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fénymikroszképos vizsgalata
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SUMMARY

In the first part of this article the authors described some ways to detect
microfilariae of filarioid worms of dog. The second part of the article deals with the
identification of microfilariae. By morphological examination of Giemsa-stained
microfilariae we can clearly distinguish the Dirofilaria immitis and Dirofilaria repens
species in most cases. Direct examination of the larvae is particularly useful when
there is a mixed infection, in which case the serological and molecular tests do
not give necessarily appreciable results. D. immitis larvae are much smaller than
the microfilariae of the other species and their tapered head and the distribution
of cells in their body makes them distinguishable from D. repens larvae. It is useful
if one can compare the freshly found microfilariae to previously defined reference
specimens stored on microscopic slide. In addition, the authors suggest a simple
serial dilution method of haemolysed blood to estimate the amount of larvae
that does not require any special devices.
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A cikk elsd részében azzal foglalkoztunk, hogyan detektalhatjuk a leghatékonyabban
a mikrofilaridkat az é18 és az elhullott allatokban (17). Az ott ismertetett
mobdszereket gyakorlatilag minden gerinces allat vizsgalatahoz felhasznalhatjuk.
A segitséglkkel olyan médon nyerhetjlk ki a larvakat a vizsgalati mintakbdl, hogy
azok morfoldgiai és molekularis vizsgalatokhoz is alkalmasak maradnak. A ritkan
elSforduld filarioida fajok mikrofilaridinak mikroszkdépos vizsgalata elengedhetetlen,
de nagyon hasznos a kisallatpraxisban eléforduld, gyakori parazitak esetében is.
Ehhez adunk Utmutatast az alabbiakban.

A D. IMMITIS ES A D. REPENS LARVAINAK MORFOLOGIAI

ELKULONITESE
Mivel Magyarorszagon a kutyak két leggyakoribb filarioida fonalférge eltérd kor-
Az eltéré kezelés miatt jéslatl és eltérd kezelést igényld parasitosist okoz (9, 15), a specifikus diagnézis
fontos a leggyakoribb feladllitasanak nagy jelentésége van. Ha a kifejlett férgek kozvetlen vizsgalatara
hazai filarioida parasi- nincs lehetdség, a mikrofilaridk alapjan kell az azonositast elvégezni. A férgek
tosisok elkililénitése mikrofilaridi alapjan azonban nem kénnyU a fajok elkilonitése, sdt a taxondmiaban

jartas szakértdk alapvetden dva intenek a fajoknak csupan a mikrofilariajuk
alapjan torténd azonositasatol (1). Sajnos sem a morfoldgiai, sem az antigénekben
meglévd kilonbségek nem oly megbizhatdak, hogy csupan dnmagukban, ezek
segitségével, minden esetben feltétlenll azonositani tudnank a mikrofilariakat
(2, 4). A konzervativ nukleinsavszakaszok felépitésében megnyilvanulé saja-
tossagok mutatkoztak eddig a legmegbizhatobb elkilonitési lehetdségnek, de
a PCR sikeres kivitelezéséhez is legalabb olyan larvas(rliség szikséges, amikor
egy milliliternyi vérben tébb larva van (2, 8, 13). (Ennél kisebb larvakoncentracié
esetén a hemolizisen vagy mas eljarason alapulé larvakoncentralast kell igénybe
venni az elegend8 mennyiségl nukleinsav kinyeréséhez.) Ezért idealis és
indokolt esetben tobb vizsgalati mdédszert kell egylttesen alkalmazni a mikro-
filaridk hovatartozdsanak biztos meghatarozasara (3, 4). Nincs mindig lehet8ség
a koltségesebb vizsgalatok igénybevételére, noha kivanatos volna mar a larvak
jelenlétének megallapitasakor meghatarozni a féregfajt, hogy donthessink a
tovabbi kezelések maddjardl. Jelenleg a mindennapi allatorvosi praxis szamara
a legegyszer(ibb és legolcsébb médszer a mikrofilariak mikroszkdpos vizsgalata,
amely azért is kézenfekvs, mert eldszor igy ismerjUk fel magat a fertézottséget
és egyben a mikrofilariaemia sulyossagat is.

A mikroszkdépos morfoldgiai vizsgalat az egyszerlisége ellenére nem lebecsullendd,
mert az érzékenysége nagyon nagy (12), s ezen felll vele nemcsak a larvak

Az elklilénitéshez a mennyisége becsilhetd meg, hanem a két fajjal vald egylttes fertdzottség is
mikrofilariGk mikroszko- egyértelmUen felismerhetd, ellentétben példaul a sokszor bizonytalan eredményt
pos morfoldgiai vizs- add szeroldgiai vizsgalatokkal. A vérsejtoldast kdvets larvallepités segitségével
gdlata a legegyszerlibb nagy mennyiségl vérbdl kevés larva is kinyerhetd, mert ha a vér barmilyen kevés
és legolcsébb mddszer a larvat tartalmaz is, a centrifugalt anyag pelletébdl kivett cseppben nagyon
praxisban nagy valdszinlséggel megtalalhatjuk azokat. Ezen felll, ha pipettdval pontosan

megmért mennyiségl vért hemolizalunk, akkor egyszerlien megbecsulhetjlk a
larvak szamat is, példaul sorozathigitdsos modszerrel, a baktériumszamlalasnal
alkalmazott szuszpenziéhigitashoz hasonldan. Az egyUtt el&forduld D. immitis és
D. repens larvak felismerése és elkllonitése pedig a larvak formaja és nagysaga
szerint még mindig biztosabb, mint a biokémiai reakcidokon alapuld tesztek alapjan,
mivel a két fajjal valé egyidejl fertézottség csak nagyon megbizhatd kontrollok
alapjan biralhatd el egyértelmien. A két fajjal vald egylttes fert6zottség esetén
az antigéneket, ellenanyagokat vagy nukleinsavakat kimutato eljarasok eredménye
mar elvileg is csak pozitiv lehet mindkét fajra nézve, amely eredményekrdl nem
egyszerl eldénteni, hogy valds vagy fals pozitivitas-e.
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A D. immitis és D. repens megfelelGen rogzitett és festett mikrofilariait mor-
foldgiai alapon mindig el lehet kiloniteni egymastél, de ehhez tobb larva
alapos vizsgalatara van szikség. Az eozinofil és bazofil sejtelemeket is feltiintetd
vérkenetfestd eljarasokkal megfestett mikrofilariak kontlrja, sejtmagjai és méretei
jol vizsgalhatdak. Nem vitas, hogy a mikroszkdpban megfigyelheté morfoldgiai
bélyegek nagymértékben flggenek a larvak fixalas elbtti allapotatdl, magatdl a
rogzités maodjatdl, sdt a festés kivitelezésétdl is. A vérvételt kovetd eldlés utan
frissen megfestett 1arvak ersen festédnek, de sejtmagjaik dsszezsufolddnak,
ezzel szemben a tobb napig tarolt vérben elpusztult larvak sejtmagjai kalonal-
l6an ismerhetdk fel a testlkben, de halvanyabban festddnek. A larva méretei
hipoténias oldatban kicsit nagyobbak, hipertonias oldatban kisebbek. A bazofil és
eozinofil festékek megkotddésének aranyatdl figgben a larva alkotdelemei a kék
és a piros szinek legkllonfélébb arnyalatait vehetik fel, s ugyanazon képleteknek
eltérd lehet a szine a festék mindségétdl figgben is. A morfoldgiai azonositas
soran azonban a legnagyobb gond inkdbb az, hogy a keskeny, henger alakl larva
a tengelyvonala mentén elfordulva barmely helyzetben régzllhet a targylemez
fellletére, s ezért a benne 1év3 sejtek mindig mashogy fedik egymast. Emiatt
egyes mikrofilaridkban jol latszanak bizonyos sejtes alkotéelemek, masokban nem.

A mikroszkdépos
morfoldgiai bélyegek
nagymértékben
fliggenek a larvak
fixdlas elétti Gllapotdtdl,
a régzités mddjdatél és a
festéstol

Az 6sszes morfoldgiai jellegzetességet egy larvan szinte sohasem lehet egyszerre
megfigyelni, tehat egy mintadban tébb 1arvat kell megvizsgalnunk.

1. ABRA. A Dirofilaria-fajok mikrofildridin elkilénitheté morfoldgiai
képletek poziciéja a D. repens mikrofilaridjan szemléltetve

a: feji vég a 3 sejtmaggal; b: nyaki (cephalicus) ideggylr(;
c: kivalaszté nyilas; d: kivalasztd sejt; e: elsd ,genitalis” sejt;
f: masodik ,genitalis” sejt; g: harmadik ,genitalis” sejt;
h: negyedik ,genitalis” sejt; i: analis nyilas régidja
Giemsa-festés, 800x

FIGURE 1. Positions of recognizable structures of microfilariae
of Dirofilaria species, illustrated on a specimen of D. repens
microfilaria

a: cephalic end with 3 nuclei; b: cephalic nerve ring on the
neck; €: excretory pore; d: excretory cell; e: the first "genital”
cell; f: the second “genital” cell; g: the third “genital” cell;
h: the fourth ”genital” cell; i: the region of anal opening

2. ABRA. A D. repens mikrofildridjdnak farki végében 1évé nagy,
»genitdlis” sejtek helyzete

a: elsé ,genitalis” sejt; b: masodik ,genitalis” sejt; €: harmadik
»genitalis” sejt; d: negyedik ,genitalis” sejt

Giemsa-festés, 1000x

FIGURE 2. The positions of large“genital” cells in the tail of D.
repens microfilaria

a: the first “genital” cell; b: the second “genital” cell; ¢: The
third “genital” cell, d: The fourth “genital” cell
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Az interneten barmikor megtalalhatd, szamos mikrofilaria-fénykép bizonysag
arra, hogy még egyetlen faj példanyai is klUlonboz8képpen képesek régzilni a
preparatumokon, és megfestett mikrofilariai is eltérhetnek egymastdél. Adott
esetben még kevésbé hasonlithatnak egymasra, mint két kilénb6zd faj mikrofilariai.
Az elmondottak ellenére mégis a morfoldgiai azonositads a leggyakorlatiasabb,
és tobb larva egyidejl 6sszehasonlithatésaga révén a legtdobb esetet ezzel lehet
gyorsan felderiteni.

A méretek variabilitdsa ellenére, a minket érdekld két faj mikrofilaridainak eltérd
hossza a viszonylag legbiztosabb elkllonitési alap. Ezen felll, a legtobb kézikonyv
a Dirofilaria-fajok mikrofilaridinak felismeréséhez felnasznalhatd bélyegként emliti
még a feji vég sejtmagmentes részének alakjat, a nyaki ideggylr(, a kivalaszté
nyilas, a kivalasztd sejt és a négy, nagy sejtmagvy, Un. ,genitalis” sejt helyzetét,
tovabba az anélis porus elhelyezkedését (1. és 2. dbra). Mindezek az anatémiai
képletek azonban nem minden egyes larvan tanulmanyozhatdk egyforma részlet-
ességgel, ezért sok, jol festddb és megfelelen helyezdds larvara van szikséglnk a
megbizhatd identifikdcidhoz. Az elkllonitésre hasznalhatd alaktani bélyegek egy része
csak specialis kezelés utan valik 1athatéva (pl. a kivalasztdé és az analis poérus; ezek,
ill. mas sejtek savanylfoszfatazenzim-aktivitdsa stb.), vagy csak a larvak bizonyos
pozitirajaban mérlegelhetd a meglétik vagy hidnyuk (pl. a farok csdcsanak gorbulete
vagy az Un. ,genitdlis” sejtek helyzete a testben) (7, 12). Ezért kordbbi szerz8k javaslatai
alapjan elindulva, a sajat vizsgalataink soran olyan gyakorlatias morfoldgiai bélyegeket
igyekeztlnk talalni, amelyek az egyszerl és gyors festési eljarasokkal is konnyen

A két faj mikrofildriginak
eltéré hossza a legbiz-
tosabb elklilénitési alap

3. ABRA. Elpusztult dllapotdban fixdlt D. immitis mikrofildria

a hemolizalt vér Uledékének kenetében

a: a feji mezd; b: a feji ideggylrl helye; €: a kivalasztd nyilas
helye; d: a 2. és 3. ,genitalis” sejt (Inzert: az elsé harom képlet
egy teljesen kiegyenesedett larvan)

Giemsa-festés, 500x

FIGURE 3. D. immitis microfilaria preserved post mortem within
the smear of the sediment of haemolysed blood

a: cephalic space; b: position of cephalic nerve ring; €: position
of excretory pore; d: the 279 and 3" “genital” cells. (Insert: the
first three structures on the fore body of a fully straightened
larva)

4. ABRA. D. immitis mikrofildridk elkeskenyedé feji vége

A feji rész kdzepén 1évd sejtmagokkal (A), annak aljaban 1évd
sejtmagokkal (B és C), ill. sejtmagmentes feji résszel (D)
Giemsa-festés, 1000x

FIGURE 4. Tapered heads of D. immitis microfilariae

Heads of larvae with nuclei in the centre of head space (A),
with nuclei in the base of head space (B and €), and without
any nuclei (D)



A szerz6k a meg-
bizhatdésdguk
sorrendjében, egyszerl
festéssel is kénnyen
felismerhetd morfoldgiai
bélyegeket ismertetnek
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felismerhet8k és a legtobb larvan megfigyelhetdk. Sok ezer larva tanulmanyozasa
alapjan, a megbizhatésaguk sorrendje szerint felsorolva, az alabbi jellegzetességeket
javasoljuk figyelembe venni a két faj mikrofilariainak elkllonitéséhez.

A D. IMMITIS MIKROFILARIAINAK LEGSTABILABB ES LEGJOBBAN

MEGFIGYELHETO MORFOLOGIAI BELYEGEI

1. A kinyuUlt allapotban megmerevedett larva teljes hossza 220-330 um kozott
van rendszerint, de 340 um-nél semmiképp sem hosszabb, és a 300 um-t csak
kivételesen haladja meg. Méréseink szerint a hemolizis kdzben elpusztult vagy
hével fixalt allapotaban a 270 um hosszUsagu larva tekinthetd atlagosnak.

2. A feji vég felé a test fokozatosan elkeskenyedik, tehat a feji vég egy kicsit
keskenyebb, mint a féreglarva k6zépsd szakaszanak szélessége (3. dbra).

3. A feji vég frontalis kdrvonala cslUcsos gorbe vonalat kdvet, azaz keskenyen
lekerekitett, nagyjabdl parabola alakG (4. dbra).

4. A feji végben |évé vilagos zdna keskeny, s a benne [évé harom sejtmag egymashoz

szorult, ezért rendszerint egynek latszanak, s egymastdl elklldnllve nagyon

ritkan lathatok. Egy vagy két sejtmag olykor elkllonil az utanuk koévetkezd
sejtmaghalmaztdl, de helyez8désik altaldban aszimmetrikus, nem jellegzetes

(4. &bra).

A feji végtdl szamitva a test elsd negyedének hataran a sejtmagok tdmege

megszakad, és egy vilagos foltot latunk (az ideggyir( helyét), majd ettél lejjebb,

a test elsé harmadanak végénél egy masodik vilagos foltot, a kivalasztd szerv

nyilasat (Idsd: 3. bra jelzései).

6. A test hatulsé felében [évd ,genitalis” sejtek magvai tobbnyire nem kilonithetdk
el j6l az Gket szorosan koérllvevd, szomatikus sejtek magjaitdl, de néha egy
vagy két ilyen, a tébbi sejtmagnal nagyobb sejtmag felismerhetd a larvaban
(3. abra).

u

A D. REPENS MIKROFILARIAINAK LEGSTABILABB ES LEGJOBBAN

MEGFIGYELHETO MORFOLOGIAI BELYEGEI

1. A kinydlt dllapotban megmerevedett larva teljes hossza altaldban 320-370 um
kozotti lehet - kivételesen 390 um -, de a 300 um-t mindig meghaladja. Méré-
seink szerint eldlt allapotaban a 350 um hosszUsagu larva tekinthetd atlagosnak.

2. A test a feji vég felé nem keskenyedik el, ezért a feji vég ugyanolyan vagy
majdnem ugyanolyan széles, mint a féreglarva k6zépsé szakaszanak széles-
sége (5. és 6. dbra).

3. A feji vég frontalisan kissé lapitott vagy tompan lekerekitett, nagyjabdl boltiv
alaka (5. abra).

4. A feji vég vilagosabb zdnéaja, amelyben harom, altaldban egymastél jol
elkilonithetd sejtmag van, széles téglalap alakl. A feji végben lathatd 3 sejt-
mag ideélis esetben egy szemparhoz hasonlé part alkot, amelyhez egy mégotte
lévs folt csatlakozik (5. dbra: A és B). A sejtmagok néha egy vonalba is eshetnek
(5. dbra: C), és takarhatjak is egymast (5. dbra: D), attdl figgden, hogy a larva
hogyan fordul.

5. A test elsd felében nem tagolddik egyértelmien elhatdrolhatd szakaszokra
a sejtmagok tomott sora, hanem larvaegyedenként eltéré helyein ritkul vagy
s(irlisodik, ezért stabil helyzet(i vilagos foltok (az ideggy(ir(i és a kivalaszto porus
helye) e larva esetében kevésbé egyértelmien hatarozhaték meg (6. abra).

6. A test hatulsé felében 1évd ,genitalis” sejtek magvai kozill a test kozépss és
utolsé harmadanak hataran 1évd, legfelsé sejt nagy magja altalaban jol lathaté
(6. abra: a), s a téle caudalisan fekv8, harom hasonldéan nagy ,genitalis” sejt-
mag is gyakran elkilénithetd a tébbi sejtmagtdl (2. dbra). E nagy sejtmagok
Giemsa-festéssel halvanyabban szoktak festddni, mint a szomatikus szovet
sejtjeinek magjai.
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5. ABRA. D. repens mikrofildridk tompa feji vége

A feji részben egyenletes eloszlasl sejtmagokkal (A), a kobrak
spapaszeméhez” hasonld, legjellegzetesebb elrendezddési
sejtmagokkal (B), egymas mellé sorakozott sejtmagokkal (C),

DIROFILARIA MIKROFILARIAK ELKULONITESE
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6. ABRA. Elpusztult dllapotdban fixdlt D. repens mikrofildria
teljes képe a hemolizdlt vér lledékének kenetében

a: az elsd ,genitalis” sejt magja

Giemsa-festés, 800x

egymast eltakaré sejtmagokkal (D)
Giemsa-festés, 1000x FIGURE 6. General view of D. repens microfilaria preserved in
dead stage within the smear of sediment of haemolysed blood
FIGURE 5. Blunt heads of D. repens microfilariae

Evenly distributed cell nuclei (A), the most typical arrangement

a: nucleus of the first “genital” cell

of nuclei that similar to the “spectacles”of a cobra (B), nuclei
that lined up (C), and nuclei partially covering each other (D)
lay within the head space

A MIKROFILARIAK MORFOLOGIAI VIZSGALATANAK
FOLYAMATA

A morfoldgiaijellegzetességek elbiralasakor a kbvetkezdket kell figyelembe venni:

1. Elvileg a testhosszUsag csak a teljesen kiegyenesedett larvan mérhetd, de az
azonos faju larvak meghajlott allapotban is azonos testhosszUsaglUak, ezért
egymastol elkulonlld larvakat tartalmazd, vékonyan szétteritett kenetben jél
megitélhetd, hogy a mikroszképban latott larvak egyforma hosszlak-e, vagy
sem. Ezért akadr méar csak néhany kiegyenesedett larvat megmérve eldéonthetjik
avizsgalt larvak méretét. Mindamellett a larvak testhossza némileg valtozékony
a fajon belll, s a két faj méretei kivételes esetben atfednek. Hosszlsaguk
megitélésekor azonban irdnyaddnak vehetjik, hogy ha a larvak tidinyomo
tébbsége 300 um alatti, akkor D. immitis larvakat latunk, ha ezen érték feletti,
akkor D. repens larvakat. A testhossz valtozékonyaga ellenére mégiscsak ez
az a jellegzetes bélyeg, ami a legtobb larvan megitélhetd, s a legbiztosabban
jelzi annak hovatartozasat. Az atlagos nagysagtol eltérd larvak ritkak, ezért ha a
mikrofilariaemiat két faj egyedei okozzak, az azonnal szembedtlik, mivel akkor
tobb, egymastdl hatarozottan elkllonild méretd larvat latunk egyltt (8. dbra).

2. A test szélessége annak az ozmotikus koncentracionak a fliggvénye, amely a
larvat tartalmazé folyadékban a larva rogzilésekor fennallt. Emiatt a duzzadt,
széles test( larva kontlrja jobban mutatja a feji vég elkeskenyedését, mint a
zsugorodott, keskeny test(i 1arva testalakja. A hipozmotikus kézegben (= vizben)
allott larva sejtmagjai kozott nagyobb hézagok vannak, mint a friss vérbdl készilt
kenetben régzult l1arvék sejtmagjai kozott (vo. 6. és 7.dbra).

Ha a larvak tébbsége
300 um alatti,

akkor D. immitis, ha

e feletti, akkor D. repens
fert6z6ttség a
legvalésziniibb



D. repens esetében a
négy ,genitdlis” sejt
magja kériil az ordlis
vég felé esé, legna-
gyobb sejtmag mindig
jol léthaté, D. immitis
esetében csak elvétve
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3. Minél keskenyebbre zsugorodott a larva teste, a feji vég korvonala annal csd-
csosabb. Emiatt sok, egyforma maddon fixalt l1arvat kell szemuigyre vennink
ennek a bélyegnek a vizsgalatakor. A hemolizatumban lellepedett larvakon ez
a jellegzetesség is jobban latszik, mint a friss vérkenetben festetteken.

4. A fej vilagos végében mindkét faj larvajanak vannak a tobbi szomatikus sejtek
magjaitdl elkilonllt sejtmagvai, de a D. immitis esetében ezek szinte mindig
szorosan egymashoz tapadnak, és szemekre emlékeztetd elrendez8dést szinte
soha nem mutatnak. A test er8s zsugorodasa esetén egyik faj esetében sem
lathatd jol a fej vilagos zdnaja.

5. Vildgos savjuk alapjan a larva cephalicus ideggylrljének és az excretoricus
pérusanak helyzetét a sejtmagok megfestése utan csak akkor lehet jolI
detektalni, ha a testi sejtek magvai egyenletes sirlséggel toltik ki a larva elllsd
felét (3. abra, inzert). Ez a feltétel csak a hemolizis utan rovid idével rogzitett
larvakon adott, és rendszerint csak a D. immitis slrlbben elhelyezkeds sejtma-
gokat tartalmazd larvajan valdsul meg, mig a D. repens larvajanak kissé lazabban
elhelyezkedd sejtmagjai kozott eleve sok kis hézag van, ami miatt a fenti
képletek pontos helyzete nem mindig otlik j61 szembe (pl. 6. dbra).

6. A négy ,genitalis” sejt nagy magja mindkét larvaban megvan, de a D. repens
esetében legaldbb az oralis vég felé esd, elsd, legnagyobb sejtmag szinte mindig
j6l 1athatd (6. abra), mig a D. immitis 1arvajan csak elvétve. Az e mogotti 2. és
3. nagyobb ,genitalis” sejtmag egymas kozelében van, a 4. pedig téllk kissé
tavolabb, a farokvég felé esik. Ez utdbbi, szintén halvany sejtmagok a szokvanyos
festési metddusokkal inkabb csak a D. repens larvaban ismerhet8k fel (2. abra), a
D. immitis larvajaban szinte alig, mert beleolvadnak a tobbi sejtmag sokasagaba.
Sajnos e specialis sejteknek a magjait nemcsak hogy rendszerint eltakarjak
a tobbi sejt magjai, hanem hozzajuk hasonld, a tobbi sejtmagnal szintén
nagyobb és halvanyabb sejtmagok is eléfordulhatnak a larva testének hatulsé
testfelében, ezért a felismerésik nehéz.

7. ABRA. EI§ allapota kézben fixalt D. repens mikrofildria teljes 8. ABRA. Elpusztult dllapotdban kiegyenesedett, kisebb

vérbdl készilt kenetben
Giemsa-festés, 800x

D. immitis és nagyobb D. repens mikrofildria
Hemolizatum vizes kenete
Niluskék-festés, 500x

FIGURE 7. D. repens microfilaria preserved while alive within

the smear of a fresh blood

FIGURE 8. Outstretched, dead microfilariae of D. immitis
(smaller one) and D. repens worms
Wet mount of haemolysed blood stained with Nile blue
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9. ABRA. Friss, festetlen D. immitis (feliil) és konzervdlt, meg-

festett D. repens mikrofildria (alul) a fed6lemez felett, ill. alatt
A megfestett és konzervalt, hosszabb larva a feddlemez
alatt van, a friss és nativ, rovidebb D. immitis larva pedig an-
nak felszinén a vizes szuszpenziéban. A larvaknak az objektiv
frontlencséjétdl vald kiulonbdzé tavolsaga miatt valtozo
mélységélességgel beallitott képek készultek roluk, amelyek
utélag CombineZ képalkoté programmal egyesitve lettek
500x

FIGURE 9. Freshly killed native D. immitis (above), and
stained preserved D. repens (bottom) microfilariae above the
cover slip or under

The longer stained and mounted larva lays under the cover
slip, while the shorter native D. immitis larva lays on the
upper surface of cover slip inside aqueous suspension. Due
to the diverse distance of larvae from the front lens of
objective, in order to extend the depth of field the final
image the photographed images were united with help of
image program CombineZ

DIROFILARIA MIKROFILARIAK ELKULONITESE

Alegfontosabb elkilénitd bélyeget, alarvak hosszméretét
teljes pontossaggal csak az egyenes vonalban rogzult
példanyok mérésével hatarozhatjuk meg. Még ha ren-
delkezlink is kalibralt mérdokularral vagy digitalisan
rogzitett képeken hasznalhaté mériszoftverrel, nehézkes
a sok larva hosszméretének megitélése, ha nincs mihez
kozvetlenll hasonlitanunk azt. Ezért azt javasoljuk, hogy
készitslnk festett keneteket egy biztosan identifikalt
faj mikrofilaridinak szuszpenzidjabdl, és tartdsitsuk
azt a szbvettani metszetek montirozasara hasznalt
fed6anyaggal (pl. kanadabalzsam) és fed8lemezzel.
Ezt a targylemezt 6sszehasonlité etalonként hasznal-
hatjuk barmely larvaszuszpenzid vizsgalatakor, ha koz-
vetlenUl erre csoppentjik rd a meghatarozni kivant
larvakat. A targylemezen &rzott, rogzitett és az éppen
vizsgalt larvakat a mikroszkdop egy latéterében egylt-
tesen tanulmanyozhatjuk, és ily moédon a larvak mére-
tének dsszehasonlitasa konnyebb (9. dbra ). Vigyazzunk
természetesen arra, hogy a targylemezen preparalt és
az éppen vizsgalt larvakat azonos modszerrel gyUjtsik
és rogzitsik (pl. hemolizissel vagy a friss vérbdl készilt
kenettel, ill. formalinnal vagy h8kezeléssel), mert az
befolyasolja a testméretet. Célszerl az 6sszehasonli-
tasra hasznalt larvakat vagy elkészitett mikroszképos
preparatumot szaklaboratériumbdl beszerezni.

Az ismertetett bélyegek sem mindig ismerhetdk fel
biztonsdgosan, ha a larva torzult, rosszul festédott, vagy
szennyezGdés takarja testlket, ezért a kenet elkészitését
gondosan végezzUk. A hemolizdtum Uledékét egyenle-
tesen, a pipetta hegyével teritsik szét a targylemezen,
miutadn megnéztik, hogy mennyi benne a larva.
A mikrofilaridk ne takarjak egymast a lemezen. Friss
vérkenet készitésekor viszont eleve mar csak kevés larvara
szamithatunk, amiket ilyenkor fel kell dUsitanunk a kenet
elvékonyodd végén. A mikrofilariak a vérkenet elvéko-
nyodé végének szélére sodrodnak a kenetkészités soran,
ezért a kenetet nagyon kis vérmennyiségbdl készitsik el,
hogy annak szétterlld, szakadozott vége a targylemez
kozepére essen. Ha a kenet egyenes vonalban végzddik,
vagyis vér torlédik fel a targylemez végében, akkor

abban a vastag vércsikban gylilnek 6ssze a larvak, és ezért azokat a sok sejt kozott
nehéz észrevenni, s fleg a részleteiket tanulmanyozni.

A MIKROFILARIAK VIZSGALATANAK JARVANYTANI
JELENTOSEGE

Mikrofildridkat csak
olyan dllatokban lehet
taldlni, amelyek éppen

gravid Dirofilariakat

hordoznak, ill. nem sok-
kal korabban hordoztak

Mikrofilaridkat csak olyan gazdakban detektalhatunk, amelyek éppen gravid
Dirofilaria n&stényeket hordoznak, ill. nem sokkal kordbban hordoztak, de a larvak
talélték szUlbiket. Az okkult parasitosist, vagyis a juvenilis férgek altal okozott
preimaginalis fertézést, a him férgek egyeduli eléfordulasat, tovabba az elhalt
férgek jelenlétét, ill. a gazdanak a férgek extrakcidja utani allapotat mikrofilari-
aemia hidnyaban a fenti eljarasokkal nem tudjuk felismerni. Az utébbi esetekben
antigéneket vagy ellenanyagokat még kimutathatunk a vérsavobél, de ezeknek a
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A kisdllatpraxisokban
javasolt még a tiinet-
mentes dllatokban is
évente legaldbb egyszer
elvégezni mikrofildria-
kimutatdsi vizsgalatot

Az dllatorvosi tevékeny-
séggel kapcsolatba
keriilé valamennyi dllat-
fajban eléfordulhatnak
filarioida féregfajok

A morfolégiai
vizsgdlatok szGmdnak
névekedésével megné

az eddig még ki nem
mutatott, ritkabb féreg-
fajok megtaldlasanak a
valdszinlisége
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vizsgalatoknak elsGsorban egyedi, klinikai jelentésége van, és nem jarvanytani, mert
a mikrofilariaemia nélkUli allat nem fert6z4. Parazitoldgiai szempontbdl a féreghor-
dozé allat klinikai allapotatdl figgetlenll a legfontosabb a patens fert6zottséget
hordozd allatok felderitése, mert ezek terjesztik az él6skddbt. Ezért a mikrofilaridk
kimutatasanak még teljesen tiinetmentes fertézottség esetén is nagy haszna
van. A kisallatpraxist folytatd allatorvosok szamara javasoljuk, hogy még adekvat
tinetek hidnya esetén is mindegyik, a fertézésre fogékony paciensiknél évente
legalabb egyszer végezzenek mikrofilaria-kimutatasi vizsgalatot, mert ez lenne
a dirofilariosis visszaszoritasanak leghatékonyabb maddja.

A gerincesek tobb szaz leirt filarioida féregfaja alapjan feltételezhetd, hogy az
allatorvosi tevékenységgel kapcsolatba kerlilé minden allatfajban elvileg taldlhatunk
hasonlé férgeket (21). A legtébb gazdafajnak tobb filarioida faja is lehet. igy a
kutyanak is, az eddig targyalt dirofilariakon kivil mas filarioida parazita fajai is
vannak, és egyre nagyobb a valdszinlsége annak, hogy ezek a nalunk eddig
meg nem talalt fajok is diagnosztizalasra kerilnek a jovében Magyarorszagon.
A mikrofilaridk kimutatasanak jelentésége az utdbbi években ugrasszerlien megndtt
vildgszerte, mert nemcsak a D. immitis, hanem tobb allatfaj filarioida féregfaja is
erdsen terjedd hajlamot mutat. Példaul az amerikai eredet( Acanthocheilonema-
fajok k6zUl mar nagyon gyakori kutyadban az Acanthocheilonema reconditum
Dél-Eurépéban (18, 22), ugyanakkor az eurdpai D. repens elkerllt Amerikaba is (19).
Az eurbépai mezei nylGlban megjelent az ugyancsak Eszak-Amerikabél szarmazé
Dirofilaria scapiceps (6), és tobb, alkalmi eurdpai behurcolds utan, a tréopusi terile-
teken elterjedt Parafilaria bovicola autochthon el6fordulasat is regisztraltak nem-
régen olaszorszagi szarvasmarhakban (11). A jovevény fajok mellett, természetesen
az 6shonos filarioidak mikrofilariadira is szamithatunk a vér- vagy bdérbiopszias
vizsgalatok soran. Magyarorszagon a vadon él§ és haziasitott patasokban
példaul nem ritkak a mas allatokat is fertézni képes Setaria-fajok, de csak néha
szembesUllink a kartétellkkel (14). Az Onchocerca-fajok is szamos eml&sben és
az emberben is képesek megtelepedni, és valészinlleg a kutyak onchocercosisa
is gyakoribb lehet, mint kordabban gondoltuk (20).

A kisallatpraxis gyakorldsa soran a morfoldgiai vizsgalattal felismert mikrofi-
laridak az eddig még ki nem mutatott, vagy ritkabb féregfajok megtaldldsanak
valdszinlségét novelik. Ezért még abban az esetben is érdemes mikrofilaridkat
keresni, ha a keringé vérben nem talalunk ilyeneket, de a bdr alatti csomok vagy
a mUtétek kbzben talalt féregdarabok a filaridzis gyanuUjat felkeltik. Ebben az
esetben az elvaltozas terlletérdl szarmazd nyirkot kell megvizsgalni. Az ismer-
tetett Dirofilaria-larvaktél lényegesen eltérhetnek a kisebb Acanthocheilonema- és
kllondsen az Onchocerca-mikrofilariak, mely utébbiakat a kipréselt szévetnedvekbdl
lehet kimutatni (10. dbra ). Ahogyan emberben, Ugy az allatokban is el6fordulhatnak
opportunista fert6zések, mert ezek a férgek hajlamosak nem a nekik megfeleld
gazdaban is fejlddésnek indulni. Ezért szamitsunk arra, hogy a D. repens és D. immitis
fertdzésen kivll egyéb fajspecifikus, vagy alkalmilag megtelepedett filarioida
férgekkel is taldlkozhatunk a kutyakban.

Amennyiben a klinikai vizsgalatot végzd allatorvosnak nincsen lehetdsége
elbiralni az allattél vett vérminta larvatartalmat, bizza azt szaklaboratériumra.
Ebben az esetben is nagyon ajanlott azonban, ha nemcsak alvadasaban gatolt
vért klld laborvizsgalatra, hanem a javasolt mdédon frissen hemolizalja a levett
vérnek legalabb egy részét, és annak Uledékébdl targylemezre szaritott kenetet
készit. Hematokrit centrifugaban Ulepitett vagy allott vér ,buffy coat” rétegébdl is
készithetlnk kenetet, mert a mikrofilariak a fehérvérsejtekkel egyforma fajstlytak,
és azokkal egy rétegben gylilnek dssze a lelilepedett vorosvérsejtek halmazanak
tetején. Az el8bbi lehetdségek hidnya esetén, kdzvetlenll a friss vérbdl készitett
kenet még mindig lehetdséget ad a mikrofilaridk megtalalasara, de ilyenkor egy
vérmintabdl készitslink sok kenetet, hogy a larvak megtalalasanak esélyét noéveljik.
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10. ABRA. Béralatti sz6vetek nedvének lledékében 16v, Onchocerca lupi mikrofildridk

Giemsa-festés A: 500%, B: 1000x

FIGURE 10. Onchocerca lupi microfilariae in the sediment sediment of subcutaneous intersitial fluid

A: 500%, B: 1000x

A gydgykezelés sikeres-
ségének ellenbrzésére
végzett Iarvaszamla-
lashoz mindig ugyanazt
a médszert kell
alkalmazni

A targylemezre szaritott, vékony vér- vagy ulledékkenet allapotvaltozas nélkul
tokéletesen megdrizheté még alkoholos fixalas nélkul is, és targylemeztartéban
vagy akar tiszta, pormentes papirlapba csomagolva is kdnnyen szallithato.

A MIKROFILARIAEMIA INTENZITASANAK NYOMON KOVETESE

A Dirofildridkkal fert6zott allat gydgykezelésének sikerességét a vérben 1évd
mikrofilaridk mennyiségének csokkenésébdl majd eltlinésébdl mérhetjuk le.
Természetesen minél kevesebb larva van a periférias vérben, annal nehezebb
megtalalni azokat, holott az allat fertézésmentességének tényét csak a vér
teljes larvamentessége esetén lehet feltételezni. Ezért ellentmondas van azon
torekvések kb6zott, hogy egyrészt minél nagyobb mértékben koncentraljuk
a larvakat a megtalalasuk érdekében, masrészt egységnyi térfogatld vérben
szamoljuk meg a larvakat a mennyiségi valtozas nyomon kovetése céljabol.
A larvak szamanak egész pontos valtozasat inkabb csak tudomanyos indokbél,
ellen8rzott klinikai vizsgalatok soran szoktak megallapitani (10). Erre szamos,
specialis technikai megoldas van, a szamlalékamratél az elektromos ellenalld
képességet mérd miiszeren at a filtracidés eszkozokig (1, 5). Akdrmely méd-
szert valasztjuk is a larvaszamlalashoz, az eljards pontossaganak feltétele,
hogy mindig azonos mdédon szamoljuk a mikrofilaridkat azért, hogy legalabb a
metodikai hibakbdl adddd szérds minél kisebb legyen. A larvak mennyiségének
napszakos ingadozasa és azok egyenlGtlen vérbeli eloszldasa miatt magabdl
a mintavételbdl ad6dd hiba a mikrofilariak szamlalasakor nagysagrendekkel
tobb lehet, mint a mddszertani hiba, ezért a gyakorlati diagnosztika igényeit
kielégiti a sorozathigitasos modszer.

Ha meghatarozott mennyiségl vért meghatarozott mennyiségl desztillalt vizzel
higitunk, a keverékbdl egy kalibralt pipettaval kivett egységnyi mennyiségl
folyadékban talalt larva szama alapjan konnyen kiszamolhatjuk a vér larvakon-
centracidjat. A pipettabdl cseppenként engedjik ki azt a térfogatld folyadékot
(pl. 0,1-0,2 ml-t), amiben meg akarjuk szdmolni a larvakat, és hogy a cseppek ne
folyjanak 6ssze, minden cseppet 6nalld targylemezre tegyink. igy kdnnyebb a



Meghatdrozott
mennyiségl vért és
desztilldlt vizet
felhaszndlva, kalibralt
pipetta segitségével
kiszadmolhatjuk a vér
larvakoncentréciéjat
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szamolas. Az 6sszes cseppben megszamolt larva 0sszege lesz az a larvameny-
nyiség, amely a pipettaval kimért folyadékban volt. (Az egyes cseppekben |évé
larvak szama ko6zott nagy kilonbség lehet, mert a larvak lUlepedni kezdenek mar
magaban a pipettdban is.) Ha a cseppekben megszamolhatatlanul sok larva
volna, az eredeti vér-viz keverék egy altalunk meghatarozott mennyiségét higitsuk
tovabb, pl. a tizszeresére. A higitasi sort folytatva végul olyan higitast kaphatunk,
amelyben méar kdnnyen megszamolhatdk a larvak. A larvak jobb megtaladlhatésaga
érdekében az elsd, hemolizist okozd higitas alkalmaval hasznaljunk niluskékes
festést, s mivel a szamolasi miveletnél nem fontos a larvak é16 allapota, ekkor
mar elolhetjuk Gket egy kevés formalinnal, mert a s6tét szinl, mozdulatlan larvakat
szamolni konnyebb, mint az él8ket.

Az eredményes gydgykezelés utan olyan kevés lehet a vérben 1évé mikrofilaria,
hogy emiatt a vért nemhogy higitanunk, hanem a larvakat koncentralnunk kell
azok megtaldlasa érdekében. Ekkor a fenti médon hemolizalt vért centrifugaljuk,
és az Uledékben taldlhatd larvakat szamoljuk meg, pipettaval kiszippantva azokat.
Ha nincs lehet8séglink elhegyesedd alju centrifugacsovet hasznalni, figyeljink arra,
hogy a gomboly( fenekl csd gorbllete mentén szétoszlanak a larvak. Ezért egymas
utan tobbszor kell felszippantanunk a centrifugacsd aljardl az Gledéket a pipettaval,
mert az elsd szippantaskor rendszerint nem az 6sszes larva kerUl a pipettaba.

A cikkiinkben leirt eljarasokat a gyakorld allatorvosok altal fenntartott kisebb labo-
ratériumokban is alkalmazni lehet. Ez nem jelenti egylttal azt, hogy begyakorlas
nélkdl is tokéletes eredmeényt ériink el a segitséglikkel. A laboratériumi technikakban
kevésbé jaratos kollégak szamara azt javasoljuk, hogy ha mikrofilariakat tartalmazé
vérmintahoz jutnak, annak elsd vizsgalatat kovetden azt 4 °C-os h(itészekrényben
Grizzék néhany napig, és gyakorlas céljabdl abbdl ismételt vizsgalatokat végezzenek.
A larvaszuszpenzidobdl készitsenek sok, targylemezre szaritott és alkohollal fixalt
kenetet, amelyekbdl egyet-egyet mindig akkor fessenek meg, amikor az aktualisan
vizsgalni kivant larvakat is megfestik. Ezzel kontrollaljak az éppen alkalmazott festési
modszer minéségét, és egyben szemUk gyakorlottsagat is fokozzak.

Hangsulyozzuk, hogy az altalunk ajanlott vizsgalati moédszerek ugyan dnmaguk-
ban nem mindig megfeleldek az egzakt, tudomanyos igényl identifikdcidhoz, de
széles kord alkalmazasuk nagyban el8segitené a két Dirofilaria-faj elterjedtségének
és gyakorisdganak felmérését. A nagyon sok vizsgélat eredménye ugyanis kompen-
zalja a bizonytalansagokbdl adédd hibakat, és tobb lehetdséget is ad a nehezen
felderithetd esetek alaposabb kivizsgalasara. Ko6zos érdek tehat, hogy minél tobb
allatorvos tegyen szert gyakorlatra a mikrofilaridk kimutatasaban és elkllonitésében.
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A szerz8k halas kdszonettel tartoznak Fok EVANAK, aki a dirofilariosissal kapcso-
latos kutatdmunkaja soran a legtdébb vérmintat volt szives vizsgalat céljabdl a
rendelkezésiikre bocsatani.
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