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Provas Laboratoriais

/ * Remetente
* Proprietario
* Animal/animais (resenho)

* Material (tipo, momento

Identifica¢ao < da colheita e conservacio)

de amostras e Determinacdes requeridas

(hematologia, bioquimica,
bacteriologia, etc.)

 Elementos clinicos e
\ epidemioldgicos




Veia jugular direita

(em aves de maior peso — geralmente
maior que a esquerda)

Veia ulnar superficial, tibial caudal,
coracao

<6 a 11 mL/100 g de peso vivo (£10%)




Colheita de sangue

Tabela de Medidas de Agulhas

30x 8
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Provas Laboratoriais

* Destino da amostra de sangue

Material bem lavado, passado por dgua destilada e séco.
(Jtilizar preferencialmente, material desCartavel.




Colheita de sangue

e Seringas com anticoagulante adicionado extemporaneamente

Utilizar preferencialmente material
descartavel.




Escolha do anticoagulante

EDTA (1mg/mL sangue)
Hemoalise nalgumas espécies, como corvos, avestruzes e grous

Rotura de células se demasiado tempo de conservacao
Se se pretende realizar citologia, fazé-lo o mais rapido possivel
Inadequado para VS e provas de coagulacao

Heparina (75 U/mL sangue)
Util e a mais utilizada

Efeito negatigo na morfologia e coloracao, devendo realizar-se o
esfregaco (extensao) o mais rapidamente possivel

S

Citrato de Sédio (38 mg/mL/sangue)
Minimiza os anteriores efeitos negativos

Apenas para VS e provas de coagulacao. Inadequado para provas
com participacao de ides Na, K, Ca e Mg, creatinina, ferro, lipidos
totais, glucose e acido uUrico



Provas Laboratoriais: | - Hemograma

- Eritrocitos (n2/mm3)

- Hemoglobina (g/dL)

- Hematodcrito (Hct) (%)

- Volume Globular Médio — MCV (fL)

- Hemoglobina Globular Média - MCH (pg)

- Concentracao Média de Hemoglobina Globular — MCHC (g/dL)
- Leucdcitos (n2/mms3)

- Férmula Leucocitaria

- Plaguetas (n2/mm?3)



Factos gerais

Eritrécitos circulantes — tendéncia para:

Idade: aumento do n? com a idade

e Sexo: ligeiramente mais em machos que em fémeas
e Estacdao do ano: maior n2 no outono

e Hora do dia: n? mais elevado a noite

e Altitude: n? aumenta com a altitude
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Contagem manual
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Contagem manual
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Contagem manual
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Contagem manual
mm) Camara de Neubauer com sangue diluido
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Contagem manual
mmm) Camara de Neubauer com sangue diluido




Contagem manual
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Contagem manual

Solucao de Natt y Herrick (+)

eDiluicao do sangue a 1:200
eContar todos os leucocitos dos 9 quadrados grandes
(leucdcitos coram de azul escuro, com aparéncia granular)

Total leucdcitos/|IL = leucocitos totais em 9 quadrados + 10% do total leucécitos x 200

Quevedo et al. (1999)

(*)
e NaCl3,88¢g

* Na,50,2,5¢

e Na,HPO,.12H,02091¢g

e KH,PO,0,25g

e Formaldeido 40% 7,5 mL

e Metilvioleta2B0,1g

e Agua destilada gbp 1000 mL



Contagem manual
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Realizacao de um esfregaco de sangue

Avaliar a morfologia celular

Sangue periférico sem anticoagulante para pesquisa de hemoparasitas
Sangue mais labil que dos mamiferos

Eritrocitos ovais ou elipticos; nucleo oval uniforme; cromatina densa

Citoplasma com textura uniforme, cor diferente de acordo com o método
de coloracao

Coloracdes: Romanowsky, Wright, Giemsa, May-Grunwald...

B




e Vida média dos eritrdcitos: 28-45 dias

* Processo regenerativo mais rapido — maior n2 de eritrocitos imaturos

em circulacdo (maiores e com citoplasma mais basofilico e cromatina

nuclear menos condensada)

e Eritrécitos degenerados (geralmente de menor tamanho, com a

cromatina nuclear mais condensada)




Policromasia

e Eritrocitos de diferentes
cores/tonalidades

e Citoplasma mais basofilico
* Medida da capacidade de

regeneracao dos eritrocitos em
situacoes de anemia




Anisocitose

e Variacao de tamanho dos eritrocitos. Redondos, alongados,
irregulares; nucleo: aparéncia, localizacao, auséncia

e Eritrocitos binucleados: indicam alteracao da eritropoiese
(estados inflamatdrios cronicos, severos ou neoplasias)




Poiquilocitose

e Formas variadas: raramente detetadas em sangue de ave

e Pode ser apenas artefacto devido a precipitacao de corante

 Verdadeira em infecOes sistémicas severas, afetando também
a MO




“Reticulocitos”

Eritrocitos ligeramente maiores e com a cromatina nuclear
menos condensada

Fisiologicamente: 1% a 2% dos eritrocitos

Melhor detecdo: azul de metileno (cora os fragmentos
residuais de RNA citoplasmatico

Indicadores de processos regenerativos, tal como o grau de
policromasia




Anemia

Achado clinico frequente
Resposta a falta de eritrocitos mais rapida que nos mamiferos

Manifiesta-se por diminuicao da contagem de eritrocitos, do
Hct e da hemoglobina

Classificagao:
v" Anemias regenerativas
v" Anemias n3o regenerativas



Classificacao do grau anemia

Lane (1991); Mitchell & Johns (2008)

Ligera: 5-10 células policromaticas por campo de imersao

Moderada: 10-20 células policromaticas por campo de
imersao

Grave: 40-50% dos eritrocitos sao policromaticos

Auséncia de policromasia: em situacoes de anemia aponta
para um estado arregenerativo






Anemias por perda de sangue

Perdas de sangue importantes (ex: trauma severo, rotura de
orgaos, de aneurismas ou por causas iatrogénicas

Depois de breve periodo de anemia nao regenerativa
Exame do esfregaco de sangue com policromasia e anisocitose
Aumento do n? de reticuldcitos é sinal de regeneracao

Perdas de sangre muito intensas: podem encontrar-se figuras
mitdticas no sangue circulante



Leucocitos

- Leucocitos (n2/mm3)

Formula Leucocitdria (%)

- Plaguetas (n2/mm3)

<

[ Heterdfilos
Linfocitos
Eosindfilos
Basofilos

. Monodcitos




Formula leucocitaria

Heterofilos




Heterodfilo roturado: células “smudge”



Formula leucocitaria

Linfocitos e
Monocitos




Formula leucocitaria

Eosinofilos
e Basofilos



Leucdcitos — N2 e Formula

Establecer o grau de saude ou doenca de cada ave / grupo de
aves

Interpretacao semelhante a outras espécies
Aves (heterofilicas/linfociticas) consoante a espécie

Variacao do n2: Inflamacao ou necrose de origem bacteriana
(clamidias, micobactérias,...)

Morfologia: infecbes e hemoparasitoses



Leucocitose

e Aves excitadas (leucograma de stress); toma de corticosteroides

e Até aos 4-6 meses de idade: grande variabilidade nas contagens
leucocitarias (geralmente elevadas) — atencdo a contagem
diferencial e a morfologia celular, para avaliar a possibilidade de
alguma afecao

e Sobretudo em estados infecciosos, neoplasicos e degenerativos



Leucocitose: Leucocitos
toxicos por septicemia

(
a‘-g!

Mondcito vacuolizado



Graus de leucocitose

 Leucocitose leve: infecdes bacterianas, fungicas ou por clamidias

* Leucocitose moderada: afecoes neoplasicas, degenerativas,
peritonite, afecoes granulomatosas, fases de septicemia

* Leucocitose severa: clamidioses ativas, aspergilose ou tuberculose
* Incluir no diagnostico diferencial a leucemia

* Também associada a feridas traumaticas e a toxicidade



Leucopenias

e Contagem <3000 células/pL

* Causas:
» infecOes graves
» virémia
» hipoplasia ou aplasia MO (sobretudo por toxemia)
» Sepsis: heteropenia degenerativa com desvio a esquerda

Podem observar-se bactérias fagocitadas em heteréfilos e
monacitos.

Leucopenias de origem viral: apresentacao semelhante as
bacterianas, mas sem presenca de bactérias fagocitadas



Heterofilos

Nucleo lobulado (2-3 I6bulos)

Cromatina condensada, grosseira, cor
purpura

Granulos citoplasmaticos




Heterofilos imaturos

Raramente aparecem em aves saudaveis; ocasionalmente em aves
doentes; apresentam maior basofilia citoplasmatica; nucleo nao
segmentado e granulos imaturos no citoplasma

Com basofilia citoplasmatica; nao devem ser confundidos com heterofilos
toxicos; a presenca dessas células (desvio a esquerda) no esfregaco de
sangue periférico é indicativa de doencas graves e esta geralmente
associada ao consumo excessivo de heterodfilos periféricos, maduros

Surgimento dessas células esta associada a uma resposta inflamatdria
grave, especialmente quando associado a leucopenia (desvio a esquerda,
degenerativo); aumento acentuado de heterdfilos imaturos pode estar
ligado a raras leucemias granulociticas em aves



Heterofilia

Stress
e Com secrecao cortico-suprarrenal

 Leucocitose, de leve a moderada, com heterofilia e linfopénia: resposta a
glucocorticoides exdgenos ou enddégenos (resposta de stress)

Inflamacao
e Heterofilos: os primeros a chegar a zona inflamada

e LesOes infetadas de forma créonica comecam com uma acumulacao de
heterofilos e, posteriormente, ocorre infiltracao de células mononucleares

 Heterofilos em banda pouco frequentes: em septicemias bacterianas,
clamidiose, tuberculose e infecdes fungica sistémicas



Heterofilos toxicos

Heterofilos toxicos: alteracoes toxicas semelhantes as dos

mamiferos

Sinais toxicos: basofilia citoplasmatica, vacuolizacao, granulos
anormais, desgranulacao e degenerescéncia nuclear

Afecdes sistémicas severas, especialmente septicemias e
toxémias



Heteropenias

Heteropenias verdadeiras

Raras, por procesos graves viricos ou bacterianos
Pseudo-heteropenias

Na contagem diferencial: abundantes células “smudge”
Por artefactos

Como consequéncia de uma inadequada colheita,

conservagéo ou transporte das amostras



Heterofilos

Heterofilos toxicos Artefactos. Excesso de
anticoagulante



Eosinofilos

e Granulos mais brilhantes e mais
definidos, nao apresentam
nucleo central retratil como os
heterodfilos; nucleo mais intenso,
lobulado, cromatina condensada

e Funcao: pouco conhecida e nao
necessariamente igual a dos
mamiferos




Eosinofilias

Hemoparasitas
Parasitas externos
Parasitas internos
Parasitas respiratorios

Dano tecidular
Reacdes de hipersensibilidade (tipos | e V)



Linfocitos

Maior n2 e proporcao em espécies linfociticas (papagaios do
amazonas e passeriformes)

Pequenos, médios e grandes

Linfécitos maduros (pequenos e médios) mais comuns em sangue
periférico

Variacao consideravel no tamanho dos linfocitos pode conduzir a
erros de identificacao




Linfocitose

Estimulagao antigénica: infecoes, reacdes de stress em espécies
linfociticas

Processos virais cronicos: hepatite por herpesvirus

Marcada linfocitose com presenca de linfécitos imaturos pode
relacionar-se com leucemia linfocitica

Linfocitose marcada com presenca abundante de linfocitos
maduros com margens irregulares sugere a ocorréncia de
neoplasia linfoide



Linfopenias

e Linfopenia relativa
Associadas a heterofilias severas
e Linfopenia absoluta
Fase aguda de processos inflamatorios

e Linfopenia associada a leucopenia, na resposta precoce a

corticoesteroides



Monocitos

Forma irregular, arredondada,

ameboide
Nucleo redondo ou bilobulado

Cromatina reticular, delicada,

semelhante a cordoes




Monocitose

Libertacdo de agentes quimiotaticos: clamidiose, granulomas

micoticos e bacterianos, necrose tecidular massiva

Procesos infecciosos crdnicos: fungicos (aspergilose) ou

infecciosos (tuberculose)

Processos nutricionais: dietas com défice de zinco



Trombadcitos

Células ovais, nucleadas, mais pequenas e arredondadas que os
eritrocitos maduros

Nucleo picnadtico e citoplasma sem cor
Nucleo proporcionalmente grande

Cromatina condensada

Citoplasma claro, nao homogéneo e frequentemente reticulado

Tendem a agrupar-se na periferia do esfregaco



Hemostase — Trombocitos

Capacidade promover a hemostase, perante um dano vascular

Diminuicao do seu n? ou funcao conduz a perdas de sangue
importantes face a traumas menores (o contrario pode conduzir a
estados trombogénicos)

Papel primario na coagulacao, tal como as plaquetas dos

mamiferos
Funcao fagocitaria

Outras funcoOes: capacidade para substituir os eritrocitos em

situacoes de anemia grave



TROMBOCITOSE

e Apo6s hemorragias
e Excessiva utilizacao cronica

e Septicemias e parasitémias graves

TROMBOCITOPENIA

e Excessiva demanda periférica de trombadcitos; diminuicao da
trombopoiese

* Septicemias severas
 Neoplasias do tecido hematopoiético
 Algumas infecoes virais



Contagem de trombocitos

* Método manual

Considera-se normal a presenca de 1-2 trombdcitos por campo
de imersao (1000x)

Estimativa algo subjetiva a partir do esfregaco de sangue:
normal, aumentada, diminuida



N2 de trombocitos em 5 campos de imersao, na zona de
monocamada do esfregaco e aplicar a formula:

Campbell (1988):

Ne total de trombdcitos em 5 campos

1.000

3.500.000.

1000 = n2 de eritrocitos en 5 campos de imersao, na monocamada
3.500.000 = média do n? de eritrocitos por UL, em aves com Hct normal

Harrison (2006):

N2 trombdcitos contados x WBC= trombécitos x 10°/L

100




Resultados fisiologicos: Hematologia

Table 1. Means and standard errors (SEM) for body weight and selected blood indicators in broiler
chickens at the age of 44 days

Sex
Trait males females

mean SEM min. max. mean SEM min. max.
Body weight (g) 3120%* 35.76 2207 3551 2501* 33.16 1914 2834
Heart rate (BPM) 345.7% 3.84 1790 417.0 371.9% 399 2220 438.0
Hemoglobin saturation (%) _87.20 0.88 74.00 96.00 _ 87.10 1.05 7950 96.50
WBC (G/]) 32.60 1.66 1690 52.60 34.90 2.15 1820 59.60
RBC (T/) 2.48 0.05 2.06 3.17 2.53 0.09 1.12 3.40
HGB (g/1) 127.13 2.48 109.00 152.00 | 124.70 3.60 6740 157.00
HCT (L/L) 0.36 0.007 0.30 0.45 0.35 0.012 0.15 0.46
MCV (1) 144.00% 0.74 137.00 149.00 | 140.657 0.88 133.00 148.00
MCH (pg) 51.25 028 4780 53.50 49 88 094 3230 60.10
MCHC (g/l) 356.00 1.83 338.00 372.00 | 355.09 6.86 240.00 451.00

*Within rows means bearing asterisks differ significantly at P<0.05.

Nowaczewski S., Kontecka H.

Animal Science Papers and Reports vol. 30 (2012) , no. 2, 181-190

Institute of Genetics and Animal Breeding, Jastrzebiec, Poland



Resultados fisiologicos: Hematologia

Table 2. Leukocytes and H:L ratio in broiler chickens at the age of 44-days

Sex
Trait males females

mean SEM min. max. mean SEM min. max.
Eosinophils (%) 2.48% 0.38 0.00 6.00 3.92% 0.61 0.00 11.00
Basophils (%) 3.93 0.5 0.00 8.74 3.53 0.5 0.00 8.08
Heterophils (%) 33.09 2.14 1840 56.00 32.35 226 11.00 61.00
Lymphocytes (%) 58.90 1.92 40.00 73.00 58.55 224 36.00 7748
Monocytes (%) 1.63 0.21 0.00 3.00 1.71 0.41 0.00 7.76
H:L ratio (1/1) 0.60 0.06 0.27 1.40 0.56 0.06 0.14 1.21

*“Within rows means bearing asterisks differ significantly at P< 0.05

Nowaczewski S., Kontecka H.
Animal Science Papers and Reports vol. 30 (2012) , no. 2, 181-190
Institute of Genetics and Animal Breeding, Jastrzebiec, Poland



Hemoparasitas

e Descritas espécies de
haemosporideos em 68%
das aves

e Mais de 72 espécies de
parasitoses aviarias
documentadas




Cosmopolitas

Pouca informacao sobre os efeitos destas parasitoses a
longo prazo

Parasitoses cronicas com muitas questoes acerca da
patogenicidade




e Baixa mortalidade no seu habitat natural; potenciam o efeito
de outras afecdes; diminuem a condicao corporal das aves,
sobretudo no periodo de cria

 Infecobes por hemoparasitas em aves de exploracao
conduzem a perdas de condicao corporal e perdas
economicas

e Desconhece-se a patogenicidade em espécies silvestres



e Grau de afecao dificil de avaliar; infe¢oes subclinicas

e Infecdes combinadas de Leucocitozoon e Haemoproteus
em aves de rapina jovens podem produzir mortalidade
devido a anemia

e Diferencas interespecificas podem ser devidas a
influéncia da distribuicao de vetores, dependente do
habitat




Resisténcia associada a idade: aves adultas adquirem
imunidade

Aves migratdrias mais suscetiveis a infecao devido ao
maior contato com vetores e parasitas

A prevaléncia de parasitismo pode estar associada a
atracao de vetores artropodes por certas cores

Epoca do ano pode influenciar a taxa de parasitismo, em
relacao com o ciclo de vida do vetor



Haemoproteus

Protozoario de distribuicao mundial
Transmitido por insetos sugadores

Baixa patogenicidade

Baixa frequéncia de sintomatologia clinica

Sintomas: anemia hemolitica, anorexia, depressao






e Diagnostico pela observacao de  gametdcitos

intraeritrocitarios em esfregacos de sangue periférico

e Gametocitos variaveis, desde pequenas formas
arredondadas até formas em meia lua (halter-shaped)

gue ocupam mais de 50% do citoplasma do eritrocito,

deslocando um pouco o nucleo

L 4




LEUCOCYTOZOON

Distribuicao quase universal (simulideos como hospedeiro
intermediario)

Incidéncia estacional, com maior intensidade na primavera

Fator anti-eritrocitario causador de hemoalise intravascular e
anemia

Anorexia, hemoglobinuria, depressao e desidratacao

Alguna especies muito patogénicas para determinadas
espécies de aves, como 0s perus -~ -—

Harvey C, Alley M. Current Veterinary
Laboratory Surveillance of Avian
Haemoparasitic Diseases in New Zealand.
KOKAKO. 2008. 15;15-19.




* Presenca facilmente visivel de grandes macrogametocitos
de cor escura (ou microgametocitos claros)

e Causam grande deformacao celular

e Discute-se se sao causadores ou nhao de doenca, mas
podem destruir a célula hospedeira, pelo que sao
potencialmente patogénicos




Plasmodium

Responsavel pela malaria aviaria
Distribuicao mundial e potencialmente patogénico
Hospedeiros intermediarios: mosquitos Culex e Aedes

ldentificadas cerca de 30 espécies de Plasmodium
infetando aves

Surtos de Plasmodium sao esporadicos em areas
endémicas e em zonas com aumento das populacdes de
mosquitos






e Mortalidade em canarios, falcoes, pombos e pinguins,
enquanto outras espécies podem ser portadores
assintomaticos, funcionando como reservatorios

e Contém granulos com pigmentos refringentes
(gametocitos confundem-se com os de Haemoproteus)

e Anemia hemolitica, leucocitose, linfocitose,
hemoglobinuria  biliverdinuria, esplenomegalia e

hepatomegalia, e mortalidade



Gametocitos de Plasmodium ocupam 50% do citoplasma do
eritrocito, podendo empurrar o nucleo

Possivel presenca de gametocitos noutras células
sanguineas: leucocitos e trombaocitos

Podem coexistir Plasmodium e Haaemoproteus no
citoplasma dos eritrocitos

Se impossivel diferenciar, esperar uma semana e voltar a
testar para ver se o ciclo do parasita progrediu para outro
estadio



Microfilarias

Em algumas espécies de aves pode ser encontrada
frequentemente no sangue periférico

Parasitémia frequentemente baixa e nao detetada no
sangue periférico

Prevaléncia subestimada



Aegyptiaenella

(“Piroplasmose” aviaria)

Inclusdes intraeritrocitarias em esfregacos de sangue de
aves domeésticas no Egito (denominacao: Aegyptianella
pullorum.

|dentificada em muitas espécies da avifauna mediterranica,
asiatica e africana

Dificil de detetar se parasitémia muito baixa
Anemia, febre, anorexia e diarreia

Achados pos-mortem incluem esplenomegalia,
hepatomegalia e degenerescéncia hepatica e renal



Inclusdes intracitoplasmaticas arredondadas, basofilicas,
com diametro<l um ___
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Estadios intermediarios que lembram a Babesia, com
diametro = 1-2 um, forma arredondada a piriforme,
citoplasma azul palido e cromatina condensada num polo

Formas grandes, de redondas a elipticas, com 2-4 um de
comprimento



Trypanosoma

Distribuicao mundial, preferencialmente em climas
temperados, durante os meses de verao

Pode observar-se no sangue periférico de elevado
numero de aves

Elevada prevaléncia




e Sinais clinicos pouco evidentes, fazendo supor baixa
patogenicidade

* \etores responsaveis pela transmissao: hipoboscideos,
acaros vermelhos (Dermanyssus gallinae), simulideos e
varios mosquitos

 Necessarias técnicas de concentracao para serem
detetados



Babesia

Caracterizam-se  pela  presenca de inclusdes
intraeritrocitarias em forma de hélice ou tétradas (“cruz
de Malta”).

Vetor cré-se serem ixodideos do género Ixodes
13 espécies do género Babesia (?)
Em adultos € uma afecao latente

Facilidade em confundir este parasita com outros do
género Plasmodium nos seus estadios iniciais

Cré-se que a infecao por Babesia spp. se adquire
durante a época de nidacao, com a maioria descrita em
individuos jovens



InfecOes latentes em adultos

Patentes quando ocorrem fatores de stress (época de cria
ou afecdes concomitantes)

SO a espécie B. shortii, que afeta a ordem Falconiformes,
se considera patogénica (parasitémias da ordem de 65%)

Extensa destruicao de eritrocitos, anemia e morte

Ictericia e emaciacao






Obrigado!




