RozpziAL 4

DIAGNOSTYKA LABORATORYJNA

W zwiazku z rosnacymi wymaganiami, jakie stawiaja przed lekarzem weterynarii
zaréwno rynek ustug, oczekiwania klientéw, jak i rozwdj nauk medycznych, bada-
nia laboratoryjne staja si¢ nieodzownym elementem postepowania lekarsko-wete-
rynaryjnego. Oczywiscie nie w kazdym wypadku znajduja uzasadnienie medycz-
ne i ekonomiczne, tym niemniej wtasciwie zastosowane moga stanowic¢ o dobrym
rozpoznaniu, skutecznym leczeniu, a co za tym idzie - o rosnacej reputacji lekarza.
Czes¢ badan mozna wykonac w laboratorium przylecznicowym. Coraz wigcej zakta-
dow leczniczych posiada aparaty do badania krwi, wielu lekarzy opiera swoje rozpo-
znania na wynikach badan mikrobiologicznych czy parazytologicznych. Na rynku
ustug funkcjonuje tez szereg komercyjnych laboratoriéw diagnostyki weterynaryjnej,
materiat mozna tez przesyta¢ na uczelnie i do instytutéw badawczych. W przypad-
ku braku sprzetu, stosownego do$wiadczenia czy czasu warto skorzystac z oferty
tych instytucji. W niniejszym rozdziale autorzy skupili si¢ na pewnych praktycznych
aspektach pracy laboratoryjnej, za punkt wyjscia przyjmujac najczesciej pojawiaja-
ce sie niejasnosci, jakie zdarzaja si¢ podczas wspoétpracy laboratorium przy Klinice
Choréb Zakaznych UP w Lublinie z lekarzami terenowymi przysytajacymi probki
do badan. Jednoczesnie postaramy si¢ uniknac rozwlektych opiséw tak oczywistych
dla kazdego lekarza zagadnien jak wykonanie posiewu czy doktadnego wyjasnia-
nia termindéw, takich jak hematokryt, leukocytoza czy AST. Zaktada si¢ bowiem,
ze sa to sprawy oczywiste dla absolwenta studiéw lekarsko-weterynaryjnych.

BADANIE WIRUSOLOGICZNE

Z oczywistych wzgledéw, takich jak konieczno$¢ posiadania drogiego sprzetu
i bardzo specjalistycznej wiedzy, badania wirusologiczne nie sa na ogét wykony-
wane w laboratoriach przylecznicowych. Wyjatek stanowic¢ moga testy kasetkowe
i uproszczone testy ELISA. Lekarze praktycy najczesciej wysytaja materiat do spe-
cjalistycznych laboratoriéw badawczych. Praktyka wskazuje, Ze czasem istnieje trud-
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nos¢ we wlasciwym wyartykutowaniu oczekiwarn, jakie ma lekarz wzgledem zakta-
du diagnostycznego. Autorzy postaraja si¢ w kilku zdaniach przyblizy¢ istote badan
wirusologicznych. Ogélnie mozna je podzieli¢ na dwie grupy. Pierwsza skupia sie
na wykryciu wirusa w przestanym materiale klinicznym. Takim materiatem moga by¢
przyktadowo: krew, wycinki narzadéw, wymazy z jam ciata czy poptuczyny z tchawi-
cy. W chwili obecnej najczesciej wykorzystywana w diagnostyce grupa badar sa me-
tody oparte na zdobyczach biologii molekularnej. Metoda PCR i jej odmiany pole-
ga na wykryciu materiatu genetycznego wirusa (DNA lub RNA) znajdujacego si¢
w badanym materiale. Patogeny moga by¢ takze z powodzeniem wykrywane za po-
moca pewnych odmian testu ELISA (das-ELISA), a takze metod precypitacji, hema-
glutynacji, seroneutralizacji, ktére maja jednak mniejsze zastosowanie praktyczne
i sa raczej domena badan naukowych. Hodowla wiruséw na liniach komorkowych
ma podobne znaczenie. Inna grupa metod diagnostycznych opiera si¢ na wykrywa-
niu sladow infekcji wirusowych w organizmie, a wigc skupia si¢ na poszukiwaniu
przeciwcial wytworzonych przez organizm do walki z patogenem. W tym przypadku
doskonale sprawdza si¢ test ELISA, zas materialem do badan jest najczesciej suro-
wica. W kazdym przypadku wysytania materiatu do badan nalezy zapoznac sie¢ do-
ktadnie z oferta danego laboratorium, skonsultowac swoje oczekiwania z kompetent-
nymi pracownikami tej instytucji oraz zadbac o doktadna informacj¢ na temat, jaki
materiat nalezy pobrac i jak powinien by¢ on dostarczony do laboratorium.

BADANIE MIKROBIOLOGICZNE

Badania mikrobiologiczne naleza do coraz czesciej wykonywanych badan diagno-
stycznych w praktyce lekarsko-weterynaryjnej. W sytuacji gdy wielu hodowcow trak-
tuje swoje stada z wyjatkowa beztroska, stosujac leczenie na wiasna reke, przy uzy-
ciu lekéw pochodzacych z co najmniej podejrzanych zrodet, problem opornych
na antybiotyki szczepéw bakterii jest problemem czgstym, jesli nie powszechnym.
W praktyce lekarskiej autorzy spotykali si¢ ze szczepami bakterii opornymi na 10,
12, a nawet 18 najczesciej stosowanych chemioterapeutykow. Nie dziwi wiec fakt,
ze w duzej czesci lecznic wykonuje si¢ badanie bakteriologiczne i antybiotykogra-
my. Rzadziej spotyka si¢ lekarzy wykonujacych badania mykologiczne, zas - jak
wczesniej wspomniano - badania wirusologiczne z uwagi na koniecznosc zakupie-
nia skomplikowanego i wymagajacego specjalistycznej wiedzy sprzetu sa domena
prywatnych laboratoriéw i osrodkow badawczych. Podobnie przedstawia si¢ kwestia
badania takich patogenéw jak mykoplazmy, chlamydie czy riketsje. Badanie mikro-
biologiczne obejmujace czynnosci techniczne, takie jak wykonywanie i barwienie
preparatow, mikroskopowanie czy posiewy, stanowia jeden z podstawowych filaréw
wiedzy kazdego absolwenta medycyny weterynaryjne;.
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Aby mikroskop i cieplarka nie byty jedynie ozdoba zaktadu leczniczego, innymi
stowy, by wykonywane badania mialy konkretna wartos¢ diagnostyczna, nalezy prze-
strzegac kilku prostych zasad postepowania. Po pierwsze, nalezy wydzieli¢ w lecz-
nicy okreslona przestrzen uzytkowa, najlepiej wyraznie oddzielona od reszty po-
mieszczen, w ktorej bedzie si¢ przeprowadzato opisywane badania. Wykonywanie
badan mikrobiologicznych w warunkach niehigienicznych jest nie tylko grozne dla
zdrowia laboranta, ale moze takze skutkowac uzyskiwaniem btednych wynikéw. Stét
powinien mieé¢ zmywalna powierzchnig, nalezy zadbac¢ o pojemnik na odpady me-
dyczne, zrédto wody, srodki dezynfekcyjne oraz palnik laboratoryjny. Waznymi ele-
mentami sa lampa bakteriobdjcza oraz zrédto jasnego swiatta o neutralnym charak-
terze, ktore pozwoli na oceng wzrokowa posiewow i preparatow. W kolejnym etapie
nalezy zadba¢ o wyposazenie. Konieczne sa: mikroskop imersyjny, cieplarka labora-
toryjna, szkietka podstawowe i nakrywkowe, olejek imersyjny, 10-proc. roztwér KOH
lub inny ptyn do przeswietlania preparatéow mikologicznych, eza, wymazowki oraz
gotowe podtoza mikrobiologiczne i krazki do antybiotykogramow. Krazki i podtoza
nalezy przechowywac w lodéwce. Do badania przyda si¢ oczywiscie zestaw do bar-
wienia preparatéw. Sugeruje si¢ zestaw do barwienia metoda Grama, gdyz wynik
wspomnianego barwienia jest bardzo istotny z punktu widzenia diagnostyki bakte-
riologiczne;j.

Materiat do badan mikrobiologicznych powinien zosta¢ pobrany w sposob wy-
kluczajacy zakazenie przypadkowymi patogenami. Autorzy stosunkowo niechet-
nie zlecaja podobne dziatania samym hodowcom, gdyz pozyskujac materiat oso-
biscie, zyskuje sie pewnos¢ jego jakosci, w innym przypadku ryzykuje si¢ oparcie
wyniku catego badania (i wynikajacego z niego dalszego postepowania, tj. diagno-
zy 1 doboru lekéw) na kruchym zaufaniu, zZe osoba nieprzeszkolona pobrata mate-
rial w sposob wtasciwy. Mozliwa bledna diagnoza i wynikajace z niej zte leczenie
nie sa dobre dla zadnej ze stron. Do pobierania materiatu stuza jatowe wymazowki.
Autorzy zalecaja stosowanie zestawdw zawierajacych oprocz wymazowki zamyka-
na szczelnie plastikowa probowke, w ktorej umieszcza si¢ badany materiat. W przy-
padku choréb cielat materiat przyzyciowo pobiera si¢ najczesciej z nozdrzy, odbytu
i ewentualnych ropni. W przypadku wymazoéw z nozdrzy nalezy wprowadzi¢ wyma-
zowke przynajmniej do przedsionka jamy nosowej, nie dopuszczajac do przypad-
kowego dotkniecia samych nozdrzy czy powierzchni Sluzawicy. Znajduja si¢ tam
bakterie srodowiskowe, ktére przylgnety do lepkiej powierzchni wspomnianej oko-
licy. Wymaz z odbytu wykonuje sie¢ poprzez umieszczenie wymazowki w prostnicy
na glebokosc kilku centymetréw. Niedopuszczalne jest zbieranie materiatu z katu
lezacego na ziemi czy przyklejonego do lusterka odbytu. Materiat z ropni najlepiej
pobra¢ po odkazeniu powierzchni zmiany, a nastepnie wycidnieciu swiezej ropy
na powierzchnie. Stamtad jest ona zbierana za pomoca wymazowki. Dopuszczalna
jest takze aspiracja tresci ropnej za pomoca jatowej igty i strzykawki. Gdy materiat
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nie moze by¢ zbadany w ciagu kilku godzin, nalezy umiescic¢ go w lodéwce. W przy-
padku czasu oczekiwania na posiew dtuzszy niz 24 godziny zaleca si¢ stosowanie
zestawow z podlozem transportowym. Materiat do badan bakteriologicznych moczu
powinien zosta¢ zebrany przy uzyciu cewnikéw, co w praktyce jest rzadko wykony-
wane. Tym niemniej na pewno w przypadku samic nalezy doktadnie oczysci¢ okoli-
ce sromu z resztek katu, zas w przypadku samcéw wskazane jest przeptukanie wor-
ka napletkowego. Mocz zbiera si¢ do jatowych pojemnikéw do badania moczu, jakie
mozna kupic¢ np. w aptece (w sprzedazy sa takze pojemniki niejatowe). Pobrany ma-
terial powinien zostac¢ zbadany w ciagu dwéch godzin. Czas ten moze by¢ wydtuzo-
ny do 6 godzin w przypadku przechowywania prébki moczu w lodowce. Materiat
do badan mykologicznych w przypadku grzybicy strzygacej pobiera si¢ za pomoca
skalpela, wykonujac zeskrobing. Nalezy pamigtac, ze interesujacy z punktu widze-
nia diagnostyki mikrobiologicznej materiat znajduje si¢ na brzegu zmian i wlasnie
stamtad powinien by¢ pozyskiwany. Zeskrobing najlepiej umiesci¢ w czystej koper-
cie. Moze by¢ ona poddana badaniu nawet po kilku dniach od pobrania w przypad-
ku przechowywania w temperaturze nie wyzszej niz pokojowa. Zbieranie materiatu
do szczelnego pojemnika moze skutkowac jego zawilgoceniem, co w konsekwencji
doprowadza do rozwoju plesni i bakterii.

Waznym aspektem jest pobieranie materiatu mikrobiologicznego po $mierci zwie-
rzecia. Wiasciwe wykonanie tego rodzaju czynnosci jest wazne z punktu widze-
nia zaréwno laboratorium przylecznicowego, jak réwniez zewnetrznego laborato-
rium badawczego, do ktérego zamierza si¢ wysta¢ material. W obu przypadkach
stosuje sie pewne okreslone standardy postepowania, tym niemniej w przypadku
potrzeby wystania probek do laboratorium zewnetrznego warto wczesniej doktad-
nie uzgodnié szczegdtowe wymagania danej placéwki w tym zakresie, zwlaszcza
w odniesieniu do zadanego profilu badan (np. wirusologicznych). Mimo najlep-
szych checi i najwyzszych umiejetnosci personelu laboratorium przestanie nieod-
powiedniej lub Zle pobranej prébki skutkuje nieprzydatnym wynikiem lub btednym
rozpoznaniem. Pierwsza zasada jest koniecznosc¢ pobierania materiatu nie pézniej
niz kilka, kilkanascie godzin od $mierci zwierzecia (zaleznie od warunkéw klima-
tycznych). W innym przypadku izoluje si¢ na ogot flore saprofityczna pochodzaca
z uktadu pokarmowego (zwlaszcza beztlenowce) lub nawet bakterie gnilne. W przy-
padku stwierdzenia cech rozkladu zwierzecia nalezy odstapic¢ od pobierania mate-
riatu do badan mikrobiologicznych. Zmrozony materiat (np. zwierze padte w zimie)
nie zapewnia przetrwania bakteriom chorobotwoérczym, za$ wirusy nie sa na ogot
odporne na nastepujace po sobie zamarzanie i odmarzanie. W przypadku wycin-
kow narzadéw miazszowych nalezy pobierac¢ fragmenty 50-100-gramowe, powinny
zawiera¢ one zarowno miejsca niezmienione, jak i zmienione patologiczne. Najwy-
godniej umieszczac je w podpisanych woreczkach strunowych dobrej jakosci. Prze-
sytane do badan fragmenty jelit powinny obejmowac odcinki chorobowo zmienione
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(np. przekrwione), dtugosci okoto 10 cm, podwiazane nicia z obu stron, by zapobiec
wylewaniu si¢ tresci pokarmowej. Rowniez one powinny by¢ umieszczane we wspo-
mnianych woreczkach. Bledem jest wrzucanie do jednego pojemnika lub woreczka
wycinkow kilku narzadéw lub jelit. Podobne dziatanie stawia pod znakiem zapytania
wartos¢ dalszego postepowania diagnostycznego. Pobrany materiat nalezy schtodzi¢
i jak najszybciej rozpoczac jego badanie lub zadba¢ o transport do laboratorium ze-
wnetrznego. W tym drugim przypadku réwniez warto wczesniej zasiggnac porady
laboratorium odnosnie dopuszczalnego czasu transportu i warunkéw, w jakich po-
winien podrozowac material. Praktyka wskazuje, ze wysytanie prébek ,na piatek”
stanowi zrozumialy klopot dla wielu laboratoriow, gdyz w weekendy maja one mniej-
sza zdolnos¢ przerobowa.

Uzyskany materiat do badan bakteriologicznych mozna podda¢ od razu bada-
niu mikroskopowemu. W przypadku badania mykologicznego zeskrobiny materiat
nalezy umiescic¢ na szkietku podstawowym, a nastepnie przeswietli¢. Dokonuje si¢
tego, nakraplajac na powierzchnie szkietka 10-proc. roztwér KOH (lub podobny ko-
mercyjny preparat ztozony, dostepny w handlu). Szkietko podgrzewa si¢ trzykrotnie
nad palnikiem do ukazania si¢ pary wodne;j. Po kilku, kilkunastu minutach preparat
jest gotowy do badania pod mikroskopem. Przeswietlenie ma na celu rozmigkczenie
i czesciowe odbarwienie strzepow naskorka i wlosow, przez co bardziej widoczne
staja sie struktury grzyba. W przypadku badania bakteriologicznego sensowne jest
bezposrednie badanie zabarwionych preparatéw pochodzacych z narzadow miaz-
szowych. Wykrycie bakterii w tkance watroby czy nerek moze wskazywaé na po-
socznice. Materiat z narzadow miazszowych i jelit, pobierany zaréwno w celu wyko-
nania bezposredniego preparatu, jak i dalszych posiewdw nie powinien pochodzié¢
z ich powierzchni. Bezposrednio przed pobraniem za pomoca rozgrzanej szpatutki
nalezy przypali¢ fragment tkanki, a nastepnie za pomoca jalowej igly ze strzykawka
lub pipety pasteurowskiej wktuwa si¢ w zdenaturowany obszar na gtebokos¢ od kil-
ku do kilkunastu milimetréw (lub do swiatla jelita). Material uwieziony w $wietle
koncowki jatowej pipety lub igly stanowi wartosciowy materiat badawczy. Badanie
zabarwionej tresci ropnej jest istotne zwitaszcza w przypadku podejrzenia promie-
nicy. W praktyce laboratoryjnej wykonuje sie takze barwienie osadu moczu. Obec-
ne bakterie i leukocyty moga swiadczy¢ o zakazeniu ukladu moczowego. Bezpo-
srednie badanie barwionych preparatéw z wymazéw z odbytu moze mie¢ znaczenie
w przypadku kolibakteriozy czy infekcji beztlenowcowych. W takich przypadkach
uzyskuje si¢ obraz niemal czystej ,monokultury”, w normalnych warunkach rzad-
ko obserwowany. Dalszym etapem badania jest posiew materialu na odpowiednie
podtoze mikrobiologiczne. Zazwyczaj w przypadku bakterii jest to agar z krwia, zas
w przypadku grzybéw stosuje sie podtoze Sabourauda, przy czym nalezy pamie-
ta¢, ze w przypadku dermatofitow wynik posiewu mozna odczytaé nieraz dopiero
po kilku tygodniach. Wygodniejsze i szybsze sa komercyjne, gotowe podtoza skosne
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