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Choroby transmisyjne zwierząt stano-
wią grupę groźnych chorób zakaźnych 

i pasożytniczych przenoszonych przez pa-
sożytnicze stawonogi, z których to chorób 
znaczną część stanowią zoonozy (1, 2). 
Choroby transmisyjne dzielą się na: obli-
gatoryjnie transmisyjne, fakultatywnie/ob-
ligatoryjnie transmisyjne oraz fakultatyw-
nie transmisyjne. Choroby obligatoryjnie 
transmisyjne to takie, które przenoszone 
są wyłącznie za pośrednictwem stawono-
gów. Przykładem takiej choroby może być 
przenoszona przez kleszcze hepatozoonoza 
powodowana przez inwazję pierwotniaków 
Hepatozoon canis. Z kolei do chorób fakul-
tatywnie/obligatoryjnie transmisyjnych 

zalicza się takie, które przenoszone są przez 
pasożytnicze wektory, jednakże odnotowa-
no pojedyncze przypadki, w których do-
chodziło do zakażeń bez udziału wektora. 
Przykładem takiej choroby może być za-
każenie wirusem środkowoeuropejskiego 
kleszczowego zapalenia mózgu. Chorobą 
fakultatywnie transmisyjną natomiast jest 
taka, która może być przenoszona za po-
średnictwem wektora, jednak nie jest on 
niezbędny w zakażeniu i  równie często 
dochodzi do zarażeń za pośrednictwem 
wektora, jak i bez niego. Przykładem może 
być tutaj gorączka Q czy też tularemia (3). 
Należy zdawać sobie sprawę, że podział 
ten jest sztuczny, jak również zmienny. 

Techniki laboratoryjne wykorzystywane 
w diagnostyce chorób transmisyjnych 
u zwierząt. Część I. Rozpoznawanie 
zakażeń i inwazji
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Arthropod-borne diseases of animals are important for 
veterinary practitioners. Many of them are zoonoses and 
their course is often severe. Different transmissible dis-
eases need different diagnostic methods. Some of them 
can be recognized with traditional bacteriological and 
cytological methods whereas others need serological 
or molecular biology techniques. Also additional tests 
like biochemical and hematological examinations and 
urinalysis may be necessary to establish the diagnosis. 
This review has been divided into 2 parts. In the Part 
I basic routine laboratory diagnostic methods available 
for arthropod-borne animal diseases with the examples 
of their use were presented. Part II has been dedicated 
to the other complementary laboratory techniques to-
gether with examples of their application.
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Przykładem takich zmian może być babe-
szjoza psów powodowana przez pierwot-
niaki z rodzaju Babesia czy też hepatozo-
onoza psów powodowana przez inwazję 
H. americanum. Okazuje się, iż babeszjo-
za psów może być przenoszona z matki na 
szczenięta przez łożysko, jak również do-
chodzić może do zarażenia psów podczas 
walk zwierząt (4, 5). W przypadku inwa-
zji H. americanum do niedawna uważano, 
że jedyną drogą zarażenia psa, jest zjedze-
nie przez psa kleszcza zawierającego wy-
sporulowane oocysty. Jak się jednak oka-
zuje, istnieje również inna droga zarażenia 
tym pasożytem poprzez zjedzenie zarażo-
nego gryzonia, w którego mięśniach szkie-
letowych obecne są meronty zawierające 
inwazyjne merozoity (6). Warto również 
dodać, iż podział ten nie uwzględnia za-
rażeń, do których może dochodzić w wy-
niku transfuzji krwi czy też przeszczepów 
narządów u ludzi.

Obecnie w diagnostyce chorób trans-
misyjnych wykorzystywanych jest wiele 
różnych technik laboratoryjnych. Do cho-
rób tych zalicza się wywołane przez wi-
rusy, bakterie, jak również pierwotniaki, 
a nawet nicienie. W związku z tym w roz-
poznawaniu tych chorób wykorzystuje się 
zarówno tradycyjne techniki mikrobiolo-
giczne czy parazytologiczne, jak również 
nowsze metody immunologiczne i meto-
dy biologii molekularnej. Ponadto w dia-
gnostyce chorób transmisyjnych użytecz-
ne są również dodatkowe badania labora-
toryjne, takie jak badania morfologiczne 
krwi, biochemiczne surowicy oraz ogól-
ne badanie moczu. W tym artykule zo-
staną przedstawione różne techniki labo-
ratoryjne oraz przykłady ich zastosowań 

w  diagnostyce chorób transmisyjnych 
u zwierząt.

Badania mikroskopowe

Niektóre zarazki przenoszone przez paso-
żytnicze stawonogi mogą być wykrywane 
bezpośrednio w badaniach mikroskopo-
wych. Materiałem do tych badań, zależ-
nie od poszukiwanego zarazka, mogą być: 
krew pełna, płyn mózgowo-rdzeniowy, maź 
stawowa, wysięk po skaryfikacji skóry, kał 
oraz aspiraty śledziony, wątroby, szpiku 
kostnego lub węzłów chłonnych pobra-
ne drogą biopsji aspiracyjnej cienkoigło-
wej. Zarazków poszukiwać można również 
w preparatach odciskowych wycinków na-
rządów pobranych do badań histopatolo-
gicznych oraz w preparatach wykonanych 
z hodowli niektórych bakterii na specjal-
nych podłożach.

Mikroskopowe badania krwi

W diagnostyce chorób transmisyjnych wy-
korzystywana do badań mikroskopowych 
krew może być użyta do badania rozmazu 
krwi bądź też może stanowić materiał wy-
korzystywany w teście Knotta.

Rozmaz krwi do badania można wyko-
nać z krwi żylnej pobranej do probówki za-
wierającej antykoagulant bądź też z krwi 
włośniczkowej (ryc. 1). Rozmaz wykonywa-
ny jest za pomocą dwóch szkiełek podsta-
wowych. Na jednym ze szkiełek umieszcza 
się kroplę krwi, a następnie drugie szkieł-
ko przykłada do kropli i jednym płynnym 
ruchem ciągnie się rozmaz po szkiełku 
(ryc. 2). Następnie wysuszony i zabarwio-
ny rozmaz (np. metodą Giemsy) ogląda 

się pod mikroskopem, używając, zależnie 
od poszukiwanego pasożyta, obiektywów 
o powiększeniu od 5 do 100 razy. Badanie 
preparatów wykonanych z krwi włośnicz-
kowej wykorzystywane jest w diagnostyce 
inwazji pierwotniaków z rodzaju Babesia, 
Theileria, Cytauxzoon oraz mykoplazm he-
motropowych, takich jak Mycoplasma hae­
mofelis, M. haemocanis oraz M. haemomi­
nutum (7, 8). Inwazje powodowane przez 
wymienione pierwotniaki przenoszone 
są przez kleszcze. Prowadzą one u zwie-
rząt do rozwoju groźnych chorób, takich 
jak babeszjoza, theilerioza czy cytaukszo-
onoza z  towarzyszącą im niedokrwisto-
ścią i jej konsekwencjami (7). Z kolei my-
koplazmozy hemotropowe są chorobami, 
które ujawniają się dopiero w przebiegu 
innych chorób bądź w przypadku obniże-
nia odporności. Chorobom tym również 
towarzyszy niedokrwistość, jednak czę-
sto ich przebieg zależny jest współistnie-
jącej pierwotnej choroby. Warto również 
wspomnieć, iż negatywny wynik badania 
krwi w kierunku mykoplazm hemotropo-
wych nie wyklucza zakażenia, gdyż bakte-
rie te pojawiają się we krwi cyklicznie (9).

Badanie preparatów krwi żylnej jest 
użyteczne w diagnostyce piroplazmoz, se-
tarioz, filarioz, trypanosomoz czy hepato-
zoonoz (7, 10, 11, 12). Nie zaleca się na-
tomiast badania rozmazu krwi żylnej po-
branej do probówki z antykoagulantem 
w kierunku mykoplazmoz hemotropowych. 
Wynika to z faktu, iż używany w probów-
kach morfologicznych antykoagulant – 
EDTA (wersenian sodu), powoduje odkle-
jenie zarazka od powierzchni błony czer-
wonych krwinek, utrudniając w ten sposób 
postawienie prawidłowego rozpoznania (8). 
Z kolei mikroskopowe badanie rozmazu 
krwi w kierunku zakażeń riketsjami z ro-
dzaju Anaplasma bądź Ehrlichia ma bar-
dzo niską czułość ze względu na fakt cy-
klicznego pojawiania się moruli (klastrów 
bakterii) w komórkach krwi (13, 14).

Test Knotta jest badaniem wykorzy-
stywanym w diagnostyce filarioz, takich 
jak inwazje Dirofilaria immitis, D. repens 
oraz Dipetalonema reconditum. Do pro-
bówki z 3,8% cytrynianem sodu pobie-
ra się 2 ml krwi żylnej. Następnie próbka 
jest hemolizowana przez dodanie 10 ml 2% Ryc. 1. Pobranie krwi do badań mikroskopowych. A – pobranie krwi włośniczkowej. B – pobranie krwi żylnej

A B

Ryc. 2. Technika wykonania rozmazu krwi
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formaliny. Kolejnym etapem jest wirowa-
nie przez 5 minut z prędkością 2500 ob-
rotów na minutę. Następnie supernatant 
zlewany jest na szkiełko i barwiony kroplą 
0,1% błękitu metylenowego. Tak wykona-
ny preparat oglądany jest pod mikrosko-
pem, przy użyciu obiektywów o powięk-
szeniu 5 i 10 razy (15). Warto tutaj również 
wspomnieć, iż obecnie w Polsce stwierdzo-
no występowanie D. repens, nicienia, któ-
ry powoduje inwazje nie tylko u psów, ale 
również u ludzi (16, 17, 18).

Badania cytologiczne

W diagnostyce chorób transmisyjnych wy-
korzystuje się również badania cytologicz-
ne. Materiałem do badań mogą być aspira-
ty śledziony, wątroby, szpiku kostnego lub 
węzłów chłonnych pobrane drogą biopsji 
aspiracyjnej cienkoigłowej. Ponadto wyko-
nuje się również badania preparatów odci-
skowych wycinków narządów pobranych 
do badań histopatologicznych. Utrwalone 
na szkiełku podstawowym preparaty bar-
wi się najczęściej metodami Giemsy, Wri-
ghta bądź Diff-Quick. Tego typu badania 
wykorzystuje się głównie w diagnostyce le-
iszmaniozy, groźnej choroby ludzi i zwie-
rząt powodowanej przez przenoszone przez 
ćmianki pierwotniaki z rodzaju Leishma­
nia (19). Ponadto metody cytologiczne 
stosowane są również w rozpoznawaniu 
cytaukszoonozy u kotów. Istnieje możli-
wość rozpoznania inwazji powodowanej 
przez Cytauxzoon felis na podstawie ba-
dania mikroskopowego rozmazu krwi, jed-
nakże w cyklu rozwojowym tego pasożyta 
występuje stadium przederytrocytarne na-
zywane schizontami, a zasiedlającymi ma-
krofagi. W fazie tej, nazywanej schizogonią, 
nie występuje parazytemia (obecność pa-
sożyta we krwi), a co za tym idzie badania 
krwi dadzą wynik negatywny. Na tym eta-
pie rozwoju choroby, podobnie jak w przy-
padku inwazji pierwotniaków z  rodzaju 
Leishmania, użyteczne są badania cytolo-
giczne aspiratów śledziony, wątroby, szpi-
ku kostnego lub węzłów chłonnych (20).

Poza wymienionymi metodami barwie-
nia zarazki w badanych preparatach cyto-
logicznych mogą być również wykrywane 
za pomocą techniki immunohistochemii. 
Metoda ta polega na połączeniu badania 
mikroskopowego z reakcją immunoenzy-
matyczną bądź immunofluorescencyjną. 
W tej metodzie wykorzystywane są poli-
klonalne lub monoklonalne przeciwciała 
skierowane przeciwko konkretnemu an-
tygenowi wyznakowane odpowiednio flu-
oresceiną bądź enzymem, który z dodanym 
substratem spowoduje reakcję barwną. 
Przeciwciała połączone z poszukiwanym 
antygenem (np. antygen pierwotniaków 
z  rodzaju Leishmania w  formie bezwi-
ciowej) powodują świecenie wykrytego 

antygenu w świetle UV lub też zabarwie-
nie poszukiwanego patogenu w wyniku 
reakcji barwnej enzymu z  jego substra-
tem (21, 22). Warto również dodać, iż za 
pomocą metody immunohistochemicz-
nej wykryć można przenoszone przez sta-
wonogi patogeny w preparatach histopa-
tologicznych. Przykładem może być tutaj 
pośmiertne wykrywanie wirusa choroby 
skokowej, wirusa środkowoeuropejskiego 
kleszczowego zapalenia mózgu lub też wi-
rusa Zachodniego Nilu w mózgu zwierząt 
(2, 23, 24, 25). Ponadto wirusa Zachodnie-
go Nilu wykrywano za pomocą badań im-
munohistochemicznych w nerkach, nad-
nerczach i mięśniu sercowym zakażonych 
psów (23). Warto również dodać, że bada-
nie metodą immunohistochemii pod ką-
tem obecności wirusa choroby skokowej 
dawać może wyniki fałszywie negatywne. 
W tym wypadku stosowane jest zarażenie 
domózgowe 3-tygodniowych myszy ho-
mogenatem uzyskanym z mózgu padłych 
zwierząt (25). Czułość, a także specyficz-
ność testów immunohistochemicznych za-
leży od użytych przeciwciał (poliklonal-
ne bądź monoklonalne). Użycie przeciw-
ciał monoklonalnych powoduje zarówno 
zwiększenie czułości (stosunek wyników 
prawdziwie pozytywnych do sumy wyni-
ków prawdziwie pozytywnych i fałszywie 
negatywnych), jak i  specyficzności testu 
(stosunek wyników prawdziwie negatyw-
nych do sumy wyników prawdziwie nega-
tywnych i fałszywie pozytywnych). Wiąże 
się to jednak również ze wzrostem kosz-
tów takich badań (22).

Badania mikrobiologiczne

Hodowle bakterii na specjalnych podło-
żach stosowane są w  tradycyjnych me-
todach mikrobiologii do wykrywania pa-
togennych bakterii. W przypadku zaraz-
ków przenoszonych przez pasożytnicze 
stawonogi hodowle mogą być prowadzo-
ne w kierunku krętków z rodzaju Borrelia, 
jak również pałeczek, takich jak: Francisel­
la tularensis, Coxiella burnetii, Yersinia pe­
stis oraz Rickettsia spp. (2, 26, 27, 28, 29).

W diagnostyce boreliozy materiałem 
do badań, zależnie od objawów i  lokali-
zacji zmian patologicznych, są: płyn mó-
zgowo-rdzeniowy, maź stawowa, wycinki 
skóry oraz pobierane pośmiertnie wycinki 
narządów wewnętrznych oraz torebki sta-
wowej (26, 30). Uzyskany materiał posie-
wa się na podłoże Kellego lub jego mody-
fikację, podłoże BSK-H (podłoże Barbour-
Stoenner-Kellego z dodatkiem neomycyny, 
amfoteromycyny i krwi końskiej). Bakterie 
inkubowane są w warunkach mikroaero-
filnych, w  temperaturze 28–33°C przez 
7 dni. Wzrost bakterii oceniany jest makro- 
i mikroskopowo przy użyciu mikroskopu 
z ciemnym polem. Charakterystyczny jest 

brak typowych kolonii bakteryjnych. Kręt-
ki na podłożu tworzą tzw. nalot pełzający 
(26). Identyfikacja bakterii prowadzona jest 
w oparciu o ich właściwości biochemicz-
ne oraz ewentualną replikację i  sekwen-
cjonowanie uzyskanego z bakterii DNA 
(30). W przypadku pałeczek F. tularensis, 
czynnika etiologicznego tularemii, mate-
riałem do badań są aspiraty bądź wycin-
ki wątroby, śledziony i węzłów chłonnych. 
Uzyskany materiał posiewany jest na pod-
łoże agar z krwią oraz podłoże i inkubowa-
ny w warunkach tlenowych, w temperatu-
rze 37°C przez 7 dni. Hodowla na podłożu 
MacConkeya daje wynik negatywny, gdyż 
pałeczki tularemii nie rosną na tym pod-
łożu, natomiast na agarze z krwią tworzą 
drobne kolonie, które z czasem zlewają się 
ze sobą. Podobnie jak w przypadku iden-
tyfikacji krętków choroby z Lyme identy-
fikacja bakterii prowadzona jest w oparciu 
o ich właściwości biochemiczne oraz wynik 
łańcuchowej reakcji polimerazy (27). Ho-
dowla pałeczek C. burnetii (czynnik etio-
logiczny gorączki Q) oraz w szczególno-
ści Y. pestis (pałeczka dżumy) prowadzo-
na jest wyłącznie w wyspecjalizowanych 
laboratoriach ze względu na znaczny sto-
pień patogenności i zakaźności tych zaraz-
ków dla ludzi i zwierząt (27, 29). Przy po-
dejrzeniu zakażenia jedną z tych pałeczek 
materiałem wysyłanym do laboratorium 
są w przypadku C. burnetii fragmenty ło-
żyska, wydzielina pochwy oraz zawartość 
żołądka poronionych płodów, natomiast 
w przypadku pałeczki dżumy – krew, ropa, 
plwocina, płyn mózgowo-rdzeniowy oraz 
aspiraty węzłów chłonnych w przypadku 
dymieniczej postaci choroby (27, 29, 31). 
W przypadku riketsji z rodzajów Rickett­
sia, Ehrlichia, Anaplasma i Cowdria, po-
dobnie jak w przypadku czynników etiolo-
gicznych gorączki Q oraz tularemii, w prak-
tyce diagnostycznej w ogóle nie prowadzi 
się hodowli. Hodowle prowadzone są na 
zarodkach kurzych bądź hodowlach tkan-
kowych wyłącznie w specjalistycznych la-
boratoriach. W rozpoznawaniu zakażeń 
riketsjami stosowane są metody serolo-
giczne oraz metody biologii molekularnej 
(28). Obecnie, ze względu na czasochłon-
ność oraz trudności w izolacji bakterii, jak 
również związane z tym niebezpieczeństwo 
zakażeń, hodowle bakteryjne wypierane są 
przez nowe techniki biologii molekularnej 
oraz metody immunologiczne.

Badania parazytologiczne

W diagnostyce niektórych pasożytów prze-
noszonych przez stawonogi zastosowanie 
znajdują również tradycyjne mikroskopo-
we metody parazytologiczne. W przypadku 
inwazji u koni i bydła powodowanych przez 
przenoszone przez meszki lub kuczmany 
nicienie z rodzaju Onchocerca, do badań 
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pobiera się wysięk uzyskany przez skary-
fikację skóry w miejscach predylekcyjnych 
(wzdłuż kresy białej). Kroplę wysięku ob-
serwuje się pod mikroskopem, używając 
obiektywów o powiększeniu 5 i 10 razy, 
bezpośrednio po pobraniu. W prepara-
cie można zaobserwować poruszające się 
po linii sinusoidy mikrofilarie (12). Z kolei 
inwazja u koni spowodowana przez prze-
noszone przez muchy nicienie z  rodza-
jów Draschia lub Habronema może być 
zdiagnozowana na podstawie mikrosko-
powego badania kału metodą flotacji lub 
jedną z metod larwoskopowych. Jednak-
że w przypadku tych inwazji metody ko-
proskopowe mają bardzo niską czułość 

i często dają wyniki fałszywie negatywne. 
Alternatywą dla tych badań w przypadku 
skórnej postaci habronemozy spowodo-
wanej inwazją H. microstoma może być 
bezpośrednie pobranie do badań mikro-
skopowych wysięku z wrzodów pojawia-
jących się w miejscu ziarniniaków zawie-
rającego larwy pasożyta (12).

Badania serologiczne

Ze względu na czasochłonność, czasem 
niską czułość i swoistość bądź koszty oraz 
w niektórych przypadkach ryzyko zaka-
żeń, tradycyjne metody mikroskopowe co-
raz częściej zastępowane są przez badania 

serologiczne. Do najczęściej wykonywa-
nych badań w diagnostyce chorób trans-
misyjnych u zwierząt należą: test agluty-
nacji lateksowej, testy immunofluorecen-
cji, ELISA oraz Western blot.

Test aglutynacji lateksowej

Testy aglutynacji są jednymi z najprost-
szych testów serologicznych. Wykorzy-
stywane w nich jest zlepianie antygenów 
pod wpływem swoistych przeciwciał. W te-
ście aglutynacji lateksowej cząstki latek-
su opłaszczone antygenem zlepiają się ze 
sobą, tworząc kłaczki, jeżeli w badanej su-
rowicy obecne są przeciwciała skierowane 
przeciwko wykorzystanemu w teście anty-
genowi. Test lateksowej aglutynacji zna-
lazł zastosowanie w diagnostyce leiszma-
niozy u ludzi. W teście tym cząstki latek-
su opłaszczone były przeciwciałami IgG 
skierowanymi przeciwko pierwotniakom 
z rodzaju Leishmania. Test ten wykorzy-
stany był do badań przesiewowych w dia-
gnostyce leiszmaniozy u ludzi w Sudanie 
i wykazał wysoką czułość i specyficzność. 
W teście tym wykrywano antygen pasoży-
ta w moczu badanych ludzi (32). Ze wzglę-
du na fakt, iż test ten wykrywał w moczu 
antygen, można spodziewać się, iż znaj-
dzie on również zastosowanie w diagno-
styce leiszmaniozy u zwierząt.

Testy immunofluorescencji

W testach immunofluorescencji wyko-
rzystywane są przeciwciała znakowane 
barwnikami fluorescencyjnymi, np. izo-
tiocyjanianem fluoresceiny (FITC), który 
po wzbudzeniu emituje kolor zielony czy 
izotiocyjanianem tetrametylorodaminy 
(TRITC), który po wzbudzeniu emituje ko-
lor czerwony. Rozróżnia się 2 typy testów 
immunofluorescencji: bezpośredni i po-
średni (32). Testy te znajdują wykorzysta-
nie w diagnostyce wielu chorób transmi-
syjnych m.in. leiszmaniozy, anaplazmozy 
granulocytarnej, ehrlichiozy monocytar-
nej czy bartonelozy (14, 32, 33, 34). W te-
ście immunofluorescencji bezpośredniej 
po połączeniu się antygenu z przeciwcia-
łem, pod wpływem promieni ultrafiole-
towych dochodzi do świecenia barwni-
ka fluorescencyjnego (ryc. 3). Wynik takiej 
reakcji obserwowany jest przy użyciu mi-
kroskopu ze światłem UV jako świecenie 
poszukiwanego antygenu. Z kolei test im-
munofluorescencji pośredniej jest testem 
o wyższej czułości. Przeprowadzany jest on 
w 2 etapach. W etapie pierwszym dochodzi 
do połączenia antygenu z poszukiwanym 
przeciwciałem, natomiast w etapie dru-
gim powstałe kompleksy immunologicz-
ne wykrywane są za pośrednictwem prze-
ciwciał drugorzędowych wyznakowanych 
barwnikiem fluorescencyjnym (ryc. 4; 32).

Ag

FI
TC

FI
TC

FI
TC

FI
TC

FI
TC

FI
TC

FI
TC

FI
TC

Ab Ag

UV

Ab

FI
TC

FI
TC

FI
TC

FI
TC

FI
TC

FI
TC

FI
TC

FI
TC

Anty
Ab

Anty
Ab

AbAgAbAg

AbAgAb

Etap I

Etap II

Ag

UV

Ryc. 3. Zasada testu immunofluorescencji bezpośredniej (Ag – antygen, Ab – przeciwciało, FITC – izotiocyja-
nian fluoresceiny, UV – światło ultrafioletowe)

Ryc. 4. Zasada testu immunofluorescencji pośredniej (Ag – antygen, Ab – przeciwciało, Anty Ab – przeciwciało 
drugorzędowe, FITC – izotiocyjanian fluoresceiny, UV – światło ultrafioletowe)
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ELISA

Kolejnym testem wykorzystywanym w dia-
gnostyce serologicznej chorób transmi-
syjnych jest ELISA (enzyme-linked im-
munoabsorbent assay). Jest to test im-
munoenzymatyczny, w którym obecne 
w badanej surowicy przeciwciała, po połą-
czeniu z ufiksowanym na plastikowej płytce 
antygenem, wykrywane są przez przeciw-
ciała drugorzędowe wyznakowane enzy-
mem (najczęściej peroksydazą chrzano-
wą), który po połączeniu z dodanym sub-
stratem powoduje reakcję w postaci zmiany 
zabarwienia (ryc. 5). Natężenie zabarwienia 
jest proporcjonalne do stężenia wykrytych 
immunoglobulin, jednakże dokładny wy-
nik jest odczytywany za pomocą specjal-
nych czytników do ELISA. Najczęściej ko-
mercyjne zestawy do ELISA mają postać 
plastikowych płytek, na których obecnych 
jest 96 dołków. W każdym z tych dołków 
przeprowadzana jest oddzielna reakcja. Tak 
duża liczba dołków na jednej płytce wyni-
ka z faktu, iż ELISA jest testem często wy-
korzystywanym w badaniach przesiewo-
wych. Test immunoenzymatyczny znalazł 
zastosowanie w rozpoznawaniu m.in. ehr-
lichiozy monocytarnej (choroby powodo-
wanej przez Ehrlichia canis) czy też inwa-
zji powodowanych przez nicienie Dirofila­
ria immitis (32).

Western blot

Innym znajdującym szerokie zastosowa-
nie testem w diagnostyce, w tym również 
w  diagnostyce chorób transmisyjnych, 
jest Western blot. Test ten przeprowa-
dzany jest w dwóch etapach. Etap pierw-
szy określany jest terminem SDS-PAGE 
(sodium dodecyl sulfate – poliacrylamide 
gel electrophoresis). Jest to typ elektrofo-
rezy w żelu poliakrylamidowym przepro-
wadzanej w warunkach denaturujących, 
służącej rozdzieleniu wielu różnych czą-
steczek białkowych. Białka posiadają całą 
gamę kształtów i  rozmiarów determino-
wanych strukturą II-, III- i  IV-rzędową. 
Za pomocą anionowego detergentu do-
decylosiarczanu sodu (SDS), wiążącego 
się z białkami niekowalencyjnie, białka są 
denaturowane i oddzielane od siebie. Po-
nadto za pomocą merkaptoetanolu zo-
stają przerwane wiązania dwusiarczkowe 
białek. Zastosowanie SDS i merkaptoeta-
nolu umożliwia uzyskanie liniowej struk-
tury białek o ładunku ujemnym, co umoż-
liwia ich rozdział względem wielkości za 
pomocą elektroforezy w żelu poliakryla-
midowym. Wędrujące w żelu polipepty-
dy przemieszczają się w kierunku ujem-
nej elektrody. Dłuższe polipeptydy prze-
mieszczają się wolniej, natomiast krótsze 
szybciej. W ten sposób uzyskuje się roz-
dzielone względem masy molekularnej 

białka na żelu poliakrylamidowym w po-
staci prążków (32, 35).

Kolejnym etapem testu jest przenie-
sienie w ten sposób rozdzielonych w polu 
elektrycznym białek na membranę, np. 
nitrocelulozową. Dzięki temu uzyskuje się 
replikę cząsteczek obecnych w żelu polia-
krylamidowym na błonie nitrocelulozowej. 

Kolejnym etapem jest inkubacja w 5% roz-
tworze PBS (phosphate buffered saline – 
roztwór chlorku sodu buforowany fosfo-
ranami) z dodatkiem mleka w proszku, 
którego białka zwiążą wszystkie miejsca 
niezwiązane przez rozdzielone w  żelu 
białka. Po zablokowaniu przez białka 
mleka niezwiązanych miejsc na błonie 
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Ryc. 5. Zasada ELISA. 1 – plastikowa płytka opłaszczona antygenem, 2 – zakroplenie na płytkę badanej 
surowicy, 3 – połączenie swoistych przeciwciał z antygenem, 4 – dodanie koniugatu białka wiążącego się 
z przeciwciałem połączonego z enzymem, 5 – dodanie substratu dla enzymu – reakcja barwna
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nitrocelulozowej, do mieszaniny, w któ-
rej zanurzona jest błona, dodaje się bada-
ną surowicę, której przeciwciała, w przy-
padku wyniku pozytywnego, zwiążą się 

z odpowiednim prążkiem białka na tej bło-
nie. Następnie po wypłukaniu membrany 
w czystym roztworze PBS dodawane są 
przeciwciała drugorzędowe wyznakowane 

enzymem (bądź radioizotopem) wiążące 
się z powstającymi na błonie kompleksami 
immunologicznymi. Dodanie substratu dla 
enzymu związanego z przeciwciałem po-
woduje, iż zachodzi reakcja barwna i uwi-
docznione zostaje umiejscowienie białek 
badanej surowicy na membranie (32, 36).

Metoda Western-blot znalazła zastoso-
wanie w diagnostyce wielu chorób transmi-
syjnych. Szczególnie przydatna jest w wy-
krywaniu przeciwciał przeciwko krętkom 
choroby z Lyme, gdyż wykorzystywany do 
badań przesiewowych test ELISA daje czę-
sto wyniki fałszywie dodatnie, jak również 
nie odróżnia przeciwciał poszczepiennych 
od przeciwciał pojawiających się w su-
rowicy w wyniku zakażenia (32). War-
to również dodać, iż wykrycie u ludzi czy 
zwierząt przeciwciał przeciwko krętkom 
boreliozy nie jest równoznaczne z rozpo-
znaniem choroby. Opisanie jednakże ca-
łej diagnostyki tej choroby i kryteriów jej 
rozpoznawania jest dosyć obszernym te-
matem na oddzielną publikację. Diagno-
stykę tej choroby oraz problemy związa-
ne z jej rozpoznawaniem opisali wcześniej 
Adaszek i wsp. (30) oraz Tylewska-Wierz-
banowska i Chmielewski (37).

Techniki biologii molekularnej

Używane w  diagnostyce chorób trans-
misyjnych techniki biologii molekular-
nej wykorzystywane są do wykrywania 
DNA zarazków lub w przypadku niektó-
rych wirusów ich RNA. Najpowszech-
niejszą i coraz tańszą metodą jest łańcu-
chowa reakcja polimerazy. Drugą z me-
tod mających zastosowanie w diagnostyce 
chorób transmisyjnych jest hybrydyzacja 
DNA. Metoda ta jednak nie jest jeszcze 
stosowana komercyjnie w  diagnostyce 
weterynaryjnej.

Łańcuchowa reakcja polimerazy

Łańcuchowa reakcja polimerazy, nazywana 
powszechnie PCR (polymerase chain reac-
tion) polega na wielokrotnym powielaniu 
określonego odcinka DNA (wybranej se-
kwencji DNA). Badane w tej reakcji DNA 
uzyskiwanie jest przez izolację tego kwasu 
za pomocą komercyjnie dostępnych zesta-
wów opartych na zdolności DNA do wią-
zania ze złożami krzemionkowymi w wy-
sokich stężeniach soli chaotropowych. Ma-
teriałem do izolacji DNA może być krew 
pełna, inne płyny ustrojowe bądź tkanki. 
PCR składa się z 3 wielokrotnie (najczę-
ściej około 30 razy) powtarzanych etapów. 
Etapem pierwszym jest denaturacja DNA 
prowadzona w temperaturze 94°C polega-
jąca na rozdzieleniu podwójnej nici DNA 
na dwie pojedyncze nici. Kolejnym eta-
pem jest przyłączanie starterów (krótkich 
odcinków DNA komplementarnych do 
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Ryc. 6. Schemat reakcji PCR. A – podwójna nić wyjściowego DNA; B – denaturacja DNA; C – przyłączanie 
a następnie wydłużanie starterów; A’ – uzyskane po pierwszym cyklu dwie kopie podwójnej nici DNA, w których 
jedna nić ograniczona jest na jednym końcu sekwencją startera; B’ – denaturacja nowo powstałych podwójnych 
nici DNA oraz przyłączanie i wydłużanie starterów; C’ – uzyskane po drugim cyklu cztery kopie podwójnych nici 
DNA, z których dwie mają po jednej nici DNA ograniczonej na obu końcach sekwencjami starterów (produkt PCR)

Ryc. 7. Wizualizacja produktów PCR w żelu agarozowym. Wynik reakcji łańcuchowej polimerazy w kierunku frag-
mentu genu małej podjednostki rybosomu Babesia canis; DNA wyizolowano z krwi psów; 100 bp+ – marker 
masy molekularnej, K (+) – kontrola pozytywna, K (-) – kontrola negatywna, 500 pz – odcinek DNA długości 
500 par zasad, 1–22 – badane próbki; wynik pozytywny w próbce nr 10 i 14

Prace poglądowe

24 Życie Weterynaryjne • 2011 • 86(1)



poszukiwanego fragmentu DNA). Tempe-
ratura przyłączania starterów zależna jest 
od ich temperatury topnienia wynikającej 
z kolei z ich sekwencji nukleotydowej i naj-
częściej mieści się w przedziale 45–70°C.

Trzecim etapem PCR jest wydłużanie 
starterów. Etap ten jest przeprowadzany 
w temperaturze 72°C. W tym etapie en-
zym polimeraza DNA (pierwotnie uzyska-
ny z termofilnych bakterii Thermus aqu­
aticus) dobudowuje do wolnych nici DNA 
komplementarne nukleotydy. Wielokrotne 
naprzemienne uzyskiwanie różnych tem-
peratur poszczególnych etapów odbywa się 
w urządzeniu nazywanym termocyklerem 
(32, 38). Schemat PCR przedstawiono na 
ryc. 6. Celem PCR jest replikacja określo-
nego odcinka DNA do tak dużej ilości, iż 
będzie możliwe uwidocznienie go po od-
powiednim wyznakowaniu. Wizualiza-
cja produktu PCR odbywa się za pomocą 
elektroforezy DNA w żelu agarozowym.

Po przeprowadzeniu PCR mieszaninę 
reakcyjną z probówki przenosi się do spe-
cjalnych dołków w żelu agarozowym z do-
datkiem bromku etydyny. Umieszczone 
w żelu DNA wędruje w polu elektrycznym. 
Podobnie jak w przypadku elektroforezy 
białek w żelu poliakrylamidowym krótsze 
odcinki DNA przemieszczają się szybciej, 
w związku z czym przemieszczą się dalej 
w żelu, natomiast dłuższe odcinki DNA 
wędrują wolniej, a co za tym idzie poko-
nają znacznie mniejszą odległość w żelu. 
Równocześnie z badanym DNA w sąsied-
nim dołku umieszczany jest wzorzec masy 
molekularnej. Jest to mieszanina różnej 
długości odcinków DNA, przy czym dłu-
gość poszczególnych odcinków jest znana. 
W związku z tym, gdy po skończonej elek-
troforezie na pewnej wysokości w żelu wi-
dać prążek DNA, można oszacować jego 
długość na podstawie jego położenia wzglę-
dem wzorca masy molekularnej, który po 
elektroforezie przybiera wygląd drabiny, 
w której każdy szczebel odpowiada od-
cinkowi DNA o innej, znanej długości. Je-
żeli w badanym DNA obecny będzie prą-
żek odpowiadający długości poszukiwa-
nego fragmentu DNA, to taki wynik PCR 
uznać można za pozytywny (ryc. 7). DNA 
uwidaczniany jest w żelu za pomocą świa-
tła UV. Możliwe to jest dzięki dodanemu 
do żelu bromkowi etydyny, który wiąże się 
z DNA, a w świetle ultrafioletowym świe-
ci na pomarańczowo (32, 38).

Ze względu na fakt, iż możliwe jest uzy-
skanie odcinka nieswoistego DNA o ocze-
kiwanej długości wynik PCR powinien zo-
stać zweryfikowany. Weryfikację produk-
tu PCR można przeprowadzić, stosując 
analizę restrykcyjną bądź sekwencjono-
wanie produktu.

Analiza restrykcyjna jest to cięcie uzy-
skanego produktu PCR za pomocą enzy-
mu endonukleazy restrykcyjnej. Z kolei 

endonukleazy restrykcyjne są enzymami 
rozpoznającymi określone sekwencje (np. 
enzymy restrykcyjne klasy II rozpoznają 
sekwencje palindromowe). Rozcinają one 
nić DNA w miejscu rozpoznanej sekwen-
cji lub w pewnej określonej odległości od 
tej sekwencji. Przykładem może być en-
donukleaza restrykcyjna EcoRI uzyskana 
z bakterii Escherichia coli, która rozcina se-
kwencję palindromową pomiędzy guaniną 
a adeniną (ryc. 8). Uwidoczniony za pomocą 
elektroforezy produkt PCR wycinany jest 
z żelu. Następnie po wyizolowaniu DNA 
z żelu, za pomocą dostępnych komercyj-
nie zestawów przeznaczonych specjalnie 

do tego celu, inkubuje się go w probówce 
razem z enzymem restrykcyjnym. Znając 
sekwencję poszukiwanego fragmentu DNA 
wiadomo, w którym miejscu (i w ilu miej-
scach) enzym restrykcyjny przetnie pro-
dukt PCR. W związku z tym wiadomo, ja-
kiej długości i ile odcinków DNA powstanie 
po trawieniu restrykcyjnym. Przykład ana-
lizy pokazano na rycinie 9. Jeżeli enzym prze-
tnie fragment DNA w oczekiwanym miej-
scu, uznaje się, że jest to wynik pozytywny. 
Wynik analizy restrykcyjnej jest sprawdza-
ny za pomocą elektroforezy w żelu aga-
rozowym z dodatkiem bromku etydyny, 
a jego uwidocznienie następuje w świetle 
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Ryc. 8. Miejsce cięcia sekwencji palindromowej w podwójnej nici DNA przez endonukleazę restrykcyjną EcoRI

Ryc. 9. Schemat analizy restrykcyjnej.  A – uwidocznienie produktu PCR w żelu agarozowym, B – izolacja 
DNA z żelu, C – trawienie enzymem restrykcyjnym wyizolowanego DNA, D – uwidocznienie produktów analizy 
restrykcyjnej, 750 pz – odcinek DNA długości 750 par zasad, 500 pz – odcinek DNA o długości 500 par zasad, 
250 pz – odcinek DNA o długości 250 par zasad
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ultrafioletowym. Istnieje znikome prawdo-
podobieństwo, że produkt nieswoisty zo-
stanie pocięty na odcinki o tych samych 
długościach co właściwy produkt (39, 40).

Inną metodą weryfikacji produktu PCR 
jest sekwencjonowanie. W reakcji sekwen-
cjonowania za pomocą jednego startera 
polimeraza DNA przyłącza znakowane 
nukleotydy, powielając jedną nić DNA. 
Następnie sekwencja odczytywana jest 
przez komputer podłączony do aparatu 
do sekwencjonowania DNA (sekwenato-
ra). Obecnie sekwencjonowaniem DNA 
zajmują się wyspecjalizowane komercyj-
ne laboratoria, a koszt sekwencjonowania, 
podobnie jak w przypadku PCR znacznie 
się obniżył (40).

Nukleotydową sekwencję DNA uzy-
skuje się jako wynik w wersji elektronicz-
nej. W celu ocenienia czy jest to sekwen-
cja DNA podejrzewanego patogenu, uzy-
skana sekwencję kopiuje się, a następnie 
wkleja w odpowiednie okno w dostępnym 
za darmo w Internecie programie BLAST 
(http: //www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). 
Program ten porównuje przedstawioną se-
kwencję z sekwencjami dostępnymi w ba-
zie danych GenBank®, a następnie wyświe-
tla odpowiedź w postaci określenia stop-
nia podobieństwa pomiędzy przedstawioną 
sekwencją a sekwencjami w bazie danych. 
W przypadku gdy podobieństwo jest wy-
sokie, do podejrzewanego o zakażenie pa-
togenu, w przypadku tej pracy patogenu 
przenoszonego przez stawonogi, wynik se-
kwencjonowania uznaje się za pozytywny, 
a więc potwierdzony zostaje w ten sposób 
wynik PCR (41, 42). Obecnie metoda PCR 
znajduje zastosowanie w diagnostyce więk-
szości chorób zakaźnych. Stosowana jest 
m.in w rozpoznawaniu zakażeń powodo-
wanych przez A. phagocytophilum, Babe­
sia spp. czy Hepatozoon spp. Ograniczo-
ne ma natomiast zastosowanie w diagno-
styce boreliozy ze względu na przejściową 
spirochetemię (obecność krętków we krwi) 
i potrzebę uzyskania do izolacji DNA wy-
cinków zmienionych chorobowo tkanek 
lub narządów (7, 10, 14, 43).

Hybrydyzacja DNA

Hybrydyzacja DNA polega na łączeniu 
dwóch obcych nici DNA na podstawie 
komplementarności zasad. W metodzie 
tej używane są sondy DNA, czyli wyznako-
wane fragmenty DNA, co umożliwia uwi-
docznienie poszukiwanego DNA zarazka. 
Sondy DNA znakowane mogą być bioty-
ną lub radioizotopem. Rozdzielone w żelu 
fragmenty DNA są denaturowane, a na-
stępnie przenoszone są błonę nitrocelulo-
zową. Kolejnym etapem testu jest połącze-
nie jednoniciowej sondy DNA z poszuki-
wanym fragmentem DNA. Zdenaturowane 
odcinki badanego DNA łączą się z sondą na 

zasadzie komplementarności zasad (adeni-
na łączy się z tyminą, natomiast cytozyna 
z guaniną). Po wypłukaniu membranę ni-
trocelulozową nakłada się na błonę fotogra-
ficzną bądź też, w przypadku wyznakowa-
nia sondy biotyną, dodaje się przeciwciała 
przeciwko biotynie wyznakowane enzy-
mem. Po dodaniu substratu dla enzymu 
reakcja barwna w odpowiednim miejscu 
na nitrocelulozie (lub też pojawienie się za-
ciemnienia na błonie fotograficznej) świad-
czy o pozytywnym wyniku testu. W ostat-
nich latach coraz częściej stosowana jest 
modyfikacja tej metody, tzw. hybrydyza-
cja in situ. W metodzie tej skrawki tkanek 
lub rozmazy cytologiczne zawierają DNA 
zdolne do hybrydyzacji. W tym przypad-
ku sondy DNA najczęściej znakowane są 
barwnikiem fluorescencyjnym, a wynik re-
akcji obserwowany jest pod mikroskopem 
fluorescencyjnym. W przypadku stosowa-
nia sond znakowanych barwnikiem fluore-
scencyjnym metoda hybrydyzacji uzyskała 
nową nazwę, a mianowicie FISH (fluore-
scence in situ hybrydization). Metoda ta 
jest bardzo czuła, ale niestety kosztowna 
i pracochłonna, co ogranicza jej wykorzy-
stanie w komercyjnej diagnostyce wetery-
naryjnej (32, 39). Obecnie w diagnostyce 
chorób transmisyjnych hybrydyzacja DNA 
wykorzystywana jest do wykrywania inwa-
zji powodowanych przez zarodźce malarii 
u ludzi (44, 45). Hybrydyzacja DNA jest jed-
ną z bardzo obiecujących metod diagno-
stycznych. Obecnie w dobie miniaturyza-
cji pojawiają się nowe techniki badawcze, 
takie jak mikromacierze DNA. Mikroma-
cierze DNA są odmianą hybrydyzacji DNA 
używaną do określania równocześnie eks-
presji wielu genów w danych tkankach. Na 
szkiełko podstawowe naniesione są tysiące 
sond DNA, na które następnie nakłada się 
badane DNA. Wynik tego badania odczy-
tywany jest przy użyciu mikroskopu kon-
fokalnego i analizowany przez program 
komputerowy (46, 47). Możliwe jest rów-
nież przygotowanie takich mikromacierzy, 
w których każda sonda (bądź grupa sond) 
odpowiadać będzie innemu czynnikowi 
zakaźnemu, i dzięki temu w jednym teście 
można by wykonać równocześnie wiele ba-
dań w kierunku zakażenia bądź zarażenia 
wieloma zarazkami, określając równocze-
śnie ich szczep, zjadliwość czy lekoopor-
ność. Niestety obecnie zastosowanie mi-
kromacierzy DNA w praktyce weterynaryj-
nej ograniczone jest przez bardzo wysokie 
koszty tych badań.

Podsumowanie

Znajomość wykonywanych przez labo-
ratoria testów jest istotna dla praktyku-
jących w  lecznicach lekarzy weterynarii, 
gdyż to oni zlecają badania i decydują jaki 
materiał należy pobrać do badań (a jest to 

często zależne od wykonywanego testu). 
Praktykujący lekarz weterynarii, zlecając 
badanie decyduje, którą techniką ma ono 
zostać wykonane, mając świadomość wad 
i zalet danego badania oraz jego kosztów. 
Ponadto badania wykonywane w kierunku 
diagnostyki chorób transmisyjnych najczę-
ściej wykonywane są w dalszej kolejności, 
gdy najczęstsze przyczyny choroby zosta-
ną już wykluczone. Wiąże się to z koszta-
mi, które właściciel zwierzęcia już poniósł 
na wcześniejsze badania i w takiej sytuacji 
należy przekonać go do wykonania kolej-
nych badań, w czym może pomóc rzeczowe 
wytłumaczenie na czym to badanie polega. 
Ponadto w opinii autorów warto również 
poznawać nowoczesne techniki diagno-
styczne niemające jeszcze zastosowania 
w diagnostyce komercyjnej ze względu na 
wysokie koszty (np. FISH czy mikroma-
cierze DNA), gdyż można przypuszczać, 
iż w przyszłości techniki te potanieją na 
tyle, że zostaną również wprowadzone do 
diagnostyki komercyjnej, podobnie jak to 
się stało z niedostępną jeszcze niedawno 
w praktyce weterynaryjnej metodą PCR.

Poza testami ukierunkowanymi na wy-
krywanie zarazków, w diagnostyce labora-
toryjnej chorób transmisyjnych zastosowa-
nie znajdują również badania dodatkowe 
nieprowadzące bezpośrednio do wykrycia 
patogenu, jednakże wskazujące na uszko-
dzenia różnych narządów oraz ułatwiające 
postawienie podejrzenia choroby transmi-
syjnej. Do badań tych zaliczyć można ba-
danie morfologiczne krwi, badania bio-
chemiczne surowicy oraz badanie ogólne 
moczu. Techniki tych badań zostaną opi-
sane w drugiej części artykułu poświęco-
nej laboratoryjnym badaniom dodatko-
wym stosowanym w diagnostyce chorób 
transmisyjnych.
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Wiedza na temat wytwarzania, prze-
mian i wydalania mleczanów leży 

u podstaw zrozumienia wielu procesów 
chorobowych, przebiegających ze wzro-
stem stężenia mleczanów we krwi (hiper-
laktacydemią) i kwasicą mleczanową. Do-
stępne na rynku urządzenia do diagnosty-
ki laboratoryjnej, w tym proste w użyciu 
analizatory przenośne (point of care ana-
lyzers), umożliwiają szybkie oznaczenie 
stężenia mleczanów we krwi obwodo-
wej pacjentów. Wynik tego badania może 
być dobrym czynnikiem prognostycz-
nym przeżywalności psów z  rozszerze-
niem i skrętem żołądka (1), babeszjozą (2, 

3) czy idiopatyczną niedokrwistością he-
molityczną tła immunologicznego – IMHA 
(4), znajdujących się w stanach krytycznych 
(5) i po urazach (6). Udowodniono również 
jego przydatność w rozpoznawaniu wysię-
ku septycznego i o charakterze nowotwo-
rowym do jamy brzusznej (7, 8, 9), obecno-
ści płynu w worku osierdziowym (10) i za-
toru aorty u psów i kotów (11). Ponadto, 
parametr ten z powodzeniem stosowany 
jest do określania stopnia uogólnionej hi-
poperfuzji we wstrząsie hipowolemicznym, 
a zarówno w medycynie, jak i w weteryna-
rii jego wartość poniżej 2 mmol/l przyjmo-
wana jest jako jeden z celów resuscytacji 

krążeniowo-oddechowej (12, 13). W arty-
kule zostanie dokonany przegląd publikacji 
weryfikujących dotychczas przyjęte i pro-
ponujących nowe sposoby wykorzystania 
oceny stężenia mleczanów w diagnostyce 
weterynaryjnej.

Dwie twarze kwasu mlekowego

Spośród dwóch izomerów przestrzennych 
kwasu mlekowego, form L i D, z punktu wi-
dzenia lekarza małych zwierząt, przydat-
ne jest oznaczenie stężenia L-mleczanu 
we krwi i to w odniesieniu do tego związ-
ku używa się określeń: hiperlaktacydemia 
i kwasica mleczanowa. Obydwa izomery 
powstają z pirogronianu w wyniku beztle-
nowego metabolizmu glukozy, przy udziale 
specyficznej dehydrogenazy mleczanowej: 
dehydrogenazy L-mleczanowej (L-LDH) 
dla kwasu L-mlekowego oraz dehydroge-
nazy D-mleczanowej (D-LDH) dla kwasu 
D-mlekowego. W komórkach ssaków nie 
występuje dehydrogenaza D-mleczanowa, 
a zatem kwas D-mlekowy może u nich po-
chodzić albo z przemian metyloglioksa-
lu, albo może być dostarczany spoza or-
ganizmu. Najczęściej kwas D-mlekowy 
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