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A vizsgalatok jelentOsége

A fert6z6 betegségek koroktani diagnoszikajdban meghatarozé jelent6sége
van a laboratoriumi vizsgélatoknak. BAr a vizsgalatok egy része specialis la-
boratériumot igényel, igy erre felkészilt diagnosztikai intézetben végezhet6
el, més résziiket a kereskedelemben kaphatd taptalajok, reagensek, diagnosz-
tikai készletek segitsegével egy jol felszerelt laboratériumban is elvégezheti
az éllatorvos.

A kovetkez6kben részletesen bemutat juk a klinikus ok altal is alkalmazott
eljarasokat, mig a csak diagnosztikai intézetekben végezhet6 vizsgalatokrol
csupan tajékoztatd, rovid osszefoglalast adunk.

A diagnosztikai eljardsok az alabbi tématerileteket foglaljak magukba!}:

* bakterioldgiai diagnosztika,

* bakterioldgiai vizsgalatok a lovak szaporodasbioldgiai diagnosztikajaban,

» viroldgiai diagnosztika,

» immundiagnosztika,

» immunoldgiai rutinvizsgélatok akisallatgydgyaszatban,

» a gombas betegségek laboratériumi diagnosztikaja.

A hagyomanyoknak megfeleléen egyutt targyaljuk a baktériumok, a viru-
sok és a gombak okozta betegségek laboratoriumi  diagnosztikdjat, mig
a parazitds betegségeket kuldn fejezetben ismertetjilk (~ PARAZITOLOGIAI
VIZSGALATOK, 349. 0.).



A vizsgalatokrol
altalaban

A mintarol
altalaban

Bakterioldgiai diagnosztika

A baktériumok kivéaltotta megbetegedések okat (okait) bakteriol6giai diag-
nosztikai vizsgélatokkal tarjuk fel. A szakszer(ien vett mintabdl az adott
megbetegedésért felelds korokozdkat Kitenyésztjik, meghatarozzuk a tu-
lajdonséagaikat és azonositjuk. A vizsgalatok célja, hogy segitse a gydgy-
kezelést végz6 allatorvost az adott megbetegedés minél eredményesebb
lekiizdésében: a leghatdsosabb (célzott) antibakterialis terapia kivalaszta-
séban, a megel8z8 és védekezd intézkedések megtételében.

A vizsgalatok egy része elvégezheté a gyakorld allatorvos megfeleléen
felszerelt laboratériumaban (rendel6jében), de a bonyolultabb vagy kilén-
leges felszerelést igényld munkakat célszer(ibb az allategészségugyi diag-
nosztikai haldzat laboratériumaira bizni.

A bakteriol6giai vizsgalatokra egy olyan elkilonitett laboratérium alkal-
mas, ahol biztosithatok a munkahoz szikséges steril korilmények, Kkicsi a
kontaminacio veszélye, az asztalfeliilet jol fert6tlenithetd, s a vizsgalatokhoz
megfeleld a természetes megvilagitas.

Miszerek/készilékek: 50 és 100 kPa talnyomason m(ikéd6é autoklav (ataptala-
jok és az eszkdzOk sterilizalasara), hélégszekrény (villanysutd), termosz-
tat, hiitészekrény, mikroszkép (immerzids objektivvel felszerelt, sotétlato-
teres vizsgalatokra is alkalmas).

Eszkozok: lveg vagy gyarilag sterilizalt m(anyag Petri-csészék, kémcsovek,
Wassermann-csévek, lombikok, fézépoharak, targylemezek, fedélemezek,
oltokacsok.

Anyagok: vegyszerek, taptalajok (készen, ill. Petri-csészékbe kiontétt forma-
ban is kaphatok).

A mintavétel

A mintavételnek a tenyészteni kivant legigényesebb baktérium életfeltéte-
leihez kell igazodnia. Bakterioldgiai vizsgalatra az él6 allatb6l szarmazéd
kalonféle klinikai mintak, valadékok alkalmasak, igy pl. orrvaladék, méh-
és hivelyvaladék, tej, vizelet, bélsar, bérkaparék, talyog, sipolyvaladék.

Nagyon fontos, hogyamintavételt megel6z6en a mintavételi hely kérnyékét
megtisztitsuk és fert6tlenitsiik a kontaminacié lehetéségének csdkkentésére.

A folyékony vagy pépes vizsgalati mintakat szaraz vagy élettani NaCl-oldat-
tal enyhén megnedvesitett, steril bakteriologiai tamponnal gydjtjuk.



Az elhullott allatbol minél elébb kell mintat gydjteni, miel6tt a bélflora bak-
tériumai elarasztjdk a szervezetet.

Szervmintak esetében a szerv felszinének leégetése utan steril bakterio-
I6giai kaccsal behatolunk a szerv allomanyaba, és annak tobb pontjardl
veszlink mintat. A legjobb eséllyel az elvaltozas hatarardl lehet a baktériu-
mokat Kitenyészteni.

Az allatorvosi gyakorlatban kevéssé terjedt el a hemokultira hasznalata,
amikor a beteg allathol levett vért azonnal a kereskedelmi forgalomban kap-
haté hemokultira-palackba oltjuk.

A minta tarolasa, szallitasa

A mintavétel utan a tampont - a minta kiszaradasanak megakadalyozasara -
1-2 ml élettani NaCl-oldatot vagy élettani NaCl-oldat és glicerin azonos ara-
nyu keverékét tartalmazé kémcsébe helyezziik. A mintakat hiitve (hité-
taskaban, jégakkuval) célszer(i a laboratériumba szallitani.

Az elhullott allatbdl szarmazé mintat kilén csomagolva, a keresztfert6-
zéseket megelézve kell a laboratériumba kildeni.

Ha igényes - kii/6ndsen, ha oxigénre érzékeny - baktériumok izolalasa
a cél, akkor sajat dsszeallitas U vagy a kereskedelmi forgalomban tamponnal
egyutt kaphat6 szallito taptalajokat kell alkalmaznunk. A tampont egy moz-
dulattal helyezzik a szallito taptalajba, hogy annak oxigéntelit6dését meg-
elézziuk. A szallitd taptalajok kis redoxipotencialt, tapanyagokban szegény
taptalajok, amelyek el8segitik, hogya baktérium ¢él6 allapotban keriljon
a vizsgal6 laboratériumba.

Egyes érzékeny baktériumok (pl. Moraxella bovis) sikeresebben tenyészt-
heték, ha a tamponon [év6 mintat a mintavételi helyszinen taptalaj felliletére
oltjuk, s az igy beoltott taptalajokat a laboratériumba érve régton termosz-
tatba helyezziik.

Hibaforras.  Szallitd taptalajok hasznalatakor kiilénds gondot kell forditani
a taptalajok tarolasara és felhasznalhatdsagi idejére, mivel e taptalajok re-
doxipotencialja a tarolas soran kedvezétlenll né.

A minta és baktériumtdrzs mas laboratériumba kildése

Szamos megbetegedés esetében varhatd, hogya szoba johetd baktériumok
izolalasa a baktérium kilénleges igényei miatt meghaladja az adott labora-
torium lehet6ségeit. Ilyenkor a minta vizsgalatat mas laboratériumra, diag-
nosztikai intézetre bizzuk.

Hasonloképpen, ha egy elvaltozas bél olyan baktériumot tenyésztink Ki
(:>298. 0.), amelynek az azonositdsa meghaladja lehet6ségeinket, célszerdi
a torzset a korel6zményi adatokkal (allatfaj, a megbetegedés jellege, az el-
végzett bakteriol6giai vizsgalatok, a baktérium Kkitenyésztésének Kkortlmé-
nyei sth.) egyutt diagnosztikai intézetbe kildeni.

Az elkiildend6 torzset legjobb gumidugdvallezart kémcsébe oOntétt ferde-
agar fellletére, levestaptalajba vagy lagyagarba oltva elkildeni. Petri-csészére
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A vizsgalat
elokészitése

oltott torzset is eljuttathatunk, ha gondoskodunk arrdl, hogya szallitas soran
a taptalaj ne szaradjon Ki.

A baktériumtorzs széllitasakor figyelemmel kell lenni arra, hogya szallito-
edény torése esetén a baktérium ne juthasson ki, megbetegedést ne okoz-
hasson.

A BAKTERIUMOK AZONosiTASA
A BAKTERIUMNEMZETSEG ES A NEMZETSEGEN
BELULI FAJOK MEGHATAROZASA

A bakteriol6giai diagnosztikai vizsgalat sordn a laboratériumba érkezett min-
tbol kozvetlen mikroszkopos vizsgalatot és baktériumtenyésztést veégzink.
A baktériumok azonositdsa soran el6szér meghatarozzuk a baktérium
alaki, tenyésztési, biokémiai és szeroldgiai tulajdonségait, majd a megismert
tulajdonségokat  dsszehasonlit juk az ismert baktériumok tulajdonsagaival.
Az tsszehasonlitast baktériumhatarozok segitik, amelyek alapelve az, hogy
bizonyos sajatsdgok meghatarozdsa (els6dleges prébak) alapjan kijeldlik
a baktérium azonositdsdnak irdnyat, majd javasoljdk, hogy a pontosabb
meghatarozads hoz milyen méasodlagos probakat kell elvégezni:
* els6dleges prébék - a baktériumnemzetség meghatarozasa
» mikroszkopos vizsgalat ok nativ allapotban és festett készitményben,
* egyszer(i biokémiai vizsgalatok (kataldzproba, oxidéazpréba, oxidativ-
fermentativ proba;
» mésodlagos prébdk - a baktériumnemzetségen  bellli fajok meghata-
rozésa (haromcs6préba, enzimkimutatasok, mikrotesztek) .

A BAKTERIUMOK TENYESZTESE

Avizsgélt mintaban [év6 baktériumok akkor tenyészthet6k ki, ha biztosit juk
a baktériumok életfeltételeit (viz, tdpanyagok, optimélis kémhatasi, ozmo-
tikus nyomaslt és hémérsekletli kozeg, megfeleld mennyiségl oxigén).

Atéptalajok és készitésik. A baktériumok tenyesztésére kiilonboz6, a tenyész-
teni kivant baktérium igényeinek megfeleld taptalajokat hasznalunk. Altalanos
baktériumtenyésztési célra igénytelen baktériumok esetében a leggyakoribb
a kdzonséges husleves- és a kdzonséges agartdptalaj, az igenyesebb baktériu-
mok tenyésztésére a véresagar vagy a csokoladéagar.

Varhatdan tobbféle baktériumot tartalmazé minta esetében olyan, a célnak
megfeleléen kivalasztott szelektiv taptalajokra oltunk, amelyek eltéré festék-,
sO- vagy antibiotikum-tartalmuknal fogva gatoljdk a nem kivant baktériumok
szaporodasat. E mintak vizsgélatdéhoz erdemes differencidlé taptalajokat is
oltani, amelyeken kiilénbséget tudunk tenni az egyes, kilénbdz6 tulajdon-
s&gu baktériumok kozott.



A taptalajokat taptalajreceptek alapjan vagy a kereskedelmi forgalomban
kaphaté portaptalajokbol magunk allithatjuk el6, vagy a kereskedelemben
forgalmazott kész taptalajokkal dolgozunk. A kisebb, de viszonylag széles
kor( vizsgalatokat végz6, igy tobbféle taptalajt igényl6 laboratériumok sza-
mara els6sorban aportaptalajok ajanlhatok, amelyekbdl nagyon egyszer(ien
lehet joO, egyenletes minéségl taptalajt eldallitani.

« Portaptalajok. A portaptalajt a leiras szerinti mennyiségben desztillalt
vizben feloldjuk, és felf6zziik. A kész taptalajt lombikokba vagy kém-
csovekbe adagoljuk, sterilizaljuk, és jollezarjuk. Az igy készitett tap-
talaj szobahémérsékleten néhany hétig, vagy hit6szekrényben  tobb
hétig minéségromlas nélkil tarolhatd. ;

Levestaptalaj. Kozonséges huslevest hasznalunk, de készithetjik 10%

steril vérsavoval dusitva is.

» Agartaptalajok. A korabban készitett agartaptalajokat vizfirdén valo fel-
olvasztas utan, a frissen elkésziilteket pedig a sterilizalast kovet6en viz-
furdében kb. SO-SS OC-rah(itjiik, majd igény szerint steril, h6érzékeny
kiegészitd anyagokat (cukrok, antibiotikumok, vér, vérsavo stb.) adunk
hozza, és Petri-csészébe ontve szobahémérsékleten hagyjuk megszilar-
dulni. Felhasznalas el6tt a felliletét termosztatban - kissé megnyitott
fedéllel - 10-15 percen at szaritjuk.

» Véresagar készitésekor 5-10% steril defibrinalt vért (juh-, marha- vagy

l6vért) adunk a taptalajhoz.

» Csokoladéagar készitésekor hasonld6 modon jarunk el, de a vér hozza-
adasa utan a taptalajt ismét felmelegitjuk kb. 80-85 OC-ra(a vorosvér-
sejtek szétesnek) . A taptalajt Petri-csészébe adagoljuk.

» Szelektiv taptalajok. A mintatoi és a kitenyészteni kivant baktériumtoi
fugglen kilonboz6 szelektiv és differencialé taptalajokat is alkalma-
zunk, igy Edwards-agarra (Streptococcusok, Enterococcusok), sésman-
nit-agarra (Staphylococcusok), Drigalski-,MacConkey-, dezoxi-kolatcitrat-
(Enterobaktériumok)  vagy kulénféle antibiotikumokat tartalmazo
(Brucellak, Bordetellak, Campylobacterek stb.) taptalajok feluletére
szélesztink a mintabal.

A mintak taptalajra oltdsa - szintenyészet készitése. A baktériumok tenyésztésé-
hez a mintakat a tenyésztendd baktériumoknak megfelelGen kivalasztott
taptalajokra oltjuk (8.1. tablazat).

Folyékony vagy lagy mintakbdl (tej, vizelet, valadékok, genny, bélsar stb.)
egy bakteriologiai kaccsal felvehet6 mennyiséget oltunk ki. A tamponmintakat
a tamponnal oltjuk a taptalajra, majd ezt akioltast szélesztjik steril kaccsal.
A baktériumok azonositasdhoz szintenyészetet kell el@allitanunk.



8.1. tablazat.

A kulonféle  mintak
leoltasara javasolt
taptalajok

8.1. abra.
Oltés szilard téptalajra

Csokoladé- Entero-
Kozonséges | Veéresagar agar bacterium- | Salmonella- | Anaerob
agar agar (dajka- szelektiv dusito véresagar
tenyészenel) taptalaj
Béltartalom. . . . .
hélsar B
Két6hartya- . .
tampon B B B B
Lép - + - - - +
Magzat + + + + - +
Méj - + - - - +
Méhvaladék + + + + - +
Ondé - + + + - -
Orrtampon - + + + - -
Talyog + + - - - +
Tej + + - + - -
Tiid6 - + + - - -
Vese - + - ] _ +
Vizelet + + - + -

Szintenyészet készitése. A mintat a
taptalaj fellletének egy részére kigyo-
vonalban felkenjuk, majd a kacsot
leégetve (sterilizalva) err6l akioltasi
vonalrél szélesztjiik a vizsgalati anya-
got. Az eljarast 3-4-szer megismételve
gyakorlatilag higitjuk a felvitt mintat
(8.1. 4bra).

A téptalaj inkubéldsa utan a tovabbi
vizsgalatokhoz 6nall6 telepeket vesziink
le bakteriolGgiai kaccsal, s ezeket az el6b-
biekben leirt médon, harom egymast
kovet6 alkalommal taptalajra oltjuk.

Az igy nyert tenyészet a tovabbi azonositasi vizsgalatokra alkalmas szin-
tenyészetnek mindsithetd. Szintenyészet készitésére csak gatléanyagot nem
tartalmazé taptalajok alkalmasak.

Homogén tenyészet elBallitasa. Olyan klinikai mintak esetében, ahol
gyors diagnozisra van szilkség, a gyakorlati igényeket a legtobb esetben
kielégiti, ha egyszeri atoltadssal a tovabbi vizsgéalatokra alkalmas homogén
tenyészetet allitunk elé. Hemokultarabél 5-7 nap tenyésztés utan véres-
agar, csokoladéagar és anaerob agar felliletére oltva tenyésztjuk ki a bak-
tériumokat.



Amikroszképos  vizsgalatok soran a baktériumok alakjarél, mozgasarol,
festédési tulajdonsagairol, ill. egyéb morfoldgiai sajatsagairdl (spoéraképzeés,
buroktermelés stb.) gyf(jthetink a baktériumok azonositasdhoz felhasz-
nalhatd adatokat. Mivel a gyakorld allatorvos egyszer(i fénymikroszko-
pos, esetleg sotétlatoteres vizsgalatokat tud végezni, a specialis eszkozoket
vagy eljarasokat igényl6 mddszereket (faziskontraszt-mikroszkoppal végzett
vizsgalatok, fluoreszcencias és elektronmikroszképos vizsgalatok stb.) nem
ismertetjik.

A baktériumok alaki tulajdonsagait legegyszer(ibben két modon vizsgal-

hatjuk: nativ és festett készitményben.

A baktériumokvizsgalatanativallapotban.A nativ allapotban valé vizsgalat elé-
nye, hogy a baktériumok morfoldgidja minden kezelés nélkil tanulma-
nyozhaté és egyuttal a baktériumok mozgasa is vizsgalhato.

« Vizsgalat nedveskamra-készitményben. A baktériumok nativ allapotban
igy tekinthet6k meg legegyszerib ben. Egy csepp baktériumszuszpenziét
vagy levestenyészetet fed6lemezzel lefediink, és erre cseppentjik az
immerzios olajat. A mikroszkdp os vizsgalatot sotétlatoteres, immerzids
objektivvel felszerelt mikroszkdpban végezzik.

« Vizsgalat tusfestésalkalmazasaval. Egy csepp baktériumszuszpenziéhoz
egy csepp finom szemcséjli tust keveriink, fed6lemezzellefedjik, majd
fénymikroszképban immerziés lencsével vizsgaljuk. Sotétlatéteres ob-
jektiv hidanyaban ezt a modszert kovetjik.

A baktériumokvizsgalata festett készitményekbenKdzonséges fénymikroszkdp
alkalmazasaval a baktériumok morfoldgiai tulajdonsagait legcélszer(ibben
festett készitményekben vizsgalhatjuk. A baktériumok festéséhez a bak-
tériumok tenyészetéb8l vagy a megbetegedett allatbol szarmazé valadé-
kokbdl kenetet, ill. az elhullott &llatok koéros elvéltozast mutatd szervei-
béllenyomati mintat készitlink.

KenetkészitésA baktérium levestenyészetének vagy a valadéknak egy cseppjét
targylemezen eloszlatjuk. Eljarhatunk ugy is, hogy targylemezre egy csepp
élettani NaCl-oldatot cseppentiink, ebben szuszpendaljuk a baktérium
agartenyészetéblllevett  egy kacsnyi mennyiségét, és a szuszpenziot te-
ritjik el. Szobah6mérsékleten vald szaritas utan a kenetet lang feletti 6va-
tos athuzassal fixaljuk.

Festés. A baktériumok alakjanak, méretének, elhelyezkedésének vizsgalatara
az egyszer(i festési eljarasok is alkalmasak, a baktériumok azonositdsahoz
azonban megfelelébbek az Osszetett festési eljarasok.

» Egyszer(ifestésieljarasok. Akenetre 0,1-0,5%-0s - gyogyszertarban készen
is kaphaté - fukszin-, metilénkék-, gencianaibolya-, szafranin-, toluidin-
kék- sth. oldatot rétegziink péarnaszer(ien 1-3 percre. A festék behatolasat
a festékhez adott 3-5% fenollal fokozhatjuk. A kenetet a festék ledntése
és csapvizzei vald ledblitése utan itatéspapir kozott megszaritjuk.

A vizsgalat
menete



o Osszetett festési eljarasok. A gyakorlatban altaldban a Gram-festést és a
Ziehl-Neelsen-féle festési eljarast hasznaljuk, az egyéb Osszetett festési
eljarasok (Koster-, Stamp-, Vagoé-, Giemsa-féle sth. festés) inkdbb csak
egy-egy baktériumnemzetség lathatdva tételére alkalmasak.

» Gram-festés. A kenetet 0,2-0,4%-0s gencianaibolya-oldattal festjik 3-5

percig, majd ennek ledntése utan Lugol-oldattal festink 1-1,5 percen at.
A Lugol-oldat eltavolitdsa utdn néhany csepp 96%-os etanollal kivo-
nast végzink. Ezutan vizzel ledblitjuk a kenetet, majd 0,1-0,2%-0s
vizes fukszin- vagy szafraninoldattal 1 percig festjik, és megszaritjuk
itatospapir kozott. A Gram-pozitiv baktériumok kék, mig a Gram-ne-
gativak piros szinben tlnnek fel, bar egyes nemzetségeknél jellemz6
az atmeneti szin.
Ziehl-Neelsen-féle  festés. A kenetre rétegzett 1%-os fukszinoldatot ha-
romszor g6zolésig melegitjik, ezutdn a készitményt 5-10 csepp 5%-0s
kénsavoldattal, majd 96%-os etanollal kivonjuk. Vizes 6blitést kdvetben
metilénkékoldattal festjiik meg a nem sav- és alkoholall6 baktériumo-
kat. A modszerrel tehat a baktériumok sav- és alkoholallésaga vizsgal-
hatd. A Ziehl-Neelsen-pozitiv baktériumok piros, a negativok pedig kék
szinlek lesznek.

A megfestett, szaraz kenetekre immerzi6s olajat cseppentiink, és immer-
zi6s lencsével felszerelt mikroszkdpban vizsgaljuk.

Az egyszer(i biokémiai vizsgalatok soran leggyakrabban a kataldz-, az oxi-

daz- és az oxidativ-fermentativ prébat végezzik el.

Katalazproba. A katalaz enzimet tobb modon is kimutathatjuk. Legegysze-
r(ibb, ha a targylemezre cseppentett 3%-o0s hidrogén-peroxid-oldatba egy
kacs nyi baktériumtenyészetet tesziink. Ugyeljiink arra, hogy a tenyészet
gy(jtésekor taptalajdarabot ne vegyunk fel, ugyanis a taptalaj vastartalma
téves pozitiv eredményt adhat. Katalaz jelenlétében pozitiv a reakcio, amit
a hidrogén-peroxidbol gyorsan képz&d6 oxigénbuborékok jeleznek. Kata-
laz hianyaban negativ a proba: a buborékképzédés elmarad.

Oxidazpréba. A baktériumok altal termelt citokrom-oxidaz enzim kimutatasa-
kor 1%-os tetrametil-p-fenilén-diamin-oldattal megnedvesitett sz(ir6papirra
mlanyag kaccsal vagy steril hurkapalcaval baktériumtenyészetet teszink.
A tenyészet alatt és korll a sz(ir6papir azonnal kék szin(i lesz. A proba
érzékenyen jelzi az enzim termel&dését.

Oxidativ-fermentativ ~ préba. A prébaval azt vizsgaljuk, hogya baktérium a gli-
kozt oxidacio vagy fermentacio Utjan bontja-e, vagy egyaltalan nem bontja.
A vizsgélathoz két, glukozt és altalaban bromtimolkék-indikatort tartal-
maz6 félfolyékony taptalajt hasznalunk. Az egyiket el6zetesen forralassal
oxigénmentesitjik és beoltjuk, majd raontott paraffinolajjal vagy olvasztott
paraffinnal lefedjik. A masikat egyszer(ien csak beoltjuk, és fedetlendl



hagyjuk. 14napon at tenyésztjik a baktériumokat az oxidativ-fermentativ

taptalajban. A prébat minden nap elbiraljuk:

* a baktérium oxidativ, ha a le nem fedett cs6 fels6 részén jelzi csak az in-
dikator a glukozbontast;

e a baktérium fermentativ, ha a paraffinnal lefedett cs6ben és a le nem
fedett cs6 also részében van glikozbontas;

e a glikdézt nem bontd fajok esetében a taptalajon szinvaltozast nem Ila-
tunk, vagy enyhén lugos iranyba vald eltolédast tapasztalunk.

A proba soran megfigyelhetjik azt is, hogy a baktérium milyen mo-

don nd: aerob vagy anaerob kortlmények kozott:

* a baktérium aerob modon (oxigén jelenlétében) nd, ha a le nem fedett cs6
fels6 részén latunk baktériumszaporodast;

e a baktérium anaerob mddon (oxigén hianydban) szaporodik, ha a lefe-
dett csében, valamint a le nem fedett cs6 alsé részén van novekedés;

e amennyiben mind oxigén jelenlétében, mind pedig annak hianyaban
szaporodik a baktérium, a faj aerob-fakultativ anaerob.

A baktériumnemzetségeken beliili fajok elkilonitésére méasodlagos probakat
hasznalunk. Az egyes nemzetségekhez megfelel6 prébak megvalasztasahoz
a baktériumhatarozé kézikényvek nyujtanak segitséget. A masodiagos pro-
bakka! vizsgaljuk példaul, hogy az adott baktérium

e milyen szénhidratokat bont;

* a glikdézbol mit termel: nagy mennyiségli savat vagy acetoint (metilvoros-

és Voges-Proskauer-proba);

* bontja-e a tejcukrot (tejalvasztas) ;

e redukalja-e a nitratokat;

« termel-e dihidrogén-szulfidot (H2S), indolt;

e milyen enzimeket termel: ureazt, fenil-alanin-dezarnindzt vagy amino-

sav-dekarboxilazo Kkat.

A masodiagos prébakhoz szikséges taptalajok el6allitasanak és a prébak
elvégzésének részletei a bakteriologiai diagnosztikai kézikdnyvekben meg-
talalhatok.

HaromesGproba.  Kevéshé igényes baktériumok esetében gyorsdiagnosztikai
célra jo eredménnyel hasznalhatd6 az Un. haromcséproba.

1. cs6: urea-indol  taptalaj

* a taptalaj kémhatasanak lagos iranyd megvaltozasa ureaz enzim jelen-

létére utal,

» a taptalajhoz adott Kovéacs-reagens pirossa valasa pedig indol triptofan-

bol val6 termelését jelzi;

2. ¢s6: mannitos lagyagar taptalaj

« ataptalajban 1év6 fenolvords-indikator sarga szine a mannitbontast mu-

tatja,



* a baktériumok diffiz novekedése csillok jelenlétét, az oltasi csatornara
korlatozdd6d novekedése pedig a csilldk hianyat jelzi;

3. csO: magasagarra Ontott ferdeagar taptalaj

- a taptalaj als6, magasagart tartalmaz6 részének a savas kémhatas ira-
nyaba valo elvéltozasa glikézbontéast, a taptalaj felsd, ferdeagart tartal-
maz6 részének savi valtozasa pedig laktdzbontast mutat,

* a taptalaj fekete elszinez6dése a H2S-termelést jelzi,

* a taptalajban gazbuborékok megjelenése a szénhidratokbdl képzddott
gazok termelésére utal.

Enzimkimutatas. A baktériumfajok azonositdsahoz kilénféle, a baktériumok
altal termelt enzimeket is kimutatunk. Diagnosztikai célu vizsgalatok ese-
tében gyakori a koagulaz kimutatasa:

e steril nyll plazméat oltunk a vizsgaland6 torzzsel, majd néhany o6ran éat
inkubaljuk. A plazma megszilarduldsa a koaguldz termelését jelzi;

* a baktériumot targylemezre cseppentett, 1:10 aranyban higitott nyul-
plazméba szuszpendaljuk. Ha a szuszpenzié készitése soran fibrinsza-
lak valnak ki, koagulaz van jelen.

Mikrotesztek. A baktériumok biokémiai tulajdonsagainak gyors vizsgélatara
és azonositasara szdmos cég hoz forgalomba liofilizalt taptalajokat tartal-
maz6 rnikroteszteket. Avizsgalandé baktériummal val6 beoltas és tenyész-
tés utan leolvassuk az eredményt.

Ertékelés © ® A baktériumnemzetség az elsGdleges prébak soran megismert tulaj-
donsdgok alapjan meghatarozhat6, ill. rokon nemzetségek esetében be-
hatarolhatd, hogy a vizsgalt baktérium melyik nemzetségbe tartozik.
A méasodiagos probak eredményei alapjan az is eldénthet6, hogya bak-
térium az adott nemzetségen belul melyik fajhoz tartozik.

Az allatorvosi bakterioldgiai diagnosztikai munka soran el6forduld fon-
tosabb baktériumnemzetségek jellemz8inek rovid dsszefoglalasaval a bak-
tériumok azonositdsdhoz adunk Otmutatast (de nem emlitjik azokat a
baktériumnemzetségeket, amelyek tenyésztése kiilonleges felkésziiltséget
vagy eszkozoket igényel), valamint azokat, amelyek csak ritkan fordulnak
eld a vizsgalati mintaban (Dermatophilus, Peptococcus, Peptostreptococ-
cus, Fusobacterium, Bacteroides, Taylorella, Francisella, Helicobacter,
Arcobacter nemzetségek, spirochaetdk, chlamydiak, rickettsidk, myco-
plasmék). Ezek kimutatdsat specidlis diagnosztikai laboratériumra kell
hagyni.

Az eredmények értékelésénél a klinikai, a kdrbonctani és a bakteriolé-
giai eredmények alapjan mérlegelni kell, hogy az izolalt baktériumoknak
van-e kortani jelent@ségiik, vagy pedig az allatok nyalkahartyajan, bélsa-
raban, bérén sth. jelen 1évd normal bélflérabdl szarmaznak-e.



i A4 . - 8.2. tablazat.

Baktérium- Alak |Savallo-| Spora | Moz- | Aerob | Anae- | Kata- | Oxidz | Glikéz| OF- ablaza

y ) ; ? A fontosabb
nemzetség sag 08s rob laz teszt Allatpatogén Gram-
Micrococcus G - - - " _ . _ i 0/- pozitiv l?aktérium-

nemzetségek

Staphylococcus G - - - + + + - + F
Enterococcus G - - o+ + + - - + F
Streptocaccus G - - - + + - - + F
Corynebacterium P - - - + + + - +- Fl-
Rhodococcus PIG Gy - - + - + - - -
Listeria P - - + + + + - + F
Erysipelothrix P - - - + + i i + F %e'”gg?éaggaktd.
Lactobacillus P - - - + + - - + F G gomb alakd;

- Gy gyenge;
Actinomyces P - - - I+ + - - + F O oxidativ;
Clostridium P - o | - - + - - | - | B | F fermentativ;

- + atorzsek tobb.
Bacillus P - + + + I+ + - + | 0/- mint 85%-a
Nocardia plo | - - P -1 T -0 [ -0ol e
Mycobacterium P + - - + - + - + 0 mint 85%-a

negativ.

Gram-pozitiv  baktériumnemzetségek (8.2. tablazat)

Micrococcus.  Elsésorban nyalkahartyakrol —tenyészthet6, jellegzetes krém-
szin(, sarga, narancs vagy piros, csak a telepeket elszinez6 pigmenteket
termeld szaprofita baktériumok, amelyeket a Staphylococcus torzsektdl
kell elkuléniteni.

Staphylococcus.  BOrr6l, helyi gennyesedés ekbdl, t6gygyulladasos esetekbdl,
nyalkahartyakrol, bélbdl kitenyészthetd, arany, sarga és fehér, a taptalaj-
ba nem diffundalé pigmenteket termel6 fajok. A patogén fajok t6bbnyire
koagulazt, hemolizineket, valamint egyéb enzimeket és toxinokat termel-
nek, bar t6gygyulladast és bérgyulladast koagulazt nem termel6 fajok is
okozhatnak.

Enterococcus. Bélben él6, szaprofitdnak tekintett baktériumok, amelyek szor-
vanyosan helyi gennyesedést és kiillonb6z6 megbetegedéseket okozhatnak.
A streptococcusok kitenyésztésére hasznalt Edwards-agaron is szaporodnak.
Epet(irésiik, tdg hémérsékleti hatarok kozotti szaporodasuk, szénhidrat-
bontasuk, valamint relativ hétiirésik alapjan elkilonitheték a strepto-
coccusoktol.

Streptococcus. ~ Allatok killonféle helyi gennyesedéseib6l, fiatal allatok altalanos
megbetegedéseib6l, bdrgyulladasokbol, tégygyulladashbol élesztbkivona-
tot is tartalmazd véresagaron kitenyészthetd baktériumok, amelyek gyak-
ran izolalhatok a nyalkahartyakrol ésa borrél is. Izoldlasukat a 10% COz-ot
tartalmazo légkor el@segiti, vegyes mintakbol Edwards-agarra oltva szelek-
tiven kitenyészthet6k. Lenyomati készitményekben, véaladékokbdl és
levestenyészetekb6l  késziilt kenetekben lancokat képeznek. Biokémiai



tulajdonsagaik,  a hemolizis tipusa Ca, [3,nincs hemolizis) és a sejtfalban
lIévé kivonatantigének  alapjan csoportosithatok.

Corynebacterium.  Kilonb6z6 helyi gennyesedésekb6l, iziletgyulladasbol,  méh-
gyulladasbdl, t6gygyulladasbol,  tidégyulladasbél,  bérgyulladasbél,  nyirok-
csomd-gyulladasbél véresagaron  48-72 oOra alatt kitenyészthetd,  szaraz,
gyakran krémszini vagy fehér telepeket képez6 baktériumok. Egyes fajok
hemolizalnak, a fajok azonositasa meglehetds en nehéz.

Rhodococcus.  Allatorvosi - szempontbol — fontos faja aR. equi, amely nagy, rozsa-
szinl, nyalkéas telep ei révén konnyen felismerhetd.

Listeria. Vetélt szarvasmarha-, nydl- és juhmagzatokbdl,  juh agyvel&gyulla-
dasabdl vagy kilonb6z6 egészséges allatok bélcsatornajabol  kdzonséges
agaron is kitenyészthetd  baktériumok, 4-42 oC hémérsékleten izolalhatok.
Csillot csak szobah6mérsékleten képeznek, hemolizdlnak.  Szelektiv du-
sitasukhoz  a mintat levestaptalajpa  oltjuk, majd hit6szekrényben te-
nyésztjik.

Erysipelothrix. ~ Sertésorbanchan elhullott  sertés, vérfertézés miatt elhullott
madarak parenchymdas  szerveib6l  kozonséges vagy véresagaron — 24-48
ora alatt kitenyészthetdk. Jellegzetesen  apro, attetsz6 telepeket képez-
nek, amelyek hosszabb tenyésztési idé utdn sem lesznek nagyobbak. Ke-
netben ©nall6 vagy lancba rendez6d6 karcsi palcakként mutatkoznak.

Lactobacillus. A szaj, a bél és a nemi nyalkahartyak  szaprofita lakoi, amelyek
néha vérfertézést okozhatnak.  Csokkentett oz-t és megnovelt Coz-ot tar-
talmazé légkorben lehet kitenyészteni savas kémhatast  taptalajon.

Actinomyces. Allatok kiilénbdz8  gennyes megbetegedéseibdl anaerob  vagy
mikroaerofil ~ korlilmények  kozott kitenyészthetd  baktériumok. Az A. pyo-
genes levegdn is jol tenyészthetd.

Clostridium. Haziallatok bélcsatornajabol  és kilonféle beteg szerveikb6l —ana-
erob viszonyok kozott kitenyészthet6  baktériumok. A fiatal tenyészetek
Gram-pozitivak,  kés6bb azonban Gram-negativva valhatnak. A spérakép-
z8désnek tobb feltétele van, igy a sporak hianya még nem zarja ki a clost-
ridiumok izolalasat. A clostridiumok a buroktermeld  C. perfringens tor-
zsek kivételével jellegzetes lapos, szabalytalan, egyenetlen szél{, hemoli-
zalo telepeket képeznek. A fajok pontos meghatarozésa a fermentéacios
végtermékek  gazkromatogréafids ~ azonositasan  alapul Cspecialisan felsze-
relt laboratoriumot  igényel). Klinikai mintakbdl kitenyésztett  clostridiu-
mokat jo eredménnyel  azonosithatunk  toxinneutralizaciés  prdbaval.

Bacillus. Bacillusokat b6rr6l, nyalkahartydkrol — kdzonséges vagy véresagaron
tenyészthetiink ~ ki. Kivétel ez aldl a nemzetség egyetlen allatpatogén tag-
ja, a B. anthracis. A bacillusok telep ei nagyok, jellegzetes lehet a burok-
termelésiik vagy egyes fajok hemolizise. Gyakran rosszul fest6dnek Gram-
festéssel, aB. anthracis kivételével mozognak. AB. anthracis 10-15% Coz
jelenlétében  burkot képez, ennek hidnyaban telepei 3-4 mm atmérdji
széaraz, lapos telepek. Szamos szaprofita Bacillus faj levegén is tud burkot
termelni, sporasodasukhoz  kiilonbéz6  feltételeket igényelnek.



Nocardia. Féként szaprofitdk, néha azonban fakultativ patogén fajokként &l-
latok bdérérdl, alkalmanként  szarvasmarha  tégygyulladasabdl, husevok
mellhartyagyulladasabdl is izolalhatok. Kozonséges agaron is jol szaporod-
nak, jellegzetes a krémszinl, rozsaszin vagy narancs sarga pigmentjik.
A rnikroszképos  képben Gram-festéssel nem mindig jol fest6d6, néha savallo,
elagaz6 fonalakat latunk.

Mycobacterium.  Tenyésztésiiket ~ és azonositasukat  specialis taptalajigényik,
hosszli tenyésztési idejuk és kiilonleges allategészségugyi,  valamint koz-
egészségugyi  jelent6ségiik  miatt erre a célra létrehozott laboratériumok
végzik.

Gram-negativ  baktériumok  (8.3. tablazat)

Moraxella. Kot6hartyarol — és felsé légutakbol — véresagaron — tenyésztheték ki,
az 1- 2 mm atmér6jl szirke, a taptalajba siippedd telepeket széles hemo-
lizises gy(r( veszi koril.

Brucella. Eleszt6kivonatot —tartalmazé taptalajon  10-15% CO2 jelenlétében 4-5
nap alatt tenyészthet6k  ki. Fontos human- és allategészsegiigyi  jelentd-
ségiik miatt tenyésztésik és azonositdsuk a diagnosztikai  laboratériumok
feladata.

Bordetella. Kiilonféle allatok felsé Iégutainak  nyalkahartyajarol kozdnséges
agaron 48 o6ra inkubalassal tenyészthet6k  ki. Penicillint és nitrofurantoint
tartalmaz6 MacConkey-agaron  szelektiven izolalhatok.

Pseudomonas.  Kiilonféle allatok nyalkahartyairol,  boérér6l, tejébdl, alkalman-
ként helyi gennyesedéseib6l  tenyészthet6k ki kozonséges agaron. A fajok
tobbsége a telepek kornyékét elszinez6 pigmentet termel.

Actinobacillus. A szaj nyélkahartyajardl, a megbetegedett allatok kiilonféle szer-
veibdl izolalhatok.  Eleszt6kivonatot  tartalmazé  véresagaron kb. 2 mm

Egrlsltzeertlgerg Alak | Mozgés | Aerob [ Anaerob | Kataliz | Oxiddz | Glikéz | OF-teszt
Moraxella PIG - + - ¥ N _ _
Brucella P - + - + + + o
Bordetella P + + _ N . _ B
Pseudomonas P + + _ N ¥ N o
Actinobacillus P - + + + + ¥ F
Pasteurella P - + + + + + F
Aeromonas P + + + + + + F
Vibrio P + + + + + + F
Enterobacteriaceae P +/ + + + - + =
Haemophilus P - + + - - - F
Campylobacter P + - B - R _ j

S.3. tablazat.
A fontosabb
allatpatogén Gram-
negativ baktérium-
nemzetségek

Jelmagyarazat:
palca alaky;
oxidativ;
fermentativ;

a torzsek tobb,
mint S5%-a
pozitfv;

a torzsek tobb,
mint S5%-a
negativ.

+ TQ O



8.4. tablazat.
A f6bb Enterobacte-
riaceae nemzetségek
elkilonitése

Jelmagyarazat:

+ atorzsek tobb,
mint 85%-a
pozitiv;

- atorzsek tobb,
mint 85%-a
negativ.

atmérdjl, alkalmanként a taptalajhoz tapadd, nyUlos telepek formajaban
nének.

Pasteorella. Kilonféle haziallatok fels6 légutaibol, tid6gyulladds os eseteibdl,
ill. vérfert6zés esetén a parenchymas szervekb6l izolalhatok. Véresagaron
er6sen nyalkas vagy szabalyos Stelepeket —képeznek.

Aeromonas. Leggyakrabban allatok bélcsatorndjabol  tenyészthet6k  ki. Meleg-
vér( allatokban nem patogének, az enterobaktériumoktdl kell elkuléniteni
Oket.

Vibrio. F6ként vizi allatokbdl izalalhatd, hajlott palcdk. Néha madarak meg-
betegedése  kapcsan fordulnak el6. Szelektiv tenyésztésiikre  er8sen ligos
(pH = 8,6) taptalajt hasznalunk.

Nemzetségek Indol Uredz | Laktdz | Mannit HzS aﬁgﬂ::] %ergl Vgrg(;ess
kauer
Escherichia + - + + - _ + }
Klebsiella - + + + - i} - .
Enterobacter - - + + - _ } .
Saimonella - - - + + - ¥ _
Citrobacter - - - + + - + -
Proteus +- + - + + + ¥ _
Yersinia - + - + . B N -

Enterobacteriaceae. Haziallatok kilonféle beteg szerveibll tenyészthet6k ki,
de megtaldlhatok a bélfléraban, a nyalkahartydkon  és a b&éron is. A fajok
elkillonitését  lasd a 8.4. téblazatban.

Haemophilus. Igényességik  miatt célszerlien  csokoladéagarra  oltjuk, V-fak-
tor-igényiiket  dajkatenyésztéssel biztosit juk. Mivel szamos tdrzs igényel
COz-ot, az izolalast 10-15% COz-ot tartalmazé légtérben ajanlatos végez-
ni. A fajok elkilonitése a kildnleges tenyésztési igények miatt &ltalaban
meghaladja az egyszer(ibb laboratériumok lehetéségeit.

Campylaobacter. Véresagaron 48-72 oOra alatt jol szaporodd hajlott palcak, ve-
gyes baktériumflérabol azonban vankomicint, polimixint és trimethopri-
mot tartalmazd szelektiv véresagaron ajanlatos kitenyészteni.  Mikroaero-
filek, tenyésztésikh6z  a kereskedelmi  forgalomban kaphaté gazfejlesztd
csomagok jo eredménnyel hasznalhatok. A gazfejleszt6 csomaghoz vizet
adunk, s igy helyezzilk a beoltott taptalajokhoz. Az anaerosztat lezarasa
utdn a kivant gazokat megfelel§ aranyban tartalmazé légkor alakul ki.



A BAKTERIUMOK ANTIBAKTERIALIS SZEREKKEL
SZEMBENI ERZEKENYSEGENEK VIZSGALATA

Abaktériumok antibakterialis szerekkel szembeni érzékenységét a minimalis
bakteriosztatikus koncentracié (MIC) és a minimalis baktericid koncentracié
(MBC) szamszer( értékével fejezzlk ki. A jellemz6k ismerete alapot ad a cél-
zott antibakterialis gyogykezeléshez.

AMIC és az MBC meghatarozasa igen munkaigényes feladat, a rutin vizsga-
I6laboratériumok lehet8ségeit altaldban meghaladja. A gyakorlati igényeket
nagyon jol kielégiti a baktériumok relativ gyogyszerérzékenységének meg-
hatarozésa korongdiffiziés maodszerrel.

A korongdiffiziés antibiotikum-érzékenység meghatarozdsa soran a vizs-
galandd baktérium ot levesbe oltjuk, és 2-3 déran at tenyésztjilk. A levestenyé-
szetb6l gomboly( végl Gvegbottal vagy vattatamponnal szulfonamidgatlo
anyagoktol mentes taptalaj (pl. a kereskedelmi forgalomban is kaphatd
Mauller-Hinton-agar) feliiletét sz6nyegszer(ien beoltjuk. A taptalaj fellletére
rahelyezzilk a kereskedelmi forgalomban elérhet6, szinnel vagy felirattal
megjelolt, kilonféle antibiotikumokkal impregnalt korongokat. A Petri-csé-
szét kb. fél 6ran at szobahémérsékleten tartjuk (végbemegy a szer el6diffu-
zidja), majd a tenyészeteket termosztatba helyezziik.

A korongokbol kiaraml6 antibiotikum a baktériumnak az adott antibakteri-
alis szerre vald érzékenységével aranyosan gatolja a baktérium szaporodasat
a korongok koril. A kialakult gatlogydr(k atméréjét 18-24 drés tenyésztés
utdn megmeérjik, és a gyartd Gtmutatasa szerint értékeljiik.

Hibaforrds. Az antibiotikum-érzékenység  meghatarozasat szintenyészethdl
kell végezni. Ha a korongokat kozvetlenil a klinikai minta kioltasara helyez-
zik, a vizsgalat nem vezet eredményre (kivéve néhany, a klinikai kép alapjan
varhatéan szintenyészetben novekedd mintat, pl. baromfikoleras allat vér-
mintaja, tdlyogminta) . A szakszer(itleniil végrehajtott vizsgalat soran a vegyes
baktériumfloraban el6forduld, gyors névekedésl baktériumok elfedik a kor-
tanilag esetleg fontosabb tdrzset.

© ® Agyarté a korong impregnalasara felhasznalt antibiotikum mennyisé-
gét a szer kémiai és fizikai tulajdonsdgainak ismeretében Ugy hatarozza

meg, hogya vizsgalat értékel6je kozvetlen kovetkeztetéseket tehessen a
szer terdpias alkalmazhatosagat illetGen.

Akorongdiffuzios antibiotikum-érzékenységi vizsgalatok értékelésénél
tekintetbe kell venni a modszer természetébll kovetkezd szemikvantitativ
jelleget és azt, hogya forgalomban lév6 antibiotikum-korongok human
felhasznalasra késziiltek, igy a gyartd altal megadott hatarértékek is az
adott szer emberben tapasztalhatd farmakokinetikai tulajdonsagaihoz
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igazodnak. Ez az eltérés azonban az allatgydgyaszati felhasznalast altala-
ban nem korlatozza.

Ha a bakterioldgiai vizsgéalatok eredményét diagnosztikai intézet kozli
(megirja, hogy milyen baktériumokat izolalt és azok milyen antibakterialis
szerekre mutattak érzékenységet), akkor is a mintat bekildd allatorvos fel-
adata a diagnézis felallitdsa és a hatékony gydgykezelési méd megvalasz-
tasa. A klinikus allatorvos az, aki latta a beteg allatot, a klinikai tlineteket,
az esetleges korbonctani elvaltozasokat. Neki kell kivéalasztania a célnak
legjobban megfeleld gydgykezelési terdpiat az antibakterialis szerek far-
makokinetikai tulajdonsagainak, alkalmazasi lehet6ségeinek, &ranak stb.
ismeretében.



Bakteriologiai vizsgalatok a lovak
szaporodasbiologiai  diagnosztikajaban

A lovak egyedi értékének novekedésévei és a mesterséges termékenyités
szélesebb korl elterjedésével egy idében jelentdsen megnétt a lovak szapo-
rodasbioldgiai gondozéasa irdnti igény is. A vemhesilés elmaradasanak hat-
terében sokszor a mehben zajlé gyulladasos folyamatok allnak, amelyek
felismerését elGsegitd torekvések mindeddig nem kaptak kell§ figyelmet.
Tapasztalataink szerint ugrasszer(ien megn6tt a kancarnéhbdl bekildétt min-
tak bakteriologiai vizsgalata iranti igény, és ezért indokolt a téma targyalasa.
Akanca endometritisére vonatkozd egyéb részleteket ~ KLINIKAI CITOLOGIA,
193. 0.).

A mintavétel

Bakterioldgiai vizsgalatra leggyakrabban a citoldgiai mintavétellel egy id6-
ben, tehat a sarlas kezdetén gy(jtink mintat. Bizonyos esetekben azonban
mintat kell venni a dioestrus idején is (pl. pyometra).

A bakteriol6giai mintavétel sordn fokozottan érvényesek a citolégiai minta-
vetellel kapcsolatos Utmutatds ok (~ 194. 0.). Fontos, hogy adott sarlasi
peridduson belul koradbbi beavatkozds ne érje a méh Uregét. Ezért ha a cito-
légiai és a bakteriologiai mintavételre egy id6ben keril sor, elészér bakteri-
ologiai célra kell mintdt venni. Ma méar kaphatok olyan mintavevd eszko-
z0k is, amelyekkel a két mintavétel egy id6ben és biztonsdgosan megoldhato.

Fontos, hogy a mintavétel el6tt a gattajékot megfelelé maédon (hig fert6t-
lenit6oldattal és a gat szarazra torlésével) megtisztitsuk. Ennek azért is van
jelentbsége, mert a mintavételt rendszerint rectalis vizsgalat el6zi meg,
amelynek soran az egyébkent tiszta gattajék bélsarral szennyezédik.

A mintat vehetjik hlvelytukor segitségével vagy pedig a keziink védelmé-
ben. A hlivelytikros modszernek az a hatranya, hogyanyakcsatorna —hidnyos
megnyilasa esetén a tampon méhbe valo juttatasa nehezebb. A kéz védel-
mében végrehajtott mintavétellel ez a mivelet kdnnyen megvalésithato.
A mintavevl eszkozt a kilsé méhszajig toljuk, itt a kiilsé burkot (mianyag
cs6 vagy fdlia) atszakitjuk, és a nyakcsatorndba csak a tampont védé belsé
burkot (mlanyag cs6) dugjuk be. Abels6 cs6 hegyét a bels6 méhszajig jut-
tatjuk, és onnan csak a mintavevd tampont toljuk a méh Uregébe. A tampont
a méhben tébbszér megforgat juk, és kb. 30 méasodperc mulva a bels6é csébe
visszahlzzuk. Ezt kovetden a belsd csdvet a nyakcsatornabdl kihlGzva visz-
szajuttatjuk a kilsé cs6be, amit azutan a hivelybél eltavolitunk.

Hibaforrds. A mintavétel soran nagyon kell vigyéazni arra, hogy a tampon csak
a méh Uregévei érintkezzen, és ne szennyezddjon sem a gattajékon, sem
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pedig a nemi utak caudalis részén. A kanca méhének bakterioldgiai vizsga-
latdr~ a hazi készitési mintavevd tamponok nem megfelel6ek, mivel hasz-
nalatuk soran nem lehetlink biztosak abban, hogya mintat valéban a méh
Uregébdl vettlik. A hibas mintavétel kdvetkezménye a téves pozitiv eredmé-
nyek ardnyanak novekedése lehet. Ezért mindenképpen javasolt a kereske-
delmi forgalomban kaphato és tobbszords védelemmel ellatott mintavevd
eszkozOok hasznalata (Z> KUNIKAI cIToLoGlA, 5.30. abra, 194.0.).

A minta tarolasa, széllitdsa

A mintavételt kovetben célszerli a tampont azonnal a kereskedelmi forga-
lomban kaphaté szallitd taptalajba helyezni, és a laboratériumba juttatni.
Abban az esetben, ha mikroaerofil koérokozd (pl. Taylorella equigenitalis)
kimutatasat is tervezzik, a tampont a taptalajjal egyttt +4 OC-onkell tarolni.

Ha a mintakat mas diagnosztikai intézetbe (laboratériumba) kildjik vizs-
galatra, akkor - esetleg a mintat feldolgoz6 laboratérium altal rendelkezésre
bocsatott - taptalajba helyezve (hit6taskaba téve, azonnal) juttassuk el avizs"
galdhelyre.

A KANCA MEHENEK BAKTERIOLOGIAI
VIZSGALATA

A mehben zajlé gyulladas os folyamatok diagnosztizalasa céljabol gyakran
kerll sor bakteriologiai mintavételre a kanca méhéhdl, esetleg hivelyébdl.
Sokszor téves mddon bakteriolégiai vizsgalattal, ill. ultrahang-echogréafia-

val igyekeznek meghatarozni azt, hogy endometritis van-e a vemhesiilés

elmaradasanak hatterében, vagy sem. Mint a méh citolégia vizsgalatanal

mar emlitettik (:> 193. 0.), az endometritis felismerésének elsddleges madja
a citoldgiai vizsgalat. A bakteriolégiai vizsgalatnak az endometritis diagnosz-
tikdjaban csak masodlagos szerepe van, de a helyes terapia meghatarozasa

celjabol nélkilozhetetlen. A bakterioldgiai vizsgalat tehat nem arra a kérdésre
valaszol, hogyaméhben  gyulladasos folyamat zajlik-e, vagy sem, hanem
arra, hogy mi all az endometritis hatterében, és melyik az az antibiotikum

vagy antibiotikum-kombinacié, ami leghatékonyabban alkalmazhaté a fer-
t6zés megszlintetésére.

A kancaméhbdl szarmazd mintak bakterioldgiai vizsgalatat az altalanos el-
veknek megfeleléen kell végezni (2> 290. o.).

© Negativ citologiai és bakteriologiai lelet esetén a méhgyulladas egyér-
telm(ien kizarhato.

® Az eredmények értékelése soran koriltekintéen kell eljarni, és figyelembe
kell venni az egyéb vizsgalatok (rectalis és ultrahang-echografias vizsgalat,
citolégia) eredményeit is.



A potencialisan venerealis megbetegedést kivaltdé mikroorganizmusokon
(T equigenitalis, aK. pneumoniae egyes tipusai, a Ps. aeruginosa) kivil az
egyeb baktériumok (Streptococcusequi subsp. zooepidemicus, ,B-hemolizalé
Streptococcusok, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, a Ps. aeruginosa
"nem venerealis" torzsei, aK. pneumoniae 6-0s, 7-es és 68-as tipusa, Cory-
nebacteriumok sth.) fakultativ patogéneknek mindsilnek. Az altaluk kival-
tott gyulladasos elvaltozasok kialakulaséban a méh védekezd rendszerének
hianyos miikodése is felel6s. Ha ezeket a baktériumokat mutatjuk ki, akkor
mas modszerrel (citoldgiai vizsgalat) is ala kell timasztani a gyulladéasos
folyamat meglétét.

Abban az esetben, ha a citoldgiai vizsgalat sordn a kenetben neutrophil
granulocytékat talalunk, és a bakteriolégiai eredmény is pozitiv, az endomet-
ritis diagnozisa konnyen feldllithatd. Ellenkez8leg: negativ citoldgiai és bak-
teriolégiai lelet esetén a méhgyulladas egyértelmiien kizarhato.

Az eredmények ertékelése akkor nehezebb, ha eltérés mutatkozik' a ci-
toldgiai és a bakteriologiai eredmények kozott. Pozitiv citologiai és nega-
tiv bakterioldgiai vizsgalat esetén figyelembe kell venni, hogya hagyoma-
nyos tenyésztés soran elsésorban az aerob baktériumok mutathatok ki. Jogos
tehat a feltételezés, hogya gyulladasos folyamat kialakitasaért egyéb, nehezen
tenyészthetd baktériumok (obligat anaerobok), gombéak vagy valamilyen
kémiai artalom (pl. a méhet irritdlé anyag bejuttatasa) a felelds.

Ha pozitiv citolégiai eredmény nem tdmasztja alé a bakterioldgiai vizsgélatot,
nagyon oOvatosan kell eljarni az adott baktérium kortani szerepének meghaté-
rozéséban. Teljesen egészseéges kancak méhébdl is kitenyeszthet6k id6énként
baktériumok, pedig ezek a kancdk a megfelel6 idében végrehajtott fedeztetést
kdvetben mindenféle antibiotikumos kezelés nélkil vemhesilnek.

Hibaforrds. A pozitiv bakterioldgiai vizsgélat a helytelen mintavételnek tulajdo-
nithatd szennyez6désnek is lehet a kdvetkezménye, ami téves diagnosztikai
kdvetkeztetés irdnyaba terelheti a vizsgalatot végz6 allatorvos gondolatmenetét.

VENEREALIS PATOGEN BAKTERIUMOT

HORDOZO KANCAK ES MENEK KIVALASZTASA

A venerealis patogén kdrokozokat (T equigenitalis, aK. pneumoniae I-es,
2-es s S-Ostipusa, aP aeruginosa egyes tipusai) hordozé kancdk és mének
kivalasztasa nagyon fontos azért, hogy természetes fedeztetés esetén ezek
a korokozok ne terjedjenek tovébb.

Avizsgélatokra rendszerint a tél végén, kora tavasszal, a fedeztetési idény
kezdetén, ill. esetenként a kilfoldre szallitdst megel6zGen kerul sor.

Avenerealis patogén baktériumok a kiils6 nemi szerveken, a bér és a nyalka-
hartya nehezen elérhetd red6iben élnek tovabb, és innen kell megkisérelni
kimutatasukat.
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Kancék esetén a clitoris red6jebél, ill. a medialis és aventralis sinusokbdl
kell mintat venni. Mének esetén a mintat négy kiilonbdzd helyrdl (preputium
redOi, fossa urethralis, urethra és preejaculacios valadék) gydijtjik.

A mintavétel utadn a tamponokat azonnal szallité taptalajba helyezzik, és
+4 oC-on taroljuk.

A vizsgalat A bakteriol6giai vizsgélatot az éltalanos elveknek megfelelden kell végezni
menete  (~290. o.).

Ertekelés © ® A mének esetén egy hét kiilonbséggel vett két minta negativ vizsgalati
eredménye alapjan lehet kimondani a venerealis patogenektél val6 men-
tességet. Ha a mintdbol korokozd baktériumot tenyésztiink ki, akkor meg-
felel6 antibakterialis kezelést kell végezni, majd ennek eredményét az
elébbi modon, kétszeri bakteriol6giai vizsgélattal ellenérizzik.



Virologiai diagnosztika

A kiilonbdz8 korformakat el6idéz6, patogén virusok elleni védekezés az
allatorvosi munka egyik leglényegesebb eleme, a hatékony védekezés alap-
vetd feltétele pedig a specifikus és lehet6leg minél gyorsabb diagndzis. Hazai
viszonyok kozott agyakorld allatorvosoknak virusdiagnosztikai munkéra
alig van lehet6ségiik. Egy-egy korkép virusos jellegére utalhat a jellegzetes
klinikai kép (pl. a macska coronavirusos peritonitise) vagy a szoveti elval-
tozasok (pl. a kutya szajpapillomatosisa), de a legtébb korkép (pl. a kutyak
enteritise) elGidézésében tdbb virus, baktérium vagy akér nem fert6z§ faktor
is szerepet tolthet be. Koziliuk avalddi korokozot csak specifikus vizsgélat-
tallehet kivélasztani.

A gyakorlé allatorvos munkdajéban a specifikus virusdiagnosztika csak el-
vétve kap helyet, mert az ilyen, tébbnyire steril kdriilményeket igényl6 mun-
kdhoz (szovettenyésztéshez, diagnosztikai mintdk feldolgozésahoz stb.) a
sziikséges feltételek tobbnyire csak szaklaboratdriumokban teremtheték meg.

Aviroldgiai vizsgélatok kiilonbdzd szinten végezhet6k. A modern diagnosz-
tikumokat elGallitd cégek egyre nagyobb szdmban dolgoznak ki kiilénbdz6
virusfertzések kimutatas ara olyan diagnosztikai készleteket, amelyekkel a
vizsgélatok a mintavétel helyszinén vagy rendel6ben, Kklinikan is elvégezhe-
ték. Az antigén- vagy ellenanyag-kimutatasra alkalmas reagenskészletek (n.
kitek) mikodése Aaltaldban enzimreakciokon alapul, a minta pozitivitasa
(antigén- vagy ellenanyag-tartalma) szinreakciok alapjan, specialis miszerek
s szakiranyl végzettség nélkil is megallapithatd. Ilyen tobbek kozott a
macskaleukosis virus elleni ellenanyagok kimutatds ara alkalmas vagy a FIV
(feline immunodeficiency virus) ellen képz&dott ellenanyagokat kimutatd
tesztkészlet (2> 322. és 325. 0.).

A legveszélyesebb, nagy terjed6képessegli, nagy morbiditassal vagy mor-
talitdssal jaré virusokkal a vizsgalatok csak szigor( biztonséagi feltételek
mellett m{ikddod, a kikertld hulladék megsemmisitését, a kiaramlo levegd és
az ott dolgozd, altalaban specialisan képzett személyzet dekontaminalasat
biztositd zart laboratériumokban végezheték. Ezek létrehozésa, fenntartasa
és mlikodtetése igen nagy osszegeket igényel, ezért kormanyzati feladat.

A vizsgalatok talnyomo tobbsége azonban olyan "kdzépszint(" (nem
hivatalos megjel6lés!) laboratériumokban zajlik, amelyekben a viroldgiai,
virusszerologiai munkéra szakosodott személyzet dolgozik, s ahol a ko-

A vizsgalatokrol
altalaban



A mintardl
altalaban

rdbban emlitett steril munkaveégzéshez szikséges feltételek megteremthe-
tok. A sterilizalast szolgald eszkdzok (hoélégsterilizator, autoklav, baktérium-
mentesitd szlr6k stb.) mellett ezekben a laboratériumokban a csiramentes
kornyezetet por- és huzatmentes steril fllkében vagy sziirt levegds, tal-
nyomasos, Un. laminéris boxokban biztositjak. A virusok elszaporitasédhoz,
izolaldsdhoz, a szeroldgiai vizsgalatok egy részéhez sziikséges szdvettenye-
szetek csak ilyen kortlmények kozott allithatok el6. Az ilyen laboratdriu-
mok mikodtetés éhez szilkséges legfontosabb mioiszereket, eszkozoket és
anyagokat ismertetjik a kovetkez6kben.

Mszerek/készllékek:  autoklav, hdlégsterilizator, mélyh(it6, hité, magneses ke-
ver@, baktériummentesité  folyadéksz(ir6k, mikroszkép, termosztatok,
ioncseréld vagy desztillalokészilék, analitikai mérleg, hiitheté centrifuga.

Eszkozok: edény folyékony nitrogén tarolasara, pipettdk, Uvegedények, szovet-
tenyésztd palackok, kézi mliszerek, Bunsen-ég6, homogenizatorok.

Anyagok: a sejtek in vitro szaporodasat és tulélését biztositd tap- és fenntarto-
folyadékok, foetalis vagy Ujszilétt borjusavd, tripszin, pufferek készite-
séhez sok, antibiotikumok, antimikotikumok, referens virustorzsek és
immunsavok, sejtvonalak.

A mintavétel

Virologiai vizsgélatra az él6 allatbol szadrmazd kilonféle klinikai minték,
valadékok alkalmasak (pl. orrvaladék, vér, ritkbb an tej, bélsar, liquor vagy
nyd!); elhullott &llatbdl szerveket, szervdarabokat vizsgalhatunk.

A mintavételnél nagyon fontos, hogy a mintat mikor és honnan vesszik,
és az mennyi idd alatt érkezik a vizsgélatot végzé laboratériumba.

Mintavétel direkt viruskimutatdshoz. A mintat az elvaltozast mutatd szervrend-
szerb6l vegyuk: pl. 1égzészervi meghbetegedés esetén él6 allatbdl a mintat orr-
tamponnal gydjtsik, elhullott &llatb6l pedig a tidét, a légcsovet vagy annak
darabjait kulonitstik el. Fontos, hogya direkt viruskimutatsra széant diag-
nosztikai mintakat minél kordbban, rdvid id6vel a klinikai tinetek jelentke-
zése utan (vagyis a virusok tdmeges urtlésekor) vegyik. Gondosan Ugyelni
kell arra, hogya virusok megdrizzék fert6zéképességiket a laboratériumba
érkezésig, ugyanakkor meg kell akadalyozni, hogya méasodlagos (baktéri-
umos) tarsfert6zések megnehezitsék az elsédleges korokozd felderitését.

Mintavétel indirekt viruskimutatashoz. A direkt viruskimutatds (féleg a heveny
fert6zések esetében) csak egy rovid, legfeljebb néhany napos virusiritési,
ill. virushordozési periddusban lehetséges. Ezért sokszor az indirekt
viruskimutatds modszereit kell felhasznélnunk a virusok okozta betegse-
gek korjelzésére vagy egy allomanyban rendszeresen el6fordulé virusok
meghatarozésara (vagyisaz dllomany jarvanytani allapotanak felmérésére).
Ilyenkor a kilonbdzd szerologiai modszerekkel a vérsavoban kimutatott
ellenanyagok jelenléte utal egy allat vagy az alloméany fert6zottségere.

Mivel az immunglobulinok a vérben (tejben, liquorban sth.) a fertézést
kovetben tobb honapig perzisztalnak, ebben az esetben a vizsgalat id6-



pontja nem olyan sz(iken behatarolt. Lényeges, hogy figyelembe vegyiik
az allomanyban végzett esetleges immunizalas okat, valamint fiatal allatok-
ban a materndlis eHenanyagok jelenlétének lehet6ségét. A jelenleg alkal-
mazott vakcindkkal és szerologiai modszerekkel ugyanis a maternalis
ellenanyagok, valamint a vakcinazas és a fert6z6dés kovetkeztében kiala-
kul6 immunglobulinok kozott tdbbnyire nem lehet kiilldnbséget tenni.

Az indirekt viruskimutatashoz tébbnyire vérmintat vesziink, ritkdbban
tej-, liquor- vagy nyalmintat gydjtink. A vérmintat alvadasgatlot és konzer-
véloszert nem tartalmazd steril csovekbe vessziik.

A minta tarolasa, széllitdsa

A mintdk altalaban baktériumokkal, takarmanyszemcsékkel, szdvettdrme-
Iékkel, porral stb. szennyezettek.

A steril vattatamponnallevett mintadhoz antibiotikum-tartalmi pufferolda-
tot vagy 100 NE/ml penicillint, 100mg/ml sztreptomicint vagy egyéb, vizben
old6do antibiotikumot tartalmazd élettani NaCl-oldatot adunk az izotonia és
az izoionia biztositasa, ill. a baktériumszaporodas visszaszoritasa érdekében.

A szervdarabokat h(t6taskaban, de lehet6leg nem fagyasztva szallitjuk,
mert az érzékenyebb (burkos) virusok a fagyasztas, ill. az azt kdvetd felol-
vasztas hatdsara elveszithetik a fert6z6képességiiket.

Frissnek (vagyis virologiai vizsgalatra legalkahnasabbnak) az a minta tekint-
het6, amelyik a mintavételt§l szdmitott egy napon beliil a szaklaboratdriumba
érkezik.

Mindig kulénos figyelmet kell forditani a korel6zményi adatok (a legfon-
tosabb jarvanytani és klinikai megfigyelések, a kordbbi kezelések stb.) koz-
lésére, amely informéaciok irdnyithatjak és nagymértékben megkdnnyithetik
a laboratériumi  szakemberek munkajat.

DIREKT ES INDIREKT VIRUSKIMUTATAS

Avirusfert6zések felismerésére direkt és indirekt modszereket alkalmazunk:
* a direkt eljarasok soran magat a virust vagy annak valamely alkotoré-
szét (fehérje- vagy nukleinsav-komponenseit),
* az indirekt (virusszerologiai) eljarasokkal pedig az ezek hatasara a fer-
t6zott allatokban termel6dott ellenanyagokat mutatjuk  ki.

Direkt viruskimutatas

Virusizoldlas. Avirus direkt kimutatdsanak alapvet6 modszere a virusizolalas,
vagyis az a folyamat, amelynek sordn a diagnosztikai mintabdl a virust
valamelyik virusszaporitdsi maodszerrel elszaporitjuk, és azonositjuk. A si-
keres virusizolalas feltétele tehat, hogya mintaban fert6z6képes virionok
legyenek.
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A virusizoldlds esélyei a mintavételt6l szamitott id6 fliggvényében csok-
kennek, ezért a feldolgozast minél el6bb meg kell kezdeni.

Virusszaporitds. A virusszaporitas csak él6 sejtekben valésithatd meg, pl.
embriondlt tyUktojasban vagy talél§ szovettenyészetekben. A mdlvelet tébb
hétig is eltarthat; az id6igény fligg a virus szaporodasi ciklusétol, tovabba
az esetleg sziikséges atoltasok szamatol.

A virusok azonositasa. A virusizolalds mdveletéhez hozzatartozik a virus
azonositasa, vagyis virusrendszertani helyének pontos megallapitasa. Leg-
elészor azt kell megllapitani, hogya virus melyik csaladba tartozik. Ebben
segitséget nyUQjthat a szOvettenyészetek mikroszkdépos vizsgalata sorén ta-
pasztalt sejtkarositd hatas, a virus sejtspektruma stb., de ezek dnmagukban
semmiképpen nem elegend6ek. A pontos besorolast a virus fizikai-kémiai
(DNS vagy RNS-e a genom, egyszalu vagy kétszall-e a nukleinsav) és mor-
folégiai tulajdonsagainak (méret, szimmetria, burok jelenléte vagy hianya)
vizsgalata teszi lehet6vé.

* Kloroformkezeléssei allapit juk meg, hogy burkos vagy burok nélkili
virust izolaltunk: aburkos virusok e kezelés hataséra elveszitik fert6z6-
képességiiket, mivellipidtartalmd  burkukat (és ezzel a sejthez vald koté-
désben szerepet betoltd kiils6 fehérjéket) a kloroform leoldja.

* A virusszaporitdés soran a sejttenyeszethez halogénezett uridinszdrma-
zékokat adva elddnthet6, hogya virus genomja DN5 vagy RN5. A halo-
génezett uridinszdrmazékok a DNS replikécidja soran a timidin helyére
éplilnek, gatoljdk a nukleinsav-szintézist, ezért a virus nem szaporodik.
Atimidint nem tartalmazé6 RNS-virusok replikaciojat e vegyiiletek nem
gatoljak.

» Avirussal fert6zott szOvettenyészetben akridinoranzs-festés utan az egy-
szalu virusnukleinsav piros, a kétszala sarga fényben fluoreszkal.

Az el6bbi vizsgélatokat elvégezve megallapithatd, hogy az izoldtum me-
lyik viruscsaladba tartozik. Az Osszehasonlitdst a virusok legfontosabb tu-
lajdonsagait 0sszegz6 tablazatok segitik.

A tovébbiakban szeroldgiai maddszerekkel a virus szerotipusat kell meg-

hatérozni. Erre szerologiai eljarasokat kell alkalmazni: legtébbszér a virus-
neutralizaciés vagy a hemagglutinacio-gatlasi prébat, ritkdbban agargél-pre-
cipitaciot, komplementkotési probat stb.
Egyéb modszerek. Adirekt viruskimutatds egyéb modszerei nem kdvetelik meg
a virionok fert6z6képességét, vagyis nem igénylik a virus elszaporitasat.
Ezek a vizsgalati modszerek &ltaldban néhany nap, bizonyos esetekben né-
hany o6ra alatt eredményt adnak. llyen modszerek a kovetkezék:

* elektronmikroszkdpos kimutatas,

» immunfluoreszcencia  (IF),

* agargél-precipitacié  (AGP),

* ellendramd immunelektroforézis,

* ELISA,

» PCR-vizsgalatok (az Un. polimerdz lancreakcion alapuld eljarés).



Egyes, ma még meglehetésen ritkan és a betegségek sziik korében alkal-
mazott vizsgalati modszerekkel (pl. peR) bomlo, autolizalt mintabdl is ki-
mutathatd a virus.

A virusszerolégiai eljardsok lényege, hogya virus hatdsara termelddétt el-
lenanyagokat mutatjuk ki a fert6z6tt allatokban. A vizsgélat id8igénye a
valasztott maédszert6l fligg6en néhany nap (pl. virusneutralizacio, AGP)
és néhany ora (pl. indirekt ELISA, hemagglutinicié-gatlas, komplement-
kotési proba) kozotti lehet.

A virusellenes ellenanyagok kimutatasanak két célja lehet. Az egyik,
amikor a vizsgélat a jarvanytani allapot felmérése irdnyul, vagyis azt kell
megallapitani, hogy milyen virusok fordulnak el6 rendszeresen egy adott
alloményban. llyenkor a statisztikai mintavétel szabalyai szerint (altalaban
kb. az éllatok 10%-abdl) vett vérmintdkat kell vizsgalatra kildeni. A tébb
virussal elvégzett szeroldgiai vizsgalatok sordn a pozitiv eredmények mu-
tatjadk az allomany virusfert6zottségét.

Mas esetekben a vizsgélat célja az adott id6pontban megbetegedéseket
el6idézd jarvany korokozéjanak felderitése. Ilyenkor a direkt viruskimutatas
mellett (ha erre nincs lehet6ség, akkor helyette) savoparokat kell vizsgalni.
Ez azt jelenti, hogy frissen megbetegedett allatokbol vesziink vért, majd 2-3
hét malva (athangolédasuk utan) ugyanazokbdl az allatokbol ismét kildiink
vérmintat. Ha a késébb vett mintakban egy adott virus ellen ellenanyagok
jelennek meg, vagy a korabbinallényegesen nagyobb titerben vannak jelen,
az arra utal, hogy az alloméanyban ez a virus okozza a megbetegedést.

© ® Avirusok jelent6s része nem okoz betegséget, ezek az Un. apatogén
vagy "orphan" (arva) virusok. A fogékony szervezetbe keriilve a virus
elszaporodik, de nem okoz olyan elvéltozasokat, amelyek a szervezet
megbetegedését vonnak maguk utan. Avirusok egy masik része patogén
ugyan, de nem virulens, vagyis a betegséget okozd gén aktivitadsa jelen-
tésen korlatozott. Az ilyen avirulens virustdrzsek felhasznalhatok vak-
cinakészitésre, ill. Un. attenualdssal mesterségesen is létrehozhatok vak-
cina elGallitdsa céljabol. Az orphan vagy avirulens virusok szaporodasa

a szervezetben aktivalja az immunrendszert, interferon- és ellenanyag-
termelést valt ki. Az ilyen virusok kimutatdsa a szervezetb&llehetséges,
de hamis diagno6zishoz vezethet, ezért a viruskimutatadsi eredményeket
mas eredményekkel (klinikai megfigyelések, korbonctani, szdvettani
eredmények sth.) egyutt kell értékelni.

A korédbbiak alapjan nyilvanvalé, hogya virusok direkt kimutatasa
(az egyel6re kevés betegség diagnosztizalasara hozzaférheté gyorstesztek
kivételével) meglehetdsen id6igényes feladat. A virusizolalas altalaban
tobb hetet igényel. Az elektronmikroszképos viruskimutatas vagy a virus-

Ertékelés



antigének kimutatdsa (pl. komplementkotési prébaval, ELISA-modszerrel
vagy immunfluoreszcens vizsgélattal) néhdny ora alatt elvégezhet6. E vizs-
gélatok eredménye felhasznélhatd a terdpia sorén: virusellenes szerek,
immunsavok alkalmazésat indokolhatja.

Az indirekt viruskimutatas (ellenanyagok kimutatdsa) csak a fert6z6-
dést kovet6 7-10. naptdl kezdddben lehetséges, amikor mar kimutathato
mennyiségben vannak a vérben a fert6zést okozé virus ellen termel&dott
ellenanyagok. Az eredmények tehat allomanyvizsgalat esetén az allomany
(kennel, szarvasmarhatelep, ménes stb.) vakcinazasi stratégidjanak kidol-
gozésdban segitenek, egyedi vizsgalat (savOpar vizsgalata) esetén pedig a
korabbi diagndzist erésitik vagy cafoljadk meg, igy pl. szavatossagi esetek-
ben hasznalhatok. El&fordul, hogy az indirekt viruskimutatds eredménye
alapjan a szeropozitiv egyedek szelekcidja vagy elkildnitése, tenyésztés-
b6l valé kivonasa javasolt (pl. macskdk FIV-fert6zottsége, szarvasmarha-
leukosis, 16 fert6z6 arteritise), vagy exterminalasuk hatésagilag kotelezd
(pl. lovak fert6z8 kevésvér(isége), mert a szeropozitiv allatok egyben virus-
hordozok is, igy az adott fert6zés fenntartdi és terjesztdi.



Immundiagnosztika

Az in vitro immundiagnosztikai  vizsgéalatok el8segitik a fertdz betegségek A Vizsgalatokrol
megallapitasat, a korokozok azonositdsat, besorolasat, ill. alkalmasak az altalaban
autoimmun betegségek megallapitasara, valamint az immunrendszer vélasz-
képességének értékelésére. Az immundiagnosztikai  probakat tobbnyire
nem a klinikus &llatorvos hajtja végre, hanem az arra felkésziilt szaklabo-
ratoriumok, bér az egyszer(ibb vizsgéalatok (pl. a tArgylemez-agglutinacios
préba) rendel6i kortlmények kozott is elvégezhet6k. Egyes klinikak, ren-
del6k részérél egyre nagyobb az érdekl6dés az immundiagnosztikai elja-
rasok - kilondsen a gyari reagenskészletekkel Kivitelezhet6 probak - irant.

A kovetkez6kben attekintjik a diagnosztikai intézetekben végzett im-
mundiagnosztikai  eljarasokat, kiilonds tekintettel a szaklaboratériumok
altal megkildott eredmények értékelésére. Részletesebben foglalkozunk
azokkal az eljarasokkal, amelyeket a klinikus is el tud végezni. A gazda-
sagi haszonallatok szeroldgiai vizsgalata - gyorsvizsgalatokra alkalmas tesz-
tek hidnyaban - &ltaldban a felkésziilt diagnosztikai laboratériumokban zaj-
lik, igy ezek részletes ismertetésétdl eltekintiink. A kisallatpraxis igényeihez
kifejlesztett, a jol felszerelt gyakorld allatorvos altal is elvégezhet§ immuno-
I6giai vizsgalatokat ~ IMMUNOLOGRAITINVIZSGALAKBKSALLATGVOGVA-
SZATBARM. 0.).

A mintavétel

A szerol6giai prébakhoz vér-, tej-, esetleg egyéb valadékmintat (liquor stb.) A mintarol
vesziink. A prébékat leggyakrabban vérsavébol, a cellularis probékat és egyes —altalaban
virusantigének kimutatasara szolgald probakat fehérvérsejtekbdl hajtjuk
vegre.
A mintavétel Aaltalanos tudnivaloit ~ 21. 0. (ver), 246. o. (tej), 406. o.
(liquor).
A vérsavdelkilonitése Az alvadasdban nem géatolt vérmintat 37 OC-oregy 0réig,
majd +4 OC-onegy napig allni hagyjuk. Az alvadék koriilvagasa és centri-
fugdlasa utan a savd kinyerhet6. A szérumkivalast gyorsitd vércsovek
(~ 31.0.) alkalmazasa itt is ajanlott.
A fehérvérsejtekelkiilonitése Az alvadasban gatolt vért (heparin, EDTA) szepa-
ralooldatra (pl. Ficoll-paque) rétegezzilk, amely az ezt kdvetd centrifugalas
sordn a voros- és a fehérvérsejteket elkiloniti. Az igy kinyert fehérvérsej-
teket 2-3-szori moséas utdn tapfolyadékban (RPMI-1640, Hank's MEM)
szuszpendaljuk.
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A minta tarolasa, szallitdsa

Az elkiildnitett vérsavot hiit6szekrényben +4 oC-onvagy mélyh(tve -18 oC-on,
a tapfolyadékban 1év6 fehérvérsejteket +4 oC-on tarolhatjuk 12-24 6raig.

Ha a mintdkat mas diagnosztikai intézetbe kuldjik vizsgalatra, akkor
hlt6taskaba téve, azonnal juttassuk el a vizsgaléhelyre. Mindig kilénds
figyelmet kell forditani a kérel6zményi adatok (klinikai megfigyelések,
korabbi kezelések sth.) kdzlés ére, mert ezek a laboratériumi szakemberek
szdméara hasznos segitséget nyujtanak.

A szeroldgiai probak soran az ellenanyagok vizsgalataval indirekt médon meg-
allapithatd, hogya szervezet talalkozott-e mar a kérokozéval. A fert6zés lezaj-
lasa utan ugyanis a fert6z6 agens gyakran mar nem mutathatd ki, ugyanakkor
a vele szemben képz8&dott specifikus ellenanyag még hosszd ideig perzisztal
és kimutathat6. A szerol6giai prébadk nemcsak az ellenanyagok kimutatasat,
hanem antigének (virus, baktérium sth.) azonositasat is lehet6vé teszik.

A szeroldgiai prébak soran el6szér az antigén és az ellenanyag kozott ké-
miai kapcsolodas jon létre, majd ennek kovetkeztében kolloidkémiai folya-
matok jatszddnak le, s ennek soran alakul ki a lathatdé végtermék.

» Az agglutinacidés prébak soran a korpuszkuléris antigén az ellenanyag-

gal val6 kapcsolddas utan osszecsapddik, és kivalik a rendszerbdl.
 Aprecipitacios prébaban az oldott allapotu antigén kicsapddik az oldathol

» A komplementkétési  probaban a kialakult antigén-ellenanyag-komplex

megkoti a komplement rendszert, megakadalyozva ezzel a vorosvérsejtek
hemolizisét.

Agglutinacios  probak

Targylemez-agglutinaciés prdba. Gyorsan Kivitelezhet6 eljaras, de csak kvalitativ
vizsgalatra alkalmas. A targylemezre a vérmintahoz (pl. baromfityphus,
mycoplasmasis) antigénoldatot cseppentiink. Pozitivesetben  perceken
belll észleljuk az 6sszecsapddast. A proba hasznalhatd baktériumtor-
zsek azonositasara is.

CsBagglutinacids probak. A vizsgalando vérsavobol felez6 higitasi sort készitiink,
és az egyes higitasokat antigénoldattal elegyitjik. A reakcié kialakuldsa
tobb Orat vesz igénybe. A prébaval meghatarozhaté az ellenanyag titere
(a legnagyobb higitasi fok, ahol még pozitiv a reakcid), vagyis a médszer
kvantitativ vizsgalatra alkalmas. A diagnosztikai intézetek az agglutinacios
prébéakat brucellosis, listeriosis, yersiniosis, tularaemia, ill. médositott
formajat leptospirosis-fert6zottség  kimutatasara hasznaljak. Brucellosis
esetén a tejjel Urll6 ellenanyagokat festett brucelldk hozzaadasaval mu-
tatjuk ki (ABR-proba).



Passziv vagy indirekt agglutinicios préba. Az antigént valamilyen nagyobb mé-
retli részecske (vordsvérsejt, latex, bentonit) fellletére kotjik. Iy médon
oldott &llapotd vagy igen kis méretli antigén is kimutathatd agglutinécios
prébaval. Az eljardst Aaltaldban baktériumok  azonositdsara  hasznaljuk.

Antiglobulin-vagy Coombs-préba. A vizsgélanddé vérsavd és az antigén elegyé-
hez antiglobulint adunk, ami &szszekapcsolja  a baktériumhoz — kotddott
inkomplett  ellenanyagokat,  és igy létrejon az agglutinaci6. A mddszerrel
az inkomplett, monovalens ellenanyagok mutathatok ki, pl. brucellosis-
fertzottség  esetén.

Hemagglutinacié-gatlasi probaba (HAG). A vizsgalandd  savobdl készitett —higitasi
sorhoz adjuk a korokozot, majd a megfelel6 inkubaciés id6 utan voros-
veérsejt-szuszpenzdval elegyitjik. A savoban [év6 ellenanyag blokkolja a
kérokoz6 hemagglutinalo  fehérjéit, igy a vorOsvérsejtek  dsszecsapodasa
elmarad, azok lellepednek. A prébaval meghatarozhat6 az ellenanyag
titere, pl. baromfipestis-, mycoplasmosis-, influenzafert6zottség esetén.

CsOprecipitacios probak. Az antigénoldathoz adott ellenanyag-tartalmu savo
hatadsara pelyhes csapadékkivalas  figyelhet6 meg pozitiv esetben. Az in-
tézeti diagnosztikai ~munka sordn a préba a lépfene-baktérium  antigénjé-
nek kimutatasara  (Ascoli-féle termoprecipitacios préba), valamint a ho-
sok faji szarmazésanak meghatarozasara hasznalhat6 (Uhlenhut-féle
préba) .

Agargél-precipitacios probak. Petri-csészébe  ontdtt agarba Kkis lyukakat készi-
tink, és ezekbe mérjik be a vizsgalandé vérsavét, ill. az antigénoldatot.
Ezek diffuzioval jutnak az agarba, s ottani talalkozasuknal - pozitiv
esetben Altaldban 24 ora alatt - kialakul a precipitciés iv. A precipitacids
prébak gyorsasdga €és érzékenysége nagymértékben  ndvelhet§ az elektro-
forézissel vald kombinalasukkal. A kétdimenziés kett6s géldiffuziés mad-
szer (Ouchterlony-teszt)  alkalmas a fert6z6 kevésvérliség, a leukosis és a
bluetongue virusdval szemben képz6dott ellenanyagok — Kimutatasara.

A vizsgaland6  vérsavot inkubédljuk az antigénoldattal  és a komplementtel

(tengerimalac  vérsavd). Ehhez hozzéadjuk a juh vorosvérsejtet és a vele
szemben termelt ellenanyagot (hemolizin) tartalmazé jelzérendszert.  Pozitiv
esetben a kialakult antigén-ellenanyag-komplex megkoti  a komplementet,

és elmarad a hemolizis. A probanak ismert az indirekt formaja is, amely
inkomplett, monovalens ellenanyagok  kimutatdsara  hasznalhat6. A komp-
lementkotési  probat a diagnosztikai  intézetek a brucellosis, a chlamydiosis,
a toxoplasmosis, a takonykoér, valamint a tenyészbénasdg, a paratuberculo-

sis és a Q-laz diagnosztikajaban alkalmazzak.



Az ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) modszer elve az, hogy

a kialakuld, a lemez feliletéhez  kotott antigén-ellenanyag-komplex meny-
nyisége, igy az ellenanyaghoz konjugélt enzim aktivitdsa is ardnyos a
minta antigéntartalmaval. Az enzimaktivitds  kovetkeztében  kialakuld szin-

reakcié fotometridssan ~ mérhet§. Az ELISA-préba alkalmas mind az ellen-

anyag, mind az antigénoldat  koncentracidjanak meghatarozasara. Brucella
abortus, B. suis, Aujeszky"betegség, a 16 fert6z6 kevésvérlisége, a sertéspes-

tis, a szarvasmarha-leukosis, az IBR-, FIP-, FIV-, FeLV-fert6zottség és még
szamos mas betegség esetén alkalmazzak. Az utébbi harom, Kkiséllatok ese-
tében hasznalt maddszert ~ IMMUNOLOGIRUTINVIZSGALATAKISALLATGYO-

GYASZATBABRL. o.

Ertékelés © ® A vizsgalat negativ eredménye fert6zésmentességre utal, de szami-
tdsha kell venni a hamis negativ eredmények lehet6ségeit is (pl. a fer-
t6z6dés és a mintavétel kozotti tal rovid idd, anergids Aallat, mintavételi,
technikai  hiba).

A pozitiveredmény  azt jelzi, hogy az allat mar taldlkozott kdrokozoval.
A hamis pozitiv reakcié leggyakoribb oka a koérokozok kozti Kkeresztreakcio,
amit megismételt  (savOpar-) vizsgalattal vagy a sz6ba johet6 agensekkel
parhuzamosan  elvégzett probaval lehet kiszlrni. A nagy ellenanyagtiterek
friss fert6zésre utalnak, a kisebb titerértékeket  magyarazhatja  korabbi
vakcinazas, a fert6z6déstél eltelt rovid id6, de kis titerértéket mériink régi
athangolodas esetén is. Ennek pontos okéra a kérel6zményi adatok és savo-
parvizsgalat  derithet fényt. A szerolégiai titerek relativ értékek, amelyeket
tobb tényez6 befolyésol:

e a korokozd faja,

e az antigén jellege,

* a betegség korfejlédése,

e az alkalmazott ~mddszer és
e a gyogykezelés.

Az egyes szerologiai probdk eredményeinek  dsszehasonlitasabol a fer-
t6zés lefolyasara is kdvetkeztethetiink, mivel a kulonbéz6  tipusd ellen-
anyagok a probdk sordn eltér6 reakciOkészséget — mutatnak. Az agglutina-
cids probaban els6sorban az IgM és az 1gG, a precipitaciés probdk soran
féleg az 19G, kevésbé az IgM, a komplementkotési prébaban az 1gG vesz
részt a komplexképzésben. Friss fert6zéskor féként az agglutinacids és a
precipitacios, el6rehaladottabb  esetben pedig a komplementkdtési préba
ad pozitiv eredményt. Legtovabb az inkomplett ellenanyagok perzisztélnak,
ezért ilyen esetben a Coombs-préba és az indirekt komplementkétési  proba
pozitiv. Az egyes szeroldgiai vizsgalatokat a vizsgalati korllményeket figye-
lembe véve, kontrollsavokat —alkalmazva a vizsgald intézet értékeli.



Acelluléris prébéakkal az immunrendszer sejtjeinek valaszkészségét vizsgal-
hatjuk. A lymphocytastimulaciés préba, a macrophagmigracio-gatlasi proba
és az immunrozetta-képzési  teszt a szekunder immunvélaszban szerepet
betdltd, hosszl életli memdriasejtek valaszképességét, mig a citotoxikus
reakci6 tesztje az effektor (killer) sejtek aktivitasat méri. Az emlitett eljarasok
szaklaboratdriumi felkésziiltséget igényelnek, az immunrozetta-képzési teszt
azonban rendel6i korulmények kozott is elvégezhetd.

Immunrozetta-képzesi teszt

Avizsgélandd fehérvérsejt-szuszpenzidhoz olyan juh vordsvérsejteket adunk,
amelyek felliletére elGzetesen a kérdéses antigént adszorbealtattuk. Pozitiv
esetben néhany o6ran belll a vorosvérsejtek a fehérvérsejtek feliiletéhez ko-
tédnek. A reakcio a kenet mikroszkopos vizsgélataval birdlhat6 el.

© ® Negativnak tekinthetjuk a vizsgalatot akkor, ha a lymphocytak keve-
sebb, mint 5%-avolt rozettaképz8. Pozitiva proba, tehat az allat szenzibilis
az adott antigénre akkor, ha a rozettaképz6 sejtek ardnya 5-30% kozotti.

AUTOIMMUN BETEGSEGEK DIAGNOSZTIKAI
ELJARASAI

Az autoimmun betegségek diagnosztikaja irant az utébbi id6ben ndvekvd
érdeklddes tapasztalhatd. A vizsgélatok egy része, igy az autoimmun hae mo-
liticus anaemia (AIBA)vagy a rheumatoid faktor kimutatasa egy jol felszerelt
rendel6ben is elvégezhet6, mas részilk azonban (antinucleus ellenanyagok

kimutatasa, autoimmun bdérbetegségek diagnosztikaja) specidlis laboratori-
umot igényel.

Az autoimmun haemolyticus anaemia diagnosztizalasara a Coombs-proba
hasznalatos. A Coombs-reagensh6l (anti-IgG, IgM, C3) felezd higitasi sort
készitlink, és ehhez adjuk a mosott és higitott vorosvérsejt-szuszpenziot
Areagens ben [év6 antiglobulinok pozitivesetben kapcsolédnak a vorosver-
sejtek fellletéhez kotddott ellenanyagokkal, ezaltal azok racsszerii alakzatot
képezve agglutindlodnak a cs6 aljan.
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Az 1gG-molekula Fc-részével szemben termelédott ellenanyagokat (IgM)
mutatjuk Ki passziv agglutinaciés prdbéaval.

A szisztéméas lupus erythematosus diagnosztikajadban a sejtmag anyagaval
(DNS, nukleoproteinek) szemben termel6dott autoellenanyagok kimutata-
séra hasznaljuk (ANA-teszt). A vérsavobdl készitett higitasokat targylemezre
fixalt sejttenyészetre meérjuk, majd megfelel6 inkubalds utan a megkotédott
ellenanyagokat antiglobulin-FITC-konjugatummal jeldljik, és fluoreszcens
mikroszkoppal biraljuk el.



Immunolog~ai rutinvizsgalatok
akisallatgyogyaszatban

Akisallatgyogyaszatban a betegségek felismerésének el8segitésére és men-
tesitési céelokbdl széles korben alkalmaznak immunoldgiai vizsgalatokat.
Széamos gyorsteszt van forgalomban, amelyek lehet6vé teszik, hogy a diag-
nosztikai laboratériumok mellett a jol felszerelt rendelében tébb immuno-
ldgiai vizsgalat elvégezhetd legyen. A gyorstesztek nagy része a klasszikus
ELISA-modszer (:> 318.0.) mddositott valtozata. Ilyenek az Un. microwell-
technikan és a migracios elven alapuld tesztek. El6nyik, hogy hasznéla-
tukhoz laboratoriumi  alapfelszerelés (pipettak, spektrofotométer sth.) is

elegendd, mig a klasszikus ELISA-mddszer kivitelezése szaklaboratoriumot
igényel.

A Chlamydia psittaci féként macskakban okoz - els@sorban szem-, ill. szem
koérnyéki - gyulladas os folyamatokat (conjunctivitis, keratoconjunctivitis),
ritkdbban légz6szervi és emésztBszervi tlnetekkel jaré korformakat, ku-
tyakban conjunctivitis, pneumonia és enteritis formajaban jelentkezik.

A korokoz6 kitenyésztése és a heveny esetekben festéssel (Stamp- vagy
Giemsa-féle festés) valo kimutatdsa mellett a fert6z6ttséget igazolhatjuk, ha
a korokozd antigénjeit a kiilonbozd testfolyadékokbdl hagyomanyos vagy
migréacids ELISA-modszerrel kimutat juk, vagy indirekt immunfluoreszcens
(IF-) modszerrel a képz6dott ellenanyagokat vizsgaljuk.

Antigénkimutatas (ELISA-mddszer)

Az emberi C. trachomatis kimutatasara keésziilt, a chlamydidk nemzetség-
specifikus antigénjeit kimutatdé ELISA-mddszer jol hasznalhatd a kisallat-
gyogyaszatban, érzékenysége mintegy 70%-0s.

A migracios tesztek a C.psittaci lipopoliszacharidjanak kimutatasara alkal-
masak. A kilénleges nedvszivé anyagra juttatott ellenanyagok az oldatba
vitt antigénekkel antigén-ellenanyag-komplexeket képeznek. Pozitiv reakcio
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esetén a komplex kapillaris hatdsra a szinképz6 zdnaba vandorol (migral) ,
amit szines sav kialakulasa jelez.

Az indirekt IF-vizsgalat soran C.psittacival fert6zott sejttenyészetek felhasz-
nalasdval a vérsavobol kimutathatok a kdérokozd elleni ellenanyagok.

© ® A4-6 hetes idOkozzel végzett, kétszer negativ eredményl vizsgalatok
tert6z6désmentessegre, a pozitiv eredmények chlamydiosisra utalnak. .

A macskaleukosis (okozéja az FeLV teline leukaemia virus) Klinikai megélla-
pitdsa nehézségbe Utkdzhet, mert a betegség megjelenése nagyon véltozatos
(generalizalt vagy lokalis lymphoma, myeloproliferativ elvaltozasok, lymphoid
leukaemia, nemregenerativ anaemia, uveitis, neuroldgiai elvaltozasok stb.).
Gyakran a virusfert6zottség miatt Iétrejovd ellenalloképesség-csokkenés  ko-
vetkeztében alakulnak ki méasodlagos fert6z6dések, amik elfedhetik az alap-
betegséget (pl. kronikus bakterialis 1égz6szervi vagy alsé hugyuti gyulladasok).
A daganatos kdrformék ritkak, a fert6zott egyedek kevesebb, mint 5%-4ban
alakulnak Kki.

A nehezen Kivitelezhet6 virusizolalds helyett a diagnosztika az alabbi
szerolégiai probakra tamaszkodik:

» az FeL.Vvagy a FOCMAZellen képz6dott ellenanyagok kimutatasa,

e indirekt immunfluoreszcens (IF) vizsgélat (hematolégiai kenetek fel-

hasznéalasaval) ,

* virusantigén kimutatasa (ELISA-modszer),

« virusantigén kimutatasa migracios tesztekkel (médositott ELISA-mddszer).

Az FeL Veredetl virusantigéneket -leggyakrabban agp27-es glukoproteint,
az un. core- (mag-) antigént, vagy a daganatosan transzformalddott sejtek
felliletén megjelend, sejt eredet( antigént (FOCMA, teline oncovirus memb-
rane antigen) altalaban ELISA-elvenalapuld modszerekkel mutatjuk Ki.

Kétféle ELISA-teszttipus van forgalomban: a polisztirollemezen végezhetd
tesztek tobb minta vizsgalatara, az an. microwell-technikan alapuld tesztek
sorozatvizsgalatokra, a migréacids tesztek pedig egyedi vizsgalatokra alkal-
masak (monotesztek) . Mindkét tipus esetén virusantigént mutatunk ki, és
nem ellenanyagot.

Az FelL.Vdiagnosztikajaban a klinikai rutingyakorlatra - féként a fert6zottség
tlneteit mutat6 allatokban - els6sorban az ELISA-tesztek ajanlhatok. A te-
nyészallatok mentesitésekor a 4-6 hetes id6kozzel ismételt kétszeri ELISA-
teszt vagy IF-vizsgélat, esetleg virusizoldlas sziikséges. Jelenleg sem az IF,
sem a virusizolalads nem érhet6 el Magyarorszagon a rutingyakorlat szamara.



A latens FeLV-infekcio kevés (nem kimutathatd) virusantigén termel6dését,
vagy a virusnak a gazdasejt genomjaba integralddasat  (latencidba vonulasat)
jelenti. Ez néha bizonytalanna  teszi az értékelést. llyenkor ugyanis virusfe-
hérje nem vagy csak alig termelédik, a kis mennyiség(i, virus eredetl fehérjét
a gazdaszervezet  ellendlld képessége a neutralizalé ellenanyagok révén eli-
minalja. Ebben az esetben virus eredet(i antigének nem vagy csak alig jelen-
nek meg a testfolyadékokban.  Alatensen  fert6z6dott macskak rutin ELISA-
teszt je - és a parhuzamosan  elvégzett IF-vizsgalat is - negativ, de a 4-6 hét
mulva ismételt ELISA-teszt gyakran mar pozitiv eredménnyel zarul, ami virae-
mids allapotot jelez. Egyes szerz6k ajanljak a kortikoszteroidok immun-
szuppressziv  célbdél vald adagolasat a viraemia provokalasanak — céljabél, ez
azonban a betegség szétterjedésének  veszélyével jarhat.

Ellenanyagok (FeLV vagy a FOCMA elleni) kimutatasa
(virusneutralizacios ~ vagy indirekt IF-proba)

Az FeLV vagy a FOCMA ellen képzddott ellenanyagok titerértékének  meg-
hatarozasara tdbb modszer ismeretes. Ezek rutinszeri alkalmazasa mégsem
célszer(i, mert diagnosztikai  értékiiket er6sen korlatozza a sok hefolyasold
tényez6 (pl. fiatal macskdkban a maternalis ellenanyagok jelenléte, az id6-
sebbekben az FeLV elleni oltasok, a tlinetmentes athangolddas, a nempato-
gén retrovirusok okozta keresztreakciok, az allatok ellenalldé képessége sth.).

Az indirekt IF-prébak lényege, hogy vérkenetben a fert6zott fehérvérsejtek-

b6l, thrombocytakbdl — FeLV eredet(i antigéneket vagy FOCMA-t mutatunk  Ki.
A vizsgalat eredményei jo 6sszhangban  vannak a virusizolaciés  eredmé-
nyekkel, de a modszer kevésbé specifikus.

A modositott ELISA-tesztben egy kis edény (az dn. microwell) aljara adszor-
bealt specifikus ellenanyagok a mintdban [év6 gp27-es antigént megkdtik. Ha
az antigén-ellenanyag-komplex képzédése végbement, akkor az erre juttatott
- komplementet  és a tormaperoxiddazzal  jelzett, gp27 elleni ellenanyagokat
tartalmaz6 - konjugatum  egyes részei szintén a kis edény aljara kotédnek.
Az edény aljahoz nem Kkotédott folosleges konjugatumot — desztillalt  vizes
Oblitéssel tavolitjuk el. Ezutan a kis edénybe cseppentett, szinképz6 szubsztrat-
oldat az edény aljara kot6dott tormaperoxidaz  hatasara szinessé valik.

Enyhe (kétes érték(i) szinreakci6 esetén a vizsgalatot 4-6 hét mulva meg
kell ismételni.

A nyal- és a kénnymintab6l  végzett vizsgalatokhoz kénnyebb ugyan a min-
tavétel, de az eredményeket tobb zavar6 tényezd befolyasolja (pl. a nyalka-
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hartyak gyulladasos izzadményokkal, ill. sejtes elemekkel val6 szennyezett-
sége, a nyal viszkozitasa). E mintak szenzitivitasa a szérummintakénak 70%-a.
Hibaforrasok. Tévesen negativ eredményre vezethet, ha

» az edény (microwell) aljara csak részlegesen kotddtek a komplexek;

* a kelleténél tdbbszor vagy tal er8sen végeztik az dblitést;

» a mintat hossz( ideig melegben taroljuk (a vizsgalt gp27-es care-protein
hélabilis).

Tévesen pozitiv eredmenyt kaphatunk, ha

» mintaként teljes vért vagyer6teljesen hemolitikus plazmét vizsgalunk,
és azokat a mikro kilvettdban nem megfelel6en mostuk,

* a konjugadtumhoz részlegesen megalvadt vérmintdbol szarmazé fibrin-
szal, esetleg jelen 1évd sejtes elemek kotédnek. Ezért inkabb szérumot,
esetleg alvadasédban gatolt vér plazmajat vizsgaljunk. (Megjegyezzik,
hogy a macskék esetén a szérum is konnyen hemolitikussad valhat, mi-
vel a macskdk vorosvérsejtiei konnyen hemolizalédnak. Réadasul a
macskakbol gyakran csak kevés vért tudunk nyerni);

» a macskdk vérében lehetnek egérsejtekbdl szarmazd egyes fehérjék el-
len termelt ellenanyagok is (ritkdn fordul el6).

Az ugyancsak ELISA-mddszeren alapuld, egyedi migracios tesztekkel végzett
vizsgalatok koltségesebbek. Az FeLVkimutatds ara dsszeallitott tesztkészle-
teket gyakran kombindljadk a macskdk immunhianyos betegségének (FIV)
kimutatasat célzé reagensekkel, igy egy mintdbol egyidejlleg kétféle virus-
fert6zottség meglétével kapcsolatos informéciéval gazdagadhatunk.

Agp27-es viruskapszid glikoprotein elleni antitesteket (ahogya chlamy-
diosis vizsgalatanal is megemlitettiik) egy specialis, szivacsszer(i anyaghdl
készult lemezhez adszorbedljak. A mintiban 1évd gp27-es antigének az ad-
szorbedlt ellenanyagokkal - egy konjugitumokat tartalmaz6 pufferoldat
segitségével - e lemezen belil alkotnak komplexeket. A képz&dott komple-
xek a kapillaritds elvén tovabbdiffundalnak (migréalnak) a szivacsszer(i anyag-
ban. A szinképz6 zdéndhoz erve a komplex megvaltoztatja a zona szinét, sigy
jelzi a pozitiv reakciét.

Atesztek negativ kontrollmezgje tartalmazza az esetleges en egérbdl szar-
maz6 antigének elleni ellenanyagokat is. Ha a mintaban jelen van az egérb6l
szarmaz6 antigén, akkor a kontrollzéna is elszinezédik, igy a pozitiv lelet
nem feltétlentl igazolja a fert6zottséget (més tipust viruskimutatdsi maéd-
szerhez kell folyamodnunk).

Hibaforrasok. Ugyanazok, mint el6bb, kivéve a hibas oblités okozta tévedése-
ket, hiszen itt dblitést nem végzink.

© ® Fert6z6désmentesnek azok az allatok tekinthet6k, amelyek 4-6 hetes
id6kozzei ismételt vizsgalatokban legaldbb kétszer FeLV-mentesnek bizo-



nyultak. A klinikai tlnetekt6l mentes allatokon egyszeri, sz(ir6vizsgalati
jelleggel elvégzett vizsgalat pozitivitdsa vagy kétes eredménye esetén az
allat ivartalanitasara, az allomanybol valé végleges kivonasara nincs
szlikség. Ezeket az allatokat el kell kiléniteni tarsaiktéi, amig az ismételt
vizsgalatot 8-12 hét mulva elvégzik. Az ismételt vizsgalat eldonti, hogy
perzisztensen vagy atmenetileg viraemiasak-e az allatok.

A betegség korokozoja virus (FIV,feline immunodeficiency virus). A macs-
kak FIV-velval6 fert6zottségét szlrévizsgalatok céljabdl, ill. a klinikai tline-
teket mutaté allatokban a betegség oktani igazolasa végett vizsgaljuk.

AFN-fert6zottség megallapitasara hasznalatos laboratériumi gyorsdiagnosz-
tikai eljarasok a virusantigének ellen képzddott ellenanyagok kimutatasan
alapulnak (ELISA-modszer, IF-préba, Western-blot-eljaras). A virusizolalast
megfeleld felkésziltségli szaklaboratoriumokban végzik.

Fert6zottség kimutatasa (ELISA-maodszerl

A széles korben hasznalatos maodszer alkalmas kis laboratériumok nagy-
szamu sz(rdvizsgalatdnak elvégzésére. A vizsgalat sordn a FIV gp24-es
burokfehérje (méas néven: protein-A) virusantigénje ellen képz6dott ellen-
anyagot mutatjuk ki (8.2. abra).
Hibaforrasok. Téves szeronegativitds az  Féline ImmunodeficiencyVirus 1
alacsony ellenanyagszint miatt a fer-  AntibodyTest Kit
t6z6dés korai szakaszdban lehetsé-
ges. A vizsgalatot - a tobbi szeroldgiai
vizsgalathoz hasonléan - 4-6 hét mul-
va ajanlatos megismételni. A kis el-
lenall6 képességli allatok esetén gya-
kori a tévesen negativ eredmény a T-
helper lymphocytak  funkci6zavara
miatt.
Téves szeropozitivitast okozhat
e a macskak spumavirusokhoz tartozé syncytium virusaval (FeSFV feline
syncytium forming virus) vald athangolodas,
e a FIVellen képz6dott maternalis ellenanyagok, amelyek még jelen lehet-
nek a 4-5 hetes kdlyokmacskakban,
» aminta hemoglobinnal, sejtes elemekkel, idegen anyagokkal valé szeny-
nyezddése.
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Fertdz0Uség kimutatasa (migracios teszt, ELISA-médszer)

A tesztekkel tdbbnyire a gp4i-es virusantigén (az an. transzmembrén-glu-
koproteid) elleni ellenanyagokat mutatjuk ki a mintakbél.

Avizsgalatot szaklaboratériumokban végzik. Az eljaras sordn a sejttenyésze-
ten elszaporitott virusok fehérjéit elektroforézissel szétvalasztjak, és a vizs-
galandé savomintaval reagaltatjak.

© ® Fert6z6désmentesnek azok az éllatok tekintheték, amelyek a 4-6 hetes
id6kozzel ismételt vizsgalatokban legaldbb kétszer FIV-mentesnek bizo-
nyultak.
A negativ ELISA-teszt melletti sikeres virusizolalds a korai infekcidval, a
sérult immunrendszer "hibas" antitestképzésével vagy laboratériumi mad-
szertani hib&val magyarazhato.

A macskak coronavirus okozta hashartyagyulladasa (FIP, teline intectious
peritonitis) esetén az immunkomplexek altalanosan a savoshartyakon okoz-
nak elvaltozasokat. Klinikailag leggyakrabban a has(ri, ritkabb an a melldri
folyadék felhalmozddasat latjuk, de ismeretes a folyadékfelhalmozodas nél-
kali an. "széaraz" forma is.

A diagnosztikai vizsgalat célja:

» a macskak szlirése fedeztetés, kidllitas, adasvetel el6tt,

* a fert6zottség miel6bbi megéllapitasa,

» a virusinfekcié oktani igazolasa a klinikai tiinetek megjelenésekor.

A Kérjelzés az utébbi esetben kdnnyebb, mivel itt mas iranyd laborat6-
riumi vizsgélat (hematoldgia, citolégia, szérum-elektroforézis) is segitsé-
glinkre lehet.

Biztos koérjelzés csak szovettani vizsgélatokra alapozhat6, ezért fontos
tudnunk, hogya FIP-virussal kapcsolatban nincs olyan diagnosztikai elja-
ras (beleértve a szeroldgiat is), amely énmagaban alkalmas lenne a betegség
megéllapitasara él6 allaton.

AFIP virusa ellen képz6ddtt keringd ellenanyagok klasszikus ELISA-,im-
munfluoreszcens  (IF-) és migraciés mddszerrel kimutathatok. Mintaként
versavot, hasliri és mell(iri folyadékot vizsgélhatunk, a migracios teszt ese-
tében tejes vért is hasznalhatunk.



Avirus elleni ellenanyagokat legtébbszér ELISA-vagy IF-mdédszerrel mutat-
hatjuk ki.

Hibaforrasok. ~ Tévesen negativ eredményt kaphatunk a betegség letdrési sza-
kaszdban, amikor

« a f6ként cachexias allapotban bekovetkezd gyenge ellenalld képesség
miatt kevés ellenanyag jelenik meg a testfolyadékokban;

* a savéshartydkon felhalmozddott immunkomplexekben megkoétédnek
az ellenanyagok, és ezért pl. vérsavéb6l nem mutathatdk ki.

Tévesen pozitiv eredmény oka lehet:

» a macskadk enteralis coronavirusa (FECV,feline enteral coronavirus) a
FIP virusaval az ELISA-és az IF-vizsgalatokban Kkeresztreakciot ad;

* a szarvasmarha eredetli szérumfehérjéket tartalmaz6 macskavakcinak
ellenanyag-képzédést valthatnak ki a macskakban, amelyek a corona-
virusok ellen termelt ellenanyagokkal keresztreakciét adhatnak (a vak-
cindzéas utani 3-4 honapban tapasztalhato).

Ha egy macska els6 vizsgalata a coronavirus-fert6zottségre nézve pozitiv,
és az ismételt vizsgalat soran a titerérték nem valtozik, azt magyarazhatja
kevéshé patogén, apatogén (pl. a FIP-vakcina) vagy enteralis coronavirussal
tortént athangolddas. Ha perzisztensen nagy vagy novekvd titerértéket
tapasztalunk, akkor a betegség klinikai tiineteinek megjelenésére lehet sza-
mitani.

Alemez rekombinans coronavirus-specifikus fehérjét tartalmaz, ami kapcso-
l6dni képes a mintaban 1évd ellenanyagokkal, s igy kialakul a szinreakcio.
(A moédszerr6l > FelLV,322. 0.)

Hibaforrasok. ~ Tévesen negativ eredményt adhat, ha

» a minta hemolizalt;

e a migraci6 nem megfelel6 a lemezen a mintdkban 1évé fibrinszalak,
esetleg a sejtes elemek miatt, ill. a folyadékgyllembdl szarmazd mintak
esetén a nagy viszkozitas hatasara (ilyenkor a mintat élettani NacCl-ol-
datban oldani kell);

e a punktatumban lév6 immunkomplexek zavarjak a szinképz&dést.

Tévesen pozitiv teszteredményt az ELISA-és az IF-modszernélleirt ténye-

z6k okozhatnak.

© ® A 4-6 hetes id6kdzzel kapott negativ eredmény fert6z6désmentes-
ségre utal. A pozitiv eredmény azonban a zavar6 tényezdk miatt nem fel-
tétlendil jelent biztos fertézottséget.
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A betegseg korokozbja a szopornyicavirus. A bizonytalan oltasi el6zményl
és hatarozatlan idegrendszeri tlineteket mutatd kutydk esetén a szopornyica-
virus-fertdzottség kimutatasara vérbdl, orrvaladékbol, konnybdl, a nyélka-
hartydk sejtjeibdl, ill. liquorbdl végezhetink vizsgalatokat.

Avirusizolalds, a virusneutralizaciés préba, a zarvanykimutatasra iranyuld
festési eljaras mellett inkédbb szaklaboratériumban végzik a virus immun-
fluoreszcens (IF-) médszerrel vald kimutatasat. A virusneutralizalé ellen-
anyagok kimutatadsa soran a vérsavobol 1gG és IgM tipust ellenanyagokat
mutatunk ki. Ez esetben javasolt a savoparok vizsgalata. A festési eljaras
a hematol6gidban altalanosan alkalmazott festési eljarasa kkal csak heveny
esetekben végezhetd. A mddszer sok hibalehetéséget rejt magaban.

Az IF-vizsgalat sordn a szopornyicavirus ellen termelt, fluoreszkalo fes-
tékhez kapcsolt ellenanyagok két6dnek a killonbdzd sejteken belll meg-
jelené virusokhoz. Mintanak alkalmas sejteket a kdt6héartyardl, a szajnyalka-
hartyardl, a centrifugélt, heparinos vérminta fehérvérsejtgydir(ijébdl (throm-
bocyték, lymphocytak, monocytak), a légcsé vagy a horgé falardl g Ujthetiink.
Hibaforrasok

A virusneutralizdlé ellenanyagok kimutatdsakor tévesen negativ ered-

ményt kaphatunk a betegség el6rehaladott stddiumaiban, amikor az
ellenanyagképzés csokken. Tévesen pozitiv eredmény szilethet, ha a
szérum versejtekkel kontaminélédik, vagy ha a vizsgélt llat 5-6 honapon
belll ved6oltasban részesiilt. Tapasztalatok szerint azonban avéddoltas
hatasara az 1gG-titerértékek az IgM-titerértékeknél nagyobbak, mig a "vad-
virussal" valo fert6zottség esetén ez forditva tapasztalhato .
A szoveti sejtekb8l szarmazd mintdkat vizsgélva tévesen negativ ered-
ményt kaphatunk a betegség idilt és idegrendszeri formainak esetében,
ugyanis a szervezet athangolodasa kdvetkeztében virusneutralizalé ellen-
anyagok képzddnek, amelyek elimindljak a virusokat, bar a légcsé és a
horg6k faldbol szarmazd sejtekben a tapasztalatok szerint hosszabb
ideig maradnak kimutathatok a virusok. Tévesen pozitiv lehet az ered-
mény a vizsgalt sejteket szennyezd anyagok miatt.

© ® Avirusneutralizald ellenanyagok kimutatasi probaiban a 4-6 hetes id6-
kdzzel kapott kétszeri negativ eredmény fert6z6désmentességre  utal.
A pozitiv eredmények szopornyicafert6zottséget jelentenek.



A KUTYAK PARVOVIRUSOK OKOZTA
BELGYULLADASA

A parvovirus okozta enteritis f6leg fiatal (néhany hdnapos), fogékony kutyak
sulyos betegsége. Egyes kutyafajtdkban a korkép sulyosabb lefolyasu, mint
masokban.

A szerologiai vizsgalat a bélsarban jelen 1évé parvovirus-antigének kimu-
tatdsadn alapul. Kordbban, 8-10 éve féként hemagglutincio-gatlason alapuld
vizsgalatokat vegeztek, ma a pontosabb és egyszerlibb ELISA-mddszer hasz-
nalata terjedt el. A szeroldgiai rutinmodszerek hatranya, hogy nem tesznek
kilénbséget a kutya parvovirus (a kevéssé patogén CPV-Iés a patogén CPV-2)
szerotipusai kozott. Hasonlé modszerekkellehet igazolni a macskak parvo-
virus-fertzottségét (az un. panleukopeniat) is.

A vizsgalatok
FertzOttség kimutatdsa (hemagglutinacio-gatiasi  préba) menete

Avizsgalatot altaldban szaklaboratdriumok végzik, a parvovirusok ellen kép-
z6dott ellenanyagokat mutatjak ki vérsavobél sertés vorosvérsejtek felhasz-
nalasdval. Az ellenanyagok a fert6z6dés 3. napjatél kimutathatok, és a 7.
napra mar kifejezett titerérték-novekedes tapasztalhatd; a megndvekedett
titerértek diagnosztikai értékd.

A modszerrel a bélsdrmintaéban el6forduld virusantigének mutathatok ki
pl. microwell-technikaval (~ FelLV,323. 0.).
Hibaforrdsok. Tévesen pozitiv eredményt kapunk, ha

» a minta vérrel, hemoglobinnal vagy gyulladasos izzadmannyal szeny-

nyezett,

» a pufferoldatos higitds nem volt megfelel6.

Tévesen negativ lesz az eredmény, ha a mintavétel a fert6zést kovetd 3. nap-
nal késdbb tortént, mivel a vérben kering6 virusneutralizalé ellenanyagok
a sérult bélnyalkahartyan keresztill a vérrel egyutt a lumenbe kertlve elimi-
naljak az ott 1év6 virusokat.

Avizsgélatot az alkalmazott tesztkészlethez tartozé pufferoldattal el6készi-
tett bélsarmintabol végezzik.

Hibaforrasok. Tévesen pozitiv vagy tévesen negativ eredményt az ELISA-m6d-
személ leirt esetekben kaphatunk. Tévesen negativ eredményt okozhat
tovabba a minta nem megfelel§ migracidja.



Ertékelés

Bevezetd

A vizsgalatok
menete

© ® A 4-6 hetes id6kozzel kapott kétszeri negativ eredmény fert6z6dés-
mentességre utal. A pozitiveredmények parvovirussal val6 fert6zottséget
jelentenek.

Az éllatorvosi  gyakorlatban  indokolt lehet a gyakran valtozatos tiineteket
(szemtiineteket,  neuroldgiai sth. korformakat) mutatd macskdk és a féként
neurologiai  tiineteket mutatd kutydk toxoplasmosis-fert6zottségének vizs-
galata. Szamitani lehet arra, hogy allatokkal (f6ként macskakkal) kapcsolat-
ban 1évé embereket (terhes ndket, immunszupprimalt egyéneket, AIDS-fer-
t6zotteket stb.) a humanorvos  kollégdk az allatorvoshoz  kildik abbdl célbal,
hogyellendriztessék allataikat a Toxoplasma gondii-fertézottség szempont-
jabol. Az allatok fertz6képességének felismerésére  elsésorban az oocystak
bélsarbdl val6 parazitologiai  vizsgélat javasolhatd, a Toxoplasma gondii-fer-
tézottségre  utal a korokozd festéssel vald kimutatdsa, amelynek a lényege,
hogya fert6zott szovetekb6l (pl. tid6, maj, savoshartyak, liquor) a tachy-
zoitakat mutatjuk  ki. Tébbféle immunoldégiai modszer ismeretes, igy a toxo-
plasma eredetli ant igén, a toxoplasma elleni ellenanyagok és a toxoplasma-
specifikus immunkomplexek  kimutatdsa. Mindharom eljaras szaklaboratd-
riumban  végezhetd.

Antigének kimutatasa (ELISA-madszer)

Az allatok vérsavojaban, agyfolyadékaban, a szem kilénb6z6 valadékaiban
(pl. kénny) klasszikus ELISA-modszerrel  Toxoplasma gondii-antigének mu-
tathatok ki. A fert6z6dést6l  szamitott 1. héten belil nagyszami toxoplasma
eredet(i antigén juthat a keringésbe. Egyes egyedekben a kering6 antigének
hosszi ideig periodikusan  jelennek meg. Gyakori, hogy az antigének meg-
jelenését nem azonnal koveti az ellenanyagok megjelenése.

Hibaforrasok. Tévesen negativ eredmény kaphatunk a toxoplasmak  kivaltotta
immunkomplex-képz6dés miatt, mivel az antigének megkdtédnek.

A korokozospecifikus  ellenanyagokat a vérsavébdl, a liquorbdl és a kdnnyb6l
lehet kimutatni. A fert6z6dést6l  sz&mitott 2-4 héten belll a macskékban
a korokozospecifikus  IgM titerndvekedése tapasztalhatd, ami friss fert6zésre
utal. Az emelkedett értékek Aaltaldban a 12. hétig mutathatok ki, a FIV-fert6-
zott allatokban  azonban hdénapokig is megfigyelhetdk.

A vérben a fert6z6dést kovet6 3. héten belil emelkedd 1gG-titer évekig is
perzisztalhat, igy az 1gG-pozitivitds csak a fert6zottséget jelenti, és nem iga-
zolja maganak a betegségnek a fennallasat. A savOpar vizsgalataval kapott,



az eredetihez  képest négyszeres  IgG-titerérték-ndvekedés azonban  aktiv
fert6zottséget  jelez.
Hibaforrasok. A tévesen negativ eredmények okai:
« friss fert6zottség (amikor még nem volt id6 az athangolddasra),
« a mérsékelt ellenanyagképzés  az allatok gyenge immunvalasza miatt,
e a cystdkban nyugvo allapotban 1évd kdrokozék nem valtanak ki ellena-
nyag-termelést,
e a kulonbdzé  eredetli immunkomplex-képzddéssel jaré korformék.

Specifikus IgM- és IgG-immunkomplexek —kimutatésa
(ELISA-mddszer)

A Toxoplasma gondii ellen képz6détt IgM és IgG tipusu ellenanyagok a vér-
keringéshen  a kdrokozd antigénjeivel  immunkomplexeket képezhetnek,
amelyek ELISA-mddszerekkel  vizsgalhatok. A vizsgélat vérsavobol, szem-
csarnokvizbél,  egyéb szemvéladékokbdél  és liquorbdl végezhetd.

Indokolt az immunkomplexek  és az ellenanyagok jelenlétének parhuzamos
vizsgalata, mivel az immunkomplexek képzédése zavarja az antigének és
az ellenanyagok  kimutatésat.

© ® A negativ teszteredmények  fert6zGdésmentességre  utalhatnak. A pozi-
tiv teszteredmények  fert6zottséget jelentenek.

A Lyme-kér allatokban és emberekben egyarant el6forduld, hazai viszonyok
kdzott a Borrelia burgdorferi  baktérium  &ltal okozott kdrkép (zoonosis).

A Lyme-borreliosis ~ kimutatasat  célzd modszert akkor alkalmazzuk, ha az
dllatokban  bizonytalan  eredetli lazas Aallapot, izuletgyulladas, kdzponti
idegrendszeri  tlinetek, esetleg urticaria szerl bd&relvaltozasok jelentkeznek.

A fert6z6dés igazolasat az egyéb spirochaetdkkal  fennallé antigénrokonsag

neheziti. A korokozo, béar tenyésztése nehéz, mikroszkép o0s és immunfluo-

reszcens (If-) moédszerekkel, az erre felkészilt laboratériumokban a bérbél
az izlleti valadékbol, a liquorbdl stb. kimutathatd. A leggyakoribb  kimu-
tatdsi modszerek azonban ellenanyag-kimutatason alapulnak. Ezekre a vizs-
gélatokra a vérsavo, az izuleti valadék és a liquor alkalmas.

Ellenanyagok vizsgalata (microwell-modszer)

A vizsgélat a vérsavo ban megjelen6 B. burgdorferi antigének ellen képz6-
dott 1gG tipusu ellenanyagok  kimutatasat szolgalja. A modszer értékelését
keresztreakciok  nehezitik. A vizsgalat soran titerértékeket nem kapunk,
csak pozitiv vagy negativ eredményt.

Ertékelés

Bevezetd

A vizsgalatok
menete



Ertékelés

A vérsavéban megjelen6 ellenanyagokat juh vorosvérsejtekhez — kotott B.
burgdorferi antigének alkalmazasaval mutatjuk ki, amit a vorosvérsejtek
agglutinécidja jelez. Anem specifikus reakcidkat kontrollantigén és -savok
vizsgalataval zarjuk Ki.

A mddszer el6nye, hogyatiterértékek is meghatarozhaték; hatranya
viszont, hogy nem tehet§ kilénbség a kilénbozé tipust (1gG, IgM, IgA)
ellenanyagok kozott. Avizsgalat Kivitelezése laboratériumi szakismereteket
kovetel. Tovabbi hatranya, hogy a teszt keresztreakciét adhat mas, féképp
spirochaeta baktériumokkal, amelyek a szaj- vagy a bélfléra élettani alkoto-
elemei is lehetnek.

Bar ez a vizsgalomodszer a legmegbizhatébb, még a humanorvosi rutindiag-
nosztikaban is csak szaklaboratériumokban alkalmazzdk Magyarorszagon.

© ® A negativ eredmények fert6z6désmentességre,  a pozitivok B. burgdor-
feri-fert6zottségre  utalnak.



A gombas betegsegek laboratoriumi
vizsgalata

A gombas betegségek €s csoportositasuk

Agombas eredetli megbetegedések kozott a korfolyamatok alapjan mikozi-
sok, mikotoxikozisok és gomba eredet(i allergiak kilonboztethetéek meg.
Atovébbiakban az allatok mikozisait okozé gombak laboratdriumi diagnosz-
tikdjaval foglalkozunk.

A gombakat tenyésztési és morfoldgiai tulajdonsagaik alapjan két csoportba
sorolhatjuk: élesztégombak és penészgombéak. Az élesztégombak sejtjei ovalis
vagy megnyult alakuak, 3-5 pm nagysaguak. Laboratériumi taptalajon nedves,
baktériumszer( telepeket képeznek, sarjadzéssal szaporodnak. A penészgom-
bak vagy fonalas gombéak hyphai 2-10 pm szélessegliek, szovedékik a mice-
lium. A penészgombak nagy, vattaszer(i telepeket képeznek a taptalajon, és
ivartalan szaporitoképleteik alapjan kilonithet6k el. Néhany patogén gomba
az Un. dimorf gombak csoportjaba tartozik. Jellemz6jik, hogya szervezetben
és laboratoriumi korilmények kozott 37 OC-orélesztészeriien, a kdrnyezetben
és 25 OC-onpenészszer(ien novekednek.

Az allatok patogén gombak okozta megbetegedéseit a kovetkez6képpen
csoportosithatjuk:

« feltleti mikdzisokat idéznek eld

« a fonalas dermatophytonok (Microsporum és Trichophyton fajok),
o az élesztégombak kozé tartozé Malassezia pachydermatis,
* elvétve pedig egyéb élesztégombak (pl. Trichosporon és Candida fajok);

» szubkutan és bels6 szervi mikdzisokat okozhatnak

* az élesztégombak (pl. Candida fajok, Cryptococcus neoformans),
 adimorf gombak (pl. Sporothrix schenckii, Coccidioides immitis, Blas-
tomyces dermatitidis, Histoplas-
ma capsulatum) és
* a penészgombék (pl. Aspergillus és
Mucor fajok).

A hazénkban leggyakrabban el&for-
duld mikozisok (:> 8.8. tablazat, 347.0.):

* a kutydk, a macskak, a tengerima-

lacok, a lovak és a szarvasmarhak
dermatophytonok okozta derma to-
mikdzisa,

* a kutyak és a macskdk Malassezia

pachydermatis eredet(i otitis exter-
naja és dermatitise (8.3. abra),

A vizsgalatokrol
altalaban

8.3. ébra.
Malassezia okozta
dermatitis magyar
vizslaban



A mintarol
altalab an

» amacskék, akutyak és az allatkerti allatok bor- és nyalkahartya-candidi-

asisa,

» a Ciiszmadarak Candida fajok okozta begymikédzisa,

* apulyka, a csibe, a liba és a kacsa Aspergillus és Mucor fajok okozta tid6-

és légzsakmikozisa,

* a lovak légzacskémikédzisa.

A mikédzisok diagnosztikajadban Kkiemelkedd szerepe van a laborat6riumi
vizsgalatoknak. A gombak egyes baktériumokkal és/vagy ektoparazitakkal
valo tarsuldsa kovetkeztében egyre gyakoribb a betegségek tlineteinek el-
mosodasa és jellegtelenné vélasa. A gombék antifungalis szerek iranti érze-
kenysége is jelent6sen eltérhet. gy hatékony gombaellenes terapia csak
biztos laboratériumi diagnozis alapjan valdsithaté meg.

Mikozisok gyanuja esetén az él6 allatbdl szdrmaz6 kilonféle klinikai min-
tdkat (bérkaparék, karomdarabok, liquor, tej, vizelet, bélsar, bioptatumJ
kilonféle helyekrél (kils6é hallGjarat, orrireg, kotShartyazsak, széj- és ga-
ratlireg, hlvely, tasak, végbél) vett valadékokat, elhullott allatb6l a kdérbon-
colaskor vett szervmintdkat egyarant vizsgalhatunk.

A mintavétel

Bérkaparékminta-vételMintavétel el6tt az elvaltozast mutatd teruletet 70%-o0s
etil-alkohollal toroljuk le a szennyezddés ek eltivolitasara. A levett mintat
tegyuk steril kémcsébe, fecskendbbe vagy tobb rétegben Gsszehajtott papi-
ros kdzé. A Microsporum és a Trichophyton fajok els6sorban a sz6rszal bor
feletti 3-5 mm-ében és a sz6rtlisz6kben, aMalassezia pachydermatis éleszté-
gombék elsésorban a bérpikkelyeken szaporodnak. Ezért a bérkaparékminta
vetele Kissé eltér a parazitoldgiai vizsgalat mintavételétél (~ 370. 0.). Der-
matomikdzis gyanUja esetén a frissen keletkezett, elvaltozast mutato tertle-
tek szé&li részér6l szarmazo, a szOrtiisz6bdl kitépett (és nem lenyirt) szélak,
lekapart bérpikkelyek és felrakddéasok egyarant sziikségesek. Nehezen hozzé-
férhet6 helyr6l- pl. a szem kornyéke, ajakszél- ugy vehetink mintat, hogy
celluxszalagot nyomkodunk az elvaltozast mutato terllethez, majd leégetett
trgylemezre ragasztjuk azt.

Koérémvagy karommintavétele. Onychomycosis gyanUja esetén az egészséges
kérémrészhez kozeli teruletrdl olloval vagjunk ki egy kis darabot. A megbe-
tegedést dermatophytonok és éleszt6 gombéak egyarant okozhatjak, ezért a
tobbirany( vizsgélat miatt tébb beteg kdrdmrészletre van szlikség.

Tej-pélsar-yér-es liquormintaksétele. Tejmintavétel elétt mossuk le a csecshim-
bokat 70%-os etil-alkohollal, majd tordljik szarazra. Mastitis esetén az els6é
tejsugarakat fejjik vagy masszirozzuk Ki, és a kovetkez6 sugarakat gyiijt-
stk a steril mintavételi csébe.

Bélsarmintat vehetiink tégelybe, de ha gombak okozta enteritisre gon-
dolunk, elegendd a végbélbdl tamponnal vett minta is.
Vér-és liquormintavétel el6tt a bért alaposan fert6tlenitsik. A vérminta



vételét 24 6ra alatt lehetbleg tébbszor ismételjuk meg. A vér és a liquor
mikoldgiai vizsgalatara akkor van sziikség, ha szisztémas mikézis (candidia-
sis, cryptococcosis) gyanuja all fénn. A ligourban Cryptococcus neoformans
kimutatasa diagnosztikai érték{. Szisztémas megbetegedés gyanija ese-
tében hemokultarat is készithetlink.

Valadékmintak vétele. Mintavétel otitis externa esetén. A kiils6 hall6jaratbél
steril élettani natrium-klorid-oldattal benedvesitett tamponnal vegyiink
mintat, mert szaraz tamponnal a hall6jarat falan mikrosériléseket okoz-
hatunk. A tamponokat steril kémcsébe vagy fecskendSbe helyezzik, és
jollezérjuk, hogy Ovjuk a kiszaradastél. Az egészséges halldjarat mikroflé-
rajat féként koagulazpozitiv staphylococcusok, nem hemolizal6 strep-
tococcusok, valamint a Malassezia pachydermatis  élesztégomba alkotja.
Otitis externa esetében leggyakrabban a Malassezia pachydermatis, a Can-
dida és az Aspergillus gombafajok tenyészthet6k ki. A fiilvaladék mikrosz-
kopos vizsgalatanak Malassezia —esetében diagnosztikai értéke van, mivel
a jellegzetes, palack alaku élesztégombak a mikroszkop kisebb nagyita-
sanal is jol felismerheték (8.4. abra).

Mintavétel nyalkahartyakrol. Akotéhartya- 8.4. dbra.
rél, az orriiregbél, a szaj- és a garatiiregbél, Malassezia pachy-
. , e . dermatis jellegzetes
a nemi szervek nyalkahartyairél  steril alaku sejtjei.
élettani NaCl-oldattal benedvesitett tam- Metilénkékfestés

ponnal vegylnk mintat, amit évjunk a ki- flvaladekbol

szaradastol, és lehetbleg 2 6ran beldl jut-
tassuk el a laboratériumba.

A conjunctivitis kdroktanaban  el&for-
dulé élesztégombak (pl. Malassezia és
Candida fajok) és penészgombak (pl. As-
pergillus fajok) ugyan nem érzékenyek a
kiszaradasra, egyes baktériumok azonban (pl. Moraxella és Streptococcus
fajok) hamar elpusztulhatnak.

Kutyak nem gyégyulo rhinitise esetében gondoljunk az Aspergillus penész-
gombék el6fordulasara is.

Ha a hiivelybdl vesziink mintat, keriiljik a kiils6 nemi tajékkal, esetleg
a bérrel valo érintkezést. A mintat a vestibulumb6l vagy a vagina hatulsé
részébdl vegyik. A kutydk hivelye nem steril, az ott é18 baktériumok és
élesztégombak egymassal egyensulyban alkotjak az élettani florat. Avagina
caudalis része tobb mikroorganizmust tartalmaz, mint a cranialis. A gyulladas
kialakuldsanak oka leggyakrabban valamiféle hajlamosit6 tényez6 hatasara
az ubiquitaer mikroorganizmusok, els6sorban baktériumok (staphylo-
coccusok, streptococcusok, coliformok) , valamint élesztégombéak (candi-
dak, malasseziak) elszaporodasa. Him kutyaknal a penisnyalkahartya gyul-
ladasa, valamint a praeputium gyulladasa soran izolalhatunk Candida és
Malassezia élesztégombakat.

Ezek a gombak el6szeretettel fordulnak el6 a perianal is mirigyek gyul-



A vizsgalat
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ladasa soran, mely mirigyekbdl a véaladék mennyiségétdl fuggben fecsken-
dével vagy tamponnal vehetink mintét.

Mintavétel talyogokbdl. A mintavétel sordn ugyeljink arra, hogy az abs-
cessus kozepén a valadék altaldban mar steril. Ezért lehetdleg a talyog fa-
lanak megkaparasaval a széli részrél vegylink néhany tized ml mintat.

A mintdk tarolasa, szallitdsa

A bérkaparékmintakban (a fert6zott szérszalakban és b6rpikkelyekben,
kérémdarabkékban) a Microsporum és Trichophyton fajok sporai akar 6-12
honapig is életképes ek maradnak, igy a fert6zottség a mintakbol hosszd
ideig megallapithatd. Ezek a mintdk kilonleges tarolast (pl. hités) nem igé-
nyelnek, célszeri azonban széraz helyen tarolni ket a nedves korilménye-
ket kedveld penészgombak elszaporodasanak gatlasa érdekében.

AKkulsé halldjarathol, a kétéhartyarél, a hivelybdl, a véghélbél, a perianalis
mirigyekb6l vett valadékmintakat &vni kell a kiszaradastél. Atamponnal vett
vagy a steril kémcs6be, fecskend6be helyezett egyéb mintat lehet6leg még a
mintavétel napjan kildjik laboratériumi vizsgélatra. Amennyiben ez nem le-
hetséges, a mintat a mikroorganizmus ok elszaporodasanak gatlasa miatt mas-
napig hdt6szekrényben +4 oC-ontéroljuk. A vizelet- és liquormintakat a minta-
vételt kdvetd 2 6ran belll juttassuk laboratériumba, addig +4 oC-on taroljuk.

A tejmintat a laboratériumba szallités ig tegyik +4...+8 0C-os hiit6szek-
rénybe.

Ha a mintdkat més laboratériumba (diagnosztikai intézetbe) kaldjik vizs-
gélatra, akkor az el6bbiekben emlitett szempontok figyelembevételével juttas-
suk el a vizsgaléhelyre. A valadékmintdkat a hosszabb idét igényl6 szallitas
soran (pl. posta) helyezziik szallitd taptalajba.

MAKROSZKOPOS KIEGEsziTO VIZSGALATOK -
A WOOD-LAMPAS  VIZSGALAT

Az dllat testfeliletén kialakuléd és lassan terjed6, kerek vagy szabalytalan
sz@lU, sz6rhianyos, esetleg korpazé bérteriiletek mar felkeltik a gombas meg-
betegedés gyanujat. llyen esetekben az elvaltozott teriiletet megvizsgalhatjuk
az un. Wood-lampaval.

A makroszkopos mikolégiai vizsgalat soran vagy kozvetlenil az allatokon
lévé elvaltozasokat figyeljik meg (az allat szemét le kell takarni), vagy a bér-
kaparékmintakat helyezzik a ldmpa ala. A vizsgalatot 330-365 nm hul-
lamhosszlsagu ultraibolya (DV-) fényt ad6 Wood-lampaval, esetleg bank-
jegyek vizsgalatara hasznalatos DV-lampaval, sotét szobaban hajtjuk végre.

A Wood-lampas megfigyeléskor Microsporum canissal vagy Microspo-
rum equinummal fertdzott terlleteken a sz6r kékeszold en fluoreszkal a
gombék termelte pteridin miatt.



Hibaforrasok. A kékeszdld fluoreszcencia nem minden torzs esetében figyel-
het6 meg (a mddszer hatékonysaga sajat vizsgélataink és irodalmi adatok
alapjan kb. 20-25%-0s). Tévesen pozitiv eredményt adhat a kiilonféle gyogy-
szerek (pl. tetraciklinek) és fert6tlenit6szerek (jod) hatasara kialakulé nem
specifikus fluoreszcencia; tévesen negativ eredményt kaphatunk az elvélto-
zott terlletek alkohollal valo letdrlését kovetGen is.

© A negativ vizsgalati eredmény még nem zarja ki a gombéval valé fert6-
z0ttség lehetGseget, ezert vegylnk bérkaparékmintat, és azt tovabb vizs-
galjuk.

® A pozitiv vizsgalati eredmény felveti egyes Microsporum  fajokkal (pl. Mic-
rosporum canissal, Microsporum equinummal)  valé gombafert6zottseg
lehet6ségét. A fert6zottség biztos megéllapitaisa azonban csak egyéb
vizsgalatok elvégzését kovetden lehetséges.

Amikroszképos mikoldgiai vizsgéalatok célja mikézisok gyanlja esetén az
el6zetes és gyors tajékozddads. A mintat el6szor a megfeleld taptalajokra
(a sterilitasra vigyazni!) oltjuk, és a megmaradd mintabdl végezzik el a mik-
roszképos kiegészitd vizsgalatokat.

A mikroszkopos vizsgalat el6készitése sordn a mintdkbol targylemez en
prepardtumokat  készitink a kdvetkezd eljarasokkal:

- festések (pl. metilénkék- és Giemsa-féle festés, tusfestés) - ezzel a méd-
szerrel valadékokat vizsgélunk élesztégombék jelenlétére, vagy a kalium-
hidroxiddal feltart bérkaparékmintdk kontrasztfestését végezzik el;

- feltardasok  (pl. kalium-hidroxidos feltards) - ezt a modszert bdrkapa-
rékmintak feltdrasdhoz alkalmazzuk, hogyafehérjetartalmd anyagok
roncsoldsaval a dermatophytonok spérait felismerhet6bbé tegyiik;

* egyéb specifikus mikroszkopos vizsgalatok (pl. fluoreszcens mikroszkopos
vizsgalat calcofluor white ipari fehérité segitségével) - ezzel a modszer-
rel a mintdbol valamennyi gombasejt kimutathat.

A készitményekhez véaladékokbdl egy cseppre, bdérkaparékmintdk eseté-
ben az elvéltozott teriletrdl szarmazd sérult es kitépett sz6rszélakra, bor-
pikkelyekre, felrakodasokra és esetleg karom- vagy kéromdarabkakra van
szlkség.

Metilénkékoldat készitése: 2 g metilénkéket feloldunk 100 ml desztillalt vizben.
Az oldbdas utdn az oldatot sz(ir6papiron atszdrjuk.

Giemsa-féle oldat készitése: 4 ml Giemsa-tdrzsoldathoz (gyogyszertarban kap-
hat6) 4 ml 96%-os etil-alkoholt és 72 ml desztillalt vizet adunk, és az olda-
tot lassan melegitjuk. Az oldat homogénné valasat koveten adjuk hozzé
a 0,05 g gyapotkéket (anilinkéket) .

Ertékelés

A vizsgalatok
menete

Mi kell hozz&?
Mikroszkép

(sima és fluoresz-
cens feltétte!),
nedveskamra,
festékoldatok,
10%-0s kalium-
hidroxid-oldat,
calcofjuor white
munkaoldat



8.5. abra.

Microsporum canis-

sporak kalium-hid-

roxiddal kezelt sz6r-

szélak kozott

8.6. abra.
Microsporum canis-
sporak metilénkék-
kel festett prepara-
tumban

Tusfesték  készitése: 1 ml fekete tusfestéket (Pelik&n) elegyitlink 9 ml40%-o0s
formaldehidoldattal.

10 o/O-=dglium-hidroxid- (KOH-I oldat készitése: a kereskedelmi forgalomban 1évé
KOH-kristalyokbollO g-ot 100 ml desztillalt vizhez adunk, majd a teljes 01-
dodasig az oldatot kavargat juk. Az oldatot hetente frissen készitsuk.

Calcofluor  white fluoreszcens  oldatok  készitése: 1%-0s tOrzsoldat készitésehez
1,0 g calcofluor white-ot desztillalt vizben feloldunk. Az oldatot enyhén
melegitjik, majd kih(lés utan a térfogatot 100 ml-re egészitjuk ki. A torzs-
oldatot fénytdl védve, jol lezarva taroljuk. Atorzsoldat 10-szeres desztillalt
vizes higités &val készitjik a 0,1%-0s munkaoldatot. Hetente készitsunk
friss munkaoldatot.

Metilénkék- és Giemsa-féle festés. A targylemezeket megtisztitjuk (zsirtalanit-
juk), és hasznalat el6tt Bunsen-égévelleégetjik. Atamponmintdkat kodzvet-
lenul a targylemezhez nyomkodjuk, a valadekmintabol pedig egy cseppet
helyeziink a targylemezre. Récseppentiink egy csepp 2%-0s metilénkék- vagy
Giemsa-féle oldatot, fed6lemezzellefedjiik, majd mikroszképpal vizsgaljuk.
A hattér kékre fest6dése megkonnyiti a preparatum értékelését.

Tusfestés. A cerebrospinalis folyadékot, egyéb biologiai valadékot vagy tejmin-
tat targylemezre visszlk, tussal megfestjik, majd mikroszképpal vizsgaljuk.

Kalium-hidroxidos ~ (KOHI feltards. A mintdkban lév6 gombasejtek biztonsadgosabb
kimutatisara végezzik a feltarast. A zsirtalanitott és leégetett targylemezre
1-2 csepp 10%-0s KOH-oldatot cseppentiink, és csipesszei beleteszlink szdr-
szélakat, bérpikkelyeket. A targylemezt Bunsen-égé folott néhanyszor Ovato-
san vegighlzzuk (g6zolgésig) , és fedblemezt helyezink ra. A preparatumot
néhany Oréara vagy egy €éjszakara nedveskamraba téve a preparatum jobban
feltisztul, mivel a KOHroncsolja a fehérjetartalmi részeket. A készitményt
fény- vagy faziskontraszt-mikroszkoppal vizsgaljuk (S.5. abra). A KOH-dal



kezelt készitményre 2%-o0s metilénkékoldatot is cseppenthetlink, ez kontrasz-
tossa teszi a preparatumot, az elhalt sejtek kékre fest6dnek, ami elGsegiti az
értékelést (8.6. abra).

Hibaforrasok. A preparatumok elkészitése korlltekintést igényel, mivel nem
kell6 héhatas esetén pl. a zsircseppek, tulhevités esetén pedig a képz6dé KiH-
kristalyok nehezitik meg az értékelést. A gyakorlatlan biral6t megtéveszthetik
a készitményben 1év6 koleszterinkristalyok vagy vattaszalak is.
Kalium-hidroxidos feltaras és calcofluor white fluoreszcens vizsgalat. A calcofluor
white (CW) olyan ipari fehéritésre alkalmazott vegydlet, amely specifikusan
kotédik a p-konfiguraciét mutaté po-

liszacharidokhoz, igy pl. a gombasej- 8.7. dbra.
tek faldban 1évé kitinhez. Fluoresz- Caleofluor white-
. , . , kezelés eredménye.
cens mikroszkdéppal vizsgalva a nem A Mal-assezia  gom-
kot6dott calcofluor white 1-2 percen bak fluoreszeens
beliil elveszti fluoreszcenciajat, a gom- ;Z'Iteﬁzsgna,':j:“ko‘"
basejtekhez transz-izomer formaban kékeszold  szinnel
kot6dé calcofluor  white azonban vilagitanak

520 nm hullam hosszisagu fénnyel

megvilagitva er6s kékeszdld fluoresz-

cenciat mutat. A zsirtalanitott és le-

égetett targylemezre 1-2 csepp 10%-0s

KiH-oldatot cseppentiink, majd belehelyezziik a mintat, és a preparatumot
egy napig nedveskamraban feltarjuk. Avizsgalat el6tt a preparatumra 1 csepp
0,1%-0s CW-oldatot cseppentlink, és fed6lemezzellefedjiik, majd fluoresz-
cens mikroszképpal vizsgaljuk (8.7. abra).

© ® Az élesztégombakat, a dermatophytonok vagy penészgombék fonalait Ertékelés
s sporait mar 150x-es nagyitas sal is lathatjuk, mivel az éleszt6sejtek mé-
rete altalaban 3-5 pm, és kb. ilyen vastagsaglak a hyphak is.

A metilénkék- és Giemsa-féle festéssel készitett preparatumok a hattér
kékre festdése révén konnyen értékelheték. A metilénkékes készitmé-
nyekben az elhalt baktériumok és gombak is kékre festédnek. A mddszer
els6sarban fllvaladék (I. a 8.4. abrat), vér, vizelet és hiivelyvaladék vizs-
galatara ajanlhat6, a dermatophytonok kimutatdsara nem megbizhaté maod-
szer (I. a 8.6. abrat).

A tusfestéssel készitett preparatumokbdl az allatokban és az emberben
egyarant sllyos szisztémas mikozist okoz6 Cryptococcus neoformans
élesztégomba mutathatd ki (Giemsa-féle és nigrozinfestés is alkalmazhato).
Jollathaté a gomba jellegzetes, 5-20 pm atmér6ji mukopoliszacharid tokja.

A kalium-hidroxidos feltarassal készitett preparatumokat els6sarban a
dermatophytonok okozta fert6zottséget megallapitasara alkalmazzuk (1. a
8.5. abrat). A készitményt 300-1000x-es nagyitassal vizsgaljuk (az elbiralas
hatékonysaga kb. 45%). Klinikai mintdkban altalaban hypharészek, spo-
rak és sarjadzé sejtek talalhatéak. A Microsporum canis sporai jellegzetes,



8.8. ébra.

Mikrosporummal

fertdzott és egész-

séges szérszal

aj kalium-hidroxi-
dosos feltarés;

b) calcofluor  white-
kezelés

8.9. abra.
Trichophyton
equinummal  ferts-
z0tt szdrszal.

A szbrszalat  teljesen
kitoltik a gomba
fonalai és sporai
(calcofluor  white-
kezelés)

Bevezetd

2-3 ~m atmérdjl, kerekded képletek formajaban lathatok, amelyek tébb
sorban korllveszik a szérszalat (8.8a abra). AMicrosporum gypseum €s a
Tricrwphyton mentagrophytes spérai valamivel nagyobbak (5-8 ~m), és
egy rétegben, altaldban szabalyos lancokba rendez6dve helyezkednek el
a sz6rszélon.

A calcofluor white-tal készitett prepardtumokat fluoreszcens mikroszkop-
ban az 520 nm-es tartomanyban (DV-fény)vizsgéljuk. A gombasejtek és hy-
phék kifejezett kékeszdld fluoreszcencidt mutatnak a hozzjuk transz-izo-
mer forméban kot6dott CW miatt, mig a nem kotott CW fluoreszcenciaja
1-2 méasodpercen belll eltlnik. Bar a modszer nem specifikus (a CW vala-
mennyi gombasejthez kotddik), a gyakorlott biral6 meg tudja allapitani a nem-

zetséget a gombaspoérak alakja, helye-
z6dese és a gombafonalak milyensége
alapjan (8.8b abra). Arendkivil meg-
bizhat6 modszer (ahatékonysaga meg-
haladja a 90%-ot) jelent6sége elsdsor-
ban a hosszu tenyészidejli Microspo-
rum és Trichophyton fajok okozta der-
matophytosisok  diagnosztikajaban

van, mivel a gyogykezelés méar a mik-
roszképos vizsgalatot kdvetéen meg-
kezdhetd (1. a 8.8b abrét és 8.9. abra).

A gombék okozta betegségek gyogykezelésehez a patogén gombak megha-
tarozasa, azonositadsa alapvetd fontossdgu, hiszen szdmos olyan gombafaj
is szennyezheti a beteg allatb6l szarmaz6 mintat, amelynek allategészség-
Ugyi szerepe nincs. A beteg allat Kklinikai, az elvaltozast mutato terliletek
Wood-lampas és a hagyomanyos festékekkel, valamint KOH-os feltarassal
végzett mikroszkopos vizsgalatainak diagnosztikai értéke csekély. A calco-



fluor white-tal kezelt mintak vizsgalata alapjan mar kimondhatjuk a gombas
megbetegedés gyanuUjat, az adott gombafaj meghatarozasat azonban csak
laboratériumi  taptalajokan végzett tenyésztést kovetben végezhetjik el.
A gombafajok tenyésztést kovetd meghatarozasat éleszté- és penészgombékra
készitett hatdrozokulcsok és szakkonyvek segitik. A gombak tenyésztésé-
hez vagy magunk készitink taptalajokat, vagy a kereskedelmi forgalomban
léve kész taptalajokat hasznaljuk. Hazankban tobb cég kinalja a taptalaj készi-
téséhez sziikséges OsszetevOket, a kész taptalajokat, az antifungélis hato-
anyagat tartalmazo korongokat, a gombameghatarozd teszteket, valamint
a szerologiai vizsgalatokra alkalmas gombaantigéneket.

A Sabouraud-féle dextrzagar (SD) készitése:
* az alapagar Osszetétele: 13 g agar és 2500 ml desztillalt viz;
» az alapleves Osszetétele: 50 g pepton, 200 g gliikdz és 2500 ml desztillalt

viz (pH = 5,6).

Az alapagar és az alapleves 1:1aranyd elegyében (500-500 ml) a felhasz-
nalés el6tt feloldunk 0,1 g kléramfenikolt a baktériumok szaporodasanak
gatlasa céljabdl.

Alaktofenol-gyapotkék  festék osszetétele: 20,0 g fenolkristaly, 40,0 ml glicerin,
20,0 ml ecetsav, 20,0 ml desztillalt viz.

Az élesztbgombak tenyésztésére Aaltaldban Sabouraud-féle gliikdzagart,
malata- és Yeast Morphology-agart alkalmazunk, de szdmos egyéb specialis
taptalajra is szlikség lehet. Az élesztégombakat 37 OC-om-5 napig tenyésztjiik.

A tenyészetben vizsgéljuk a telepek alakjat, szinét, fényét, allomanyat,
felliletének és szélének szerkezetét, majd mikroszkdppal a sejtek alakjat
és nagysagat. Vizsgaljuk tovabba a spdraképzest (malachitzold-safranin-
festés), a micélium- és pszeudomicélium-képzést (kukoricalisztagar), leves-
taptalajpan a hartyaképzést, valamint az asszimilaciés és fermentacios
képességet szamos cukor ra vonatkozdan.

A szaklaboratdériumi vizsgéalatokkal nyert morfoldgiai, tenyésztési, fermen-
talasi és asszimilaciés adatok ismeretében a gombakat gombahatarozdk alap-
jan azonositjuk.

Az azonositasra korszer(ibb és gyorsabb mddszer a kereskedelemben
beszerezhet6 tesztek alkalmazésa. A tesztmodszerrel végrehajtott asszimi-
laciés vizsgélatokat kovetSen a mellékelt hatarozokulcs alapjan a gombak
azonosithatok.

© ®

Candida albicans. A Candida nemzetségnek mintegy 150 fajat ismerjiik, de az
allatokban elsdsarban a nyalkahartydkon és az emészt6traktusban €l6 Can-
dida albicans okoz megbetegedést. A Candida fajok altal okozott leggya-

A vizsgalat
menete

Mi kell hozza?
Steril fllke, hélégste-
rilizator, autoklavok,
inkubatorok
termosztat,  mikro-
szkop, taptalajok,
teszt készlet

Ertékelés



8.10. bra. Micro-
sporum canis telep ei
Derrnatophyton ~ Test
Medium (DTM-)
taptalajon

koribb megbetegedéseket lasd az dsszefoglalé tablazatban (~ 8.8. tabla-
zat, 347.0.). A Candida albicans véresagaron és Sabouraud-féle taptalajon
24-48 Ora alatt 37 oC-on tenyésztve fehér, fényes, jellegzetes élesztészagu
telepeket képez. Azonositasara vagy gyorstesztet alkalmazunk, vagy a
cukrok asszimilalasat és a chlamydospdra-képzést vizsgaljuk. A laboratéri-
umnak a Candida albicans meghatarozasahoz 24-36 Orara van sziiksége.
Malassezia pachydermatis. Az unipolarisan sarjadzé éleszt6gomba az allatok
bérén és kilsd hall6jarataban fordul el6. Jellegzetes palack alakja miatt jelen-
léte mikroszkop os vizsgalattal is megallapithatd. Elesztékivonatot is tar-
talmazé Sabouraud-féle agaron 48-72 O6ra alatt 35 0C-on tenyésztve kissé
matt, tortfehér, az agarrol konnyen leemelhetd telepeket képez.
Cryptococcus neoformans. A Cryptococcus nemzetség 19 fajabol csak a Cryp-
tococcusneoformans az, amelyik mind emberre, mind allatra patogén. Agom-
ba els6sorban a talajban és madarurtlékben fordul el8. J6I né a baktériu-
mok tenyésztésére alkalmazott véresagaron és Sabouraud-féle agaron, a
tenyészideje azonban hossz (37 oC-on2 hét). A gomba igen széles muko-
poliszacharid tokot képez, amely az allati szervezetben kiléndsen kifejezett.
A tokot tusfestéssel mutathatjuk ki. A gomba azonositasara és a diagnozis
kimondasara biokémiai tesztsorokat és egéroltast alkalmazunk.

Mikozisok gyanuja esetén a sz6rdarabokat és hampikkelyeket specialis gomba-
taptalajok feltletére helyezziik. A dermatophytonok tenyésztésére altalanossag-
ban hasznalhat juk a Sabouraud-féle gliikézagart (~ 341.0.), de a specifikus
Dermatophyton Test Medium (DTM-)taptalaj megfelel6bb (8.10.4bra). ADTM-
taptalaj a gyorsabban ndvekvd penészgom-
bak ndvekedésének gatlasara cikloheximidet
(aktidiont) , a baktériumok ndévekedésének
gatlasara antibiotikumot is tartalmaz.
A tenyésztést 26 oC-on végezzilk, a te-
nyésztési id6 tobb hét. Az inkubalasi id6
a gombafajoktéi fuiggéen 1-6 hét(!) kdzott
valtozhat, Microsporum canis esetében alta-
laban 2-8 nap, egyes Trichophyton fajok ese-
tében 2-6 hét.
A patogén gombak azonositasa a mor-
fologiai jellemz6k meghatarozasan alapul:
a tenyészetbdl nyert izolatumokat makro-
szképosan és mikroszkoposan vizsgaljuk, tovabba targylemez-preparatumaikat
elemezzik. A gombasejtek, a hypharészek és az ivartalan szaporitéképletek
(pl. microconidiumok) mikromorfolégiai vizsgalatakor laktofenol-anilinkékkel



vagy metilénkékkel festett készitmé-
nyeket hasznalunk (8.11. &bra). Leg-
gyakrabban targylemezre cstppentett
vizben szuszpendaljuk a gomba te-
lepbdl levett kis részletet, ami fedd-
lemezzel boritva azonnal vizsgalhato.
Hasonl6an gyors a celluxszalaggal ke-
szitett teleplenyomat vizsgalata, amikor
targylemezre csoppentett kontraszt-
festéken buborékmentesen teritjik le
aszalagot, és a targylemez szélein ra-

gasztassal rogzitjik. Az igy készitett preparatumok immerzids lencsével is

vizsgalhatok.

© ® A Microsporum és a Trichophyton nemzetség - a taptalajon képzett
ivartalan spéraik (macro- és microconidiumok)
- elkiilénithetd (8.12. &bra). A Microsporum fajok makrosporai (ivartalan
szaporitokeplet, macroconidium) csonak alaktak, tobb rekesszel osztottak,

a fellletik szemecs-
kézett, a metszetben
kevés mikrospora lat-
haté. A Trichophyton
fajok makrosporai szi-
var alakiak, tdébb re-
keszliek, a feluletik
sima, a metszetben
igen nagy mennyi-
ségl microconidium
lathat6. A hazankban

leggyakrabban el&fordulé Dermatophyton fajokat a 8.5. tablazatban foglal-

tuk 0Ossze.

jellegzetes alakjai révén

Gombafaj

El6fordulas

Microsporom  canis

Kutya, macska (ember)

Microsporom  gypseum

Ragesald, 16, kutya

Microsporom  gal/inae

Csirke, pulyka

Microsporom nanum

Sertés

Tiichophyton mentagrophytes

Ragesald, kutya, 16

Tiichophyton verrucosum

Szarvasmarha, ritkan juh, 16, ember

Trichophyton erinacei

Eurdpai sin, kutya

Trichophyton equinum

Lo, ritkdn mas allat, ember

8.11. abra.
Microsporum canis
tobbrekeszes
macroconidiumai
(metilénkékfestés)

Ertékelés

8.12. abra.
Microsporum  és

a Trichophyton fajok
macro- és micro-
conidiumai

8.5. tablazat.
A Dermatophyton
fajok el6fordulasa



Ertékelés

8.13. é&bra.

Aspergillus  fumiga-
tus diszmék fejére
emlékeztetd  sporai

8.6. tablazat.

Az Aspergillus  fumi-

gatus okozta leg-
gyakoribb  megbete-
gedések allatokban

Hibaforrasok.Nagyon fontos azt tudnunk, hogya dermatophytonok makro-
spérakat csak laboratoriumi taptalajon képeznek. Mikroszkdpos vizsgélattal
csak il sok kicsi, kerek arthrospérajukat lehet Iatni. Sajnos amikroszképos

metszetben el6fordulé nagyobb penészgombaspdrékrél — (pl. Alternéria) so-
kan gondoljék, hogy az a Microsporum canis jellegzetes, csonak alakd macro-
conidiuma.

Aspergillufajok. Az Aspergillus nemzetségen bellil tébb szaz fajt ismerink.
Az éllatok aspergillosisat 90-95%-ban az Aspergillus fumigatus okozza, mig
az Aspergillus flavus els6sorban az allatok aflatoxikézisaért felel6s.

© ® Az Aspergillus fajok a taptalajon gyorsan névekednek, hyphéikat szep-
tumok tagoljak. Tenyésztési idejiik 37 oC-on Sabouraud-féle dextr6zagaron
5 nap. Kisebb hémérsékleten is jol
ndvekednek. Telepeik vattaszer(iek,
béarsonyosak és kékeszold szinGek.
Acelluxszalagos lenyomatbdl készi-
tett preparatumok (pl. tojashartya,
legzsdkdarabka, orrvaladék, légzacs-
kévaladék, fulvaladék stb.) vizsgélata
sordn az aspergillusok jol felismer-
het6k a sporatarté nyélen diszméak-
szer(ien elrendez8dott sporaik miatt (8.13. abra).
Az Aspergillus fumigatus okozta leggyakoribb megbetegedéseket a 8.6.
tablazatban foglaltuk Ossze.

Allatfaj Betegség

Lo Nasalis granuloma, légzacskomikozis, cornea fekély, csikok intestinalis aspergillosisa
Kutya Otitis externa, kronikus rhinitis, trombdzissal jar6 generalizalt aspergillosis
Szarvasmarha Vetélés, pneumonia, mastitis, borjak intestinalis aspergillosisa
Baromfifélék,  diszmadarak Légzsak-aspergillosis, generalizalt aspergillosis

ZygomycosisbkozopenészgombakLeggyakrabban a Mucorales rendbe tartozo
Absidia, Mucor, Rhizopus, Rhizomucor és Mortierella fajok okoznak megbete-
gedéseket (vetélés, pneumonia, gastrointestinalis fekélyek, :> 8.8. tablazat,
347.0.). Ezek a penészgombéak gyorsan nének Sabouraud-féle taptalajon. Telep-
morfolégia és ivartalan szaporitoképleteik alapjan hatérozékonyvek segit-
ségével azonosithatdak.



Az éleszt6formaban (az allati sz6vetben és taptalajon 37 OC-on)és penészfor-
maban (a kdrnyezetben és taptalajon 25 OC-on)is el6forduld dimorf gombéak
az allatok mellett az emberben is stlyos betegséget okoznak, ezért tenyészté-
stk korultekintd és specialis laboratériumi kortlményeket, kilénb6zé hémér-
sékletl termosztatokat igényel.

© ® Adimorf gombék tenyészideje 5 nap és 4 hét kdzott valtozik. Azonosi-
tasukra morfoldgiai vizsgalatokat, antigéntesztet, immunolégiai és szero-
légiai vizsgalatokat, valamint egéroltast vehetlink igénybe. Az értékelés
specidlis hatarozokulcsok segitségével a szaklaboratérium feladata.
Az Eurépéban leggyakrabban el6fordulé dimorf gombak a 8.7 tablazat-
ban lathatok.

Dimorf gomba Gazdaszervezet Rezervoar

Sporothrix schenckii Kutya, macska, ember, 16 Talaj, farészek

Blastomyces dermatitidis Kutya, ember Savas talaj

Histop/asma capsu/atum

Kutya, macska, ember Madar és denevér bélsar

(sporadikus)
Histop/asma farciminosum Lo Nem ismert
A GOMBAELLENES HATOANYAGOK IRANTI

ERZEKENYSEG VIZSGALATA

Akulonféle gombak antimikotikus szerek iranti érzékenysége jelentésen el-
térhet. Napjainkban - amikor mar nagyszamu antifungalis hatéanyag gya-
korlati alkalmazésara van lehetdség - a gydgykezelés hatékonysagat a kor-
okozdk gyogyszerérzékenységi vizsgalataval segithetjik eld.

A gombas betegségek hatékonyabb gydgykezelését célzé fejlesztések
eredményeként a modern antimikotikus terapia a széles hatasspektrumu
szerek helyett az egyes gombafajokra specifikusabban haté és kisebb mel-
lékhatasokkal jar6 készitményeket részesiti elényben. Ebb6l adéddan a cél-
zott laboratériumi vizsgélatok elvégzése a hatékony gyogykezelés egyre
fontosabb eszkdze.

A baktériumérzékenységi vizsgéalatokhoz hasonléan agardifflziés maédszert
alkalmazunk (Z> 303. 0.), amelyet standardizalt, specidlis tptalajon (gombak
esetében a Tripkazin) kell elvégezni, mert kdzonséges gombataptalajokon
az érzékenység kelld biztonsaggal nem allapithaté meg. A taptalaj felliletén
szétszélesztett gombaszuszpenziora a megfelel hatdanyaggal atitatott ko-

Ertékelés

8.7. tablazat.

Az Eurépéaban
el6fordulé  dimorf
gombék

A vizsgalat
menete

Mi kell hozza?
Sterilfulke, 37 oC-o
és 25 0C-0s
termosztat
taptalajok,
mikotikus

specialis
anti-
korongok



Ertékelés

Bevezetd

A vizsgalat
menete

Ertékelés

rongokat helyezzilk, a lemezeket megfelel6 homérsékleten  termosztatban
inkubaljuk  (az élesztégombakat 37 oC-on 24-48 oraig, a dermatophyto-
nokat 25 oC-on 1-3 hétig, a dimorf gombakat mindkét hd&mérsékleten 1-4
hétig, a penészgombakat 25 oC-on 1 hétig).

Hazénkban tobb cég forgalmaz antimikotikum-érzékenységi vizsgalatra
alkalmas korongokat, amelyek leggyakrabban a kdvetkez6 antimikotiku-
mokat tartalmazzék: amfotericin B, klotrimazol, ekonazol, ketakonazol,
mikonazol, 5-fluorocitozin, nisztatin és grizeofulvin.

© ® A gomba érzékenységét a korongok koril kialakult géatlézéna méretéb6l
allapit juk meg. A gatl6zona nagysagat nemzetkdzileg elfogadott standard-
tablazatok adjdk meg, a vizsgalatot ezek alapjan értékeljik (érzékenység,
rezisztencia)

GOMBAIMMUNOLOGIAI  VIZSGALATOK

Az immunolégiai  vizsgalatok elvégzésére elsd sorban humanlaboratériumi

diagnosztikumokat alkalmazhatunk. Specifikussdguk  azonban az éallator-

vosi mikoldgiai diagnosztikdban  valé alkalmazasukat nem minden esetben

teszi lehetdve.

A leggyakoribb  mikdzisok kimutatasara  hasznalatos immunolégiai  mdd-

szerek a kovetkezdk:

¢ a poliszacharid  tipusi oldhat6 gombaantigének  (Candida, Aspergillus,
Cryptococcus)  kimutatdsa latexagglutindciés  gyorstesztekkel,

e az Aspergillus- és a Candida-fert6zottség igazolasa immunprecipitacios
vizsgalatokkal (standardantigének  és kontrollsavék allnak rendelkezésre),
e az Aspergillus elleni ellenanyagok kimutatdésa az Ouchterlony-féle teszttel,
indirekt hemagglutinaciés  vizsgalatokkal —és latexagglutinaciés  teszttel,
valamint az utébbi években kifejlesztett counterimmuno-elektrophoresis-
sel és ELISA-mobdszerekkel,

e a dimorf gombadk (Blastomycesdermatitidis, Histoplasma capsulatum,
Coccidioides immitis) okozta fert6zottség kimutatdsa komplementfixa-
cids és immundiffizids  tesztekkel.

A gombas betegségekkel kapcsolatos immunoldgiai  vizsgalatok Kkivitelezése
hasonld azokhoz, amelyeket mas korokozok el8idéz te bantalmakkal — kap-
csan ismertettink  (~  IMMUNDIAGNOSZTIKA, 315. 0.).

© ® A gombaimmunoldgiai vizsgalatok értékeléséhez az alkalmazott gyari
készlet leirdsai nydjtanak Gtmutatdst (~ MEQ IMMUNDIAGNOSZTIKA, 318. 0.).



AZ ALLATOK LEGGYAKORIBB MIKOZISAINAK

OSSZEFOGLALASA
Allatfaj Mikozis A kérokoz6 gombafajok
Szanvasmarha, Oermatophytosis Tiichophyron verrucosum,
juh, kecske (ringworm| Tiichophyronmenragrophyres,
Microsporum canis Iritkan)
Masiis Candida, CryprococcuS, Toru/opsis,

Tiichosporon fajok

Abortus, vaginitis

Aspergl!/us fumigarus, Mucor,
Absidia, Rhizopus, Candida fajok

Baktériumok: Dermarophi/us congo/ensis,

Pszeudomikozis krinomyces  bovis
Lo Tiichophyronequinum. Tiichophyron
Oermatophytosis menragrophyres” Tiichophyron verrucosum
(ringworm) Microsporum equinum. Microsporum canis,
Microsporum gypseum
 Genialidk, hlgyli és Candida abicans, Candida rropicalis
légz8szervi megbetegedések
Tid6 és légzacsko, Aspergl!/us fumigarus, Aspergl!/us nidu/ans,
abortus tarsul: Alremaria, Pema!/ium
Keratitis Aspergtlius, Fusarium, Candida fajok
Cryptococcosis Cryprococcus neoformans
Epizoociés lymphangitis Hisrop/asma farciminosum
Pszeudomikozis Baktérium: Dermarophl!us congo/ensis
Sertés Oermatophytosis Microsporum nanum. Microsporum canis,
Tiichophyronmenragrophyres
Emésztészenvek Candida afbicans, Candida s/ooffi
Candida krusei
Pszeudomikozis Baktérium: krinomyces  bovis
Kutya, macska Oermatophylosis Microsporum canis, Microsporum gypseum,

Tiichophyronmenragrophyres

Candidiasis Inyalkahartya,
bér, emésztészervek

Candida a/hicans

Malasseziosis
Ib6r, hallGjarat, genitaliakl

Malassezia pachydermaris

Cryptococcosis
(idegrendszer, légz6szervek

Cryprococcus neoformans

Sporotrichosis  (szubkutanl

Spororhrix schenckii

Histoplasmosis
(Iégzdszervek, generalizaltl

Hisrop/asma capsu/arum

8.8. tablazat.

Az éllatok
leggyakoribb
mikoézisainak 0ssze-
foglalasa



Allatfaj

Mikdzis

A kérokozé gombafajok

Kutya, macska

Eszak-amerikai  blastomycosis
(Iégz6szervek, generalizalt!

Blasromyces  dermat/ftdis

Nasalis mikdzis

Aspergtllus  flavus, Aspergillus  fumigatus

Pszeudomikdzis

Baktérium: Nocardia ast era/des.
Actinomyces  bovis

Baromfifélék, .Favus Micrasporum gallinae
madarak (ringworm)
Aspergillosis Aspergillus  flavus,
(Iégzdszervek, tojas! Aspergillus - fumigatus
Candidiasis (emésztoszerv, Candida albicans, Candida kruse!.
nyélkahartya,  bor! Candida trapicalis
Cryptococcosis Cryptococcus  neoformans
Régcsalok, Dermatophytosis Tiichophyron mentagraphytes,
prémes éllatok Iringworml Mtéosporum ~ canis

Malasseziosis  (bdr)

Malassezia pachydermatis

Candidiasis (emésztszervek)

Candida fajok

Aspergillosis ~ (légz6szervek)

Asperg/llus  fumigatus

Halak

Saprolegniosis
Ibr, ikra, szisztémas)

Sapralegnia ferax

Branchiomycosis  Ikopoltyd)

Branchiomyces  fajok

Ichthyophoniosis  Iszisztémas)

Ichthyophonus  fajok




