contar em ganhos em rapidez de
resultados!
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Toda reacdo de PCR Real Time, ao ser
concebida, demanda um estudo muito
elaborado sobre o genoma do patdgeno-
alvo, suas regides de maior conservacao
génica e desenho de varias pequenas
sequéncias de complementariedade para
compor o conjunto de primers e sondas.

Essas sequéncias sdo  amplamente
analisadas em programas de bioinformatica
antes de serem selecionadas. Apds, sdo
introduzidas para andlises em bando de
dados para averiguacdo de interferéncia
com as diversas espécies ou subespécies
geneticamente similares! Ufaaa, da um
trabalhdo né, mas ndo para ai nao!
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Ao serem sintetizados, os primers e sondas
sdo validados em sucessivas reacdes com
controles génicos sintéticos e amostras
bioldgicas sabidamente positivas.

Somente apds certificarmos eficdcia,
reprodutibilidade, especificidade e
sensibilidade elevadas nas avaliagdes, é
que validamos a reagdo para ser oferecida
ao cliente.

Acho que agora deu para entender a
pertinéncia da mdo de obra altamente

A INFLUENCIA DA MAO DE OBRA ALTAMENTE ES-
PECIALIZADA NA BIOLOGIA MOLECULAR

especializada para conduzir um setor de
Biologia Molecular. E sabe o que é melhor?

O TECSA Laboratorios possui
dois doutores em Diagndstico
Molecular em sua equipe, e eu
sou um deles. Estamos sempre
a disposi¢c@o para te garantir a
melhor experiéncia em medicina
laboratorial veterindria!




AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

QUAL A INFLUENCIA
DE MULTIPLEX MUITO
ABRANGENTE?

Esse é um assunto muito interessante!

Vou dar uma aprofundada para que vocé possa entender melhor a metodologia e saiba
inferir sobre fatores que influenciam a aplicagdio dessa ferramenta incrivel

Por definicdio, o PCR Real Time Multiplex (Multiplex gPCR) corresponde a amplificacdo
simultanea de mais de uma sequéncia alvo em uma mesma reagdo. A amplificacio e
detecgtio de varios alvos DNA ou RNA em uma mesma reagdo oferece muitos beneficios:

1. Custos

reduzidos:

2 .Resultados
confiaveis:

Os alvos sao amplificados juntos, ao inves
de separadamente, otimizando o uso de
reagentes mais caros (dNTPs, enzimas,
controles enddgenos, etc.).

3.Conservacao de

amostras precmsas
(limitantes):

Obtenha mais dados por amostra.

Quando a quantidade de amostra é
limitada, a multiplexacao permite que mais
alvos sejam analisados usando uma unica
aliquota de amostra.
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A coamplificacdo elimina a variabilidade
entre tubos ou pocos.

A qualidade dos dados pode ser assegurada
porque a regiGo alvo de interesse é
normalizada através de insercéo de controle
endogeno (amplificacdo de sequéncia do
genoma do hospedeiro) dentro da mesma
aliquota da amostra.

4. Maior
rendimento;

Mais alvos podem ser analisados
por rea¢ao.
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Legal, né?!

Acho que ja consegui te convencer do quéo
fantastico e versdtil pode ser o Multiplex
qPCR!

Mas agora, é fundamental que vocé
compreenda alguns “poréns” para que tenha
maior confiabilidade nas suas solicitacdes!

A otimizacgdo das condicées de uma
reacdo PCR Real Time Multiplex é
muitas vezes laboriosa e requer
muito tempo.

Como existem varios primers e sondas
dentro do mesmo tubo, é imprescindivel que
areagdo multiplex ndo altere a sensibilidade
das reac@es individuais.

Veja bem, é facil de entender, imagina uma
mesa de brigadeiros para uma festa com 4
criangas e, @ mesma mesa de brigadeiros
para uma festa com 15 criancas.

Pois é, a disputa por brigadeiros aumenta,
né?l E pode ser, que ndo haja brigadeiros
para todo mundo, 0 que pode ser bem
chato! Agora, imagina reac¢Bes multiplex
com uma grande quantidade de patégenos
alvo, vai funcionar da mesma formal

Alguns estudos ja conseguiram montar
multiplex gPCR para até 40 alvos génicos
diferentes, mas a sensibilidade cai demais
e 0s exames perdem muito em capacidade
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QUAL A INFLUENCIA DE
MULTIPLEX MUITO ABRANGENTE?

diagnaostica, principalmente se a quantidade
inicial de genoma pesquisado for pequena
na amostra.

Essa dica € muito legall Desconfie sempre
desses painéis multiplex que oferecem
muitos itens de deteccdo (particularmente,
0s acima de 10 alvos). Parecem muito
atrativos inicialmente, mas acaba sendo um
“mau uso” de uma ferramenta poderosa.

Ah, reserve um pouco do seu tempo
para averiguar a pertinéncia de investigar
alguns patégenos. Algumas empresas
multinacionais  oferecem  painéis que
incluem pesquisa de agentes que ndo tem
significancia epidemioldgica no Brasil, e isso
nao faz sentido!

Depois de te “preocupar” um pouco, agora
eu vou te “tranquilizar”, rs!

Os painéis PCR Real Time Multiplex
do TECSA sdo realmente
“inteligentes” e além de estarem
vinculados a estudos
de epidemiologia de doencas
infecciosas no Brasil, foram
criteriosamente avaliados junto as
principais referéncias clinicas da
atualidade.

sérios

ISSO, sem mencionar, que todos 0s nossos
painéis sdo certificados para garantir que
ndo haja interferéncia na sensibilidade
das reacoes!

Deu trabalho para deixar tudo “redondinho”.
Vale muito a pena conferir! Tudo foi feito
com muito carinho, pensando sempre em
tornar sua rotina diagnéstica mais facil e

assertiva!
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A IMPORTANCIA DE EQUIPAMENTOS
DE PONTA NA BIOLOGIA MOLECULAR

Os rapidos avan¢os em biologia molecular
nao soO revolucionaram a deteccdo de
microrganismos infecciosos, mas também
nossa compreensdo da base genética da
doenca.

A deteccgdo precoce de enfermidades levou
ao desenvolvimento de novas op¢des de
tratamento, medicamentos direcionados e
melhor atendimento ao paciente.

Vamos direcionar o raciocinio para PCR ...
pensa o0 quanto ja avancamos em relacdo
ao PCR convencional.

Esse processo antigo é praticado muitas
vezes com extracdo de acidos nucleicos
manual, com reagentes produzidos in
house (com pouco ou nenhum controle
de qualidade), seguida de ciclos longos de
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amplificacdo (algumas vezes acima de 4
horas!) e varios processos de manipulagao
pos-amplificagdo, como preparo de gel
de agarose, eletroforese das amostras
amplificadas e leitura em transiluminador
UV. Isso demora muito, fora que o risco de
contaminacao é grande em varias etapas ...
e também parece meio arcaico, né?!

Os avangos tecnoldgicos que
vieram com o PCR Real Time séo
refinamentos de métodos existentes
que os tornam mais rdpidos, mais
sensiveis, mas especificos e muito
mais eficientes.

Para contextualizar, vou detalhar as
inovacBGes em PCR Real Time e os beneficios
relacionados.
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(1) Extracdo de
Acidos Nucleicos

Etapa muito critica!

Eu acenderia um alerta vermelho para
vdrios processos dessa etapa, mas
ainda bem que contamos com kits e
equipamentos altamente tecnoldgicos
para otimizar e minimizar riscos da
extracao.

Nosso processo de extracdo hoje é
totalmente automatizado em sistema
fechado, o que ja vimos nos textos
anteriores que assegura auséncia
de conta-minagéo, elimina riscos de
falha humana e agiliza (...e muito!!!) o
tempo dispensado para obter os dcidos
nucleicos.

Os kits empregam tecnologia de beads
magnéticas (método mais avancado
disponivell) que resultam em maior
rendimento e grau de pureza para as
extracoes.

Para certificar rendimento satisfatério,
todas as amostras sdo avaliadas e

quantificadas em  equipamento de
fluorimetria para DNA, RNA e proteinas.
Ainda, para certificar eficacia do

processo, todas as amostras extraidas
sdo igualmente avaliadas para controles
enddgenos, que sdo direcionados para
segmentos génicos especificos do animal
de origem da amostra.
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2 :
&= Preparo de reacoes
PCR Real Time:

Os kits de enzimas para amplificacdo séo
outro show a parte!

Existe um mecanismo de cores para 0O
processo de pipetagem, que garante
a correta dispensacdo de reagentes e
amostras durante o preparo das reagées.

Os reagentes apresentam estabilidade
em temperatura ambiente (favorece
flexibilidade e seguranca no preparo das
reacoes).

Agora o melhor, é que...

...a tecnologia empregada permite
eficacia, especificidade esensibilidade
superiores comparadas com outros
kits, e ainda permite ciclagens
ultrafast ...

..que favorecem maior agilidade e eficiéncia
de desempenho no equipamento de
amplificacdo.
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23/ Amplificacoes
PCR Real Time:

Nessa etapa, os equipamentos de ponta
fazem muita diferenca!

Os equipamentos empregados
possuem
baixa

alta performance,
manutenc¢do, elevada

uniformidade térmica e dptica...

.(importante para assegurar acuracia de
ciclagens e leituras de fluorescéncia), além
de permitir multiplas aplicacdes de uso.

Possuem varios canais de detec¢do Optica,
que propicia execu¢do e otimizacdo de
reacdes multiplex PCR Real Time.

O de
rastreabilidade de todos os processos,

de
para

software operacao  permite

andlises  quantitativas,
tudo
aumentar a confiabilidade dos resultados.

grdficos

desempenho, interligado
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Nessa etapa, 0os equipamentos de ponta
fazem muita diferenca! Os equipamentos
empregados possuem alta performance,
baixa manutencao, elevada uniformidade
térmica e optica (importante para asse-
gurar acuracia de ciclagens e leituras de
fluorescéncia), alem de permitir multiplas
aplicacBes de uso. Possuem varios canais
de detec¢do Optica, que propicia execu-
¢do e otimizacao de reacdes multiplex
PCR Real Time. O software de operagdo
permite rastreabilidade de todos os pro-
cessos, analises quantitativas, graficos de
desempenho, tudo interligado para au-
mentar a confiabilidade dos resultados.

Parece propaganda de margarina, né?! So
tem coisa boa mesmo? Sim, por incrivel
que pareca! Cada inovagdo tecnolégica
que consideramos para ser introduzida
no setor Molecular Services do TECSA
Laboratorios é criteriosamente avaliada

e validada antes. E o principal motivo de
tudo no TECSA ser pensado para ser o
melhor, &€ porque Nosso cliente sempre
merece o melhor!
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VETSCIENCE

MOLECULAR SERVICES

Depois de abordarmos alguns assuntos
gerais em Diagnoéstico Molecular por PCR
Real Time, espero do fundo do coragdo ter
feito alguma diferenca para otimizar sua
conduta diagnostica.

Com o0 mesmo entusiasmo que fiz os
demais textos para introduzir conceitos e
peculiaridades de técnicas moleculares,
hoje eu vou comecar a apresentar a vocé as
grandes vantagens da proposta VetScience
Molecular Services.

Logo quando entrei no TECSA Laboratérios,
tracei uma missdo para expandir e
“popularizar” os ensaios de diagnostico
molecular. Sempre vivarios colegas ansiosos
para utilizar, mas ainda “presos” a técnicas
mais convencionais, e um pouco perdidos
sobre informacdes basicas e interpretacoes.

Justamente por ter tracado uma longa
trajetoria académica em diagndstico de
doencas infecciosas e biologia molecular,
é que me sinto seguro para abordar essa
conversa com vocé e defender essas novas
abordagens na sua rotina clinica.
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O setor Molecular Services surge,
nesse contexto, para configurar como
seu suporte direto para diagndstico
molecular veterinario.

Dispomos de uma ampla variedade de
analises por PCR Real Time, todas realizadas
com sondas TagMan (ja vimos que é melhor
que SYBR Greenl!). Além de detecc¢do, todas
as reacOes permitem quantificagcao de
carga dos agentes infecciosos investigados
(excelente para monitoramento infeccioso,
avaliagdo de eficacia terapéutica, entre
outras aplica¢des).

Os painéis Multiplex PCR Real Time séo
opg¢des muito interessantes para diagnostico
rdpido e amplo de patogenos relacionados
com quadros clinicos semelhantes. Além
disso, eu ndo havia falado antes, mas
temos também uma secdo muito bacana
para diagnostico de doencas genéticas
através de sequenciamento génico. Essa
metodologia nos permite “ler” determinados
fragmentos de genes e identificar mutacdes
que sdo frequentemente relacionadas com
predisposicao genética a determinadas
doencas de cdes e gatos.

Como qualidade hoje € commodity, ou seja,
parte integrante do produto ou servico
vendido, nossos exames asseguram todos 0s
parGmetros para acurdcia e eficiéncia. Por
isso, nem vou focar nisso como diferencial
do setor Molecular Services. Pode ter
certeza que vai valer a pena acompanhar
0S proximos textos! Vocé vai entender os
nossos grandes diferenciais em técnicas
moleculares e o quanto isso confere
precocidade, eficacia e assertividade para
sua rotina diagnostical
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5 MOTIVOS PARA

VOCE ESCOLHER O TECSA NA
HORA DO PCR REAL TIME

Essa parte vai ser a mais facil de todas, rs!

0 PCR Real Time € considerado o método de diagndstico com maior acurdcia e sensibilidade atualmente disponivel.

Nosso setor de Molecular Services foi modelado de forma tdo criteriosa para trabalhar a sua satisfagGo e seguranga nos
resultados, que fica até um pouco dlficil resumir os nossos diferenciais em apenas 5.

1

Reacoes
PCR Real Time:

Obvio que eu comecaria por essal Todas as
reacOes foram desenhadas por veterinarios
com  pos-doutorado em  Diagndstico
Molecular de Doencas Infecciosas e s@o
altamente eficazes na detec¢éo de patdgenos
infecciosos.

Os ensaios foram rigorosamente validados
em amostras bioldgicas e controles
sintéticos para assegurar mdximo de
sensibilidade e especificidade.

Realizamos apenas reac¢fes PCR Real Time
com sondas TagMan, e todas permitem
quantificacdo de carga de patégenos.

2 Painéis PCR
Real Time Multiplex

Os painéis ‘“inteligentes” sao otimas
ferramentas de abordagem diagndstica,
uma vez que trabalham causas infecciosas
diferentes para quadros clinicos
semelhantes, e ainda podem evidenciar
coinfeccbes.
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Aconcepg¢dodecadaumdospainéisenvolveu
uma ampla avaliacdo epidemioldgica de
patégenos relacionados e a opinido de
algumas das maiores referéncias atuais em
diversas especialidades clinicas veterinarias
do Brasil.

Um detalhe importante é que a detec¢do
mdultipla dos ensaios PCR Real Time Multiplex
do TECSA Laboratdrios néo compromete a
sensibilidade e especificidade das rea¢ées
individuais.

E mais uma dica legal, o valor final do
montante de patogenos investigados nos
painéis sai muito mais em conta em relacdo
as reacdes PCR Real Time individuais dos
mesmos.

3

de qualidade

Por tras de cada resultado de PCR Real
Time que o TECSA Laboratdrios libera,
existe um amplo e atuante sistema de
gestdo de qualidade que garante a acuracia
e confiabilidade de cada procedimento.

A eficacia das extrac8es de acidos nucleicos
¢ determinada através de quantificacdo
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por fluorimetria e reacBes para controles
endogenos (reacbes PCR Real Time
direcionadas para genes do hospedeiro do
patégeno investigado).

Todas as reacBes sdo realizadas em
duplicata (avaliacdo de reprodutibilidade)

e acompanhadas necessariamente de
controles negativos e positivos.
A curva-padrdao de cada reagcao de

quantificagdo é sempre feita para 6
pontos de diluicdo e todos em duplicata,
a partir de fragmentos génicos sintéticos
correspondentes aos alvos de amplificacao.

O setor é mensalmente avaliado com
amostras positivas e negativas para controle
de proficiéncia das rea¢des. Aléem disso, de
forma regular, sdao realizadas manutenc¢des
preventivas e calibracbes de pipetas e
equipamentos.

Essavantagem é umadas minhas preferidas!
Além de permitir maior reprodutibilidade,
minimizar erros humanos e possibilidade
de contaminacdo, a automacgao em PCR Real
Time agiliza muito o processo de analise.

Os processos ocorrem em ambiente
fechado, com fluxo de ar controlado por
filtros HEPA (filtros de ar com alta eficiéncia
na separacdo de particulas) e esterilizacdo
pré e pos-operacional através de radiacao
ultravioleta.

Trata-se de equipamentos de alta tecnologia
e que sdo igualmente submetidos a
manutencdes preventivas e calibracées.

22

5 MOTIVOS PARA VOCE ESCOLHER
O TECSA NA HORA DO PCR REAL TIME

5 Precos e prazos:

Qualidade, acuracia, sensibilidade,
especificidade, reprodutibilidade tudo
isso é otimo, né?! Mas isso tudo associado
a precos e prazos atrativos, é o pacote
perfeito! O TECSA Laboratoérios oferece
hoje os melhores precos e prazos para PCR
Real Time por sondas TagMan do pais!

Ainda tem como melhorar? Claro! Fica
atento al que ja comecamos a trabalhar
o portfolio 2019 e tem muitas novidades
de exames chegando ... e precos e prazos
menores também!
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POR DENTRO DO
NOSSO SETOR

Como ja construimos o raciocinio técnico
sobre PCR Real Time, aplicacBes, vantagens
e interpretacBes, esse momento agora €
para te colocar por dentro das atividades e
pessoas envolvidas nas suas analises.

Antes de seguirmos, qualquer duvida sobre
0 que ja falamos ou até mesmo sobre
assuntos relacionados, me manda um
e-mail (otaviovalerio@tecsa.com.br) ou liga
para mim (371-3281-0500, op¢do 2), vai ser
um prazer receber seu contato!

Hoje o setor funciona com diagnostico
molecular 100% realizado por PCR Real
Time (gqPCR) com Sondas TagMan e
sequenciamento de DNA para doencas
genéticas pelo método Sanger.

Todas as reacdes gPCR permitem a
solicitacdo de quantificacdo de carga
do patégeno investigado. Sdo dezenas
de reacbes padronizadas para maximo
de sensibilidade e especificidade, que
se somam aos varios painéis Multiplex,
concebidos para otimizar sua abordagem
diagnostica.

Trabalhamos com equipamentos de
ultima geracdo, com controles rigidos e
manutencdes/calibracdes periddicas.

A extracao de acidos nucleicos ocorre
em sistema inteiramente automatizado,
através de beads magnéticas, com maior
rendimento e pureza no isolamento do
material genético. Os termocicladores de
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PCR Real Time combinam canais multiplos
de detec¢do de fluoréforos com tecnologia
para reacdes Fast (média 30 minutos) e
outras tantas func¢bes para assegurar
elevada performance e acuracia nos
resultados.

Além de uma equipe com vasta experiéncia
em analises moleculares conduzindo o
operacional, somos hoje dois veterinarios
doutores com  poés-doutorado  em
diagnéstico  molecular  cuidando  das
introdu¢des de novos exames, tecnologias
e zelando pelo primor em cada amostra
recebida e em cada resultado produzido.

Eu sou um dos responsaveis
(http://lattes.cnpq.br/9692375990899360)
econtotambémcomaDraMarcelaGasparini
(http://lattes.cnpq.br/1457209177063219),
nossa Gerente de Projetos do TECSA
Laboratdrios.

Nos links que coloqguei entre parénteses
VOCE consegue acessar NOsso curriculo
Lattes e ver nossa trajetéria académica.

Espero que tenha gostado!

Acho que ja falei isso, mas € um grande
prazer poder contribuir para que o seu
trabalho tenha sempre o maximo de
exceléncial Conta comigo!


http://lattes.cnpq.br/9692375990899360
http://lattes.cnpq.br/1457209177063219
mailto:otaviovalerio%40tecsa.com.br?subject=
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um beneficio para o cliente TECSA

AGOMPANHAMENTO DA EF!GAGIA DE TRATAMENTO PELO
PCR REAL TIME - DIAGNOSTIGO QUANTITATIVO PARA
LEISHMANIOSE VISGERAL GANINA

Atualmente estio disponiveis diversas
metodologias para o diagnéstico da
Leishmaniose Visceral Canina (LVC).
O diagnéstico laboratorial pode ser feito
através do exame parasitolégico direto,
por meio de métodos imunoldgicos: a
Imunofluorescéncia indireta (RIFI) ou

(ELISA),

por método de imuno-histoquimica e,

ensaios imunoenzimaticos
mais recentemente, através de métodos
moleculares de amplificagio do dcido
nucléico (PCR e PCR-Real Time).
Cada metodologia tem particularidades
que devem ser conhecidas pelo clinico
no momento da requisicio e da
interpretagdo do exame.

PCR - Reacdo em Cadeia de
Polimerase
Virios estudos

a PCR ¢

mais sensivel do que os métodos

demonstram  que
altamente especifica e
parasitolégicos cldssicos utilizados para
o diagnéstico da LVC. A utilizagio da
PCR permite a detecgdo do parasita
com uso de sondas especificas de forma
ndo invasiva, através da amplificagdo do
cinetoplasto da Leishmania sp. A PCR
pode ser utilizada em qualquer amostra
biolégica, incluindo pele, sangue, biépsia
de linfonodo e medula éssea. Reagoes
falso-negativas podem ocorrer quando
a quantidade de DNA estd abaixo da
sensibilidade de detecgdo do teste.

PCR- Real Time
A técnica PCR Real Time é uma cat-
egoria de PCR que permite a detecgio
e quantifica¢io em tempo real de uma
regido especifica do material genético.
Para que isso ocorra, sio empregadas
sondas especificas para o fragmen-
to alvo, marcadas com fluoréforos.
Durante a amplificagdo do DNA, essas
sondas se ligam ao fragmento alvo e

sdo inativadas enzimaticamente. Ao
serem inativadas, ocorre emissdo de
fluorescéncia, que é proporcional a

um determinado produto da PCR. A
detecgdo de fluorescéncia indica a pre-
senga ou auséncia das regides pesquisa-
das, de forma rdpida, precisa e sensivel.

Diividas mais freqiientes

Quais as vantagens da Técnica
PCR Real Time na detecgio das
Leishmanioses?

*  Monitoramento da carga

parasitiria:  quantificagio  da
expressio génica em diferentes
amostras biolGgicas.

*  Detec¢io ripida da Leishmania:
gracas 4 amplificagio e a detecc¢do
simultinea dos produtos a cada
ciclo realizado, a PCR Real Time
representa  uma  significativa
reducio de tempo na realizagio
nos testes moleculares.

*  Especificidade: no PCR Real
Time para Leishmania é utilizado
material genético especifico desse
parasita, garantindo que apenas
material genético de Leishmania

pela

Leishmaniose visceral ) seja alvo da

chagasi  (

responsdvel

reagao.
e Sensibilidade: a

sequéncia  alvo

selecio da
determina a
sensibilidade e a especificidade
do teste. Uma maior sensibilidade
¢ atingida quando sequéncias
de DNA presentes em c6pias
multiplas sio utilizadas, como,
por exemplo, a regido conservada
dos  minicirculos de DNA
do Cinetoplasto (kDNA). O
kDNA apresenta cerca de 10.000
minicirculos de DNA distribuidos

em uma regidio conservada e

uma regido varidvel. Iniciadores
especificos para amplificar esta
regido conservada sdo uteis na
detecgdo de todas as espécies de
Leishmania, enquanto  aqueles
direcionados para a regido varidvel
permitem a diferenciagdo de cada
espécie ou complexo de espécies
existentes. Tais particularidades
fornecem maior eficiéncia 2
reagdo e, consequentemente, ao
diagnéstico e  monitoramento
durante a  terapéutica da

leishmaniose.

Quando solicitar testes
moleculares por PCR Real Time
na detecgdo das leishmanioses?
A abordagem quantitativa pode
ser util no monitoramento da carga
parasitiria em tecidos caninos em
fase de tratamento e pds-tratamento.
Assim, é possivel identificar recidivas da
leishmaniose, acompanhar a evolugdo
da patologia e avaliar a eficiéncia
de um tratamento farmacoldgico.
Consequentemente, o teste fornece
informagdes para a otimizagio do
tratamento e quanto ao progndstico da
infecgio.

O TECSA Laboratérios
todos os testes para um diagnéstico

realiza

completo, juntamente com a avaliagio
do Clinico Veterindrio.

Observagaes:

* Todas as amostras devem ser
coletadas em frasco estéril.

*  Enviar as amostras refrigeradas
em até 72 horas.

* A confiabilidade, especificidade e
sensibilidade do teste dependem
do cumprimento de todas estas
recomendagdes.
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CINOMOSE: DIAG[\IﬂSTIGU LABORATORIAL POR MEIO DA
TEGNIGA PCR REAL TIME

A Doenga e sua importincia

A cinomose é uma doenga que
possui alta morbidade e mortalidade. O
agente etioldgico é um RNA virus de
cadeia simples que pode ser eliminado
por meio de secregdes respiratorias,
oculares, urina, fezes e saliva mesmo
na auséncia de manifestagoes clinicas.
Ressalta-se ainda, que mais de 50%
das infec¢des sdo  assintomdticas,

determinando assim o papel de
alguns animais como portadores e
disseminadores por até 90 dias apds
infec¢do.O periodo de incubagio varia
de quatro a dez dias e o primeiro sinal de
infec¢do costuma ser uma conjuntivite
serosa ou mucopurulenta (figura 1),
seguida de tosse seca que, com o tempo,
torna-se produtiva. As lesdes cutineas
incluem uma dermatite vesicular ou
pustular (impetigo) e hiperqueratose
nasal e dos coxins digitais. Pode ocorrer
ou nido o aparecimento de sinais
neurolégicos. Mais de 50% das infecgdes
sio  provavelmente  assintomdticas,
ressaltando-se a necessidade de um

diagnéstico preciso.

Figl: Cdo com c J ivite mucopur lenta. Fonte:
Center for veterinary Education, vetbook.org

A possibilidade de se realizar um
diagnéstico laboratorial ante mortem
conclusivo da cinomose canina é de
fundamental importincia para a for-
mulagio de condutas terapéuticas mais
adequadas, para a determinagio do
prognéstico de forma mais objetiva e
para a adogio de medidas de controle
e profilaxia diferenciadas e especificas,
mais apropriadas para cada caso.

Diagnéstico Laboratorial

O diagnéstico clinico da cinomose é
muitas vezes inconclusivo, portanto faz-
se necessdrio o diagndstico diferencial
infecciosas e

com outras doengas

parasitirias que podem apresentar

um quadro semelhante tais como

parvovirose, NeOSpPorose, Verminose,
giardiase, toxoplasmose, raiva,
insuficiéncia  hepitica, encefalopatia
hepatica e trauma (sindrome

vestibular). Exames complementares
como  hemograma (COD 39-
HEMOGRAMA COMPLETO -
PET E ANIMAIS SILVESTRES)
e anilise do liquor (COD 169 -
ANALISE DE LIQUOR), podem

ser realizados e sugerir a infec¢do
pelo virus da cinomose caso sejam
inconclusivos.  Entretanto, para a
confirmagio do diagnéstico da doenga
sdo necessdrios testes especificos como
o PCR-RT. A avaliagio hematolégica
e do liquido cefalorraquidiano (LCR)

podem sugerir a infecgdo pelo agente

confirmacdo
diagnéstica exige testes especificos
imunodirecionados ou que apresentem

em detectar a presenca do antigeno.
Achados em exames hematoldgicos

viral, entretanto a

como leucopenia/leucocitose podem
ser transitérios. A bioquimica sérica
ndo apresenta alteraches significativas
ou caracteristicas, apesar de ser de
grande importincia na avaliagio
do estado

evidencia¢do de corpusculos de inclusdo

geral do paciente. A

intracitoplasmaticos (Lentz) em
linfécitos também confirma o processo
infeccioso (figura 2), porém os mesmos
s6 estdo presentes no sangue periférico
(células vermelha e brancas) na fase
inicial da infecgdo, dificultando assim
sua confirmagdo apenas em pesquisa
microscopica direta. Além disso, a
presenca de anticorpos da classe IgM e
IgG também podem nio ser definitiva
para se fechar o diagnéstico (na auséncia
de informes vacinais, por exemplo ou
vacinagio recente).

Figura 2: Inclusées de Lentz intra-eritrocitdrias.
Fonte: Canine Distemper, marvistavet.com.

A natureza contagiosa e as altas

taxas de mortalidade da cinomose

tornam necessario acelerar o processo
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de diagndstico. Por conseguinte, um
método sensivel, especifico e rdpido
¢ desejavel para detectar inclusive
pequenas quantidades de virus no
inicio da infec¢do. O PCR-RT ¢ uma
técnica molecular utilizada com o
objetivo de identificar precocemente
o virus da cinomose em cdes com
manifestagdes clinicas da infeccio,
podendo ser realizada em sangue total
(amostra em EDTA), urina, fezes,
liquor, secre¢do conjuntival e saliva de
cdes suspeitosResultados positivos no
sangue, nas fezes e em swabs nasais
ou conjuntivais podem ser obtidos em
naturalmente

animais assintomaticos

expostos ¢ apos vacinagio com virus
atenuado. Nesses casos é importante
conhecer o histérico de vacinagio do
animal e usar a técnica de gPCR (COD
772- CINOMOSE-METODOPCR

REAL TIME QUANTITATIVO)

para obter um diagnéstico acurado da
doenga. A qPCR permite quantificar
a carga viral em diferentes tecidos
e fluidos corpéreos como o sangue.
E possivel diferenciar um animal
submetido 4 vacinagdo para cinomose
com manifesta¢des clinicas decorrentes
de qualquer outra enfermidade de um
cdo realmente infectado pelo virus, uma
vez que durante a infecgdo a carga viral
¢ exponencialmente maior.

Portanto o diagnéstico preciso e
precoce pode ser obtido por meio
da técnica de qPCR Real Time

QUANTITATIVO, diferenciando

ANIMAL CUJA VACINACAO
FOI RECENTE DE ANIMAL
INFECTADO. Tal recurso diagnéstico
apresenta grande sensibilidade
associada 2 alta especificidade, sendo

capaz de detectar minimas quantidades
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de particulas virais até mesmo no inicio
da infec¢do, independente da duragio e
da apresentagio clinica da doenga em
diferentes tecidos e fluidos corpdreos.
Além disso, permite a adogio de medidas
de suporte, controle e prevengdo mais
adequadas, determinando o prognéstico.
As amostras a serem coletadas (elei¢do)
para realizagio da PCR ante mortem
sio sangue total em EDTA e liquor
(sinais inespecificos) ou urina, fezes,
secregoes conjuntival e tonsilas (clinica
severa). Ap6s a morte do animal podem
ser coletados fragmentos de bexiga,
tonsilas e linfonodos, fixados em solu¢io
de formalina a 10% e destinados a
avalia¢do histopatoldgica, evidenciando-
se a presenca de corpusculos de inclusdo
(figura 3).

Figura 3: Fotomicrografia de cérebro de cio com cinomose. Notar a extensa inclusdo no niicleo de um astrocito. Fonte: Viral and prion diseases of the CNS, vet.

uga.edu.

Referéncia:

Texto adaptado de: CUNHA G.R. et al. Detecgio precoce e quantificagdo de virus da cinomose por PCR quantitativa em tempo real (QPCR) em diferentes tecidos
e fluidos de um cao. Clinica Veterindria, ano XVII, n.104, p.90-96, 2013.
APPEL M.].G. Cinomose in TILLEY L.P., SMITH JR. EW.K. Consulta Veterindria em 5 minutos: espécies canina e felina, 3.ed. p.224-225, 2004.
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ERLIQUIOSE GANINA E FELINA
DIAGNOSTICO POR PCR REAL TIME

A Doenga e sua Classificacdo

A Erliquiose é uma patologia causada
por rickettsias cujos vetores de
transmissio da doenga sio carrapatos.
Sua distribui¢io é cosmopolita e
acomete varios mamiferos, dentre

eles caes, gatos e humanos (potencial

zoondtico). A denominagio “erliquiose”

7

¢ uma descri¢gio utilizada para

caracterizar a infec¢do pelos parasitos
intracelulares pertencentes 4 familia
Anaplasmataceae. A diferenciagio
entre as espécies foi baseada de acordo
com a sequéncia genética dos agentes,
de forma a se determinar o grau de
parentesco entre as virias espécies do
género. Didaticamente, as erliquioses
recebem classificagio de acordo com
tipo celular atingido e espécie animal
acometida:ErliquioseMonocitica
Canina, causada pela Ehrilichia canis;
ErliquioseGranulocitica Canina,
causada por Ebhrlichiaewingii
e Anaplasmaphagocytophilum;
Erliquiose Trombocitica Canina
(atualmente Trombocitopenia Ciclica
Canina), causada pelo Anaplasmaplatys;
ErliquioseMonocitica Equina,

causada pela Neorickettsiaristicii,

Febre do Rio

ErliquioseGranulocitica

Potomac  ou

Equina,
causada pelo Anaplasmaphagocytophilum;
Erliquiose Bovina (Nopi), causada
pelo  Anaplasmabovis; Erliquiose

ovina  (atualmente,

Ovina),

ovis;

Anaplasmose
Anaplasma
ErliquioseGranulocitica

causada  pelo
Humana (atualmente,
AnaplasmoseGranulocitica Humana),
causada pelo Anaplasmaphagocytophilum;
ErliquioseMonocitica Humana,
causada pela Ebrlichiachaffeensis e pela
Ebrlichia canis. Na Erliquiose Felina,
os corpusculos de inclusio e morulas
de FEhrlichia canis foram encontrados
em células sanguineas mononucleares e

polimorfonucleares.

Ehrlichia em célula monocitica. Fonte: mygermanshepherd.co.uk

Transmissdo e Diagndstico

Sua transmissio se faz pela inoculagio
de sangue proveniente de um animal
infectado a outro sadio pelo intermédio
de carrapatos, principalmente da espécie
Rhipicephalussanguineus.A transmissio
por outros vetores artrépodes ainda
¢ discutida, porém a transmissio por
meio de transfusio sanguinea pode
existir, principalmente em animais com
doenga subclinica, sendo importante
a triagem desses doadores, associada
a tipagem sanguinea. O periodo de
incuba¢io varia de uma a trés semanas
com multiplicagio em figado, bago e
linfonodos determinando assim a fase
aguda da doenga, onde a concentragio
de titulos de anticorpos classe IgM
eleva-se no soro. Nessa fase os animais
estio infectantes e além da detecgio
de IgM pode-se evidenciar o agente
por meio de pesquisa parasitolégica
direta em esfregago de sangue periférico
(Pesquisa de Hematozodrios, muito
sujeita a falso negativo) ou mesmo
pesquisa biomolecular por meio da
técnica de PCR, sendo aconselhével a

técnica quantitativa (PCR Real Time).
Ocasionalmenteafaseagudandopodeser
percebida, caracterizando uma infecgio
subclinica. Quando o sistema imune
do individuo ndo esti comprometido
por outrasdoengas de base ou for
eficiente, pode-se obter uma forma
cronica sem sintomas, o que caracteriza
assintomaticos.

animais portadores

Tais animais estio susceptiveis 2
“‘reagudiza¢do” e a evidenciarem o
quadro sintomatico. Na fase cronica
da doenca niveis de anticorpos
classe IgG podem ser identificados
pela técnica de Imunofluorescéncia
Indireta (RIFI). Ensaios baseados em
Imunocromatografia também devem
ser utilizados na avaliagio sorolégica
pareada com intuito de se avaliar
titulos crescentes de IgG de modo a
associar doenca estabelecida em fase
cronica, diferenciando assim de “cicatriz
imunoldgica”, uma vez que titulos de
IgG especificos contra Ehrlichia e
Babesiapodem permanecer circulantes

de 3 a 11 meses mesmo apés tratamento
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e cura clinica. Além disso, a reexposi¢do

(ambiente+vetor), mesmo ap6s
tratamento do individuo, favorece 2 nova
infestagdo e provavel reinfec¢do.Os sinais
da doenca podem ser inespecificos e
marcados por emagrecimento, caquexia,
apatia, anorexia, febre intermitente,
dores articulares, hiperestesia (felinos),
sensibilidade & palpagio e desidratagio.
Vasculite e  conseqiientespetéquias

podem ser achados comuns.Na

avaliagdio ~ hematolégica  completa

e bioquimica sérica constituem-se
achados importantes: trombocitopenia,
hiperproteinemia marcada por
hiperglobulinemia (principalmente
fragoes alfa e gama evidenciadas na
eletroforese), elevagio de AST, ALT e
Fosfatase Alcalina. Anemia e leucopenia
também podem ocorrer dependendo da
fase e intensidade da parasitemia. As
células infectadas sdo transportadas pelo
sangue para outros 6rgios do corpo,
especialmente pulmdes, rins e meninges,
e aderem-se ao endotélio vascular,
induzindo vasculite e infec¢do tecidual
subendotelial. O consumo, o seqiiestro
e a destrui¢io das plaquetas parecem
contribuir para a trombocitopenia
durante a fase aguda. A contagem de
leucécitos totais pode variar e a anemia,
relacionada a supressio da produgio de
eritrécitos e a destruigdo acelerada dessas

células, desenvolve-se progressivamente

Figuras 1 e 2: Gato com carrapato.
Fonte: oskarmaxim.blogspot

durante a fase aguda. A trombocitopenia
pode estar associada a um defeito
adquirido da membrana plaquetiria
associado a elevagbes acentuadas em
concentragdes séricas de

globulina
(imunomediada). Ainda na fase
cronica, a realizagio de um mielograma
pode evidenciar hipoplasiamieléide,
eritréide e megacariocitica associadas
a hiperplasia linfoide e de plasmdcitos,
além da presenga de morulas. O
material aspirado de medula Jssea
(mesmo com baixa carga parasitdria
e volume reduzido de amostra) pode
ainda ser submetido a PCR Real Time,
realizada pelo TECSA Laboratdérios,
em sistema fechado que minimiza
contaminagio e varidvel operacional
humana, passando por 5 niveis de
controle interno que garantem a
realizacido de uma técnica com 99,99%
de especificidade e sensibilidade

superior a 95%. Além de utilizado no

diagnéstico ametodologia que permite
a_quantificacdo, é uma ferramenta
util na avaliacio do tratamento
e prognéstico. E tecnologia de
ponta associada a robustez e maior

sensibilidade na execucio de uma

técnica com especificidade de 99,99%!

Em pequenos animais a ocorréncia

de doengas imunossupressoras como
Neoplasias, Leishmaniose, FIV e FeLV

predispde a instalagio e desenvolvimento
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da doenga em todas as espécies. Além
das doencgas de base supracitadas, vale
ressaltar que a erliquiose pode ainda
acometer o individuo em sinergismo
como outras hemoparasitoses como
Mycoplasmose,Babesiose,Anaplasmose,

Tripanosomiase, Leishmaniose,

Cytauxzoonose e  Hepatozoonose,

sendo importante considerd-las como

possiveis diagnésticos associados ou

mesmo diferenciais. Laboratorialmente
provas soroldgicas, pesquisa direta e
testes biomoleculares estio disponiveis
para complementar o diagnédstico e
confirmar ou descartar outras doengas.

Fontes: Texto adaptado de ALMOSNY, N.
R P; ALMEIDA, L. E.; MOREIRA, N. S. &
MASSARD, C. L. Erliquiose clinica em gato
(Feliscatus). Rev Bras. de Cién. Vet. .5 (2) .82-
83, 1998. / ALMOSNY, N. R. P; MASSARD, C.
L. Erliquiose felina. Revista clinica Veterindria.
23. 30-32, 1990 / COUTO, C.G. Doencas
Rickettsiais In: BIRCHARD, SHERDING,
Manual Saunders: Clinica de pequenos animais.
Ed. Roca: 139-42, 1998 / DAVOUST, B.; PARZY,
D.; VIDOR, E.; HASSELOT, N.; MARTET, G.
Ehrlichiosecanineexperimentale : étude clinique
et terapeutique. Rev. Méd. Vét. 167: 33-40, 1991. /
DAVOUST, B. - Canineehrlichiosis, Point Vét., 25
(151): 43-51, 1993. / ETTINGER, S. J. FELDMAN,
E. C. Tratado de Medicina Interna Veterindria. 4
ed. Sdo Paulo: Editora Manole. 1992./ GHORBEL,
A.; CADORE, ].L.; CLERC, B.; BOUATTOUR, A.;
VIDOR, E. SAYN, M.]. Efficiencyofoxytetracyclin
in dogehrlichiosistreatment. Revue Med. Vet., 144
(2): 109-14, 1993. / GREGORY, C.; FORRESTER,
S O. Ehrichia canis, E. equi, E. risticciinfections.
In: GREENE, C.E. Infectiousdiseasesofthedogand
cat. Philadelphia: W.B. Saunders: 404-14, 1990.
/ TAVARES, C.A.P. Erliquiose em p
animais: revisdo de literatura. Nov.2012
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COMPARAGAO DE FGR TEMPO REAL E PGR GONVENGIONAL
PARA DETECGAQ DE LEISHMANIA INFANTUM

Introdugdo

A leishmaniose visceral canina
(LVC) compreende um importante
problema de saide publica, uma vez
que ¢é frequentemente fatal se nio for
tratada.

métodos de diagnéstico que promovam

Consequentemente, novos
a identificagio precoce da doenga sio
necessdrios. O diagnéstico da LVC pode
ser realizado por exames parasitolégicos
diretos que podem produzir resultados
falso-negativos, quer devido ao baixo
nimero de Leishmania spp. em amostras
clinicas (medula dssea e

ganglios
linfiticos), ou porque identificagio
morfolégica é complexa. Além disso,
tais métodos sdo invasivos. Técnicas
sorolégicas convencionais sio passiveis
de reactividade cruzada com outras
doengas  parasitdrias, especialmente
grave quando se utiliza apenas um
método sorolégico isolado — por
exemplo apenas ELISA . No entanto,
métodos sorolégicos sdo ainda a primeira
ferramenta diagnéstica a ser impregada
nos levantamentos epidemiolégicos ou
em casos de animais sauddveis apenas
para fins pré- vacinais. O diagnéstico
precoce € importante para a prevengio
de danos graves ou mesmo morte dos
animais doentes . Desde a produgio do
primeiro instrumento termociclador em
1987, técnicas de biologia molecular tém
prometido uma revolugio na detecgio
de agentes patogénicos em amostras
clinicas . Neste contexto, os métodos
moleculares, essencialmente baseados

em PCR,

indispenséveis para o diagndstico de

tornaram-se ferramentas

doengas infecciosas. Alta especificidade,
a rdpida identificagio e quantificagio
possibilidade  de

aplicagio direta em espécimes clinicos,

do parasita, a

produzem resultados confidveis

em poucas horas e sdo inegdveis
vantagens de PCR Real Time (qPCR),
quando comparado aos métodos de

diagnéstico por PCR convencional .
Nos tltimos anos, a técnica de reagio
em cadeia da polimerase técnica (PCR
) tem avangado significativamente no
sentido de expandir a sua utilizagdo e
versatilidade, trabalhando agora com a
quantificagdo do agente em tempo real
(gPCR). Dados da literatura mostram
que ambos os métodos apresentam
caracteristicas interessantes para o
diagnéstico da leishmaniose visceral.
Os beneficios de gPCR REAL TIME
em relagio ao PCR convencional
incluem velocidade, reprodutibilidade
e capacidade quantitativa. Em adi¢io
as vantagens operacionais, qPCR ¢
mais sensivel e reprodutivel e pode

PCR

rotinas de diagnéstico. Além disso, a

substituir convencional  nas
utilizagio de uma técnica que possui
elevada sensibilidade de diagndéstico, e
pode monitorizar a terapia e preven¢io
de recaidas promove perspectivas mais
amplas para o controle da doenga.

Meétodos de Amplificacio do DNA

PCR Convencional - cPCR
Nas tultimas duas décadas, a técnica
PCR cPCR) foi

modificada para expandir seu uso e

convencional  (

versatilidade . A possibilidade de utilizar
na mesma reac¢io, um par de iniciadores
com a amplificagio simultinea de
multiplas sequéncias de DNA alvo, é
chamado multiplex-PCR. Assim, mais
do que uma sequéncia de DNA pode ser
amplificado (multiplicada) pelo mesmo
Nested-PCR  utiliza dois

pares de iniciadores para a amplificagio

processo.

de uma sequéncia de DNA interna
no alvo seleccionado. O primeiro par
¢ usado para uma reaccio inicial, e os
produtos sdo entdo, submetido a uma
segunda amplificagio com um outro par
de iniciadores. Esta técnica apresenta
maior sensibilidade e especificidade. No

entanto, também revela um aumento
do risco de contaminagio do produto
amplificado a partir da primeira reacgio.
Embora ¢nPCR e suas variagbes sdo
sensiveis e altamente especificos, eles
tém algumas limita¢des, incluindo
a exigéncia de gel de agarose ou de
poliacrilamida para electroforese, risco
de contaminagio, a falta de capacidade
quantitativa, e a utilizagdo de reagentes
tais como brometo de etidio, que é
prejudicial para o satide do operador.
O surgimento de uma nova tecnologia,

gPCR (PCR REAL TIME ), enfatizou

essas limitagoes.

PCR em Tempo Real -gPCR

PCR em tempo real foi desenvolvido
em 1992, como um aperfeicoamento da
PCR original criada por Kary Mullis,
e representa um avango significativo
na biotecnoldgica para o diagnéstico
de doencas infecciosas e parasitirias
. O sistema baseia-se na utilizagdo
de corantes fluorescentes ou sondas
que permitem o controle do produto
amplificado. Um corante é amplamente
empregue e se liga ndo especificamente
as cadeias duplas de DNA geradas
durante a amplificagdo. Outra forma de
gerar a fluorescéncia é a utilizagdo de
uma sonda especificamente dirigida para
uma sequéncia de regido interna que tem
de ser amplificado, um exemplo desse
sistema ¢é a sonda TagMan. Durante a
amplificagio o TagMan ¢é degradado
e entdo ocorre a libertagio da luz. A
andlise da emissdo de luz é feita por
um detector de sinal de luz que cria um
grifico com a absorgdo obtida apés cada
sonda de PCR, o sinal gerado reflecte
a quantidade de produto formado . Os
resultados qPCR sio registrados através
de sistemas interligados de computagio
grifica gerados no termociclador.
Basicamente, quatro tipos de andlises
sdo realizadas: curva de amplificagio,
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curva de dissociagio, espectro e do
componente . Os quatro parimetros
devem ser consideradas em conjunto.
Padéres positivos e controles negativos
devem ser incluidos em todas as
reacgdes. A gPCR permite, basicamente,
a realizagio de quatro tipos de testes:
quantificagio absoluta, quantificagio
relativa, andlise de resolu¢io de fusdo
elevado e discriminagdo alélica, que
diferentes e

apresentam  aplicagdes

variadas. Como uma ferramenta de
diagnéstico, a quantificagio absoluta
pode ser usada para a deteccio de
infec¢do e quantificagio do seu agente
etiolégico. O teste para a quantificagio
baseia-se na andlise da
Estas

de qPCR permitem a elimina¢io de

absoluta

curva padrio. caracteristicas
uma fase (prepara¢io de electroforese
em gel) onde geralmente ocorrem as

contaminagdes no método conveniconal

de PCR..

cPCR e gPCR para o diagnéstico

da Leishmaniose Visceral Canina

Em 2002, um trabalho que avaliava
doismétodos de cPCR encontraram uma
sensibilidade de 100% para o sistema
de RV1 / RV2 no sangue periférico de
cdes doentes . Os resultados animaram
os pesquisadores a realizar um estudo
sobre a capacidade de ¢cPCR (RV1 /
RV2) para detectar LVC em amostras
diferentes (biépsias do figado, bago e
ganglios linféticos) de cies . Os autores
observaram que a maioria dos animais
que foram positivos pela microscopia
também foram positivos pela PCR.
Tal descoberta pode, possivelmente, ser
associado com o tipo da amostra em
estudo ou com uma alta carga parasitdria
em animais com sintomas cldssicos da
doenga. A sensibilidade relatada para o
estudo realizado em 2002, também foi
determinada por amostras de sangue de

cdes com sintomas miltiplos de LVC.
Em um estudo mais atual,com o objetivo
de avaliar cPCR na identifica¢io do
agente etiolégico da LVC em cies,
foram empregadas amostras de bago,
tigado, rins e ginglios linfiticos de 25
animais sintomdticos (grupo caso) e 15
animais assintomdticos. Os cies eram de
diferentes ragas, sexos e idades, e foram
de Teresina, Piaui, Brasil. Todos os
animais do grupo caso e dois controles
teste deram positivos em amostras de
tigado , bago ou linfonodos por cPCR.
A conclusio foi que , os resultados
foram mais positivos por cPCR em
cdes soropositivos sintomdticos e cPCR
¢ mais preciso do que a histopatologia
convencional na detec¢io do parasita
Leishmania . Este estudo e varios outros
apos este , provam que o método de
PCR convencional nao ¢ adequado para
o diagnéstico inicial em populacdes
assintomadticos
estudos
mostraram ainda uma

, Ou seja animais
especialmente . Os
mencionados
baixa reprodutibilidade de ¢cPCR para
o diagnéstico de LVC em amostras de
sangue do cdo. Outra possibilidade ¢ que
a eficiéncia da técnica estd associada com
a carga de parasitas, ou seja, os animais
com uma elevada carga de parasita
iriam apresentar resultados positivos
usando a técnica cPCR. Segundo alguns
autores, o uso de PCR em tempo real
com iniciadores derivados do sistema de
RV1 / RV2 no sangue e medula dssea
revelou uma correlagio adequada entre
a carga parasitdria e o estado clinico do
paciente, que permitem concluir que a
quantificagio do parasita é necessiria
para uma leitura precisa dos resultados
. Consequentemente, para verificar o
andamento do PCR em tempo real para
o diagnéstico de LVC, os pesquisadores
sistema cPCR com

Eles

compararam 0
gPCR na medula dssea de cies .
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encontraram 54 e 84% de resultados
positivos, respectivamente, para cPCR
e qPCR (29).0 que mostra claramente
como o PCR por TEMPO REAL ¢
superior em sensibilidade. As amostras
cPCR

mostraram uma carga parasitdria de

que deram negativo para
menos de 30 parasitas / mL de medula
6ssea, ou seja , no PCR convencional o
paciente com menos de 30 parasitas por
mL dé resultado negativo, mas no PCR
REAL TIME da positivo. Utilizando
amostras de sangue periférico a partir
de 15 cies que eram positivos para a
leishmaniose visceral, a sensibilidade

gPCR foi de 100%. O
desenvolvido por estes investigadores

sistema

elucidou tambem que o uso de sangue
como amostra para o diagnéstico em
animais sintomdticos é o método menos
invasivo e de alta sensibilidade.

Consideragcoes finais

o qPCR ji estd disponivel em virios
laboratérios, especialmente no sector
privado; no entanto, a interpretagio
de seus resultados requer novos niveis
de conhecimento. Por isso, requer
uma equipe treinada para garantir a
precisio do método. Em adigdo as
vantagens operacionais, gPCR ¢é uma
técnica sensivel e reprodutivel, que
pode substituir ¢cPCR nas rotinas de
diagnéstico. O uso da técnica de alta
sensibilidade que pode monitorar
a terapia e pode prevenir recaidas
promove perspectivas mais amplas para

o controle da doenca.

Referencias Bibliogrdficas :

Comparagdo de PCR em tempo real e de PCR
convencional para a deteccio de Leishmania
(Leishmania)  infantum infeccdo: uma mini-
revisdo

Paiva-Cavalcanti M (1), Regis-da-Silva CG (1),
Gomes YM (1)

(1) Departamento de Imunologia, Centro de
Pesquisa Aggeu Magalhdes, Fundagdo Oswaldo
Cruz, FIOCRUZ, Recife, Estado de Pernambuco,
Brasil.
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DIAGNOSTICO DA LEPTOSPIROSE E TOXOPLASMOSE

Leptorpirose

De acordo com o Ministério da Satude
(2010) a Leptospirose ¢ uma doenca
infecciosa febril de inicio abrupto.
O agente etiolégico é uma bactéria
helicoidal

obrigatéria do género Leptospira, do

(espiroqueta)  aerdbica
qual se conhecem atualmente 14 espécies
patogénicas, sendo a mais estudada a L.
interrogans. Dentre os fatores ligados
ao agente etiolégico que favorecem a
persisténcia dos focos de leptospirose,
deve-se ressaltar a

capacidade de
sobrevivéncia no meio ambiente
(até 180 dias) e a ampla variedade
de animais suscetiveis que podem
hospedar o microrganismo. O principal
reservatério sio os roedores, entretanto
outros importantes reservatérios sio:
caninos, suinos, bovinos, equinos, ovinos
€ caprinos.

Na fase precoce, as leptospiras podem
ser visualizadas no sangue, jd na fase
tardia podem ser encontradas na urina.
A detecgdo pode ser por meio de exame
direto, de cultura em meios apropriados,
exames sorolégicos e soroaglutinagio.
Entretanto, sio notdrias as falhas em
decorréncia da possibilidade de reacdes
cruzadas com outros microorganismos.

Sendo

positivos”

. . «
assim, para evitar “falsos-

seria  necessdrio  realizar
exames de contraprova, como o exame
parasitolégico direto e a reagio em

(PCR, na

sigla em inglés). Nesse caso, a mais

cadeia pela polimerase

eficiente metodologia ¢ a PCR em
tempo Real (qPCR). Diversos estudos
ja demonstraram que, devido a elevada
sensibilidade do qPCR, é possivel
desmascarar “falsos-positivos”, como
também a detecgio de patégenos
em animais que haviam apresentado
resultados  negativos 4  sorologia,
elucidando, da mesma forma, os “falsos-
negativos”. O PCR em tempo real é um
exame imprescindivel e muito sensivel
porque ele detecta especificamente a

presenca do DNA do parasita.

POR PGR - REAL TIME

Aspectos Clinicos

Area Rural: dentre os animais de
producdo, explorados em ecossistemas
rurais, as manifestagdes clinicas mais
freqlientes atingem a esfera reprodutiva,
incluindo o abortamento, usualmente no
terco final da gestagio, alta mortalidade
neonatal e reducio na produgio de leite.
Além disso, ja foi demonstrado que a
Leptospirose pode ser responsével por
surtos de uveites (inflamag¢des oculares)
em rebanhos eqiinos, caprinos e ovinos.

Area Urbana: Dentre os animais de
companhia mantidos em dreas urbanas,

a leptospirose pode acometer o cio
doméstico, provocando quadros febris
com sinais varidveis de hemorragias,
ictericia e uremia com alto grau de
letalidade e

insuficiéncias hepdtica e renal.

6ébito decorrente das

Diagnostico Laboratorial

Através de exames complementares
podem se chegar ao diagnéstico da
doenga. Com isso nés do TECSA
Laboratérios com o objetivo de
auxiliar o clinico em suas decisdes

disponibilizamos uma série de exames.

EXAMES REALIZADOS PELO TECSA LABORATORIOS

cop EXAME

81 METODO DE MICROAGLUTINAGAD

376 PESQUISA DE CAMPO ESCURO

785 PCR REAL TIME QUALITATIVO

86 PCR REAL TIME QUANTITATIVO

526 PERFIL DIAGNOSTICO COMPLETO

PRAZO/
DIAS

MATERIAL

2 TUBO TAMPA VERMELHA

2 URINA

7 SANGUE EM EDTA, URINA OU SORO

[ SANGUE EM EDTA, URINA OU SORO

2 TUBO TAMPA VERMELHA, ROXA E URINA
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Toxoplasmose

A Toxoplasmose ¢ uma enfermidade
causada por um protozodrio chamado
Toxoplasma gondii. E uma doenca
infecciosa e\ou congénita que acomete
animais de produgio (suinos, caprinos,
bovinos, entre outros) € de estimagio
(principalmente gatos). Similarmente
a Leptospirose é uma enfermidade
esfera

que atinge a reprodutiva,

gerando abortos e nascimento de

fetos mal formados, inclusive em
seres humanos. Outra similaridade da
Toxoplasmose com a Leptospirose é ser
frequentemente causadora de surtos de

uveites em diversas espécies animais.

Figura 1: As espiroq de Lept spira sp.
aparecem como linhas escuras no interior de
titbulos renais e\ou liimen. Fonte: an Overview of
Canine Leptospirosis, sweetshimas.com.

Ocasionalmente, tais incidéncias
podem gerar duvidas e confusdes
durante o diagndstico veterindrio. Sendo
assim, a qPCR, mais uma vez se destaca
dentre tantas outras metodologias de
diagnéstico, pois é a mais precisa na
confirmagio definitiva da presenca
do patégeno, seja ele bacteriano ou
protozodrio, como em casos de surtos
de uveites.

Aspectos Clinicos

Casos benignos sio descritos com
quadros febris e discreto aumento
ganglionar, até casos de grave
comprometimento do sistema nervoso
central, uveites oculares, o aborto e
mortalidade neonatal. A infecgio é
principalmente adquirida pela ingestdo
de cistos de T gondii através de consumo
de carne crua ou através de oocistos em
alimentos contaminados por fezes de

hospedeiros.

Figura 2: Cisto tecidual contendo bradizoitos.
Fonte: Toxoplasma gondii, www.ufrgs.br.

Existe uma elevada soroprevaléncia de
T. gondii nos gatos, mas a doenga clinica
¢ rara, pois ¢ um ciclo enteroepitelial e
nio costuma produzir sinais clinicos
além de corrimento ocular e fezes
pastosas a liquidas.
enfermidades

O controle de tais

passa, necessariamente,

pelo
diagnéstico preciso. Em casos de
animais domésticos a fim de evitar
contaminagbes aos proprietdrios, e no
caso de animais de produgio, a partir

do ntimero de reativos em cada rebanho,

VETScience:

MAGAZINE

um beneficio para o cliente TECSA

avalia-se a conveniéncia de utilizagdo
de medidas sanitdrias e de controle, tais
como vacinagio e tratamentos como
antiparasitirios, a fim de evitar maiores
perdas econémicas para o criador.

Diagnostico Laboratorial

O diagnéstico se baseia na associagio
da sintomatologia clinica com os testes
no TECSA laboratérios.

Possuimos o maior menu de exames

realizados

do Brasil, e os seguintes exames sio
oferecidos com os respectivos prazos de
entrega:

Figura: Taquizoitos de Toxoplasma gondii (setas). Fonte: Toxoplasma gondii, www.ufrgs.br.


http://www.ufrgs.br
http://www.ufrgs.br
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Setor Molecular Services

PAINEIS FACILITADORES - CANINOS

coD. EXAME
911 Painel Diarreia Canino - Real Time PCR qualitativo

Coronavirus canino (CCoV), Cryprosporidium spp., Giardia spp., Parvovirus canino 2 (CPV-2) e Virus da
cinomose canina (CDV)

MATERIAL

Fezes frescas ou swab retal

Obs.: Enviar refrigerado. As fezes ou swab retal devem ser enviados em tubo estéril, sem adi¢do de meio

para transporte. A coleta da amostra deve ser realizada preferencialmente antes do inicio do tratamento.

*  Como a eliminagio de alguns patégenos nas fezes pode ser intermitente, para evitar resultados falso
negativos, recomenda-se enviar 3 swabs retais coletados em dias diferentes durante 1 semana. Coletar
os swabs em mesmo tubo e manter refrigerado até o envio.

*  Resultados positivos devem ser interpretados de acordo com os sinais clinicos e contexto
epidemiolégico. Alguns animais podem ser apenas portadores assintomdticos para algum dos patégenos
descritos no painel.

PRAZO

5 dias uteis

COD. EXAME
905 Painel Hemoparasitas Canino Completo - Real Time PCR qualitativo
Ebrlichia canis, Babesia canis, Leishmania infantum (chagasi) e Anaplasma platys
MATERIAL
Sangue total em EDTA
Obs.: Enviar refrigerado. A amostra deve ser coletada preferencialmente antes de iniciar o tratamento.
PRAZO

5 dias uteis

COD. EXAME
793 Painel Hemoparasitas Canino Basico - Real Time PCR qualitativo
Ebrlichia canis e Babesia canis
MATERIAL
Sangue total em EDTA
Obs.: Enviar refrigerado. A amostra deve ser coletada preferencialmente antes de iniciar o tratamento.
PRAZO

5 dias uteis
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coD. EXAME
904 Painel Neurolégico Canino - Real Time PCR qualitativo

Cinomose canina, Cryptococcus spp. (neoformans/gatti), Neospora caninum e Toxoplasma gondii

MATERIAL
LCR + urina

Obs.: Enviar refrigerado e em tubos separados (tubos de tampa vermelha ou tubos vazios e estéreis;

sem meios de transporte). A coleta da amostra deve ser realizada preferencialmente antes do inicio do

tratamento.

*  Para o envio de mais de uma amostra para o mesmo exame, enviar em tubos separados e inserir na
requisi¢io: Cédigo do exame + Pool + N° amostras (tipos).

*  Nacinomose canina, o RNA viral pode estar ausente no LCR durante o quadro neurolégico cronico.
Em contrapartida, o virus é eliminado na urina por longos periodos.

PRAZO
5 dias uteis

PAINEIS FACILITADORES - FELINOS

coD. EXAME
912 Painel Anemia Felina Completo - Real Time PCR qualitativo

Virus da leucemia felina (FeLV'), Virus da imunodeficiéncia felina (FIV), Mycoplasma haemofelis,
Coronavirus felino (FCoV')

MATERIAL
Sangue total em EDTA

Obs.: Enviar refrigerado. A coleta da amostra deve ser realizada preferencialmente antes do inicio do
tratamento.

PRAZO

5 dias uteis

coD. EXAME

913 Painel Anemia Felina Basico - Real Time PCR qualitativo
Virus da leucemia felina (FeLLV), Virus da imunodeficiéncia felina (FIV)

MATERIAL

Sangue total em EDTA
Obs.: Enviar refrigerado.

PRAZO

5 dias uteis
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caD.

914

caD.

915

EXAME

Painel FeLV Plus (RNA e DNA) - Real Time PCR qualitativo
Virus da leucemia felina (FeLLV)) — Detecgio de RNA viral (virus circulante) e DNA proviral (provirus;

integra¢do ao genoma hospedeiro)

MATERIAL

Sangue total em EDTA

Obs.: Enviar refrigerado.

*  Aintegracdo do DNA proviral (inser¢io do genoma viral no genoma do animal infectado) é um
importante parimetro para determinar animais persistentemente infectados.

*  Em alguns estdgios da infec¢do por FeLLV, o RNA viral (virus circulante) ou DNA proviral podem
estar ausentes. Dessa forma, a detecgdo simultdnea de RNA viral e DNA proviral é importante para
diagnéstico definitivo.

* A presenca/auséncia de RNA viral ou DNA proviral também é utilizada para determinar estdgio

infeccioso de FeLV e eliminagdo viral pelo animal infectado:

Infeccao ?gﬁ;:lr:)l DI\(I:\a'p‘);%vei)r al Eliminacao viral
Progressiva Positivo Positivo Positivo
Regressiva Negativo Positivo Negativo
Abortiva Negativo Negativo Negativo
Focal Varidvel Varidvel Varidvel

As infecgdes abortivas e focais por FeLV sio incomuns.
*  Devido a possibilidade de coinfec¢io com FIV, é importante também investigar a presenca desse outro
agente viral.

PRAZO

5 dias uteis

EXAME

Painel FIV Plus (RNA e DNA) - Real Time PCR qualitativo
Virus da imunodeficiéncia felina (FIV) — Detecg¢do de RNA viral (virus circulante) e DNA proviral

(provirus; integragio ao genoma hospedeiro)
MATERIAL

Sangue total em EDTA

Obs.: Enviar refrigerado.

*  Aintegracio do DNA proviral (inser¢io do genoma viral no genoma do animal infectado) é um
importante parimetro para determinar animais persistentemente infectados.

*  Em alguns estdgios da infecgdo por FIV, o RNA viral (virus circulante) ou DNA proviral podem
estar ausentes. l%essa forma, a detecgio simultinea de RNA viral e DNA proviral é importante para
diagnéstico definitivo.

A presenca/auséncia de RNA viral ou DNA proviral também é utilizada para auxiliar na determinagio de
estdgio infeccioso de FIV:

Infeccao RNA viral (sangue) DNA proviral (sangue)
Aguda Positivo Varidvel
Assintomitica Varidvel Positivo
Terminal (AIDS-like) Positivo Positivo

Devido a possibilidade de coinfecgdo com FeLV, ¢ importante também investigar a presenga desse outro agente viral.

PRAZO 5 dias uteis
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coD. EXAME

916 Painel Diarreia Felina - Real Time PCR qualitativo
Coronavirus felino (FCoV'), Cryptosporidium spp., Giardia spp., Toxoplasma gondii, Tritrichomonas foetus,
Virus da panleucopenia felina (FPV; parvovirus felino)

MATERIAL

Fezes frescas ou swab retal

Obs.: Enviar refrigerado. As fezes ou swab retal devem ser enviados em tubo estéril, sem adi¢do de meio

para transporte. A coleta da amostra deve ser realizada preferencialmente antes do inicio do tratamento.

*  Como a eliminagio de alguns patégenos nas fezes pode ser intermitente, para evitar resultados falso
negativos, recomenda-se enviar 3 swabs retais coletados em dias diferentes durante 1 semana. Coletar

os swabs em mesmo tubo e manter refrigerado até o envio.

*  Resultados positivos devem ser interpretados de acordo com os sinais clinicos e contexto
epidemiolégico. Alguns animais podem ser apenas portadores assintomadticos para algum dos
patégenos descritos no painel.

PRAZO

5 dias uteis

coD. EXAME

917 Painel Neurolégico Felino - Real Time PCR qualitativo
Coronavirus felino (FCoV'), Cryprococcus spp. (neoformans/gatti), Toxoplasma gondii, Virus da leucemia
felina (FeLlV'), Virus da imunodeficiéncia felina (FIV'), Virus da panleucopenia felina (FPV; parvovirus
felino)

MATERIAL
LCR + sangue total em EDTA

Obs.: Enviar refrigerado. As amostras devem ser coletadas preferencialmente antes de iniciar o tratamento.
*  Enviar em tubos separados (LCR: tubo vazio e estéril com tampa; sangue total: tubo tampa roxa) e

inserir na requisi¢io: Cédigo do exame + Pool + N° amostras (tipos).

PRAZO

5 dias uteis

coD. EXAME

906 Painel Respiratorio Felino Completo - Real Time PCR qualitativo
Herpesvirus felino (FeHV), Calicivirus felino (FCV), Bordetella bronchiseptica, Chlamydophila felis e
Mycoplasma felis
MATERIAL

Swab profundo de faringe (com material organico visivel no swab; favor esfregar firmemente) + swab
conjuntival (remover debris/secrecdes e apss, esfregar o swab dentro da pédlpebra): ambos no mesmo tubo.

Obs.: Enviar refrigerado. Coletar os swabs em mesmo tubo. As amostras devem ser coletadas preferencial-

mente antes de iniciar o tratamento. Favor enviar os swabs sem adi¢do de meios de transporte, em tubo

tampa vermelha ou tubo vazio e estéril.

* Ao proceder com a coleta do swab de faringe, atengio especial para prevenir mordidas e ingestdo de
parte do swab.

PRAZO

5 dias uteis
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CcoD. EXAME

907 Painel Respiratério Felino Basico - Real Time PCR qualitativo
Herpesvirus felino (FeHV) e Calicivirus felino (FCV)

MATERIAL

Swab profundo de faringe (com material organico visivel no swab; favor esfregar firmemente) + swab
conjuntival (remover debris/secrecdes e ap6s, esfregar o swab dentro da pédlpebra): ambos no mesmo tubo.

Obs.: Enviar refrigerado. Coletar os swabs em mesmo tubo. Favor enviar os swabs sem adi¢do de meios de

transporte, em tubo tampa vermelha ou tubo vazio e estéril.

* Ao proceder com a coleta do swab de faringe, atengio especial para prevenir mordidas e ingestdo de
parte do swab.

PRAZO

5 dias uteis

EXAMES INDIVIDUAIS -REAL TIME PCR
COD. EXAME ESPECIES:
873 Anaplasma platys - Real Time PCR qualitativo

MATERIAL
Sangue total com EDTA, medula 6ssea com EDTA, baco, LCR (quadro neurolégico),
liquido sinovial ou carrapato.

Obs.: Enviar refrigerado.
* A coleta de sangue periférico a partir de ponta de orelha ou cauda (ag(’)s uncionar, comprimir o local
ao redor e coletar as primeiras gotas) aumenta a chance de detecgio do DNA do patégeno.

PRAZO

5 dias uteis

coD. EXAME ESPECIES: ,!
874 Anaplasma platys - Real Time PCR quantitativo

MATERIAL

Sangue total com EDTA, medula 6ssea com EDTA, baco, LCR (quadro neurolégico),
liquido sinovial ou carrapato.

Obs.: Enviar refrigerado. A coleta da amostra deve ser realizada preferencialmente antes do inicio do trata-

mento.

* A coleta de sangue periférico a partir de ponta de orelha ou cauda (apds puncionar, comprimir o local
ao redor e coletar as primeiras gotas) aumenta a chance de detecgdo do DNA do patdgeno.

* A quantificagio do DNA do patégeno ¢ indicada para monitoramento infeccioso, progndstico e aval-
iagdo de eficdcia terapéutica no animal infectado.

PRAZO

5 dias uteis
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HI] EXAME ESPECIES:
633 Babesia canis - Real Time PCR qualitativo H

MATERIAL
Sangue total com EDTA, LCR (quadro neurolégico), liquido sinovial, carrapato.

Obs.: Enviar refrigerado. A amostra deve ser coletada preferencialmente antes de iniciar o tratamento.

* A parasitemia (patégeno em corrente sanguinea) inicia entre 4-21 dias pés-infecgio.

* A coleta de sangue periférico a partir de ponta de orelha ou cauda (apds puncionar, comprimir o local ao
redor e coletar as primeiras gotas) aumenta a chance de detecgio do DNA do patégeno.

*  Em infec¢des cronicas, a detecgio do DNA do patégeno nem sempre é possivel. Nessas situagdes,
sugere-se realizar também a investigagio sorolégica.

PRAZO

5 dias uteis

COD. EXAME ESPECIES:
769 Babesia canis - Real Time PCR quantitativo ! g

MATERIAL

Sangue total com EDTA, LCR (quadro neurolégico), liquido sinovial, carrapato.

Obs.: Enviar refrigerado. A amostra deve ser coletada preferencialmente antes de iniciar o tratamento.

* A parasitemia (patégeno em corrente sanguinea) inicia entre 4-21 dias pés-infec¢io.

* A coleta de sangue periférico a partir de ponta de orelha ou cauda (apés puncionar, comprimir o local ao
redor e coletar as primeiras gotas) aumenta a chance de detecgio do DNA do patégeno.

*  Eminfecges cronicas, a detecgdo do DNA do patégeno nem sempre ¢ possivel. Nessas situagoes,
sugere-se realizar também a investigagio sorolégica.

* A quantificagio do DNA do patégeno ¢é indicada para monitoramento infeccioso, prognéstico e
avaliagdo de eficdcia terapéutica no animal infectado.

PRAZO

5 dias uteis

coD. EXAME ESPECIES:
875 Bordetella bronchiseptica - Real Time PCR qualitativo H h\

MATERIAL

Swab profundo de faringe (com material organico visivel no swab): favor esfregar firmemente.
Swab conjuntival: remover debris/secregdes antes e ap6s, esfregar dentro da palpebra.

Obs.: Enviar refrigerado. Favor submeter swabs secos, sem meio de transporte, em tubo de tampa vermelha

ou em tubo vazio e estéril. A coleta da amostra deve ser realizada preferencialmente antes do inicio da
antibioticoterapia.

PRAZO

5 dias uteis
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coD. EXAME ESPECIES:
876 Bordetella bronchiseptica - Real Time PCR quantitativo

MATERIAL
Swab profundo de faringe (com material orginico visivel no swab): favor esfregar firmemente.
Swab conjuntival: remover debris/secrecoes antes e ap6s, esfregar dentro da palpebra.

Obs.: Enviar refrigerado. Favor submeter swabs secos, sem meio de transporte, em tubo de tampa vermelha
ou em tubo vazio e estéril.
* A quantificagio do DNA do patégeno ¢é indicada para monitoramento infeccioso, prognéstico e aval-

ia¢do de eficdcia terapéutica no animal infectado.

PRAZO

5 dias uteis

Hii} EXAME ESPECIES:
798 Calicivirus felino (FCV) - Real Time PCR qualitativo
MATERIAL

Coriza: swab de orofaringe, swab conjuntival ou swab nasal (com material organico visivel no swab; favor
esfregar firmemente).

Outras amostras possiveis: efusio abdominal ou pleural, pulmio (sem formol).

Bucoestomatite: swab de orofaringe coletado a partir das lesdes.

Variantes sistémicas hipervirulentas: existe viremia para essas variantes. Apropriado amostra de
sangue total (EDTA) ou raspado cutineo (caso ocorra lesdes cutineas).

Status de animais assintomaticos e monitoramento apés recuperagao: swab de orofaringe
coletado na regido de tonsilas.

Obs.: Enviar refrigerado. Favor submeter swabs secos, sem meio de transporte, em tubo de tampa vermelha

ou em tubo vazio e estéril. A escova citoldgica pode ser utilizada em substitui¢io ao swab.

* 8% dos gatos sdo portadores assintomaticos. Essa razio deve ser considerada na interpretagio do resul-
tado. O nivel de assintomiticos pode ser ainda maior em animais que vive em grupos (especialmente

em abrigos/gatis).

PRAZO

5 dias uteis

CoD. EXAME ESPECIES:
918 Calicivirus felino (FCV) - Real Time PCR quantitativo
MATERIAL

Coriza: swab de orofaringe, swab conjuntival ou swab nasal (com material organico visivel no swab; favor
esfregar firmemente).

Outras amostras possiveis: efusio abdominal ou pleural, pulméo (sem formol).

Bucoestomatite: swab de orofaringe coletado a partir das lesdes.

Variantes sistémicas hipervirulentas: existe viremia para essas variantes. Apropriado amostra de
sangue total (EDTA) ou raspado cutineo (caso ocorra lesdes cutaneas).

Status de animais assintomaticos e monitoramento ap6s recuperacao: swab de orofaringe
coletado na regido de tonsilas.

Obs.: Enviar refrigerado. Favor submeter swabs secos, sem meio de transporte, em tubo de tampa vermelha
ou em tubo vazio e estéril. A escova citolégica pode ser utilizada em substituicdo ao swab.
* 8% dos gatos sdo portadores assintomaticos. Essa razdo deve ser considerada na interpretagio
do resultado. O nivel de assintomiticos pode ser ainda maior em animais que vive em grupos
(especialmente em abrigos/gatis).
* A quantificagio do RNA viral é indicada para monitoramento infeccioso, prognéstico e avaliagio de

eficdcia terapéutica no animal infectado.

PRAZO 5 dias uteis
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COD. EXAME ESPECIES:
799 Chlamydophila felis (Chlamydia psittaci) - Real Time PCR qualitativo h\ k

MATERIAL

Conjuntivite unilateral ou bilateral, frequentemente com quemose (edema de conjuntiva):

swab nasal, swab conjuntival ou swab de faringe (com material organico visivel no swab; favor esfregar
firmemente).

AVES: swab de cloaca ou fezes frescas.

Obs.: Enviar refrigerado. Favor submeter swabs secos, sem meio de transporte, em tubo de tampa vermelha

ou em tubo vazio e estéril. A coleta da amostra deve ser realizada preferencialmente antes do inicio da

antibioticoterapia.

*  Para felinos, ¢ comum coinfecgdo com virus e alguns gatos sio portadores cronicos.

*  Pissaros infectados com Chlamydia psittaci podem permanecer assintomadticos por longos periodos. A
eliminagio fecal do patégeno comeca 3 dias apés infeccio e pode persistir intermitentemente por meses.

PRAZO

5 dias uteis

CoD. EXAME ESPECIES: v
919 Chlamydophila felis (Chlamydia psittaci) - Real Time PCR quantitativo L0 ) ,

MATERIAL

Conjuntivite unilateral ou bilateral, frequentemente com quemose (edema de conjuntiva):
swab nasal, swab conjuntival ou swab de faringe (com material organico visivel no swab; favor esfregar firme-
mente).

AVES: swab de cloaca ou fezes frescas.

Obs.: Enviar refrigerado. Favor submeter swabs secos, sem meio de transporte, em tubo de tampa vermelha

ou em tubo vazio e estéril. A coleta da amostra deve ser realizada preferencialmente antes do inicio da

antibioticoterapia.

*  Para felinos, é comum coinfecgdo com virus e alguns gatos sio portadores cronicos.

*  Pissaros infectados com Chlamydia psittaci podem permanecer assintomadticos por longos periodos. A
eliminagio fecal do patégeno comega 3 dias apds infecgdo e pode persistir intermitentemente por meses.

* A quantificagio do DNA do patégeno ¢ indicada para monitoramento infeccioso, progndstico e
avaliagdo de eficicia terapéutica no animal infectado.

PRAZO

5 dias uteis

coD. EXAME ESPECIES:
920 Coronavirus canino (CCoV) - Real Time PCR qualitativo hd
MATERIAL

Fezes ou swab retal
Contaminagao ambiental: swab ambiental (local de convivio do cdo com suspeita clinica).

Obs.: Enviar refrigerado. Favor submeter swab seco, sem meio de transporte, em tubo de soro ou em tubo

vazio e estéril.

*  Alguns animais podem ser apenas portadores assintomaticos.

*  Atengio para possibilidade de coinfec¢io com Giardia e parvovirus canino.

* Como o Coronavirus canino é frequentemente detectado em grupos de cies, o contexto epidemiolégico
e clinico deve ser considerado na interpretagio.

*  Para haver maior confiabilidade da correlagao entre diagnéstico e quadro clinico, é necessdrio a
quantificagdo de carga viral excretada (fezes).

PRAZO 5 dias Uteis
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coD.
921

coD.
730

EXAME ESPECIES:
Coronavirus canino (CCoV) - Real Time PCR quantitativo ! R

MATERIAL
Fezes ou swab retal

Contaminacao ambiental: swab ambiental (local de convivio do cio com suspeita clinica).

Obs.: Enviar refrigerado. Favor submeter swab seco, sem meio de transporte, em tubo de soro ou em tubo
vazio e estéril.
*  Alguns animais podem ser apenas portadores assintomaticos.
*  Atengio para possibilidade de coinfec¢ido com Giardia e parvovirus canino.
* Como o Coronavirus canino é frequentemente detectado em grupos de cies, o contexto epidemioldégico
e clinico deve ser considerado na interpretagio.
*  Resultado positivo (quantificagio):
- Carga viral baixa: frequentemente observada para portador assintomatico.
- Carga viral média ou alta: compativel com coronavirose canina.
* A quantificagio do RNA viral também ¢ indicada para monitoramento infeccioso, prognéstico e
avaliagdo de eficicia terapéutica no animal infectado.

PRAZOD

5 dias uteis

EXAME ESPECIES:
Coronavirus felino (FCov) - Real Time PCR qualitativo 0 )

MATERIAL

Conjuntivite unilateral ou bilateral, frequentemente com quemose (edema de conjuntiva):
Animais assintomaticos: fezes frescas ou swab retal

Peritonite infecciosa felina (PIF) - Forma seca (nao efusiva): LCR (sinais neurolégicos), humor
aquoso (sinais oftalmoldgicos), pun¢io de rim ou figado, sangue total em EDTA (coletar o sangue
preferencialmente nos picos de hipertermia).

Peritonite infecciosa felina (PIF) - forma imida (efusiva): fluido abdominal ou toricico (tubo
EDTA).

Obs.: Enviar refrigerado. Favor submeter swabs secos, sem meio de transporte, em tubo de soro ou em tubo
vazio e estéril.
* A deteccio qualitativa de FCoV em fezes frescas confirma a infecgdo com FCoV, mas nio é conclusivo
ara PIE. Serve como identifica¢io de felinos transmissores do virus.
. omo a eliminagio viral nas fezes frescas pode ser intermitente, para evitar resultados falso negativos,
enviar 3 swabs retais coletados em dias diferentes durante 1 semana. Coletar os swabs em mesmo tubo e
manter refrigerado até o envio.

PRAZO

5 dias uteis



BIOLOGIA MOLECULAR
coD. EXAME

i i - i itati ESPECIES:
782 Coronavirus felino (FCov) - Real Time PCR quantitativo .
MATERIAL

Animais assintomaticos: fezes frescas ou swab retal

Peritonite infecciosa felina (PIF) - Forma seca (nao efusiva): LCR (sinais neurolégicos), humor
aquoso (sinais oftalmolégicos), pun¢do de rim ou figado, sangue total em EDTA (coletar o sangue
preferencialmente nos picos de hipertermia).

Peritonite infecciosa felina (PIF) - forma umida (efusiva): fluido abdominal ou toricico (tubo
EDTA).

Obs.: Enviar refrigerado. Favor submeter swabs secos, sem meio de transporte, em tubo de soro ou em tubo

vazio e estéril.

* A quantificagio do RNA viral é indicada para monitoramento infeccioso, prognéstico e avaliagdo de
eficdcia terapéutica no animal infectado.

* A eliminagdo de elevada carga viral nas fezes frescas é sugestiva de infecgdo pela variante entérica do

FCoV.
PRAZO

5 dias uteis

coD. EXAME

900 Cryptococcus spp. (neoformans/gatti) - Real Time PCR qualitativo Bt

MATERIAL

Sindrome neurolégica: LCR

Sindrome ocular/respiratoria: swab conjuntival, swab de faringe, swab nasal ou lavado bronquiolar.
Sl'{\drome cutanea: swab de lesdo cutinea, exsudato de lesdo cutinea, aspirado de tecido ou fragmento de
pele.

Fezes frescas, swab de fezes frescas.

Obs.: Enviar refrigerado. A coleta da amostra deve ser realizada preferencialmente antes do inicio do

tratamento. Caso envie swab, este deve ser acondicionado em tubo tampa vermelha ou tubo vazio e estéril e

enviado sem adigao de qualquer meio de transporte

- A criptococose € cerca de 7 a 10 vezes mais comum em gatos do que em cées e no primeiro, estd
associada principalmente a doengas imunossupressoras como as infec¢des virais por FIV e FeLLV.

PRAZO

5 dias uteis

coD. EXAME

901 Cryptococcus spp. (neoformans/gatti) - Real Time PCR quantitativo ESPECIES:

MATERIAL
Sindrome neurolégica: LCR

Sindrome ocular/respiratoria: swab conjuntival, swab de faringe, swab nasal ou lavado bronquiolar.
Sindrome cutanea: swab de lesio cutinea, exsudato de lesdo cutinea, aspirado de tecido ou fragmento de pele.

Fezes frescas, swab de fezes frescas.

Obs.: Enviar refrigerado. A coleta da amostra deve ser realizada preferencialmente antes do inicio do

tratamento. Caso envie swab, este deve ser acondicionado em tubo tampa vermelha ou tubo vazio e estéril e

enviado sem adi¢do de qualquer meio de transporte.

* A criptococose é cerca de 7 a 10 vezes mais comum em gatos do que em cies e no primeiro, estd
associada principalmente a doencas imunossupressoras como as infecgdes virais por FIV e FeL.V.

* A quantificagio do DNA do patégeno ¢é indicada para monitoramento infeccioso, prognéstico e
avaliagdo de eficicia terapéutica no animal infectado.

PRAZO 5 dias uteis
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caD.
898

cap.
922

cap.
615

EXAME ESPECIES: 1
Cryptosporidium spp. - Real Time PCR qualitativo 2

MATERIAL

Fezes frescas ou swab retal

Obs.: Enviar refrigerado. As fezes ou swabs devem ser enviados em tubo estéril, sem adi¢do de meio para

transporte. A coleta da amostra deve ser realizada preferencialmente antes do inicio do tratamento.

*  Como a eliminagio de Cryptosporidium spp. nas fezes pode ser intermitente, para evitar resultados falso
negativos, recomenda-se enviar 3 swabs retais coletados em dias diferentes durante 1 semana. Coletar
os swabs em mesmo tubo e manter refrigerado até o envio.

*  Atencio para a possibilidade de coinfecgio com Giardia em cdes e gatos, e coinfecgio com
Tritrichomonas foefus em gatos.

*  Resultados positivos devem ser interpretados de acordo com os sinais clinicos e contexto
epidemioldgico. Alguns animais podem ser apenas portadores assintomdticos.

PRAZO

5 dias uteis

EXAME ESPECIES: H -

Cryptosporidium spp. - Real Time PCR quantitativo
MATERIAL

Fezes frescas ou swab retal

Obs.: Enviar refrigerado. As fezes ou swabs devem ser enviados em tubo estéril, sem adi¢io de meio para

transporte. A coleta da amostra deve ser realizada preferencialmente antes do inicio do tratamento.

*  Como a eliminag¢io de Cryptosporidium spp. nas fezes pode ser intermitente, para evitar resultados
falso negativos, recomenda-se enviar 3 swabs retais coletados em dias diferentes durante 1 semana.
Coletar os swabs em mesmo tubo e manter refrigerado até o envio.

*  Atengio para a possibilidade de coinfec¢do com Giardia em cies e gatos, e coinfecgio com Tritricho-
monas foetus em gatos.

* A quantificagio do DNA do patégeno ¢ indicada para monitoramento infeccioso, prognéstico e aval-
ia¢do de eficdcia terapéutica no animal infectado.

PRAZOD

5 dias uteis

EXAME ESPECIES: ,!

Ehrlichia canis - Real Time PCR qualitativo

MATERIAL

Sangue total com EDTA, medula 6ssea com EDTA, baco (sem formol), LCR (quadro
neurolégico), liquido sinovial, carrapato.

Obs.: Enviar refrigerado. A amostra deve ser coletada preferencialmente antes de iniciar o tratamento.

* A detec¢do do material genético do patégeno podlz ser realizada 4-10 dias pés-infecgio.

* O diagndstico a partir de sangue total ¢ mais recomendado para a fase aguda da doenga, uma vez que
em estigios mais tardios, o patégeno frequentemente estd ausente no sangue e o resultado negativo nio
exclui a infecgao.

* A coleta de sangue periférico a partir de ponta de orelha ou cauda (apés puncionar, comprimir o local
ao redor e coletar as primeiras gotas) aumenta a chance de detecgdo do DNA do patdgeno.

e Parafase cronica, as amostras mais recomendadas sio medula ssea e bago.

PRAZO 5 dias uteis



BIOLOGIA MOLEGU

CoD. EXAME ESPECIES:
ia| Ehrlichia canis - Real Time PCR quantitativo H h\

MATERIAL

Sangue total com EDTA, medula 6ssea com EDTA, baco (sem formol), LCR (quadro
neuroldgico), liquido sinovial, carrapato.

Obs.: Enviar refrigerado. A amostra deve ser coletada preferencialmente antes de iniciar o tratamento.

* A deteccdo do material genético do patégeno pode ser realizada 4-10 dias pds-infecgio.

* O diagndstico a partir de sangue total ¢ mais recomendado para a fase aguda da doenga, uma vez que
em estigios mais tardios, o patégeno frequentemente estd ausente no sangue e o resultado negativo no
exclui a infecgio.

* A coleta de sangue periférico a partir de ponta de orelha ou cauda (ap6s puncionar, comprimir o local ao
redor e coletar as primeiras gotas) aumenta a chance de detecg¢io do II))NA do patégeno.

e Parafase cronica, as amostras mais recomendadas sio medula éssea e bago.

* A quantificagio do DNA do patégeno ¢ indicada para monitoramento infeccioso, progndstico e
av:ﬂiagio de eficdcia terapéutica no animal infectado.

PRAZO

5 dias uteis

COD. EXAME ESPECIES:
731 Giardia spp. - Real Time PCR qualitativo ! R 0 )

MATERIAL

Fezes frescas ou swab retal

Obs.: Enviar refrigerado. As fezes ou swabs devem ser enviados em tubo estéril, sem adi¢io de meio para

transporte. A coleta da amostra deve ser realizada preferencialmente antes do inicio do tratamento.

*  Como a eliminag¢io de Giardia spp.nas fezes pode ser intermitente, para evitar resultados falso negativos,
recomenda-se enviar 3 swabs retais coletados em dias diferentes durante 1 semana. Coletar os swabs em
mesmo tubo e manter refrigerado até o envio.

*  Atencido para a possibilidade de coinfecgio com Cryptosporidium spp. em cdes e gatos, e coinfecgdo com
Tritrichomonas foetus em gatos.

*  Resultados positivos devem ser interpretados de acordo com os sinais clinicos e contexto epidemiolégico.

Alguns animais podem ser apenas portadores assintomaticos.

PRAZO

5 dias uteis

coD. EXAME ESPECIES: }f -

784 Giardia spp. — Real Time PCR quantitativo

MATERIAL
Fezes frescas ou swab retal

Obs.: Enviar refrigerado. As fezes ou swabs devem ser enviados em tubo estéril, sem adi¢do de meio para

transporte. A coleta da amostra deve ser realizada preferencialmente antes do inicio do tratamento.

*  Como a eliminagio de Cryptosporidium spp. nas fezes pode ser intermitente, para evitar resultados falso
negativos, recomenda-se enviar 3 swabs retais coletados em dias diferentes durante 1 semana. Coletar os
swabs em mesmo tubo e manter refrigerado até o envio.

*  Atencio para a possibilidade de coinfecgio com Cryptosporidium spp. em cies e gatos, e coinfecgdo com
Tritrichomonas foetus em gatos.

* A quantificagio do DNA do patégeno ¢ indicada para monitoramento infeccioso, progndstico e
avaliagdo de eficdcia terapéutica no animal infectado.

PRAZO 5 dias Uteis
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Hii} EXAME ESPECIES: v,
871 Herpesvirus felino (FHV-1) - Real Time PCR qualitativo

MATERIAL

Sinais oftalmoldgicos: Swab conjuntival ou escova citolégica com células conjuntivais (friccionar o
swab ou escova citolégica na conjuntiva palpebral inferior).

Coriza: Swab conjuntival, swab nasal, swab de orofaringe (coleta de regido de tonsilas), efusio pleural ou
pulmio (sem formol).

Abortos, desordens reprodutivas: Swab vaginal, swab prepucial, placenta, esperma ou érgios de
natimorto (sem formol).

Determinacao de status de portadores assintomaticos: Swab de orofaringe ou escova citolégica
com células de orofaringe (friccionar o swab ou escova citoldgica na regido de tonsilas).

Obs.: Enviar refrigerado. O material plastico (swab ou escova citolégica) contendo a amostra deve ser
enviado em tubo tampa vermelha ou tubo vazio e estéril, sem meios de transporte.

PRAZO

5 dias uteis

Kii} EXAME ESPECIES:
872 Herpesvirus felino (FHV-1) - Real Time PCR quantitativo

MATERIAL

Sinais oftalmolégicos: Swab conjuntival ou escova citolégica com células conjuntivais (friccionar o
swab ou escova citologica na conjuntiva palpebral inferior).

Coriza: Swab conjuntival, swab nasal, swab de orofaringe (coleta de regido de tonsilas), efusdo pleural ou
pulmio (sem formol).

Abortos, desordens reprodutivas: Swab vaginal, swab prepucial, placenta, esperma ou 6rgios de
natimorto (sem formol).

Determinacao de status de portadores assintomaticos: Swab de orofaringe ou escova citolégica
com células de orofaringe (friccionar o swab ou escova citoldgica na regido de tonsila%).

Obs.: Enviar refrigerado. O material plastico (swab ou escova citolégica) contendo a amostra deve ser
enviado em tubo tampa vermelha ou tubo vazio e estéril, sem meios de transporte.

* A quantificagio do DNA viral é indicada para monitoramento infeccioso, prognéstico e avaliagio de
eficdcia terapéutica no animal infectado.

PRAZO

5 dias uteis

Hii} EXAME ESPECIES:
483 Leishmania infantum (chagasi) - Real Time PCR qualitativo ! K 0

MATERIAL

Sangue total com EDTA, medula 6ssea com EDTA, aspirado de linfonodo, fragmento de
pele (ponta de orelha), puncao de baco.

Suspeita clinica (em ordem de indica¢do): medula 6ssea com EDTA, aspirado de linfonodo,
fragmento de pele (ponta de orelha), sangue total com EDTA.

Animal saudavel: medula éssea com EDTA (preferencialmente).
Obs.: Enviar refrigerado. A amostra deve ser coletada preferencialmente antes de iniciar o tratamento.

* O sangue ¢ a primeira amostra a se tornar negativa. As formas circulantes sio detectdveis apenas du-
rante curto intervalo de tempo.

PRAZO 5 dias uteis



BIOLOGIA MOLECULAR

CoD. EXAME ESPECIES:
680 Leishmania infantum (chagasi) - Real Time PCR quantitativo h’ h\

MATERIAL
Sangue total com EDTA, medula 6ssea com EDTA, aspirado de linfonodo, fragmento de pele
(ponta de orelha), puncao de baco.

Suspeita clinica (em ordem de indicacao): medula éssea com EDTA, aspirado de linfonodo,
fragmento de pele (ponta de orelha), sangue total com EDTA.

Animal saudavel: medula 6ssea com EDTA (preferencialmente).

Monitoramento terapéutico (em ordem de indicagao): medula éssea com EDTA, fragmento de
pele (ponta de orelha), sangue total com EDTA.

Obs.: Enviar refrigerado. A amostra deve ser coletada preferencialmente antes de iniciar o tratamento.
* O sangue é a primeira amostra a se tornar negativa. As formas circulantes sio detectdveis apenas durante
curto intervalo de tem

0.
- A aciuantiﬁczu;éio do DIBA do patégeno ¢ indicada para monitoramento infeccioso, prognéstico e
avaliagdo de eficicia terapéutica no animal infectado.

PRAZO

5 dias uteis

COD. EXAME ESPECIES:
923 Mycoplasma felis - Real Time PCR qualitativo 0

MATERIAL
Sinais oftalmolégicos: swab conjuntival

Coriza, rinosinusite, pneumonia: swab de orofaringe, swab conjuntival, swab nasal, fluido torécico,
lavado broncoalveolar ou pulmio (sem formol), de acordo com os sinais clinicos.
Status de animais assintomadticos: swab de orofaringe (coletar na regido de tonsilas.

Obs.: Enviar refrigerado. Favor submeter swabs secos (com material organico visivel no swab; favor esfregar

firmemente), sem meio de transporte, em tubo de tampa vermelha ou em tubo vazio e estéril. A coleta da
amostra deve ser realizada preferencialmente antes do inicio da antibioticoterapia.

*  Mycoplasma felis é raramente detectado em células conjuntivais de animais assintomaticos.
PRAZO

5 dias uteis

coD. EXAME ESPECIES:
994 Mycoplasma felis - Real Time PCR quantitativo h\

MATERIAL
Sinais oftalmolégicos: swab conjuntival

Coriza, rinosinusite, pneumonia: swab de orofaringe, swab conjuntival, swab nasal, fluido toricico,
lavado broncoalveolar ou pulmio (sem formol), de acordo com os sinais clinicos.

Status de animais assintomaticos: swab de orofaringe (coletar na regido de tonsilas.

Obs.: Enviar refrigerado. Favor submeter swabs secos (com material organico visivel no swab; favor esfregar

firmemente), sem meio de transporte, em tubo de tampa vermelha ou em tubo vazio e estéril. A coleta da

amostra deve ser realizada preferencialmente antes do inicio da antibioticoterapia.

*  Mycoplasma felis é raramente detectado em células conjuntivais de animais assintomaticos.

* A quantificagio do DNA do patégeno ¢é indicada para monitoramento infeccioso, prognéstico e
avzﬁiagﬁo de eficdcia terapéutica no animal infectago.

PRAZO 5 dias uteis
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Kii} EXAME ESPECIES:
547 Mycoplasma haemofelis - Real Time PCR qualitativo 5
MATERIAL

Sangue total em EDTA, medula 6ssea em EDTA, puncao de baco ou figado.
Monitoramento de eficacia terapéutica: sangue total em EDTA

Obs.: Enviar refrigerado.
PRAZO

5 dias uteis

COD. EXAME ESPECIES:
774 Mycoplasma haemofelis - Real Time PCR quantitativo 0 )
MATERIAL

Sangue total em EDTA, medula éssea em EDTA, puncao de baco ou figado.

Monitoramento de eficacia terapéutica: sangue total em EDTA

Obs.: Enviar refrigerado.
* A quantificagio do DNA do patégeno ¢ indicada para monitoramento infeccioso, prognéstico e aval-
ia¢do de eficdcia terapéutica no animal infectado.

PRAZO 5 dias uteis

COD. EXAME ESPECIES:
902 Neospora caninum - Real Time PCR qualitativo ! !E l l!

MATERIAL
Canino: LCR, fezes frescas ou swab retal.

Bovino: tecidos de fetos abortados (cérebro e coracio), liquido amniético, LCR de fetos abortados, sangue
total com EDTA (bovinos cronicamente infectados), leite ou sémen.

Obs.: Enviar refrigerado. A coleta da amostra deve ser realizada preferencialmente antes do inicio do

tratamento. Caso envie swab, este deve ser acondicionado em tubo tampa vermelha ou tubo vazio e estéril e
enviado sem adigdo de qualquer meio de transporte.

PRAZO 5 dias uteis

[}[']D EXAME ESPECIES: H
903 Neospora caninum- Real Time PCR quantitativo ! !’

MATERIAL
Canino: LCR, fezes frescas ou swab retal.

Bovino: tecidos de fetos abortados (cérebro e coragio), liquido amniético, LCR de fetos abortados, sangue
total com EDTA (bovinos cronicamente infectados), leite ou sémen.

Obs.: Enviar refrigerado. A coleta da amostra deve ser realizada preferencialmente antes do inicio do
tratamento. Caso envie swab, este deve ser acondicionado em tubo tampa vermelha ou tubo vazio e estéril e
enviado sem adi¢do de qualquer meio de transporte.

* A quantificagio dqu A do patégeno ¢ indicada para monitoramento infeccioso, prognéstico e aval-

ia¢do de eficdcia terapéutica no animal infectado.

PRAZO 5 dias tteis
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COD. EXAME ESPECIES:
925 Parvovirus canino 2 (CPV-2) - Real Time PCR qualitativo hl
MATERIAL

Fezes ou swab retal
Contaminagao ambiental: swab ambiental (local de convivio do cio com suspeita clinica).

Obs.: Enviar refrigerado. Favor submeter swab seco, sem meio de transporte, em tubo de soro ou em tubo

vazio e estéril.

*  Alguns animais podem ser apenas portadores assintomiticos.

*  Atencio para a possibilidade de coinfecgio com coronavirus canino.

*  Atengio para animais recém-vacinados: resultados positivos para presenga do DNA viral podem estar
relacionados com a cepa atenuada de CPV-2 utilizada na vacinagao.

*  Para haver maior confiabilidade da correlagdo entre diagndstico e quadro clinico, é necessirio a
quantificagdo de carga viral excretada (fezes).

PRAZO

5 dias uteis

coD. EXAME ESPECIES: ,!

926 Parvovirus canino 2 (CPV-2) - Real Time PCR quantitativo
MATERIAL

Fezes ou swab retal
Contaminacao ambiental: swab ambiental (local de convivio do cio com suspeita clinica).

Obs.: Enviar refrigerado. Favor submeter swab seco, sem meio de transporte, em tubo de soro ou em tubo vazio
e estéril.
*  Alguns animais podem ser apenas portadores assintomaticos.
*  Atengio para a possibilidade de coinfec¢do com coronavirus canino.
*  Atengdo para animais recém-vacinados: resultados positivos para presenga do DNA viral podem estar
relacionagos com a cepa atenuada de CPV-2 utilizada na vacinagio.
*  Para haver maior confiabilidade da correlagio entre diagnéstico e quadro clinico, é necessério a
uantifica¢io de carga viral excretada (fezes).
%esultado positivo (quantificagdo):
- Carga viral baixa: frequentemente observada para portador assintomatico ou detecgdo de cepa vacinal
atenuada.
- Carga viral alta: compativel com parvovirose canina.
- Carga viral média: frequentemente detectados em casos de coinfecgio com coronavirus canino ou
parvovirose canina subaguda (duragio de sinais clinicos acima de 10 dias). Eventualmente, a carga viral
media pode ser compativel com vacinagio recente com alto titulo de cepa vacinal atenuada.
* A quantificagio do DEII\IA viral também € indicada para monitoramento infeccioso, prognéstico e avaliagdo
de eficdcia terapéutica no animal infectado.

PRAZO 5 dias uteis

coD. EXAME

.. . oL ESPECIES:
Toxoplasma gondii - Real Time PCR qualitativo
733 prasmag ’ .”.""n
MATERIAL

Sinais neurolégicos: LCR ou cérebro (post morten; sem formol).

Abortamento (caes, pequenos ruminantes): swab vaginal, placenta, liquido amnidtico, tecidos fetais
(figado, bago, pulmio, coragio, intestino; sem formol).

Sinais respiratorios: lavado bronquiolar, fluido broncoalveolar, fluido torécico, pulmio (sem formol).
Sinais oftalmolégicos (uveite; comum em gatos): humor aquoso (tubo simples ou EDTA).

Febre: sangue total com EDTA.

Obs.: Enviar refrigerado. A coleta da amostra deve ser realizada preferencialmente antes do inicio do tratamen-

to. Caso envie swab, este deve ser acondicionado em tubo tampa vermelha ou tubo vazio e estéril e enviado sem
adi¢io de qualquer meio de transporte.

PRAZO 5 dias uteis
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caD.
783

caD.
927

cap.
928

EXAME ESPECIES:
Toxoplasma gondii - Real Time PCR quantitativo ! K .0} ,M

MATERIAL

Sinais neurolégicos: LCR ou cérebro (post morten; sem formol).

Abortamento (caes, pequenos ruminantes): swab vaginal, placenta, liquido amniético, tecidos
fetais (figado, baco, pulmio, coragio, intestino; sem formol).

Sinais respiratorios: lavado bronquiolar, fluido broncoalveolar, fluido toricico, pulmdo (sem formol).
Sinais oftalmoldgicos (uveite; comum em gatos): humor aquoso (tubo simples ou EDTA).
Febre: sangue total com EDTA.

Obs.: Enviar refrigerado. A coleta da amostra deve ser realizada preferencialmente antes do inicio do
tratamento. Caso envie swab, este deve ser acondicionado em tubo tampa vermelha ou tubo vazio e estéril e
enviado sem adi¢do de qualquer meio de transporte.

* A quantificagio do DNA do patégeno ¢ indicada para monitoramento infeccioso, prognéstico e

avalia¢do de eficdcia terapéutica no animal infectado.

PRAZO 5 dias uteis

EXAME ESPECIES:
Tritrichomonas foetus - Real Time PCR qualitativo

w1

MATERIAL
Felino: Fezes frescas ou swab retal

Bovino: Raspado prepucial (escarificagio da mucosa do prepucio e do pénis), lavado prepucial, swab
prepucial, swab vaginal ou sémen.

Obs.: Enviar refrigerado. As fezes ou swabs devem ser enviados em tubo estéril, sem adi¢io de meio para

transporte. A coleta da amostra deve ser realizada preferencialmente antes do inicio do tratamento.

. gomo a eliminacdo de Tritrichomonas foetus nas fezes de felinos pode ser intermitente, para evitar
resultados falso negativos, recomenda-se enviar 3 swabs retais colljetados em dias diferentes durante 1
semana. Coletar os swabs em mesmo tubo e manter refrigerado até o envio.

*  Atengio para possibilidade de coinfec¢io com Giardia.

*  Resultados positivos devem ser interpretados de acordo com os sinais clinicos e contexto

epidemiolégico. Alguns animais podem ser apenas portadores assintomaticos.

PRAZO 5 dias uteis

EXAME ESPECIES:
Tritrichomonas foetus - Real Time PCR quantitativo ! l‘

MATERIAL
Felino: Fezes frescas ou swab retal

Bovino: Raspado Frepucial (escarificagdo da mucosa do prepucio e do pénis), lavado prepucial, swab pre-
pucial, swab vaginal ou sémen.

Obs.: Enviar refrigerado. As fezes ou swabs devem ser enviados em tubo estéril, sem adi¢do de meio para

transporte. A coleta da amostra deve ser realizada preferencialmente antes do inicio do tratamento.

c gomo a eliminagdo de Tritrichomonas foetus nas fezes de felinos pode ser intermitente, para evitar
resultados falso negativos, recomenda-se enviar 3 swabs retais coletados em dias diferentes durante 1
semana. Coletar os swabs em mesmo tubo e manter refrigerado até o envio.

* A quantificagio do DNA do patégeno ¢ indicada para monitoramento infeccioso, prognéstico e
avaliagdo de eficdcia terapéutica no animal infectado.

PRAZO 5 dias uteis



BIOLOGIA MOLECULAR

coD. EXAME ESPECIES: .!

723 Virus da cinomose canina (CDV) - Real Time PCR qualitativo

MATERIAL

Sinais clinicos multissistémicos (sinais respiratérios, gastrointestinais, oftalmolégicos,
neuroloégicos e outros): swab conjuntival, swab nasal, swab de orofaringe, fezes, swab retal, sangue total
com EDTA, urina, soro, plasma, LCR (quadro neurolégico), de acordo com os sinais clinicos.

Sinais clinicos neurolégicos (sem sinais clinicos multissistémicos): urina ou LCR.

Obs.: Enviar refrigerado. Favor submeter swabs secos (com material organico visivel no swab; favor esfregar

firmemente), sem meio de transporte, em tubo de tampa vermelha ou em tubo vazio e estéril.

*  Na cinomose canina, o quadro neurolégico pode ser dividido em agudo ou cronico. O RNA viral pode
estar ausente no LCR durante o quadro neuroldgico cronico. Em contrapartida, o virus é eliminado na
urina por longos periodos.

PRAZO 5 dias uteis

coD. EXAME ESPECIES: H

772 Virus da cinomose canina (CDV) - Real Time PCR quantitativo
MATERIAL

Sinais clinicos multissistémicos (sinais respiratorios, gastrointestinais, oftalmolégicos,
neurolc}lgicos e outros): swab conjuntival, swab nasal, swab de orofaringe, fezes, swab retal, sangue total
com EDTA, urina, soro, plasma, LCR (quadro neurolégico), de acordo com os sinais clinicos.

Sinais clinicos neuroldgicos (sem sinais clinicos multissistémicos): urina ou LCR.

Obs: Enviar refrigerado. Favor submeter swabs secos (com material organico visivel no swab; favor esfregar

firmemente), sem meio de transporte, em tubo de tampa vermelha ou em tubo vazio e estéril.

*  Na cinomose canina, o quadro neurolégico pode ser dividido em agudo ou cronico. O RNA viral pode
estar ausente no LCR durante o quadro neuroldgico cronico. Em contrapartida, o virus é eliminado na
urina por longos periodos.

*  Cies com histérico de vacinagio de até 4 semanas: recomenda-se proceder com a quantificagio de
carga viral em animais com sinais clinicos sugestivos de cinomose canina. Interpretagio de valores:-

- %’irus vacinal - abaixo de 105.000 moléculas de RNA viral (total por amostra): carga viral baixa,

dentro do limite compreendido por interferéncia do virus vacinal.

- Indeterminado — entre 105.000 e 1 milhdo moléculas de RNA viral (total por amostra): nio hd
discriminagdo confidvel entre as variantes vacinal e selvagem (infecciosa).

- Virus selvagem (quadro infeccioso) — acima de 1 milhdo moléculas de RNA viral (total por
amostra): carga viral elevada, bem acima dos limites de interferéncia do virus vacinal.

* A quantificagio do RNA viral é indicada para monitoramento infeccioso, prognéstico e avaliagdo de
eficdcia terapéutica no animal infectado.

PRAZO 5 dias uteis

COD. EXAME ESPECIES:
816 Virus da imunodeficiéncia felina (FIV) - Real Time PCR qualitativo m
MATERIAL

Sangue total em EDTA

Lesdes bucais (estomatite, gengivite e outras): swab de orofaringe +/ou sangue total em EDTA.
Desordens neurolégicas: LCR +/ou sangue total em EDTA.

Doenca ocular (uveite): humor aquoso +/ou sangue total em EDTA.

Obs.: Enviar refrigerado. Favor submeter swabs secos, sem meio de transporte, em tubo de soro ou em tubo

vazio e estéril.

*  Para os quadros clinicos que especificam mais de uma amostra para o mesmo exame, enviar em tubos
separados ¢ inserir na requisi¢io: Cédigo do exame + Pool + N° amostras (tipos).

*  Adetecgio do RNA vir;]l reflete necessariamente replicacio do virus e estigio infeccioso ativo. Estdgio
de infec¢ido assintomitica pode apresentar auséncia de RNA viral. Para diagnéstico definitivo, consi§—
ere a detecgio de DNA proviral.

*  Devido a possibilidade (ﬂ: coinfecgdo com FellV, ¢ importante também investigar a presenga desse
outro agente viral.

PRAZO 5 dias uteis



BIOLOGIA MOLECULAR VETScience

COD EXAME ESPECIES:
820 Virus da imunodeficiéncia felina (FIV) — Real Time PCR quantitativo

MATERIAL

Sangue total em EDTA

Lesoes bucais (estomatite, gengivite e outras): swab de orofaringe +/ou sangue total em EDTA.
Desordens neuroldgicas: LCR +/ou sangue total em EDTA.

Doenca ocular (uveite): humor aquoso +/ou sangue total em EDTA.

Obs.: Enviar refrigerado. Favor submeter swabs secos, sem meio de transporte, em tubo de soro ou em tubo

vazio e estéril.

*  Para os quadros clinicos que especificam mais de uma amostra para o mesmo exame, enviar em tubos
separados e inserir na requisi¢do: Cédigo do exame + Pool + N° amostras (tipos).

* A quantifica¢io de virus circulante (RNA viral) é um parametro util para avaliagio da progressio da
doenga e ¢ diretamente relacionado com grau de severidade clinica.

*  Além de monitoramento infeccioso e progndstico, a quantificagio de RNA viral permite também
avaliagdo de eficdcia terapéutica no animal infectado.

*  Devido a possibilidade dlsz coinfec¢do com FellV, ¢ importante também investigar a presenca desse

outro agente viral.

PRAZO 5 dias uteis

coD EXAME ESPECIES:

894 Virus da imunodeficiéncia felina (FIV) - DNA PROVIRAL - Real Time PCR qualitativo .
MATERIAL
Sangue total em EDTA

Obs.: Enviar refrigerado.

* A deteccio do DNA proviral (genoma viral integrado no genoma do felino infectado) pode indicar
animal com infec¢do ativa ou assintomatico persistentemente infectado.

*  Devido a possibilidade de coinfec¢do com FellV, é importante também investigar a presenca desse
outro agente viral.

PRAZO 5 dias uteis

coD EXAME ESPECIES:
929 Virus da imunodeficiéncia felina (FIV) - DNA PROVIRAL - Real Time PCR quantitativo 0
MATERIAL

Sangue total em EDTA

Obs.: Enviar refrigerado.

* A detec¢io do DNA proviral (genoma viral integrado no genoma do felino infectado) pode indicar
animal com infec¢do ativa ou assintomadtico persistentemente infectado.

* A quantificagio do DNA proviral ¢ indicada para monitoramento infeccioso e avaliagio de eficicia
terapéutica no animal infectado.

* O prognéstico clinico e eficdcia terapéutica sio melhor averiguados pela quantificagdo do RNA viral.

*  Devido a possibilidade de coinfec¢io com FeLlV, é importante também investigar a presenca desse
outro agente viral.

PRAZO 5 dias uteis
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COD. EXAME ESPECIES:
723 Virus da leucemia felina (FeLV) - Real Time PCR qualitativo 0

MATERIAL

Sangue total em EDTA

Lesoes bucais (estomatite, gengivite e outras): swab de orofaringe +/ou sangue total em EDTA.
Desordens neurolégicas: LCR +/ou sangue total em EDTA.

Doenca ocular (uveite): humor aquoso +/ou sangue total em EDTA.

Neoplasia: biépsia de tumor, 6rgios ou linfonodos (sem formol).

Obs.: Enviar refrigerado. Favor submeter swabs secos, sem meio de transporte, em tubo de soro ou em tubo

vazio e estéril.

*  Para os quadros clinicos que especificam mais de uma amostra para o mesmo exame, enviar em tubos
separados e inserir na requisicdo: Cédigo do exame + Pool + N° amostras (tipos).

*  Adeteccio do RNA viral reflete necessariamente replicagio do virus e estdgio infeccioso ativo.
Estagios de infeccdo regressiva e abortiva apresentam auséncia de RNA viral. Para diagnéstico
definitivo, considere a fetecgio de DNA proviral.

*  Devido a possibilidade de coinfec¢io com FIV, é importante também investigar a presenca desse outro
agente viral.

PRAZO 5 dias Uteis

Hii} EXAME ESPECIES: v,
821 Virus da leucemia felina (FeLV) - Real Time PCR quantitativo
MATERIAL

Sangue total em EDTA

Lesodes bucais (estomatite, gengivite e outras): swab de orofaringe +/ou sangue total em EDTA.
Desordens neuroldgicas: LCR +/ou sangue total em EDTA.

Doencga ocular (uveite): humor aquoso +/ou sangue total em EDTA.

Neoplasia: biépsia de tumor, 6rgios ou linfonodos (sem formol).

Obs.: Enviar refrigerado. Favor submeter swabs secos, sem meio de transporte, em tubo de soro ou em tubo

vazio e estéril.

*  Para os quadros clinicos que especificam mais de uma amostra para o mesmo exame, enviar em tubos
separados e inserir na requisi¢do: Cédigo do exame + Pool + N° amostras (tipos).

* A quantifica¢io de virus circulante (RNA viral) é um parametro util para avaliagio da progressio da
doenga e ¢ diretamente relacionado com grau de severidade clinica.

*  Além de monitoramento infeccioso e progndstico, a quantificagdo de RNA viral permite também
avalia¢do de eficdcia terapéutica no animal infectado.

0 DevidC(o a possibilidade de coinfecgio com FIV, é importante também investigar a presenca desse outro
agente viral.

PRAZO 5 dias uteis

COD. EXAME ESPECIES:
893 Virus da leucemia felina (FeLV) - DNA PROVIRAL - Real Time PCR qualitativo L0 )
MATERIAL

Sangue total em EDTA

Obs.: Enviar refrigerado.

* A detec¢io do DNA proviral (genoma viral integrado no genoma do felino infectado) pode indicar
animal com infec¢do ativa ou assintomdtico persistentemente infectado.

*  Devido a possibilidade de coinfec¢do com FFV, ¢ importante também investigar a presenca desse outro

agente viral.

PRAZO 5 dias uteis
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Hii} EXAME ESPECIES: v,
930 Virus da leucemia felina (FeLV) - DNA PROVIRAL - Real Time PCR quantitativo
MATERIAL

Sangue total em EDTA

Obs.: Enviar refrigerado.

* A detecgio do DNA proviral (genoma viral integrado no genoma do felino infectado) pode indicar
animal com infecgdo ativa ou assintomdtico persistentemente infectado.

* A quantificagio do DNA proviral é indicada para monitoramento infeccioso e avaliagio de eficicia
terapéutica no animal infectado.

* O progndstico clinico e eficicia terapéutica sio melhor averiguados pela quantificagio do RNA viral.

*  Devido a possibilidade de coinfec¢do com FIV, é importante também investigar a presenca desse outro
agente viral.

PRAZO 5 dias uteis

COD. EXAME ESPECIES:
931 Virus da panleucopenia felina (FPV; parvovirus felino) L0 )

Real Time PCR qualitativo
MATERIAL

Fezes ou swab retal
Desordens neuroldgicas (filhotes): LCR ou tecido encefilico (sem formol).
Contaminagao ambiental: swab ambiental (local de convivio do felino com suspeita clinica).

Obs.: Enviar refrigerado. Favor submeter swab seco, sem meio de transporte, em tubo de soro ou em tubo

vazio e estéril.

*  Alguns gatos (especialmente filhotes e animais de gatis ou abrigos de animais) podem ser portadores
assintomiticos do FPV (parvovirus felino).

*  Atengio para animais recém-vacinados: resultados positivos para presenga do DNA viral podem estar
relacionados com a cepa atenuada de FPV utilizada na vacinagio.

*  Para haver maior confiabilidade da correlagio entre diagnéstico e quadro clinico, é necessdrio a
quantificagdo de carga viral excretada (fezes).

PRAZO 5 dias Uteis

coD. EXAME ESPECIES:
932 Virus da panleucopenia felina (FPV; parvovirus felino) - Real Time PCR quantitativo o)
MATERIAL

Fezes ou swab retal
Desordens neuroldgicas (filhotes): LCR ou tecido encefilico (sem formol).
Contaminacao ambiental: swab ambiental (local de convivio do felino com suspeita clinica).

Obs.: Enviar refrigerado. Favor submeter swab seco, sem meio de transporte, em tubo de soro ou em tubo

vazio e estéril.

*  Alguns gatos (especialmente filhotes e animais de gatis ou abrigos de animais) podem ser portadores
assintomiéticos do FPV (parvovirus felino).

*  Atengio para animais recém-vacinados: resultados positivos para presenga do DNA viral podem estar
relacionados com a cepa atenuada de FPV utilizada na vacinagio.

*  Para haver maior confiabilidade da correlagio entre diagndstico e quadro clinico, é necessdrio a quanti-
ficagdo de carga viral excretada (fezes).

*  Resultado positivo (quantificagio):

* - Carga viral baixa: frequentemente observada para portador assintomadtico ou detecgio de cepa
vacinal atenuada.

* - Cargaviral alta: compativel com panleucopenia felina.

e - Carga viral média: panleucopenia felina subaguda ou cronica (evolugio clinica acima de 10-15

dias) ou portadores assintomaticos em ambiente altamente contaminado (abrigos de animais). Carga
viral media ¢é raramente observada em animais assintomdticos que foram recentemente vacinados.

* A quantificagio do DNA viral também ¢ indicada para monitoramento infeccioso, progndstico e aval-
ia¢do de eficdcia terapéutica no animal infectado.

PRAZO 5 dias uteis
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BIOLOGIA MOLECULAR

EXAME ESPECIES:
Circovirus canino (CanineCV) - Real Time PCR qualitativo

MATERIAL

Fezes frescas, swab retal ou sangue total em EDTA.

Obs.: Enviar refrigerado. Caso envie swab, este deve ser acondicionado em tubo tampa vermelha ou tubo
vazio e estéril e enviado sem adi¢do de qualquer meio de transporte.

. A detecgio do DNA de circovirus canino pode ocorrer tanto em cées doentes quanto em
subclinicos saudaveis. A Real Time PCR do soro nio diferencia, em termos de prevaléncia, animais
subclinicos saudéveis de doentes para a infecgdo viral.

. Por outro lado, quando diagnosticado a partir de fezes frescas ou swab retal, a presenga do DNA
viral ¢ mais frequentemente relacionada com o quadro patolégico causado pelo circovirus canino.

PRAZOD

8 dias uteis

EXAME ESPECIES:
Cryptosporidium spp. - Real Time PCR qualitativo ! !E 0 )

MATERIAL

Fezes frescas ou swab retal

Obs.: Enviar refrigerado. As fezes ou swabs devem ser enviados em tubo estéril, sem adi¢io de meio para

transporte. A coleta da amostra deve ser realizada preferencialmente antes do inicio do tratamento.

*  Como a eliminagido de Cryptosporidium spp. nas fezes pode ser intermitente, para evitar resultados
falso negativos, recomenda-se enviar 3 swabs retais coletados em dias diferentes durante 1 semana.
Coletar os swabs em mesmo tubo e manter refrigerado até o envio.

*  Atencido para a possibilidade de coinfec¢io com Giardia em cdes e gatos, e coinfecgio com
Tritrichomonas foetus em gatos.

*  Resultados positivos devem ser interpretados de acordo com os sinais clinicos e contexto
epidemioldgico. Alguns animais podem ser apenas portadores assintomaticos.

PRAZO

8 dias uteis

EXAME ESPECIES: 1
Herpesvirus canino 1 (CHV-1) - Real Time PCR qualitativo

MATERIAL

Sangue total em EDTA

Doenca ocular: swab conjuntival

Doenca do trato respiratério superior: swab nasofaringeal
Transtornos reprodutivos: swab vaginal/prepucial ou sémen
Abortamentos ou natimortos: tecido de feto abortado congelado

Obs.: Enviar refrigerado. Caso envie swab, este deve ser acondicionado em tubo tampa vermelha ou tubo

vazio e estéril e enviado sem adi¢io de qualquer meio de transporte.

* A Real Time PCR é recomendada para detecgio direta do patégeno nos quadros de infecgio produtiva
viral. Para animais com infec¢do latente ou subclinica, indica-se associagdo de um método sorolégico
para pesquisa de anticorpos (detec¢io 3-4 semanas pos-infecgio).

PRAZO

8 dias uteis
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Hii} EXAME ESPECIES: H
896 Adenovirus canino 2 (CAV-2) - Real Time PCR qualitativo

MATERIAL

Sinais respiratoérios: swab nasal, swab de faringe, swab conjuntival, biépsia de tecido hepitico ou
sangue total em EDTA.

Sinais entéricos: fezes frescas, swab retal, biopsia de tecido hepitico ou sangue total em EDTA.

Obs.: Enviar refrigerado. Favor submeter swabs secos, sem meio de transporte, em tubo de soro ou em tubo
vazio e estéril.

PRAZO

8 dias uteis

Kii} EXAME ESPECIES:
895 Brucella spp. - Real Time PCR qualitativo ! ’\

MATERIAL
Sangue total em EDTA, esperma, swab vaginal, swab prepucial ou medula éssea.

Abortamentos: também podem ser enviados secrecio vaginal, tecidos fetais (coragio, bago, rim, pulmio,
intestino, figado ou linfonodos) ou placenta. Os tecidos devem ser enviados em tubo vazio e estéril, sem
adi¢do de formol.

Obs.: Enviar refrigerado. Favor submeter swabs secos, sem meio de transporte, em tubo de soro ou em tubo
vazio e estéril.

PRAZO

8 dias uteis
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TESTES GENETICOS - SEQUENCIAMENTO GENETICO YW\

COD. EXAME
BOVGG . :
Glicogenose Generalizada - Doenca de Pompe E7 (GG)
MATERIAL
Sangue total em EDTA refrigerado ou pelo com bulbo piloso (50 bulbos).
PRAZO 15 dias uteis
COD.

BOVE13  EXAVE

Glicogenose Generalizada - Doenca de Pompe E13 (GG)

MATERIAL
Sangue total em EDTA refrigerado ou pelo com bulbo piloso (50 bulbos).

PRAZ0O 15 dias uteis

CoD. EXAME
BOVMIAS . o -~
Sindrome Miasténica Congénita
MATERIAL
Sangue total em EDTA refrigerado ou pelo com bulbo piloso (50 bulbos).
PRAZO 15 dias uteis
COD.

BOVPAIN  EXAVE

Painel Doencas Genéticas de Bovinos - mesmo animal
Glicogenose Generalizada — Doenga de Pompe E7 (GG), Glicogenose Generalizada — Doenga de Pompe
E13 (GG), Sindrome Miasténica Congénita

MATERIAL
Sangue total em EDTA refrigerado ou pelo com bulbo piloso (50 bulbos).

PRAZ0 15 dias uteis
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TESTES GENETICOS - SEQUENCIAMENTO GENETICO

coD. EXAME
881 Astenia Regional Dérmica Hereditaria Equina
MATERIAL

Sangue total em EDTA refrigerado ou pelo com bulbo piloso (50 bulbos).

PRAZ0 15 dias uteis

CoD. EXAME
882 Sindrome Letal do Overo Branco
MATERIAL

Sangue total em EDTA refrigerado ou pelo com bulbo piloso (50 bulbos).
FRAZO 15 dias uteis

cOD. EXAME
883 Miopatia por Acimulo de Polissacarideo |
MATERIAL

Sangue total em EDTA refrigerado ou pelo com bulbo piloso (50 bulbos).

PRAZ0 15 dias uteis

COD. EXAME
884 Paralisia Periodica Hipercalémica
MATERIAL

Sangue total em EDTA refrigerado ou pelo com bulbo piloso (50 bulbos).
PRAZO 15 dias uteis

coD. EXAME
885 Hipertermia Maligna
MATERIAL

Sangue total em EDTA refrigerado ou pelo com bulbo piloso (50 bulbos).

PRAZO 15 dias uteis

cOD. EXAME

886 Painel Doencas Genéticas de Equinos - mesmo animal
Miopatia por Actimulo de Polissacarideo 1, Paralisia Periédica Hipercalcémica, Hipertermia Maligna

MATERIAL
Sangue total em EDTA refrigerado ou pelo com bulbo piloso (50 bulbos).

PRAZ0 15 dias uteis
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TESTES GENETICOS - SEQUENCIAMENTO GENETICO ”

coD. EXAME
BOLALB Albinismo em Bufalos
MATERIAL

Sangue total em EDTA refrigerado.

PRAZO 15 dias uteis

TESTES GENETICOS - SEQUENCIAMENTO GENETICO ”

caD. EXAME
BOVDERM Dermatosparaxis em White Dorper

MATERIAL
Sangue total em EDTA refrigerado.

PRAZO 15 dias uteis

cOD. EXAME

BOVMICRO Microftalmia Herediaria em Ovinos Texel

MATERIAL
Sangue total em EDTA refrigerado.

PRAZO 15 dias uteis

TESTES GENETICOS - SEQUENCIAMENTO GENETICO

CoD. EXAME
887 Resisténcia a drogas - MDR1
MATERIAL

Sangue total em EDTA refrigerado.
PRAZO 15 dias ateis
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TESTES GENETICOS - SEQUENCIAMENTO GENETICO

CcOD. EXAME
888 Atrofia Retiniana Progressiva
MATERIAL

Sangue total em EDTA refrigerado.

PRAZO 15 dias uteis

Hili} EXAME
889 Colapso Induzido por Exercicio
MATERIAL

Sangue total em EDTA refrigerado.
PRAZO 15 dias uteis

CcOD. EXAME

890 Painel Doencas Genéticas Caninas - mesmo animal
Atrofia Retiniana Progressiva, Colapso Induzido por Exercicio

MATERIAL
Sangue total em EDTA refrigerado.

PRAZO 15 dias uteis

TESTES GENETICOS - SEQUENCIAMENTO GENETICO

cOD. EXAME
891 Doenca do Rim Policistico em Felinos - PDK1
MATERIAL

Sangue total em EDTA refrigerado.
PRAZO 15 dias uteis

coD. EXAME
890 Cardiomiopatia Hipertrofica Felina
MATERIAL

Sangue total em EDTA refrigerado.

PRAZO 15 dias uteis
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