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Metody diagnostyczne
W ocenie stanu zdrowia ryb

- mozliwosci i wyzwania

Karolina Duk

Weterynaryjne Laboratorium Diagnostyczne

ALAB Plus — ALAB bioscience
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DIAGNOSTYKA

to proces ustalania przyczyny
(czynnika etiologicznego)

lub charakteru choroby

poprzez analize objawow
klinicznych oraz przeprowadzanie
specjalistycznych testow

diagnostycznych
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POZIOMY DIAGNOSTYKI
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CELE METOD DIAGNOSTYCZNYCH

e Diagnostyczne/interwencyjne -
badanie zwierzat z widocznymi
objawami choroby

e Przesiewowe/profilaktyczne —
badanie zwierzat domniemanie
zdrowych

e Potwierdzajgce - stosuje sie je w celu
potwierdzenia (lub odrzucenia)
wyniku watpliwego, diagnozy
domniemanej lub poprzedniego
pozytywnego testu.
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przecietne rozpoczecie

diagnostyki - \

zmiany rozwoj \'\\\\
patologiczne objawdw ‘r\\ \
.y \\

| 1|

ekspozycja

FAZA WYZDROWIENIA,
UPOSLEDZENIA LUB
SMIERCI

FAZA CHOROBY FAZA CHOROBY

FAZA PODATNOSCI DODKLINICZNE] PELNOBJAWOWE!

mogg sie rozni¢ pomiedzy osobnikami i wptywajg na nie srodki zapobiegawcze i lecznicze
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PRAWIDtOWA

DIAGNOZA
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Chapler 2.3.5. — Infection with infectious hacmalopoictic necrosis virus

Table 4.1. OIF recommendecd] diagnostic methods and their level of validation for surveillance of .rf,}lrmrenr.fy J'u-'-mfr.‘vy animals and investigation of (“Hn.fr'affy aftectec! animals

A. Surveillance of apparently healthy B. Presumptive diagnosis of clinically C. Confirmatory diagnosis’ of a suspect
animals affected animals result from surveillance or
Method presumptive diagnosis
Earlylife | ) veniles? | Adults | LV Earlylife |, veniles? | Aduts | Lv | BEaW!ife | iveniles? | Aduits | Lv
stages stages stages
Wet mounts
Histopathology® ++ +4+ 1
Cytopathology®
Cell culture +++ +++ +++ 3 +++ +++ +++ 3 e+ +t++ +++ 3
Real-time PCR +t+ ot S 3 Tt R o 3 +++ +++ +++ 3
Conventional PCR ++ ++ 2 ++ ++ ++ 2
Amplicon sequencing* 4 o+ S 3
In-situ hybridisation
Bioassay
LAMP
IFAT ++ - ++ 2
Ag-ELISA ++ e+ ++ 2
(aaecy o seosnen) " " 2

LV = level of validation, refers to the stage of validation in the OIE Pathway (Chapter 1.1.2); PCR = polymerase chain reaction; LAMP = loop-mediated isothermal amplification.
IFAT = indirect fluorescent antibody test; Ag-ELISA = antigen enzyme-linked immunosorbent assay.
'For confirmatory diagnoses, methods need to be carried out in combination (see Section 6).
“Early and juvenile life stages have been defined in Section 2.2.3.
*Cytopathology and histopathology can be validated if the results from different operators has been statistically compared.
*Sequencing of the PCR product.
Shading indicates the test is inappropriate or should not be used for this purpose.
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KLIENT PROBKA WODY RYBY NEKROPSJA

ehistoria przypadku epomiary *RUTYNOWE BADANIE KLICZNE ehodowle
etlen etlen (na miejscu) ebadanie epobranie prébek nerki i innych narzadéw do
etemperatura etemperatura (na miejscu) ezmiany zachowania hodowli bakteryjnych
einformacje dodatkowe eamoniak ezmiany wygladu eidentyfikacja
eazotany, azotyny esedacja sendopasozyty
epH erozmaz krwi (jesli objawy anemii) egrzybice uktadowe
etwardosé ebiopsja skory, skrzeli schoroby nowotworowe
ezasolenie ekoproskopia schoroby proliferacyjne
sidentyfikacja
eektopasozyty
echoroby grzybicze

ebakterie skory i skrzeli
eepitheliocystis
elymphocystis
ehemopatie

eopcjonalnie zaawansowane metody
diagnostyki klinicznej

. V4 [

Czy postawione rozpoznanie wystarczajgco ttumaczy zachorowanie i Smiertelnos¢?
DIAGNOSTYKA EE

WY K I—U CZAJACA ¢ choroby wirusowe

¢ niedobory zywieniowe

‘ \ A o e zatrucia
T K N I E * WSZyStkIe domnlemane ¢ uszkodzenia mechaniczne

diagnozy * szok $rodowiskowy
 zaburzenia genetyczne
e testy specjalistyczne « zakwity alg HAB

¢ choroby idiopatyczne
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METODY DIAGNOSTYKI TERENOWE)J
Metody makroskopowe
Objawy kliniczne
Zmiany behawioralne
Zaawansowana analiza obrazu
METODY DIAGNOSTYKI TERENOWEJ | LABORATORYJNEJ
Metody kliniczne
Anatomopatologia
Biochemia kliniczna

Metody mikroskopowe

Preparaty gniecione, tzw. ,mokre szkietka”

Preparaty odciskowe i rozmazy: hematologia

Cytopatologia

Czutoscé

40-60%
30-50%

60-80%

60-80%

50-75%

50-70%
60-75%

70-85%

SPECYFICZNOSC

50-70%
40-60%

70-85%

70-90%

60-85%

80-95%
70-90%

85-95%
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METODY DIAGNOSTYKI LABORATORYJNEJ SPECYFICZNOSC
Metody wykrywajgce patogen bezposrednio
Metody mikroskopowe
Preparaty gniecione, tzw. ,mokre szkietka” 50-70% 80-95%
Rozmazy: barwienia réznicowe, immunofluorescencja (IF) 70-90% 85-95%

Mikroskopia elektronowa 80-95% 90-98%

Histologia: morfologia, barwienia rédznicowe, immunohistochemia (IHC),
70-90% 80-95%
fluorescencja w miejscu hybrydyzacji (FISH)

Izolacja patogenu
Hodowla w liniach komérkowych 70-90% 85-95%
Sztuczne podtoza 60-85% 80-90%

Trawienie tkanki 60-85% 75-90%

dla Rybactwa - Polska Unie Europejska
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METODY DIAGNOSTYKI LABORATORYJNEJ CZUtOSC  SPECYFICZNOSC
Identyfikacja patogenu
Charakteryzacja fenotypowa 70-85% 80-90%

Metody wykrywania antygendw na bazie przeciwciat: test neutralizacji,
80-95% 85-98%
test przeciwciat immunofluorescencyjnych (IFAT), test immunoenzymatyczny (ELISA)

Techniki molekularne: PCR, RT-PCR, sekwencjonowanie, multiplex-PCR, Q-PCR, dPCR 90-99%
Metody wykrywajgce patogen posrednio

Metody serologiczne: test immunoenzymatyczny ELISA, neutralizacja surowicy,
80-95% 85-98%
immobilizacja, mikroaglutynacja, pasywna hemaglutynacja
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Antemortem or postmortem samples for diagnosis or surveillance

v

Demonstration of presence
of virus

v

Demonstration of presence
of specific viral antibody

2
Swab Tissue Sera
|
v Voo Y Y v
Place in Homogenize H&E Direct EM Viral Serological | | Antibody detection
transport tissue with histology visualization nucleic acid detection of
medium suitable diluent T A detection viral antigen
i | i~ "
Inclusion PCR/ Microarray; || In-situ
r——— bodies RT-PCR| [ NGS hybridization
Virus isolation A A A A
A
Cell cultures Lab animals Natural host (young)
Y \ 4

Blind passages
may be necessary

CPE Noncytopathic

Examine for clinical signs or
mortality; confirm presence
of virus

Fluorescent antibody test (FAT)
Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
Agar gel immunodiffusion (AGID)
Immunochromatography

Hemagglutination (HA)/

Hemagglutination inhibition (HI)

Serum (Virus) neutralization (SN or VN)
Western blot (WB)

Immunohistochemistry (IHC)
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BiomarkHD (dPCR/qPCR)

A. Multiple applications on a single system

/A || =

Gene Genotyping Sample Copy number Digital PCR
expression identification variation
Flex Six™ 24192 48.48 96.96 Juno 96.96 192.24
IFC IFC IFC IFC GT IFC IFC
;riiﬂ‘ ° 33300

Number of 6x12 24 48 96 96 192
samples
Number of 6x12 192 48 96 96 24
assays
Number of 864 4,608 2,304 9,216 9,216 4,608
datapoints
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MALDI-TOF
(MATRIX-ASSISTED LASER DESORPTION/IONIZATION - TIME OF FLIGHT)

Sample Preparation
P P Sample Type
Method em——— SIS 123456789101 ; « >
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PROTEOMIKA | MIKROBIOMIKA ~ charakterystyka wydzielanych

toksyn/zwigzkow
>
| | ’
\ [ . L)
. _ L -~ identyfikacja
charakterystyka - -2 >
mikrobiomu o (¢ 7 interakcja patogen-
gospodarz
\ odpowiedz
charakterystyka
. o ) gospodarza
i sygnalizacja holobiomu
charakteryzacja reakcji stresowych
§ /}{Z“; ﬁgég\fvlé%vflﬂsé Eggggll?)va/XJﬂ?CH Fundusze Europejskie Rzeczpospolita Dofinan;owane przez Q?;:
7 Qﬁs 16 - 18 PAZDZIERNIKA 2024 | GDVYNIA dla Rybactwa I o Unig Europejska SPRtV




LOOP-MEDIATED ISOTHERMAL AMPLIFICATION (LAMP)

results seen
- -~ with naked eve
- A - J

isothermal temperature
negative  positive
1st stage of LAMP

2nd stage of LAMP 5 %
aration S g Lateral Flow Analysis (HybriDetect) Agarose

- dumbell structure for q | Gelper!‘icliters(:;

cycling amplification
sample Y

Colorimetric
~ Analysis
B e (quantitative)
§ 10 Fluorescence
Analysis
ot ™= v -

0.00 5.00 1000 1500 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00 60.00
Cycle
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WYZWANIA

e wiasciwy dobor probek
e wifasciwa metoda

* czas

* wyposazenie

* dostepnosc specjalistycznych
materiatow

e koszty
* WIEDZA | CHECI

Fundusze Europejskie Rzeczpospolita Dofinansowane przez

dla Rybactwa - Polska Unie Europejska

2> HODOWCOW RYB LOSOSIOWATYCH
f{?ﬁ& 16 - 18 PAZDZIERNIKA 2024 | GDYNIA

\t\%@ﬂ XLIX SZKOLENIE - KONFERENCJA
<=3 .




> o> '

-

o A correct diagnosis 1S
~ three-fourths the remedy. ——

dhi _
4 \- [ R = J ‘/‘\ . .
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