Diagnostyka inwazji nicieni zotagdkowo-

jelitowych z rodziny Trichostrongylidae u PRO.ART
koz

Wiele problemow zdrowotnych w stadach koz wynika z wystepowania inwazji nicieni zotgdkowo-jelitowych. Najczesciej wystepujacymi w Polsce sg nicienie
nalezgce do gatunku AH. contortus oraz rodzajow Trichostrongylusi Teladorsagia. Objawy kliniczne inwazji sg niespecyficzne i obejmujg biegunke, bladosc bton
Sluzowych, obrzeki tkanek miekkich oraz spadek masy ciata. W diagnostyce inwazji stosowane sa metody koproskopowe jakosciowe (prosta flotacja) i
ilosciowe (metoda McMastera wraz z jej modyfikacjami) oraz metody larwoskopowe (metoda Baermanna). Roznicowanie gatunkow oraz rodzajow nicieni
zotadkowo-jelitowych jest skomplikowane i wymaga duzego doswiadczenia. Wykonuje sie je za pomoca metod hodowli larw inwazyjnych oraz metod
biologii molekularnej (PCR).

Podstawowag metodg laboratoryjng stosowang w diagnostyce inwazji pasozytow przewodu pokarmowego jest badanie katu metoda flotacji, ktéra umozliwia
wykrycie jaj pasozytow (ryc. 1.). Ciezar wlasciwy wiekszosci jaj pasozytow (oraz niektorych larw) jest nizszy niz gestosc uzywanego roztworu, na przykiad
nasycony roztwor chlorku sodu. W efekcie jaja pasozytow (oraz niektore larwy) wyptywaja na powierzchnie roztworu flotacyjnego. Nicienie z rodziny
Trichostrongylidae maja jaja o podobnym wygladzie i rozmiarach, przez co nie mozna tatwo ich odrdznic. W probkach katu identyfikowane sg do poziomu
rodziny lub rodzaju. Aby zidentyfikowaC gatunki, wymagane jest zastosowanie metod hodowlanych i identyfikacja larw inwazyjnych stadium trzeciego (L3).
Wyijatkiem sg jaja nicieni z gatunku Nematodirus, ktdre sg znacznie wieksze i zawierajg charakterystyczne blastomery. Praktycznie wszystkie mate przezuwacze,
wypasane na pastwisku sg zarazone roznymi nicieniami przewodu pokarmowego. Z tego powodu prosta procedura flotacji, ktora prowadzi jedynie do wykrycia
obecnosci jaj pasozytow, ma ograniczong wartosc. Najbardziej uzytecznymi technikami do diagnostyki intensywnosci inwazji sg metody iloSciowe, oparte na
zliczaniu liczby obecnych jaj pasozytow. Oszacowanie liczby jaj w kale mozna wykorzystac do oceny skutecznosci programow zwalczania pasozytow,
monitorowania poziomu potencjalnego zanieczyszczenia pastwisk pasozytami i oceny skutecznosci lekow. Poniewaz u matych przezuwaczy liczba jaj przekracza
czesto kilkaset na gram katu, najbardziej praktyczng technika ilosciowg jest metoda McMastera (ryc. 2.). Wymaga ona uzycia specjalnej komory zliczajacej,
ktorg wypetnia sie okreslong objetoscig roztworu flotacyjnego zmieszanego z badang probka katu. Metoda McMastera zostata opracowana w laboratorium
McMaster na Uniwersytecie w Sydney i jest najpowszechniej stosowang technika ilosciowa w parazytologii weterynaryjnej. Zmodyfikowang technike McMastera
mozna rowniez stosowac w tescie redukciji liczby w kale jaj, w celu sprawdzenia skutecznosci dziatania lekow przeciwpasozytniczych w stadzie.

Duze roznice w patogennosci powszechnie wystepujacych nicieni zotagdkowo-jelitowych powoduja, ze
niezbedna jest wiedza, ktdore z nich sg odpowiedzialne za wystepowanie klinicznych objawow
choroby u kdz. Obecnie jedyng dostepng metoda rutynowego laboratoryjnego oszacowania proporcji
rodzajow lub gatunkdw nicieni obecnych w zywym zwierzeciu jest identyfikacja larw, ktdre znajduja
sie w swiezym kale (gtdwnie larw nicieni ptucnych) lub tych, ktore rozwijaja sie w kale w trakcie
hodowli (nicienie zotagdkowo-jelitowe). Istnieje wiele roznych technik hodowli katu w celu uzyskania
larw inwazyjnych nicieni zotgdkowo-jelitowych. Procedura hodowli larw jest podobna dla wszystkich
nicieni zotgdkowo-jelitowych. W pierwszej kolejnosci grudki katu kruszy sie, a nastepnie miesza z
odpowiednig iloscig wermikulitu, trocin lub wtokna kokosowego. Uzyskuje sie krucha mieszanine,
ktora nalezy lekko ubi¢ w szklanym naczyniu o szerokim otworze i pojemnosci okoto 1 litra. W Srodku
hodowli pozostawia sie niewielkie zagtebienie, a mieszanina wokot niego powinna byc¢ lekko ubita.
Naczynie z materiatem do hodowli inkubuje sie w ciemnosci w temperaturze 26°C-28°C przez 5-7
dni. Hodowla przez caty okres inkubacji powinna by¢ odpowiednio wilgotna (wilgotnosc ok. 80%). Po
okresie inkubacji wnetrze naczynia spryskuje sie niewielkg iloscia wody i umieszcza w Swietle, ktore
stymuluje larwy inwazyjne (L3) do migracji w gore wewnetrznych powierzchni Scian naczynia.
Hodowle zbiera sie wielokrotnie w ciggu kilku dni, trzymajac naczynie skosnie z otworem
skierowanym w dot, a nastepnie spryskujagc wewnetrzne Sciany woda pozwalajgc zawiesinie larw
sptynaC do naczynia zbierajacego (58). Alternatywng metoda izolacji larw z hodowli katu jest
zastosowanie metody larwoskopowej Baermanna po zakonczeniu inkubacji hodowli.

Uzyskane w trakcie hodowli larwy inwazyjne (L3) nicieni zotgdkowo-jelitowych (ryc. 3.) poddaje sie
identyfikacji pod mikroskopem poprzez porownanie cech morfologicznych charakterystycznych dla
kazdego z gatunkow. Krople zawiesiny larw umieszcza sie na szkietku mikroskopowym, a nastepnie
dodaje sie roztwor jodu w piynie Lugola. Jod =zabija larwy oraz powoduje wybarwienie
charakterystycznych struktur. Identyfikacja morfologiczna larw wiekszosci gatunkow nicieni
pasozytniczych opiera sie gtownie na roznicach w ksztatcie czgsci tylnej i przedniej larwy oraz ich  ryc, 1 Jaja nicieni z rodziny Trichostrongylidae (pow.
catkowitej dtugosci . W niektorych przypadkach porownuje sig rowniez inne cechy, takie jak dtugosc,  20x)

ksztatt i liczba komodrek przetyku i jelita lub obecnosc plamek w okolicy jamy policzkowej, ktore sa

charakterystyczne dla w niektorych gatunkéw nicieni Zzotadkowo-jelitowych. Standardowo w |

procedurze roznicowania gatunkow nicieni zotadkowo-jelitowych zlicza sie i identyfikuje po =

mikroskopem pierwsze 100-200 napotkanych larw inwazyjnych. Nastepnie na podstawie liczb

poszczegolnych gatunkow wylicza sie ich proporcje w catej badanej probce.

ryc. 3 Larwy inwazyjne
(L3) nicieni zotgdkowo-
jelitowych (pow. 40x)

ryc. 2 Komory do badania metodg McMastera
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Przebieg kliniczny inwazji nicieni
zotgdkowo-jelitowych z rodziny PRO.ART
Trichostrongylidae u koz

Uzyskane w trakcie hodowli larwy inwazyjne (L3) nicieni zotgdkowo-jelitowych (ryc. 3a, 3b i 3c.) poddaje sie identyfikacji pod mikroskopem poprzez
porownanie cech morfologicznych charakterystycznych dla kazdego z gatunkow. Krople zawiesiny larw umieszcza sie na szkietku mikroskopowym, a
nastepnie dodaje sie roztwor jodu w ptynie Lugola. Jod zabija larwy oraz powoduje wybarwienie charakterystycznych struktur. Identyfikacja morfologiczna
larw wiekszosci gatunkow nicieni pasozytniczych opiera sie gtdwnie na roznicach w ksztatcie czesci tylnej i przedniej larwy oraz ich catkowitej diugosci . W
niektorych przypadkach pordwnuje sie rowniez inne cechy, takie jak dtugosc, ksztatt i liczba komorek przetyku i jelita lub obecnosc¢ plamek w okolicy jamy
policzkowej, ktore sg charakterystyczne dla w niektorych gatunkow nicieni zotadkowo-jelitowych. Standardowo w procedurze roznicowania gatunkow
nicieni zotadkowo-jelitowych zlicza sie i identyfikuje po mikroskopem pierwsze 100-200 napotkanych larw inwazyjnych. Nastepnie na podstawie liczb
poszczegolnych gatunkow wylicza sie ich proporcje w catej badanej probce.

Techniki oparte na tancuchowej reakcji polimerazy (PCR) znajduja wazne zastosowanie w parazytologicznej diagnostyce laboratoryjnej oraz badaniach
naukowych. Dotychczas przeprowadzone badania wykazaty ich przydatnosc do identyfikacji pasozytow, diagnostyki inwazji, charakterystyki genetycznej
pasozytow, izolacji i charakterystyki genow podlegajacych ekspresji oraz wykrywania lekoopornosci. Techniki biologii molekularnej umozliwiajg obecnie
wykorzystanie nowych narzedzi do identyfikacji wszystkich stadiow rozwojowych pasozytow. Wiekszosc z tych metod opiera sie na fancuchowej reakcji
polimerazy (PCR). Identyfikacja poszczegolnych gatunkow opiera sie na polimorfizmie miejsc restrykcyjnych Rsal w genie 1 izotypu B-tubuliny. Najpierw
przeprowadza sie dwie kolejne reakcje PCR (nested-PCR) na genie 1 izotypu B-tubuliny w celu amplifikacji wystarczajacej ilosci DNA. Nastepnie
polimorfizm dtugosci fragmentow restrykcyjnych (RFLP) powstatego fragmentu jest analizowany za pomocg roznic w Rsal w celu odroznienia 7.
circumcincta, H. contortus i T. colubriformis. Metoda ta pozwala przezwyciezyC ograniczenia morfologicznej identyfikacji stadiow larwalnych gatunkow
nicieni z rodziny Trichostrongylidae. Metody biologii molekularnej wykorzystywane do identyfikacji nicieni zotgdkowo-jelitowych sg czasochtonne,
kosztowne i zazwyczaj majg niska wydajnosc, a zatem nie sg rutynowo stosowane w praktyce weterynaryjnej (ryc. 4.).

ryc. 3b Larwa inwazyjna (L3) 7richostrongylus spp. (pow. 40x)

ryc.4 Zel agarozowy z wynikiem badania metoda PCR ryc. 3¢ Larwa inwazyjna (L3) 7eladorsagia circumcincta (pow. 40x)
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