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horoby transmisyjne zwierzat stano-

wia grupe groznych choréb zakaznych
i pasozytniczych przenoszonych przez pa-
sozytnicze stawonogi, z ktérych to choréb
znaczng cze$¢ stanowia zoonozy (1, 2).
Choroby transmisyjne dziela si¢ na: obli-
gatoryjnie transmisyjne, fakultatywnie/ob-
ligatoryjnie transmisyjne oraz fakultatyw-
nie transmisyjne. Choroby obligatoryjnie
transmisyjne to takie, ktére przenoszone
sa wylacznie za posrednictwem stawono-
go6w. Przykladem takiej choroby moze by¢
przenoszona przez kleszcze hepatozoonoza
powodowana przez inwazje pierwotniakéw
Hepatozoon canis. Z kolei do chordb fakul-
tatywnie/obligatoryjnie transmisyjnych
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zalicza sie takie, ktore przenoszone sa przez
pasozytnicze wektory, jednakze odnotowa-
no pojedyncze przypadki, w ktérych do-
chodzito do zakazen bez udzialu wektora.
Przykladem takiej choroby moze by¢ za-
kazenie wirusem $rodkowoeuropejskiego
kleszczowego zapalenia mézgu. Choroba
fakultatywnie transmisyjna natomiast jest
taka, ktéra moze by¢ przenoszona za po-
$rednictwem wektora, jednak nie jest on
niezbedny w zakazeniu i réwnie czesto
dochodzi do zarazen za posrednictwem
wektora, jak i bez niego. Przykltadem moze
by¢ tutaj goraczka Q czy tez tularemia (3).
Nalezy zdawaé sobie sprawe, ze podziat
ten jest sztuczny, jak réwniez zmienny.
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Arthropod-bome diseases of animals are important for
veterinary practitioners. Many of them are zoonoses and
their course is often severe. Different transmissible dis-
eases need different diagnostic methods. Some of them
can be recognized with traditional bacteriological and
cytological methods whereas others need serological
or molecular biology techniques. Also additional tests
like biochemical and hematological examinations and
urinalysis may be necessary to establish the diagnosis.
This review has been divided into 2 parts. In the Part
| basic routine laboratory diagnostic methods available
for arthropod-borne animal diseases with the examples
of their use were presented. Part Il has been dedicated
to the other complementary laboratory techniques to-
gether with examples of their application.
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Przykladem takich zmian moze by¢ babe-
szjoza pséw powodowana przez pierwot-
niaki z rodzaju Babesia czy tez hepatozo-
onoza ps6w powodowana przez inwazje
H. americanum. Okazuje sig, iz babeszjo-
za ps6w moze by¢ przenoszona z matki na
szczenieta przez fozysko, jak réwniez do-
chodzi¢ moze do zarazenia pséw podczas
walk zwierzat (4, 5). W przypadku inwa-
zji H. americanum do niedawna uwazano,
ze jedyna droga zarazenia psa, jest zjedze-
nie przez psa kleszcza zawierajacego wy-
sporulowane oocysty. Jak sie jednak oka-
zuje, istnieje réwniez inna droga zarazenia
tym pasozytem poprzez zjedzenie zarazo-
nego gryzonia, w ktérego mie$niach szkie-
letowych obecne sa meronty zawierajace
inwazyjne merozoity (6). Warto réwniez
doda¢, iz podzial ten nie uwzglednia za-
razen, do ktérych moze dochodzi¢ w wy-
niku transfuzji krwi czy tez przeszczepéw
narzadéw u ludzi.

Obecnie w diagnostyce choréb trans-
misyjnych wykorzystywanych jest wiele
réznych technik laboratoryjnych. Do cho-
réb tych zalicza sie wywolane przez wi-
rusy, bakterie, jak réwniez pierwotniaki,
a nawet nicienie. W zwiazku z tym w roz-
poznawaniu tych choréb wykorzystuje sie
zaréwno tradycyjne techniki mikrobiolo-
giczne czy parazytologiczne, jak réwniez
nowsze metody immunologiczne i meto-
dy biologii molekularnej. Ponadto w dia-
gnostyce choréb transmisyjnych uzytecz-
ne sa réwniez dodatkowe badania labora-
toryjne, takie jak badania morfologiczne
krwi, biochemiczne surowicy oraz ogél-
ne badanie moczu. W tym artykule zo-
stana przedstawione rézne techniki labo-
ratoryjne oraz przyklady ich zastosowan

Ryc. 2. Technika wykonania rozmazu krwi

w diagnostyce choréb transmisyjnych
u zwierzat.

Badania mikroskopowe

Niektdre zarazki przenoszone przez paso-
zytnicze stawonogi moga by¢ wykrywane
bezposrednio w badaniach mikroskopo-
wych. Materialem do tych badan, zalez-
nie od poszukiwanego zarazka, moga by¢:
krew pelna, plyn mézgowo-rdzeniowy, maz
stawowa, wysiek po skaryfikacji skéry, kat
oraz aspiraty §ledziony, watroby, szpiku
kostnego lub weziéw chlonnych pobra-
ne droga biopsji aspiracyjnej cienkoiglo-
wej. Zarazkéw poszukiwaé mozna réwniez
w preparatach odciskowych wycinkéw na-
rzad6w pobranych do badan histopatolo-
gicznych oraz w preparatach wykonanych
z hodowli niektdrych bakterii na specjal-
nych podlozach.

Mikroskopowe badania krwi

W diagnostyce choréb transmisyjnych wy-
korzystywana do badan mikroskopowych
krew moze by¢ uzyta do badania rozmazu
krwi badz tez moze stanowi¢ material wy-
korzystywany w tescie Knotta.

Rozmaz krwi do badania mozna wyko-
nac¢ z krwi zylnej pobranej do probéwki za-
wierajacej antykoagulant badz tez z krwi
wlo$niczkowej (rye. 1). Rozmaz wykonywa-
ny jest za pomoca dwdch szkietek podsta-
wowych. Na jednym ze szkietek umieszcza
sie krople krwi, a nastepnie drugie szkiet-
ko przyktada do kropli i jednym ptynnym
ruchem ciagnie sie rozmaz po szkietku
(ryc. 2). Nastepnie wysuszony i zabarwio-
ny rozmaz (np. metoda Giemsy) oglada

sie pod mikroskopem, uzywajac, zaleznie
od poszukiwanego pasozyta, obiektywdéw
o powiekszeniu od 5 do 100 razy. Badanie
preparatéw wykonanych z krwi wlo$nicz-
kowej wykorzystywane jest w diagnostyce
inwazji pierwotniakéw 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
sa przez kleszcze. Prowadza one u zwie-
rzgt do rozwoju groznych choréb, takich
jak babeszjoza, theilerioza czy cytaukszo-
onoza z towarzyszaca im niedokrwisto-
$cia i jej konsekwencjami (7). Z kolei my-
koplazmozy hemotropowe sa chorobami,
ktoére ujawniaja si¢ dopiero w przebiegu
innych choréb badZ w przypadku obnize-
nia odpornosci. Chorobom tym réwniez
towarzyszy niedokrwistos¢, jednak cze-
sto ich przebieg zalezny jest wspolistnie-
jacej pierwotnej choroby. Warto réwniez
wspomnie¢, iz negatywny wynik badania
krwi w kierunku mykoplazm hemotropo-
wych nie wyklucza zakazenia, gdyz bakte-
rie te pojawiaja sie we krwi cyklicznie (9).
Badanie preparatéw krwi zylnej jest
uzyteczne w diagnostyce piroplazmoz, se-
tarioz, filarioz, trypanosomoz czy hepato-
zoonoz (7, 10, 11, 12). Nie zaleca sie na-
tomiast badania rozmazu krwi zylnej po-
branej do probéwki z antykoagulantem
w kierunku mykoplazmoz hemotropowych.
Wynika to z faktu, iz uzywany w probéw-
kach morfologicznych antykoagulant —
EDTA (wersenian sodu), powoduje odkle-
jenie zarazka od powierzchni blony czer-
wonych krwinek, utrudniajac w ten sposéb
postawienie prawidlowego rozpoznania (8).
Z kolei mikroskopowe badanie rozmazu
krwi w kierunku zakazen riketsjami z ro-
dzaju Anaplasma badz Ehrlichia ma bar-
dzo niska czulo$¢ ze wzgledu na fakt cy-
klicznego pojawiania sie¢ moruli (klastréw
bakterii) w komérkach krwi (13, 14).
Test Knotta jest badaniem wykorzy-
stywanym w diagnostyce filarioz, takich
jak inwazje Dirofilaria immitis, D. repens
oraz Dipetalonema reconditum. Do pro-
béwki z 3,8% cytrynianem sodu pobie-
ra sie 2 ml krwi zylnej. Nastepnie prébka
jest hemolizowana przez dodanie 10 ml 2%
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formaliny. Kolejnym etapem jest wirowa-
nie przez 5 minut z predkoscia 2500 ob-
rotéw na minute. Nastepnie supernatant
zlewany jest na szkietko i barwiony kropla
0,1% blekitu metylenowego. Tak wykona-
ny preparat ogladany jest pod mikrosko-
pem, przy uzyciu obiektywéw o powiek-
szeniu 5 i 10 razy (15). Warto tutaj réwniez
wspomnie¢, iz obecnie w Polsce stwierdzo-
no wystepowanie D. repens, nicienia, kt6-
ry powoduje inwazje nie tylko u pséw, ale
réwniez u ludzi (16, 17, 18).

Badania cytologiczne

W diagnostyce choréb transmisyjnych wy-
korzystuje sie réwniez badania cytologicz-
ne. Materiatem do badai mogg by¢ aspira-
ty $ledziony, watroby, szpiku kostnego lub
weztéw chlonnych pobrane droga biopsji
aspiracyjnej cienkoiglowej. Ponadto wyko-
nuje sie réwniez badania preparatéw odci-
skowych wycinkéw narzadéw pobranych
do badan histopatologicznych. Utrwalone
na szkietku podstawowym preparaty bar-
wi si¢ najczesciej metodami Giemsy, Wri-
ghta badz Diff-Quick. Tego typu badania
wykorzystuje sie gtéwnie w diagnostyce le-
iszmaniozy, groznej choroby ludzi i zwie-
rzat powodowanej przez przenoszone przez
¢mianki pierwotniaki z rodzaju Leishma-
nia (19). Ponadto metody cytologiczne
stosowane s3 réwniez w rozpoznawaniu
cytaukszoonozy u kotéw. Istnieje mozli-
wo$¢ rozpoznania inwazji powodowanej
przez Cytauxzoon felis na podstawie ba-
dania mikroskopowego rozmazu krwi, jed-
nakze w cyklu rozwojowym tego pasozyta
wystepuje stadium przederytrocytarne na-
zywane schizontami, a zasiedlajacymi ma-
krofagi. W fazie tej, nazywanej schizogonia,
nie wystepuje parazytemia (obecnos¢ pa-
sozyta we krwi), a co za tym idzie badania
krwi dadzg wynik negatywny. Na tym eta-
pie rozwoju choroby, podobnie jak w przy-
padku inwazji pierwotniakéw z rodzaju
Leishmania, uzyteczne sa badania cytolo-
giczne aspiratéw $ledziony, watroby, szpi-
ku kostnego lub weziéw chionnych (20).
Poza wymienionymi metodami barwie-
nia zarazki w badanych preparatach cyto-
logicznych moga by¢ réwniez wykrywane
za pomocg techniki immunohistochemii.
Metoda ta polega na potaczeniu badania
mikroskopowego z reakcja immunoenzy-
matyczna badz immunofluorescencyjna.
W tej metodzie wykorzystywane sa poli-
klonalne lub monoklonalne przeciwciata
skierowane przeciwko konkretnemu an-
tygenowi wyznakowane odpowiednio flu-
oresceing badz enzymem, ktéry z dodanym
substratem spowoduje reakcje barwna.
Przeciwciata potaczone z poszukiwanym
antygenem (np. antygen pierwotniakéw
z rodzaju Leishmania w formie bezwi-
ciowej) powoduja $wiecenie wykrytego
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antygenu w $wietle UV lub tez zabarwie-
nie poszukiwanego patogenu w wyniku
reakcji barwnej enzymu z jego substra-
tem (21, 22). Warto réwniez doda¢, iz za
pomoca metody immunohistochemicz-
nej wykry¢ mozna przenoszone przez sta-
wonogi patogeny w preparatach histopa-
tologicznych. Przykladem moze by¢ tutaj
poémiertne wykrywanie wirusa choroby
skokowej, wirusa srodkowoeuropejskiego
kleszczowego zapalenia mézgu lub tez wi-
rusa Zachodniego Nilu w mézgu zwierzat
(2,23, 24, 25). Ponadto wirusa Zachodnie-
go Nilu wykrywano za pomoca badan im-
munohistochemicznych w nerkach, nad-
nerczach i mig$niu sercowym zakazonych
pséw (23). Warto réwniez dodac, ze bada-
nie metoda immunohistochemii pod ka-
tem obecnos$ci wirusa choroby skokowej
dawa¢ moze wyniki falszywie negatywne.
W tym wypadku stosowane jest zarazenie
domézgowe 3-tygodniowych myszy ho-
mogenatem uzyskanym z mézgu padtych
zwierzat (25). Czulo$(, a takze specyficz-
no$¢ testéw immunohistochemicznych za-
lezy od uzytych przeciwcial (poliklonal-
ne badz monoklonalne). Uzycie przeciw-
cial monoklonalnych powoduje zaréwno
zwigkszenie czulosci (stosunek wynikéw
prawdziwie pozytywnych do sumy wyni-
kéw prawdziwie pozytywnych i falszywie
negatywnych), jak i specyficznosci testu
(stosunek wynikéw prawdziwie negatyw-
nych do sumy wynikéw prawdziwie nega-
tywnych i falszywie pozytywnych). Wiaze
sie to jednak réwniez ze wzrostem kosz-
tow takich badan (22).

Badania mikrobiologiczne

Hodowle bakterii na specjalnych podto-
zach stosowane sa w tradycyjnych me-
todach mikrobiologii do wykrywania pa-
togennych bakterii. W przypadku zaraz-
kéw przenoszonych przez pasozytnicze
stawonogi hodowle moga by¢ prowadzo-
ne w kierunku kretkéw z rodzaju Borrelia,
jak réwniez paleczek, takich jak: Francisel-
la tularensis, Coxiella burnetii, Yersinia pe-
stis oraz Rickettsia spp. (2, 26, 27, 28, 29).

W diagnostyce boreliozy materialem
do badan, zaleznie od objawoéw i lokali-
zacji zmian patologicznych, sa: plyn mé-
zgowo-rdzeniowy, maz stawowa, wycinki
skory oraz pobierane posmiertnie wycinki
narzad6éw wewnetrznych oraz torebki sta-
wowej (26, 30). Uzyskany material posie-
wa sie na podloze Kellego lub jego mody-
fikacje, podloze BSK-H (podioze Barbour-
Stoenner-Kellego z dodatkiem neomycyny,
amfoteromycyny i krwi koniskiej). Bakterie
inkubowane sa w warunkach mikroaero-
filnych, w temperaturze 28—33°C przez
7 dni. Wzrost bakterii oceniany jest makro-
i mikroskopowo przy uzyciu mikroskopu
z ciemnym polem. Charakterystyczny jest
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brak typowych kolonii bakteryjnych. Kret-
ki na podlozu tworza tzw. nalot pelzajacy
(26). Identyfikacja bakterii prowadzona jest
w oparciu o ich wlasciwosci biochemicz-
ne oraz ewentualna replikacje i sekwen-
cjonowanie uzyskanego z bakterii DNA
(30). W przypadku pateczek E tularensis,
czynnika etiologicznego tularemii, mate-
rialem do badan sa aspiraty badZ wycin-
ki watroby, §ledziony i weztéw chlonnych.
Uzyskany material posiewany jest na pod-
toze agar z krwig oraz podloze i inkubowa-
ny w warunkach tlenowych, w temperatu-
rze 37°C przez 7 dni. Hodowla na podtozu
MacConkeya daje wynik negatywny, gdyz
paleczki tularemii nie rosng na tym pod-
fozu, natomiast na agarze z krwig tworza
drobne kolonie, ktére z czasem zlewaja si¢
ze sobg. Podobnie jak w przypadku iden-
tyfikacji kretkéw choroby z Lyme identy-
fikacja bakterii prowadzona jest w oparciu
o ich wlasciwosci biochemiczne oraz wynik
taricuchowej reakeji polimerazy (27). Ho-
dowla paleczek C. burnetii (czynnik etio-
logiczny goraczki Q) oraz w szczegdlno-
$ci Y. pestis (pateczka dzumy) prowadzo-
na jest wylacznie w wyspecjalizowanych
laboratoriach ze wzgledu na znaczny sto-
pien patogennosci i zakaznosci tych zaraz-
kéw dla ludzi i zwierzat (27, 29). Przy po-
dejrzeniu zakazenia jedna z tych paleczek
materialem wysylanym do laboratorium
sa w przypadku C. burnetii fragmenty fo-
zyska, wydzielina pochwy oraz zawarto$¢
zoladka poronionych ptodéw, natomiast
w przypadku pateczki dzumy — krew, ropa,
plwocina, ptyn mézgowo-rdzeniowy oraz
aspiraty weztéw chlonnych w przypadku
dymieniczej postaci choroby (27, 29, 31).
W przypadku riketsji z rodzajéw Rickett-
sia, Ehrlichia, Anaplasma i Cowdria, po-
dobnie jak w przypadku czynnikéw etiolo-
gicznych goraczki Q oraz tularemii, w prak-
tyce diagnostycznej w ogéle nie prowadzi
sie¢ hodowli. Hodowle prowadzone sg na
zarodkach kurzych badz hodowlach tkan-
kowych wylacznie w specjalistycznych la-
boratoriach. W rozpoznawaniu zakazen
riketsjami stosowane sa metody serolo-
giczne oraz metody biologii molekularnej
(28). Obecnie, ze wzgledu na czasochlon-
no$¢ oraz trudnosci w izolacji bakterii, jak
réwniez zwigzane z tym niebezpieczenistwo
zakazen, hodowle bakteryjne wypierane sa
przez nowe techniki biologii molekularnej
oraz metody immunologiczne.

Badania parazytologiczne

W diagnostyce niektérych pasozytéw prze-
noszonych przez stawonogi zastosowanie
znajduja réwniez tradycyjne mikroskopo-
we metody parazytologiczne. W przypadku
inwazji u koni i bydta powodowanych przez
przenoszone przez meszki lub kuczmany
nicienie z rodzaju Onchocerca, do badan
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pobiera sie wysiek uzyskany przez skary-
fikacje skory w miejscach predylekcyjnych
(wzdluz kresy biatej). Krople wysieku ob-
serwuje sie pod mikroskopem, uzywajac
obiektyw6w o powiekszeniu 5 i 10 razy,
bezposrednio po pobraniu. W prepara-
cie mozna zaobserwowac poruszajace sie
po linii sinusoidy mikrofilarie (12). Z kolei
inwazja u koni spowodowana przez prze-
noszone przez muchy nicienie z rodza-
jow Draschia lub Habronema moze byc
zdiagnozowana na podstawie mikrosko-
powego badania kalu metoda flotacji lub
jedna z metod larwoskopowych. Jednak-
ze w przypadku tych inwazji metody ko-
proskopowe maja bardzo niska czulos¢

izotiocyjanian fluoresceiny, UV - $wiatto ultrafioletowe)

i czesto daja wyniki falszywie negatywne.
Alternatywa dla tych badan w przypadku
skérnej postaci habronemozy spowodo-
wanej inwazja H. microstoma moze by¢
bezposrednie pobranie do badani mikro-
skopowych wysieku z wrzodéw pojawia-
jacych sie¢ w miejscu ziarniniakéw zawie-
rajacego larwy pasozyta (12).

Badania serologiczne

Ze wzgledu na czasochtonnosé, czasem
niska czulo$¢ i swoistos¢ badz koszty oraz
w niektérych przypadkach ryzyko zaka-
zen, tradycyjne metody mikroskopowe co-
raz cze$ciej zastepowane sa przez badania

serologiczne. Do najczesciej wykonywa-
nych badan w diagnostyce choréb trans-
misyjnych u zwierzat naleza: test agluty-
nacji lateksowej, testy immunofluorecen-
cji, ELISA oraz Western blot.

Test aglutynacji lateksowej

Testy aglutynacji sa jednymi z najprost-
szych testow serologicznych. Wykorzy-
stywane w nich jest zlepianie antygenéw
pod wplywem swoistych przeciwcial. W te-
$cie aglutynacji lateksowej czastki latek-
su oplaszczone antygenem zlepiaja si¢ ze
sobag, tworzac klaczki, jezeli w badanej su-
rowicy obecne s3 przeciwciala skierowane
przeciwko wykorzystanemu w tescie anty-
genowi. Test lateksowej aglutynacji zna-
lazl zastosowanie w diagnostyce leiszma-
niozy u ludzi. W tescie tym czastki latek-
su oplaszczone byly przeciwciatami IgG
skierowanymi przeciwko pierwotniakom
z rodzaju Leishmania. Test ten wykorzy-
stany byt do badan przesiewowych w dia-
gnostyce leiszmaniozy u ludzi w Sudanie
i wykazal wysoka czulo$¢ i specyficznosc.
W tescie tym wykrywano antygen pasozy-
ta w moczu badanych ludzi (32). Ze wzgle-
du na fakt, iz test ten wykrywal w moczu
antygen, mozna spodziewac sie, iz znaj-
dzie on réwniez zastosowanie w diagno-
styce leiszmaniozy u zwierzat.

Testy immunofluorescencji

W testach immunofluorescencji wyko-
rzystywane s przeciwciata znakowane
barwnikami fluorescencyjnymi, np. izo-
tiocyjanianem fluoresceiny (FITC), kt6ry
po wzbudzeniu emituje kolor zielony czy
izotiocyjanianem tetrametylorodaminy
(TRITC), ktéry po wzbudzeniu emituje ko-
lor czerwony. Rozréznia sig 2 typy testow
immunofluorescencji: bezposredni i po-
$redni (32). Testy te znajduja wykorzysta-
nie w diagnostyce wielu choréb transmi-
syjnych m.in. leiszmaniozy, anaplazmozy
granulocytarnej, ehrlichiozy monocytar-
nej czy bartonelozy (14, 32, 33, 34). W te-
$cie immunofluorescencji bezposredniej
po polaczeniu sie¢ antygenu z przeciwcia-
fem, pod wplywem promieni ultrafiole-
towych dochodzi do §wiecenia barwni-
ka fluorescencyjnego (ryc. 3). Wynik takiej
reakeji obserwowany jest przy uzyciu mi-
kroskopu ze $wiattem UV jako $wiecenie
poszukiwanego antygenu. Z kolei test im-
munofluorescencji poéredniej jest testem
o wyzszej czulosci. Przeprowadzany jest on
w 2 etapach. W etapie pierwszym dochodzi
do potaczenia antygenu z poszukiwanym
przeciwcialem, natomiast w etapie dru-
gim powstate kompleksy immunologicz-
ne wykrywane sg za posrednictwem prze-
ciwcial drugorzedowych wyznakowanych
barwnikiem fluorescencyjnym (ryc. 4; 32).
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ELISA

Kolejnym testem wykorzystywanym w dia-
gnostyce serologicznej choréb transmi-
syjnych jest ELISA (enzyme-linked im-
munoabsorbent assay). Jest to test im-
munoenzymatyczny, w ktérym obecne
w badanej surowicy przeciwciala, po pota-
czeniu z ufiksowanym na plastikowej plytce
antygenem, wykrywane sa przez przeciw-
ciala drugorzedowe wyznakowane enzy-
mem (najcze$ciej peroksydaza chrzano-
wa), ktéry po polaczeniu z dodanym sub-
stratem powoduje reakcje w postaci zmiany
zabarwienia (ryc. 5). Natezenie zabarwienia
jest proporcjonalne do stezenia wykrytych
immunoglobulin, jednakze dokladny wy-
nik jest odczytywany za pomoca specjal-
nych czytnikéw do ELISA. Najczesciej ko-
mercyjne zestawy do ELISA maja postaé
plastikowych ptytek, na ktérych obecnych
jest 96 dotkéw. W kazdym z tych dotkéw
przeprowadzana jest oddzielna reakcja. Tak
duza liczba dotkéw na jednej ptytce wyni-
ka z faktu, iz ELISA jest testem czesto wy-
korzystywanym w badaniach przesiewo-
wych. Test immunoenzymatyczny znalazt
zastosowanie w rozpoznawaniu m.in. ehr-
lichiozy monocytarnej (choroby powodo-
wanej przez Ehrlichia canis) czy tez inwa-
zji powodowanych przez nicienie Dirofila-
ria immitis (32).

Western blot

Innym znajdujacym szerokie zastosowa-
nie testem w diagnostyce, w tym réwniez
w diagnostyce chordb transmisyjnych,
jest Western blot. Test ten przeprowa-
dzany jest w dwdch etapach. Etap pierw-
szy okreslany jest terminem SDS-PAGE
(sodium dodecyl sulfate — poliacrylamide
gel electrophoresis). Jest to typ elektrofo-
rezy w zelu poliakrylamidowym przepro-
wadzanej w warunkach denaturujacych,
stuzacej rozdzieleniu wielu réznych cza-
steczek bialkowych. Bialka posiadaja cala
game ksztaltéw i rozmiaréw determino-
wanych struktura II-, III- i IV-rzedowa.
Za pomoca anionowego detergentu do-
decylosiarczanu sodu (SDS), wiazacego
sie z bialkami niekowalencyjnie, biatka sa
denaturowane i oddzielane od siebie. Po-
nadto za pomoca merkaptoetanolu zo-
staja przerwane wigzania dwusiarczkowe
bialek. Zastosowanie SDS i merkaptoeta-
nolu umozliwia uzyskanie liniowej struk-
tury biatek o tadunku ujemnym, co umoz-
liwia ich rozdzial wzgledem wielkosci za
pomoca elektroforezy w zelu poliakryla-
midowym. Wedrujace w zelu polipepty-
dy przemieszczaja sie¢ w kierunku ujem-
nej elektrody. Dluzsze polipeptydy prze-
mieszczaja sie wolniej, natomiast krétsze
szybciej. W ten sposéb uzyskuje sie roz-
dzielone wzgledem masy molekularnej
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Ryc. 5. Zasada ELISA. 1 - plastikowa ptytka optaszczona antygenem, 2 - zakroplenie na ptytke badanej
surowicy, 3 - potaczenie swoistych przeciwciat z antygenem, 4 - dodanie koniugatu biatka wigzacego si¢
z przeciwciatem potaczonego z enzymem, 5 - dodanie substratu dla enzymu - reakcja barwna

biatka na zelu poliakrylamidowym w po-
staci prazkow (32, 35).

Kolejnym etapem testu jest przenie-
sienie w ten spos6b rozdzielonych w polu
elektrycznym biatek na membrane, np.
nitrocelulozowa. Dzieki temu uzyskuje sie
replike czgsteczek obecnych w zelu polia-
krylamidowym na blonie nitrocelulozowej.

Kolejnym etapem jest inkubacja w 5% roz-
tworze PBS (phosphate buffered saline —
roztwér chlorku sodu buforowany fosfo-
ranami) z dodatkiem mleka w proszku,
ktérego bialka zwiaza wszystkie miejsca
niezwigzane przez rozdzielone w zelu
biatka. Po zablokowaniu przez biatka
mleka niezwigzanych miejsc na blonie
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Ryc. 6. Schemat reakcji PCR. A - podwdjna ni¢ wyjsciowego DNA; B - denaturacja DNA; C - przytaczanie

a nastepnie wydtuzanie starteréw; A’ - uzyskane po pierwszym cyklu dwie kopie podwéjnej nici DNA, w ktorych
jedna ni¢ ograniczona jest na jednym koricu sekwencja startera; B’ - denaturacja nowo powstatych podwdjnych
nici DNA oraz przytaczanie i wydtuzanie starterow; C’ - uzyskane po drugim cyklu cztery kopie podwadjnych nici
DNA, z ktérych dwie majg po jednej nici DNA ograniczonej na obu koricach sekwencjami starteréw (produkt PCR)
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Ryc. 7. Wizualizacja produktéw PCR w zelu agarozowym. Wynik reakcji taicuchowej polimerazy w kierunku frag-
mentu genu matej podjednostki rybosomu Babesia canis; DNA wyizolowano z krwi pséw; 100 bp+ - marker
masy molekularnej, K (+) - kontrola pozytywna, K (-) - kontrola negatywna, 500 pz - odcinek DNA dtugosci
500 parzasad, 1-22 - badane prébki; wynik pozytywny w prébce nr 10 i 14

nitrocelulozowej, do mieszaniny, w kté-
rej zanurzona jest bfona, dodaje sie bada-
na surowice, ktérej przeciwciata, w przy-
padku wyniku pozytywnego, zwiaza si¢

z odpowiednim prazkiem bialka na tej blo-
nie. Nastepnie po wyplukaniu membrany
w czystym roztworze PBS dodawane sa
przeciwciala drugorzedowe wyznakowane

enzymem (badZ radioizotopem) wiazace
sie z powstajacymi na blonie kompleksami
immunologicznymi. Dodanie substratu dla
enzymu zwigzanego z przeciwcialem po-
woduje, iz zachodzi reakcja barwna i uwi-
docznione zostaje umiejscowienie bialek
badanej surowicy na membranie (32, 36).

Metoda Western-blot znalazta zastoso-
wanie w diagnostyce wielu choréb transmi-
syjnych. Szczegélnie przydatna jest w wy-
krywaniu przeciwciat przeciwko kretkom
choroby z Lyme, gdyz wykorzystywany do
badan przesiewowych test ELISA daje cze-
sto wyniki falszywie dodatnie, jak réwniez
nie odrdznia przeciwcial poszczepiennych
od przeciwcial pojawiajacych sie w su-
rowicy w wyniku zakazenia (32). War-
to réwniez doda¢, iz wykrycie u ludzi czy
zwierzat przeciwcial przeciwko kretkom
boreliozy nie jest réwnoznaczne z rozpo-
znaniem choroby. Opisanie jednakze ca-
tej diagnostyki tej choroby i kryteriéw jej
rozpoznawania jest dosy¢ obszernym te-
matem na oddzielna publikacje. Diagno-
styke tej choroby oraz problemy zwiaza-
ne z jej rozpoznawaniem opisali wczesniej
Adaszek i wsp. (30) oraz Tylewska-Wierz-
banowska i Chmielewski (37).

Techniki biologii molekularnej

Uzywane w diagnostyce chordb trans-
misyjnych techniki biologii molekular-
nej wykorzystywane sa do wykrywania
DNA zarazkéw lub w przypadku niekté-
rych wirus6w ich RNA. Najpowszech-
niejsza i coraz tanisza metoda jest laiicu-
chowa reakcja polimerazy. Druga z me-
tod majacych zastosowanie w diagnostyce
choréb transmisyjnych jest hybrydyzacja
DNA. Metoda ta jednak nie jest jeszcze
stosowana komercyjnie w diagnostyce
weterynaryjnej.

Laincuchowa reakcja polimerazy

Lancuchowa reakcja polimerazy, nazywana
powszechnie PCR (polymerase chain reac-
tion) polega na wielokrotnym powielaniu
okreslonego odcinka DNA (wybranej se-
kwencji DNA). Badane w tej reakcji DNA
uzyskiwanie jest przez izolacje tego kwasu
za pomoca komercyjnie dostepnych zesta-
wéw opartych na zdolnosci DNA do wig-
zania ze zfozami krzemionkowymi w wy-
sokich stezeniach soli chaotropowych. Ma-
teriatem do izolacji DNA moze by¢ krew
pelna, inne plyny ustrojowe badz tkanki.
PCR sktada sie z 3 wielokrotnie (najcze-
$ciej okoto 30 razy) powtarzanych etap6w.
Etapem pierwszym jest denaturacja DNA
prowadzona w temperaturze 94°C polega-
jaca na rozdzieleniu podwdjnej nici DNA
na dwie pojedyncze nici. Kolejnym eta-
pem jest przylaczanie starteréw (krétkich
odcinkéw DNA komplementarnych do
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poszukiwanego fragmentu DNA). Tempe-
ratura przytaczania starteréw zalezna jest
od ich temperatury topnienia wynikajacej
z kolei z ich sekwencji nukleotydowej i naj-
cze$ciej miesci sie w przedziale 45-70°C.

Trzecim etapem PCR jest wydluzanie
starter6w. 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 réznych tem-
peratur poszczeg6lnych etapéw odbywa sie
w urzadzeniu nazywanym termocyklerem
(32, 38). Schemat PCR przedstawiono na
ryc. 6. Celem PCR jest replikacja okreslo-
nego odcinka DNA do tak duzej ilosci, iz
bedzie mozliwe uwidocznienie go po od-
powiednim wyznakowaniu. Wizualiza-
cja produktu PCR odbywa sie za pomoca
elektroforezy DNA w zelu agarozowym.

Po przeprowadzeniu PCR mieszanine
reakcyjna z probéwki przenosi sie do spe-
cjalnych dotkéw w zelu agarozowym z do-
datkiem bromku etydyny. Umieszczone
w zelu DNA wedruje w polu elektrycznym.
Podobnie jak w przypadku elektroforezy
bialek w Zelu poliakrylamidowym krétsze
odcinki DNA przemieszczaja sie szybciej,
w zwiazku z czym przemieszcza sie dalej
w zelu, natomiast dluzsze odcinki DNA
wedruja wolniej, a co za tym idzie poko-
naja znacznie mniejsza odlegtos¢ w zelu.
Réwnoczesnie z badanym DNA w sasied-
nim dotku umieszczany jest wzorzec masy
molekularnej. Jest to mieszanina réznej
dlugosci odcinkéw DNA, przy czym diu-
go$¢ poszczegdlnych odcinkéw jest znana.
W zwigzku z tym, gdy po skoriczonej elek-
troforezie na pewnej wysokosci w zelu wi-
da¢ prazek DNA, mozna oszacowac jego
dlugo$¢ na podstawie jego polozenia wzgle-
dem wzorca masy molekularnej, ktéry po
elektroforezie przybiera wyglad drabiny,
w ktérej kazdy szczebel odpowiada od-
cinkowi DNA o innej, znanej dlugosci. Je-
zeli w badanym DNA obecny bedzie pra-
zek odpowiadajacy dlugosci poszukiwa-
nego fragmentu DNA, to taki wynik PCR
uzna¢ mozna za pozytywny (ryc. 7). DNA
uwidaczniany jest w zelu za pomoca $wia-
tta UV. Mozliwe to jest dzigeki dodanemu
do zelu bromkowi etydyny, ktéry wiaze sie
z DNA, a w $wietle ultrafioletowym $wie-
ci na pomaranczowo (32, 38).

Ze wzgledu na fakt, iz mozliwe jest uzy-
skanie odcinka nieswoistego DNA o ocze-
kiwanej dlugosci wynik PCR powinien zo-
sta¢ zweryfikowany. Weryfikacje produk-
tu PCR mozna przeprowadzi¢, stosujac
analize restrykcyjna badz sekwencjono-
wanie produktu.

Analiza restrykcyjna jest to ciecie uzy-
skanego produktu PCR za pomoca enzy-
mu endonukleazy restrykcyjnej. Z kolei
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Ryc. 8. Miejsce cigcia sekwencji palindromowej w podwdjnej nici DNA przez endonukleaze restrykeyjng EcoRI
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Ryc. 9. Schemat analizy restrykcyjnej. A - uwidocznienie produktu PCR w zelu agarozowym, B - izolacja
DNAz zelu, C - trawienie enzymem restrykcyjnym wyizolowanego DNA, D - uwidocznienie produktéw analizy
restrykcyjnej, 750 pz - odcinek DNA dtugosci 750 par zasad, 500 pz - odcinek DNA o dtugo$ci 500 par zasad,

250 pz - odcinek DNA o dugo$ci 250 par zasad

endonukleazy restrykcyjne sa enzymami
rozpoznajacymi okreslone sekwencje (np.
enzymy restrykcyjne klasy II rozpoznaja
sekwencje palindromowe). Rozcinaja one
ni¢ DNA w miejscu rozpoznanej sekwen-
cji lub w pewnej okreslonej odleglosci od
tej sekwencji. Przykladem moze by¢ en-
donukleaza restrykcyjna EcoRI uzyskana
z bakterii Escherichia coli, ktora rozcina se-
kwencje palindromowa pomiedzy guanina
a adenina (ryc. 8). Uwidoczniony za pomoca
elektroforezy produkt PCR wycinany jest
z zelu. Nastepnie po wyizolowaniu DNA
z zelu, za pomoca dostepnych komercyj-
nie zestaw6w przeznaczonych specjalnie

do tego celu, inkubuje si¢ go w probéwce
razem z enzymem restrykcyjnym. Znajac
sekwencje poszukiwanego fragmentu DNA
wiadomo, w ktérym miejscu (i w ilu miej-
scach) enzym restrykcyjny przetnie pro-
dukt PCR. W zwiazku z tym wiadomo, ja-
kiej dtugosci i ile odcinkéw DNA powstanie
po trawieniu restrykcyjnym. Przyktad ana-
lizy pokazano na rycinie 9. Jezeli enzym prze-
tnie fragment DNA w oczekiwanym miej-
scu, uznaje sig, ze jest to wynik pozytywny.
Wynik analizy restrykcyjnej jest sprawdza-
ny za pomoca elektroforezy w zelu aga-
rozowym z dodatkiem bromku etydyny,
a jego uwidocznienie nastepuje w $wietle
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ultrafioletowym. Istnieje znikome prawdo-
podobienstwo, ze produkt nieswoisty zo-
stanie pociety na odcinki o tych samych
dlugos$ciach co wlasciwy produkt (39, 40).

Inna metoda weryfikacji produktu PCR
jest sekwencjonowanie. W reakcji sekwen-
cjonowania za pomoca jednego startera
polimeraza DNA przylacza znakowane
nukleotydy, powielajac jedna ni¢ DNA.
Nastepnie sekwencja odczytywana jest
przez komputer podiaczony do aparatu
do sekwencjonowania DNA (sekwenato-
ra). Obecnie sekwencjonowaniem DNA
zajmuja sie wyspecjalizowane komercyj-
ne laboratoria, a koszt sekwencjonowania,
podobnie jak w przypadku PCR znacznie
sie obnizyl (40).

Nukleotydowa sekwencje DNA uzy-
skuje sie jako wynik w wersji elektronicz-
nej. W celu ocenienia czy jest to sekwen-
cja DNA podejrzewanego patogenu, uzy-
skana sekwencje kopiuje sie, a nastepnie
wkleja w odpowiednie okno w dostepnym
za darmo w Internecie programie BLAST
(http: //www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).
Program ten poréwnuje przedstawiona se-
kwencje z sekwencjami dostepnymi w ba-
zie danych GenBank, a nastepnie wyswie-
tla odpowiedz w postaci okreslenia stop-
nia podobienistwa pomiedzy przedstawiona
sekwencja a sekwencjami w bazie danych.
W przypadku gdy podobieristwo jest wy-
sokie, do podejrzewanego o zakazenie pa-
togenu, w przypadku tej pracy patogenu
przenoszonego przez stawonogi, wynik se-
kwencjonowania uznaje si¢ za pozytywny,
a wiec potwierdzony zostaje w ten sposéb
wynik PCR (41, 42). Obecnie metoda PCR
znajduje zastosowanie w diagnostyce wiek-
szo$ci choréb zakaznych. Stosowana jest
m.in w rozpoznawaniu zakazen powodo-
wanych przez A. phagocytophilum, Babe-
sia spp. czy Hepatozoon spp. Ograniczo-
ne ma natomiast zastosowanie w diagno-
styce boreliozy ze wzgledu na przej$ciowa
spirochetemie (obecnos¢ kretkéw we krwi)
i potrzebe uzyskania do izolacji DNA wy-
cinkéw zmienionych chorobowo tkanek
lub narzadéw (7, 10, 14, 43).

Hybrydyzacja DNA

Hybrydyzacja DNA polega na laczeniu
dwoéch obcych nici DNA na podstawie
komplementarno$ci zasad. W metodzie
tej uzywane sa sondy DNA, czyli wyznako-
wane fragmenty DNA, co umozliwia uwi-
docznienie poszukiwanego DNA zarazka.
Sondy DNA znakowane moga by¢ bioty-
ng lub radioizotopem. Rozdzielone w zelu
fragmenty DNA sg denaturowane, a na-
stepnie przenoszone sg blone nitrocelulo-
zowa. Kolejnym etapem testu jest potacze-
nie jednoniciowej sondy DNA z poszuki-
wanym fragmentem DNA. Zdenaturowane
odcinki badanego DNA Iacza si¢ z sonda na

zasadzie komplementarnosci zasad (adeni-
na faczy sie z tyming, natomiast cytozyna
z guaning). Po wyplukaniu membrane ni-
trocelulozowa naktada sie na btone fotogra-
ficzna badz tez, w przypadku wyznakowa-
nia sondy biotyna, dodaje sie przeciwciata
przeciwko biotynie wyznakowane enzy-
mem. Po dodaniu substratu dla enzymu
reakcja barwna w odpowiednim miejscu
na nitrocelulozie (lub tez pojawienie sie za-
ciemnienia na blonie fotograficznej) $wiad-
czy o pozytywnym wyniku testu. W ostat-
nich latach coraz cze$ciej stosowana jest
modyfikacja tej metody, tzw. hybrydyza-
cja in situ. W metodzie tej skrawki tkanek
lub rozmazy cytologiczne zawieraja DNA
zdolne do hybrydyzacji. W tym przypad-
ku sondy DNA najczeséciej znakowane sa
barwnikiem fluorescencyjnym, a wynik re-
akcji obserwowany jest pod mikroskopem
fluorescencyjnym. W przypadku stosowa-
nia sond znakowanych barwnikiem fluore-
scencyjnym metoda hybrydyzacji uzyskata
nowa nazwe, a mianowicie FISH (fluore-
scence in situ hybrydization). Metoda ta
jest bardzo czula, ale niestety kosztowna
i pracochlonna, co ogranicza jej wykorzy-
stanie w komercyjnej diagnostyce wetery-
naryjnej (32, 39). Obecnie w diagnostyce
choréb transmisyjnych hybrydyzacja DNA
wykorzystywana jest do wykrywania inwa-
zji powodowanych przez zarodzce malarii
u ludzi (44, 45). Hybrydyzacja DNA jest jed-
na z bardzo obiecujacych metod diagno-
stycznych. Obecnie w dobie miniaturyza-
cji pojawiaja sie nowe techniki badawcze,
takie jak mikromacierze DNA. Mikroma-
cierze DNA sa odmiana hybrydyzacji DNA
uzywang do okreslania réwnoczesnie eks-
presji wielu genéw w danych tkankach. Na
szkietko podstawowe naniesione sg tysiace
sond DNA, na ktdre nastepnie naktada si¢
badane DNA. Wynik tego badania odczy-
tywany jest przy uzyciu mikroskopu kon-
fokalnego i analizowany przez program
komputerowy (46, 47). Mozliwe jest réw-
niez przygotowanie takich mikromacierzy,
w ktérych kazda sonda (badZ grupa sond)
odpowiada¢ bedzie innemu czynnikowi
zakaznemu, i dzieki temu w jednym tescie
mozna by wykonac¢ réwnocze$nie wiele ba-
dan w kierunku zakazenia badz zarazenia
wieloma zarazkami, okreslajac réwnocze-
$nie ich szczep, zjadliwo$¢ czy lekoopor-
no$¢. Niestety obecnie zastosowanie mi-
kromacierzy DNA w praktyce weterynaryj-
nej ograniczone jest przez bardzo wysokie
koszty tych badan.

Podsumowanie

Znajomos$¢ wykonywanych przez labo-
ratoria testow jest istotna dla praktyku-
jacych w lecznicach lekarzy weterynarii,
gdyz to oni zlecaja badania i decyduja jaki
material nalezy pobra¢ do badar (a jest to

czesto zalezne od wykonywanego testu).
Praktykujacy lekarz weterynarii, zlecajac
badanie decyduje, ktéra technika ma ono
zosta¢ wykonane, majac §wiadomos¢ wad
i zalet danego badania oraz jego kosztéw.
Ponadto badania wykonywane w kierunku
diagnostyki chordb transmisyjnych najcze-
$ciej wykonywane sa w dalszej kolejnosci,
gdy najczestsze przyczyny choroby zosta-
na juz wykluczone. Wiaze sie to z koszta-
mi, ktére wlasciciel zwierzecia juz ponidst
na wczesniejsze badania i w takiej sytuacji
nalezy przekona¢ go do wykonania kolej-
nych badar, w czym moze pomdc rzeczowe
wytlumaczenie na czym to badanie polega.
Ponadto w opinii autoréw warto réwniez
poznawa¢ nowoczesne techniki diagno-
styczne niemajace jeszcze zastosowania
w diagnostyce komercyjnej ze wzgledu na
wysokie koszty (np. FISH czy mikroma-
cierze DNA), gdyz mozna przypuszczac,
iz w przyszlosci techniki te potanieja na
tyle, ze zostana réwniez wprowadzone do
diagnostyki komercyjnej, podobnie jak to
sie stalo z niedostepna jeszcze niedawno
w praktyce weterynaryjnej metoda PCR.

Poza testami ukierunkowanymi na wy-
krywanie zarazkéw, w diagnostyce labora-
toryjnej chordb transmisyjnych zastosowa-
nie znajduja réwniez badania dodatkowe
nieprowadzace bezposrednio do wykrycia
patogenu, jednakze wskazujace na uszko-
dzenia réznych narzadéw oraz ulatwiajace
postawienie podejrzenia choroby transmi-
syjnej. Do badan tych zaliczy¢ mozna ba-
danie morfologiczne krwi, badania bio-
chemiczne surowicy oraz badanie ogdlne
moczu. Techniki tych badan zostang opi-
sane w drugiej czesci artykulu poswieco-
nej laboratoryjnym badaniom dodatko-
wym stosowanym w diagnostyce choréb
transmisyjnych.
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