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AMOSTRAS PARA DIAGNOSTICO

O Aves vivas ou mortas

O Tecidos

O Laminas com “impressao” ou “esfregacos”
O Suabes

O Sangue / Soro

O Fezes

O Racdo / Agua / Ovos

Diagnostico



Coleta de material

O Sangue
O Veia Braquial



Coleta de material

O Processamento do sangue

O Plasma

k|

O Soro

Diagnostico




Coleta de material- Suabes




Coleta de material

O Suabes cloacais




Coleta de material

O Suabes

Diagnostico n—



NECROPSIA

http://partnersah.vet.cornell.edu/veterinarians/avian-necropsy-examinatior



http://partnersah.vet.cornell.edu/veterinarians/avian-necropsy-examination

LESOES MACROSCOPICAS

Diagnostico



HISTOPATOLOGIA

Infiltrado Heterofilico Granuloma

Diagnostico




HISTOPATOLOGIA

Encefalomielite Aviaria

Diagndstico
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HISTOPATOLOGIA

Pele normal

Diagndstico
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HISTOPATOLOGI
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Papo- Capilaria

Diagndstico




EXAMES LABORATORIAIS

O Exames sorologicos

O

O Isolamento e identificacao de virus/bactérias/fungos
O Isolamento / Pesquisa de Protozoarios

O Pesquisa de endo/ectoparasitos

O Exame histopatologico / Citologico

O Microscopia eletronica

O Deteccao de antigenos

O Deteccao de toxinas

O Amplificacao de DNA/RNA

Diagnostico




CITOLOGIA

L

-

Eritroblastose Mieloblastose Mielocitomatose

Diagndstico




CITOLOGIA

Haemoproteus columbae

Diagnostico



PREPARO DO INOCULO




DIAGNOSTICO LABORATORIAL

O Buscar o patdgeno (ou seus efeitos)

O Buscar a resposta do organismo

O especialmente anticorpos

Diagnostico



ISOLAMENTO VIRAL

1. Cultivo celular

2. Ovos embrionados

3. Animais

Diagnostico

Efeitos citopaticos (CPE)

Hemabsorcao

Imunodeteccao

Lesdes na CAM
Hemaglutinacao
Corpusculos de inclusao

Doenca ou morte




ISOLAMENTO VIRAL EM OVQOS
EMBRIONADQS

Diagnostico



ISOLAMENTO VIRAL

OInoculacao em animais
OInoculacao em ovos embrionados
OCultivos celulares

O3 tipos

OMétodos imunoquimicos

Diagnostico






Diagnostico

ISOLAMENTO VIRAL EM OVOS
EMBRIONADQS




ISOLAMENTO VIRAL EM OVOS
EMBRIONADOQOS

http://www.cfsph.iastate.edu/video.php?link=candling-eqqgs
http://www.cfsph.iastate.edu/video.php?link=egg-inoculation
http://www.cfsph.iastate.edu/video.php?link=aaf-collection-dead-embryos



http://www.cfsph.iastate.edu/video.php?link=candling-eggs
http://www.cfsph.iastate.edu/video.php?link=egg-inoculation
http://www.cfsph.iastate.edu/video.php?link=aaf-collection-dead-embryos

ISOLAMENTO VIRAL EM QVQOS
EMBRIONADQS




ISOLAMENTO VIRAL EM OVOS
EMBRIONADOQOS




ISOLAMENTO VIRAL EM OVOS
EMBRIONADOQOS

Diagnostico




ISOLAMENTO VIRAL EM OVOS
EMBRIONADOQOS




ISOLAMENTO VIRAL EM OVOS
EMBRIONADOQOS




ISOLAMENTO VIRAL EM QVOS

EMBRIONADOS
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Avipoxvirus
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ISOLAMENTO VIRAL EM CULTIVO
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ISOLAMENTO VIRAL EM CULTIVO
CELULAR

O Cultivos primarios (células diploides)
O Linhas celulares

O Cultivo semi continuo
O Dipléide, 40 passagens

O Cultivo continuo

ONumero de passagens indefinido

D/agnolstiCO .



ISOLAMENTO VIRAL EM CULTIVO
CELULAR

O EFEITO CITOPATICO

O E o dano que o virus causa a célula !

O Lise

O Arredondamento

O Vacuolizacao

O Formacao de sincicios
O Inclusoes

O Picnose

O Apoptose

D/agno’sl‘ico .



ISOLAMENTO VIRAL




ISOLAMENTO VIRAL EM CULTIVO

2 =Y - 7 d ) o
- - . = wut’ & B

. Formasa"ao de Sincicios
Diagnostico


http://av.rds.yahoo.com/_ylt=A9ibyKqWMcFEghcAEAgPGqMX;_ylu=X3oDMTBvMmFkM29rBHBndANhdl9pbWdfcmVzdWx0BHNlYwNzcg--/SIG=125jelu57/EXP=1153598230/**http%3a//whyfiles.news.wisc.edu/189stem_cell/5.html
http://av.rds.yahoo.com/_ylt=A9ibyKqWMcFEghcAEAgPGqMX;_ylu=X3oDMTBvMmFkM29rBHBndANhdl9pbWdfcmVzdWx0BHNlYwNzcg--/SIG=125jelu57/EXP=1153598230/**http%3a//whyfiles.news.wisc.edu/189stem_cell/5.html

ISOLAMENTO VIRAL EM ANEIS DE
TRAQUEIA

Tracheal organ cultures

i Embryo
tracheas . . .

—— - —— -

2. S]iced. i 4. With medium and inoculum

)zl loireel - (ourtesy of R C Jones. Liverpool University.




5. Inoculated:
rotated in
an incubator

-
-

6. Examined daily - 8. Inoculated — epitﬁelial
for up to 6 or 7 days cells destroyed by virus

Courtesy of R C Jones. Liverpool University
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DETECCAO VIRAL

® Hemaglutinacao (HA)
® com virus
B RBC se entrelacam e aderem as paredes

. Sem Virus Red blood cells

B Sedimentam RBC \‘
®

No virus

well n dish: °f©\ @

Virus

Diagnostico




DETECCAO VIRAL

® Hemaglutinacao (HA)

http://www.cfsph.iastate.edu/video.php?link=ha-test

http://www.cfsph.iastate.edu/video.php?link=ha-test-results
D/agndSt/CO e —
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http://www.cfsph.iastate.edu/video.php?link=ha-test
http://www.cfsph.iastate.edu/video.php?link=ha-test-results

DETECCAO VIRAL

IFA — VERO infectadadas com NDV

D/'agno'sl'ico .
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DETECCAO VIRAL




ISOLAMENTO E DETECGAO DE
BACTERIAS

Testes Bioguimicos

AN ‘g
v
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Agar Triplice Aclcar Ferro

Escherichia
Diagnostico




ISOLAMENTO E DETECCAO DE
BACTERIAS

Gram stain of Enterococcus faecalis Z-N stain of Mycobacteﬂum tubercu!ost

Diagnostico n— e S YA S




ISOLAMENTO E DETECCAO DE
FUNGOS

Aspergillus flavus Aspergilus fumigatus

Diagnostico

Aspergillus parasiticus



ISOLAMENTO E DETECCAO DE
FUNGOS

Aspergillus flavus

Diagndstico
o Aspergillus flavus




IDENTIFICAGAO DE PROTOZOARIQS

Diagnostico



IDENTIFICACAO DE ENDOPARASITOS

Diagndstico




IDENTIFICACAO DE ENDOPARASITOS

Diagndstico

A AL OSSO



IDENTIFICACAO DE ENDOPARASITOS




IDENTIFICACAO DE ECTOPARASITOS

Diagnostico




TESTES PARA A DETECGAO DE
ANTIGENOS

A deteccao de antigenos pode ser realizada utilizando
diferentes técnicas a partir de amostras clinicas ou isolados
de culturas (virais, bacterianas, fungicas).

1- Testes de neutralizacao
2- Tecnicas de IF ou IPX 0 i\
3- Imunoprecipitacao em Agar Gel )”L\

4- Inibicao da hemaglutinacao
5- ELISA S @
6- Western Blot A Ne

Diagnostico



DETECAO DO AGENTE (DIRETO)

1. Microscopia eletronica

de transmissao ou varredura morfologia dos agentes
2. Detecc¢ao do antigeno immunofluorescéncia, ELISA, IHC etc.
3. Microscopia de luz Histopatologia

Corpusculo de inclusao

4. Detec¢cao do genoma Hibridizacao com sondas

especificas de acidos nucléicos PCR, RT-PCR

Diagnostico




MICROSCOPIA ELETRONICA DE
TRANSMISSAO

Influenzavirus A

Coronavirus
Herpesvirus 1

Diagnostico




MICROSCOPIA ELETISC)NICA DE
TRANSMISSAO

POXVIRUS

ADENOVIRUS ’ =S e

200nm
ROTAVIRUS
. 200nm
REOVIRUS
CORONAVIRUS
200nm
Taken by
Vanessa
Ceeraz

Dia IUDLIL(DW—



MICROSCOPIA ELETRONICA DE
VARREDURA

Traquéia mostrando colonizacgéo epitelial por E. coli e C. baileyi com
perda severa de cilios. Grupo Il, 13 dias de idade, 2000 X.




IMUNOHISTOQUIMICA E
IMUNOFLUORESCENCIA

O Direta

O Anticorpo marcado sobre material infectado

O Material infectado (suspeito)

O Anticorpo especifico marcado c
Peroxidase
Vo AN
O Luz UV ou luz branca -4
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IMUNOHISTOQUIMICA E
IMUNOFLUORESCENCIA

O Indireta

O Utilizacao de dois anticorpos

O Material infectado (células ou tecidos)
O Soro especifico (ex: soro galinha)

O Conjugado anti-IgG especifico (ex.
ou Peroxidase) o\

O Luz UV ou Luz branca

Diagnostico




IMUNOHISTOQUIMICA E
IMUNOFLUORESCENCIA

Coronavirus - Intestino

Adenovirus - Pancreas

D/'agno'stico e —
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Enzyme-labeled
antiviral antibodies
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Substrate

http://www.cfsph.iastate.edu/video.php?link=1dexx-elisa



http://www.cfsph.iastate.edu/video.php?link=idexx-elisa

BIOTECNOLOGIA

53 a3

3 < 5 Target DNA
5 A 3 Separate strands,
3 ,\—‘ 5! anneal primers
5' 3 _
- . Extend primers
3 < 5'
_— Separate strands,
> anneal primers
< " Extend primers

< i v

Diagnostico




BIOTECNOLOGIA
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SR RT-PCR PCR-RFLP

Diagnostico



http://www.biomolweb.kit.net/pcrr.swf
http://www.biomolweb.kit.net/rtpcr_final2.swf
http://www.biomolweb.kit.net/restriction.swf

Diagnostico

b
-
5
#

M
m—
——
[
C—
N
QRSN
R
| ——

RT- PCR

BIOTECNOLOGIA
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1 26 x 108 EID50

Delta Rn vs Cycle

1,26 x 102 EID50/RXN

/%%7%’/“

Cycle Number

RT-q PCR



http://www.biomolweb.kit.net/pcrr.swf
http://www.biomolweb.kit.net/rtpcr_final2.swf

200 210
AMCCAAT A M B A LT AT

A

SEQUENCIAMENTO

b |

220 230
AAAAATCTTTAATATTATTCCATGCT

)

240 250 260
GEAGTATTCALGGCATATGCCTGCTTT

LA

270
AAFCACTCTA

Diagnostico




EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR

0d

4 TRTBR169

iz

L34032(strain CVL14/1)
% SHSBR662/03

4 SHSBR669/03

wo | ® SHSBR668/03

# chicken/A/BR/121/95
¥ chicken/A/BR/119/95
w0 L34030(strain 1556)

51 [ AY728268(isclate Isr/1708/02)

alMPV/A

L34031(strain 2119)
100 tL34034(5train 8725)

aMPV/B

L34033(strain 6574)

AJ288946(isolate Fr/85/2)
100 |A1251085('|50Iate Fr/85/1)

100 |AY198393(i50Iate Minnesota 2A)
l AY198394(isolate Minnesota 7)

59

AY296034(isolate NL/1/99)
|AY59£}692(5train Minnasota 1A)

a9

— BRSV

0.2

Diagnostico

w0 | AY590691(strain Colorado)

‘5&'7 ORSV
HRSV

amMPV/D

alMPV/C and HMPV




Outras técnicas moleculares

* DNA fingerprint
e LAMP
* Microarray




TESTES RAPIDOS DE DETECCAO

AT3gEN Rapid Test Kit

- o e

Positivo

NDV Ag ﬁ c :

Negativo

One Gtep Aapld Teat Kit

http://www.cfsph.iastate.edu/video.php?link=antigen-detection
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http://www.cfsph.iastate.edu/video.php?link=antigen-detection

Faecaﬁbacteﬂu

Diagnostico v
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SOROLOGIA

Deteccao do aumento do nivel de anticorpos entre a fase
aguda e convalescente da infeccao.
Ou deteccao de IgM na infecgao primaria.

1- Testes de neutralizacao

2- Tecnicas de IF ou IPX

3- Imunoprecipitacao em Agar Gel
4- Inibicao da hemaglutinacao

5- ELISA

6- Western Blot

Diagnostico




SOROLOGIA

O Diagnostico sorologico:

O Por que amostras de soro “pareadas” ?

Antibodies in serum

1 i exposurei(\ge\xposure

Tlme (in weeks

D/agnost/CO .
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SOROLOGIA

INFECCAO PRIMARIA

- Aumento 4 x ou mais do titulo de anticorpos IgY entre
fase aguda e convalescente

o Presenca de IgM
o Soroconversao
o Altos titulos de anticorpos totais — nao confiavel

REINFECCAO

- Aumento do titulo de anticorpos IgY entre fase aguda e
convalescente

Diagnostico A QG 0 e 1gV]



SOROLOGIA




TESTES SOROLOGICOS

Soroaglutinacao rapida

Hemaglutinacao com sangue total

Diagnostico




SORONEUTRALIZACAO

O Diluir o soro

O Adicionar volume igual de virus (100 DICC50)
O Incubar a 37°C

O Colocar mistura sobre células

o Ultima diluicdo SEM multiplicacdo viral é o titulo

1/256 1/512 Sem soro



IMUNODIFUSAO EM AGAR GEL

Soro controle +

Fig.7.8 Agar gel precipitation assay. Ag Reference antigen.,
S+ positive serum, SE serum under ¢ xamumton

Fig. 7.9 Agar gel precipitation assay: Ag Antigen, S+ posi-
tve serum, SE serum under exammation

Soros em teste

Diagnostico




] patient’s serum

ELISA (INDIRETO)

R Sl W

1 Antibodies in

+— Antigen Enzima => cor

Soro a ser testado
para anticorpos

Anticorpo
&
Detector

"= Enzyme-labeled

= oo A®

Antigeno aderido a placa

71

Y




ELISA (BLOQUEIO)

Enzima

Soro suspeito

2 _9 .
+? -5 _ Anticorpo

;7 Detector
onde ligar ? Substrato solavel
9 SCIIl COT

Microscopio

Celulas infectadas com virus
Diagnostico




INIBICAO DA HEMAGLUTINACAO
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ﬁ’) 1W v’b (W ﬁ" "“\. - - —

\..'.

10/6/0/6/6/666/6/6 0 ®

ﬁ@O%@OOOOQﬁﬁ‘

@oo o' 0.0
OO0 10 foj0l019)
550800

http://www.cfsph.iastate.edu/video.php?link=hi-test



http://www.cfsph.iastate.edu/video.php?link=hi-test

IMUNOHISTOQUIMICA

Soro suspeito

19 -9 Enzima
{/ Substrato msoluvel

_ Anticorpo

Detector
I Microscopio - 4

XY

Ceélulas infectadas com virus

celulas coradas




IMUNOFLUORESCENCIA

O Indireta para a deteccao de anticorpos:
O Material infectado conhecido (células ou tecidos)
O + soro suspeito (ex: soro galinha)

O + conjugado anti-IgG especifico (ex. anti-IgY
galinha

\ , >‘\ * N
O conjugado a fluoresceina) 4 H

O+ luz UV 4 QZ&

o
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WESTERN BLOT

Western Blot

Critérios:
WB Pesitivo: p24,gp41,gp120/160

(pele menos 2 bandas)
WB Negative: Ausencia total de bandas




Dia (b)

HIV-1

WESTERN BLOT

()

gp160 (env precursor)
gp120 (outer env or "surface" glycoprotein)

p65 (reverse transcriptase)
p55 (core precursor)/p51 (RT)

gp41 (transmembrane glycoprotein)
p40 (core)

p31 (endonuclease)

p24 (core shell or "capsid")

.I —— p18 (core matrix)



SOROLOGIA- LIMITACOES

O Detecta exposicao, mas nao quando ela ocorreu !!!

O P Para correlacao com a doenca:

O Soros pareados

D/agnolstiCO .



