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BEVEZETES

Egy fert6zés és/vagy betegseég korrekt diagndzisa a megfelel6 kezelés és hatékony védekezés elbfeltétele,
és a parazitds megbetegedések diagdzisa sem képez ez aldl kivételt. A klinikai tineteken, hematoldgian,
vérkémian, kortanon vagy korszovettanon alapuld tentativ diagndzis segithet a specifikus diagnosztikai
modszer kivalasztasaban a parazitak kozvetlen vagy kdzvetett (vagy a ketté kombindcioja) kimutatasahoz.

A szabvanyos eljarasok és jo laboratoriumi gyakorlat kialakitasa alapvetd jelentéségli az allategészséglgyi
szakember szamara. Akar egy parazitas betegségnek megfeleld tlineteket mutatd kedvencallat fert6zése
diagnodzisanak megerdsitésérdl, akar egy szélesebb korl, megeldzési vagy védekezési program keretében
torténd tarsallat-szUrésrél van sz, pontos és megbizhatdé modszerekre van sziikség.

Kozvetlen kimutatas

A parazitolégiai laboratériumi médszerek gyakran teszik lehetévé a parazitak kdzvetlen alaktani kimutatasat,
vagy a parazitamolekuldk, igy parazita antigének vagy DNS kozvetlen kimutatasat.

A parazitak k6ézvetlen kimutatasa a kovetkez6 médokon lehetséges:

I alaktani azonositassal (makroszképos, mikroszkopos, kdzvetlenil vagy dusitéast kdvetden, festés utan
vagy specifikus ellenanyagok hozzakdtését kdvetben, kdrokozé gombakra torténd tenyésztést kovetden);
a parazita antigének immundiagnosztikai kimutatasaval;

a parazita DNS biomolekularis kimutatasaval;

a parazita ériasmolekulak tdmegspektrometrias kimutatasaval; és

az egyes parazita stadiumok szaporodasat vagy kifejlédését szolgald in vitro tenyésztésével.

A korlatozo6 tényezdék kozé tartoznak az alabbiak:

B szabalytalan parazita-eloszlas és -kivalasztas;
B nem megfeleld mintavétel, tarolas és szallitas;
B Kkorlatozottan rendelkezésre allé genetikai/proteomikai informacio; és

[0 egyes esetekben a gyenge érzékenység vagy specifitas.

Figyelmeztetés: a DNS vagy antigén biomolekuldris kimutatasa alkalmanként fals pozitiv eredményhez
vezethet, mert a fertézés megszlinése utan ezek még egy ideig jelen lehetnek.

Kozvetett kimutatas

Egyes parazitds megbetegedések esetén a kdzvetlen kimutatdas nem mindig lehetséges. Ez lehet akar a
testben vald helyez8désiik miatt, azért, mert a parazita nagyon kis szamban (sUrlségben) van jelen, és ezért
kozvetlen modszerekkel megbizhatéan nem lehet ket kimutatni, vagy azért, mert a modszer technikailag tul
munkaigényes, vagy invaziv a paciens szdmara. Ezekben az esetekben a kdzvetett kimutatas a parazitdkra
adott immunreakciok diagnosztizalasaval, nagy segitség lehet. A kdzvetett kimutatédsi modszerek kodzé
tartozik a specifikus ellenanyagok kimutatasa kiléonb6z8 szubsztratokbal.

A korlatozo tényezdék kozé tartoznak az alabbiak:

[ valtozd és késleltetett immunrekciok (a fertézést kovetd id6ponttdl, intenzitastdl, helyezédéstdl és a
reakcio tipusatdl fliggéen);

B az ellenanyagok perzisztencidja és kereszt-reaktivitasa; és

@ egyes esetekben gyenge érzékenység vagy specifitas.



Az ellenanyagok valtozé hosszusagu ideig perzisztalhatnak a fertézés megszlinése utan, ezért a folyamatban
lévd fertézések kimutatasara valo alkalmassaguk korlatozott.

A jelen utmutato olyan allategészségiigyi szakemberek szamara készult, akik rutin diagnosztikai eljarasokat
alkalmaznak gyakorlatukban a parazitas fert6zések diagnosztizalasara, és azok szamara, akik rendszeresen
kiildenek mintakat kilsé laboratériumokba.

Az Uutmutatod fejezetekre oszlik a vizsgalandd anyag és a rendelkezésre all6 mddszerek alapjan. Tartalmaz
altalanos informaciokat a mintavételrdl, -kezelésrdl és -tartositasrol is.

MINTAVETEL, ES A DIAGNOSZTIKAI ANYAG SZALLITASA ES TAROLASA

Altalanos szempontok

A diagnosztikai vizsgalat pontossaga nagymértékben fligg a korrekt mintavételtdl és a vizsgalati anyagok
megfelel§ tarolasatol és szallitasatél. Minden mintat megfelel6 modon fel kell cimkézni (beleértve a paciens
és a tulajdonos azonositasat a mintavétel napjaval egyltt), szorosan lezart, térhetetlen taroléedényben kell
szadllitani (amelyet a potencidlisan fert6z8 anyag szallitdsara vonatkozé nemzeti és nemzetkdzi szabdlyozasnak
megfelelSlen jeldltek meg), gyorsan a laboratériumba kell szallitani és helyesen kitdltott kisérdiratot kell
hozza mel-lékelni, amely a laboratérium dolgozdoi szamara lehetévé teszi a minta besoroldsat és a kivant
vizsgalat elvégzését. A vér/szérummintakat csavaros tetejl, szivargasbiztos mianyag csében kell bekuldeni,
hdtétt csomagban, egynapos futaros szdllitdssal. A csdvet egy zarhaté zacskéba/mintavételi zacskoba kell
helyezni arra az esetre, ha a cs6 megrepedne vagy eltérne, védéanyaggal kell kérbevenni, és biztonsagos
szallitédobozba helyezni.

Sok laboratérium specifikus utmutatdkat biztosit a mintavételre és szallitdsra. Ezen kivil az altalanos és
kilénds biztonsagi évintézkedéseket meg kell tenni, és a toxikus anyagokat vagy fert6z6 anyagokat megfeleld
maodon meg kell semmisiteni.

Mintavétel és tarolas

A bélsarmintakat a végbélbdl kell gydijteni, vagy kodzvetlenil bélsarirités utan, hogy megakadalyozzuk annak
szennyez&dé-sét a kdrnyezetbdl szarmazo anyagokkal, mert azokban szabadon él6 nematodak lehetnek. Az
elemzést friss mintabdl, vagy 4 °C-on torténd tarolast kdvetéen kell végezni, mert egyes férgek és coccidium-
oocisztak tovabb fejlédhetnek, amivel megvaltoztatjak diagnosztikai jellemzdiket. A régebbi bélsarmintakban
a tidéféreg els6 stadiumu larvai (L1) lehetséges, hogy nem lesznek eléggé életképesek, ha a Baermann
techni-kaval vizsgadljak a vandorlast. A Strongyloides spp. larvai, illetve a strongylidak lehetséges, hogy 6érak,
illetve napok alatt kikel-nek a petéikbdl és a mintak fals negativ eredményt adnak a petevizsgalat alkalmaval. A
fonalféregpeték tovabbfejl6désé-nek megakadalyozasa érdekében a mintakat és a taroléedényeket szorosan
zarva, és a lehetd legkevesebb oxigénen kell tarolni.

Az allatorvosi parazitolégiaban a bélsarmintakat altalaban nem taroljak hosszu ideig vizsgalat elétt. A hosszabb
tavu tarolas tartésitast igényelhet, pl. vegyi anyagokkal (lasd a tapfolyadékokrdl szo6lé szakirodalmat), vagy
-20°C-on torténd fagyasztassal. Ezekben az esetekben meg kell jegyezni, hogy egyes parazita stadiumok,
féleg a fonalféreg larvak, igy a strongylidak, és mas, vékonyburku féregpeték tartdsitott, vagy el6zetesen
fagyasztott mintabdl nem mutathatéok ki megbizhatéan.



2. Szérum

A legtébb esetben az antigének vagy ellenanyagok azonositasara és mennyiségi meghatarozasara szolgalé
szérummintakat periférias vérbdl veszik. Idedlis kérilmények kézott a vérnek szabadon kell folynia az Gvegbe;
ez megakadalyozza a hemolizist. Ha lehetséges, legalabb 5 ml vért kell levenni, hogy a teljes vizsgalati panel
szamara 2 ml szérummennyiséget tudjanak eléallitani. A legalabb 20 perc véralvadast kévetéen a szérumot
centrifugalassal elvalasztjak az alvadéktdl, egy Uj csébe helyezik at, és lehetbleg azonnal szallitjak is. Szikség
esetén a szérum 4°C-on maximum 24 6raig tarolhatd szallitéas el6tt. Ha hosszabban sziikséges tarolni, az
-20°C-on torténjék. Megjegyzendd, hogy a teljes véralvadas elbtti centrifugalas hemolizist okozhat, amely
megzavarhatja a tesztet; ha pedig tul hosszu ideig hagyjak a vért alini, az mikrobandvekedéshez vezethet,
aminek kdvetkeztében a minta bomlik. Ha szérum nem all rendelkezésre, egyes vizsgalatok szamara plazma
is hasznalhato; ezt a vizsgalat el6tt a laboratériummal egyeztetni kell.

3. Teljes vér

A paraziték vagy parazita DNS teljes vérbdl térténd mikroszkdpos vagy molekularis kimutatasahoz (kbzvetlenil,
vagy dusitast kévetden, pl. a Knott-féle tesztben), véralvadasgatlét tartalmazé mintavételi csdveket (EDTA,
Li-heparin) kell hasznalni. A teljesvér-mintak 4°C-on tarolhatok, legfeljebb 4 napig. A mintak -20°C-on t6rténé
fagyasztasa megkonnyiti a hosszabb tarolast, és még mindig lehetévé teszi a DNS kimutatasat, de a parazita
stadiumok izoldlasa és azonositasa korlatozottan lehetséges.

4. Az izolalt parazitak

Az él6 izeltlabuakat (és a bérkaparékokat) szorosan zart taroléedényben kell tartani, hogy megakadalyozzak
a szokésuket. Nedves papiranyagot lehet melléjik tenni a kiszaradas megel6zése érdekében. A tovabbi
vizsgalathoz 70%-os etilalkoholban kell &ket fixalni. A bélsarbdl, hanyadékbdl, bérrél szarmazo parazitakat
kildn-kulon kell megmintazni, és vagy fizioldgias séoldatban (rovid ideig), vagy 70%-os etilalkoholban kell
tarolni 6ket.

EGY PARAZITOLOGIAI LABORATORIUM SZABVANYOS FELSZERELESE

Mivel a mikroszképia a mintak vizsgalatanak szabvanyos tech-nikdja, egy jol karbantartott fénymikroszkép
nélklldzhetetlen a parazitoldgiai diagndzishoz. Mikroszképos méretek gyakran sziikségesek az azonositashoz,
ezért olyan berendezés sziksé-ges, amellyel pontos, szabvanyos méretek vehetéek fel. A puszta szemmel
lathatd objektumok esetén altalaban egy sztereomikroszkép a legjobb valasztas a részletes vizsgalathoz
(lasd. 1. tablazat).

1. tablazat: Ajanlott nagyitasok és a parazitastadium azonositasanak kritériumai

Stadiumok | A nagyitas mértéke*

Féregpeték és -larvak, kis izeltlabuak Kis nagyitas a szlréshez: 40-100x;
részletekhez: 400x

Egysejtliek Kdzepes - nagy nagyitas: 400 — 650x
Vérkenetekhez, a bélsarban Iévé nagyon kis objektumokhoz:
1000x (olajos immerzids)

Nagy izeltlabuak, kifejlett férgek Kis nagyitas (sztereomikroszkép)
(vagy azok testrészei, pl. proglottisok)

*

Megjegyzendd, hogy a nagyitast az okular nagyitasa (altaldaban 8 -10x) és az objektiv nagyitéasa alapjan szamitjak ki egy
fénymikroszképnal, mig a sztereomikroszkopok csak egy nagyitolencse-készlettel rendelkeznek.

A klildénb6z6 tulajdonsagokat igy a méretet, alakot, szint és a felllet, vagy a burok alaktanat, valamint a
belsé részeket kell tekintetbe venni, amikor mikroszkop alatt parazita stadiumokat diagnosztizalnak.
Fonalféreg larvak (tudéférgek, lovak strongylidai, kutyak és macskak kamposférgei vagy Strongyloides spp.)
azonositasakor a mobilitast is meg kell vizsgalni, ha azok élnek. Ezen kivll specifikus strukturak, példaul az
elllsé testfél alaktana, a nyel6csd és a farki vég segithet az azonositasban.



A parazitoldgiai diagnosztikai laboratériumok tovabbi felszerelései k6zé tartoznak
altalaban az alabbiak:

(A) koproszkdpiahoz:

mérleg

dorzscsésze és t6ré

mdanyag taroléedény és spatula, nyelvlapoc, mianyag kanal vagy hasonlo

muanyagbot vagy karcsu spatula

vattatampon

mdanyag razépalack

centrifugacsévek (12-15 ml; 50 ml)

asztali centrifuga kilendilé rotorral

tolcséres pohar (Un. csucsos fenek Ulepité pohar, 250 ml), vagy egyéb, llepitésre alkalmas edény
télcsér

0,5 - 1 mm-es résméretl teaszlrék (felszindusitas, vagy Ulepités — felszindusitas szamara) és 0,3 mm-es
(Ulepitéshez)

drothurok (megfelel6 szégben hajlitott, kdrllbellil 6 mm-es atmérdjl) vagy egyéb eszkdz (pl. csiszolt végu
Uivegbot) a cseppek eltavolitasahoz a felszindusité oldat felliletérdl

targylemezek

fed6lemezek

immerzids olaj

Petri-csésze (Uveg vagy mUlianyag, racsozott fenékkel a kdnynyebb mikroszkdépos vizsgalat érdekében)
metilénkék oldat (tinta)

vizpumpa (vagy 10 — 20 ml-es pipettak)

pamutgézlap (20 x 20 cm)

mulanyag vagy Uveg Pasteur pipettak

féregpete- vagy oocysta-szamlalé kamra (pl. McMaster, FLO-TAC)

Ezen kiviil a Baermann technikahoz:

t6lcsérrégzitsd felszerelés

gumicsd és csbelzard csipesz

kalibralt méréhengerek (100 ml-es és nagyobb)
magneses keverd és keverémagnes

Bélsartenyésztéshez ezen kiviil:

500 ml-es lekvarosiiveg (vagy hasonld)

Petri-csésze, amelynek atmérdje kicsit nagyobb, mint az livegedényé
tenyészt6kamra 25°C-os, sotét

autoklavozott flirészpor, szén, vagy vermikulit (vagy steril t6zegmoha)

(B) hematologiahoz és szerolégiahoz

Eltérd felszerelés kell a formatumtdl és a leolvasasi mo’d,szertél figgden, pl. fluoreszcens feltéttel ellatott
mikroszkép az IFAT-hoz, vagy lemezolvasé az ELISA-hoz, stb., emellett laboratoriumi pipettak és
festéfelszerelés.

(C) bérkaparékokhoz:

10%-o0s KOH oldat vagy laktofenol

asvanyolaj vagy glicerin



TAPOLDATOK ES OLDATOK

0,9%-NaCl (fizioldgias sooldat)

felszindusito folyadék (lasd. 2. tablazat):

Lugol oldat (10 g kaliumjodid, 5 g j6d 200 ml desztillalt vizhez.)

dietiléter

SAF (natrium-acetat — ecetsav — formalin): 4,5 mg natriumacetat, 6,0 ml témeény ecetsav, 12,0 ml formalin

Ziehl-Neelsen festék: karbolfuxin, malachitzéld, savas alkohol (15 mI HCI /37 %/ 485 ml etanolban), metanol
(hasznaljon fest6készletet)

' étert, formalint vagy mertiolat-jod-formaldehidet (higanyt tartalmaz) hasznalnak a SAF dusité technikahoz (lélsd 1.2.7). a Telemann-
Rivas médszerhez (lasd 1.2.8), és/vagy a MIFC (mertiolat-jéd-formaldehides dusitas) technikdhoz (a jelen Gtmutatéban nem
szerepel). A valasztandé mdédszer kivalasztasat, egyebek kdzott, az oldatokra vonatkozé kilénb6zé szabvanyos laboratériumi
biztonsagi eléirasok hatarozzak meg.

2. tablazat: Koproszkoépias parazitoldgiai vizsgalathoz valé felszindusité oldatok dsszetétele és tulajdonsagai (valogatas)

A viz térfogata

Felszindusit6 oldat Mennyiség (mennyisége) Fajsuly*
Telitett s6oldat (NaCl) 340-360 g NaCl 1000 ml ~1,18-1,2
Cinkklorid - séoldat (ZnCl, + NaCl) 275 g ZnCl, + 262 g NaCl 1000 ml 1,3
Cinkklorid oldat (ZnCl,) 440 g ZnCl, 1000 ml 1,3
Cinkklorid oldat (ZnCl,) 660 g ZnCl, 1000 ml 1,45
Cinkszulfat oldat (ZnSO,) 760 g ZnSO, 1000 ml 1,3
Magnéziumszulfat oldat (MgSO,) 350 g MgSO, 1000 ml 1,28
Szaharo6z oldat™* 550 g szahar6z 440 ml 1,28
Telitett séoldat 50% glukdzzal 375 g glukéz + 250 g NaCl 1000 ml-ig 1,27
Szahardz - séoldat™ 5’_01 g; ﬁhtaeﬁ;t séoldat 1,33

* s

szobahdmérsékleten, hidrométerrel (sliriségmérdvel) mérendd

adjon 0,7 ml formalint (37%) vagy 1 g kristalyos fenolt minden 100 ml-hez a baktérium- és gombandvekedés megakadalyozasara,
és tarolja 4°C-on.

*k

1. BELSARVIZSGALATOK

1.1. Altalanos informaciék

Makroszkopos vizsgalat
Feldolgozas el6tt minden bélsarmintat makroszképosan meg kell vizsgalni, vannak-e benne kilritett férgek

(pl. orsoférgek, galandféreg izek, hegyesfarku férgek), vagy vér (az izolalt parazitak tartésitasa tekintetében
lasd a Bevezetést).

Mikroszkdépos vizsgalat

Lehet6vé teszi a kilritett peték, petecsomok, larvak, oocisztak, trophozoitak (csak friss bélsarbdl, amely
tartdsito oldattal nem lett 6sszekeverve), és cisztak kimutatasat.



A féregpetéket és az egysejtliek (oo)cisztait az alabbiak alapjan lehet megkullonbdztetni:

alak: kerek, ovalis, sokszdgletd, citrom alaku

méret: nagy = megkozelitdleg 80 — 150 (-300) um (pl. Fasciola hepatica peték, Dipylidium caninum
petecsomok), kdzepes = megkdzelitdleg 60 — 80 (-120) um (Ancylostomatidae peték, Strongylidae peték),
kicsi = kortlbelll 40 — 60 um (pl. Strongyloides peték, Taeniidae peték) és nagyon kicsi = korilbelll <40
pum (pl. coccidium és Cryptosporidium oocisztak, Giardia cisztak;

burok/fal: vastagsdg, felllet (azaz: sima, recés, fogazott), szin, meghatarozé jellemzdk, példaul csucsi
kupak vagy mikrobolyhok; és

tartalom (a bélsarirités ota eltelt id6hdz képest): szegmentalatlan sejtek, blasztomérak, embrié vagy
larva a féregpetében, sporocisztak, sporozoitak és egyéb strukturak a coccidiumok és egyéb egysejtliek
esetében.

A fonalféreg larvakat teljes hosszuk, a kutikularis burok, az emészt&traktus és feji, valamint farki véguik alaktana
alapjan kilénboztethetjlik meg. A szabad fonalféreg larvaktol a jarulékos burkok hianya alapjan kildnitheték
el. A szabadonél§ fonalféreg larvaknak jol megkildnboztethetd szajnyilasuk van, és szinlik sététebb, mint a
fert6zd larvastadiumoké; rendelkezhetnek nyel6csétagulattal és szamos egyéb sajatos tulajdonsaguk is van.

A mukddési elvtdl figgben az elklldnités kuldnb6z8 koproszkdpias modszerekkel torténik: kdzvetlen
eljarasokkal, dusitas nélkul (pl. bélsarkenetek festés nélkil, a mozgé stadiumok kimutatasa, vagy megfestett
kenetek), vagy ellenkezdleg, a parazitastadiumok dusitasara szolgalé modszerekkel:

Ulepitéssel

felszindusitassal (centrifugalassal vagy anélkl)

kombinalt tlepitéssel — felszindusitassal

Baermann technikaval

specifikus dusitasi médszerekkel, igy pl. a Telemann-Rivas eljarassal, SAFC-cal, stb.

A felsorolt médszerek gyakran mutatjak ki kiilénb6z6 parazitak sorat; azonban nincs egyetlen olyan médszer,
amely egyforman alkalmas a jelen |évé Osszes parazita és stadium kimutatasara. A valasztanddé modszert a
varhaté parazita stadiumok alapjan kell megvalasztani, és tébbféle modszerre lesz sziikség ahhoz, hogy a
lehetséges fert6zések teljes skalajat sikeriljon lefedni.

Altalanossagban, minél nagyobb a bélsar mennyisége, anndl valészintibb, hogy parazita stadiumokat
lehet kimutatni (jobb érzékenység, azaz kevesebb fals negativ). Azonban a vizsgalt bélsar mennyiségét a
feldolgozandd minta szennyezettségének mértéke korlatozza: a tul sok térmelék csokkenti az érzékenységet
(azaz tobb lesz a fals negativ), és a specifitast is.

Mivel a nagyobb mennyiségli bélsar kombinalt lilepitéses - felszindusitasos eljarassal dolgozhato fel,
az érzékenységi szint jobb, kiloéndsen akkor, ha egyébként kisebb mennyiséget Urit az allat. Ezért ez a
rutinvizsgalatok esetében kivanatos médszer. A felszindusitashoz és Ulepitéshez hasonléan ez a mod-szer
félkvantitativnak tekintendd, ha konzisztens moédon és meghatarozott bélsarminta-mennyiséggel végzik el.
A centrifugalassal el6segitett aktiv felszindusitas elénydsebb a passziv felszindusitasnal. Hasonloképpen
a felszindusité oldat megvalasztasa, és igy az adott oldat fajsulya alapvetd, mert egyes parazitak nem
mutathatdk ki nagy fajsulyu oldattal, mig masok kis fajsulydval.

A koproszkopids modszerek érzékenységét az alabbi tényez8k korlatozzak:

A fetézésnek patens fazisban kell lennie, azaz kilénb6z8 stadiumoknak (peték, larvak, (oo)cisztak) kell az
anyagban jelen lennilk egy fennallo fertézést jelezve, ahol szaporodas/ivadékok kialakulasa is folyik. A
pre-vagy posztpatens fert6zés a bélsar mikroszkdpos vizsgalataval nem mutathato ki.

Nem minden parazita/stadium Uril folyamatosan; egyes allatoktdl tdbb minta (pl. 3 egymast kdvetd napon)
vizsgalata, vagy egy ismételt mintavétel lehet szlikséges.

Gyakran az enyhébb fert6zések csak kevés kimutathatd stadiumot produkalnak. A bélsar mennyiségének
a megndvelése vagy allatonként tobbféle vizsgalat elvégzése, ahogy azt fentebb mar részleteztik, elényds
lehet.
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A hasmenés felhigithatja a mintakat, mert megnd a bélsar térfogata, ezért csdkkenti az érzékenységet.
Ez elkertlhetd, ha kombinalt llepitéses-felszindusitasos eljarast alkalmaznak, amely a folyékony bélsarat
Ulepitéssel besdiriti, mielétt felszindusitassal dusitana.

A bélsar mikroszkopos vizsgalatanak csekély érzékenysége koOvetkeztében a negativ eredményeket
ovatosan kell kezelni. Az a tény, hogy parazita stadiumokat nem sikerilt a bélsarban kimutatni, nem zarja
ki a parazitas fert6zést, ha a jellegzetes klinikai tlinetek fennallinak (pl. a fert6zés még mindig a prepatens
stadiumban van). Az ilyen esetek tovabbi vizsgalatot igényelnek. Egyes esetekben alternativ modszereket is
lehet alkalmazni (pl. antigén- vagy ellenanyag-kimutatast).

Masrészt a parazita stadiumok kodzvetlen kimutatasanak altalaban j6 a specifitasa, és ritkak a fals pozitiv
eredmények, haavizsgalatot korrekt médon végezték. Fals pozitiveredményeket okozhat a kutyak koprofagiaja
(pl. kutyafélék bélsarmintaiban Toxocara cati (syn. mystax) vagy Toxoplasma gondii bélpasszazsat figyelték
meg). Ezért a tulajdonosoknak fontos tanacsolni, hogy probaljak ezt a viselkedést megakadalyozni, féleg a
bélsarminta-vételét megel6z6 napokban, hogy a kilrilé parazita stadiumok okozta fals pozitiv eredményeket
elkerlljék. Az antigén-kimutatas, amely kereskedelmileg rendelkezésre all egyes kutya fonalféregfajoknal, ezt
a problémat megoldhatja.

Annak érdekében, hogy az eredményeket klinikai Osszefliggésiikben értelmezhessék, a parazitoldgiai
leleteket egyéb diagnosztikai leletekkel egyittesen kell kiértékelni (pl. klinikai vizsgalat, hematoldgia, stb.)
és zoonotikus parazita stadiumok esetén ezek emberi egészségre gyakorolt hatasat is tekintetbe kell venni.

1.2. Koproszkopias (bélsarvizsgalati) modszerek

1.2.1. Ulepités vizben

Alapelv:

Ezzel a modszerrel az ardanylag nagyobb fajsulyu parazita stadiumok (pl. trematoda peték, féleg a Fasciola
hepaticaé és az Opistorchis felineusé, de az Eimeria leuckarti oocisztai is) és a nehéz bélsar-részecskék
gyorsan lelilepednek a vizben. Ismételt Ulepitéssel és a felliliszd dekantalasaval a kénnyebb bélsarrészecskék
eltavolithatéak. Ezt a modszert altalaban majmétely-peték I6bélsarbol vagy macskabélsarbdl toérténd
kimutatasara hasznaljak.

A sziikséges bélsarmennyiség:
5-10 g bélsar (az érzékenységet fokozza az ismételt mintavétel).

Procedure:

1. Keverje el a bélsarmintat vizben spatulaval, amig homogén oldatot kap. Ha az allaga nagyon kemény,
keverje 6ssze vizzel, miel6tt a dorzscsészét és a mozsartérét hasznalna.

2. Ontse a bélsar/viz szuszpenziét egy teasz(lirén at (haléméret 0,3 mm) egy megfelelé edénybe (csticsos
poharba vagy hasonldba), és Oblitse le a sz(irét erés vizsugarral egy miianyag spriccflaskabdl, amig a
csucsos pohar meg nem telik.

Hagyja allni 3 percig.
Egy megszakitas nélkili mozdulattal dntse le a fellluszot (vagy szivja le vizszivd pumpaval)..

Toltse fel Ujra a cslicsos poharat vizzel.

I

Ismételje meg 6sszesen haromszor az Ulepitést. Az utolsé felliliszonak csaknem teljesen atlatszonak kell
lennie.

7. Adjon 1-3 csepp metilénkéket (tintat) az utolsé Uledékhez, és keverje 6ssze alaposan korkords
mozdulatokkal.

Ontse a teljes Uledéket egy osztasos Petri-csészébe.

Vizsgélja meg az Uledéket mikroszkop vagy sztereomikroszkdp alatt (20 — 50x-es nagyitas).

A Fasciola-peték lobélsarbdl térténdé szabvanyos kimutatasara a kereskedelemben rendelkezésre all a
FlukeFinder® berendezés.



1.2.2. Felszindusitas centrifugalassal

Alapelv:

A felszindusitast a felszindusité oldaténal kisebb fajsulyd féregpeték, egysejtli cisztdk és oocisztak
kimutatésa érdekében végzik. Egy ismert s(irlségl felszindusitd oldattal kevert bélsar-szuszpenzidban a
kénnyebb parazita stadiumok a felszinen gyllnek dssze, mig a nehezebb részecskék leslillyednek, vagy a
szuszpenzidéban maradnak.

Szamos kildnbodzb felszindusitd oldalt alkalmazhaté (lasd. 2. tablazat). A kivalasztott oldatot a vizsgalat el6tt
legaldabb egy nappal el kell késziteni és a fajsulyt hidrométerrel (fajsulymeérd) ellendrizni.

Telitett natriumklorid oldattal a Strongyloides- (friss bélsarbdl), strongylidak, ascaridak, oxyuridak petéi,
coccidium-oocisztak és egyéb egysejtli-cisztak mutathatok ki. Ezzel a modszerrel a parazita stadiumok
kisebb fajsulyok kovetkeztében a nagyobb fajsulyu sodoldat felszinén lebegnek. A Trichuris, Capillaria,
Taeniidae, Spiruroidea vagy Oxyuridae peték és az Eimeria leuckartii oocisztak kimutatasa bizonytalan
lehet, mert azok nagyobb fajsulyu felszindusité oldatot igényelnek. A Giardia cisztak deformalédnak, mig
a trematoda peték nem kimutatha-téak. Ha a hipertonids séoldatban sokaig taroljak a féregpetéket vagy
kllénboz6 egysejtlistadiumokat, az az egyes stadiumok deformalédasahoz vezet, ami bonyolitja a diagnézist.
A felszindusitott készitményekben idénként talalhatok fonalféreglarvak, azonban ezek altaldban gyorsan
lellepszenek, és az alaktani diagnozis ezzel szinte lehetetlenné valik.

A fentebb emlitett stadiumokon kivUl Trichuris, Capillaria, Taeniidae és spirurida peték és Giardia cisztak
(deformaltan) mutathatdk ki cinkszulfat, cinkklorid, magnéziumszulfat vagy szacharéz/szachar6z-séoldatokkal.
A cinket (nehézfém) tar-talmazo hasznalt oldatokat specidlis hulladékban kell meg-semmisiteni.

A szabvanyos felszindusitasi technikanak szamos valtozata lehetséges, ezek kdziil parat aldbb ismertetiink.

A sziikséges bélsarminta:
Kisallatok: 4-5-g (nagyjabdl egy di6 mérete), lehetdleg 3 egymast kévetd napon gyljtve, a poolozott minta
almintajaként vizsgalva; lovaknal maximum 20 g bélsar.

Procedure:

1. Készitse el6 a felszindusité oldatot szobah&mérsékleten és ellendrizze a fajsulyat fajsulymérével (ha ez
nem lehetséges, addig keverje, mig a s6 csaknem teljes mértékben feloldédik).

2. Keverje 0ssze a bélsarmintat 10-szeres mennyiségl felszindusité oldattal egy homogén oldatta. Ha a
bélsar kemény, aztassa el6 a mintat vizben.

3. Ontse at a bélsarszuszpenziét egy teasz(irén egy tdlcsér segitségével két centrifugacsébe mintanként.
Minden csé tetejénél maradjon 1 cm, hogy ne szennyez&djon be a centrifuga.

4. Centrifugdlja a cséveket 300 x g-n 3 - 5 percig.

Egy dréthurokkal (vagy hasonld eszkdzzel) tavolitson el 3-5 cseppet a szuszpenzié felszinérdl, és tegye
mikroszképos targylemezre.

6. Fedje le a targylemezt fed6lemezzel, és vizsgalja meg a mintat mikroszkdppal, 40x-es nagyitassal
kezdve. Fékuszaljon a megfeleld optikai szintre, ehhez referencianak hasznalja a kis Iégbuborékokat vagy
részecskéket. A fedblemez teljes teriilete megvizsgalhaté nagyobb nagyitéassal (100 — 400x). Ha a mintak
csupan enyhén szennyezettek, a fedélemez nélkuli vizsgalat kis nagyitassal ndvelheti az érzékenységet,
mert a peték és cisztak a cseppek konvex felliletén koncentraldédnak.
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Szamos lehetdség van a mintak feliiletén Gsz6 parazita stadiumok mikroszkopos vizsgalatara:

A bélsarszuszpenzio fellletérél egy megfeleld sz6gben meghajlitott dréthurok segitségével tébb csepp
anyag atvihet§ targylemezre és utana vizsgalhato (fed6lemezzel vagy anélkiil) a mikroszkop alatt.
Figyeljen oda, hogy a szuszpenzi6 fellletén ne hatoljon at a cseppek kiemelésekor, és a hurokrészt
feltétlenl tisztitsa meg a mintak kdzott (mossa le, és égesse le).

helyezzen el egy fed6lemezt a tele centrifugacsé tetején (a fedélemeznek érintkeznie kell a felszindusito
oldat felliletével) és centrifugdlja Ugy, hogy a fed6lemez a helyén maradjon. A fedélemez ezutan
eltavolithato, egy targylemezre helyezhetd és vizsgalhatdé mikroszkdp alatt. A felszinen Uszé parazita
stadiumok a targylemezre keriilnek a fedélemez aljahoz tapadt folyadékkal egyitt. A fedélemezzel
torténd centrifugalas legjobban a szachardz oldatnal mikodik.

helyezzen egy fed6lemezt a csére centrifugalast kdvetéen (ahhoz, hogy ezt megtehesse, a csének
teljesen tele kell lennie, hogy a szuszpenzié domboru felliletet képezzen), és varjon néhany percet,
hogy az egyes parazitastadiumok a felllleten uszhassanak.

1.2.3. Kombinalt lilepitéses - felszindusitasos moédszer

Ezzel a modszerrel elsének a kiilonbdz6 parazita-stadiumok gyllnek 6ssze, Gledéket formalva a vizben, majd
kis fajsulyuk kdvetkeztében a nehezebb fajsulyu felszindusitd oldat tetején lebegni fognak. E kombinacios
madszer elénye a nagyobb érzékenysége, mert nagyobb mennyiségul bélsar (akar 20 g) is vizsgalhatd.

Amaddszerhasznalhatd mindenféle féregpete, és alegtdbb egysejtli oociszta és ciszta pontos meghatarozasara.
A fonalféreglarvak és trematoda peték kimutatasa szakértelmet igényel, mert ezek deformalédnak. Az egysejti
trophozoitakat és az amdébacisztakat ennek a mddszernek az alkalmazasaval nem lehet kimutatni.

A sziikséges bélsarmennyiség:

Kutyak és macskak esetében minimum 4-5 g bélsar (mintegy dié méret) szikséges. Egyes esetekben a
kimutatas valoszindségének javitasa érdekéban hasznos, ha 3 egymast kdvetd napon vesznek bélsarmintat
és a poolozott minta egy alminta-jat elemzik. Lovak esetében legfeljebb 20 g bélsar.

Eljaras:
1. Helyezze a mintat egy dorzscsészébe és mozsartord segitségével alaposan keverije el vizzel.

2. Ontse a bélsar/viz szuszpenziét egy teasz(irén at tdlcsér segitségével két centrifugacsébe. Oblitse le
a bélsarat a sz(irérél erés vizsugarral egy mlanyag spriccflaskabdl (az eljaras folyaman nem veszithet
anyagot).

Centrifugalja 8 percig, megkdzelitdleg 500 — 700 x g-n az Ulepitéshez.

Ontse le egyetlen, megszakitas nélkili mozdulattal a feliliszét (vagy szivja le vizszivd pumpéval), amig
maximum 5 mm Uledék marad.

Toltse fel a csOveket felszindusitd oldattal.
6. Centrifugdlja a csdveket 3-5 percig, 300 x g-n.

Dolgozza fel a felszindusité technikanal leirtak szerint (lasd. 1.1.2.)

A masik lehet6ség, ha centrifuga nem all rendelkezésre, hogy 6sszekeveri a bélsarmintat vizzel és a cséveket
szobahdmeérsékleten hagyja 30 perc — egy 6rag, lednti a felliluszot és az Uledéket felszindusitd oldattal keveri
Ossze, amig domboru fellletet nem lat. Helyezzen ra egy fed8lemezt, és varjon 10-20 percig (a felszindusitd
oldattdl figgben), helyezze a feddlemezt egy lveg targylemezre és vizsgalja mikroszkép alatt. Ez a modszer
kevésbé érzékeny, mint a centrifuga-alapuak, és altalaban csak a nagyobb szamban jelen 1évé parazita
stadiumokat mutatja ki.



1.2.4. A médositott McMaster peteszamlalé technika

Alapelv:

A technikat féregpeték és coccidium oocisztdk bélsarbdl térténd kvantitativ kimutatdsara alakitottak
ki. Meghatarozott mennyiségli bélsar uszik egy kamraban és megjeldlt mezénként végzik a szamolast
mikroszkoposan. A parazitastadiumok megszamolt szamabol kiszamithaté a mennyiséguk 1 g bélsarban, amit
PPG-ben (pete per gramm) vagy OPG-ben (grammonkénti oociszta-szamban) fejeznek ki. A peteszamlalast
gyakran alkalmazzak strongylida peték 16 bélsarban térténd kvantitativ meghatarozasara, de alkalmas egyéb
lebegd parazitastadiumokra is. Altaldban telitett NaCl felszindusité oldatot hasznalnak; nagyobb fajsulyu
felszindusitd oldatok hasznalataval nehezebb peték mutathatok ki.

Amikor gyogyszerrezisztenciara végeznek lzemi kisérletet, ezt a technikat alkalmazzak az anthelminthikus
kezelések el6tt és utan (bélsarpete-cstkkenési teszet, FECRT). Az FECRT a kezelés hatékonysagat méré
szlir8vizsgalat.

A célzott, kivalasztott kezeléssel végrehajtott védekezési programokban az PPG-szamok az egyes allatok
legel6-szennyezettségre gyakorolt hatasardl adnak informaciot, és alovak szelektiv kezelésitechnikai esetében
a dontéshozatal alatamasztésara hasznalhaték (lasd ESCCAP 8. sz. Iranyelv: A lovak gastrointestinalis
parazitakkal valo fert6zéseinek kezelésére és megelézésére vonatkozo iranyelvek).

A kimutathatéséagi korlatok (lasd lejjebb) kdvetkeztében a médositott McMaster peteszamlalasi technika nem
ajanlott allati parazitak, f6leg nagyon jelent8s endoparazitak (pl. Echinococcus spp. ragadozékban, vagy
Parascaris spp. lovakban) szlirésére.

A sziikséges bélsarmennyiség:
Legalabb 4 g bélsar

Eljaras:
1. Keverjen 8ssze legaldbb 4 g bélsarat kortlbelil 30 ml felszindusitd oldattal egy dérzscsészében,
mozsartorével.

2. Ontse a bélsarszuszpenziét egy sz(iré és tlcsér segitségével egy méréhengerbe; a sz(ir6bél a maradékot
a mozsartord segitségével nyomja at; dblitse at a dérzscsészét és a mozsartorét felszindusito oldattal.

Tavolitsa el a sz(irét és a tdlcsért és tolise fel a hengert felszindusité oldattal 60 mi-re.

Ontse 4t a szuszpenziét egy csérds pohérba és folyamatos keveréssel, pl. magneses keverével alaposan
keverje 6ssze.

5. Gyorsan vegyen ki pipettaval egy mintat és legalabb 0,15 ml-t helyezzen a szamlaldlemez elsé rekeszébe.
A szamlaléracsnak teljesen tele kell lennie; Iégbuborékok nem Ilehetnek benne.

6. Keverje meg a szuszpenzidt ismét, és egy masodik mintaval tdltse fel a lemez masodik rekeszét.
7. Hagyija allni a lemezt 5-10 percig, hogy a peték/oocisztak feluszhassanak.

8. Helyezze a szamlalélemezt a mikroszképba és a szamlaléracson bellil 1év8 dsszes parazitastadiumot
szamolja meg (40 —100x-0s nagyitas).

Az PPG/OPG kiszamitasa:

PPG/OPG = a megszamlalt racsmez8kben talalhatd pete/oociszta-szamok (N)/ bélsar mennyisége (g) x a
megszamlalt racsmezdék terlilete (cm?) x a bélsarszuszpenzié térfogata (ml)/a szamlalékamra magasséaga (cm)
x a megszamolt racsmez&k szama (n),

- ahol N a racsmezdnként megszamolt atlagos pete/oociszta-szam;

- namegszamolt racsmezdk szama;

- aracsmez6 alatti térfogat = a megszamolt racsmezdk terlilete (cm?) x a szamlalékamra magassaga (cm).

Példaul:

Ha a bélsar mennyisége = 4 g és a szuszpenzidé mennyisége = 60 ml és a racs alatti térfogat = 0,15 ml,
a technikailag legalacsonyabb kimutathatosagi szint 100 PPG/OPG. Kétkamras lemezek esetén, amikor
mindkét racsmezében megszamoljak az dsszes petét, a technikailag legalacsonyabb kimutathatésagi szint
50 PPG/OPG.
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PPG/OPG =

megszamolt peték a bélsarszuszpenzié térfogata (ml)
bélsar mennyisége (g) x X a kamra magassaga (cm) x
a racsmez6 mérete (cm?) a megszamolt racsmezdk szama

PPG/OPG = pete/oociszta bélsar grammonként

aracsmezd mérete: 1 x 1 cm =1 cm?®

a kamra magassaga = 0,15 cm

A racsmezd alatti térfogat = 0,15 ml (a kamra magassaga és a racsmezd mérete alapjan szamitva)
a megszamolt racsmezdk szama: valtozhat, ezért ez is szerepel az egyenletben

1.2.5. Mini-FLOTAC

Alapelv:

A Mini-FLOTAC lehetdvé teszi a gyomor-bélparazitdk kimuta-tasat és kvantifikalasat, ideértve a coccidium
oocisztakat, fé-regpetéket és fonalféreglarvakat is. Az eredeti FLOTAC készi-Iék valtozata, de azzal a plusz
elénnyal bir, hogy nem igényel centrifugalasos lépést. A Mini-FLOTAC friss vagy fixalt bélsar-mintakon is
alkalmazhaté, ami lehet8séget ad arra, hogy a mintakat laboratdriumba szallitdsuk utan napokkal vagy hetek-
kel dolgozzak fel. A Mini-FLOTAC érzékenysége 5 oocisz-ta/pete/larva/coccidium per gramm bélsar.

A Mini-FLOTAC két 6sszetevét egyesit: az alapot és a leolvasdélemezt. Van benne két 1 mi-es felszindusitd
kamra, amelyet bélsarszuszpenzié vizsgalatara terveztek, és maximum 400x-os nagyitast tesz lehetévé.

A Fill-FLOTAC 2 és 5 egyszer haszndlatos mintavevd eszkdzdk, amelyek a FLOTAC és a Mini-FLOTAC
készletekhez tartoznak. Egy tartalybdl, egy gyUjtéedénybdl (2 g vagy 5 g) és egy szlir8bdl alinak. Ezek a
készletek megkdnnyitik a Mini-FLOTAC technikédk elsé négy egymast kdvetd lépését, azaz a mintavételt
(beleértve a sulymérést), a homogenizalast, a szlrést és a feltdltést. A készlet és a Mini-FLOTAC leirasa alabb
talalhaté.



A sziikséges bélsarmennyiség:
Legalabb 2 g bélsar

Eljaras:

1.
2.

Tegyen 18 ml felszindusito oldatot a Fill-FLOTAC 2 tartalyaba.

Egy spatula segitségével a Fill-FLOTAC csucsos gyUjtéedényét tdltse meg 2 g bélsarral és simitsa le a
felUletet.

Homogenizalja a mintat a csucsos gyUjtéedény fel-lemozgatasaval.

Helyezzen egy pipettahegyet a Fill-FLOTAC-ra, réviden homogenizalja, majd téltse fel a Mini-FLOTAC
mdszer két kamrajat, amig kis domboru folyadékfelllet nem keletkezik.

10 perc mulva forditsa el a leolvaso lemezt az dramutatd jarasnak megfeleléen, és helyezze a berendezést
a készlethez adott adapterrel ellatott mikroszkép ala. A Mini-FLOTAC legfeljebb 400x-os nagyitassal
vizsgalhato.

Vizsgdlja meg a mintat a Mini-FLOTAC mindkét kamrajanak leolvasasaval. Szorozzon meg minden
megszamlalt petét 5-tel, hogy a grammonkeénti pete/larva/oociszta-szamot megkapja.

Megjegyzés: a Taeniidae peték megbizhaté kimutatasa érdekében nagyobb fajsulyu felszindusité oldatot kell
hasznalni (lasd 2. tablazat).

A sziikséges bélsarmennyiség:
Legalabb 5 g bélsar

Eljaras:

1.
2.

Tegyen 45 ml felszindusitd oldatot (pl. telitett NaCl-oldatot) a Fill-FLOTAC 5 tartalyaba.

Egy spatula segitségével a Fill-FLOTAC csucsos gyUjtéedényét toltse meg 5 g bélsarral és simitsa le a
fellletet.

Homogenizalja a mintat a csucsos gyUjtéedény fel-lemozgatasaval.

Helyezzen egy pipettahegyet a Fill-FLOTAC-ra, réviden homogenizélja, majd téltse fel a Mini-FLOTAC
mUszer két kamrajat, amig kis domboru folyadékfellilet nem keletkezik.

10 perc mulva forditsa el a leolvasé lemezt az 6ramutatoé jarasnak megfeleléen, és helyezze a berendezést
a készlethez adott adapterrel ellatott mikroszkép ald. A Mini-FLOTAC legfeljebb 400x-os nagyitassal
vizsgalhato.

Vizsgalja meg a mintat a Mini-FLOTAC mindkét kamrajanak leolvasasaval. Szorozzon meg minden
megszamlalt petét 5-tel, hogy a grammonkénti peteszamot megkapja.

1.2.6. Kettés centrifugalasi technika Anoplocephala peték 16 bélsarbdl torténé
kimutatasara

A galandféreg-peték 16 bélsarbdl t6rténd, szabvanyos felszindusitasi mddszert alkalmazé kimutatasa
csak korlatozott érzékenységli. Egy kombinalt Ulepitéses — felszindusitasos eljaras, amelynek soran két
centrifugalasi Iépést alkalmaznak 15 g bélsarral, jobb kimutatasi eredményt ad.

A sziikséges bélsarmennyiség:
15¢
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Eljaras:
1. Alaposan keverje 0ssze a bélsarmintat (minimum 15 g-ot) legalabb 40 ml vizzel, egy spatula segitségével.

2. Helyezze a szlr6t a 250 ml-es f6z8poharra és tegye at a bélsarmintat a szlrére. A spatulaval térténé
préseléssel juttassa at a szlirén az 6sszes folyadékot.

A szlrletet 6ntse at 50 ml-es csdvekbe.
Centrifugalja 10 percig 400 x g-n.

Tavolitsa el a fellluszét szivopumpaval vagy pipettaval.

oo~

Oszlassa el az ott maradt pelletet 1-2 ml szacharéz-oldatban, és dntse a szuszpenziét egy 15 ml-es
csébe.

N

Toltse fel szachardz oldattal.
Centrifugalja 10 percig 200 x g-n.

Egy dréthurok segitségével helyezzen at cseppeket a centrifugalt bélsarszuszpenzio (teljes) fellletérdl
egy targylemezre és fedje le feddlemezzel.

10. Mlkroszkoppal vizsgalja meg a fed8lemez alatti teljes terlletet az 1.2.2. fejezetben leirtak szerint.

1.2.7. SAFC technika

Alapelv:

A SAFC (Natriumacetat-ecetsav-formalinos koncentracid) technika egysejtliek (pl. Giardia) cisztas és vegetativ
stadiumainak, és egyes trematoda peték pl. Opistorchis és Metorchis kimutatasara alkalmas. Friss bélsar,
el6zetesen SAF oldatban tartdsitott mintait hasznaljak. A minta feldolgozasaval a zsiros komponenseket
éterrel tavolitjak el, és a parazitastadiumok koncentralddnak. A SAFC-technika valtozatai a Telemann-Rivas
modszer (lasd. 1.2.8.) és a MIFC technika (jelen Utmutatéban nem szerepel).

SAF oldat:

20 ml tdomény ecetsav
40 ml formaldehid (37 %)
15 g natriumacetat

1 | desztillalt vizhez

A sziikséges bélsarmennyiség:

Legalabb 1 g friss bélsar, 10 ml SAF oldatot tartalmazé mintvételi csévekbe téve.

Eljaras:

1. Rézza fel a bélsarat és SAF oldatot tartalmazé mintavételi csdvet.

2. Ontse a szuszpenzi6 felét gézen at egy centrifugacsébe, és centrifugdlja 2 percig (500 x g).

3. Dekantalja a fellluszot, adjon 8 ml fizioldgias séoldatot a kémcsébe, és keverje el az lledékkel egy
mdanyag spatulaval vagy bottal.

Adjon hozza 3 ml dietilétert, zarja le a csévet és finom razassal keverje el a tartalmat.
Tavolitsa el a dugdt és centrifugalja 5 percig (500 x g), amely szamos réteg kialakulasat eredményezi.

Torolje le a térmeléket a csé falardl egy palcaval és dekantalja a felliluszot.

N o o s

Az Uledékbdl két vagy tdbb cseppet tegyen targylemezre. Opcionalisan adhato hozza Lugol oldat, ezutan
fedje le a cseppeket fed6lemezzel.

8. Mikroszkoposan vizsgalja meg a fedélemez alatti teljes teriiletet, az 1.2.2. fejezetben leirtak szerint.



1.2.8. Telemann-Rivas médszer

Alapelv:

Ez a modszer a SAFC technika egy valtozata. Ez a mddszer koncentrélja a petéket, cisztakat és larvakat a
nagy zsirtartalmu bélsarmintakban (mint amilyen a ragadozéké).

A sziikséges bélsarmennyiség:

1 g, friss.

Eljaras:

1. Mérjen ki 1 g friss bélsarat.

2. Helyezze a bélsarat egy Uvegedénybe és adjon hozza 5 ml ecetsavat (legalabb 5%-osat).

3. Homogenizalja alaposan egy palcaval és sz(rje at dupla gézrétegen.

4. Tegye at a bélsaroldatot egy centrifugacsdébe (12 ml).

5. Adjon hozza azonos mennyiségu dietilétert és ke-verje 6ssze razogatassal.

6. Centrifugalja 5 percig (300 x g). A keverék 4 rétegre valik szét (tetejétdl az aljaig): dietiléter/tormelék

(beleértve a zsirkomponense-ket)/ecetsav/lledék. Az (iledék gyakran nagyon ke-és.

7. Szivjale az Uledéket pipettaval és tegye egy targy-lemezre. Opcionalisan adjon hozza Lugol-oldatot egyes
parazitastadiumok (pl. Giardia cisztak) kimutatasa ér-dekében, és fedje le a cseppeket fedSlemezzel.

8. Mikroszkoposan vizsgalja meg a fedélemez alatti teljes terliletet, az 1.2.2. fejezetben leirtak szerint.

1.2.9. Baermann technika

Alapelv:

Ezt a modszert altalaban a mozgo fonalféreg larvak elkilonitésére alkalmazzak (ttidéférgek, Strongyloides
L1 larvainal). A Baermann technika emellett hasznalhaté a strongylidak harmadik stadiumu larvainak (L3)
bélsartenyészetbdl térténd kinyerésére. Az alapelv a larvavandorlason (pozitiv hidrotaxis) és a sulyon alapul,
ezért csak éld larvak friss bélsarbdl torténd kinyerésére alkalmas. A bélsar megmeérésével és minden jelen
lévé larva megszamlalasaval (vagy reprezentativ aliquotok vizsgalataval) lehetséges a kvantitativ vizsgalat is.

A sziikséges bélsarmennyiség:
Legalabb 4-10 g bélsar; harom egymast kdvetd napon térténd mintavétel segithet megoldani a tid&férgek L1
larvai szakaszos Urlilésének problémajat.

Eljaras:

1. Készitse el§ a Baermann késziléket ugy, hogy a tdlcsért a tolcsértartdba helyezi, a gumicsdvet a télcsér
csoOvére, rajta egy csipesszel, amely parhuzamos a gumicsé vagott végével és a csipesz elsd, nyitorésze
kdzelebb legyen a késziilék aljahoz. Ontsén némi csapvizet a télcsérbe. Ellendrizze, hogy a csipesz nem
ereszt-e olymoédon, hogy az apparatust hasznalat el6tt egy nappal feltolti.

2. Keverje 0ssze a bélsarat alaposan (flirészpor hasznalhaté a bélsar fellazitasara, ha a minta szaraz és
tdémor), és tegye a homogén keveréket egy gézbe.

A bélsarat tartalmazé gézt tegye a tdlcsérbe és adjon hozza vizet, amig csaknem teljesen elfedi.

Hagyija allni a mintat legalabb 12 6raig szobahémérsékleten. A larvak kivandorolnak a bélsarbdl a csébe
és leslllyednek (sulyuk miatt) a télcsér végébe.

5. A gumics8 csipeszének felnyitasaval az elsé cseppek mikro-szkép alatt vizsgdlhatéak (40-400x-os
nagyitassal). Ha a larvak mozognak, 1 csepp Lugol oldat hozzaadhatd, ami elpusztitja a larvakat, és
megkonnyiti azok alaktani azonositasat. A masik megoldas, hogy 10 — 14 ml folyadékot dsszegylijt egy
cs6be, 2 percig centrifugalja (500 x g), eltavolitja a felliluszoét és az Gledék 0,5 — 1 ml-ét vizsgalja meg.

A larvéak grammonkénti szamanak (LPG) kvantitativ meghatarozasa érdekében el6zetesen meg kell mérni a
bélsarat, megszamolni az 6sszes larvat (vagy aliquotot) az tiledékben és extrapolalni az LPG-t.
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1.2.10. Bélsar larvatenyésztés

Alapelv:

Bélsarkulturat lobélsarbdl szoktak csinalni a gyomor-bélnematodak harmadik stadiumua larvainak (L3)
kinyeréséhez: a trichostrongylidak és strongylidak petéit addig tenyésztik, amig kialakulnak az L3 stadiumok,
ami lehetévé teszi a faji szintl azonositast.

A sziikséges bélsarmennyiség:
Legalabb 50 g bélsar, kodzvetlenll a végbélbdl vagy kozvetlenll bélsarirités utan, hogy a minta ne
szennyezddjon talajnematodakkal.

Eljaras:
1. Keverje 0ssze a bélsarat sterilizalt flirészporral egy nedves, morzsas masszava (szilkség esetén adjon

hozza csapvizet, de ugy, hogy az 6sszes viz felszivddjon; ha a keverék tul nedves, a larvak nem fognak
kifejlédni).

2. Tegye a keveréket egy csavaros tetejli livegedénybe, toltse meg félig és lazan tegye ra a fedelét (a
levegbnek be kell jutnia az edénybe).

3. Inkubalja az edényt 7 -10 napig s6tét helyen, 25°C-on, ami lehetévé teszi, hogy a kifejl6dott larvak az
edény Uvegfalan felvandoroljanak.

Nyissa ki az edényt és egy mozsartorével vagy kanallal nyomja le a bélsarat.
Toltse fel az edényt dvatosan a pereméig csapvizzel anélkiil, hogy a bélsarkulturat felkeverné.

Nyomja egy Uveg Petri-csésze fedelét szorosan az Givegedény szajahoz, és forditsa a kulturat fejjel lefelé.

N o A

Félig toltse fel a Petri-csészét vizzel és hagyja az edényt és a csészét 12 orat allni, ami elésegiti a larvak
atvandorlasat a tenyésztélivegbdl a Petri-csészében 1évé folyadékba.

8. Gyljtse dssze a Petri-csészében |1évé folyadékot egy pipettaval és mikroszkop alatt kiildnitse el a larvakat
(lasd. 1.2.9.).

A masik lehet6ség, hogy az inkubalast és a harmadik stadiumu larvak kialakulasat kévetéen (3. pont), ezek a
Baermann maddszerrel koncentralhatoak (lasd. 1.2.9.).

1.2.11. Bélsarkenetek, festés

Alapelv:

A kdzvetlen bélsarkenet mikroszkopos targylemezen gyorsabb mddszer lehet, pl. nagyszamu tid&féreg-larva
vagy egysejtl trophozoita kimutatasara. Azonban dusitas nélkil ennek az eljarasnak az érzékenysége kicsi,
és a legtobb esetben a megbizhatd parazita-kimutatédsnak nem elégséges modszere. Az egyetlen kivétel az
alabb leirt festés a Cryptosporidium kimutatasara.

A Cryptosoridium oocisztai vékony bélsarkenetekben kimutathatéak festést kdvetéen. Modositott Ziehl-
Neelsen festés (savallo festés) kdvetden az oocisztak roszaszinl kerekded képletként tlnnek fel (atmérdjik
4-6 pm) turkiz hattérben. Heine szerinti karbolfuxin festés utan az oocisztak szintelen képletként mutatkoznak
voroses hattérben. Mas festések, pl. a Kinyoun festés is megfeleld ezeknek az oocisztaknak a kimutatasara.

A sziikséges bélsarmennyiség:
1 g bélsar, félfolyékony vagy folyékony allagu (ha tul szilard, vizzel keverve).



A festési eljaras (Ziehl-Neelsen):

1. Oszlassa el a bélsaranyagot vékony rétegben egy mikroszkdpos targylemezen, vattatampon segitségével.
2. Szaritsa meg levegén, szobahdmeérsékleten, korllbelll 30 percig.

3. Fixalja metilakoholban 5 percig, festékivettaban.

4. Szaritsa meg levegén.

5. Fesse meg karbolfuxinnal 4 percig, festéklvettaban.

6. Oblitse le hideg folydvizzel.

7. Vonja ki savas alkohollal fest6kivettaban, amig mar tébb festék nem oldédik ki.

8. Oblitse le hideg folybvizzel.

9. Végezzen kontrasztfestést malachitzélddel 4 percig, festéklivettaban.

10. Oblitse le hideg folyévizzel.

11. Széritsa meg levegdén.

12. Végezzen mikroszkdpos vizsgalatot 400 — 1000x-os nagyitassal (olajos immerzids lencsével), kerekded,

rézsaszin képleteket keressen (4-6 pm atmérdvel),

Eljaras (Heine festés):
1. Keverjen el egy csepp bélsarat karbolfuxinnal és vékonyan oszlassa el egy mikroszképos targylemezen.

2. Hagyja leveg6én szaradni, amig a felszine mattnak latszik, és azonnal vizsgalja meg mikroszképpal olajos
immerzids lencsével, a fentebb leirtaknek megfeleléen.

1.2.12. Ragasztoszalagos eljaras

A kdzvetlen lenyomati eljaras atlatszé ragasztdszalagot hasznal (kb. 1 cm széleset és 4 cm hosszut) a lovak
végbélnyilasa koruli részen az anyaggydjtésre, hogy az Oxyuris equit kimutathassak. Ugyanez a modszer
alkalmazhatd Echinococcus és egyéb Taeniidae peték gylijtésére kutyak perianalis terlleteirdl. A szalag
ragasztos felét tobbszoér a bdrre kell nyomni. Ezutan (szintén a ragasztos felével lefelé) targylemezre kell
nyomni. A ragasztészalag szolgal fed6lemezként. és a minta vizsgalhato is mikroszkdppal.

1.2.13. Bélsarvizsgalatra szolgalé kereskedelmi vizsgaldkészletek/InPouch™ TF
Feline/koproantigén tesztek

Afelszindusitasi eljaras alkalmazasara kiilonb6zé készletek kaphatdk a kereskedelemben, hogy megkdnnyitsék
a bélsarvizsgalatot (pl. Parasite Diagnosis System®, ParaTest®, Fecalyzer®, Ovatec® Plus); ezek a készletek
hasznalatra kész felszindusité oldattal (fajsulya 1,2) és vizsgaldedényekkel mikodnek.

Altalanossagban ezek a készletek kutyak és macskak bélsarvizsgalatdban teljesitenek a legjobban. Vonzoéak,
mert felhasznaldbaratok, és a bélsarkezelés és -vizsgalat higiénikus maodijat teszik lehetévé.

Azonban szamitasba kell venni, hogy ezek a készletek csak kismennyiségu bélsar feldolgozasara alkalmasak,
mert az edény Kicsi, és az eljaras soran el6fordulhat, hogy a bélsarminta a szlrébetét alsé felére kerdil.
Ezért a készletek csak ragadozoktdl vett bélsarmintak vizsgalatara alkalmasak, és enyhe fert6zés esetén
a kimutathatosagi érzékenység gyengébb (kevesebb bélsarat vizsgal, kisebb fajsulyu felszindusitd oldattal,
nincs centrifugalassal torténd dusitas), a fentebb leirt kombinalt Glepitéses — felszindusitasos eljarashoz képest.
Emellett altalaban nem lehetséges makroszképosan megvizsgalni a mintat (pl. izek jelenlétére), ha az allat
tulajdonosa mar lezarta a bélsarmintat tartalmazé edényt miel6tt bevitte volna vizsgalatra. A hagyomanyos
maodszerekkel 6sszehasonlitva, a készletet alkalmazé eljarasok dragabbak, és tdébb mianyaghulladékot
termelnek, mert egyszer hasznalatos komponenseket tartalmaznak.

21



22

InPouch™ TF Feline

Az eljarast Tritichomonas foetus macskabélsarbol torténd tenyésztésére és kimutatasara haszndljak. A
bélsarmennyiséget (0,03g, amitihegynyi mennyiség) steril vattatamponnal helyezik a tapfolyadékot tartalmazo,
kereskedelemben kaphaté zacskoba (InPouch™ TF Feline). A zacskét felcimkézik és datummal latjak el, majd
lezarjak és tenyésztésre fliggbleges helyzetbe teszik 37°C-on 24 6rara, majd szobahdmérsékleten, sdtétben
tartjak. A zacskot 24 6ra, 48 6ra utan, majd ezt kévetéen 12 napig minden masodik nap megvizsgaljak
trophozoitak jelenlétére, mikroszkop alatt.

Bar a vizsgalatot specifikusnak tartjak T. foetusra, nem koérokozd ostorosok, igy a Pentatrichomonas is
megjelenhet a tenyészetben, ami molekularis differencialast tehet szilkségessé.

Koproantigén tesztek és egyéb ellenanyagra iranyul6 parazitakimutatasi vizsgalatok

A koproantigén tesztek kvalitativ mdédon mutatjak ki a parazita antigéneket a bélsarban, és leggyakrabban a
gyakorlatban helyszini (ambulans) vizsgalatként alkalmazzak 6ket, de az erre szakosodott laboratériumokban
is, mert ha a megfelelé gazdafaj vizsgalatara hasznaljak, érzékenységiik nagy. A koproantigén-kimutatas
formatuma lehet kdzvetlen immunfluoreszcens assay (DFA) lemezen, ELISA vagy enzim immunoassay
(EIA) — formatumu antigén-kimutatasi teszt 96 vajulatos lemezeken, vagy immunkromatografias “dipstick”
(mertl6palcas) (ICT) vizsgdlat (lasd még a 3. tdblazatban). Mivel ma kutyakon és macskakon torténd
hasznalatra tervezett teszteket lehet kapni, inkabb ezeket érdemes alkalmazni, nem a human bélsarmintak
szamara tervezetteket, az egyre fontosabb minéségbiztositasi okokbdl, féleg a specifitasuk miatt.

Giardia esetében megjegyzendd, hogy a koproantigén kimutatas nem mindig van korrelacidban a betegséggel,
és a teszteredményeket a klinikai tlinetekkel egytittesen kell értelmezni.

3. tablazat: Kereskedelemben kaphaté koproantigén tesztek - paldak (nem teljes lista)

Formatum

Vizsgalat

Kimutatott parazita

Gazdafaj*

Anigen Rapid CPV/CCV/Giardia Ag 2.0 | BioNote, Korea Giardia immunkromatografia | kutya, macska
FASTest® GIARDIA Csik Megacor, Ausztria Giardia immunkromatografia | kutya, macska
FASTest® CRYPTO-GIARDIA Csik Megacor, Ausztria Giardla/ - immunkromatografia | kutya, macska
Cryptosporidium
SNAP® Giardia IDEXX, USA Giardia ELISA kutya, macska
Merifluor® Cryptosporidium/Giardia Meridian Bioscience, UK Giardia/ icriwiwrr?:ﬁnfluoreszces kutya
ryptosp ’ Cryptosporidium i ) Y
imutatas
Giardia,
PetChek™ IP orsoéférgek -
Fecal Dx™** IDEXX, USA Trichuridae ELISA kutya, macska
kamposférgek
_ BVT-Virbac P . -
™ ’
Speed Giardia Franciaorszag Giardia immunkromatografia | kutya, macska
Uranotest® Giardia Uranovet, . Giardia immunkromatografia | kutya, macska
Spanyolorszag
Operon S.A. . . -
® )
WITNESS® GIARDIA Spanyolorszag*™* Giardia immunkromatografia | kutya, macska

* A gyarto utasitasa szerint; egyes vizsgalatok kiterjeszthetéek mas fajokra is az irodalom alapjan.

** A PetChek™ IP gytijt6készletetet allatorvosi praxisok szamara aruljak, a mintakat a gyartéhoz kell bekildeni vizsgalatra.
A Fecal Dx™ ugyanazt a készletet és ugyanazt a gyartét jeloli.

*** Kutyakban torténé hasznalatra javasolt.

*** A Zoetis forgalmazza.



2. SZEROLOGIA

2.1. Altalanos informaciok

A szerologiai tesztek idilt fertézések esetén kedvezdbbek a kdzvetlen kimutatasnal, amikor a szubsztratban
a kis parazitaszamok csodkkentik a sikeraranyt, pl. babesiosisnal vagy neosporosisnal, vagy azokban az
esetekben, amikor a fert6zott szovetbdl nem lehet mintat venni, és a parazita-stadiumok nem kdzvetlentil
férhetéek hozza a testfolyadékokban. Az ilyen szbvetekben él6, a szbvetekben, pl. az agyban vagy a szem
szOveteiben idllt fertézést okozd egysejtliekre példa a Toxoplasma gondii vagy az Encephalitozoon cuniculi.
Kutya leishmanisosis diagnosztizalasakor szerologiai assay-ket hasznalnak a kdzvetlen kimutatas mellett,
hogy a fert6zés megfeleld értékelését és az allat immunstatuszat megerdsitsék, a kezelésre adott reakciot
figyelemmel kdvessék, és a potencialis visszaesést elbre jelezhessék.

Antigén-kimutatas

Hasonléan a koproantigén-tesztekhez, amelyek a bélsarban mutatjak ki az antigént (lasd. 1.2.13.), az
antigének szeroldgiai kimutatasa azt jelenti, hogy a parazitdk részeit (testi antigének), vagy a parazita altal
termelt kils6leg/belsbleg elvalasztott antigéneket kdzvetlentl mutatjak ki a vérben vagy a szérumban. A
DNS-kimutatashoz hasonldan ez kézvetlen bizonyitékot szolgaltat a parazita jelenlétére a véraramban, és igy
afertdzés jelen allapotardl is informaciot ad. A Dirofilaria immitis és az Angiostrongylus vasorum vérparazitak,
amelyek keringé antigénjei szeroldgiailag kimutathatéak (lasd 4. tablazat).
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4. tablazat: Valogatas a kereskedelemben kaphatd, kutyak, macskak és lovak parazitainak vagy vektor kdzvetitette

kérokozdinak kimutatasara szolgalo szeroldgiai tesztekbdl.

(Forras: www.megacor.at; www.laboklin.de; www.idexx.ch; uranovet.com és masok, a teljesség igénye nélkiil)

Antigén kimutatasara iranyul6 tesztek

Laterdlis aramlasos im-

Spanyolorszag

Ehrlichia canis (Ab),
A. platys (Ab)

Anigen Rapid CHW Ag 2.0 BioNote, Korea Dirofilaria immitis . kutya
munkromatografia
DiroCHEK® Zoetis, USA Dirofilaria immitis ELISA kutya
FASTest® HW Antigen Megacor, Ausztria Dirofilaria immitis ELISA kutya
Angio Detect™ Test IDEXX, USA Angiostrongylus vasorum !_ateralls aramlasqg kutya
immunkromatografia
. BVT-Virbac o Lateralis aramlasos
™ 3
Speed Diro Franciaorszg Dirofilaria immitis immunkromatografia kutya
Uranotest® Dirofilaria Uranovet, . Dirofilaria immitis !_aterélis éramlésq; kutya,
Spanyolorszag immunkromatografia macska
P ) o Lateralis aramlasos
®
WITNESS® Dirofilaria Zoetis, USA Dirofilaria immitis immunkromatografia kutya
Ellenanyag kimutatasara szolgalé tesztek
ANAPLASMA-ELISA Kutya Afosa, Németorszag Anaplasma phagocytophilum | ELISA kutya
. . . . . . . Lateralis aramlasos
Anigen Rapid Leishmania Ab BioNote, Korea Leishmania infantum immunkromatografia kutya
BABESIA-ELISA Kutya Afosa, Németorszag Babesia canis ELISA kutya
EHRLICHIA-ELISA Kutya Afosa, Németorszag Ehrlichia canis ELISA kutya
Diagnosteq B&lversny of Liverpool, Anoplocephala perfoliata ELISA horse
. Austin Davis Biologics, . s
EquiSal UK Anoplocephala perfoliata ELISA (nyalbol) horse
LEISHMANIA-IgG ELISA Kutya | Afosa, Németorszag Leishmania infantum ELISA kutya
iﬁt@ (a:OPTES_ELISA 2001 Afosa, Németorszag Sarcoptes scabiei var. canis ELISA kutya
SNAP® Leishmania IDEXX, USA Leishmania infantum ELISA kutya
. BVT-Virbac . . Lateralis aramlasos
™ ’
Speed Leish K Franciaorszag Leishmania infantum immunkromatografia kutya
. Uranovet Ehrlichia canis Lateralis aramlasos
® - ’ s
Uranotest® Ehrlichia-Anaplasma Spanyolorszag Anaplasma platys immunkromatografia kutya
Uranotest® Ehrlichia Uranovet, . Ehrlichia canis !_ateralls aramlasqs_ kutya
Spanyolorszag immunkromatografia
. . Uranovet . L Lateralis aramlasos
® 3
Uranotest® Leishmania Spanyolorszég Leishmania infantum immunkromatografia kutya
Vegyes antigen (Ag)- ellenanyag (Ab) kimutatasi tesztek
Dirofilaria immitis (Ag)
Borrelia burgdorferi (Ab)
Ehrlichia canis (Ab)
® ®
SNAP® 4Dx® Plus IDEXX, USA (E. ewingii, E. chaffeensis) ELISA kutya
Anaplasma phagocytophilum
(Ab), A. platys (Ab)
Dirofilaria immitis (Ag)
Uranotest® Quattro Uranovet, Leishmania infantum (Ab) Immunkromatografia kutya




A parazitak elleni specifikus ellenanyagok egyetlen mintabdl térténd kimutatasa azt jelzi, hogy az allat korabban
talalkozott-e ezzel az antigénnel/parazitaval. Mivel az ellenanyagok késleltetve alakulnak ki, altaldban csak 2-3
héttel az els6dleges fertézés utan mutathatok ki. Az ellenanyagok a kérokozo kilrrtilése utan is perzisztalnak,
szamos esetben akar hénapokig/évekig is, nagy egyedi és kérokozo-specifikus variacidkkal. Fontos azzal
szamolni, hogy a nem egy elézetes fertézésbdl, hanem pl. egy korabbi vakcinazasbal (pl. Leishmania vagy
Babesia ellen) szarmazo ellenanyagok, a nagyon fiatal allatokban pedig materndlis ellenanyagok is jelen
lehetnek. A szeroldgiai tesztek specifitdsat korlatozhatjak a mas szervezetekkel valo keresztreakciok vagy a
nem specifikus reakciok.

A fals eredmények elkerllése érdekében a szeroldgiai vizsgalatok egy bizonyos id6 elteltével ismételhetbek
(altalaban 2-3 héttel késébb), hogy lassuk, az érték valtozott-e. Ha egy allatnal, amely el6z8leg negativ
volt, vagy alacsony értékeket mutatott, ndvekvd vagy pozitiv értéket mutatnak ki, ez aktiv/folyamatban lévé
fertézésként értékelendd; ha az érték csdkkend vagy negativba fordul, a fertézés lezajlott. Vannak azonban
kivételek is e szabaly aldl.

Az ellenanyag-fluktuaciok vizsgélatara vagy kvantitativ ELISA-k, (egység, pont- vagy koncentracio-értékekkel),
vagy félkvantitativ IFA assay-k (titerek) hasznalhatéak. A klinikakon végzett gyorstesztek kvalitativak, és csak
ezek alapjan csak arrdl lehet donteni, hogy az allat szeroldgiailag pozitiv vagy negativ.

Az ellenanyag-kimutatas formai hasonlitanak az antigén-kimutataséihoz, kivéve, hogy a kimutatas szubsztratja
az ellenkez6. Mivel a legtébb formatum specializalt laboratoriumokra korlatozédik, hiszen specifikus
berendezés szlikséges a vizsgalatok kivitelezéséhez, a jelen dokumentumban a médszereket nem ismertetjik
részletesen, és csak a kildnb6zd formatumokat és a gyakorlat szamara elérheté teszteket listaztuk.

Jellemz8en az ellenanyag-kimutatast az idult fert6zést okozd, bélrendszeren kivili paraziték, igy a T.
gondii, E. cuniculi (macskak és kutyak), Neospora caninum (kutyak), Sarcocystis neurona (lovak) valamint
szamos vektor kdzvetitette kdrokozo igy a Leishmania infantum, Babesia canis, Ehrlichia canis, Anaplasma
phagocytophilum, Dirofilaria immitis (macskak), Angiostrongylus vasorum (kutyak), Babesia caballi és Theileria
equi (lovak) statuszanak értékelésére alkalmazzak. Kutyak esetében a metacestoddk elleni ellenanyag
kimutatasa alveolaris echinococcosisnal, specializalt laboratériumokban végezheté.

Ezen kivll a lovak Anoplocephala perfoliata fertézése diagnosztizalhaté a szérumban vagy a nyalban
megjelend ellenanyagok kimutatasaval. Kutyak esetében a Sarcoptes rihatka kdzvetlen kimutatasa szerologiai
ellenanyag-kimutatassal erésithetd meg.

Egyes laboratériumok “Udticsomagokat” ajanlanak kutyak szamadra, amelyek kilonb6z8 vizsgalatokat
kombindlnak (szeroldgia, PCR, antigen-kimutatas, Knott-féle teszt és masok) “egzotikus” koérokozok
csoportjanak a kimutatasara. Azonban tekintetbe kell venni a lappangasi idék és a betegség klinikai tline-tei
megjelenésének killdnbségeit. Egyes esetekben tanacsos lehet az ismételt vizsgalat.

Egyes orszagok nemzeti szabalyozast vezettek be a I6félék piroplasmosisanak vizsgalatara.

Ahogy minden diagnosztikai vizsgalat esetében, a szeroldgiai assay-k érzékenysége és specifitasa valtozé
szintd. Jé klinikai gyakorlat, ha a szeroldgiai tesztekhez mindig tesznek negativ és pozitiv kontrollt is. Szamos
laboratdrium ajanl hattérinformaciot tesztjeik technikai minéségérdl és nyujtanak segédkezet értelmezésiikhéz,
kilonds tekintettel a vakcinacios titerekkel vald interferencidjukra, keresztreaktivitasukra mas, szoros
rokonsagban lévd kérokozokkal és mas, a vizsgalat értelmezésekor figyelembe veendd tényezbkre.

A kinikai kiszereléstdl és a teszttel szembeni kivanalmaktol fliggéen ajanlatos lehet a szeroldgiai teszteket
egyéb, kdzvetlen kimutatasi technikakkal, vagy ha ez nem lehetséges, ellenanyag-kimutatasra iranyuld, mas
kbzvetett tesztrendszerrel kombindlni. A Western blot technikat gyakran hasznaljak referenciaként human
fert6zések esetén, de koltsége és az idébeli korlatok miatt az allatorvosi diagnosztikdban hasznalata altalaban
a kutatasra szoritkozik, néhany kivétellel.
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Ahol ez megoldhato, a heveny és félheveny fert6zések soran termelédé immunglobulinok (IgM) elkiilénithetéek
az idllt fert6zések soran leggyakoribbaktol (IgG).

Kutya leishmaniosis esetében a kezelés sikerességének értékelésére a szeroldgia nem biztos, hogy elegendd,
az ellenanyagok a klinikai gyogyulast kvetéen még honapokig, évekig jelen lehetnek, mert a parazitatol teljesen
nem lehet megszabadulni. Ezért tovabbi laboratériumi vizsgalatokkal ajanlatos a paciens immunoldgiai és
egészseéglgyi helyzetét értékelni. A kvantitativ PCR lehet6vé teszi a parazitaterhelés értékelését az egymassal
Osszevethetd szbvetekben, ami hasznos lehet a kutya leishmaniosis kezelése soran a kdvetésre, de ez a
megkozelités alapos vizsgalatot igényel.

2.2. Az ellenanyag-kimutatas kvantitativ modszerei

2.2.1. Indirekt fluoreszcens ellenanyag-teszt (IFAT)

Az indirekt fluoreszcens ellenanyag teszt az antigénekhez (azaz inaktivalt teljes parazitakhoz) kotédéd
specifikus ellenanyagok kimutatasan alapul, amelyeket Gveg targylemezeken rdgzitenek és ezt kévetben egy
masodik ellenanyaggal kimutatjak 6ket. Ez az ellenanyag az els6dleges (szérum) ellenanyag nem variabilis
régiojahoz kotédik, amely kovalens kotéssel kapcsolddik egy fluoroforhoz. Fluoreszcens fénymikroszkopiaval
a megkotott ellenanyag fluoroforja a megfeleld hullamhosszon kimutathatdé. Ha megfelelen kivitelezik, a
technika rendkivil pontos, de id6igényes, és gyakorlast és szakértelmet igényel. Ennek ellenére kisallatok
esetében még most is széles kdrben alkalmazzak, mert kevésbé hajlamos nemspecifikus reakcidkra. Az
IFAT hatranya az, hogy nem minden antigen hozzaférhetésége azonos az ellenanyagok szamara, tehat mas
vizsgalatokhoz képest az érzékenység kicsi lehet. Mivel az eredményeket titerben fejezik ki, félkvantitativ
eredményt adnak, amely a kdvetd vizsgalatok soran hasznos lehet.

2.2.2. Enzimkapcsolt immunszorbens assay (ELISA)

Az enzimkapcsolt immunszorbens assay (ELISA) azokat a specifikus antigéneket vagy ellenanyagokat
mutatja ki, amelyek egy feldolgozott antigénhez (pl. nativ antigének teljes lizatumahoz, vagy rekombinans
antigénekhez) vagy ellenanyaghoz koétédtek, egy mUlanyag fellletre abszorbedlva (indirekt ELISA). A
masodlagos ellenanyag, ebben az esetben enzimmel jeldlt, ez a kromofor szubsztrat szinvaltozasat idézi eld,
amely mérhetd és kvantifikalhatd az optikai stirliség mérésével. Ennél bonyolultabb forma a szendvics ELISA,
amelynél az antigén nem koétédik kdzvetlenil a mianyag felllethez, viszont ellenanyagokat alkalmaz ehhez
a felllethez kapcsolva, hogy azok “elkapjak” a specifikus antigéneket. Ezt a modszert akkor alkalmazzak,
amikor az antigén-keverékek szilard fazishoz t6rténd kdzvetlen kdtése a teszt specifitasanak csokkenését
eredményezi. Mas ELISA-formatumok is Iéteznek.

Az ELISA egy sokkal szabvanyosabb vizsgdlati formatum, mert 96 vajulatos lemezeken végzik, és
gyakran kontrollt is alkalmaznak, tehat nem szilkséges a vizsgalat kivitelezéséhez korokozod specifikus
szakértelem. A teszteredményeket altalaban abszorbancia-értékben, tesztpontszamban, ellenanyag egység-
koncentraciéban fejezik ki, és legtdbbszor a diagnosztikai anyagnak csak egy higitasat hasznaljak a specifikus
ellenanyag kimutatasara, és a kisebb higitasokat antigén-kimutatasra. Ezért a reakcié intenzitasa nincs mindig
korrelacioban a jelen l1évé ellenanyagok szintjével (erés pozitiv reakcid esetén lehetséges, hogy a rendszer
telitett).

Mivel a kilénb6z6é ELISA-formatumok jobban szabvanyositottak, mint az IFAT-ok, és az optikai leolvasas
kevésbé szubjektiv, mint a mikroszképia, az ellenenanyag-titerek idébeli valtozasanak kimutatasara az
ELISA-k kedvezébbek, mint az IFAT.

Egyes esetekben a vértdl eltérd szubsztratok vizsgalhatok, példaul Anoplocephala perfoliata esetében a
I6nyal a szubsztrat (EquiSal®).



2.3. Kvalitativ modszerek

2.3.1. Gyorsteszt-rendszerek

Enzim alapu gyorstesztek (enzimhez kovalens kétéssel kotétt ellenanyagokat hasznalnak, és tartalmaznak egy
lemosasi lépést is), vagy az immunkromatografias tesztek (kolloid aranyhoz kotétt ellenanyagokat hasznalnak
és nincs lemosasi Iépés) allnak rendelkezésre a killdonbdz8 fertézd betegségek gyors helyszini diagnézisahoz.
Ezeket erre szakosodott cégek allitjiak el6, amelyek tesztjeik minéségbiztositasaért is felelnek, és minden
anyagot biztositanak, beleértve a tesztekhez tartozé pozitiv és negativ kontrollokat. A tesztek konnytlek és
gyorsan kivitelezhet6ek, nem igényelnek specifikus képzést. Azonban nem hasznalhatéak mas esetekben és
mas célallat-fajokon, mint amelyeket a teszt dokumentumai specifikalnak. Az ellenanyagok vagy antigének
becslilt szintje altalaban nem elég pontos a titeremelkedés vagy —cs6kkenés meghatarozasahoz.

3. BORVIZSGALAT

3.1. Altalanos informaciok

Ez a fejezet a kutyak, macskak, lovak és kistestli hazikedvenc eml6sok bdrén, jelenlétik kdvetkeztében
kozvetlenll betegséget okozd kilsé parazitak azonositasardl szol.

A bolhak, tetvek, atkak és kullancsok mind parazitdas megbetegedést okoznak, vagy kozvetlen hatasukkal,
és/vagy korokozok atvitele révén.

A kisebb kils¢ él6skdddk, példaul atkak okozta bérfertézés diagnosztizalasa és az izolalt mintak
differencidlasa altalaban a parazita egy vagy tdbb életstadiumanak mikroszképos azonositasat igényli. A
diagnozis sikeressége a megfelelé6 mintavételtdl, és a szikséges feldolgozast kdvetéen a fénymikroszkop
alatti vizsgalattol fiigg, ez utébbi lehetbleg lestillyesztett kondenzorral és csdkkentett erésségi fényforrassal
végzendd.

A kovetkezd fejezet a kilsé él6skddbk izolalasara alkalmazott leggyakrabban hasznalt médszereket irja le.

3.2. Bolhafésii alkalmazasa

A “bolhafési” egy finom fogazatu fési, amellyel az allat bundajardl gyUjtik 6ssze a tormeléket.

Er8sen mozgd bolhak felt(ind jelenlétének hianyaban a bolhalrilék mutathato ki az allat megféstilésével, és
az 6sszegyUjtott anyag nedves, fehér papirra, anyagra vagy pamutvattara helyezésével: a bolhairiilék fekete
foltjait emésztetlen vérbdl allé vords gylrl veszi kordl.

3. abra: A vért tartalmazo bolhaiiriilék viz hozzaadasaval

2. abra: Bolhafésii alkalmazasa azonosithato.
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A féslilés hasznos lehet a Cheyletiella és tetlifertézés diagnosztizalasara is. Az dsszegylilt tdrmeléket Petri-
csészébe lehet helyezni, és sztereomikroszkdppal vizsgalni: az atkak a tormelékben jarkalva lathatoak (“sétaléd
korpa”). A tetvek vagy Cheyletiella atkak azonositasanak masik médja az, ha a fés(irél ragasztdszalaggal
gyljtik 6ssze a korpat (lasd 1.2.12). A nativ mikroszkdpos vizsgalat lehetévé teszi e parazitak vagy petéik
azonositasat.

3.3. Bérkaparékok

A Dbérkaparékok lehetévé teszik az epidermisz elsd rétegei (fellletes) vagy az Osszes rétege (mély)
megmintazasat a bér fellletén marado, vagy a mélyebb struktiurakban, pl. szdértliisz6kben rejtézkodd kiilsé
él6skoddk (ektoparazitak) kimutatasa érdekében. A mintavételt a bérelvaltozas hatarardl, vagy a kilsé
él6skodd kedvelt helyeirdl kell végezni.

A kaparékvételt szikepengével vagy kapardkanallal végzik. A szikepengét és a bért asvanyolajjal kell bekenni,
hogy a térmelék és a parazitak a pengére tapadhassanak. Ha szdrt kell vagni, csak ollé hasznalhato, és
lehetdleg olyan helyrdl kell a bérkaparékot venni, amelyet az erés vakarddzas nem karositott.

A mintat széles szaju, atlatszo, j6l zarhaté mianyagcsdbe kell helyezni.

Elész6r a béranyag és a mlanyag taroléedény falai sztereomikroszkdppal vagy nagyitdiveggel vizsgalhatéak,
mert az atkak és egyéb izeltlabuak szeretnek kivandorolni a béranyagbdl. Az 6sszegyUjtétt anyag ezutan
targylemezre vihetd kenetnek, fedSlemezzel lefedhetd és 40-100x-os nagyitassal vizsgélhatd. Asvanyolajat
(vagy egy csepp glicerint) szintén kell a lemezre tenni.

Idedlis koérilmények kozott mind a feliiletes, mind a mély bérkaparékot a test aranylag nagy részérdl, a
gyanus terlletek hatarairdl kell levenni.

Kutyak és macskak esetében ajanlatos bdrkaparékot venni rihatka-fertézés (pl. Sarcoptes scabieli,
Notoedres cati), demodicosis (Demodex spp.), cheyletiellosis (Cheyletiella spp.) vagy barsonyatka-fertézés
(Trombicula autumnalis |arvak) diagnosztizalasa céljabdl. Elsésorban:

Gyanitott Demodex canis fert6zés esetén érdemes trichogrammal kezdeni (lasd. 3.5.): ha a Demodex
atkak jelen vannak és a sz6ron fliggenek, sziikségtelen a bérkaparék vétele.

Kutyak esetében S. scabiei-nél mély bérkaparékot kell venni a kdnydkokrdl, ful peremérdl és a térdhajlat
oldalsé részérél. Beszamolok szerint a Sarcoptes-riihdsség esetén kutyaknal a bérkaparékok 50%-a
negativ; ezért, az érzékenység javitasa érdekében t6bb mintat (6 — 10) érdemes venni az allat kilénbdz6
valészinGsithetd pontjairél. Masik megoldas, hogy egyes laboratériumok ELISA-kat javasolnak a S. scabiei
elleni ellenanyagok kimutatasara, a diagndzis elésegitésére (lasd. 4. tablazat).

Macskak Demodex gatoi-ja esetében ugyanaz a technika alkalmazhatd, mint a kutyak S. scabiei-re t6rténd
bérkaparék-vételénél.

Cheyiletiella atka kimutatasara a hat és a fll “zsebe” kaparhaté meg; azonban itt az ajanlott médszer a
ragasztdszalag-technika (lasd 3.4.).

A bérkaparékok kimutatjadk a bdérben tanyazé belsé él6skddbket (endoparazitéakat), igy a Pelodera,
Uncinaria, Ancylostoma fonalférgek larvait, vagy a Leishmania promastigota stadiumait. Alkalmanként
Dirofilaria mikrofilariak is talalhatdak. Tovabbi biomolekularis differencidlas végezhetd a faj megerdsitésére.

A bérkaparékvétel alkalmazhaté a kistestii hazikedvenc emlés6kon el6forduld atkak kimutatasara is.

Mély bérkaparékok vétele ajanlott a szértlisz8ben mélyen él6, follicularis Demodex atkak kimutatasara.
Az ilyen Demodex atkak kimutatasara az alopecias terileteket kell megkaparni egy asvanyi olajjal fedett
szikepengével vagy kaparokanallal a sz8rndvekedés iranyaban, amig a kapillaris vérzés meg nem jelenik. A
kaparékvétel alatt a bért 6ssze kell nyomni, hogy serkentsék a Demodex atkak kiprésel6dését a sz8rtlisz6kbal.



A kllldnboz6 életstadiumok szamanak és vitalitasanak értékelése hasznos a kezelésre adott reakcié becslése
szempontjabol. Mig gyakran arrél szamolnak be, hogy egészséges kutyak kis szamban tartalmaznak
Demodexet, a klinikailag érintett allatok esetében az atkaterhelés altalaban nagy, és ez utdbbi esetekben a
kozvetlen diagndzis érzékenysége j6. Azonban arrdl is beszamoltak, hogy a mély bérkaparékok fals negativ
eredményt adhatnak Demodexre, f6leg a nehezen megkaparhato terlileteken (szem, ujj kdzotti terlletek),
és egyes fajtak esetében (Bobtail, skét terrier, shar-pei). Ezekben az esetekben a trichogram (lasd 3.5.)
hasznosabb lehet a megfelel6 mennyiségli diagnosztikai anyag kinyerésére. Nemrégen kimutattak, hogy a
ragasztészalag-modszer adaptalasanak jobb a diagnosztikai sikeraranya Demodex esetében, mint a mély
bérkaparéknak; ez az eljaras emellett kevésbé fajdalmas is a kutyak és macskak szamara.

Léféléekben mély bérkaparékok hasznalhatok a Demodex és a fonalférgek stadiumok (Pelodera, Strongyloides
és Habronema) kimutatasara.

Feliiletes bérkaparékok

Kutyakban a felliletesebben €16, rovid testli Demodex atkak kimutatasara felliletes bérkaparékvételt lehet
alkalmazni a ragasztdszalagos mintavétel (lasd 3.4.) és a trichogram (3.5.) helyett.

Lofélékben felliletes bérkaparékvétel alkalmazhatd a Chorioptes, Psoroptes, Sarcoptes atkak, Trombicula
larvak és a takarmanyon szabadon él§ atkak (Pediculoides ventricosus, Pyemotes tritici, Acarus farinae)
azonositasara.

A fellletes bérkaparékok (és a ragasztdszalag-modszer) a tetvek kimutatasara is alkalmas.

Bérminta feldolgozasa kaliumhidroxid-oldattal (KOH) vagy laktofenolial

A kaparékminta feldolgozhato ugy, hogy legalabb 2-3 érara, de altalaban egy éjszakara 10%-os KOH oldatot
vagy laktofenolt adnak hozza, szobahdmérsékleten. Masik megoldas szerinta KOH megfelel§ edényben térténd
felmelegitése lerdviditi az eljarast. A KOH oldat és a laktofenol lemaceradlja a keratint a b&rrdl, és érintetlentl
hagyja az izletlabuak kitines kuils6 vazat. A szuszpenzio vizsgalhatd Petri-csészében sztereomikroszkép alatt,
vagy Uveg targylemezen mikroszkdp alatt (40 — 100x-o0s nagyitassal). A pontos azonositashoz az izeltlabuakat
targylemezre kell helyezni és differencialni. Az azonositandé potencialis izeltldbuak: rago- és vérszivotetvek,
atkak (Cheyletiella, Trombicula, Demodex, Sarcoptes, Notoedres).

3.4. Ragasztészalagos modszer

A koézvetlen lenyomatvételi technika (ezért hivjak acetatszalagos lenyomati modszernek is) atlatszo
ragasztdszalagot hasznal (kb. 1 cm széleset és 4 cm hosszut) a térmelék 0sszegy(ijtésére a bér és a szértakard
fellletérdl, ahogy az az 1.2.12.-ben szerepel. A szalag ragasztds felét tobbszdér ranyomjak a bérre. Ezutan
(szintén a ragasztos felével lefelé) egy targylemezre nyomjak. A szalag fedélemezként mikodik (nagyitas: 40
—100x)

Altalaban a bér kiilénbdzé teriileteirdl tdbb mintat vesznek le. A technika kiildnésen hasznos Cheyletiella
atkak és rovid testli Demodex atkak azonositasara, mert egy nagyobb fellilet( teriiletrél lehet nagyon gyorsan
mintat venni.

Loféléekben az acetatszalagos lenyomati technika a Chorioptes equi, Dermanyssus gallinae és tetvek
kimutatasara hasznalhaté. A szdértiisz8kben él6 Demodex esetében mély bérkaparék vétele helyett a szalagot
egy kivalasztott 1ézidra lehet helyezni. A bért ezutan 6ssze kell nyomni az acetatszalag alatt, és utana a
szalagot Uveg targylemezre ragasztani.
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3.5. Trichogram

A trichogram a kitépett sz6r mikroszkdpos vizsgalata. A pozitiv kihtizott sz6rok helyettesithetik a bérkaparék-
vételt azokon a helyeken, amelyeket nehéz megkaparni, igy a szemhéjakon, a szem korlli teriileteken, a
pofan vagy a labvégeken, vagy akkor, ha a [éziok nagyon fajdalmasak. Csipesz segitségével lehet a sz8rdket
a szérndvekedés iranyaban erételjesen kihlzni. Ha lehetséges, a bért 6ssze kell nyomni a mintavétel el6tt és
alatt. Legalabb 40 (idalis kortilmények kdzott 50 — 100) szérszalat asvanyolajjal egy targylemezre kell helyezni,
fed6lemezzel lefedni és kis nagyitassal kiértékelni. Ha Demodex fertézés gyanuja all fenn, érdemes a vizsgalat
érzékenysége miatt trichogrammal kezdeni: ha a Demodex atkak jelen vannak és a sz8érszalakon fliggenek, a
tovabbiakban a bérkaparék-vétel nem szilkséges.

3.6. Atkak kimutatasa a flilzsirbadl

Kutyak és macskak fllzsirjanak megmintazasa gyakran kivalé eredményt ad az Otodectes cynotis altal
érintett allatok esetében. A fllatkak gyakran otoszkdpos vizsgdlattal is megfigyelhetbek, és jellemzé a nagy
mennyiség(i, sotétbarna hattér, a térmelék. A térmelék vagy vattatamponnal gy(jthetd Ossze (ha zsiros),
vagy kaparokanallal (ha megszaradt és porkds), és szikepengével torténd feldarabolas és asvanyolajjal vald
Osszekeverés utan mikroszkop alatt vizsgalhato.

Ugyanez a modszer alkalmazhato nyulfllre, a Psoroptes cuniculi kimutatasara, bar egy ilyen fertézés esetén

a keletkezett térmelék vizsgalatahoz lehetséges, hogy kaliumhidroxidos (KOH) emésztésre vagy laktofenolos
kezelésre lesz szilkség az atkak kiszabaditasahoz.

3.7. Biomolekularis technolégiak

Ugyanugy, mint belsd él6skdddk esetében, azokban az esetekben, ahol az izeltldbu alaktana nem teszilehetévé
az azonositast, DNS-alapu technikak alkalmazhatdak (lasd 4.5.) Ehhez az eljarashoz az élé izeltlabuakat 70%-
os alkoholban lehet tartésitani, vagy lefagyasztani.

4. EGYEB

4.1. Vérkenetek

4.1.1. Altalanos informaciék

Véralvadasgatlét tartalmazé csébe levett vérmintakbdl készilt frissen készllt kenetek hasznalhatéak szamos
parazitas fert6zés diagnosztizalasara. Jollehet a parazitak ritkan vannak jelen a vérben, féleg a betegség idiilt
formajaban, a vérkenet kdnnyd volta és gyorsasaga gyors és olcsé diagnosztikai megkdzelitést tesz lehetbvé.

Sziikséges anyagok:
0 két targylemez, alkohollal letdrélve
W véralvadasgatlot tartalmazo vérminta



Eljaras:
1. Cseppentsen egy nagyon kis csepp vért egy targylemez egyik végéhez.

2. Helyezze ra egy masik targylemez végét az elsére ugy, hogy a targylemez révidebbik oldala kézvetlentl a
vércsepp alatt legyen.

Tartsa a masodik targylemezt 30°-os szdgben.

Tolja a masodik targylemezt Ugy, hogy az éle alig érintse a vércseppet; kapillarishatas révén egy vékony
vércsik fog végigterjedni a targylemez élén.

5. Gyorsan tolja a kenetet készitd lemezt végig a mintat tartalmazo lemez teljes hosszaban egy folyamatos
mozdulattal (a kenetnek egy “hullamos véggel” kell végzd&dnie).

6. Szaritsa meg levegdn és fesse meg (Diff Quick).

A levegdn megszaritott targylemezeket metanolban fixaljadk 5 — 10 percig, azutan Giemsa, Diff-Quick,
Hemocolor vagy egyéb, a kereskedelemben kaphatd, eléregyartott oldattal festik meg, hogy az egyseijtl
tulajdonsagai felismerhetéek legyenek. Megjegyzendd, hogy a rosszult tarolt festékbdl eredd mitermékek
fals pozitiv eredményekhez vezethetnek.

4.1.2. A vérkenetekben kimutathato korokozok

Piroplasmafélék

Az egysejtl a vorosvértestekben helyezédik. A flilkagyldbdl vagy a farok végébdl vett periférias kapillaris vér,
vagy egy buffy coat készitmény (lasd 4.2.) nagyobb mennyiségl parazitat tartalmazo sejtet eredményezhet,
és a heveny betegség gyorsabb diagnosztizalasat teszi lehetévé mar a beteg allat elsé vizsgalatakor. Idllt
esetekben a parazitémia dltaldban gyenge. A voérdsvértesteken beliil [évd merozoitak mérete alapjan - nagy
(>3 um) és kicsi (<3 ym) — a Babesia és a Theileria fajok elkllonithetéek (lasd 5. tablazat), de molekularis
vizsgalat szlikséges a hiteles differencialashoz, mert a nagy Babesia atipusos, kis formakban is jelen
lehet. A klonb6z8 Babesia fajok altalaban alaktani alapon elkildnithet6ek egymastél a merozoitak szama,
az altaluk bezart sz6g és a vordsvértestben elfoglalt helyzetiik alapjan (lasd az 5. tablazatot). Az eset
kortorténete (az endémias terileten t61tott id8, kullancsfertézés), a klinikai tlinetek és egyéb diagnosztikai
eljarasok, példaul a szeroldgiai athangolddas és a DNS kimutatdsa (lasd 4.5.) alatdamaszthatja a diagnozist.

Egyes orszagok nemzeti szabalyozast irnak elé a lovak importjara és a lovak piroplasmosisanak vizsgalatara.

5. tablazat: Kutyak, macskak és lovak piroplasma-féleségeinek alaktani azonositasahoz sziikséges diagnosztikai jellemzdk.

A korokozoképesség, vektorok és az el6forduldsi gyakorisag részleteiért lasd az ESCCAP 5. Iranyelvét:
A kutyak és macskak vektor kézvetitette betegségei elleni védekezés.

Piroplasma-félék kutyakban

Méret (merozoitakeé) Helyez6dés a Sz6g/egyéb
vorosvértestben
Babesia canis nagy kozépen heveny
B. vogeli nagy kozépen heveny
B. rossi nagy kozépen heveny
B. gibsoni és gibsoni-szer kicsi kozépen -
B. conradae kicsi kozépen -
B. vulpes* kicsi kozépen -

Piroplasma-félék macskakban

B. felis kicsi kozépen Maltai kereszt
Babesia spp. nagy kozépen -
Cytauxzoon spp. kicsi valtozo pélca- vagy vessz6alaku

Piroplasma-félék lovakban

B. caballi nagy kdzépen heveny

Theileria equi kicsi valtozé pleomorf (1-4-merozoita, kozte
maltai kereszt)

* A Babesia vulpes-hez tartozik a kordbban hasznalt Theileria/Babesia annae és a Babesia microti-szer(.
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Hepatozoon spp.

A Hepatozoon spp. vektor kdzvetitette (fert6zott kullancsok szajon at torténd felvételével) egysejtd agensek.
Eurépa meleg éghaijlatu teriiletein a Hepatozoon canis a kutyak k6zénséges parazitaja, mig a Hepatozoon
americanum az USA-ban fordul el kutydkban. A Hepatozoon felis és H. silvestris ritka macskaéléskdddk.
Ritkan a H. canis is megtalalhaté macskakban. A gamontak f6leg a neutrophyl granulocytakban talalhatok,
a vérkenetben jellegzetes, téglaalaku szerkezetként tlinnek fel.

A Dirofilaria és egyéb filarioida fonalférgek larvai (mikrofilariai)

A kérokozd (D. immitis, D. repens) és nem koérokozo filarioida fonalférgek mikrofilariai megtalalhatéak a
vérkenetekben, ezért differencialni kell 8ket (lasd. 4.4.).

Rickettsiak (Anaplasmataceae)

Az Ehrlichia spp. vektor kdzvetitette, Gram-negativ, obligat intracellularis baktériumok. Eurépaban az Ehrlichia
canis a kutyak monocytas ehrlichiézisanak (CME) kérokozéja. Ez a kérokozo f6leg monocytakat fertéz meg,
ahol a jellegzetes, de ritkan megfigyelheté mikrokoldéniak (morulak) fejlédnek. A Candidatus Neoehrlichia
mikurensis a kutyak neoehrlichiosisanak kérokozéja. Tovabbi Ehrlichia spp. (E. chaffeensis, E. ewingii)
endémiasak a tropusi és dél-amerikai terlleteken és ritkan azonositjak 6ket Eurépaban. Az Ehrlichia canist
vagy kozeli rokon fajat leirtak macskaban, de ennek allategészségtigyi jelentésége nincsen.

Az Anaplasma spp. vektor kdzvetitette, Gram-negativ obligat intracellularis baktériumok. Eurépaban az A.
platyst irtak le hazi kutyakban és az A. phagocytophilumot kutyakban, macskakban, lovakban és masokban.
A vérlemezkéket (A. platys), vagy elsésorban a neutrophyl granulocytakat (A. phagocytophilum) fertézik meg,
és jellegzetes mikrokoldnidkat (morulakat) képeznek, amelyek a heveny szakaszban fénymikroszkop alatt
megfigyelhetbek.

A Mycoplasma spp. (mas néven Haemobartonella spp.) kicsi, Gram-negativ baktériumok, amelyek a
vorosveértestek fellletéhez csatlakoznak, igy a Mycoplasma haemocanis, illetve a M. haemofelis kutyakban,
illetve macskakban. Tovabbi nem koérokozo fajokat is leirtak, f6leg macskakban: a Candidatus Mycoplasma
haemominutumot és a Candidatus Mycoplasma turicensist, de kutyaban is irtak le: a Candidatus Mycoplasma
haematoparvumot. A DNS-azonositasi eljarasok segitik a kimutatast és lehetévé teszik a differencialast.

4.2. Buffy coat médszer

Ehhez az eljarashoz egy mikrohematokrit csovet feltdltenek EDTA-s vérrel, egyik végén lezarjak és egy
hematokrit centrifugaban centrifugaljak 5 percig. A trypanosomak és a mikrofilariak a buffy coat (“hatar réteg”)
és a plazma kozo6tti zonaban halmozodnak fel. A fehérvérsejtek az Anaplasma phagocytophilum, Ehrlichia spp.
vagy Hepatozoon spp. korll koncentralodnak. Mivel a Babesia spp. inkabb retikulocytakat fertéz, mint érett
vOrosvértesteket, kimutatasuk a buffy coat-bdl érzékenyebb, mint teljes vérbdl. A mikroszképos vizsgalathoz
a hematokritcsdvet a buffy coat magassagaban megkarcoljak egy kis Gvegvagoval és eltdrik, hogy a buffy
coat réteget és a plazmat targylemezre tudjak tenni. Hozzaadnak egy csepp fizioldgias séoldatot, vagy festett
kenetet készitenek, hogy a parazitakat lathatéva tegyék.

4.3. Vékonyti-aspiratumok

4.3.1. Altalanos informaciék

Egyes egysejtliek és vektor kozvetitette korokozok obligat intracellularis lakoi a lymphocytaknak/
monocytaknak/ macrophagoknak. igy ahematopoietikus szévetek (pl. nyirokcsomok, csontveld, [ép) aspiralasa
fontos lehet kenetekben torténd alaktani azonositasukhoz és/vagy biomolekularis elemzés céljara térténd
anyaggyujtéshez. A belsd szervekbdl, pl. majbol térténd vékonytl-aspiracio is hasznalhaté az Echinococcus
spp. (alveolaris és cisztas echinococcosis) metacestodaival kialakult fert6zés diagndzisara. Ha erre a célra a
Iépet hasznaljak, az aspiraciot negativ nyomas nélkil kell végezni a vérzés elkerlilése érdekében.



Sziikséges anyagok:
B 15 ml-es fecskendd
| 22-20¢g-std

B Uveg targylemezek

Eljaras:
1. Vezesse be a t(t a szévetbe és képezzen negativ nyomast a fecskendében a dugattyud 5-10 ml-rel térténé
visszahuzasaval.

2. Tartsa fenn a negativ nyomast, szamos iranyba iranyitsa a ttt anélkll, hogy a hegyét kihuizna a szovetbdl.

Engedie fel a fecskendd dugattyujat és huzza ki a t(t a szévetbdl (ne hlzza ki a t(it a szévetbdl anélkdl,
hogy a dugattyut elengedné, mert killdnben az dsszes 6sszegyljtott anyag beszivodik a fecskendébe).

4. Vegye le a fecskendét a tirdl és szivja tele levegbvel.

Ujra tegye ra a fecskendét a tiire és haszndlja a levegét arra, hogy a mintét egy vagy tobb targylemezre
kinyomija a ttibdl.

6. Készitsen kenetet, szaritsa és fesse meg, ahogy a vérkenet esetében (lasd 4.1.).

4.3.2. Vékonytli-aspiratummal kimutathaté korokozoék

Leishmania infantum

A nyirokcsomoé-aspiratumok, féleg lymphadenopathias allatok esetében a legmegfelel6bbek, mig a csontvel§-
és Iép-mintavétel invazivabb, de megokolt lehet fert6zott, de klinikailag egészséges kutyak esetében.

Amastigotak a jellegzetes “T” alaku maggal/kinetoplast-strukturaval lathatéak a monocytak/macrophagok
citoplazmajaban, és a kenetben szabadon is el6fordulnak.

Amikor santitas is van, az amastigotak az izlleti folyadékbdl vett vékonyti-aspiratumban is lathatoak.

A bdrléziokbdl vett vékonytl-aspiratum is megfeleld mdédja a Leishmania amastigota-fertézés citologiai
kimutatasara macrophagokban.

Ehrlichia canis
A mikroszkopos kimutatas érzékenysége jobb lehet a nyirokcsomokbol, csontvel8bdl vagy lépbdl vett

vékonytl-aspiratumokban vagy a buffy coat preparatumokban a vérkenethez képest, de jelenleg a diagndzis
ajanlott médja a PCR-rel torténé DNS-kimutatas.

4.4. Mikrofilariak kimutatasa és azonositasa

4.4.1. Altalanos informaciék

A tarsallatok filarioida fonalférgek okozta fert6zottségének diagnosztizalasa térténhet a keringd mikrofilariak
izolalasaval és alaktani azonositasaval. A vérmintak dusitast kdvetéen Knott-féle teszttel vizsgalhatéak, vagy
szliréses modszerrel (kereskedelmi vizsgalokészet: Difil-Test®). A nedves vérkenetek nem teszik lehetévé a
faji szint( azonositast és igen gyenge az érzékenységuk.

Fontos kiemelni, hogy a keringé mikrofilariak szama nincs szlikségszerlien korrelacioban a kifejlett féreg-
terheléssel, igy az er6sen mikrofilarids kutyakban lehetséges, hogy csak kevés kifejlett féreg van. Ezen kivdl
a vérvétel idépontja is befolyasolhatja a mikrofilariak kimutatasanak érzékenységét: Mind D. repens, mind D.
immitis esetében leirtak, hogy az éjszakai érakban erésebb a microfilaraemia.
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A mikrofilariak morfometridas mérésekkel elkilonithetéek savas foszfataz festéssel vagy, féleg a kétes
esetekben, biomolekularis médszerekkel, amelyek lehetévé teszik a faji szintl azonositast a teljes vérbdl
tortén6 DNS-izolalassal és a mikrofilariak centrifugalassal torténd dusitasaval. A keringé mikrofilariak alaktani
azonositdsanak vannak bizonyos korlatai. Ezek kozé tartozik a kilénbdzé fixalasi technikak larvaméretre
gyakorolt hatasa, a rossz savallé festési technika egy mintaban Iévé larva aliquot esetén, és kllonb6z6
fajtaju, aranytalan szamu larvak okozta tarsfert6zések esetén. A fajtaspecifikus (valds idejl) PCR a fajtak
elkllonitésére valasztandé modszer.

Végll, jollehet a szivféreg-fert6zés (D. immitis) megbizhatdan diagnosztizalhato szeroldgiaval, mindig ajanlatos
keringd mikrofilariakra is vizsgalni.

Amicrofilaraemias vagy antigen-kimutatassal negativ, de a dirofilariosisnak megfelel6 klinikai képet produkald
macskakban az ellenanyag-kimutatas a fertézés bebizonyitasanak egy alternativ médszere.

4.4.2. A Knott-féle teszt

Ez a médszer centrifugalassal bekoncentral minden mikrofilariat, ami 1 ml EDTA-s vérben jelen van. Ezeket
aztan metilénkékkel megfestik.

Lényegében 1 ml EDTA-s vért 9 ml 2%-os formalinnal higita-nak, és az oldatot percekig keverik. Ezutan 390
x g-n 5 percig centrifugaljak. A fellluszét eltavolitjak és egy csepp 1%-0s metilénkéket adnak az Uledékhez
a morfometrias elemzéshez, vagy a savas foszfataz aktivitasat vizsgaljak, jollenet a mikrofilaria azonositas
altalanos mddszere jelenleg biomolekularis (lasd 4.4.1.) A targylemezeket 40x-es nagyitassal nézik larvak
jelenlétére, és 100x-os nagyitassal az alaktani sajatsagokra. A maximalis érzékenység érdekében a teljes
Uledéket vizsgalni kell.

4.4.3. Modositott Knott-féle teszt

A masik lehet8ség, hogy az él6 mikrofilariak gyorsabban kimutathatéak mozgasuk alapjan, amikor a modositott
Knott-féle tesztet haszndljak. Ehhez négy csepp 2%-0s szaponin oldatot és 5 ml desztillalt vizet adnak az 1
ml EDTA-s vérhez, hogy a vordsvértesteket roncsoljak. A szuszpenzié mikroszkop alatt vizsgélhatd, ahogy
az fentebb szerepel. Az él6 larvak mozognak és mikroszképosan kénnyen kimutathatdak (40x-es nagyitas).

4.4.4. Sziiréses modszer (Difil-Test®)

Ez a kereskedelemben kaphaté kit az 1 ml EDTA-s vérben taldlhaté mikrofilaridkat egy olyan sziirére
koncentralja be, amelynek terilete korllbeliil akkora, mint egy fed6lemez. Ezzel a technikaval a mikrofilariak
sziluettje inkabb egyenes mint dsszetekeredett vagy hullamos.

A kit tartalmaz lizalo oldatot, festéket, sz(ir6ket és egy kazettat. Lényegében az eljaras a kdvetkezd:

A sz(rét a szlir6kazetta aljara kell helyezni, és a kazettat dssze kell allitani.

1 mlvértadnak a9 mllizalé oldathoz egy nagy fecskendében, és elkeverik. A hemolizalt vért keresztlilpréselik
a szlir6kazetta szajadékara helyezett sz(rén.

A szUrét ledblitik olymodon, hogy a szlir6kazetta szajadékan azonos mennyiségul vizet nyomnak at.
A szlrbkazettat kinyitjak, a sz(r6t kiveszik, és mikroszkop targylemezre helyezik.

A kithez mellékelt festékbdl egy cseppet a szlrére tesznek.

A festék eloszlatasa érdekében fed6lemezt tesznek a szlrére és a targylemez leolvasasra kész.



4.4.5. Savas foszfataz festés

Szamos kilénbdzé tulajdonsag van, amely a D. immitis és a D. repens (és a nem korokozo filarioida
nematodak) mikrofilariainak elkilonitésére alkalmas. Ez kildndsen fontos azokon a terileteken, ahol
mind a D. immitis, mind a D. repens jelen van (Lasd ESCCAP 5. Iranyelv: A kutyak és macskak vektor
kdzvetitette betegségei elleni védekezés).

A kllénb6z4 filarioida nematodak mikrofilariai foszfataz-festédési mintazatuk alapjan kilonithetéek el (lasd
6. tablazat).

B A D. immitis mikrofilarigja két foltot mutat (az excretoros és a végbélpoérus);
B A D. repens mikrofilarigjan csak egy folt van (végbélporus);

B Az Acanthocheilonema dracunculoides mikrofilariaja harom enzimaktivitasos terlletet mutat (végbélporus,
belsé test, excretoros pérus); és

B Az A. reconditum mikrofilaria diffuz vilagosvords mintazatot mutat.

Kereskedelmi kitek kaphatdak laboratériumi vizsgalatra. Azonban a festési médszereket ma mar fokozatosan
kivaltja a bekoncentralt mikrofilariakbdl végzett DNS-izolacid.

4.4.6. Mikrofilaria méretek

Fentiek mellett a mikrofilariak méretei segithetnek elkildnitésikben: e célbdl az atlagos hosszat 10 larva
alapjan kell meghatarozni (Lasd még ESCCAP 5. Iranyelv: A kutyak és macskak vektor kdzvetitette betegségei
elleni védekezés). Megjegyzendd, hogy az el6készités (f6leg a fixalasi technika) jelentés mértékben
megvaltoztathatja a mikrofilariak hosszat és tulajdonsagait.

6. tablazat: Mikrofilariak alaktani elkiilonitése hossz, szélesség és alak alapjan

Faj | Hosszisag () | Szélesség (u) | Jellemzsk
Dirofilaria immitis 301,77 £ 6,29 5-7 Nincs hively, a feji vég hegyes, a farok egyenes hegyes véggel.
290-330 APh-S: két aktivitasi folt van a végbél- és az excretoros porus koril.
D. repens 369,44 + 10,76 | 6-8 Nincs huvely, a feji vég tompa, a farok éles és fonalszer(i, gyakran
300-370 esernydnyélszerli végzédéssel. APh-S: egy folt a végbélpdrus kordl.
Acanthocheilonema 264,83 + 5,47 4 Nincs hively, a feji vég tompa egy kiugré feji hurokkal, a farki gomb
reconditum 260-283 hurokszer( és hajlott. Aph-S: aktivitas a teljes testben.
A. dracunculoides 259,43 + 6,69 4-6,5 Huvely, a feji vég tompa, a farki vég éles és megnyult.
190-247 APh-S: harom folt, kozotte egy, amelyik a test k6zéps6 részén van.

T Mikrofilariak (n=10) amelyeket a Knott-féle teszthez elvégzett koncentraldst kdvetéen megmértek; amikor a Difil® tesztet
alkalmazzak, a testhosszak révidebbek. APh-S: savas foszfataz festés.

35



36

4.5. Biomolekularis kimutatasi és differencialasi médszerek: polimeraz
lancreakcié (PCR) és hurokkozvetitett izotermikus amplifikacio (LAMP)

4.5.1. Altalanos informaciok

A polimeraz lancreakcié (PCR) egy egyre ndvekvd népszerlségl és hatékony laboratériumi moddszer
szamos betegség diagnosztizalasara. Specifikus, és a vizsgalati anyagtdl és a fertézés stadiumatdl fliggben
nagymértékben érzékeny is, és segiteni tudja a gyakorlé orvost az aktiv fertézések diagnosztizalasaban,
amikor a klinikai tunetek felkeltik a gyanujat. Javallott vektor kdzvetitette kérokozok és parazitédk esetében,
amelyek érzékeny kimutatast és/vagy differencialast igényelnek az alaktani vizsgalatokon felll.

Ha PCR-eket diagnosztikara és nem differencidlasra hasznalnak, az érzékenység, egyebek kdzdtt a célgén
képiaszamatadl fugg.

PCR-t csak erre szakosodott labratériumokban végeznek. A pontos eredmények ezért a korrekt mintavételen,
tartositason és mintakildésen mulnak. Ha két kulénb6zé PCR-protokollt alkalmaznak, az fokozhatja az
érzékenységet és a specifitast.

Az altalanos Utmutatashoz az aldbbiak tartoznak:

Mivel a PCR rendkivil érzékeny, a mintak keresztfert6zése elkerllendd. Amikor csak lehetséges, a mintakat
egyszer hasznalatos felszerelésben kell szallitani és tarolni.

A mintakat htve kell tarolni (4°C-on), és jégakkuval postazni, vagy folyamatosan fagyasztva kell tartani
-20°C-on vagy hidegebben.

A mintaknak a mintavételt kovetden legfeljebb 3 napon belll a laboratériumba kell érnilik.

A hurokkozvetitett izotermikus amplifikacio (LAMP) egy egycsoves technika a DNS amplifikdlasara.
Egyszerlisége és olcsosaga miatt a LAMP-et mar klinikusok is alkalmazzak egyes kérokozék kimutatasara,
akar egyszerli szlrdvizsgalatként a terepen, akar az allat mellett. Egyes cégek gyartanak reagenseket/
kiteket, amelyek a kereskedelemben kaphatéak. A PCR technoldgiaval szemben, ahol a reakcié egymast
valtdo hémérsékleti Iépések vagy ciklusok soran alakul ki, az izotermikus amplifikacio allandd hémérsékleten
torténik, és nem igényel ciklikus flité/hiit6berendezést. Megfigyelték, hogy a LAMP kevésbé érzékeny a
komplex mintakban, igy vérben vagy bélsarban 1évé gatldanyagokra, mint a PCR, valoszintleg a mas tipusu
DNS-polimeraz (altalaban Bst — Bacillus stearothermophilus — DNS-polimeraz a PCR-ben hasznalt Tag-
polimeraz helyett) alkalmazasa miatt.

A DNS-kivonast gyakorlatilag barmilyen szubsztratbol el lehet végezni, de a leggyakrabban vizsgalt minta vér
és szOveti aspiratum.

Vér:

Szamos vektor kdzvetitette kérokozd, igy az Ehrlichia, Anaplasma, Bartonella és Babesia diagnosztizalhaté
DNS-Uk periférias vérbdl torténé meghatarozasaval. A PCR-t arra is hasznaljak, hogy kimutassak és
differencialjak a filarioida fajokat, amelyek mikrofilariakat bocsathatnak a véraramba.

Sok PCR-protokoll van vérre és minden laboratériumnak megvan a sajatja, beleértve a legjobb véralvadasgatlo
hasznalatat. A legtdbben az EDTA-t kedvelik, de ezt jobb a kivalasztott laboratériummal megbeszéini.
Legfeljebb 0,5 — 1 ml vér altalaban elegendd.

Szoveti aspiratumok:

A Leishmania infantum és az Ehrlichia a nyirokszervekben van jelen, és a PCR-vizsgdlathoz vékonyt(
aspiracié hasznalhatd. Vehetd emellett bérbiopszia a Leishmania PCR-vizsgalatahoz. Az aspirdlast kdvetéen
az aspiratum szlr6papirra vagy vattatamponra fecskendezhetd, amely azutan steril kémcs6ben 4°C-on
tarolhato. Ha targylemezre helyezik az anyagot kenetet készitve, a vizsgalat érzékenysége gyengébb lesz.

Parazitak:
Lehetnek olyan alkalmak, amikor egyedi él6skddok molekularis aznositasa szilkséges (férgek, izeltlabuak).
Ezeket 70%-os etilalkoholban kell tarolni és levegétdl elzart edényzetben szallitani.



Bélsar:

Bélsarmintakat kozvetlenll is haszndlnak az egyes parazita stadiumok DNS-ének kimutatasara. Példaul a
Tritrichomonas foetus kimutatasa macskabélsarbdl ajanlottabb modszer, mint a bélsartenyészetbdl torténé
dusitas (lasd 1.2.13.). Jelenleg koproPCR-t hasznalnak az E. multilocularis, a kilénbdzé coccidiumok (pl.
Toxoplasma/Hammondia), Cryptosporidium és Giardia) kimutatasara.

Azon fajta- vagy genetikai elkilonitést igényl§ parazitak esetében, amelyeknél az alaktani vizsgalat nem
segit, pl. Giardia duodenalis, Cryptosporidium spp., Toxoplasma/Hammondia oocisztak, orséféreg vagy
Taeniidae peték esetében, a genotipizalas (bélsarbdl vagy az izolalt parazitakon) segithet a zoonotikus faj
vagy genotipus, stb. meghatarozasaban. Bzonyos esetekben, amikor a parazitastadiumok kis szamban
vannak jelen, vagy amikor a DNS kivonasa nehéz (pl. Taeniidae vagy orsoféreg peték, lasd alabb), a bélsarban
lévd parazita stadiumokat idedlis esetben el6tte be kell dusitani. Példaul a felszindusitas vagy az sorozatos
szliréses modszer alkalmazhato (lasd lentebb).

Felszindusitas és sorozatos szlirés:

A féregpeték a bélsarbdl dusithaték a cinkklorid oldattal torténd felszindusitas és az azt kdvetd sorozatos
sz(irés technikajaval, amikoris csokkend résméretl sziiréket alkalmaznak (21-200 pm). igy, ha a megfeleld
résméretl sz(rét alkalmazzak utolsonak, a peték (féleg a Taeniidae peték és a Toxocara peték elkillonitéséhez)
bekoncentralhatok, ami pl. DNS-izolalast tesz lehet6vé.

4.5.2. Specifikus informaciok

Elvben minden relevans parazita kimutathaté vagy megerdsitheté PCR-rel, vagy mas genetikai modszerekkel.
Szamos, fert6z8 agensek egyidejli automatizalt kimutatasat ajanlé gép van mar a piacon, de allategészséglgyi
téren nem validaltak Oket.

Az irodalom szerint, parazitatél fliggéen, a kovetkezd lehetéségek allnak rendelkezésre:

specifikus primerek meghatarozott parazitafajok szamara, amelyek csak az érintett nemzetséget és/vagy
fajt replikaljak;

kulénb6z6 (specifikus) primereket kombinalé multiplex PCR;

hagyomanyos PCR, iletve valds idejd PCR; és

LAMP.

Amikor egy PCR-terméket megkapnak, a termék mérete alapjan gél elektroforézissel azonosithato (restrikcids
enzimmel végzett el6zetes fragmentalassal vagy anélkil), vagy a nukleotidasorrend szekvenalasaval és
Osszehasonlitasaval a rendelkezésre allé génszekvenciakkal.

Ertelmezés:
Minden PCR-eredményt értelmezni kell, a klinikai kritériumokkal és egyéb diagnosztikai tesztekkel
Osszefliggésben.

Néhany példa a teljesség igénye nélkil:

Protozoa

PCR hasznalhaté mind a fert6zés diagnosztizélasara, mind a kutya leishmaniosisra kezelt kutyaknal a
folyamatban Iév8 kezelés nyomon kovetésére. Szamos laboratérium emellett ajanl kvantitativ PCR-t (valos
idejd, stb.), amely utalhat a parazitamennyiségre, és a parazitaterhelés ndvekedésére/csdkkenésére. Ezek
szintén hasznosak a kezelésre adott valasz monitorozasara.

Jollehet szdveti aspiratumok (nyirokcsomok, 1ép, csontveld) vagy bérmintak (bérlézidk esetén) a L. infantum
esetén valasztand6 mintak, a laboratériumok vérmintak elemzését is végzik. Van bizonyos aggodalom a fals
negativok tekintetében (a parazitat rejtd vérben nincsenek fehérvérsejtek) a gyenge érzékenység miatt, bar
a sok kopiaban jelen 1évé géneket megcélzo valods idejli PCR-ek érzékenysége kielégitének tldnik. A nem
invaziv technikakat, pl. kdtéhartya-tamponokat ma szintén ajanljak. Ebbdl a célbdl mindkét szembdl mintat
kell venni, és a tamponmintaknak elegendd szamu sejtet kell tartalmazniuk.

37



Babesia

A PCR érzékenysége jobbnak bizonyult, mint a vérkenet-vizsgalaté, kildndsen az idilt fert6zésben szenvedd
kutyak esetében. Azonban a fals negativ eredményeket nem lehet teljes mértékben kizarni. A faj és alfaj
meghatarozasa (nagy vagy kis Babesia) fontos lehet a kezelési lehetdségek és a progndzis szempontjabol.

Toxoplasma gondii

A macskak altal Uritett Toxoplasma gondii oocisztak alaktanilag joszerével nem kuldnboztethetéek meg a
rutin diagnosztika soran a nem kérokozé Hammondia hammondi oocisztaitdl. A macskak és kodztigazdak
szérumaban |évé specifikus antigének szeroldgiai eljarasokkal térténd differencialasa mellett PCR
alkalmazhaté az oocisztakbdl, illetve a T. gondii husban talalhaté bradyzoita cisztaibdl. A toxoplasmosisnak
megfelelé neuroldgiai tlineteket mutatd kutyakban és/vagy macskakban az agy-gerincveldi folyadékbdl,
illetve a csarnokvizbdl végezheté PCR.

Neospora caninum

A N. caninum oocisztai rendkivil rovid ideig és kis szamban Urllnek a kutya bélsarral. Ugyanugy, ahogy T.
gondii/H. hammondi esetében, a N. caninum oocisztai alig kulénboztethetéek meg a Hammondia heydorni
(kutyak és rokak bélsaraban fordul el6) oocisztaitdl rutin diagnosztikaval, és a T.gondii/H.hammondi
oocisztaktol (macskabélsar-koprofagia esetén). Ezért PCR-vizsgalat javallott azonositasukra.

Klinikailag gyanus kutyakban szerologiai vizsgalat, izombiopsziaval, liquor és/vagy agy-gerincveldi folyadék
PCR-vizsgalata a diagnosztikai lehet6ségek.

Giardia

Giardia-fert6zések esetén a klasszikus tesztek altalaban nem fajta-specifikusak. Ha a zoonotikus potencial
meghatarozasa érdekében meg kell hatarozni, multilokuszos PCR és szekvenalas végezhetd.

Tritrichomonas
A T. foetust a macskabélsarban az egyéb trichomonas-féléktél PCR-rel érdemes megkuldnbdztetni, nem

tenyésztéses parazita-kimutatasi moédszerekkel (InPouch®, lasd 1.2.13.), azok hatranyai (hémérséklet-
érzékeny, id6) miatt.

izeltlabu vektorok kézvetitette baktériumok

Bartonella
Jollehet a bartonellosis diagnosztizalasanak arany sztenderdje a hemokultura, ez idéigényes és draga lehet. A

Bartonella DNS vér, szdvet, agy-gerincvel8i folyadék vagy csarnokviz-mintakban is kimutathaté. Ha a dusito
tenyésztést egy PCR amplifikacié kdveti, a kombinacié érzékenysége jobb lesz.

Ehrlichia/Anaplasma

A pozitiv PCR-eredmény A&ltaldban megerdsiti egy fertézés jelenlétét ezeknek a kullancs kodzvetitette
baktériumoknak az esetében. Azonban a negativ PCR-eredmény nem zarja ki a fertézés fennallasat.

Ahogy vércitoldgiaval, az érzékenység jobbnak tlnik az Ehrlichia esetében PCR-rel, ha azt nyirokcsomé-, 1ép-
, csontvel§-aspiratumbdl vagy buffy coat preparatumbdl végzik.



Férgek

Taeniidae peték

Echinococcus endémias terlleten ajanlatos az Echinococcus spp-t differencialni az egyéb Taeniidae petéktdl
a zoonotikus atviteli potencial tisztazasa érdekében. A peték izolalhatdk felszindusitassal, ragasztdszalagos
technikaval a végbélnyilas koril, a bélsar felszindusitdsaval majd sorozatos szlrésével, feltéve, hogy a
jarvanyvédelmi elSirasokat betartjak (felszerelés erre szakosodott laboratériumokban). A PCR-t specifikus

primerekkel végzik, a multiplex PCR klilénbdz6 Taeniidae fajokat céloz meg, illetve széles skalaju féreg PCR
is végezhetd, amelyet szekvenalas kovet.

Toxocara
Kimutattak, hogy a Toxocara-pozitiv kutyak mintegy egyharmada Toxocara cati (syn. mystax) petéket Urit

(koprofagiat kdvet6en). Ezek a peték elkildnithetéek a T. canis petéktdl peteméret meghatarozassal, vagy
még megbizhatobb mdédon, PCR-rel.

Tudoéférgek

Az Aelurostrongylus abstrusus a leggyakrabban el6fordulé macska tidéféreg. Egyes orszagokban azonban,
mas tudéférgek, igy Troglostrongylus spp. és Oslerus rostratus is jelen lehet, és az L1-ek alaktani elkllonitése
szakértelmet igényel. Masik megoldas lehet a bélsarbdl izolalt L1-ek PCR-vizsgalata, vagy a légcs6tamponok
vagy bronchoalvelolaris lavage folyadék vizsgalata (gyengébb érzékenység).

A kutyak leggyakoribb tidé&férgeinek, az A. vasorumnak és C. vulpisnak az L1 larvai alaktanilag kénnyen
elkulonithetéek. Azonban alkalmanként segithet, ha a megerdsitésre biomolekularis eljarasokat alkalmaznak.

Capillaria

A kutyak, macskak és egyéb emlésok kuldnbdzd Capillaria-fajokat tartalmazhatnak, amelyek életciklusa is
kulénb6z6. Taxondmiailag nincs mindegyikik véglegesen besorolva. APCR segithet a fajtameghatarozasaban.

Filarioida fonalférgek

Az EDTA-s vérbdl végzett fajspecifikus PCR a valasztandé mdédszer a mikrofilaridk faji differencidlasahoz
(lasd 4.4.1.) bar az alaktani elemzés és a savas foszfataz festés még mindig hasznalatban lehet.

Aberrans férgek

Amikor az aberrans férgek alaktanilag nem elkilénithetéek, vagy szévettanileg fixalt mintakbol kell azokat
kivonni, alkalmazhaté PCR, ahogy sz&vettani festett készitmények vagy bérkaparékok esetében is.

izeltlabuak

Azokban az esetekben, amikor az izeltlabu alaktana kizarja azonositasat, DNS-alapu technikak alkalmazhatok.

Dermatophytonok

Egy kereskedelemben elérhetd panel tartalmazza a Microsporum spp-t., M. canist és Trichophyton spp-t is,
valds ideju PCR-teszttel, és mind érzékenysége, mind specifitasa jo. Bérkaparékok és/vagy szér vehetd és
kildhetd a laboratériumba. Az eredmény néhany napon bellil varhaté.
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4.6. DERMATOPHYTON-KIMUTATAS

4.6.1. Altalanos informaciék

A dermatophytosist kililénbdz6 vizsgalatok és kiegészitd tesztek kombinacidjaval diagnosztizaljak, igy Wood
lampaval (csak kutyak és macskak esetében) kdzvetlen vizsgalattal, hogy kimutassak az aktiv szérfertézést,
gombatenyésztéssel, hogy a részt vevé gombafajt azonositsak, és a kezelésre adott valaszreakciot
nyomon kovessék, és alkalmanként bdérbiopsziaval a csomds vagy atipusos megjelenések esetében. A
dermatophytonok PCR-rel torténd kimutatasa ma kutyak és macskak esetében lehetséges Eurdpaban (lasd
4.5.2)

4.6.2. SzOrszalak kozvetlen vizsgalata

A dermatophytosisok a sz8rszalak mikroszképos vizsgalataval kimutathatdak. Azonban a mintavételi technika
és a vizsgalod szakértelme erésen befolyasolja az eljaras érzékenységét. Emellett, az optimalis mintavétel és
vizsgalat ellenére a fals negativ trichogramok (lasd 3.5.) nem zarhatdak ki. Ezért csak egy pozitiv trichogram
bir jelentéséggel. Kaliumhidroxid (KOH) vagy asvanyi olaj festékek (pl. laktofenol pamutkék) hozzdadasaval
vagy anélkil haszndlhaté a gombaelemek job kimutathatosaga érdekében. A dermatophyton gombakkal
fert6zott szérszalak altaldban megnagyobbodott és duzzadt szerkezetként tlinnek fel, durva, rendellenes
felllettel. A szdrszal felllete altalaban gombaspdra klasztereket vagy lancokat (arthroconidiumok) mutat
(2-4 pm a Microsporum canis esetében).

4.6.3. Wood lampas vizsgalat

A szértakard ultraibolya lampas (Wood lampa) vizsgalata kutyak és macskak dermatophytosisanak jo
szlir6vizsgalati mdédszere. Amikor fénynek van kitéve a valamilyen dermatophyton fajtaval, példaul a M.
canisszal fert6zott szérszal, zolden ragyog. A mas dermatophyton fajtakkal fert6zétt szérszalak soha nem
fluoreszkalnak és néhany helyileg alkalmazott kezelés elfedheti a fluoreszcenciat. Ezért a Wood lampas
vizsgalat utan a negativ eredmények nem zarjak ki a dermatophytosist. A fluoreszcencia jelenlétét meg kell
er@siteni a szérszalak mikroszképos vizsgalataval (még akkor is, ha a fert6zott szérszalak felismerése nem
mindig kdnny(, és tapasztalt szemet igényelhet) (4.6.2.).

4.6.4. Gombatenyésztés

A gombatenyésztés marad a legmegbizhatébb technika a kutyak és macskak dermatophytosisnanak
megerdsitésére. A mintavétel torténhet bérkaparék-vétellel, szérszalak kihtzasaval (Wood lampa alatt), vagy
a szdlrtakaro steril fogkefével, egy kis darab steril textillel vagy portoriével torténd végigkefélésével. Szamos
taptalaj (példaul a Sabouraud dextréz agar) megfeleld a gombatenyésztésre. A dermatophyton fajtak, pl.
M. canis telepei néhany nap alatt néhetnek ki. Az allatgyégyaszatban gyakran hasznalnak dermatophyton
teszt taptalajt (DTM). Azonban csak igen kevés alkalommal prébaltak meg e taptalaj teljesitményét értékelni
allatokrol gyujtétt mintak esetében, és a DTM hasznalata 6nmagaban, a makrokonidiumok mikroszképos
vizsgalata nélkil nem ajanlott az allati dermatophytosisok diagnosztizalasara. Ideadlis korilmények kozott az
allatokrol levett anyagot allatorvosi mikolégiaban szakért6 laboratériumba érdemes kiildeni. A laboratériumban
a gombatelepek mikroszkopos vizsgalataval specifikus azonositast végeznek. A telepek szama segithet
kllénbséget tenni a mechanikai hordozo és a fert6zott allat kdz6tt. A mechanikai hordozas szennyez6édés
és/vagy kornyezeti eredet(i, és altalaban a tenyészetben csak korlatozott szamu dermatophyton teleppel
jar. A fertézést nagyszamu gombaspodra (arthroconidium) termelédéséhez vezet és altalaban nagyon sok
dermatophyton telep lathaté a tenyészetben.



1. FUGGELEK - HATTER

Az ESCCAP (Eurdpai Tarséllatok Parazitaival foglalkozé Tudomanyos Tanacsadd Egyesilet) egy fliggetlen,
nonprofit szervezet, amely a legujabb tudomanyos informaciok alapjan Utmutatdkat allit 6ssze, és a tarsallatok
parazitdi elleni védekezés és kezelés legjobb maddijait hirdeti. Megfelel§ tanacsaik alkalmazasaval a betegség és
az allatok és emberek kozotti parazitaatvitel kockazata minimalisra csokkentheté. Az ESCCAP arra térekszik,
hogy olyan Eurdpat lasson maga elétt, ahol a tarsallatok parazitai tébbé nem jelentenek fenyegetést az allatok
és emberek egészségére és jOllétére.

Eurépaszerte nagy a parazitaskdla diverzitasa és a parazitak relativ jelentésége is, az ESCCAP iranyelvek
Osszefoglaljak és kihangsulyozzak az Eurdpa kiilonb6zé részein fennalld killdnbségeket, és ahol az szilkséges,
specifikus védekezési intézkedéseket javasolnak.

Az ESCCARP hiszi, hogy:

Az allatorvosoknak és tarsallat-tulajdonosoknak intézkedéseket kell tenniik kedvenceik parazitas
fert6zések elleni védelmére.

Az allatorvosoknak és tarsallat-tulajdonosoknak intézkedéseket kell tennilik, hogy a tarsallat-populaciot
megvédjék az utazasokkal jaré kockazatoktdl, és attdl, hogy az utazasok kdvetkeztében a helyi parazita-
helyzetet nem endémias parazitafajok importjaval vagy exportjaval megvaltoztassak.

Az allatorvosoknak, tarsallat-tulajdonosoknak és a human orvosoknak egyutt kell miikddnilk a parazitas
betegségek zoonotikus atvitelével jaré kockazatok csdkkentése érdekében.

Az allatorvosoknak tudniuk kell a tarsallat-tulajdonosoknak iranymutatast adni a parazitas fert6zésekrél és
betegségek kockazatairol, és azokrdl az intézkedésekrdl, amelyek meg-teheték e kockazatok csdkkentése
érdekében.

Az allatorvosoknak meg kell kisérelnilik a tarsallat-tulajdonosok oktatasat a parazitakrél, hogy felelésen
viselkedhessenek, nemcsak sajat kedvencik, hanem mas tarsallat-tulajdonosok és a kdzdsséglikben €16
mas emberek egészsége érdekében.

Az allatorvosoknak, ahol az megoldhatd, a lehetd legjobb tanacs adasa érdekében diagnosztikai teszteket
kell végeznilk a parazitas fert6zottség stadiumanak megallapitasara.

Ezeknek a céloknak az elérése érdekében az ESCCAP kibocsat:

Részletes iranyelveket dllatorvos doktorok és allatorvos parazitolégusok részére.

Az eurOpai orszagok és régiok valtozé igényeihez alkalmazkodo iranyelvek forditasait, kivonatait,
adaptacioit és dsszefoglald verzioit.

Az ESCCAP iranyelvek kilénbz8 verzidi a www.esccap.org oldalon talalhatok.

Mindent megtettiink annak érdekében, hogy a szerz8ék tapasztalatan alapulé iranyelvekben talalhaté minden
informacié pontos legyen. Azonban a szerz6k és a kiadok semmilyen korilmények kézott nem vallalnak
felel6sséget, garanciat semmi olyan kdvetkezményért, ami az itt talalhatd informacié félreértelmezésébdl
szarmazik. Az ESCCAP hangsulyozza, hogy a nemzeti, regionalis és helyi szabalyozasokat mindig szem el6tt
kell tartani, miel6tt az ESCCAP tanacsait kdvetnék.

41



42

2. FUGGELEK - SZOTAR, ROVIDITESEK ES HASZNOS HIVATKOZASOK

SZOTAR

Erzékenység

Erzékenység [%]

Specifitas

Specifitas [%]

Ko6zvetlen kimutatasi
modszerek

Kozvetett kimutatasi
modszerek

A valddi pozitiv mintak aranya (az “Arany Sztenderd” teszt alapjan) vagy annak
valészinlisége, hogy egy fertézott allat milyen biztonsaggal bizonyulhat pozitivnak
egy vizsgalat soran.

Valodi pozitiv mintak/(Valodi pozitiv mintak + Fals negativ mintak)* 100.

A valdédi negativ mintak aranya (az “Arany Sztenderd” teszt alapjan) vagy annak
valészinlsége, hogy egy nem fert6z6tt allat milyen biztonsaggal bizonyulhat
negativnak egy vizsgalat soran.

Valddi negativ mintak/(Valédi negativ mintak + Fals pozitiv mintak)*100.

Maganak a jelen lévé kérokozonak a kimutatasa, vagy vizualizalassal (pl.
mikroszkoppal), a genetikai anyag kimutatasaval (pl. PCR-rel vagy LAMP-pel),
vagy a kérdéses parazitara jellemzd molekulak kimutatasa (pl. antigén, altalaban
fehérjékbdl all, klildnboz6 variacidkban).

Szeroldgiai médszerek, amelyek a fertézés kivaltotta specifikus
ellenanyagok kimutatasaval meghatarozzak azt, hogy a parazitaval korabban
érintkezett a szervezet. Mivel az ellenanyagok altalaban egy bizonyos idével
a fert6zés kezdete utan képzddnek, és a parazita tavozasa utan vannak jelen
legnagyobb mennyiségben, nem sziikségszerlen utalnak aktiv fertézés
fennallasara. Az ellenanyagok kimutatasa kiilénb6zé moédokon térténhet,

p. Western blottal, direkt vagy indirekt immunfluoreszcencias assay-kkel,
lateralis aramlasos assay-kkel és masképp. A kimutatast jel6lt masodlagos
ellenanyagok hasznalataval kivitelezik. Nem mindegyik ilyen teszt, de kdzulik
tébb az ellenanyag-szintek kvantifikalasat (titer) is lehetévé teszik, pl. a
kovetd vizsgalatokban a fertézés vagy kezelés soran.




ROVIDITESEK

CME Kutyak monocytas ehrlichiosisa

DFA Direkt immunfluoreszcens assay

DTM Dermatophyton teszt tapfolyadék

EIA Enzim immuneassay

ELISA Enzimkapcsolt immunszorbens assay

EPG Grammonkénti peteszam

FECRT Bélsar peteszam-csokkenési teszt

ICT Immunkromatografias merllépalcas teszt
IFAT Indirekt immunfluoreszcens ellenanyag-teszt
KOH Kaliumhidroxid oldat

L1 Els§ stadiumu larva

L3 Harmadik stadiumu larva

LAMP Hurokkozvetitett izotermikus amplifikacio
LPG Larvaszam grammonkeént

MIFC Mertiolat-jéd-formaldehid koncentracio
OPG Oocisztaszam grammonként

PCR Polimeraz lancreakcio

SAF Natriumacetat-ecetsav-formalin

SAFC Natriumacetat-ecetsav-formalin koncentracié

HASZNOS HIVATKOZASOK

Hogy mérjiink mikroszkoppal:
www.youtube.com/watch?v=_CkcYrns-6l
www.youtube.com/watch?v=_eu90rNM_ wY
www.youtube.com/watch?v=GdRLPAo j1Y
parasitology.cvm.ncsu.edu/vmp930/m_keys.html

A médositott McMaster-féle peteszamlalasi technika:
youtu.be/rkSGe-L4Sec

Az egyes parazitastadiumokrol készilt fotok a kovetkezé oldalakon lathatéak:
www.parasite.org.au/para-site/contents/toc.html

www.ksvdl.org/resources/news/diagnostic insights for technicians/august2019/common-intestinal-
parasites-pt1.html

www.ncvetp.org/parasite-image-database.html
quizlet.com/64375340/parasites-in-veterinary-medicine-flash-cards/
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