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Aplicacao da metodologia de coleta do fluido oral em suinos mesticos
[Application of the methodology for collecting the oral fluid in crossbred pigs]
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Resumo

O levantamento de diferentes patdgenos em rebanhos de suinos é dificultado pelo alto custo, exigéncias e estresse
dos métodos de coleta de sangue. Em busca de harmonizar agdes efetivas na area de bem-estar animal e,
principalmente, minimizar o estresse no rebanho, a coleta de fluido oral de suinos foi avaliada. Neste estudo,
amostras de fluido oral foram colhidas de 38 suinos mesticos de ambos os sexos nas diferentes faixas etérias do ciclo
de producédo. A viabilidade de implantacdo da coleta de fluido oral foi avaliada pelo tempo para coleta, volume,
qualidade das amostras e comportamento do animal. Nas faixas etérias de cinco a 24 semanas, todos o0s suinos foram
atraidos para a mastigacdo das cordas de algoddo sem a necessidade de indugdo de estimulos quimicos. O tempo
médio para coleta foi de cinco minutos. As amostras de obtidas atenderam aos parametros de transparéncia,
translucidez e turbidez. De uma maneira geral, a coleta de fluido oral em suinos foi considerada eficaz pela facilidade
de execucdo tanto na coleta e na manipulagdo, bem como pelos animais por ser indolor e ndo invasivo, ndo gerar
estresse aparente e permitir a obtengdo de um grande nimero de amostras.
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Abstract

Currently pathogens surveillance in swine herds is constrained by the cost-effectiveness, efficiency and stress of
blood collection methods. The oral fluid collection from pigs was evaluated aiming to decrease the stress caused by
the collection of samples for laboratory diagnosis and looking for harmonization the effective actions in animal
welfare. In this study, oral fluid samples were collected from 38 crossbred pigs, females and males, at different age
range of production cycle. The colleting time spending, volume and quality of samples and animal behavior were
applying for oral fluid sampling feasibility valuation. All pigs from five to 24 weeks age range were attracted to the
chewing of cotton ropes without inducing chemical stimuli in time average of five minutes. The oral fluid sampling
reaching the parameters level of transparency, translucency and turbidity. Overall, the oral fluid sampling was
considered effective either by easily to get the samples as by lab handling moreover the painless and noninvasive for
pigs avoid stress and allowed obtaining a large number of samples.
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Introducéo

O moderno sistema de producédo de
suinos (SPS) exige um controle sanitario
rigoroso, regular e ininterrupto. Essas
exigéncias  refletem  diretamente  nos
métodos de monitoramento do plantel que
demandam a coleta de amostras individuais
de sangue (STRAW et al., 2007). O método
tradicional de coleta de sangue, além de
exigir um investimento no treinamento
especifico dos técnicos e em equipamentos
especiais, inexoravelmente, gera prejuizos
na propria coleta e qualidade das amostras
obtidas devido ao estresse provocado aos
animais submetidos a préatica (ISAKI et al.,
1973; BARBOSA, 2005; PRICKETT et al.,
2008; KITTAWORNAT et al., 2010).

Contudo, 0 diagnéstico
imunoldgico de doencas infecciosas se
baseia, preferencialmente, na analise dos
produtos sanguineos que torna inevitavel a
coleta de sangue e consequentemente seus
percalcos. 1sso é evidenciado pelo grande
no numero de Kkits de diagndsticos
disponiveis comercialmente para analise de
anticorpos e antigenos obtidos pelo
processamento de amostras sanguineas
(KITTAWORNRAT et al., 2012).

O estresse em animais pode ser
identificado por alteracGes fisioldgicas que
afetam a salde e produtividade do rebanho.
As prerrogativas que visam o bem-estar de
animais buscam, prioritariamente, 0S meios
para reduzir ou remover a situacdo de
estresse e/ou 0 agente estressor. Nesse
sentido, a coleta do fluido oral atende
diretamente ao desafio de minimizar o
estresse dos animais quanto & obtencdo de
amostras clinicas ndo invasivas e indolores
para suprir a demanda crescente de
diagndsticos laboratoriais. Essa tendéncia
tem possibilitado o desenvolvimento dos
métodos de coleta do fluido oral em vérias
espécies de animais (MANDEL, 1990;
PRICKETT e ZIMMERMAN, 2010).

Segundo Atkinson et al. (1993), o
fluido oral (FO) é definido como um
liquido incolor e viscoso presente na
cavidade oral, resultante da combinagéo

entre a saliva e o soro transudado e que
pode ser coletado por uma dispositivo de
absorcdo. A saliva é secretada por trés
glandulas  principais a parftida, a
submandibular e a sublingual, além de
outras menores, localizadas na superficie
dos l&bios, lingua, palato, bochecha e
faringea (HUMPHREY, 2001). O soro
transudado tem origem nos capilares da
mucosa oral e nos tecidos gengivais
(DELIMA et al. 2000; MCKIE, 2002).

Prickett e Zimmerman (2010)
demonstraram a eficacia da aplicagdo do
método das cordas de algoddo para
obtencdo do fluido oral dos suinos, bem
como as técnicas de diagndésticos a base do
fluido oral. Além do diagnéstico de doencas
infecciosas, o fluido oral dos suinos vem
sendo usado para avaliar e quantificar o
horménio cortisol em diferentes condicGes
de alojamentos e de transporte (DALLA
COSTA etal., 2008; BAPTISTA, 2012).

Os registros na literatura revelam
que o fluido oral do suino é rico em
anticorpos e possivel substituto do sangue
em testes de diagnosticos (MALUMUD e
RODRIGUEZ-CHAVEZ, 1992;
STRECKFUS et al., 2002;
KITTAWORNRAT et al., 2010). Amostras
de fluido oral ja foram investigadas para
triagem de anticorpos e patdgenos de suinos
como virus da Sindrome respiratdria
reprodutiva suina (KITTAWORNRAT et
al., 2012), Circovirose suina (PRICKETT et
al.,, 2008), Virus da Influenza Suina,
(DETMER et al., 2011; SCHAEFER et al.,
2013), Pleuropneumonia suina (COSTA et
al., 2012), e Erisipela suina (GIMENEZ-
LIROLA et al., 2013).

O desenvolvimento de testes
confidveis que utilize o fluido oral como
amostra clinica é fundamental para a
suinocultura. Trata-se de uma ferramenta
valiosa que pode ser aplicada para
monitorar o estado sanitario do rebanho,
avaliar a progressdo da doenca, bem como a
eficiéncia dos programas vacinais. Neste
trabalho, o método das cordas de algodao
para a coleta do fluido oral em suinos em
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diferentes faixas etarias foi avaliado em
termos de viabilidade de implantacdo do
método, tempo de coleta, volume, qualidade
de amostras e comportamento do animal.

Materiais e Métodos

O experimento foi realizado na
Estacdo de Pesquisa de Carpina da
Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE). Foram utilizados 38 suinos
mesticos (cruzamento comercial), de ambos
0s sexos, em cada fase de producdo,
definidas por idades e expressas em
semanas (uma a quatro; cinco a seis; sete a
13; 14 a 22 e >24 semanas). Os animais
estavam alojados em baias coletivas e
individuais.

A escolha do material para
obtencdo do fluido oral foi feita de acordo
com a metodologia descrita por Prickett et
al. (2008) com modificagbes. Para a

viabilidade do método, foram adotados os
seguintes critérios: capacidade de absorcéo
do material, facilidade no preparo,
praticidade na utilizagdo do material e
disponibilidade no mercado.

Foram avaliadas diferentes cordas
de algoddo com 3cm e 5¢cm de didmetro
(Figura 1A). As cordas foram posicionadas
pelo operador dentro das baias individuais e
coletivas, proxima dos animais na altura do
dorso (Figura 1B). Apds o periodo de
mastigacdo de 2, 5 e 10 minutos, a
recuperacdo da amostra foi feita da seguinte
forma: as cordas umedecidas pelo fluido
oral foram colocadas individualmente em
sacos plasticos, sendo o liquido extraido por
compressdo da extremidade Umida da corda
dentro do préprio saco plastico (FiguralC).
A parte inferior do canto do saco plastico
foi cortada e o fluido drenado para um tubo
de ensaio (FiguralD).

Figura 1. A) Cordas de algoddo com 5cm de diémetro, utilizada no estudo. B) Animal mastigando a

corda posicionada na altura do dorso. C) Extracdo do fluido oral da corda para o saco
pléstico. D) Drenagem do fluido do saco para um tubo de ensaio.

Durante o fornecimento das cordas
0 comportamento dos animais  foi
observado de forma direta, por um Unico
observador pelo método ad libitum (DEL-
CLARO, 2004) e registrado por fotos,
videos e anotacbes em planilhas. As
variaveis comportamentais avaliadas foram
agitacéo, agressividade, prostracao,
interesse, atracdo e indiferenca pela corda.

Os parametros de avaliacdo da
qualidade da amostra foram transparéncia e
turbidez. As amostras foram encaminhadas
ao laboratério acondicionadas em caixa de
isopor sobre refrigeracdo. No laboratério a
amostra foi clarificada por centrifugacdo a
1.500 rpm por 3 min e estocada em
aliquotas de 1mL a temperatura de -20°C
até a realizagdo das analises.

Medicina Veterinaria, Recife, v.7, n.3, p.32-38, 2013



Barbosa et al., Aplicacdo da metodologia de coleta do fluido oral em SUINOS MESTICOS......ciiiiiiriiiiiiriieiiireireirinas 35

Resultados e Discussao

A aplicacdo do método das cordas
de algod&o para a coleta do fluido oral nos
suinos, nas diferentes fases de produc&o, foi
realizada com sucesso. O método das
cordas de algoddo representa diversas
vantagens sobre a forma de obtencéo das
amostras tradicionais como 0 sangue.
Dentre elas o método ndo é invasivo, maior
seguranca para o animal e o operador, reduz
0 tempo de trabalho, baixo custo, além
disso, ndo requer treinamento especifico e
equipamentos especiais para a coleta
(PRICKETT et al., 2008;
KITTAWORNAT et al, 2012). Em
contrapartida, a coleta de sangue por
puncdo venosa ou no seio orbital causa um
enorme desconforto e risco ao animal e ao
operador (BARBOSA, 2005)

O material de eleicio para o0
preparo das cordas foi o algoddo que,
diferente de outros materiais,
especialmente, os sintéticos possuem alta
capacidade de absorcdo. A literatura cita o
uso de diferentes dispositivos para coleta do
fluido oral como haste com extremidade de
algodéo e almofadas de algoddo
(CHALOUPKOVA et al., 2007; DALLA
COSTA et al., 2008; HILLMANN et al.,
2008). Os resultados mostraram que a corda
com maior diametro (~5 cm) apresentou-se
mais adequada para a coleta do fluido oral,
sendo possivel a recuperacdo da amostra
um volume igual ou superior a 3mL.

O comprimento das cordas foi
definido de acordo com a distancia entre o
operador e o animal. Neste experimento, 0
comprimento de 50 cm foi suficiente para
coletar o fluido oral nas diferentes
instalagbes (baias individuais e coletivas).
Recomenda-se que adaptacGes sejam feitas
de acordo com a necessidade do estudo,
bem como o espago disponivel entre o
operador e 0 animal.

Para fixar a corda & mado do
operador foi necessério realizar um no
simples na extremidade anterior a corda e
proximal ao operador (FiguralA). Essa
estratégia foi decorrente dos animais

tenderem a puxar a corda durante a
mastigacéao.

O tempo de escolha para a
exposicdo das cordas aos animais foi de 5
min. Nos protocolos de técnicas
moleculares (SAMBROOK e RUSSEL,
1988) e imunoenzimaticas
(KITTAWORNRAT et al., 2012), bem
como a recuperacdo de patdbgenos, 0
volume de 3ml de amostra é suficiente para
realizar andlises laboratoriais e manter
amostra para as contraprovas (BARBOSA,
2005).

A coleta do fluido oral em animais
alojados em baias individuais e coletivas
teve 100% de aceitagdo. O suino é um
animal de conhecida curiosidade e natureza
exploratoria, essa caracteristica favorece o
interesse do mesmo em se aproximar e
mastigar a corda (GRANDIN e JOHNSON,
2010). Além disso, é comum nos atuais
SPS encontrar alojamentos sem material
para exploracdo (cama, serragem, feno) e
enriquecimento ambiental, o que vem a
facilitar o interesse do animal em mastigar a
corda.

Na avaliagdo  comportamental
verificou-se que 100% dos animais
mostraram-se atraidos pela corda de
algoddo. O experimento ndo utilizou
estratégias adicionais para incentivar o
animal & mastigacdo das cordas tais como
estimulos gustativos, olfativos e diferentes
cores das cordas, 0 que poderia onerar 0
procedimento de coleta e interferir na
qualidade do fluido coletado.

Os animais foram naturalmente
atraidos pelas cordas, enguanto um
operador previamente treinado a segurava.
Verificou-se o interesse dos animais em
relacdo a corda, bem como a aceitacdo e a
realizacdo da mastigacdo em diferentes
fases de producéo, alojamento, com ou sem
alimento disponivel e aglomeracdo dos
animais.

Nas baias coletivas todos o0s
animais mostraram-se interessados pela
corda, havendo competicdo para mordé-la.
Para as coletas de fluido oral em baias com
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grande populacdo de animais e que visam
um material que represente a coletividade é
necessario que se estabelecam diferentes
pontos de coleta. Esse pontos devem ser
planejados para gue todos os animais de um
determinado local possam ter acesso a
corda e mastiga-la. Além disso, a
distribuicdo das cordas em diferentes locais
diminui a competicdo entre 0s animais.

As observacbes revelaram que
somente 0s animais muito jovens, na faixa
etdria de um a quatro semanas de vida, ndo
aceitaram a corda. No momento da
exposicdo da mesma, 0s animais se
mantiveram aglomerados em um canto baia,
evitando o contato com a corda. Acredita-se
gue 0s animais apresentaram medo em
relacdo a corda pelo fato da mesma ser um
objeto desconhecido ou mesmo pela
presenca do operador no momento da
coleta. Os autores O Connor et al. (2010)
relataram que mesmo apds um periodo de
adaptacdo de sete dias com o material de
coleta, ndo foi possivel coletar um volume
de material suficiente para a realizacdo do
teste de cortisol salivar em suinos com
guatro semanas de idade.

De acordo com as observacdes
comportamentais, 0s animais tanto em baias
individuais, quanto em baias coletivas
foram receptivos em relacdo a corda. A
alimentagdo ad libitum ndo altera o
interesse do animal em relacdo a corda. No
entanto, o fluido oral podera sofrer
alteracdo na coloragdo caso o animal se
alimente momentos antes da coleta.
Recomenda-se que para o diagndstico
laboratorial, tendo o fluido oral como
matriz, deve-se evitar 0 arragoamento nos
momentos que antecedem a coleta, sob
risco de alterar o resultado. Esses cuidados
s&o corroborados com as recomendacdes do
fabricante Kit SALIMETRICS usado para
detectar e quantificar o cortisol salivar em
humanos (SALIMESTRICS, 2013).

Apo6s o periodo de exposi¢do das
cordas aos animais, o liquido extraido foi
avaliado macroscopicamente (Figuras 2A e
2B). Foi verificada a transparéncia do
fluido, bem como a auséncia de residuos. A
auséncia de residuos, provavelmente, pode
estar associada a estratégia estabelecida
para a coleta do fluido oral cerca de 1 hora
antes do arragoamento.

Figura 2. A) Fluido oral extraido das cordas de algoaddo ap6s a mastigacdo pleos animais. B) Fluido
oral drenado para o tubo de ensaio. Notar a auséncia de residuos.
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Conclusao

A utilizacdo do método das cordas
de algod&o é recomendada para a coleta do
fluido oral em suinos em decorréncia da
simplicidade, seguranca e de promover o
bem-estar do animal. Além disso, 0 método
garante a obtencdo de amostras em
guantidade e qualidade nas diferentes faixas
etarias do ciclo de producdo. O uso do
fluido oral est4d ampliando as perspectivas
nos testes laboratoriais, monitoramento das
infecgcdes no rebanho e no cuidado com o
animal.
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