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WSTEP

Trafna diagnoza zarazenia i/lub choroby jest warunkiem wstepnym witasciwego leczenia i skutecznego
zwalczania, a rozpoznawanie chordb pasozytniczych nie jest wyjatkiem. Wstepna diagnoza oparta na objawach
klinicznych, badaniach hematologicznych, biochemicznych, patologii lub histopatologii moze by¢ pomocna
w wyborze konkretnych metod diagnostycznych do bezposredniego lub posredniego wykrywania pasozytéw
(lub zintegrowania obu).

Opracowanie standardowych procedur i dobrych praktyk laboratoryjnych ma fundamentalne znaczenie
we wspieraniu lekarza weterynarii. Niezaleznie od tego, czy potwierdza sie diagnoze zarazenia u zwierzat
towarzyszacych wykazujgcych objawy kliniczne wskazujgce na chorobe pasozytniczg, czy przeprowadza sie
badania przesiewowe pod katem inwazji w ramach szerszego programu zapobiegania i zwalczania, niezbedne
jest zastosowanie metod doktadnych i niezawodnych.

Wykrywanie bezposrednie

Parazytologiczne metody laboratoryjne czesto umozliwiaja bezposrednie rozpoznanie pasozytéw w oparciu
o ich morfologie lub bezposrednie wykrycie sladéw obecnosci pasozytéw, takich jak antygeny lub DNA.

identyfikacje morfologiczng (makroskopowa, mikroskopowa, bezposrednio lub po zageszczeniu, po
wybarwieniu lub wyznakowaniu swoistymi przeciwciatami, po hodowli w kierunku patogendw grzybiczych);

diagnostyke immunologiczng w kierunku antygendéw pasozytow;
biomolekularne wykrywanie pasozytniczego DNA;
wykrywanie makroczasteczek pasozytdw metoda spektrometrii mas;

hodowle in vitro w celu namnazania lub rozwoju stadidw pasozytniczych.

nieregularne rozmieszczenie i wydalanie pasozytdw;
nieprawidtowe pobieranie préobek, ich przechowywanie i transport;
ograniczenie dostepnych danych genetycznych/proteomicznych;

w niektdrych przypadkach niska czutos¢ lub specyficznosc.

Zastrzezenie: Biomolekularne wykrywanie DNA lub antygenu moze czasami prowadzi¢ do wynikdw fatszywie
dodatnich, poniewaz te slady obecnosci pasozytdw moga utrzymywac sie przez pewien czas po ustgpieniu
zarazenia.

Wykrywanie posrednie

W przypadku niektdrych zarazen pasozytniczych bezposrednie stwierdzenie nie zawsze jest mozliwe. Moze
to by¢ spowodowane szczegdlng lokalizacja pasozytdw w organizmie, wystepowaniem w bardzo niskiej
intensywnosci, gdy nie moznaich wykry¢ metodamibezposrednimi, wzglednie gdy metodajest zbyt pracochtonna
lub inwazyjna dla pacjenta. W takich przypadkach bardzo pomocne moze by¢ wykrywanie posrednie, poprzez
rozpoznanie reakcji immunologicznych na pasozyty. Posrednie metody wykrywania obejmujg stwierdzanie
specyficznych przeciwciat w réznym materiale od pacjenta.

zmienne i opdéznione reakcje immunologiczne (w zaleznosci od czasu po zarazeniu, intensywnosci,
lokalizacji pasozytdw i rodzaju reakcji);

trwatosc i reaktywnosc krzyzowa przeciwciat;

w niektdrych przypadkach niska czutos¢ lub specyficznosc.



Przeciwciata moga utrzymywac sie w réznym czasie po ustgpieniu zarazenia, wiec mozliwos¢ wykrywania
istniejacych zarazen moze byc¢ ograniczona.

Niniejszy przewodnik jest przeznaczony dla lekarzy weterynarii, ktdrzy w swojej praktyce wykonuja rutynowe
procedury diagnostyczne w celu wykrycia zarazen pasozytniczych, a takze dla tych, ktdrzy regularnie przesytaja
probki do zewnetrznych laboratoriéw.

Zostat on podzielony na rozdziaty, bazujac na rodzaju badanego materiatu oraz dostepnych metodach.
Przewodnik zawiera réwniez ogdlne informacje na temat pobierania prébek, obchodzenia sie z nimi i ich
przechowywania.

POBIERANIE PROBEK, WYSYLKA | PRZECHOWYWANIE MATERIALU DIAGNOSTYCZNEGO

Uwagi ogdlne

Doktadnos¢ testdow diagnostycznych zalezy w duzej mierze od prawidtowego pobierania préobek, ich
przechowywania i transportu. Kazda prébka musi by¢ odpowiednio oznakowana (dane pacjenta i wtasciciela
wraz z datg pobrania), wystana w szczelnie zamknietych, niettukgcych pojemnikach (oznakowanych zgodnie
z krajowymi i miedzynarodowymi przepisami dotyczacymi transportu materiatéw potencjalnie zakaZnych),
szybko przetransportowana do laboratorium wraz z prawidtowo wypetnionymi formularzami umozliwiajgcymi
personelowi laboratorium przypisanie probki i wykonanie zleconego badania. Prébki krwi/surowicy nalezy
przesta¢ kurierem w szczelnej plastikowej probdwce z zakretka, w schtodzonym opakowaniu. Probdwke
nalezy umiesci¢ w zamykanej strunowej torebce/opakowaniu na prébki na wypadek pekniecia probdwki,
zabezpieczonej materiatem ochronnym i umieszczonej w wytrzymatym opakowaniu transportowym.

Wiele laboratoriow zapewnia szczegdtowe wytyczne dotyczace pobierania prébek i ich wysytki. Ponadto nalezy
przestrzegac ogdlnych i specjalnych srodkéw ostroznosci oraz odpowiednio utylizowac substancje toksyczne
lub materiaty zakazne.

Pobieranie i przechowywanie préobek

Probki katu nalezy pobiera¢ z prostnicy lub bezposrednio po defekacji, aby zapobiec zanieczyszczeniu
materiatem ze Srodowiska, w ktérym moga znajdowac sie wolno zyjace nicienie. Do badan nalezy uzy¢ prébek
Swiezych lub przechowywanych w temperaturze 4°C, poniewaz jaja niektdrych robakdéw i oocyst kokcydidw
moga nadal sie rozwijac i zmienia¢ swoje cechy diagnostyczne. W starszych prébkach katu larwy pierwszego
stadium nicieni ptucnych (L1) moga nie by¢ zdolne do migracji przy zastosowaniu metody Baermanna. Larwy
Strongyloides spp. i stupkowcodw moga wykluc sie z jaj, odpowiednio po kilku godzinach lub dniach, a prébki
badane w kierunku wykrycia jaj moga dac wynik fatszywie ujemny. Aby zapobiec rozwojowi jaj nicieni, prébki
i pojemniki powinny zawierac jak najmniej tlenu i by¢ szczelnie zamkniete.

W parazytologii weterynaryjnej prébki katu zwykle nie sg konserwowane przez dtugi czas przed badaniem.
Diuzsze przechowywanie moze wymagac konserwacji, np. chemikaliami (patrz fachowe piSmiennictwo
dotyczace medidw) lub przez zamrozenie w temperaturze -20°C. Nalezy zaznaczy¢, ze w zakonserwowanym lub
wczesniej zamrozonym materiale nie moga by¢ miarodajnie wykryte niektére stadia pasozytnicze, szczegdlnie
larwy nicieni, jaja stupkowcdw i inne cienkoskorupowe jaja robakdw.

W wiekszosci przypadkdéw probki surowicy do identyfikacji i ilosciowego oznaczenia antygendw lub przeciwciat
uzyskuje sie z krwi obwodowej. W idealnym przypadku krew powinna swobodnie naptywaé do probdwki;
zapobiega to hemolizie. Jesli to mozliwe, nalezy pobra¢ co najmniej 5 ml krwi, aby zapewnic¢ objetos¢ surowicy
wynoszacg 2 ml dla catego panelu testowego. Po koagulacji trwajgcej co najmniej 20 minut, surowice oddziela
sie od skrzepu przez odwirowanie, przenosi do swiezej probdwki i najlepiej od razu przesyta. W razie potrzeby
surowice mozna przechowywac w temperaturze 4°C przez maksymalnie 24 godziny przed wysytka. Diuzsze
przechowywanie, jesli to konieczne, powinno odbywac sie w temperaturze -20°C. Nalezy pamietac, ze wirowanie
przed catkowitym skrzepnieciem moze spowodowad hemolize, ktéra moze zakitdécic test; pozostawienie krwi na
zbyt dtugi czas moze prowadzi¢ do wzrostu drobnoustrojéw i pézniejszej degradacji probki. Jesli surowica nie jest
dostepna, do niektdrych testdw mozna uzyc¢ osocza; musi to zosta¢ uzgodnione z laboratorium przed badaniem.



Do mikroskopowego lub molekularnego wykrywania pasozytéw lub DNA pasozytéw w krwi pemnej
(bezposrednio lub po zageszczeniu, np. w tescie Knotta) stosuje sie probowki z antykoagulantem (EDTA,
Li-heparyna). Prébki krwi petnej mozna przechowywa¢ w temperaturze 4°C maksymalnie przez 4 dni.
Zamrazanie probek w temperaturze -20°C w celu utatwienia dtuzszego przechowywania nadal umozliwia
wykrywanie DNA, ale ogranicza izolacje i identyfikacje stadiéw pasozytniczych.

Zywe stawonogi (oraz zeskrobiny skéry) nalezy przechowywad w szczelnie zamknietym pojemniku, aby zapobiec
ich ucieczce. Aby zapobiec odwodnieniu, mozna dodac troche wilgotnej bibuty papierowej. Do dalszych badan
nalezy je utrwali¢ w 70% etanolu. Pasozyty z katu, wymiocin, skdry itp. nalezy zbiera¢ oddzielnie i konserwowac
w roztworze soli fizjologicznej (krotkoterminowo) lub w 70% etanolu.

STANDARDOWE WYPOSAZENIE LABORATORIUM PARAZYTOLOGICZNEGO

Poniewaz mikroskopia jest standardowa technikg oceny prébek, dobrze utrzymany mikroskop swietlny jest
niezbedny do diagnostyki parazytologicznej. Pomiary mikroskopowe sg czesto niezbedne do identyfikacji,
dlatego powinien by¢ dostepny sprzet do doktadnych, znormalizowanych pomiaréw. W przypadku obiektdow
widocznych gotym okiem, mikroskop stereoskopowy jest zwykle najlepsza opcjg do szczegdtowego badania
(patrz Tabela 1).

jaja i larwy robakéw, mate stawonogi Mate powiekszenie do badan przesiewowych: 40-100x;
Szczegdty: 400x

Pierwotniaki Srednie i duze powiekszenie: 400-650x
Rozmazy krwi, bardzo mate obiekty w kale: 1000x (pod imersjag)

Duze stawonogi, doroste robaki Mate powiekszenie (mikroskop stereoskopowy)
(lub ich czesci, np. proglotydy)

*

Nalezy pamietac, ze dla mikroskopu swietinego powiekszenie jest obliczane jako powiekszenie okularu (zwykle 8-10x) x powiekszenie
obiektywu, podczas gdy mikroskop stereoskopowy wykorzystuje tylko jeden zestaw soczewek powigkszajgcych.

Podczas rozpoznawania stadidw pasozyta pod mikroskopem nalezy wzig¢ pod uwage rézne cechy, takie jak
wymiary, ksztatt, barwa i morfologia powierzchni, samej otoczki i narzadéw wewnetrznych. W celu identyfikacji
larw nicieni (nicieni ptucnych, stupkowcdw u koni, tegoryjcéw psow i kotow lub Strongyloides spp.), gdy sa zywe
nalezy wzigé pod uwage ich ruchliwosc. Ponadto do identyfikacji pomocne sa charakterystyczne struktury, takie
jak morfologia przedniej czesci ciata, przetyku i korica ogona.



(A) do koproskopii:
sprzet do odwazania
ttuczek i mozdzierz
plastikowy pojemnik i szpatutka, szpatutka do jezyka, plastikowa tyzka lub podobny przedmiot
plastikowy patyczek lub waska szpatutka
wacik
plastikowa elastyczna butelka
probdéwki wiréwkowe (12—-15 ml; 50 ml)
wiréwka stotowa z wychylnym rotorem
zlewka (250 ml) lub inny pojemnik odpowiedni do sedymentacji
lejek
sitka do herbaty o wielkosci sita ok. 0,5-1 mm (do flotacji lub sedymentacji-flotacji)
i 0,3 mm (do sedymentacji)

druciana petelka (wygieta pod katem prostym, o srednicy okoto 6 mm)
lub inne wyposazenie do pobierania kropel roztworu flotacyjnego z powierzchni

szkietka mikroskopowe
szkietka nakrywkowe
olejek immersyjny

szalka Petriego (szklana lub plastikowa, ze znakowanym liniami dnem
dla tatwiejszego badania mikroskopowego)

roztwor btekitu metylenowego (atrament)

pompka wodna (lub pipety 10-20 ml)

gaza bawetniana (20 x 20 cm)

plastikowe lub szklane pipety Pasteura

komora do liczenia jaj lub oocyst (np. McMaster, FLOTAC)

Ponadto do metody Baermanna:
aparat do mocowania lejka
gumowa rurka i zacisk rurki
kalibrowane cylindry miarowe (100 ml i wieksze)
mieszadto magnetyczne i magnesy mieszajace

W przypadku koprokultur réwniez:
stoik 500 ml (lub podobny)
szalka Petriego o nieco wiekszej srednicy niz szklany stoik
komora do hodowli w temperaturze 25°C w ciemnosci
autoklawowane trociny, wegiel drzewny lub wermikulit

(B) do hematolodgii i serologii

W zaleznosci od formatu i metody odczytu potrzebne jest rézne wyposazenie,
np. mikroskop wyposazony we fluorescencje do IFAT lub czytnik ptytek do testu ELISA itp.,
a takze pipety laboratoryjne i sprzet do barwienia

(C) w przypadku zeskrobin skéry:
10% roztwdr KOH lub laktofenol
olej mineralny lub gliceryna



10

MEDIA | ROZTWORY

0,9% NaCl (roztwor soli fizjologicznej)

roztwory flotacyjne (patrz tabela 2)

ptyn Lugola (10 g jodku potasu, 5 g jodu, w 200 ml wody destylowanej)

eter dietylowy'

SAF (octan sodu-kwas octowy-formalina): 4,5 g octanu sodu, 6,0 ml stezonego kwasu octowego,
12,0 ml formaliny'

barwienie Ziehla-Neelsena: fuksyna karbolowa, zieleri malachitowa,

kwasny alkohol (15 ml HCI (37%) w 485 ml EtOH), metanol (uzyj zestawu do barwienia)

' eter, formalina lub mertiolat-jod-formaldehyd (zawierajacy rtec) sa uzywane w metodzie zageszczania SAF (patrz 1.2.7),
metodzie Telemanna-Rivasa (patrz 1.2.8.) i/lub metodzie zageszczania MIFC (mertiolat-jod-formaldehyd) (nieopisanej w niniejszym
przewodniku). O wyborze przyjetej metody moga decydowad, miedzy innymi, rézne standardy bezpieczeristwa stosowane
w laboratoriach w odniesieniu do tych roztwordw.

Tabela 2. Sktadniki i wiasciwosci roztwordw flotacyjnych do koproskopowych analiz parazytologicznych (wybér)

Roztwor flotacyjny Objetosc¢ wody Ciezar wiasciwy*
Nasycony roztwér soli (NaCl) 340-360 g NaCl 1000 mi ~1,18-1,2

Roztwor chlorku cynku i soli (ZnCl, + NaCl) 275 g ZnCl, + 262 g NaCl 1000 mi 1,3

Roztwér chlorku cynku (ZnCl,) 440 g ZnCl; 1000 mi 13

Roztwér chlorku cynku (ZnCl,) 660 g ZnCl, 1000 mi 1,45

Roztwdr siarczanu cynku (ZnSO,) 760 g ZnSO, 1000 mi 1,3

Roztwor siarczanu magnezu (MgSO,) 350 g MgSO. 1000 mi 1,28

Roztwor sacharozy** 550 g sacharozy 440 ml 1,28

Nasycony roztwér soli z 50% glukozg 375 g glukozy + 250 g NaCl Do 1000 ml 1,27

Roztwdr soli z sacharozg™ E?O%Sri?:zrsc;zcﬁnego roztworu soli 133

*

w temperaturze pokojowej, mierzy¢ gestosciomierzem.

**dodac 0,7 ml formaliny (37%) lub 1 g krystalicznego fenolu na kazde 100 ml, aby zapobiec rozwojowi bakterii i grzybow,
wzglednie przechowywac w temperaturze 4°C.

1. BADANIA KOPROSKOPOWE

1.1. Informacje ogdlne

Badanie makroskopowe

Przed obrdobka kazda prébka katu powinna zostac¢ zbadana makroskopowo na obecnos¢ wydalonych robakéw
(np. glist, cztondw tasiemca, owsikdw) lub krwi (w celu zakonserwowania wyizolowanych pasozytéw, zob. wstep).

Badanie mikroskopowe

Umozliwia wykrycie wydalonych jaj, pakietéw jaj, larw, oocyst, trofozoitéw (tylko w swiezym kale, jesli nie zostat
dodany roztwdr konserwujacy) i cyst.



Jaja robakdéw i (0o)cysty pierwotniakdw nalezy réznicowac na podstawie:

ksztattu: okragte, owalne, wielokatne, cytrynowate;

rozmiaru: duzy = okoto 80-150 (do 300) um (np. jaja Fasciola hepatica, pakiety jaj Dipylidium caninum),
sredni = okoto 60-80 (do 120) um (jaja Ancylostomatidae, jaja Strongylidae), maty = okoto 40-60 um

(np. jaja Strongyloides, jaja Taeniidae) i bardzo mate = <40 um (np. oocysty kokcydiéw i Cryptosporidium,
cysty Giardia);

otoczki: grubos¢, powierzchnia (np. gtadka, szorstka, wpuklona), barwa, cechy wyrdzniajace, takie jak
czopy biegunowe lub mikropyle; oraz

zawartosci (w odniesieniu do czasu po wydaleniu katu): komérki niesegmentowane, blastomery, zarodek
lub larwa w jajach robakdw, liczba sporocyst i sporozoitdw oraz innych struktur w kokcydiach i innych
pierwotniakach.

Larwy nicieni réznicuje sie na podstawie ich catkowitej dtugosci, morfologii ostonki kutykularnej, przewodu
pokarmowego oraz przedniego i tylnego odcinka ciata. Mozna je odrdzni¢ od larw nicieni wolnozyjacych na
podstawie braku dodatkowych ostonek. Wolnozyjace larwy nicieni majg wyrazny otwodr gebowy i ciemniejsza
barwe niz larwy inwazyjne nicieni pasozytniczych; moga miec zgrubienia przetyku i kilka innych cech
wyrdzniajacych.

W zaleznosci od wykonywanej procedury wyrdznia sie réznorodne techniki koproskopowe: metody
bezposrednie bez zageszczania (tj. niebarwione i barwione rozmazy katu, wykrywanie stadiéw ruchliwych) oraz
metody zageszczania stadidw pasozytniczych:

sedymentacja

flotacja (z wirowaniem lub bez)

potaczona metoda sedymentacyjno-flotacyjna

metoda Baermanna

specyficzne metody zageszczania, takie jak metoda Telemanna-Rivasa, SAFC itp.

Wymienione metody moga stuzy¢ wykryciu réznych pasozytdw, jednak zadna z nich nie jest jednakowo
skuteczna do stwierdzenia wszystkich obecnych w prébce pasozytéw iich stadidw. Preferowana metode nalezy
wybraé w kierunku wykrycia spodziewanych stadidw pasozyta, natomiast aby uwzgledni¢ petne spektrum
mozliwych zarazen niezbedne bedzie zastosowanie kilku metod.

Ogodlnie rzecz biorac, im wieksza ilos¢ katu, tym wieksze prawdopodobienstwo wykrycia stadidéw pasozytniczych
(wyzsza czutosdé, tj. mniej wynikdw fatszywie ujemnych). Jednak ilos¢ badanego katu bedzie ograniczona
stopniem zanieczyszczenia przetwarzanej prébki: zbyt duza ilos¢ zanieczyszczen zmniejsza czutosc (tj. wiecej
wynikéw fatszywie ujemnych), a takze swoistosc.

Poniewaz wiekszg ilo$¢ katu mozna zbadadé potaczong metoda sedymentacyjno-flotacyjng, poziom czutosci
jest wyzszy, szczegdlnie w przypadku niskiego poziomu wydalania pasozytéw. Dlatego tez jest to preferowana
metoda rutynowych badan. Podobnie jak flotacja i sedymentacja, metoda ta jest klasyfikowana jako
potilosciowa, jesli jest wykonywana przy uzyciu spdjnej metodologii i okreslonej liczby préobek katu. Aktywna
flotacja wspomagana wirowaniem jest preferowana w poréwnaniu z flotacjg pasywna. Rdwniez wybdr roztworu
flotacyjnego, a tym samym gestos¢ roztworu ma ogromne znaczenie, poniewaz niektdrych pasozytdow nie
mozna wykry¢ w roztworach o wysokiej gestosci, a innych w roztworach o niskiej gestosci.

Czutosc metod koproskopowych jest ograniczona przez nastepujgce czynniki:

Zarazenie musi by¢ w fazie patentnej, tj. stadia rozwojowe (jaja, larwy, (0o)cysty) musza by¢ obecne w prébce,
co wskazuje na trwajgca inwazje z namnazaniem/wytwarzaniem potomstwa. Zarazenia pre- i postpatentne
nie moga byc¢ wykryte za pomoca kopromikroskopii.

Nie wszystkie stadia rozwojowe/pasozyty sg wydalane w sposdb ciggty; moze byc¢ konieczne pobranie kilku
probek od danego zwierzecia (np. przez 3 kolejne dni) lub ponowne pobranie prébek.

Czesto zarazenia na niskim poziomie sg przyczyna wytwarzania tylko niewielkiej liczby wykrywalnych
form pasozytniczych. Zwiekszenie ilosci katu lub wykonanie kilku analiz dla danego zwierzecia moze byc¢
korzystne, jak opisano powyzej.
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Biegunka moze rozcienczy¢ prébki poprzez zwiekszenie objetosci katu, a tym samym zmniejszenie czutosci.
Mozna tego uniknac stosujgc tgczong metode sedymentacyjno-flotacyjng, ktdéra polega na zageszczaniu
ptynnego katu przez sedymentacje przed koncentracjg pasozytéw za pomoca flotacji.

Ze wzgledu na niska czutos¢ kopromikroskopii wyniki ujemne nalezy interpretowad z ostroznoscia. Fakt, ze
w kale nie wykryto zadnych stadidw pasozytniczych, nie wyklucza zarazenia pasozytniczego, gdy wystepuja
typowe objawy kliniczne (np. zarazenia, ktdre sa jeszcze w stadium prepatentnym). Takie przypadki wymagaja
dalszych badan. W niektdrych przypadkach mozna zastosowac metody alternatywne (tj. wykrywanie antygenu
lub przeciwciat).

Z drugiej strony, bezposrednie wykrywanie stadidw pasozytniczych ma na ogdét wysoka specyficznosd,
a wyniki fatszywie dodatnie sa rzadkie jesli analiza jest przeprowadzona prawidtowo. Wyniki fatszywie dodatnie
moga wynikac z koprofagii u pséw (tj. obserwowanego pasazu jelitowego pasozytéw kotdw Toxocara cati
lub Toxoplasma gondii w prébkach katu psowatych). Dlatego nalezy doradzi¢ wtascicielom, aby prébowali
zapobiegad takiemu zachowaniu, szczegdlnie w dniach poprzedzajgcych pobranie prébki koproskopowej,
aby uniknac fatszywie dodatniego wykrycia pasazowanych stadidw pasozyta. Wykrywanie antygenu, ktore jest
dostepne na rynku dla niektdrych gatunkow nicieni u pséw, moze umozliwi¢ ominiecie tego problemu.

W celu interpretacji wynikédw w kontekscie klinicznym nalezy oceni¢ wyniki badan parazytologicznych wraz
z innymi ustaleniami diagnostycznymi (np. badaniem klinicznym, hematologicznym itp.), a w przypadku stadidow
zoonotycznych - ich implikacjami dla zdrowia ludzkiego.

1.2. Metody koproskopowe

1.2.1. Sedymentacja w wodzie

Zasada:

Dzieki tej metodzie stadia pasozytdw o stosunkowo wysokim ciezarze witasciwym (np. jaja przywr, zwtaszcza
Fasciola hepatica i Opisthorchis felineus, ale takze oocysty Eimeria leuckarti) oraz ciezkie czasteczki katu
szybko osadzajg sie na dnie. Poprzez wielokrotng sedymentacje i dekantacje supernatantu usuwane sg lzejsze
czastki katu. Metode te stosuje sie zwykle do wykrywania jaj motylicy watrobowej w kale koni, a takze jaj
przywry kociej w kale kotéw.

Wymagany materiat katowy:
5-10 g katu (czutosc wzrasta po kilkukrotnym pobraniu prébek).

Procedura:

1. Wymieszac szpatutka prébke katu z woda do uzyskania jednorodnej zawiesiny. Jesli kat jest bardzo zbity,
rozdrobnic probke w wodzie za pomoca ttuczka i mozdzierza.

2. Przela¢ zawiesine przez sitko (oczko 0,3 mm) do odpowiedniego pojemnika (np. zlewki lub podobnego
naczynia) i przeptukac sitko silnym strumieniem wody z plastikowe] elastycznej butelki, az zlewka sie
napetni.

Pozostawi¢ na 3 minuty.

Nieprzerwanym ruchem zlac¢ supernatant (lub odessac¢ pompa wodna).

Ponownie napetni¢ zlewke woda.

Sedymentacje powtdrzyc trzy razy. Koncowy supernatant powinien by¢ prawie przezroczysty.

Do ostatniej sedymentacji dodac 1-3 krople btekitu metylenowego (atramentu) i doktadnie wymieszac.

WIlac caty osad do szalki Petriego.

© ® N O o s W

Zbadac osad pod mikroskopem lub stereomikroskopem (powiekszenie 20-50x).

Do standardowego wykrywania jaj Fasciola w probkach katu koni dostepny jest przyrzad FlukeFinder® (zestaw
sitek — przyp. ttum.).



1.2.2. Flotacja z wirowaniem

Zasada:

Flotacje przeprowadza sie w celu wykrycia jaj robakdw, cyst pierwotniakdw i oocyst, ktdre majg ciezar wiasciwy
nizszy niz roztwor flotacyjny. W zawiesinie prébki katu rozprowadzonej w roztworze flotacyjnym o znanym
ciezarze wtasciwym, Izejsze formy pasozytnicze gromadza sie na powierzchni, podczas gdy ciezsze czastki
opadaja lub pozostaja w zawiesinie.

Mozna zastosowac wiele réznych roztwordw flotacyjnych (patrz tabela 2 na str. 10). Wybrany roztwér nalezy
przygotowac co najmniej jeden dzien przed analiza i sprawdzié ciezar wiasciwy gestosciomierzem.

Za pomoca nasyconego roztworu chlorku sodu mozna wykry¢ jaja Strongyloides (Swieze probki), stupkowcow,
glist, owsikéw, oocysty kokcydidw i cysty pierwotniakdw. W tej metodzie stadia pasozytnicze unosza sie
dzieki ich niskiemu ciezarowi wtasciwemu w roztworze soli o wyzszym ciezarze wtasciwym. Wykrywanie jaj
Trichuris, Capillaria, tasiemcow z rodziny Taeniidae, filarii lub owsikdw oraz oocyst Eimeria leuckarti moze byc¢
niepewne, poniewaz wymagajg one roztwordw flotacyjnych o wyzszym ciezarze wiasciwym. Cysty Giardia
sg zdeformowane, podczas gdy jaja przywr nie sg wykrywane. Diugotrwate przechowywanie jaj robakdw lub
form pierwotniakdw w roztworach hipertonicznych moze prowadzi¢ do deformacji tych stadidw, co utrudnia
diagnostyke. Larwy nicieni mozna czasami znalez¢ w roztworach flotacyjnych, jednak zwykle szybko ulegaja
deformacji i ich okreslenie staje sie bardzo utrudnione.

Stadia wyzej wymienionych pasozytéw, tj. jaja Trichuris, Capillaria, Taeniidae i filarii oraz cysty Giardia
(zdeformowane) mozna wykryc z zastosowaniem roztwordw siarczanu cynku, chlorku cynku, siarczanu magnezu
lub sacharozy/roztworu soli oraz sacharozy. Zuzyte roztwory zawierajace cynk (metal ciezki) nalezy gromadzi¢
i usuwac jako odpady specjalne.

Mozliwych jest kilka modyfikacji standardowej techniki flotacji, z ktérych niektdre opisano ponizej.

Wymagany materiat katowy:
Mate zwierzeta: 4-5 g (w przyblizeniu wielkosci orzecha wtoskiego), pobrane w ciggu 3 kolejnych dni, badane
jako podprdbka zbiorczej probki; konie: do 20 g katu.

Procedura:

1. Przygotowad roztwdr flotacyjny w temperaturze pokojowej i okresli¢ ciezar wtasciwy za pomoca
gestosciomierza (jesli nie jest dostepny, mieszac az sdl prawie catkowicie sie rozpusci).

2. Zmieszac probke katu z 10-krotng objetosciag roztworu flotacyjnego do uzyskania jednorodnego roztworu.
Jesli konsystencja katu jest zbita, wczesniej namoczyc¢ probke w wodzie.

3. Przela¢ zawiesine katu przez sitko do herbaty i za pomoca lejka do dwdéch probdwek wirdwkowych
na probke. Pozostawic 1cm margines od gory w kazdej probdwce, aby uniknac rozlania zawiesiny w wirdwce.

Wirowac proboéwki przez 3-5 minut przy 300 x g.

Za pomoca drucianej petli (lub podobnego przyrzadu) pobrac 3-5 kropli z powierzchni zawiesiny i umiescic
na szkietku mikroskopowym.

6. Przykrycszkietkiem nakrywkowym izbadac pod mikroskopem, rozpoczynajac od 40-krotnego powiekszenia.
Ustawic ostros¢ w odniesieniu do matych pecherzykdw powietrza lub czastek w zawiesinie. Caty obszar
szkietka nakrywkowego mozna nastepnie zbadad przy wiekszym powiekszeniu (100—400x). W przypadku
mniej zanieczyszczonych prébek, zwiekszy¢ czutos¢ moze badanie bez szkietka nakrywkowego przy
mniejszym powiekszeniu, poniewaz jaja i cysty koncentrujg sie na wypuktej powierzchni kropli.

13



14

Istnieje kilka mozliwosci badania mikroskopowego form pasozytniczych unoszacych sie na powierzchni
prébek:

kilka kropel z powierzchni zawiesiny katu mozna przeniesc na szkietko za pomoca drucianej petli wygietej
pod katem prostym, a nastepnie zbadac (ze szkietkiem nakrywkowym lub bez) pod mikroskopem. Nalezy
uwazac, aby nie naruszy¢ powierzchni zawiesiny podczas pobierania kropli; oczko petli powinno byc¢
czyszczone po kazdej probce (sptukane, a nastepnie opalone nad ptomieniem).

umiescic¢ szkietko nakrywkowe na wypetnionej probéwce wirdwkowej (szkietko nakrywkowe powinno
stykac sie z powierzchnia roztworu flotacyjnego) i odwirowac z zatozonym szkietkiem nakrywkowym.
Szkietko nakrywkowe nalezy nastepnie zdjaé, umiesci¢ na szkietku podstawowym i zbada¢ pod
mikroskopem. Flotujgce stadia pasozyta zostajg przeniesione na szkietko podstawowe wraz z ptynem
przylegajacym do spodu szkietka nakrywkowego. Wirowanie ze szkietkiem nakrywkowym jest
najskuteczniejsze z roztworem sacharozy.

po odwirowaniu umiescic¢ szkietko nakrywkowe na probowce (w tym celu probdwke nalezy dopetnic
catkowicie, tak aby powierzchnia roztworu utworzyta menisk wypukty), a nastepnie odczekac kilka
minut, aby umozliwi¢ wyptyniecie form pasozytniczych.

1.2.3. Potaczona metoda sedymentacyjno-flotacyjna

Dzieki tej metodzie stadia pasozytéw najpierw gromadza sie tworzac osad w wodzie, a nastepnie unosza sie
dzieki ich niskiemu ciezarowi wiasciwemu w roztworze flotacyjnym o wyzszym ciezarze wtasciwym. Zaleta tej
metody jest wyzsza czutosé, poniewaz mozna zbadac wieksza ilos¢ katu (do 20 g).

Metode mozna stosowac do doktadnej identyfikacji jaj wszystkich rodzajow robakdéw oraz wiekszosci oocyst
i cyst pierwotniakéw. Wykrywanie larw nicieni i jaj przywr wymaga specjalistycznej wiedzy, poniewaz ulegaja
one deformacji. Nie jest mozliwe wykrycie tg metoda trofozoitéw pierwotniakdw i cyst petzakow.

Wymagany materiat katowy:

W przypadku psoéw i kotdw pobiera sie co najmniej 4-5 g katu (w przyblizeniu wielkosci orzecha wtoskiego).
W niektdrych przypadkach, aby zwiekszy¢ prawdopodobienistwo wykrycia, przydatne moze byc¢ pobranie
probek katu przez 3 kolejne dni i przebadanie podpréobek z prébki zbiorczej. W przypadku koni: do 20 g katu.

Procedura:
1. Prébke umiesci¢ w mozdzierzu i doktadnie rozetrze¢ ttuczkiem w wodzie.

2. Zawiesine przelac przez sitko za pomoca lejka do dwdch probdwek wirdwkowych. Przeptukad kat przez
sitko silnym strumieniem wody z butelki z rozpylaczem (nie powinno doj$¢ do utraty materiatu).

Wirowac przez 8 minut, przy okoto 500-700 x g, w celu sedymentacji.

4. Zlac supernatant jednym ruchem bez przerwy (lub odessa¢ pompa wodng), az pozostanie maksymalnie
5 mm osadu.

Dopetni¢ probdwki roztworem flotacyjnym.
Wirowac proboéwki przez 3-5 minut przy 300 x g.
Postepowac jak w przypadku flotacji (patrz 1.2.2.).

Alternatywnie, jesli nie ma wirdwki, rozmieszac probke katu z woda i pozostawi¢ probdwki w temperaturze
pokojowej na 30 minut do jednej godziny, zla¢ supernatant, wymieszac¢ osad z roztworem flotacyjnym, dolac
roztworu do pojawienia sie menisku wypuktego. Natozy¢ szkietko nakrywkowe, odczekad 10-20 minut
(w zaleznosci od roztworu flotacyjnego), umiesci¢ szkietko nakrywkowe na szkietku podstawowym, a nastepnie
ogladac pod mikroskopem. Ta metoda jest mniej czuta, niz metody oparte na wirowaniu i zwykle wykrywa formy
pasozytédw obecne w wiekszej liczbie.



1.2.4. Zmodyfikowana metoda McMastera do liczenia jaj

Zasada:

Ta metoda jest stosowana do iloSciowego badania katu pod wzgledem liczby jaj robakdéw lub oocyst
kokcydidw. Okreslong ilos¢ katu flotuje sie w komorze i zlicza pod mikroskopem postacie pasozytow
w obrebie zaznaczonego pola. Na tej podstawie oblicza sie ich liczbe w 1 g katu i wyraza jako epg (liczba jaj
na gram) lub opg (liczba oocyst na gram). Obliczenie liczby jest czesto stosowane do ilosciowego oznaczania
jaj stupkowcdw u koni, ale ma réowniez zastosowanie do innych stadidw pasozytniczych, ktdre flotujg. Zwykle
stosuje sie nasycony roztwdr flotacyjny NaCl; stosujac roztwory flotacyjne o wyzszym ciezarze wiasciwym
mozna wykry¢ ciezsze jaja.

W przypadku terenowych badan lekoopornosci technike te stosuje sie przed i po leczeniu antyhelmintykiem
(test redukcji liczby jaj w kale, FECRT). FECRT to badanie przegladowe oceniajgce skutecznosé leczenia.

W programach selektywnego zwalczania, liczba jaj w 1 g (epg) dostarcza informacji o znaczeniu poszczegdlnych
zwierzat w stadzie w zanieczyszczeniu pastwiska i moze byc¢ wykorzystana jako wsparcie decyzji w zabiegach
selektywnego odrobaczania koni (patrz Przewodnik ESCCAP 8: Przewodnik leczenia i zwalczania inwazji
pasozytow zotadkowo-jelitowych u koni).

Ze wzgledu na granice wykrywalnosci (patrz ponizej), zmodyfikowana metoda McMastera nie jest zalecana
do badan przesiewowych na obecnos¢ pasozytéw u zwierzat, szczegdlnie w przypadku bardzo istotnych
pasozytédw wewnetrznych (tj. Echinococcus spp. u zwierzat miesozernych lub Parascaris spp. u koni).

Wymagany materiat katowy:
Co najmniej 4 g katu.

Procedura:
1. Doktadnie wymiesza¢ w mozdzierzu 4 g katu z okoto 30 ml roztworu flotacyjnego.

2. WIlac zawiesine katu przez sito i lejek do cylindra; wycisnac pozostatosé na sicie; przeptukaé mozdzierz
i ttuczek roztworem flotacyjnym.

Zdjac sito i lejek oraz uzupetnic roztwdr flotacyjny do 60 ml.
Przela¢ zawiesine do zlewki i dobrze wymieszad, np. mieszadtem magnetycznym.

Pobrac prébke zawiesiny za pomoca pipety i napetnic¢ pierwsza komore ptytki objetoscig co najmniej
0,15 ml. Komora musi by¢ catkowicie wypetniona, bez pecherzykdw powietrza.

Ponownie doktadnie wymieszac zawiesine i pobrac druga prébke, aby wypetni¢ druga komore ptytki.
Pozostawic szkietko na 5-10 minut, aby jaja/oocysty mogty ulec flotacji.

Umiescic ptytke pod mikroskopem i policzy¢ wszystkie postacie pasozytnicze w obrebie kratki do liczenia
(powiekszenie 40—100x).

Kalkulacja jaj/oocyst na 1 g (epg/oeg):

epg/opg = (liczba jaj/oocyst ze wszystkich zliczonych kratek (N)/ilo$¢ katu (g) x powierzchnia kratki (cm?)
x objetosc zawiesiny katu (ml)/wysokos¢ komory zliczajgcej (cm) x liczba kratek (n),

- gdzie N to $rednia liczba jaj/oocyst zliczonych na kratke;

- noznacza liczbe zliczonych kratek;

- objetos¢ pod kratka = powierzchnia kratki (cm?) x wysoko$¢ komory (cm).

Przykitad:

Gdy ilos¢ katu = 4 g, objetosc¢ zawiesiny = 60 ml i objetos¢ pod kratkg = 0,15 ml, dolna granica wykrywalnosci
wynosi 100 epg/opg. W przypadku ptytek dwukomorowych i po dodaniu catkowitej liczby jaj zliczonych pod
obiema kratkami, dolna granica wykrywalnosci na szkietku wynosi 50 epg/opg.
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epg/opg =

liczone jaja objetosc¢ zawiesiny katu (ml)
ilos¢ katu (g) x X wysokosé komory (cm) x
rozmiar kratki (cm?) liczba przeliczonych kratek

epg/opg = liczba jaj/oocyst na gram katu

rozmiar kratki: 1x1cm=1cm2

wysokos¢ komory = 0,15 cm

objetosc pod kratka = 0,15 ml (liczona z wysokosci komory i rozmiaru kratki)

liczba zliczonych kratek: moze sie zmieniac, dlatego jest to uwzglednione we wzorze

1.2.5. Mini-FLOTAC

Zasada:

Mini-FLOTAC umozliwia wykrywanie i oznaczanie ilosciowe pasozytow przewodu pokarmowego, w tym oocyst
kokcydidw, jaj robakow i larw nicieni. Pochodzi od oryginalnego aparatu FLOTAC, ale ma te dodatkowa zalete,
ze nie wymaga etapu wirowania. Mini-FLOTAC mozna wykonac¢ na swiezych lub utrwalonych prébkach katu,
co daje mozliwos¢ przebadania probek kilka dni lub tygodni po przestaniu ich do laboratorium. Czutosé
Mini-FLOTAC wynosi 5 oocyst/jaj/larw/kokcydidéw na gram katu.

Mini-FLOTAC sktada sie z dwdch elementéw: podstawy i dysku odczytujgcego. Istniejg dwie komory flotacyjne
o pojemnosci 1 ml, ktére sa przeznaczone do badania zawiesiny prébek katu, umozliwiajac maksymalne
powiekszenie 400x.

Fill-FLOTAC 2 i 5 to jednorazowe urzadzenia do badania prébek, ktére wchodza w sktad zestawdw FLOTAC
i Mini-FLOTAC. Sktadaja sie z pojemnika, kolektora (2 g lub 5 g) oraz filtra. Zestawy te utatwiajg wykonanie
pierwszych czterech etapdéw techniki Mini-FLOTAC, tj. pobranie prébki (w tym wazenie), homogenizacje, filtracje
i napetnianie. Zestaw i procedure Mini-FLOTAC opisano ponize;j.



Wymagany materiat katowy:
Co najmniegj 2 g katu.

Procedura:
1. Dodac 18 ml roztworu flotacyjnego do pojemnika Fill-FLOTAC 2.

2. Zapomoca szpatutki napetnic¢ stozkowy kolektor urzadzenia Fill-FLOTAC 2 g katu i wyrédwnac powierzchnie.
3. Zhomogenizowac probke, przesuwajac stozkowy kolektor w gére iw dot.

4. Natozy¢ koncéwke na Fill-FLOTAC, krétko homogenizowad, a nastepnie napetni¢ dwie komory urzadzenia
Mini-FLOTAC, az utworzy sie maty menisk.

5. Po 10 minutach przesunac dysk odczytowy, obracajac go w kierunku zgodnym z ruchem wskazdéwek zegara
i umiesci¢ urzadzenie pod mikroskopem za pomoca adaptera dotaczonego do zestawu. Mini-FLOTAC
mozna badac przy maksymalnym powiekszeniu 400x.

6. Zbadac prébke, odczytujgc obie komory Mini-FLOTAC. Pomnozy¢ kazde zliczone jajo przez 5, aby uzyskac
liczbe jaj/larw/oocyst na gram.

Uwaga: w celu niezawodnego wykrywania jaj tasiemcow nalezy stosowac roztwory flotacyjne o wyzszej gestosci
(patrz tabela 2).

Wymagany materiat katowy:
Co najmniej 5 g katu.

Procedura:
1. Dodac 45 ml roztworu flotacyjnego (tj. nasyconego NaCl) do pojemnika Fill-FLOTAC 5.

2. Zapomoca szpatutki napetnic stozkowy kolektor urzadzenia Fill-FLOTAC 5 g katu i wyréwnad powierzchnie.
3. Zhomogenizowac probke, przesuwajac stozkowy kolektor w gére iw dét.

4. Natozy¢ koncowke na Fill-FLOTAC, krétko homogenizowad, a nastepnie napetni¢ dwie komory urzadzenia
Mini-FLOTAC, az utworzy sie maty menisk.

5. Po 10 minutach przesunac dysk odczytowy, obracajgc go w kierunku zgodnym z ruchem wskazéwek zegara
i umiesci¢ urzadzenie pod mikroskopem za pomoca adaptera dotgczonego do zestawu. Mini-FLOTAC
mozna badac przy maksymalnym powiekszeniu 400x.

6. Zbadac prébke, odczytujac obie komory Mini-FLOTAC. Pomnozy¢ kazde zliczone jajo przez 5, aby uzyskac
liczbe jaj na gram.

1.2.6. Metoda podwdéjnego wirowania do wykrywania jaj Anoplocephala w kale koni

Wykrywanie jaj tasiemcéw w kale koni przy uzyciu standardowej metody flotacji z 20 g katu ma ograniczona
czutosé. Stosowanie potaczonej procedury sedymentacji i flotacji, podczas ktérej stosuje sie dwa etapy
wirowania z 15 g katu, zapewnia wyzszy wskaZnik wykrywalnosci.

Wymagany materiat katowy:
15¢
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Procedura:
1. Doktadnie wymieszac szpatutka probke katu (minimum 15 g) z co najmniej 40 ml wody.

2. Umiesc sitko na zlewce o pojemnosci 250 ml i przenies prébke katu na sitko.
Przepuscic caty ptyn przez sitko, odciskajac probke katu szpatutka.

3. Przeniesc¢ przesacz do probdwek o pojemnosci 50 ml.

4. Wirowac przez 10 minut przy 400 x g.

5. Usunac supernatant za pomocag pompy ssacej lub pipety.

6. Pozostaty osad rozpusci¢ w 1-2 ml roztworu sacharozy i przeniesc¢ zawiesine do probdwki
0 pojemnosci 15 ml.

7. Uzupetnic roztworem sacharozy.

Wirowac przez 10 minut przy 200 x g.

Za pomoca drucianej petli przeniesc krople z (catej) powierzchni odwirowanej zawiesiny katu
na szkietko podstawowe i przykry¢ szkietkiem nakrywkowym.

10. Zbadac pod mikroskopem caty obszar pod szkietkiem nakrywkowym, jak opisano w czesci 1.2.2.

1.2.7. Metoda SAFC

Zasada:

Metoda SAFC (Sodium Acetate Acetic Acid Formalin Concentration; roztwér octanu sodu, kwasu octowego
i formaliny) jest odpowiednia do wykrywania otorbionych i wegetatywnych stadidow pierwotniakéw (np. Giardia)
oraz matych jaj niektorych przywr, takich jak Opisthorchis i Metorchis. Stosuje sie uprzednig konserwacje
Swiezych prébek katu w roztworze SAF. Podczas przetwarzania probki sktadniki ttuszczowe sg usuwane
za pomoca eteru, a stadia pasozytnicze ulegajg zageszczeniu. Odmianami metody SAFC jest metoda Telemanna-
Rivasa (patrz 1.2.8.) oraz MIFC (nieopisana w tym prewodniku).

Roztwér SAF:

20 ml stezonego kwasu octowego
40 ml formaldehydu (37%)

15 g octanu sodu

ad 11 woda dest.

Wymagany materiat katowy:
Minimum 1 g swiezego katu przenies¢ do probdéwek z 10 ml roztworu SAF.

Procedura:
1. Wstrzasnac probdwka zawierajgca kat i roztwor SAF.

2. Potowe zawiesiny przelac przez gaze do probdwki wiréwkowej i wirowac przez 2 minuty (500 x g).

3. Zdekantowac supernatant, dodac¢ 8 ml roztworu soli fizjologicznej i wymieszac osad plastikowa szpatutka
lub patyczkiem.

Dodac 3 ml eteru dietylowego, zamkna¢ probdwke i delikatnie wymieszacé zawartosc.
Zdjac¢ pokrywke i wirowac przez 5 minut (500 x g), co pozwoli na utworzenie kilku warstw.

Oddzieli¢ detrytus od $cianki probéwki za pomoca patyczka i zdekantowac supernatant.

N oo oo s

Przenies¢ dwie lub wiecej kropli osadu na szkietko. Opcjonalnie dodacd ptyn Lugola, a nastepnie przykryc
krople szkietkiem nakrywkowym.

8. Zbadacd pod mikroskopem caty obszar pod szkietkiem nakrywkowym, jak opisano w czesci 1.2.2.



1.2.8. Metoda Telemanna-Rivasa

Zasada:
Ta metoda jest odmiang techniki SAFC. Metoda ta polega na koncentracji jaj, cyst i larw w prébkach katu
o wysokim stezeniu ttuszczu (np. pochodzacych od zwierzat miesozernych).

Wymagany materiat - kat:
149, swiezy

Procedura:

1.

o vk w N

Odwazyc 1g katu.

Umiescic kat w szklanym stoiku i dodac¢ 5 ml kwasu octowego (stezenie co najmniej 5%).
Doktadnie zhomogenizowac patyczkiem i przefiltrowad przez podwdjng warstwe gazy.
Przeniesc roztwdr katu do probowki wirdwkowej (12 ml).

Dodac taka sama ilos¢ eteru dietylowego i wymieszaé wstrzgsajac.

Wirowac przez 5 minut (300 x g). Mieszanina rozdzieli sie na 4 warstwy (od gory do dotu): eter dietylowy/
detrytus (w tym sktadniki ttuszczowe)/kwas octowy/osad. Osad jest zwykle bardzo drobny.

Pobrac¢ osad za pomoca pipety i przeniesé na szkietko. Opcjonalnie dodac ptyn Lugola do wykrywania
niektdérych stadidw pasozytniczych (np. cyst Giardia), przykry¢ krople szkietkiem nakrywkowym.

Zbadac pod mikroskopem caty obszar pod szkietkami nakrywkowymi, jak opisano w czesci 1.2.2.

1.2.9. Metoda Baermanna

Zasada:

Metode te stosuje sie zwykle do izolacji ruchliwych larw nicieni (L1 nicieni ptucnych, Strongyloides). Metode
Baermanna mozna réwniez wykorzysta¢ do odzyskania larw trzeciego stadium (L3) stupkowcdw z koprokultury.
Zasada opiera sie na migracji larw (dodatnia hydrotaksja) i grawitacji, dlatego mozna ja przeprowadzi¢ tylko
z zywymi larwami ze $wiezych odchoddéw. Po zwazeniu prébki katu i zliczeniu wszystkich obecnych larw
(lub reprezentatywnych podwielokrotnosci) mozliwa jest analiza iloSciowa.

Wymagany materiat katowy:
Conajmniej 4-10 g katu; pobieranie prébek przeztrzy kolejne dnijest pomocne, aby zrdwnowazyc nieréwnomierne
wydalanie L1 nicieni ptucnych.

Procedura:

1.

Przygotowac aparat Baermanna mocujac lejek, a na jego koricu gumowa rurke z zaciskiem. Wlac¢ troche
wody z kranu do lejka. Upewnic¢ sie, ze zacisk nie przecieka, np. poprzez napetnienie aparatu dzien przed
uzyciem.

Odpowiednio wymieszac kat (do spulchnienia katu mozna uzyc trocin, jesli probka jest zbita i zwarta)
i umiescic¢ jednorodnag mieszanine w gazie.

Umiescic gaze z prdbka katu w lejku i dodaé wode, az probka zostanie prawie catkowicie pokryta.
Pozostawi¢ préobke na co najmniej 12 godzin w temperaturze pokojowej. Larwy migrujg z katu do rurki
i opadaja (grawitacyjnie) do konca lejka.

Po otwarciu gumowego zacisku pierwsze krople mozna zbadac pod mikroskopem (powiekszenie 40—400x).
Jesli larwy sie poruszaja, mozna dodac 1 krople ptynu Lugola, ktéry zabija larwy utatwiajac stwierdzenie ich
cech morfologicznych. Ewentualnie zebrac¢ 10-14 ml ptynu do probdwki, wirowac przez 2 minuty (500 x g),
zla¢ supernatant i zbadac 0,5-1 ml osadu.

W celu okreslenia liczby larw w gramie katu (LPG), nalezy uprzednio zwazyc¢ prébke, policzy¢ wszystkie larwy
(lub ich podwielokrotnosc) w osadzie i przeliczy¢ LPG.
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1.210. Hodowla larw z katu

Zasada:
Koprokultury wykonuje sie z katu koni w celu pozyskania larw trzeciego stadium (L3) nicieni zotgdkowo-jelitowych:
hoduje sie jaja Trichostrongylidae i Strongylidae do L3, co umozliwia ich réznicowanie do poziomu rodzaju.

Wymagany materiat katowy:
Co najmniej 50 g katu pobranego per rectum Iub bezposrednio po wydaleniu, aby uniknac zanieczyszczenia
nicieniami glebowymi.

Procedura:

1. Zmieszacd kat z wysterylizowanymi trocinami do uzyskania wilgotnej konsystencji (w razie potrzeby dolaé
wody z kranu, ale zwracac uwage, aby woda pozostata wchtonieta; zbyt wilgotna mieszanina uniemozliwi
rozwaj larw).

2. Przenies¢ mieszanine do zakrecanego szklanego stoika napetniajac go do potowy i luZzno zamknac wieczko
(niezbedny jest dostep powietrza).

3. Inkubowacd stoik przez 7-10 dni w ciemnosci w temperaturze 25°C, umozliwiajac rozwinietym larwom
migracje w goére po szklanych sciankach stoika.

Otworzy¢ stoik i docisngc¢ hodowle ttuczkiem lub tyzka.
Mocno docisngc pokrywke szklanej szalki Petriego do stoika, a nastepnie odwrdci¢ hodowle do gory dnem.

Napetni¢ szalke Petriego do potowy woda i pozostawic stoik na szalce na 12 godzin, umozliwiajgc larwom
przejscie ze stoika do wody na szalce.

7. Zebrad pipeta ptyn z szalki Petriego i zréznicowacd larwy pod mikroskopem (patrz 1.2.9.).

Alternatywnie, po inkubacji i pojawieniu sie larw trzeciego stadium (pkt 3), mozna je zagesci¢ metoda Baermanna
(zob.1.2.9.).

1.2.11. Rozmazy katu, barwienie

Zasada:

Bezposrednie rozmazy katu na szkietkach mikroskopowych moga byc¢ szybka metoda, np. do wykrywania duzej
liczby larw nicieni ptucnych lub trofozoitéw pierwotniakéw. Jednak bez zageszczenia ta procedura ma niska
czutosc i w wiekszosci przypadkdw jest niewystarczajgca do niezawodnego wykrywania pasozytéw. Jedynym
wyjatkiem jest opisane tutaj barwienie w celu wykrycia Cryptosporidium.

Oocysty Cryptosporidium mozna wykry¢ w cienkich rozmazach katu po barwieniu. Po zmodyfikowanym
wybarwieniu metoda Ziehla-Neelsena (szybkie barwienie kwasem) oocysty pojawiaja sie jako rézowe, okragte
obiekty (Srednica 4-6 um) na turkusowym tle. Po barwieniu karbolfuksyng metoda Heinego oocysty s widoczne
jako bezbarwne struktury na czerwonawym tle. Do wykrywania tych oocyst odpowiednie jest réwniez barwienie
metoda Kinyouna.

Wymagany materiat katowy:
1 g katu, pétptynnego lub ptynnego (zmieszanego z woda, gdy jest zbyt zbity).



Procedura barwienia (Ziehl-Neelsena):

1. Rozprowadzi¢ materiat katowy w postaci cienkiej warstwy na szkietku mikroskopowym za pomoca
bawetnianego wacika.

2. Suszyc na powietrzu przez okoto 30 minut w temperaturze pokojowej.
3. Utrwala¢ w metanolu przez 5 minut.

4. Wysuszyc na powietrzu.

5. Barwic fuksyna karbolowa przez 4 minuty.

6. Sptukac zimna biezacg woda z kranu.

7. Odbarwia¢ kwasnym alkoholem, az barwnik przestanie wyptywac.

8. Sptukacd zimna biezacg woda z kranu.

9. Barwic kontrastowo zielenig malachitowa przez 4 minuty.

10. Sptukac zimna biezacg woda z kranu.

1. Wysuszy¢ na powietrzu.

12. Wykonac badanie mikroskopowe w powiekszeniu 400-1000x (olejek immersyjny), szukajac rézowo

zabarwionych, okragtych tworéw (Srednica 4—6 um).

Procedura (barwienie metoda Heinego):
1. Zmieszac krople katu z fuksyna karbolowa i cienko rozprowadzic¢ na szkietku mikroskopowym.

2. Pozostawi¢ do wyschniecia na powietrzu, az powierzchnia stanie sie matowa i natychmiast obejrzec
pod mikroskopem w olejku immersyjnym, jak opisano powyzej.

1.212. Metoda przylepca

W technice pobierania bezposredniego wykorzystuje sie przezroczystg tasme przylepna (o szerokosci okoto
1 cm i dtugosci okoto 4 cm) do pobierania materiatu z okolic odbytu koni w celu wykrycia jaj Oxyuris equi.
Ta samag metoda mozna wykrywac jaja Echinococcus i innych tasiemcéw z okolic odbytu pséw. Lepka strone
tasmy dociska sie kilkakrotnie do skdry. Nastepnie odciska sie jg (lepka strong) na szkietku. Tasma stuzy jako
szkietko nakrywkowe i umozliwia ocene préobki pod mikroskopem.

1.213. Zestawy komercyjne do analizy katu/testy InPouch™ TF Feline/
testy koproantygenowe

W handlu dostepne sa rézne zestawy do przeprowadzania procedury flotacji utatwiajgce badanie katu
(np. Parasite Diagnosis System®, ParaTest®, Fecalyzer®, Ovatec® Plus); zestawy te dziatajg z gotowym do uzycia
roztworem flotacyjnym (ciezar wtasciwy 1,2) i naczyniami analitycznymi.

Zestawy te najlepiej nadaja sie do badan katu pséw i kotéw. Sag poreczne, tatwe w uzyciu i zapewniaja higieniczny
sposdb postepowania z prébkami katu i ich badaniem.

Nalezy jednak wzig¢ pod uwage to, ze za pomoca zestawdw mozna badac tylko niewielkie ilosci katu, poniewaz
naczynie jest mate, a procedura moze wigzac sie z zamontowaniem prébki katu na spodniej stronie wktadu
sitka. W rezultacie zestawy nadaja sie tylko do probek pobranych od zwierzat miesozernych, w przypadku
inwazji o niskiej intensywnosci charakteryzuja sie nizszg czutoscig wykrywania (mniejsza ilos¢ badanego katu,
nizszy ciezar wtasciwy roztwordw flotacyjnych, brak koncentracji przez wirowanie) w poréwnaniu do metody
sedymentacyjno-flotacyjna opisanej wyzej. Co wiecej, zwykle nie jest mozliwe makroskopowe zbadanie prébki
(np. na obecnosc¢ cztondw tasiemcdw), jesli wiasciciel zwierzecia zamknat pojemnik z probka katu przed
przekazaniem jej do analizy. W porédwnaniu z metodami konwencjonalnymi, analiza z uzyciem zestawu wigze
sie z wyzszymi kosztami i wytwarzaniem wiekszej ilosci odpaddéw z tworzyw sztucznych, poniewaz stosowane
sg elementy jednorazowego uzytku.
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InPouch™ TF dla kotow

Ta procedura jest stosowana do hodowli i wykrywania trofozoitdw Tritrichomonas fetus w kocich odchodach.
Mase katowa (0,03 g, odpowiadajgca wielkosci gtowki szpilki) wprowadza sie za pomoca sterylnego
bawetnianego wacika do znajdujacej sie w zestawie torebki (InPouch™ TF Feline) zawierajacej pozywke
hodowlanga. Torebka jest opatrzona etykieta i datg, a nastepnie zamykana w celu hodowli w pozycji pionowej
w temperaturze 37°C przez 24 godziny, a nastepnie przechowywana w temperaturze pokojowej w ciemnosci.
Torebke bada sie pod mikroskopem na obecnosc trofozoitéw po 24 godzinach, 48 godzinach, a nastepnie co
drugi dziert do 12 dni.

Chociaz test jest uwazany za specyficzny dla T. foetus, w hodowli moga pojawic sie niepatogenne wiciowce,
takie jak Pentatrichomonas, co wymaga réznicowania molekularnego.

Testy koproantygenowe i inne testy oparte o wykrywanie przeciwciat anty-pasozytniczych

Testy koproantygenowe stuza do jakosciowego wykrywania antygendw pasozytéw w kale i sa powszechnie
stosowane w klinice, a takze w specjalistycznych laboratoriach jako szybkie testy diagnostyczne.
Ich czutosc jest wysoka, gdy sa stosowane do badania wskazanego w tescie gatunku zwierzecia. Metodami
wykrywania koproantygenu moga byc¢ bezposrednie testy immunofluorescencyjne (DFA) na szkietkach,
testy ELISA lub immunoenzymatyczne (EIA) testy wykrywajgce antygen w 96-studzienkowych ptytkach lub
immunochromatograficzne testy paskowe (ICT) (patrz takze Tabela 3). Poniewaz obecnie dostepne sa testy
przeznaczone do stosowania u pséw i kotdw, sg one preferowane w porédwnaniu z testami opracowanymi dla
probek katu ludzi ze wzgledu na wyzszag precyzyjnosé, zwtaszcza pod wzgledem swoistosci.

W przypadku Giardia nalezy podkreslié, ze wykrycie koproantygenu nie zawsze koreluje z choroba, a wyniki
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badan nalezy interpretowac w powigzaniu z objawami klinicznymi.

Tabela 3. Przyktady dostepnych na rynku testéw koproantygenowych

Producent Wykrywane Format Qatgr!ek "
pasozyty zywiciela
Anigen Rapid Giardia 2.0 BioNote, Korea Giardia immunochromatografia pies, kot
FASTest® GIARDIA Strip Megacor, Austria Giardia immunochromatografia pies, kot
o . . Giardia/ . X .
FASTest” CRYPTO-GIARDIA Strip Megacor, Austria L immunochromatografia pies, kot
Cryptosporidium
Giardia SNAP® IDEXX, Stany Zjednoczone | Giardia ELISA pies, kot
Merlﬂgor Cryptosporidium/Giardia Meridian Bioscience, UK Giardia/ » pezposrednla detekqa pies
Test Kit Cryptosporidium immunofluorescencyjna
Giardia
PetChek™ IP . glisty . ok
Fecal Dx"* IDEXX, Stany Zjednoczone Trichuridae ELISA pies, kot
tegoryjce
Uranotest” Giardia Uranovet, Hiszpania Giardia immunochromatografia pies, kot
Vet Expert Rapid Test CPV/CCV/Giardia Ag \ngltsiI:net Sp-zo.0, Giardia immunochromatografia pies
. . Vet Planet Sp. z o0.0., . ) X .
Vet Expert Rapid Test Cryptosporidium Ag Polska Cryptosporidium immunochromatografia pies, kot
. I Vet Planet Sp. z o0.0., L . "
Vet Expert Rapid Test FPV/FCoV/Giardia Ag Polska Giardia immunochromatografia kot
Vet Expert Rapid Giardia Ag \Plgltsil:net Sp.zo.0, Giardia immunochromatografia pies, kot
WITNESS® GIARDIA Operon S.A,, Hiszpania®™** | Giardia immunochromatografia pies, kot

*  zgodnie z zaleceniami producenta; niektére testy mozna rozszerzyc na inne gatunki, jak opisano w literaturze.

**  zestaw do pobierania IP PetChek TM dystrybuowany do praktyk weterynaryjnych, prébki nalezy przestac¢ do producenta w celu
przebadania. Fecal Dx TM odnosi sie do tych samych testow i tej samej firmy.

Hokok

opisany do stosowania u pséw.
o dystrybuowany przez firme Zoetis.



2. SEROLOGIA

21. Informacje ogdlne

Testy serologiczne sa preferowane do bezposredniego wykrywania w przewlektych zarazeniach, w ktdrych
niska liczba pasozytdow w materiale do wykrywania bezposredniego obniza skutecznos¢ diagnostyki,
np. w babeszjozie lub neosporozie, albo w przypadkach, gdy nie ma mozliwosci pobrania zarazonej tkanki,
a postacie pasozyta nie sa bezposrednio dostepne w ptynach ustrojowych. Przyktadem sa pierwotniaki
bytujace w tkankach, wywotujace przewlekte zarazenia w takich narzadach jak mdzg czy oko - jak ma to
miejsce w przypadku Toxoplasma gondii lub Encephalitozoon cuniculi. W diagnostyce lejszmaniozy psow testy
serologiczne stosuje sie réownolegle z metodami bezposredniego wykrywania w celu wsparcia prawidtowej
interpretacji stanu zarazenia i statusu immunologicznego zwierzat, monitorowania odpowiedzi na leczenie oraz
przewidywania potencjalnego nawrotu choroby.

Podobnie jak testy koproantygenowe, ktére wykrywaja antygeny w kale (patrz 1.2.13), serologiczne wykrywanie
antygendw polega na bezposrednim wykrywaniu w krwi lub surowicy czesci pasozyta (antygendw somatycznych)
lub antygendw wydzielanych/wydalanych przez pasozyta. Podobnie jak w przypadku wykrywania DNA, stanowi
to bezposredni dowdd obecnosci pasozyta w krwiobiegu, a tym samym dostarcza informacji o aktualnym stanie
zarazenia. Dirofilaria immitis i Angiostrongylus vasorum to pasozyty krwi, ktérych antygeny krgzgce moga by¢
wykrywane serologicznie (patrz Tabela 4).
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Tabela 4. Wybér dostepnych na rynku testéw serologicznych do diagnostyki pasozytéw lub patogendéw przenoszonych przez wektory

u pséw, kotéw i koni.

(Zrédta: www.megacor.at; www.laboklin.de; www.idexx.ch; uranovet.com i inne)

Analiza

Producent

Testy na wykrywanie antygenow

Wykryte pasozyty lub bakterie

przenoszone przez wektory

Postac

Gatunek
zywiciela

Antigen Rapid CHW Ag

CaniVec-4 Leishmania

Polska

Anaplasma spp. (Ab)
Leishmania infantum (Ab)

Test Kit 2.0 BioNote, Korea Dirofilaria immitis Immunochromatografia pies
DiroCHEK"® Zoetis, Stany Zjednoczone | Dirofilaria immitis ELISA pies
FASTest” HW Antigen Megacor, Austria Dirofilaria immitis ELISA pies
IDEXX Angio Detect™ Test IDEXX, Angiostrongylus vasorum Immunochromatografia ies
9 Stany Zjednoczone 9 9y 9 P
Speed Diro™ BVT-Virbac, Francja Dirofilaria immitis Immunochromatografia pies
Uranotest® Dirofilaria Uranovet, Hiszpania Dirofilaria immitis Immunochromatografia pies, kot
Vet Expert Rapid Test Vet Planet Sp. z 0.0, . S ) .
Heartworm Ag Polska Dirofilaria immitis Immunochromatografia pies
WITNESS® Dirofilaria Synblot!cs Corp, " Dirofilaria immitis Immunochromatografia pies
Stany Zjednoczone
Testy na wykrywanie przeciwciat
Anaplasma-ELISA DOG Afosa, Niemcy Anaplasma phagocytophilum ELISA pies
?ensltgﬁpt Rapid Leishmania Ab BioNote, Korea Leishmania infantum Immunochromatografia pies
Babesia-ELISA DOG Afosa, Niemcy Babesia canis ELISA pies
Ehrlichia-ELISA DOG Afosa, Niemcy Ehrlichia canis ELISA pies
. Uniwersytet w Liverpoolu, . .
Diagnosteq Wielka Brytania Anoplocephala perfoliata ELISA kon
. Austin Davis Biologics, X . .
EquiSal Wielka Brytania Anoplocephala perfoliata ELISA (ze Sling) kon
Leishmania-lgG ELISA DOG Afosa, Niemcy Leishmania infantum ELISA pies
Sarcoptes-ELISA DOG Afosa, Niemcy Sarcoptes scabiei var. canis ELISA pies
€1 . IDEXX, . L .
SNAP® Leishmania . Leishmania infantum ELISA pies
Stany Zjednoczone
Speed Leish K™ BVT-Virbac, Francja Leishmania infantum Immunochromatografia pies
Uranotest” Ehrlichia-Anaplasma | Uranovet, Hiszpania Ehriichia canis, Immunochromatografia pies
Anaplasma platys
Uranotest” Ehrlichia Uranovet, Hiszpania Ehrlichia canis Immunochromatografia pies
Uranotest” Leishmania Uranovet, Hiszpania Leishmania infantum Immunochromatografia pies
Vet Expert Rapid Test Babesia | Vet Planet Sp. z 0.0, L . ) )
gibsoni Ab Polska Babesia gibsoni Immunochromatografia pies
Vet Expert Rapid Test Vet Planet Sp. z o.0., . - ) .
Leishmania Ab Polska Leishmania infantum Immunochromatografia pies
Testy do wykrywania mieszanych antygenow (Ag) i przeciwciat (Ab).
Dirofilaria immitis (Ag)
Borrelia burgdorferi (Ab)
. . IDEXX, Ehrlichia canis (Ab) .
SNAP”4Dx Plus Test Stany Zjednoczone (E. ewingii, E. chaffeensis) ELISA ples
Anaplasma phagocytophilum
(Ab), A. platys (Ab)
Dirofilaria immitis (Ag)
Uranotest” Quattro Uranovet, Hiszpania Leishmania infantum (Ab) Immunochromatografia ies
» Hiszp Ehrlichia canis (Ab), 9 P
A. platys (Ab)
Dirofilaria immitis (Ag)
Vet Expert Rapid Test Vet Planet Sp. z 0.0., Ehrlichia canis (Ab) ) :
CaniVec-4 Polska Anaplasma spp. (Ab) Immunochromatografia ples
Borrelia burgdorferi (Ab)
Dirofilaria immitis (Ag)
Vet Expert Rapid Test Vet Planet Sp. z 0.0, Ehrlichia canis (Ab) Immunochromatografia pies

* dystrybcja: Zoetis




Wykrycie swoistych przeciwciat przeciwko pasozytom w badanej probce wskazuje, czy zwierze wczesniej
miato kontakt z tym antygenem/pasozytem. Poniewaz wytwarzanie przeciwciat jest opdZnione, zwykle
mozna je wykry¢ dopiero po 2-3 tygodniach od pierwotnego zarazenia. Przeciwciata utrzymujg sie rowniez
po wyeliminowaniu patogenu, w wielu przypadkach przez tygodnie do miesiecy/lat, z duzymi réznicami
indywidualnymi i specyficznymi dla patogenu. Wazne jest, aby wzig¢ pod uwage przeciwciata, ktére pochodza
ze Zrédet innych niz inwazja, takich jak wczesniejsze szczepienie (np. przeciwko Leishmania lub Babesia) lub
przeciwciata matczyne u bardzo mtodych zwierzat. Reaktywnosc¢ krzyzowa z innymi organizmami lub reakcje
niespecyficzne moga ograniczac specyficznosé testow serologicznych.

Aby ograniczyc liczbe fatszywych wynikdw, testy serologiczne mozna powtdrzyc po pewnym czasie (zazwyczaj
po 2-3 tygodniach), aby sprawdzié, czy wartosci ulegty zmianie. Jesli u zwierzecia, ktdre wczesniej miato wynik
ujemny lub niski, nastgpi wzrost wartosci lub pojawi sie wynik dodatni, mozna to interpretowac jako aktywne/
trwajgce zarazenie; jesli wartos¢ maleje lub zmienia sie w wynik ujemny, oznacza to zakoriczenie zarazenia.
Istniejg jednak wyjatki od tej reguty.

Aby zbadac zmiany poziomu przeciwciat, mozna zastosowac ilosciowe testy ELISA (z wartoscia jednostki lub
stezenia) lub pdtilosciowe testy IFA (miana). Szybkie testy w klinice maja charakter jakosciowy i pozwalaja
jedynie na stwierdzenie, czy zwierze jest serologicznie pozytywne, czy negatywne.

Metody wykrywania przeciwciat sa podobne do tych, ktére stuza wykrywaniu antygendw, z ta rdznica,
ze substrat do wykrywania jest odwrécony. Poniewaz wiekszos$¢ analiz wykonywana jest w wyspecjalizowanych
laboratoriach ze wzgledu na koniecznos¢ uzycia specjalistycznego sprzetu, nie sg one szczegdétowo opisane
w niniejszym przewodniku - przedstawiono tu jedynie dostepne testy mozliwe do wykonania w klinice.

Zazwyczaj wykrywanie przeciwciat stosuje sie do oceny stanu zarazenia pierwotniakami pozajelitowymi
powodujacymi przewlekte inwazje, takimijak T. gondii, E. cuniculi (koty i psy), Neospora caninum (psy), Sarcocystis
neurona (konie), a takze wielu patogendw przenoszonych przez wektory, w tym Leishmania infantum, Babesia
canis, Ehrlichia canis, Anaplasma phagocytophilum, Dirofilaria immitis (koty), Angiostrongylus vasorum (psy),
Babesia caballii Theileria equi (konie). W przypadku psdw wykrywanie przeciwciat przeciwko stadiom larwalnym
w przebiegu bablowicy wielojamowej wykonywane jest w wyspecjalizowanych laboratoriach.

Zarazenie Anoplocephala perfoliata u koni mozna rozpoznad po wykryciu przeciwciat w surowicy lub w slinie.
W przypadku pséw bezposrednie wykrycie swierzbu skérnego moze by¢ poparte serologicznym testem
na obecnos¢ przeciwciat.

Niektdre laboratoria oferuja , pakiety podrézne” dla psdw, tgczace rdzne testy (serologiczne, PCR, wykrywanie
antygenu, test Knotta i inne) w kierunku réznych “egzotycznych” patogendéw. Nalezy jednak wzig¢ pod uwage
réznice w okresach inkubacji oraz pojawienia sie objawdw klinicznych choroby. W niektérych przypadkach
zalecane moze byc¢ powtdrzenie badan.

Niektore kraje wprowadzajg krajowe przepisy dotyczace testowania w kierunku piroplazmozy koni.

Podobnie jak w przypadku wszystkich testédw diagnostycznych, testy serologiczne charakteryzuja sie réznym
poziomem czutosci i swoistosci. Dobrg praktyka kliniczng jest zawsze uwzglednianie kontroli dodatnich
i ujemnych w badaniu serologicznym. Wiele laboratoridéw udostepnia informacje techniczne dotyczace jakosci
swoich testéw oraz materiaty pomocnicze do interpretacji wynikdw, zwtaszcza w kontekscie czynnikéw
zaktdcajacych, takich jak np. miana poszczepienne, reakcje krzyzowe z blisko spokrewnionymi patogenami
oraz inne czynniki, ktére nalezy wzig¢ pod uwage przy interpretacji wynikow testu.

W zaleznosci od obrazu klinicznego oraz wymagan konkretnego testu, zaleca sie tgczenie testu serologicznego
z innymi metodami bezposredniego wykrywania patogendw lub, jesli nie jest to mozliwe, z innym posrednim
systemem wykrywania przeciwciat. Western blot jest czesto stosowany jako test referencyjny w diagnostyce
zarazen u ludzi, jednak ze wzgledu na koszty i czasochtonnosc jego zastosowanie w diagnostyce weterynaryjnej
jest zazwyczaj ograniczone, z nielicznymi wyjatkami, do badan naukowych.
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W razie potrzeby rozréznia sie immunoglobuliny produkowane podczas aktywnych, podostrych zarazen (IgM)
od tych, ktére dominujg w zarazeniach przewlektych (IgG).

W ocenie skutecznosci leczenia lejszmaniozy u psdw sama serologia moze by¢ niewystarczajgca, poniewaz
przeciwciata moga utrzymywac sie przez kilka miesiecy, a nawet lat po ustgpieniu objawdw klinicznych, gdyz
pasozyt nie zostaje catkowicie wyeliminowany. Dlatego zaleca sie przeprowadzanie dodatkowych badan
laboratoryjnych oceniajacych stan immunologiczny i zdrowotny pacjenta. llosciowy PCR pozwala oszacowad
obcigzenie pasozytami w poréwnywalnych tkankach, co moze byc¢ przydatne w monitorowaniu leczenia
lejszmaniozy psow, choé podejscie to wymaga doktadnej oceny.

2.2. llosciowe metody wykrywania przeciwciat

2.2.1. Posredni test immunofluorescencji na obecnos¢ przeciwciat (IFAT)

Posredni test immunofluorescencji (IFAT) opiera sie na wykrywaniu swoistych przeciwciat, ktére wigza sie
z antygenami (np. unieczynnionymi catymi pasozytami) unieruchomionymi na szkietkach mikroskopowych,
a nastepnie sg wykrywane za pomoca przeciwciata wtdrnego. Przeciwciato to wigze sie z niezmiennym regionem
przeciwciata pierwotnego (obecnego w surowicy) i jest kowalencyjnie sprzezone z fluorochromem. Za pomoca
mikroskopii fluorescencyjnej wykrywa sie fluorochrom przy odpowiedniej dtugosci fali Swietlnej. Technika ta jest
bardzo doktadna, jesli jest prawidtowo przeprowadzona, jednak jest czasochtonna i wymaga odpowiedniego
przeszkolenia oraz doswiadczenia. Mimo to, w diagnostyce matych zwierzat nadal jest szeroko stosowana,
poniewaz jest mniej podatna na reakcje nieswoiste. Wada testdw IFAT jest to, ze nie wszystkie antygeny sa
jednakowo dostepne dla przeciwciat, co moze obnizac¢ czutos¢ w pordwnaniu z innymi metodami. Poniewaz
wyniki wyrazane sg w mianach, test daje wynik pétilosciowy, co moze byc¢ przydatne w badaniach kontrolnych.

2.2.2. Test immunoenzymatyczny (ELISA)

Test immunoenzymatyczny (ELISA) stuzy do wykrywania swoistych antygendw lub przeciwciat, ktére wigza sie
z odpowiednio przygotowanym antygenem (np. lizat catych antygendw natywnych lub antygeny rekombinowane)
lub przeciwciatami zaadsorbowanymi na powierzchni z tworzywa sztucznego (posredni ELISA). W tym przypadku
przeciwciato wtdrne jest sprzezone z enzymem, ktdry powoduje zmiane koloru substratu chromogennego.
Zmiana ta moze by¢ mierzona i ilosSciowo oceniana poprzez pomiar gestosci optycznej. Bardziej zaawansowang
wersja tego testu jest ELISA kanapkowy (sandwich ELISA), w ktérym antygen nie jest wigzany bezposrednio
z powierzchnig z tworzywa sztucznego, ale wykorzystuje sie przeciwciata potaczone z tg powierzchnig,
ktdre ,wychwytujg” swoiste antygeny z prébki. Metoda ta znajduje zastosowanie, gdy bezposrednie wigzanie
mieszaniny antygendw do powierzchni statej powoduje obnizenie swoistosci testu.

Istniejg rowniez inne formaty ELISA, dostosowane do réznych potrzeb diagnostycznych.

ELISA to bardziej znormalizowany format testu, poniewaz zwykle dostepny jest w postaci ptytek 96-dotkowych
i czesto zawiera w zestawie wbudowane kontrole, dzieki czemu do jego wykonania nie jest wymagana
specjalistyczna wiedza na temat danego patogenu. Wyniki testu zazwyczaj wyrazane sa jako wartosci
absorbancji, wyniki punktowe, stezenia lub jednostki przeciwciat. W wiekszosci przypadkéw do wykrywania
swoistych przeciwciat uzywa sie tylko jednej rozciericzonej prébki materiatu diagnostycznego, a w przypadku
wykrywania antygendw stosuje sie niskie rozcienczenia. Z tego wzgledu intensywnosc¢ reakcji nie zawsze
koreluje bezposrednio z iloscig obecnych przeciwciat (w silnie dodatnich reakcjach uktad moze by¢ nasycony).

Poniewaz formaty ELISA sg bardziej wystandaryzowane niz IFAT, a odczyt optyczny jest mniej subiektywny niz
obserwacja mikroskopowa, ilosciowy ELISA jest doktadniejszy niz IFAT do wykrywania zmian miana przeciwciat
W czasie.

W szczegdlnych przypadkach do analizy mozna wykorzystac rowniez inne materiaty niz krew, jak w diagnostyce
Anoplocephala perfoliata w Slinie koni (EquiSal®).



2.3. Metody jakosciowe

2.3.1. Systemy szybkiego testowania

Szybkie testy enzymatyczne (z uzyciem przeciwciat kowalencyjnie zwigzanych z enzymem i etapem ptukania)
lub testy immunochromatograficzne (z przeciwciatami zwigzanymi z koloidalnym ztotem, bez koniecznosci
ptukania) sa dostepne do szybkiej diagnostyki réznych choréb zakaznych w klinice. Dostarczane sa przez
wyspecjalizowane firmy, ktére zapewniajg kontrole jakosci oraz komplet materiatéw potrzebnych do
przeprowadzenia testu, wtym kontrole dodatnie i ujemne. Testy te s tatwe i szybkie do wykonania i nie wymagaja
specjalistycznego przeszkolenia. Nalezy jednak pamietac, ze nie powinny byc¢ stosowane w przypadkach i dla
zywicieli innych niz okreslone w specyfikacji testu. Poziom wykrywanych przeciwciat lub antygendw zazwyczaj
nie jest wystarczajgco doktadny, by umozliwi¢ ocene wzrostu lub spadku miana, dlatego testy te nie nadaja sie
do monitorowania zmian w czasie.

3. BADANIE SKORY

3.1. Informacje ogdine

Ten rozdziat poswiecony jest identyfikacji pasozytéw zewnetrznych, ktére wywotujg choroby bezposrednio
poprzez swojg obecnosc na skdrze pséw, kotdw, koni i matych ssakéw domowych.

Pchty, wszy, roztocza i kleszcze powodujg choroby pasozytnicze, zardwno poprzez swoje bezposrednie
dziatanie, jak i/lub przez przenoszenie patogendw.

Rozpoznanie infestacji skéry mniejszymi ektopasozytami, takimi jak roztocza oraz réznicowanie wyizolowanych
osobnikéw zwykle wymaga identyfikacji mikroskopowej jednego lub kilku stadiéw rozwojowych pasozyta.
Sukces diagnostyczny zalezy od prawidtowego pobrania materiatu i, po niezbednej obrébce, zbadania pod
mikroskopem swietlnym, najlepiej przy opuszczonym kondensorze i przyciemnionym zrédle sSwiatta.

Ponizszy rozdziat zawiera opisy najczesciej stosowanych metod izolacji ektopasozytdw.

3.2. Wyczesywanie pchet

~Pchli grzebien” to grzebien o drobnych zebach, stuzacy do zbierania zanieczyszczen z siersci zwierzecia.

W przypadku pozornej nieobecnosci bardzo ruchliwych pchet, ich odchody mozna wykry¢ poprzez wyczesanie
zwierzecia i umieszczenie zebranego materiatu na wilgotnym biatym papierze, chusteczce lub wacie: czarne
plamki odchoddéw pchet zostajg otoczone czerwonym pierscieniem niestrawionej krwi.

L

Ryc. 3. Odchody pchet zawierajace krew, co jest widoczne po
Ryc. 2. Wyczesywanie pchet dodaniu wody
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Wyczesywanie moze byc rédwniez przydatne do diagnozowania infestacji Cheyletiella i wszy. Zebrany materiat
mozna umiescic na szalce Petriego i zbadac za pomoca mikroskopu stereoskopowego: roztocza beda widoczne
jako ruchliwe wsrdd szczatkdw (,,chodzacy tupiez”). Innym sposobem identyfikacji wszy lub roztoczy Cheyletiella
jest zebranie ,tupiezu” z grzebienia za pomoca przylepca (patrz 1.2.12). Mikroskopia Swietlna pozwala na
identyfikacje tych pasozytéw lub ich jaj.

3.3. Zeskrobiny skory

Zeskrobiny skéry umozliwiajg pobranie prébek z pierwszych warstw (powierzchniowych) lub wszystkich warstw
(gtebokich) naskdrka w celu wykrycia pasozytéw zewnetrznych, ktére albo pozostajg na powierzchni skéry, albo
gniezdzg sie w gtebszych strukturach, takich jak mieszki wtosowe. Pobieranie prébek odbywa sie na krawedzi
zmian skérnych lub w miejscach predylekcyjnych dla ektopasozytéw.

Zeskrobywanie wykonuje sie ostrzem skalpela lub tyzeczki skérnej. Ostrze skalpela i skdre nalezy pokryc olejem
mineralnym, aby umozliwi¢ przyleganie zanieczyszczen i pasozytdw do ostrza. Jesli konieczne jest strzyzenie,
nalezy uzywac tylko nozyczek i najlepiej zeskrobac skoére, ktdéra nie zostata uszkodzona przez nadmierne
drapanie.

Probke nalezy przenies¢ do przezroczystej plastikowej probdwki z duzym otworem, ktdrg mozna szczelnie
zamknad.

Poczatkowo materiat ze skory i $cianki plastikowego pojemnika mozna zbadac¢ za pomoca mikroskopu
stereoskopowego lub szkta powiekszajgcego, poniewaz roztocza i inne stawonogi maja tendencje do
migracji z zeskrobin skdry. Pobrany materiat mozna nastepnie rozprowadzi¢ na szkietku, przykry¢ szkietkiem
nakrywkowym i obejrze¢ pod mikroskopem w powiekszeniu 40—-100x. Na szkietku nalezy réwniez umiescic olej
mineralny (lub krople glicerolu).

Najlepiej jest pobrac¢ zaréwno powierzchowne, jak i gtebokie zeskrobiny skéry ze stosunkowo duzych czesci
ciata, graniczacych ze zmienionymi obszarami.

W przypadku pséw i kotéw zaleca sie pobranie zeskrobiny w celu rozpoznania swierzbu (np. Sarcoptes scabiei,
Notoedres cati), nuzycy (Demodex spp.), cheyletiellozy (Cheyletiella spp.) lub infestacji swedzika jesiennego
(larwy Trombicula autumnalis). W szczegdlnosci:

W przypadku podejrzenia zarazenia Demodex canis, warto rozpoczac od trichogramu (patrz 3.5.): jesli
roztocza Demodex sg obecne i przyczepity sie do wtosdw, nie ma juz potrzeby wykonania zeskrobin skory.

W przypadku S. scabiei u psdw nalezy pobrac gtebokie zeskrobiny skory z tokci, brzegdw uszu i bocznych
powierzchni stawdow skokowych. Z doniesient wynika, ze ponad 50% zeskrobin u psow ze sSwierzbem jest
negatywnych; dlatego, aby zwiekszy¢ czutosé, nalezy pobraé kilka prébek (6—10) z réznych podejrzanych
miejsc na ciele zwierzecia. Alternatywnie, niektére laboratoria oferuja testy ELISA wykrywajace przeciwciata
przeciwko S. scabiei, co utatwia postawienie rozpoznania (patrz Tabela 4).

W przypadku Demodex gatoi u kotdw mozna przyjaé te sama procedure, co w przypadku zeskrobin
S. scabiei u psow.

W celu wykrycia roztoczy Cheyletiella mozna wykonac zeskrobiny ze skory grzbietu i matzowin usznych;
jednak zalecana technika diagnostyczng jest metoda przylepca (patrz 3.4.).

Zeskrobiny skory umozliwiaja rowniez wykrycie endopasozytéw wystepujacych w skorze, tj. larw nicieni
Pelodera, Uncinaria, Ancylostoma lub stadidw promastigota Leishmania. Sporadycznie mozna réwniez
wykry¢ mikrofilarie Dirofilaria. W celu potwierdzenia gatunku nalezy przeprowadzi¢ diagnostyke molekularna.

Zeskrobiny skdory mozna réwniez wykorzysta¢ do wykrywania roztoczy wystepujacych na matych ssakach
domowych.

Gtebokie zeskrobiny skory sg zalecane w celu wykrycia roztoczy Demodex, ktére zyja gteboko w mieszkach
wiosowych. W celu wykrycia nuzencéw Demodex obszary wytysienia nalezy zeskrobac ostrzem lub tyzeczka
skdrng posmarowang olejem mineralnym, w kierunku z wtosem, az do pojawienia sie krwi wtosniczkowej. Skére
nalezy scisnac przed lub w trakcie zeskrobywania, aby utatwi¢ wydostawanie sie roztoczy Demodex z mieszkdw
wtosowych.



Ocena liczby i zywotnosci réznych stadidw rozwojowych jest przydatna do monitorowania odpowiedzi na
leczenie. Zdrowe psy sg czesto nosicielami matej liczby nuzericdw, podczas gdy zwierzeta dotkniete klinicznie sg
zwykle w duzym stopniu obcigzone tymi roztoczami, i bezposrednia diagnoza ma w takich przypadkach wysoka
czutosc. Jednak istniejg doniesienia, ze gtebokie zeskrobiny moga dawac wyniki fatszywie ujemne w kierunku
nuzenca, w szczegolnosci te z obszaréw trudnych do pozyskania (oczy, przestrzenie miedzypalcowe) oraz
u niektdrych ras (owczarek staroangielski, terier szkocki, shar-pei). W takich przypadkach trichogramy (patrz 3.5.)
moga by¢ bardziej przydatne w uzyskaniu wystarczajacej ilosci materiatu diagnostycznego. Ostatnio wykazano,
ze zastosowanie metody przylepca (patrz 3.4.) i scisniecie skéry cechuje wyzszy sukces diagnostyczny, niz
gtebokie zeskrobanie w przypadku nuzerica; ta procedura jest réwniez mniej bolesna dla pséw i kotdw.

U koniowatych gtebokie zeskrobiny skéry moga byc zastosowane do wykrycia nuzerica, jak rdwniez stadidow
rozwojowych nicieni (Pelodera, Strongyloides i Habronema).

U pséw, w przypadku wystepujacych powierzchownie, krétkich roztoczy Demodex mozna wykonad
powierzchowne zeskrobiny skory, jako alternatywe dla metody przylepca (patrz 3.4.) i trichogramu (patrz 3.5.).

U koniowatych zeskrobiny ze skéry mozna wykorzysta¢ do identyfikacji roztoczy Chorioptes, Psoroptes,
Sarcoptes, larw Trombicula i roztoczy pastwiskowych (Pediculoides ventricosus, Pyemotes tritici, Acarus farinae).

Powierzchowne zeskrobiny skéry (jak réwniez metoda przylepca) sa rowniez pomocne w wykrywaniu wszy.

Zeskrobany materiat mozna poddac obrébce dodajac 10% roztwdr KOH lub laktofenol na co najmniej
2-3 godziny lub przez noc, w temperaturze pokojowej. Alternatywnie, podgrzanie roztworu KOH
w odpowiednim pojemniku skraca procedure. Roztwér KOH i laktofenol maceruja substancje keratynowe skory,
pozostawiajgc nienaruszone chitynowe egzoszkielety stawonogdw. Zawiesine mozna badacd na szalce Petriego
pod mikroskopem stereoskopowym lub na szkietku podstawowym pod mikroskopem (powiekszenie 40—100x).
W celu doktadnej identyfikacji, stawonogi nalezy przenies¢ na szkietko i zréznicowad. Potencjalne stawonogi
do identyfikacji: wszy i wszoty, roztocza (Cheyletiella, Trombicula, Demodex, Sarcoptes, Notoedres).

3.4. Metoda przylepca

W tej metodzie wykorzystuje sie przezroczysta tasme przylepna (o szerokosci okoto 1cm i dtugosci okoto 4 cm)
do zbierania zanieczyszczen z powierzchni skéry i okrywy wtosowej, jak opisano w 1.2.12. Lepka strone tasmy
dociska sie kilkakrotnie do skdry. Nastepnie dociska sie ja (réwniez lepka strong do dotu) do szkietka. Tasma
stuzy jako szkietko nakrywkowe (powiekszenie: 40—100x).

Zwykle pobiera sie kilka probek z rédznych obszardw skdry. Technika ta jest szczegdlnie przydatna w przypadku
roztoczy Cheyletiella i roztoczy Demodex o krétkim ciele, poniewaz mozna bardzo szybko pobrac prébki
z wiekszej powierzchni.

U koniowatych metoda przylepca moze byc stosowana do wykrywania Chorioptes equi, Dermanyssus gallinae
i wszy. W przypadku Demodex zyjacych w mieszkach wtosowych, przylepiec mozna umiesci¢ na wybranej
zmianie jako alternatywe dla gtebokich zeskroban skéry. Skére nalezy Scisnac pod przylepcem, a nastepnie
przyklei¢ tasme do szkietka podstawowego.

3.5. Trichogram

Trichogram to badanie mikroskopowe wyrwanych wtoséw. Moze zastgpi¢ zeskrobiny skdry w obszarach
trudnych do ich pozyskania, takich jak powieki, okolice oczu, pysk lub stopy, albo w przypadkach gdy zmiany
sg bardzo bolesne. Pesety stuza do energicznego wyrywania wtosow zgodnie z kierunkiem wzrostu wtosa. Jesli
to mozliwe, skodre sciska sie przed oraz w trakcie pobierania prébki. Co najmniej 40 (najlepiej 50—100) wtoséw
umieszcza sie nastepnie na szkietku z olejem mineralnym pod szkietkiem nakrywkowym i ocenia pod matym
powiekszeniem. W przypadku podejrzenia zarazenia nuzencem sensowne jest rozpoczecie od trichogramu:
jesli nuzerice sg obecne i przyczepity sie do wtosdw, nie ma potrzeby wykonania zeskrobin skory.

29



30

3.6. Wykrywanie roztoczy w wosku usznym

Pobieranie woskowiny od pséw i kotéw czesto daje doskonate wyniki u zwierzat dotknietych Otodectes cynotis.
Podczas badania otoskopowego czesto mozna zaobserwowac roztocza uszne, a obfite, ciemnobrazowe
zanieczyszczenia w tle sa typowe. Te zanieczyszczenia mozna zebraé za pomoca bawetnianego wacika (gdy
sg woskowate) lub tyzeczki (gdy sa wysuszone i kruche) i oceni¢ pod mikroskopem po rozdrobnieniu ostrzem
skalpela i zmieszaniu z olejem mineralnym.

Taki sam sposéb mozna zastosowac do wykrycia Psoroptes cuniculi w uszach krélikéw, chociaz ilos¢ szczatkow
wytwarzanych w takiej inwazji moze wymagac trawienia wodorotlenkiem potasu (KOH) lub laktofenolem w celu
uwolnienia roztoczy.

3.7. Metody biomolekularne

Podobnie jak w przypadku endopasozytéw, gdy morfologia stawonogdw uniemozliwia ich jednoznaczna
identyfikacje, mozna zastosowac techniki oparte na analizie DNA (zob. punkt 4.5). Do tego celu zywe stawonogi
moga by¢ zakonserwowane w 70% alkoholu lub zamrozone.

4. ROZNE TECHNIKI

41. Rozmaz krwi

4141. Informacje ogodlne

Swiezo przygotowane rozmazy wykonane z prébek krwi pobranych z uzyciem antykoagulantu moga by¢
wykorzystane do diagnostyki wielu inwazji pasozytniczych. Chociaz obecnosc¢ pasozytdw we krwi bywa rzadka,
zwtaszcza w chorobach o przewlektym przebiegu, to tatwosc i szybkos¢ wykonania rozmazu czyni go szybkim
i niedrogim narzedziem diagnostycznym.

Wymagane materiaty:
dwa szkietka przetarte alkoholem
prébka krwi z antykoagulantem

Procedura:
1. Umiescic¢ bardzo mata krople krwi blisko brzegu szkietka podstawowego.

2. Umiescic brzeg drugiego szkietka na pierwszym tak, aby kréotsza krawedzZ szkietka
znajdowata sie tuz pod kropla krwi.

Przytrzymac drugie szkietko pod katem 30°.

Przesunac drugie szkietko tak, aby krawedz delikatnie dotkneta kropli krwi;
w wyniku dziatania kapilarnego wzdtuz krawedzi szkietka rozprzestrzeni sie cienka linia krwi.

5. Szybkim ptynnym ruchem przecigagnac szkietko wzdtuz catej dtugosci szkietka podstawowego
(rozmaz powinien koriczy¢ sie ,pierzasta krawedzig”).

6. Wysuszyc na powietrzu i barwic¢ (Diff Quick).

Wysuszone na powietrzu preparaty utrwala sie w metanolu przez 5-10 minut i barwi za pomoca Giemsy,
Diff-Quick, Hemocolor lub innych gotowych roztwordw dostepnych na rynku, aby umozliwi¢ rozpoznanie
cech pierwotniakéw. Nalezy zwrdci¢ uwage na to, ze artefakty pochodzace z niewtasciwie przechowywanych
barwnikéw moga prowadzi¢ do wynikdw fatszywie dodatnich.



41.2. Patogeny wykrywane w rozmazach krwi

Piroplazmy

Pierwotniaki te wystepuja wewnatrz krwinek czerwonych. Obwodowa krew wiosniczkowa pobrana
z matzowiny usznej, z korica ogona lub preparatu z kozuszka (patrz 4.2.) moze zawierac¢ wieksza liczbe
komdrek zarazonych pasozytem, dlatego tez mozliwe jest szybkie rozpoznanie ostrej choroby u zwierzecia.
W przypadkach przewlektych parazytemia jest zwykle niska. Na podstawie wielkosci merozoitéow
w erytrocytach mozna wyrdzni¢ duze (> 3 pum) i mate (< 3 um) gatunki Babesia lub Theileria (patrz
Tabela 5), ale do wiarygodnego zréznicowania niezedne jest badanie molekularne, poniewaz duza Babesia
moze prezentowac sie jako nietypowe mate formy. R6zne gatunki Babesia mozna w wiekszosci réznicowad
miedzy soba morfologicznie na podstawie liczby merozoitéw, kata miedzy nimi i ich potozenia w erytrocytach
(patrz Tabela 5). Historia przypadku (czas spedzony na obszarach endemicznych, infestacja kleszczy), objawy
kliniczne oraz inne procedury diagnostyczne, takie jak serokonwersja i wykrywanie DNA (patrz 4.5.) moga
wspierac diagnoze.

W niektérych krajach obowigzujg regionalne przepisy dotyczace importu koni oraz obowigzkowych badan

w kierunku piroplazmozy koni.

Tabela 5. Cechy diagnostyczne do morfometrycznej identyfikacji piroplazm u pséw, kotéw i koni.

Aby uzyskac szczegdtowe informacje na temat patogennosci, wektoréw i wystepowania, patrz
Pzewodnik ESCCAP 5: Zwalczanie choréb przenoszonych przez wektory u pséw i kotéw.

Piroplazmy u pséw

Rozmiar (merozoity) Potozenie w erytrocytach Kat/inne
Babesia canis duza posrodkowo ostry
B. vogeli duza posrodkowo ostry
B. rossi duza posrodkowo ostry
B. gibsoni i typu gibsoni mata posrodkowo -
B. conradae mata posrodkowo -
B. vulpes* mata posrodkowo -
Piroplazmy u kotow
B. felis mata posrodkowo krzyz maltariski
Babesia spp. duza posrodkowo -
Cytauxzoon spp. mata réznie w ksztatcie preta lub przecinka
Piroplazmy u koni
B. caballi duza posrodkowo ostry
Theileria equi mata réznie pleomorfa (1-4 merozoity,
w tym krzyz maltariski)

*

Babesia vulpes obejmuje wczesniej uzywane nazwy Theileria / Babesia annae oraz Babesia typu microti.

Hepatozoon spp.

Hepatozoon spp. sg pierwotniakami przenoszonymi przez wektory (poprzez potkniecie zarazonych kleszczy).
W regionach Europy o cieptym klimacie Hepatozoon canis jest powszechnym pasozytem psowatych,
natomiast Hepatozoon americanum wystepuje u psowatych w Stanach Zjednoczonych. Hepatozoon felis
i H. silvestris to rzadko spotykane pasozyty kotéw. Sporadycznie H. canis moze by¢ réwniez wykrywany
u kotédw. Gamonty wystepuja gtéwnie w granulocytach obojetnochtonnych i w rozmazach krwi widoczne sa
jako charakterystyczne cegietkowate struktury.
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Mikrofilarie patogennych (D. immitis, D. repens) i niepatogennych nicieni filarioidalnych mozna znalez¢
w rozmazach krwi i dlatego nalezy je réznicowac (patrz 4.4.).

Ehrlichia  spp. sa przenoszonymi przez wektory Gram-ujemnymi, obligatoryjnymi  bakteriami
wewnatrzkomdrkowymi. W Europie Ehrlichia canis jest czynnikiem etiologicznym monocytarnej erlichiozy
pséw (CME). Patogen ten atakuje gtdwnie monocyty, w ktdrych rozwijaja sie typowe, ale rzadko obserwowane
mikrokolonie (morule). Candidatus Neoehrlichia mikurensis jest czynnikiem etiologicznym neoerlichiozy u pséw.
Inne gatunki Ehrlichia (E. chaffeensis, E. ewingii) s endemiczne w strefie subtropikalnej i rzadko identyfikowane
w Europie. U kotdw opisano Ehrlichia canis lub blisko spokrewniony gatunek, ale nie majg one znaczenia
weterynaryjnego.

Anaplasma spp. s przenoszonymi przez wektory Gram-ujemnymi, obligatoryjnymi bakteriami
wewnatrzkomdrkowymi. W Europie A. platys stwierdzano u pséw domowych, a A. phagocytophilum u psow,
kotdw, koni i innych gatunkdw. Bakterie te infekuja odpowiednio ptytki krwi (A. platys) lub gtéwnie granulocyty
obojetnochtonne (A. phagocytophilum) ), w ktdrych rozwijaja sie w postaci charakterystycznych mikrokolonii
(tzw. morul), ktére mozna obserwowac pod mikroskopem Swietinym w ostrej fazie choroby.

Mykoplasma spp. (syn. Haemobartonella spp.) to mate bakterie Gram-ujemne, ktére przyczepiajg sie do
powierzchni erytrocytéw, np. Mycoplasma haemocanis u pséw i M. haemofelis u kotéw. Inne, mniej patogenne
gatunki opisano gtéwnie u kotéw: Candidatus Mycoplasma haemominutum i Candidatus Mycoplasma turicensis,
a takze u psoéw: Candidatus Mycoplasma haematoparvum. Metody wykrywania DNA wspomagaja diagnostyke
oraz umozliwiaja réznicowanie tych drobnoustrojow.

4.2. Metoda kozuszka

W tej procedurze probdwke mikrohematokrytowa napetnia sie krwig pobrang na EDTA, zamyka na jednym
koncu i odwirowuje w wirédwce hematokrytowej przez 5 minut. Trypanosomy i mikrofilarie gromadza sie
w strefie miedzy warstwa kozuszka a osoczem. Leukocyty sg skoncentrowane i umozliwiajg wykrycie Anaplasma
phagocytophilum, Ehrlichia spp. lub Hepatozoon spp. Poniewaz Babesia spp. infekujg gtdwnie retikulocyty,
a nie dojrzate erytrocyty, ich wykrywalnos¢ w kozuszku leukocytarnym jest wyzsza niz w petnej krwi. Do badania
mikroskopowego rurke hematokrytowa zarysowuje sie nozykiem do szkta na poziomie kozuszka leukocytarnego
i tamie tak, aby warstwe kozuszka leukocytarnego i osocze mozna byto przeniesé na szkietko. Do preparatu
mozna dodac krople soli fizjologicznej lub wykonac rozmaz barwiony w celu uwidocznienia pasozytow.

4.3. Aspiraty cienkoigtowe

4.3.1. Informacje ogdlne

Niektére pierwotniaki i patogeny przenoszone przez wektory sa obligatoryjnymi pasozytami
wewnatrzkomdrkowymi limfocytéw, monocytéw lub makrofagéw. Z tego wzgledu aspiracja tkanek uktadu
krwiotwdrczego (np. weztdw chtonnych, szpiku kostnego, Sledziony) moze by¢ istotna zaréwno dla ich
identyfikacji morfologicznej w rozmazach, jak i/lub do pobrania materiatu do analizy biomolekularnej (patrz 4.5.).
Aspiraty cienkoigtowe z narzaddw wewnetrznych, np. watroby, moga byc¢ réwniez stosowane w diagnostyce
zarazen stadiami larwalnymi Echinococcus spp. (bgblowica wielojamowa i jednokomorowa). W przypadku
pobierania materiatu ze Sledziony, aspiracje nalezy wykonac¢ bez podcisnienia, aby zminimalizowac ryzyko
krwawienia.

Wymagane materiaty:
strzykawka 15 ml
igta o rozmiarze 22-20
szkietka podstawowe



Procedura:
1. Whbic igte w tkanke i wytworzy¢ podcisnienie w strzykawce, odciggajac ttok do 5-10 ml.

2. Utrzymujac to podcisnienie, skieruj igte w kilku kierunkach bez wyjmowania korncéwki igty z tkanki.

3. Zwolnic ttok strzykawki i wyjac igte z tkanki (nie wyjmowac igty z tkanki bez zwolnienia ttoka,
poniewaz caty pobrany materiat zostanie zassany do strzykawki).

Odtaczy¢ strzykawke od igty i napetnic ja powietrzem.

Ponownie podtaczyc strzykawke do igty i uzy¢ powietrza, aby przedmuchacd préobke z igty
na jedno lub kilka szkietek mikroskopowych.

6. Wykonac rozmaz, osuszyc i zabarwic¢ probke zgodnie z procedura przygotowywania rozmazu krwi
(patrz punkt 4.1).

4.3.2. Patogeny wykrywane w aspiratach cienkoigtowych

Aspiraty z weztéw chtonnych, zwtaszcza od zwierzat z limfadenopatia, sg najwygodniejsze do pobrania, podczas
gdy pobieranie szpiku kostnego i materiatu ze Sledziony jest bardziej inwazyjne, ale moze by¢ wskazane
u zarazonych, ale klinicznie zdrowych psdéw.

Amastigoty, z typowa strukturg jadra/kinetoplastu w ksztatcie litery ,T”, moga by¢ widoczne w cytoplazmie
monocytéw/makrofagdw, jak réwniez wolne w rozmazie.

W przypadkach, gdy wystepuje kulawizna, amastigoty moga by¢ widoczne w aspiratach cienkoigtowych ptynu
stawowego.

Aspiraty ze zmian skérnych to takze skuteczna metoda wykrywania zarazenia Leishmania poprzez cytologiczna
identyfikacje amastigotéw w makrofagach.

Czutos¢ badania mikroskopowego moze byc¢ wyzsza przy badaniu aspiratdéw cienkoigtowych z wezidw
chtonnych, szpiku kostnego lub Sledziony, a takze w preparatach z kozuszka leukocytarnego, w porédwnaniu
z rozmazem krwi, jednak obecnie zalecang metoda diagnostycznag jest wykrywanie DNA metodg PCR.

4.4. Wykrywanie i identyfikacja mikrofilarii

4.41. Informacje ogdlne

Rozpoznanie zarazenia nicieniami filarioidalnymi u zwierzat towarzyszacych mozna przeprowadzi¢ poprzez
izolacje i identyfikacje morfologiczna krazacych mikrofilarii. Prébki krwi nalezy zbadad po zageszczeniu testem
Knotta lub metoda filtracyjna (komercyjny zestaw testowy: Difil-Test®). Swieze rozmazy krwi nie pozwalajg na
identyfikacje gatunku i majg bardzo niskg czutosc.

Nalezy podkresli¢, ze liczba krgzacych mikrofilarii niekoniecznie koreluje z liczbg dorostych robakdw, tj. psy
z wysoka mikrofilaremig moga byc¢ nosicielami niewielu dojrzatych robakdw. Rodwniez czas pobrania krwi moze
wptywac na czutosc¢ wykrywania mikrofilarii: zaréwno w przypadku D. repens, jak i D. immitis opisano tendencje
do wyzszej mikrofilaremii w godzinach nocnych.
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Mikrofilarie mozna réznicowac na podstawie pomiarow morfometrycznych, barwienia kwasna fosfataza Iub,
szczegolnie w watpliwych przypadkach, metodami biomolekularnymi umozliwiajgcymi rozpoznanie gatunku po
izolacji DNA z petnej krwi i zageszczeniu mikrofilarii po wirowaniu. Istniejg pewne ograniczenia w identyfikacji
morfologicznej krazacych mikrofilarii. Dotycza one wptywu réznych technik utrwalania na wielkosc larw,
stabego wybarwienia larw w probce oraz wspdtzarazenia nieproporcjonalng liczba larw innych gatunkodw.
PCR specyficzny dla gatunku (w czasie rzeczywistym) jest metoda z wyboru do réznicowania gatunkdw.

Mimo Ze inwazje robaczyca serca (D. immitis) mozna wiarygodnie zdiagnozowac za pomoca serologii, zawsze
zaleca sie wykonanie testu na obecnos¢ krazacych mikrofilarii.

U kotdw, u ktérych nie wystepuje mikrofilaremia lub wynik wykrywania antygenu jest ujemny, ale wystepuja
u nich objawy kliniczne dirofilariozy, wykrycie przeciwciat jest alternatywa dla stwierdzenia zarazenia.

4.4.2. Test Knotta

Ta metoda polega na zageszczeniu mikrofilarii obecnych w 1 ml krwi EDTA przez odwirowanie. Sg one nastepnie
barwione btekitem metylenowym.

Pokrétce, 1 ml krwi z EDTA rozciericza sie w 9 ml 2% formaliny i roztwdr miesza sie przez kilka minut.
Nastepnie probke odwirowuje sie przy 390 x g przez 5 minut. Supernatant usuwa sie i do osadu dodaje sie
jedna krople 1% btekitu w celu przeprowadzenia analiz morfometrycznych lub badania aktywnosci kwasnej
fosfatazy, chociaz obecnie powszechnie stosowane do identyfikacji mikrofilarii s metody biomolekularne
(patrz 4.4.1.). Szkietka mikroskopowe oglada sie pod powiekszeniem 40x w celu wykrycia obecnosci larw oraz
pod powiekszeniem 100x w celu oceny cech morfologicznych. Dla uzyskania maksymalnej czutosci nalezy
przeanalizowac caty osad.

4.4.3. Zmodyfikowany test Knotta

Alternatywnie, zywe mikrofilarie mozna wykry¢ szybciej, obserwujac ich ruchliwos¢ przy zastosowaniu
zmodyfikowanego testu Knotta. W tym celu do 1 ml krwi z EDTA dodaje sie cztery krople 2% roztworu saponiny
oraz 5 ml wody destylowanej w celu zniszczenia erytrocytéw. Otrzymang zawiesine mozna nastepnie badac
pod mikroskopem, jak opisano wczesniej. Zywe larwy sa ruchliwe i mozna je tatwo wykry¢ mikroskopowo
(powiekszenie 40x).

4.4.4. Metoda filtracji (Difil-Test®)

Ten komercyjny zestaw umozliwia zageszczenie mikrofilarii z 1 ml krwi z EDTA na filtrze o powierzchni zblizonej
do wielkosci matego szkietka nakrywkowego. Przy uzyciu tej techniki mikrofilarie zwykle przyjmuja ksztatt
prosty, a nie spiralny czy falisty.

Zestaw zawiera roztwor do lizy, barwnik, filtry oraz kasete filtracyjna.
W skrdcie procedura wyglada nastepujgco:

Filtr umieszcza sie na podstawie kasety filtracyjnej i montuje kasete.

1ml krwi dodaje sie do 9 mlroztworu do lizy w duzej strzykawce i miesza. Powstatg hemolizowang mieszanine
przepuszcza sie przez filtr, podtgczajac strzykawke do portu w kasecie filtracyjnej.

Filtr przeptukuje sie, przepuszczajac takg sama objetos¢ wody przez port w kasecie filtracyjne;.
Kasete filtracyjna otwiera sig, filtr wyjmuje i umieszcza na szkietku mikroskopowym.
Na filtr naktada sie krople barwnika dostarczonego w zestawie.

Naktada sie szkietko nakrywkowe, aby rozprowadzi¢ barwnik, i preparat jest gotowy do obserwacji pod
mikroskopem.



4.4.5. Barwienie kwasna fosfataza

Istnieje kilka cech morfologicznych, ktére pozwalajg odrézni¢ mikrofilarie D. immitis od mikrofilarii D. repens
(oraz od niepatogennych nicieni filarioidalnych). Ma to szczegdlne znaczenie w regionach, gdzie wystepuja
zaréwno D. immitis, jak i D. repens (patrz Przewodnik ESCCAP nr 5: Zwalczanie chordb przenoszonych
przez wektory u psow i kotéw).

Mikrofilarie réznych nicieni filarioidalnych mozna rozréznié po barwieniu kwasna fosfataza (patrz tabela 6):

B Mikrofilarie D. immitis maja dwie plamki (otwor wydalniczy i odbytowy);

Il Mikrofilarie D. repens maja tylko jedna plamke (otwdr odbytowy);

Il Mikrofilarie Acanthocheilonema dracunculoides wykazujg trzy obszary aktywnosci enzymatycznej (otwér
odbytowy, punkt zlokalizowany posrodku ciata, otwdr wydalniczy);

I Mikrofilarie A. reconditum barwia sie w sposdb rozproszony, na jasnoczerwono, bez wyraznie
zaznaczonych punktéw.

Dostepne sg zestawy komercyjne, ktére mozna stosowadé w warunkach laboratoryjnych. Jednak metody
barwienia sg stopniowo zastepowane przez izolacje DNA z zageszczonych mikrofilarii.

4.4.6. Pomiary mikrofilarii

Alternatywnie, pomiary mikrofilarii moga pomdc w ich réznicowaniu: w tym celu nalezy okresli¢ Sredniag dtugosc
na podstawie pomiaru 10 larw (patrz takze Przewodnik ESCCAP nr 5: Zwalczanie chordb przenoszonych przez
wektory u psdw i kotéw). Nalezy jednak pamietac, ze sposdb przygotowania preparatu (szczegdlnie technika
utrwalania) moze znaczaco wptynac na dtugosc i cechy morfologiczne mikrofilarii.

Tabela 6. Morfologiczne réznicowanie mikrofilarii' na podstawie dtugosci, szerokosci i ksztattu

Gatunek | Dtugosc () | Szerokos¢ (L) | Cechy
Dirofilaria immitis 301,77+6,29 | 5-7 Brak pochewki, odcinek gtowowy zaostrzony, ogon prosty ze spiczastym
290-330 koricem. APh-S: dwa punkty aktywnosci enzymatycznej w okolicy otworu
wydalniczego i odbytowego.
D. repens 369,44 £10,76 | 6-8 Brak pochewki, odcinek gtowowy tepy, ogon ostro zakoriczony i nitkowaty,
300-370 czesto zakoriczony jak raczka parasola. APh-S: jeden punkt aktywnosci
enzymatycznej w okolicy odbytu.
Acanthocheilonema | 264,83 +5,47 | 4 Brak pochewki, odcinek gtowowy tepy, z wydatnym haczykiem gtowowym;
reconditum 260-283 ogon w ksztatcie haczyka, zagiety. APh-S: aktywnosc¢ enzymatyczna
rozproszona w catym ciele.
A. dracunculoides 259,43+6,69 | 4-6.5 Obecna pochewka, odcinek gtowowy tepy, odcinek ogonowy ostro
190-247 zakoriczony i wydtuzony. APh-S: trzy punkty aktywnosci enzymatycznej, w tym

dodatkowy punkt w sSrodkowej czesci ciata (oprocz okolicy otworu odbytowego
i wydalniczego).

' Mikrofilarie (n=10) mierzone po zageszczeniu testem Knotta; przy uzyciu testu Difil® wymiary sa krétsze.
APh-S: barwienie kwasna fosfataza.
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4.5. Biomolekularne metody wykrywania i réznicowania: reakcja tancuchowa
polimerazy (PCR) i izotermiczna amplifikacja materiatu genetycznego (LAMP)

4.5.1. Informacje ogdlne

Reakcja taricuchowa polimerazy (PCR) jest coraz bardziej popularnym i poteznym narzedziem diagnostycznym
stosowanym do diagnozowania wielu schorzen. Cechuje sie wysoka specyficznoscia i przy réznym materiale
i stadium zarazenia jest rowniez bardzo czuta i moze pomdc lekarzowi w diagnozowaniu aktywnych inwazji,
gdy mozna podejrzewac wystapienie objawdw klinicznych. Metoda jest wskazana w przypadku patogendw
i pasozytdw przenoszonych przez wektory, ktére wymagaja wysokiej czutosci detekcji i/lub réznicowania
wykraczajgcego poza zakres morfologii.

Jesli PCR stosuje sie do celéw diagnostycznych, a nie do réznicowania, jego czutosé, miedzy innymi, zalezy od
liczby kopii genu docelowego.

PCR przeprowadza sie wytacznie w wyspecjalizowanych laboratoriach. Doktadnos¢ wynikdw zalezy zatem od
prawidtowego pobrania, przechowywania i przesytania probek. Stosowanie dwdch réznych protokotéw PCR
moze zwiekszyc czutosc i specyficznosc.

Ogodlne zalecenia sg nastepujace:

Poniewaz reakcja PCR jest bardzo czuta, nalezy unika¢ kontaminacji prébek. Prébki nalezy pobierac
i przechowywac w miare mozliwosci za pomoca jednorazowego sprzetu.

Prébki nalezy przechowywad w lodéwce (4°C) i wysytac z wktadami z lodu lub zamrozone w temperaturze
-20°C lub nizszej.
Préobki powinny dotrzec do laboratorium nie pdzniej niz 3 dni po pobraniu.

Izotermiczna amplifikacja materiatu genetycznego (LAMP) jest technika amplifikacji DNA, ktdéra odbywa sie
w jednej probdwce. Ze wzgledu na swojg prostote i niskie koszty LAMP jest uzywany przez klinicystéw do
wykrywania niektérych patogendw, jako prosty test przesiewowy w terenie, jak i klinice. Odczynniki/zestawy
sg dostepne w handlu, dostarczane przez niektére firmy. W przeciwienstwie do techniki PCR, w ktdrej reakcja
przeprowadzana jest w cyklach ze zmieniajaca sie temperaturg, amplifikacja izotermiczna zachodzi w statej
temperaturze i nie wymaga termocyklera. LAMP okazat sie bardziej niz PCR odporny na inhibitory w ztozonych
prébkach, takich jak krew lub kat, prawdopodobnie z powodu stosowania innej polimerazy DNA (zazwyczaj Bst
— Bacillus stearothermophilus — polimeraza DNA zamiast polimerazy Taq, jak w PCR).

Izolacje DNA mozna przeprowadzi¢ praktycznie z kazdego rodzaju materiatu biologicznego, jednak krew
i aspiraty tkanek naleza do najczesciej analizowanych prébek.

Krew:

W przypadku wielu patogendw przenoszonych przez wektory, takich jak Ehrlichia, Anaplasma, Bartonella
i Babesia diagnostyka moze byc¢ przeprowadzona poprzez identyfikacje ich DNA we krwi obwodowej. PCR
stosuje sie rowniez do wykrywania i rédznicowania gatunkdw filarioidalnych, ktdére uwalniajg mikrofilarie do
krwioobiegu.

Istnieje wiele protokotéw PCR dla prébek krwi, kazde laboratorium stosuje wtasne procedury, w tym preferencje
dotyczace najlepszego antykoagulantu. Wiekszos¢ preferuje EDTA, jednak zaleca sie wczesniejszy kontakt
z laboratorium, aby upewnic sie co do wymagan. Zazwyczaj wystarcza 0,5—1 ml krwi.

Aspiraty tkankowe:

Leishmania infantum i Ehrlichia spp. wystepuja w narzadach limfatycznych, dlatego do diagnostyki metoda
PCR mozna wykorzystac aspiraty cienkoigtowe z tych struktur. W przypadku Leishmania mozliwe jest rowniez
pobranie bioptatdw skéry do analizy PCR. Po wykonaniu aspiracji, materiat mozna nanies¢ na bibute filtracyjna
lub wymazdéwke z waty, a nastepnie przechowywac w sterylnej probéwce w temperaturze 4°C.

Rozmazy materiatu na szkietkach mikroskopowych wykazujg nizszg czutosc.

Pasozyty:

W niektdrych przypadkach moze zaistnie¢ koniecznos¢ molekularnej identyfikacji pojedynczych pasozytéw
(helmintow, stawonogow).

Powinny one zostac zakonserwowane w 70% etanolu i wystane w szczelnie zamknietych pojemnikach.



Kat:

Probki katu sa réwniez bezposrednio wykorzystywane do wykrywania DNA stadidw pasozytniczych.
Przyktadowo, wykrywanie Tritrichomonas foetus w kale kotéw jest obecnie zalecane zamiast hodowli katu
(patrz 1.2.13). Obecnie technika copro-PCR jest stosowana do identyfikacji E. multilocularis, réznych kokcydidw
(tj. Toxoplasma / Hammondia), Cryptosporidium i Giardia.

W przypadku pasozytow, dla ktérych réznicowanie gatunkéw lub genotypdw nie jest mozliwe na podstawie
cech morfologicznych, np. Giardia duodenalis, Cryptosporidium spp., oocysty Toxoplasma/Hammondia, jaja
glist (Ascarididae) lub tasiemcow (Taeniidae), genotypowanie (na podstawie prébek katu lub wyizolowanych
pasozytdw) moze by¢ pomocne w identyfikacji gatunkédw zoonotycznych lub okreslonych genotypdw.
W niektdrych przypadkach, gdy liczba stadiéw pasozyta w prébce jest niewielka, lub gdy izolacja DNA jest
utrudniona (np. w przypadku jaj tasiemcdéw lub glist — patrz ponizej), zaleca sie wstepne zageszczenie stadidw
pasozyta w kale. Jako przyktad, mozna zastosowac¢ metode flotacji i przesiewania sekwencyjnego (szczegdty
ponizej).

Flotacja i przesiewanie sekwencyjne:

Jaja helmintéw mozna zagescic z probek katu poprzez potaczenie flotacji w roztworze chlorku cynku z kolejnym
przesiewaniem przy uzyciu sit o malejgcych rozmiarach oczek (21-200 um). Dzieki odpowiedniemu doborowi
rozmiaru oczek ostatniego sita, mozliwe jest skoncentrowanie jaj pasozytéw (w szczegdlnosci jaj Taeniidae
i Toxocara), co umozliwia np. izolacje DNA do dalszych analiz genetycznych i réznicowania gatunkdéw.

4.5.2. Informacje szczegotowe

Zasadniczo wszystkie istotne pasozyty mozna wykry¢ lub potwierdzi¢ metodg PCR lub innymi metodami
genetycznymi. Na rynku dostepne sg urzadzenia umozliwiajace jednoczesne, zautomatyzowane wykrywanie
czynnikdw zakaznych, jednak nie zostaty one jeszcze zwalidowane w medycynie weterynaryjne;j.

W literaturze, w zaleznosci od rodzaju pasozyta, dostepne moga byc¢ nastepujace opcje diagnostyczne:

specyficzne startery (primery) dla okreslonych gatunkéw pasozytéw
replikuja wytacznie docelowy rodzaj i/lub gatunek;

multiplex PCR taczy rézne (specyficzne) startery;
tradycyjny PCR vs. PCR w czasie rzeczywistym;
LAMP — izotermiczna amplifikacja DNA.

Po uzyskaniu produktu PCR, jego identyfikacja moze odbywac sie na podstawie: rozmiaru fragmentu DNA
przy uzyciu elektroforezy zelowej (z wczesniejsza fragmentacjg przez enzymy restrykcyjne lub bez niej),
lub sekwencjonowania — odczytu sekwencji nukleotydowej i porédwnania z dostepnymi sekwencjami genéw
w bazach danych.

Interpretacja:
Wszystkie wyniki PCR nalezy interpretowac jako element catosciowej oceny, obejmujacej kryteria kliniczne oraz
inne testy diagnostyczne.

Kilka przyktaddéw, bez wymagarn kompletnosci:

Pierwotniaki

PCR moze byc¢ wykorzystany zardwno do diagnozowania zarazenia, jak i do monitorowania pséw poddawanych
leczeniu lejszmaniozy. Wiele laboratoridw oferuje réwniez ilosciowe testy PCR (np. real-time PCR), ktére
umozliwiajg okreslenie obcigzenia pasozytem oraz ocene wzrostu lub spadku tego obcigzenia. Testy te sa
rowniez przydatne w ocenie skutecznosci terapii i postepdw leczenia.

Mimo ze preferowanym materiatem do badan w kierunku Leishmania infantum sa aspiraty tkanek (wezty chtonne,
Sledziona, szpik kostny) lub bioptaty skdry (w przypadku zmian skdrnych), to laboratoria wykonujg réwniez
analizy krwi. Nalezy jednak bra¢ pod uwage wystepowanie wynikéw fatszywie ujemnych, spowodowanych
brakiem we krwi leukocytow zawierajacych pasozyta, co skutkuje niska czutoscig testu. Pomimo tego, real-
time PCR ukierunkowany na geny wielokrotnie kopiowane wykazuje zadowalajgca czutosé. Zalecane jest takze
pobieranie prébek nieinwazyjnych, takich jak wymazy spojéwkowe. Do tego celu nalezy pobrac¢ materiat z obu
oczu, a wymazy powinny zawierac wystarczajaca liczbe komdrek.
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Czutosc¢ metody PCR okazata sie wyzsza niz badanie rozmazu krwi, szczegdlnie w diagnostyce psow przewlekle
zarazonych. Nie mozna jednak catkowicie wykluczy¢ wynikéw fatszywie ujemnych. ldentyfikacja gatunku
i podgatunkow pasozyta ma istotne znaczenie zaréwno dla wyboru odpowiedniego leczenia (duza vs. mata
Babesia), jak i dla oceny rokowania.

Oocysty Toxoplasma gondii wydalane przez koty sg bardzo trudne do odrdznienia morfologicznego od oocyst
niepatogennej Hammondia hammondi w rutynowej diagnostyce. W potaczeniu z badaniami serologicznymi
pozwalajacymi na réznicowanie przeciwciat specyficznych w surowicy kotdw i zywicieli posrednich, mozna
réwniez wykona¢ PCR z oocyst, lub w celu identyfikacji cyst z bradyzoitami w miesie. U pséw i/lub kotéw
z objawami neurologicznymi sugerujacymi toksoplazmoze, mozliwe jest réwniez wykonanie PCR z ptynu
mdzgowo-rdzeniowego lub cieczy wodnistej oka.

Oocysty Neospora caninum sg wydalane w kale psa przez bardzo krétki czas i w niskim zageszczeniu. Podobnie
jak w przypadku T. gondii / H. hammondi, oocysty N. caninum sg praktycznie nie do odréznienia morfologicznie
od oocyst Hammondia heydorni (wystepujacych w kale pséw lub liséw) w rutynowej diagnostyce, a takze od
oocyst T. gondii/H. hammondi (w przypadku koprofagii katu kociego). Dlatego wskazane jest wykonanie analizy
PCR w celu ich identyfikacji.

U psdéw z podejrzeniem wystgpienia objawdw klinicznych, jako metody diagnostyczne mozna zastosowac
badania serologiczne, biopsje miesni, badanie ptynu mézgowo-rdzeniowego i/lub cieczy mézgowo-rdzeniowej
metoda PCR.

Klasyczne testy wykrywajace zarazenia Giardia zazwyczaj nie sg specyficzne gatunkowo. Jesli istnieje potrzeba
okreslenia potencjatu zoonotycznego, mozna przeprowadzi¢ PCR multilocusowy oraz sekwencjonowanie
w celu identyfikacji odmiany genotypowe].

PCR pozwalajacy na odréznienie Tritrichomonas foetus w kale kota od innych rzesistkdw eliminuje koniecznosé
wykrywania pasozyta metoda hodowli (np. /InPouch® patrz 1.213.) oraz jej ograniczenia (wrazliwos¢ na
temperature, czasochtonnosd).

Bakterie przenoszone przez wektory-stawonogi

Mimo ze ztotym standardem w diagnostyce bartonellozy jest posiew krwi, metoda ta jest czasochtonna
i kosztowna. Mozliwe jest réwniez wykrycie DNA Bartonella w prébkach krwi, tkanek, ptynu mdzgowo-
rdzeniowego lub cieczy wodnistej oka. Potgczenie hodowli wzbogacajacej z amplifikacja DNA metoda PCR
zwieksza czutosc diagnostyczna.

Dodatni wynik PCR zazwyczaj potwierdza obecnos¢ zakazenia wywotanego przez te bakterie przenoszone
przez kleszcze. Jednak ujemny wynik PCR nie wyklucza obecnosci infekcji.

Czutosc PCR dla Ehrlichia jest wyzsza, gdy przeprowadza sie go na weztach chtonnych, sledzionie, aspiratach
szpiku kostnego lub kozuszku leukocytarnym.



Helminty

Na terenach endemicznych dla Echinococcus zaleca sie réznicowanie gatunkdéw Echinococcus od innych jaj
tasiemcéw z rodziny Taenidae w celu oceny potencjalnego ryzyka zoonotycznego. Jaja mozna izolowacd przy
uzyciu metod takich jak flotacja, technika przylepca stosowana w okolicy okotoodbytowej lub flotacja i etapowe
przesiewanie katu przy zachowaniu zasad bezpieczenstwa biologicznego (wyposazenie specjalistycznych
laboratoriéw). PCR przeprowadza sie z uzyciem specyficznych starteréw, multiplex PCR nacelowany na rézne
gatunki Taenidae lub uniwersalny PCR dla helmintdw, po ktérym nastepuje sekwencjonowanie.

Wykazano, ze okoto jedna trzecia pséw pozytywnych na Toxocara wydala jaja Toxocara cati (jako skutek
koprofagii katu kotéw). Jaja te mozna odrdzni¢ od jaj T. canis poprzez pomiary wielkosci lub, co jest bardziej
wiarygodne, za pomoca PCR.

Aelurostrongylus abstrusus jest najczesciej wystepujgcym nicieniem ptucnym u kotéw. Jednak w niektdérych
krajach moga réowniez wystepowac inne gatunki robakdw ptucnych, takie jak Troglostrongylus spp. czy Oslerus
rostratus, ale morfologiczne réznicowanie larw L1 wymaga duzego doswiadczenia. Alternatywnie, mozliwe jest
przeprowadzenie PCR z larw L1 wyizolowanych z katu lub za pomoca wymazdw z tchawicy, badz poptuczyn
oskrzelowo-pecherzykowych (BAL), choc ta ostatnia metoda ma nizsza czutosdé.

L1najczesciejwystepujacych nicieni ptucnych upsow, A. vasorumi C. vulpis moznatatwo rozréznié morfologicznie.
Jednak w niektérych przypadkach pomocne moze by¢ potwierdzenie za pomoca metod biomolekularnych.

Psy, koty i inne ssaki moga byc¢ zywicielami réznych gatunkéw Capillaria, ktére maja odmienne cykle zyciowe.
Nie wszystkie gatunki zostaty jednoznacznie sklasyfikowane taksonomicznie.

Specyficzny dla gatunku PCR (w czasie rzeczywistym) z krwi pobranej na EDTA jest metoda z wyboru do
réznicowania gatunkéw mikrofilarii (patrz 4.4.1), chociaz analiza morfologiczna i barwienie kwasna fosfataza sa
nadal stosowane.

W przypadkach gdy helminty sa morfologicznie nie do odrdznienia lub musza byc¢ pozyskane z probek
utrwalonych histologicznie, mozna przeprowadzi¢ PCR, réwniez z barwionych preparatéw histologicznych lub
zeskrobin skory.

Stawonogi

W przypadkach, gdy morfologia stawonogdw uniemozliwia ich identyfikacje, mozna zastosowac techniki oparte
na analizie DNA.

Dermatofity

Dostepny komercyjnie panel zawiera testy real-time PCR o wysokiej czutosci i swoistosci, obejmujace
Microsporum spp., M. canis oraz Trichophyton spp. Do badania nalezy pobrac zeskrobiny skory i/lub wiosy,
a nastepnie przestac je do laboratorium. Wyniki sg dostepne w ciggu kilku dni.
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4.6. WYKRYWANIE DERMATOFITOW

4.6.1. Informacje ogdlne

Dermatofitoze diagnozuje sie na podstawie kombinacji réznych i uzupetniajacych sie testéw, w tym lampy Wooda
(tylko dla psdéw i kotdw) i bezposredniego badania mikroskopowego w celu potwierdzenia aktywnej infekcji
wtosa, hodowli mykologicznej, ktéra pozwala zidentyfikowac gatunek grzyba odpowiedzialny za zakazenie oraz
monitorowaé odpowiedzZ na leczenie, a czasem réwniez biopsji skdry, w przypadku zmian guzkowatych lub
nietypowych prezentacji klinicznych. Obecnie wykrywanie dermatofitdw metoda PCR jest juz mozliwe u pséw
i kotéw w Europie (patrz 4.5.2.).

4.6.2. Bezposrednie badanie wtoséw

Dermatofitozy moga by¢ wykrywane za pomoca mikroskopowego badania wtoséw. Jednakze technika
pobierania prébek oraz doswiadczenie osoby wykonujacej badanie maja istotny wptyw na czutosc tej metody.
Co wiecej, nawet przy optymalnym pobraniu materiatu i doktadnym badaniu, nie mozna wykluczy¢ wynikéw
fatszywie ujemnych (patrz 3.5.). Dlatego jedynie dodatni wynik trichogramu ma wartos¢ diagnostyczna.
Do lepszego uwidocznienia elementdw grzybiczych mozna uzywac¢ wodorotlenku potasu (KOH) lub oleju
mineralnego, z dodatkiem barwnikéw (np. btekitu laktofenolowego), wzglednie bez nich. Wtosy zakazone
przez grzyby dermatofitowe zazwyczaj sg powiekszone, obrzmiate, o szorstkiej i nieregularnej powierzchni. Na
powierzchni wtoséw czesto obserwuje sie skupiska lub tancuszki zarodnikdw grzyba (arthroconidia) (2-4 um
w przypadku Microsporum canis).

4.6.3. Badanie za pomocg lampy Wooda

Badanie siersci za pomoca lampy ultrafioletowej (lampa Wooda) jest dobrg metoda przesiewowa w kierunku
dermatofitozy u pséw i kotdw. Pod wptywem sSwiatta wiosy zaatakowane przez niektére gatunki dermatofitdw,
w tym M. canis, Swiecg na zielono. Wiosy zakazone przez inne gatunki dermatofitow nigdy nie wykazuja
fluorescencji, a niektére miejscowe leki moga ja maskowad. Dlatego wynik ujemny w badaniu z uzyciem
lampy Wooda nie wyklucza dermatofitozy. Zaobserwowana fluorescencje nalezy potwierdzi¢ mikroskopowym
badaniem wiosdw (chod rozpoznanie zakazonych wtosdw moze byc trudne i czesto wymaga wprawnego oka)
(patrz 4.6.2.).

4.6.4. Hodowla mykologiczna

Hodowla mykologiczna pozostaje najbardziej niezawodng metoda potwierdzania dermatofitozy u psoéw i
kotéw. Materiat do badania mozna pobrac¢ poprzez zeskrobiny skoéry, wyrwanie wtosow (najlepiej pod lampa
Wooda), wyczesanie siersci sterylng szczoteczkg do zebdw, kawatkiem sterylnej wyktadziny lub Sciereczki
pochtaniajgcej kurz. Do hodowli mykologicznej nadaje sie kilka rodzajéw podiozy (np. agar Sabourauda
z dekstrozg). Kolonie dermatofitow, takich jak Microsporum canis, moga rozwinac sie juz po kilku dniach.
Podtoza testowe dla dermatofitéw (DTM) sa regularnie stosowane w weterynarii, jednak niewiele badan
ocenito ich skutecznosc przy prébkach pobranych od zwierzat. Nie zaleca sie stosowania wytacznie DTM bez
mikroskopowej identyfikacji makrokonidiéw do diagnozy dermatofitoz u zwierzat. Idealnie, materiat powinien
zostac wystany do laboratorium specjalizujacego sie w mikologii weterynaryjnej. W laboratorium identyfikacja
gatunkowa dokonywana jest poprzez badanie mikroskopowe kolonii grzyba. Liczba kolonii moze pomdc w
odréznieniu nosicieli mechanicznych od zakazonych zwierzat: Nosicielstwo mechaniczne wynika z kontaminacji
srodowiskowej i zwykle wigze sie z niewielka liczba kolonii dermatofitéw. Zakazenie skutkuje masowa produkcja
zarodnikdw (arthroconidia) i zwykle jest zwigzane z bardzo duza liczba kolonii dermatofitdow w hodowli.



ZALACZNIK 1 - ZASADY PODSTAWOWE

ESCCAP (Europejska Rada Naukowa ds. Pasozytdow u Zwierzat Towarzyszacych) jest niezalezng organizacja
non-profit, ktdra tworzy wytyczne i promuje dobre praktyki w zwalczaniu i leczeniu inwazji pasozytniczych
u zwierzat towarzyszacych. Przy odpowiednim doradztwie ryzyko zachorowarn i przenoszenia pasozytow
pomiedzy zwierzetami i ludZmi moze by¢ zminimalizowane. ESCCAP ma aspiracje, ktdrej wyrazem jest wizja
Europy, w ktérej pasozyty zwierzat towarzyszacych nie stanowig wiecej zagrozenia dla zdrowia i komfortowego
zycia zwierzat i ludzi.

Istnieje ogromna réznorodnosc¢ w zakresie rodzajow i miejsc wystepowania pasozytdw na catym obszarze
Europy, a przewodniki ESCCAP reasumuja i uwidaczniajg istotne réznice jakie istniejg pomiedzy poszczegdinymi
czesciami Europy, a tam gdzie jest to konieczne, zalecajg stosowanie swoistych metod zwalczania.

ESCCAP uwaza, ze:

Lekarze weterynarii i wtasciciele zwierzat musza podejmowac dziatania w celu ochrony zwierzat przed
inwazjami pasozytéw.

Lekarze weterynarii i wtasciciele zwierzat muszg podejmowacd dziatania w celu ochrony populacji zwierzat
towarzyszacych przed ryzykiem zwigzanym z podrézami i ich potencjalnymi konsekwencjami w postaci
wptywania na zmiany w miejscowej sytuacji epizootycznej, zachodzgcymi pod wptywem przywiezienia lub
wywiezienia z tego miejsca nie-endemicznych gatunkéw pasozytow.

Lekarze weterynarii, wtasciciele zwierzat i lekarze medycyny powinni wspdtpracowac w celu ograniczenia
ryzyka zwigzanego z przenoszeniem odzwierzecych chordb pasozytniczych.

Lekarze weterynarii powinni by¢ w stanie udziela¢ wskazdwek wiascicielom zwierzat odnosnie ryzyka
zwigzanego z inwazjami pasozytdw i wigzgcymi sie z nimi chorobami oraz postepowania, ktére powinno by¢
wdrozone w celu zminimalizowania tego typu ryzyka.

Lekarze weterynarii powinni stara¢ sie edukowac wiascicieli zwierzat na temat pasozytéw, aby umozliwic¢
im odpowiedzialne postepowanie nie tylko w stosunku do zdrowia ich wtasnego zwierzecia, ale réwniez
zdrowia innych zwierzat i ludzi zyjacych w ich otoczeniu.

W sytuacjach, w ktdrych jest to wtasciwe, lekarze weterynarii powinni przeprowadzac badania diagnostyczne
w celu ustalenia statusu zarazenia pasozytem, aby zapewni¢ najlepsze mozliwe porady.

Aby osiggnac te cele ESCCAP tworzy:

Szczegdtowe przewodniki dla lekarzy weterynarii i parazytologéw weterynaryjnych.

Ttumaczenia, adaptacje oraz streszczenia przewodnikdw, ktére uwzgledniajg zréznicowane potrzeby
poszczegdlnych panstw i regiondw Europy. Wydania kazdego przewodnika mozna znaleZ¢ na stronach
www.esccap.org oraz www.esccap.pl

Dotozono wszelkich staran, aby wiedza zawarta w tych przewodnikach, ktdra jest oparta na doswiadczeniach
ich autoréw, byta scista. Niemniej jednak, autorzy oraz wydawcy nie biorg odpowiedzialnosci za jakiekolwiek
konsekwencje wynikajace z mylnej interpretacji zawartej w przewodnikach wiedzy, jak réwniez nie stosuje sie
do tych przewodnikdéw zadnych zasad zwigzanych z nadawaniem gwarancji. ESCCAP podkresla, ze w trakcie
stosowania porad zawartych w jego przewodnikach, nalezy stale mie¢ na uwadze krajowe, regionalne oraz
miejscowe regulacje prawne.
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ZALACZNIK 2 — SLOWNICZEK, SKROTY | PRZYDATNE LINKI

SLtOWNICZEK

Czutosé

Czutosd [%]

Specyficznosé

Swoistosc [%]

Metody wykrywania
bezposredniego

Posrednie metody
wykrywania

Odsetek prébek prawdziwie dodatnich (oceniany za pomoca testu uznanego za ,,ztoty
standard”) lub prawdopodobieristwo, ze zarazone zwierze moze zostac¢ wykryte jako
pozytywne w tescie.

Prébki prawdziwie dodatnie/(prébki prawdziwie dodatnie + probki fatszywie ujemne)x100.

Wskaznik prébek prawdziwie ujemnych (oceniany na podstawie testu uznaego za
~Ztoty standard”) lub prawdopodobieristwo, ze niezarazone zwierze zostanie wykryte
jako negatywne przez test.

Prébki prawdziwie ujemne/(probki prawdziwie ujemne + prébki fatszywie dodatnie)x100.

Wykrycie obecnosci samego patogenu poprzez wizualizacje (np. za pomoca
mikroskopii), wykrywanie materiatu genetycznego (np. PCR Ilub LAMP) Ilub
wykrywanie czasteczek specyficznych dla danego pasozyta (np. antygendw, zwykle
sktadajacych sie z biatek w réznych wariantach).

Metody serologiczne, ktére okreslajg wczesniejszy kontakt z pasozytami poprzez
wykrywanie swoistych przeciwciat wywotanych zarazeniem. Poniewaz przeciwciata
sg zazwyczaj wytwarzane jaki§ czas po poczatkowej inwazji i utrzymuja
sie po usunieciu pasozyta, niekoniecznie wskazujg na obecnosc¢ aktywnych
zarazen. Wykrywanie przeciwciat mozna przeprowadzi¢ w réznych formatach,
np. Western blotting, bezposrednie lub posrednie testy immunofluorescencyjne,
ELISA, testy przeptywu bocznego i inne. Wykrywanie odbywa sie przy uzyciu
znakowanych przeciwciat wtérnych. Wiele z tych testéw, choc¢ nie wszystkie, umozliwia
ilosciowe okreslenie poziomu przeciwciat (miano), np. w badaniach kontrolnych
podczas przebiegu zarazenia lub leczenia.



SKROTY

CME monocytarna erlichioza pséw

DFA bezposredni test immunofluorescencji

DTM podtoze testowe dla dermatofitow

EIA testimmunologiczny oparty na reakcjiantygen-przeciwciato, w ktérym wykorzystywany

jest enzym jako znacznik

ELISA testimmunoenzymatyczny stuzacy do wykrywania obecnosci okreslonych antygenéw

lub przeciwciat w badanej prébce

EPG liczba jaj na gram

FECRT test redukcji liczby jaj w kale

ICT immunochromatograficzny test paskowy

IFAT posredni test immunofluorescencji

KOH roztwdr wodorotlenku potasu

L1 larwy pierwszego stadium

L3 larwy trzeciego stadium

LAMP Loop-Mediated Isothermal Amplification - izotermiczna amplifikacja materiatu
genetycznego

LPG liczba larw na gram

MIFC metoda koncentracji z uzyciem mertiolatu-jodu-formaldehydu

OPG liczba oocyst na gram

PCR reakcja taricuchowa polimerazy

SAF octan sodu-kwas octowy-formalina

SAFC metoda koncentracji z uzyciem octanu sodu-kwasu octowego-formaliny

PRZYDATNE LINKI

Pomiary za pomoca mikroskopu:
www.youtube.com/watch?v=_CkcYrns-6l
www.youtube.com/watch?v=_eu90rNM_wY
www.youtube.com/watch?v=GdRLPAo_j1Y
parazytologia.cvm.ncsu.edu/vmp930/m_keys.html

Zmodyfikowana metoda McMastera liczenia jaj:
youtu.be/rkSGe-L4Sec

Fotografie stadidw pasozytniczych mozna znalez¢ na nastepujacych stronach:
www.parasite.org.au/para-site/contents/toc.html
www.ksvdl.org/resources/news/diagnostic_insights
_for_technicians/sierpnia2019/pasozyty-jelitowe-ptl.html
www.ncvetp.org/parasite-image-database.html
quizlet.com/64375340/parasites-in-veterinary-medicine-flash-cards/
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