Hematologicka a biochemicka vysetfeni v diagnostice infekénich chorob zoozvirat.

MVDr. Oto Huml
VEDILAB s r.o.; Plzen

Uvod

Hematologické vysetieni patii mezi zakladni vySetfeni pro diagnostiku vétsiny infekcnich chorob. Pfimo Ize pozorovat krevni
parazity, to je dllezité predevsim u ptakl (zejména u sov) a u plazl. Vétsina infekénich onemocnéni zanechava zmény

v bilém krevnim obraze. Pomoci zmén leukogramu Ize i monitorovat vyvoj onemocnéni.

Biochemické vysetreni Ize vyuzit k diagnostice infekénich chorob jen nepfimo. Obvykle vyuZivame hladinu globulind a
elektroforézu.

Obecné zasady
Biochemicka vysetreni vyuzivame predevsim pfi monitorovani zdravotniho stavu. ProtoZze odbér krve u zoozvirat probiha
Casto za nestandardnich podminek. Proto je tfeba velice opatrné hodnotit tyto ukazatele:

- CK, LD, AST

- glukdza

Svalové enzymy se zvysuji pfi ndmaze, glukdza stoupa pfi stresu.
Velka ¢ast krevnich vzork( ze zoozvitat je hemolytickd. Tim dochazi ke zkresleni predevsim u téchto ukazateld :

- AST, GMT

- LH

- horcik

- fosfor

- albumin, celkova bilkovina ( u silné hemolyzy )

- draslik
Méné Casto se u zoozvirat setkavame s chyléznimi séry, i kdyzZ je krev vétSinou odebirana bez potrebné hladovky. Chylézni
sérum zkresluje predevsim tyto ukazatele :

- Ca (snizeni)

- K (zvyseni)

- Zlu¢ové kyseliny (snizenf)
Problémy sérologickych metod u zoozvitat spocivaji predevsim v mozné druhové specifité. K detekci protilatek je casto
nutné pouzivat soupravy uréené pro jiné druhy zvirat a v fadé pfipadl si nejsme jisti, zda se jedna o vhodnou metodu. Se
zvysujicim se zastoupenim monoklonalnich protilatek se nam omezuje vyuZiti souprav pro jiné druhy zvirat.

Zkusenosti s detekci nékterych onemocnéni

FIP / FECV

Kocici enteralni koronavirus a virus ko€ic¢i infekéni peritonitidy jsou dva fenotypy RNA viru. Jedna se o vir s fekal/oralnim
zplsobem prenosu, ktery napada enterocyty vSech kockovitych Selem. Tento virus neni pfenosny na jiné druhy Zivocichd.
FECV nevyvoldva zadné klinické priznaky onemocnéni, pouze pfechodné poskozuje povrch sliznice stfevnich klkd. Hlavnim
problémem tohoto viru jsou ¢etné mutace RNA, které umoznuji viru (nyni uz FIP) pronikat do makrofagu a replikovat se v
nich. Pokud imunitni systém kocek neni schopen infekci takto zmutovanym virem potlacit, vznika autoimunitni vaskulitida,
kterd vyvolava vlastni klinické onemocnéni — infekcni peritonitidu.

Stanoveni diagndzy tohoto onemocnéni mlze predstavovat problém, ale daleko vétsi problém predstavuje diagnostika
rizikovych zvitat.
FIP diagnostikujeme na zakladé histopatologického vysetteni Iézi, klinického nalezu a anamnestickych adajl. Dalsi
laboratorni analyzy mohou pomoci pfi rozhodovani, ale nemohou mit rozhoduijici vliv pfi stanoveni diagnozy.

0 vysetreni abdominalni efuze

0 vysetieni koagulacniho profilu

0 hematologické vysetreni

0  biochemické vysetreni

0 sérologie

0 virologické vysetieni (véetné PCR analyz)

Sérologické vysledky jsou Casto desinterpretovany, pfi jejich hodnoceni je nutno byt velice opatrny. Sérologie neumf
diferencovat mezi FECV a FIP virem, vySe titr( nekoreluje s rozvojem onemocnéni a neumi prokazat aktivni infekci. Stanovuji
se 1gG protilatky pomoci IFA, imunochromatografie nebo ELISA.



Vzestup protildtek nemusi svéd¢it o aktivnim onemocnéni, protozZe vyse titri ¢asto fluktuuje. Negativni titry (u IFA<1:25)s
velkou pravdépodobnosti vypovidaji o tom, Ze koc¢ka nebyla infikovana koronaviry (do doby 10 dni pfed vySetfenim). Jako
pozitivni se vyse titr(l udavala od 1 : 400, ale ¢ast kocek s FIP miva titry nizsi. Za spolehlivé jsou povaZzovany titry > 1 : 16 000.
Ve vétsich chovech kocek je vétsina zvifat séropozitivni, jejich kotata maji ¢asto vysokeé titry (1 : 400 - 6400) , aniz by se u
nich FIP rozvinula. Pozitivni titry klesaji pomalu a zvifata se po mésicich ¢i dokonce letech mohou stat séronegativnimi.

Na druhou stranu se mlzeme setkat se zviraty s FIP, u nichz se nepodafilo protilatky prokazat.

Je technologicky mozné vyrobit diagnostické soupravy, které detekuji protilatky proti mutovanym koronavirtim, ale bohuzel
existuje tolik riznych mutaci, Ze je zatim nelze spolehlivé vyuZit v praxi. Komercéné dostupné jsou sety s anti-7b protilatkami,
ale jejich prakticka vyuZitelnost je zatim sporna (nizka sensitivita a specificita).

U zvifat s neurologickou formou onemocnéni je nalez protilatek v mozkomisnim moku diagnosticky vyznamny.

PCR muZe pomoci pfi detekci virll FIP, ale i tato metoda ma sva omezeni. Existuje fada mist na genech S, 3c nebo 7b, které
mohou mutovat nebo byt deletovany, nékdy mohou byt zmény pouze na jediném misté RNA. Vysledkem toho je, Ze
nemohou byt oznaceny PCR primery k rozliseni FECV a FIP viru. RT-PCR je vhodna metoda pro detekci koronavirti v 1ézich
(FIP) nebo v trusu (FECV). Léze nebo krev by mély byt co nejrychleji vysetfeny nebo skladovany zmrazené nebo osetreny
proti pusobeni RNA-degradacnich enzymd.

Moc¢ a mozkomisni mok by nemély byt vySetfovany - obsahuji minimalni mnozstvi vird.

Asciticka tekutina m(ze byt faleSné negativni, protoZe obsahuje vétsi mnozstvi PCR inhibitor(.

Krev a mezenteriadlni mizni uzliny mohou byt falesné pozitivni (mohou obsahovat FECV).

Pozitivni nalez viru v pyogranulomatdznich lézich mlzZe byt pomérné spolehlivé interpretovan jako FIP.

Bruceldza

Brucella canis je znama od roku 1966 a mUze byt pFi¢inou velkych zdravotnich problém( u psovitych Selem. | dnes ale miaze
byt nesnadné stanovit spravnou diagndzu.

Diagnostika: Jedinou zcela spolehlivou diagnostickou metodou je kultivace (v pfipadé nalezu). U ¢asti pfipad( ale nemusi
byt plvodce kultivacné zachycen. V ¢asnych stadiich infekce jde o jedinou pouZitelnou metodu. Lze ji pouZit u zvifat, ktera
jesté nebyla lé¢ena antibiotiky.

Doporucuje se provadét hemokultivaci, ale vySetrovat Ize i sperma, vaginalni vytér a placentu. Na rozdil od krve zde sice
byva zarodek ve velké koncentraci, ale tyto vzorky byvaji velice ¢asto kontaminovany jinymi bakteriemi.

V krvi se Brucella canis objevuje od 2. do 4. tydne po infekci a bakteriémie pretrvava u nelécenych psd kolem 6ti mésicd, ale
v nepravidelnych intervalech ji mdZeme prokazat i pozdéji (2 -5 let).

Kultivovat Ize i z modi, a to pfedevsim u samcd. U fen je moc¢ ¢asto kontaminovana jinymi bakteriemi.

Nedoporucuje se vySetifovat abortované plody.

Sérologické metody mohou byt zavadéjici v zavislosti na stadiu infekce a na pouZitém antigenu. V praxi se nej¢astéji
pouZivaji:

- pomald aglutinace

- imunodifuze

- ELISA

- nepfima imunofluorescence

Ehrlichiéza
Lze prokazat nasledujici ehrlichie:
primarné infikované druhy

Ehrlichia canis pes
Ehrlichia chaffeensis Clovék, pes, jelen
Ehrlichia risticii kan, pes ( subspecies E. r. atypicalis )
Ehrlichia ewingii pes
Ehrlichia equi kan, pes, ¢lovék, lama
Anaplasma phagocytophilum ¢lovék, pes, bylozravci
Ehrlichia platys pes
Distribuce:

USA: E. canis, E. chaffeensis, E. risticii, E. ewingii, E. equi, E. platys

Kanada: E. canis, E. risticii

Evropa: A. phagocytophilum, E. canis, E. platys

Asie: E. sennetsu (Clovék)

Diagnostika: Zakladni diagnostickou metodou je hematologické vysetfeni. Zjistujeme neregenerativni anémii,
trombocytopenii a leukopenii, hyperglobulinemii a hypoalbuminemii. Relativné Casto lze prokazat zvyseni ALT a ALP.

Infikované burky:
monocyty granulocyty trombocyty



E. canis E. ewingii E. platys

E. chaffeensis E. equi

E. risticii A. phagocytophilum

Sérologické vysSetieni:

neptima imunofluorescence

imunodifuze

Prvni detekovatelné protilatky zjistujeme uz od 7 dne po infekci, ale u vétsiny infikovanych zvifat prokazujeme dostateéné
titry od 20 - 28 dne po infekci. To se jedna o IgM a IgA protilatky. Vétsina sérologickych testl je ale zaloZena na detekci IgG
protilatek, které se v krvi objevuji 3 - 4 tydny po infekci.

Po terapii klesaji titry pod hladinu detekce za 6 - 9 mésicd, ale neni vyjimkou i pozitivni ndlez rok po ukonceni terapie.

Zktizena reaktivita protilatek proti E. canis :

- Zzadna E. platys, E. risticii

- nizka E. ewingi ( akutni infekce ), E. equi
- stfedni E. chaffeensis

- vysoka E. ewingii ( chronicka infekce )
Neni zkiizend reakce k Ricketsia ricketsii.

Babesioza

Jednd se o protozodrni hemolytickou infekci. Zarodek je pfenasen klistaty. Ze stovky znamych druh( r. Babesia lze u
psovitych Selem zjistit dva: Babesia canis (velkd) a B. gibsoni (mald). Genetické studie ale ukazuji, Ze existuji minimalné tti
skupiny malych babesii. Jeden kmen byl zjistén v Evropé a je pfibuzny B. microti, coZ je patogen pro clovéka a hlodavce.
Zbylé dva kmeny byly zjistény v Severni Americe - v Kalifornii vyvolava jeden kmen prechodnou parazitemii, druht
zpUsobuje vétsinou subklinické infekce u skupiny pitbullteriér.

Diagnostika: zakladem je hematologické vysetieni. Zde se doporucuje klasické barveni podle Giemsy, rychlé barvici metody
nemusi ptvodce zobrazit.

Natér by mél byt proveden okam?ité, bez skladovani a bez zmrazovani. Idealni jsou preparaty z kapilarni krve.

U chronickych infekci je ale pocet zarodk velice nizky, coZ znesnadriuje detekci.

Zakladni sérologickou diagnostikou je neprima fluorescence. Obcas se pouziva ELISA nebo komplement fixacéni test.
Testuje se mozZnost vyuziti nested PCR pro diagnostiku infekce.

Leishmaniaza

Jedna se o vyznamnou zoondzu (ro¢ni pocet umrti se odhaduje na 57 000 osob). Psi pak predstavuji duleZity rezervoar.
Leishmanie vyvolavaji visceralni, kutanni nebo mukokutanni onemocnéni.

Skupina L. donovani vyvolava visceralni leishmaniazu v jizni Evropé, Stfednim Vychodé, Africe, Ciné a v obou Amerikach.
Nejéastéji z této skupiny zjistujeme L. infantum, ale v Americe vyvoldvé podobné onemocnéni L. chagasi.

Diagnostika:

histologické / cytologické vysetreni

kostni dren je pozitivni v 60% pfipadl

mizni uzliny jsou pozitivni v 30 % pfipadl

ELFO - polyklonarni gammopatie

sérologické vysetreni: nejCastéji se pouziva nepfima imunofluorescence

Méné Casto se pouziva PCR, Western blott, komplement fixace, hemaglutinace.

Dirofilariéza

PGvodcem je Dirofilaria immitis a D. repens. Onemocnéni je rozsiteno predeviim v jizni Evropé ( Spanélsko, jizni Francie,
Italie (pfedeviim Padska nizina) a Recko

Diagnostika: zakladni diagnostikou je sérologie (nepfima imunofluorescence) a PCR.

Kryptokokdza
Onemocnéni je vyvolano kvasinkam podobnou houbou Cryptococcus neoformans.

Diagnostika: V praxi se kryptokokdzu podati prokazat nejéastéji v cytologickych nebo histologickych preparatech (mizni
uzliny, postizené tkané).
Existuje latex aglutinaéni metoda na prikaz protilatek ze séra, moci a mozkomisniho moku.



Histoplasméza
Plvodcem je houba Histoplasma capsulatum. Zjistujeme ji v tropické oblasti, ale i v jiznich statech USA (Texas, Ohio,
Mississippi, Missouri). Casto se nachazi v pldach bohatych na dusik (trus ptak( a netopyrd).

Diagnostika: v cirkulujicich leukocytech Ize nékdy prokazat plivodce onemocnéni.
Zakladem je histologické a cytologické vysetfeni miznich uzlin, z 1ézi, o¢niho moku.
Vhodné je i kultivacni vysetreni.

Intradermalni testovani, pouzivané u lidi (histoplasmin test), je u zvifat nevhodné.
Sérologické testy jsou obvykle falesné negativni.

Blastomykdza

Pivodcem je houba Blastomyces dermatitidis. Nejvice je rozsitena v severni Americe, ale setkdvame se s ni i v Africe a ve
stfedni Americe. Jedna se o saprofytickou houbu ve vlhkych a kyselych plidach. Byla izolovana z netopyfiho a holubiho
trusu.

Diagnostika: plivodce nachdzime v cytologickych nebo histologickych preparatech z postizenych miznich uzlin nebo z
koznich noduld.

Coccidioidomykéza
Onemocnéni se vyskytuje na jihozapadé USA, ve stfedni Americe a v ¢asti jizni Ameriky. PGvodcem je houba Coccidiodes
immitis. Jde o pddni houbu, ktera se do téla vétSinou dostava infikovanymi ranami.

Diagnostika: cytologickym vysetfenim koZnich lézi nebo bronchiélnich vyplask(, histologickym vySetfenim bioptickych
vzorkU Ize prokazat pivodce onemocnéni. MUZeme vyuZit i kultivaci.

Existuji sérologické testy ( agar gelova precipitace, komplement fixace ), ale ty nejsou v Evropé bézné dostupné.

Protothekoza

Jedna se o vzacné onemocnéni zplsobené fasami r. Prototheca ( P. stagnosa, P. wickerhamii, P. zopfi.

Protothekdza byla popsana v Africe, Asii, Evropé, v Severni Americe a Australii/ Oceanii. Postihuje fadu druh zvifat véetné
¢lovéka.

Diagnostika: s plvodcem onemocnéni se setkdvame nejcastéji v cytologickych a histologickych preparatech z postizenych
organ( a z korespondujicich miznich uzlin.

Rocky Mountain spotted fever ( horecka Skalistych hor )
Pivodcem je Ricketsia rickettsii.

Diagnostika: NejCastéji pouzivanou metodou je sérologie (nepfima imunofluorescence, ELISA). Obé metody jsou vysoce
sensitivni, zjistuji protilatky tfid IgM a IgG.

Bioptické preparaty koznich 1ézi Ize barvit specifickymi fluorescenénimi protilatkami, a to uz 3 - 4 den po infekci.
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