Prace pogladowe

Histopathological and cytological
procedures in diagnostics of large animal
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This article aims at the presentation of a broaden
approach to the diagnostic procedures applied for
large animal infectious diseases. Histopathology is
a method underestimated and rarely used in the
diagnosis of infectious diseases. It provides a range
of information on the nature of changes in the organs,
severity of those changes and their location. It also
allows for the identification and differentiation of
causative organisms through the use of methods such
as histochemical or immuno-histochemical staining
and in situ hybridization. The pathological lesions
can be identified, concomitant diseases and also
complications, for example autoimmune reactions are
observed. It can be used both in live animals, mainly
in horses by performing biopsy or during postmortem
examination, mostly in pigs. Of particular interest is
a cytological diagnostics of infectious diseases, due
to the high specificity, low cost and short time for
obtaining the results. Thus we assume that using
these methods, the accuracy of diagnosis of infectious
diseases in farm animals will greatly improve.
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horobe zakazna najcze$ciej utozsa-

mia sie¢ z czynnikiem ja wywoluja-
cym, zapominajac o innych elementach
ksztaltujacych ten proces chorobowy. Pa-
tofizjologia chor6b zakaznych jest zagad-
nieniem szerokim, a mechanizmy uczest-
niczace w jej powstaniu obejmuja szereg
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elementéw zaréwno wynikajacych z cech
samych patogenéw, reakeji organizmu, wa-
runkow srodowiska oraz efektéw ewentu-
alnej terapii. Doktadnie te same czynniki
wplywaja na obraz anatomo- i histopato-
logiczny. Podstawowym procesem inicjo-
wanym przez czynnik zakazny jest reak-
cja zapalna, bedaca odpowiedzia organi-
zmu na uszkodzenie jego komorek i tkanek
oraz sktadowa odczynu uktadu odporno-
$ciowego na to uszkodzenie. Rodzaj pato-
genu czesto determinuje charakter zapale-
nia, bakterie ropotwércze wywoltuja réz-
ne typy zapalenia ropnego, promieniowce
— zapalenie ziarniniakowe (ryc. 1), wiru-
sy — zapalenie limfocytarno-monocytar-
ne zogniskowane najczesciej dookota na-
czyn krwiono$nych. Obecno$ci pasozytéw
w tkankach czesto towarzyszy zapalenie
o charakterze ziarniniakowym, zazwyczaj
z obfitym naciekiem eozynofiléw (ryc. 2).
Przyktadem typowych zmian co do cha-
rakteru i lokalizacji nacieku jest zapale-
nie mdzgu w przebiegu zakazenia Liste-
ria monocytogenes (ryc. 3).

W przebiegu zakazenia moze docho-
dzi¢ do zmian rozrostowych komérek wy-
nikajacych badz to z bezposredniego od-
dzialywania patogenu, efektu dziatania
jego metabolitéw lub tez z nadmiernego
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Ryc. 1. Obraz mikroskopowy ropno-ziarniniakowego zapalenia w przebiegu
promienicy; w srodku obrazu widoczna kolonia bakteryjna oraz biatkowe ztogi
(rozowofioletowe masy) otoczone przez komérki nacieku zapalnego - wielojgdrowe
komérki olbrzymie, aktywowane makrofagi, limfocyty i neutrofile. Barwienie

hematoksylina-eozyna, powiekszenie 100x
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pobudzenia komérek przez cytokiny pro-
zapalne. Przykladowo, choroby wirusowe
pluc, takie jak zesp6t rozrodczo-oddecho-
wy $§win (porcine reproductive-respirato-
ry syndrome — PRRS), choroby cirkowi-
rusowe $win (porcine circoviral diseases
— PCVD), zakazenie cytomegalowirusem
(CMV) charakteryzuja sie $srédmiazszo-
wym zapaleniem pluc, w ktérym docho-
dzi do rozrostu pneumocytéw II typu, fi-
broblastéw oraz miocytéw gtadkich (ryc. 4;
1, 2, 3). Zakazenie Lawsonia intracellula-
ris u $win i koni skutkuje wzmozona proli-
feracja enterocytéw i rozrostem nablonka
blony sluzowej jelit (4). Obecnosci paso-
zytédw czesto towarzyszy rozplem komo-
rek tkanki facznej lub komérek nablonka,
a niekiedy obecnos$¢ zmian zanikowych,
rozrostowych, metaplastycznych lub na-
wet nowotworzenia (5). Zmiany wsteczne,
jakie mozna zaobserwowaé w przebiegu
choréb zakaznych toczace sie w tkankach,
to np. zanik kosmkéw jelitowych w zakaz-
nym zapaleniu zotadka i jelit u prosiat (6),
zanik malzowin sitowych w przebiegu za-
kaznego zanikowego zapalenia nosa u $win
(7), martwica hepatocytéw w przebiegu
leptospirozy (8) i choroby Aujeszkyego
(9). W chorobach o charakterze posocz-
nicowym oraz przebiegajacych z goraczka
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Ryc. 2. Obraz mikroskopowy guzka pasozytniczego w watrobie $wini; w centrum
widoczne pozostatosci migrujacej larwy oraz kruszywo komérkowe (czerwone masy)
otoczone przez komérki nabtonkowate, bardziej obwodowo uktadaja sie makrofagi,
limfocyty oraz eozynofile (komdrki o czerwonej cytoplazmie na obwodzie guzka).

Barwienie hematoksylina-eozyna, powiekszenie 40x
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Ryc. 3. Obraz mikroskopowy zmian w mézgu u kozy z listerioza; jedna z cech tego
zapalenia sg okotonaczyniowe nacieki zapalne utworzone z limfocytow i histiocytow
(oznaczone strzatkami). Barwienie hematoksylina-eozyna, powiekszenie 100x

czesto stwierdza si¢ zwyrodnienie migz-
szowe nerek, watroby czy mie$nia serco-
wego (10). Choroby zakazne mogg réwniez
stac sie miejscem wyjscia dla rozrostu no-
wotworowego (biataczka bydta, gruczola-
kowato$¢ ptuc owiec, brodawczyca bydla
i koni, sarkoidy u koni; 11).

Patogeny zakazne wystepujace w tkan-
kach oraz komédrkach moga by¢ widocz-
ne bezposrednio (ryc. 5) lub prowokuja po-
wstanie charakterystycznych struktur, cze-
sto patognomonicznych. Dla wiruséw sa
nimi cialka wtretowe, zar6wno wewnatrz-
jadrowe, jak i wewnatrzcytoplazmatyczne.
np. ciatka wtretowe w blonie §luzowej jamy
nosowej w przebiegu zakazen cytomega-
lowirusami (12), PCVD u $win (13), ciat-
ka Negriego we wéciekliznie (14), w zaka-
zeniach herpeswirusowych koni (15) oraz
wirusowej biegunce bydta jako ciatka Cow-
dry’ego typu A (16). Wewnatrzcytoplazma-
tyczne cialka wtretowe obserwuje sie tez
w przebiegu zakazen chlamydiami. Paso-
zyty natomiast wytwarzaja czesto torbie-
le, otoczone torebka tacznotkankowsy, jak
chociazby Echinoccocus granulosus czy To-
xoplasma gondii (5). Grzyby z kolei wytwa-
rzaja szereg form morfologicznych grzybni,
ktére umozliwiaja ich identyfikacje w ma-
teriale tkankowym; w przypadku kandy-
dozy sa to blastospory i pseudostrzepki,
aspergilozy — konidiofory, kryptokokozy
— gruboscienne blastospory, kokcydiomy-
kozy — endospory w grubo$ciennych spo-
rangiach (18). Priony tworza masy agrega-
cyjne biatek PrP*, wystepujace w cytopla-
zmie jako masy amyloidowe, prowadzace
do zmian wstecznych, martwicy lub apop-
tozy komorek (19).
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Ryc. 4. Obraz mikroskopowy $rédmigzszowego zapalenia ptuc w przebiegu
PRRS; w przegrodach migdzypecherzykowych widoczny naciek komérkowy
zapalny utworzony z limfocytow, ktéry powoduje znaczne zmniejszenie

Swiatta pecherzykéw ptucnych. Uwage zwraca tez brak widocznego wysieku
w $wietle oskrzelikéw oraz grudka chtonna (w lewym gérnym rogu). Barwienie
hematoksylina-eozyna, powigkszenie 40x

Chorobom zakaznym czesto towarzy-
szg réwniez procesy immunopatologicz-
ne o cechach nadwrazliwosci, bedace wy-
nikiem nadmiernego pobudzenia ukladu
odpornosciowego. Przykltadem jedno-
stek o takiej etiopatogenezie jest zespot
skérno-nerkowy $win (porcine dermati-
tis and nephropathy syndrome — PDNS),
ktéry pojawia sie jako wynik uszkodze-
nia klebuszkéw nerkowych i drobnych
naczyn w skoérze w wyniku ich zapale-
nia, indukowanego przez odkladajace
sie w naczyniach kompleksy immunolo-
giczne (20). Proces autoimmunologiczny

ukierunkowany na antygeny blony na-
czyniowej galki ocznej, w przebiegu za-
kazenia Leptospira serotyp pamona lub
tez w wyniku zapalenia wywotanego lar-
wa mikrofilarii Onchocerca cervicalis lezy
u podstaw $lepoty miesiecznej u koni (21).
Innym przykltadem nadwrazliwosci jest
»pluco farmera” u bydla i ludzi w formie
$rodmiagzszowego zapalenia pluc bedace
nadwrazliwo$cig III typu ukierunkowana
na antygeny zarodnikéw grzybow Micro-
polyspora faeni (22).

Badanie histopatologiczne w rozpo-
znawaniu choréb zakaznych u zwierzat
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Ryc. 5. Tachyzoity Toxoplasma gondii (0znaczone strzatkami) w bioptatach pobranych z wezta chtonnego.

Barwienie barwnikiem Giemsy, powigkszenie 1000
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gospodarskich ma zastosowanie w naste-

pujacych przypadkach:

— stwierdzenia u zwierzat nieswoistych
objaw6w klinicznych lub zmian sek-
cyjnych,

— stwierdzenia naglych padnie¢,

— ronien lub rodzenia martwych ptodéw,

— ograniczen lub braku mozliwosci wy-
konania innych badan diagnostycz-
nych (badanie mikrobiologiczne, ELISA,
PCR),

— gdy wykrycie samego czynnika zakazne-
go nie $wiadczy o chorobie, np. w przy-
padku poodsadzeniowego wielonarza-
dowego zespolu wyniszczajacego swin
(postweaning multisystemic wasting
syndrome — PMWS),

— badaniach poubojowych w celu oceny
stanu zdrowia stada,

— choréb wywolywanych przez patogeny,
ktére nie rosna w hodowlach komor-
kowych np. Lawsonia intracellularis,

— w przypadku patogenéw wrazliwych
na warunki transportu i przechowy-
wania,

— chordb wysoce zarazliwych (czynnik
etiologiczny w utrwalonym materiale
tkankowym, jest niegrozny).

Materiat do badan histopatologicznych
i cytologicznych

Materialem do badan patologicznych
w diagnostyce chordb zakaznych duzych
zwierzat jest gtéwnie material sekcyjny,
jedynie w przypadku koni oraz w ogra-
niczonej mierze u bydta mozemy méwié
o przyzyciowej diagnostyce histopatolo-
gicznej opisywanych choréb. W trakcie
sekcji zwlok mozna pobra¢ wycinki na-
rzadéw badz tez cale narzady do sekcji
narzgdowych oraz do badan histopatolo-
gicznych. Do badan cytologicznych mozna
przesyla¢ preparaty odciskowe z przekro-
ju narzaddéw, utrwalone przez wysuszenie
na wolnym powietrzu, plyn z jam ciata lub
jam stawdw, krew, ptyn mézgowo-rdzenio-
wy, mocz lub osad moczu oraz zeskrobi-
ny blony $luzowej przewodu pokarmowe-
go lub drég oddechowych. W przypadku
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Ryc. 6. Schemat obrazujacy zasade barwienia immunohistochemicznego

badar przyzyciowych w gre wchodza plyny
z jam ciala i stawéw, mocz lub osad, krew,
popluczyny oraz bioptaty pobrane w ba-
daniu endoskopowym, material z biopsji
cienkoiglowej (wezléw chtonnych, watro-
by, nerek) oraz material pobrany w trakcie
zabieg6w chirurgicznych.

W przypadku materialu zakaznego nale-
2y zachowac szczeg6lna ostrozno$¢ w cza-
sie jego pobierania, pakowania oraz przesy-
fania. Nalezy zadbac¢ o to, aby prébka byla
zabezpieczona w taki sposéb, by byta izolo-
wana od $rodowiska zewnetrznego, opisa-
na oraz oznaczona jako material zakazny.
Nalezy podkresli¢, ze material poprawnie
utrwalony w 4% buforowanej formalinie
lub innym utrwalaczu jest jalowy i zabez-
pieczony przed namnazaniem si¢ w nim
drobnoustrojéw chorobotwérczych. Do
przesytanego materialu w celu diagnostyki
potencjalnej choroby zakaznej bezwzgled-
nie musza by¢ dofaczone informacje o ga-
tunku lub gatunkach zwierzat, ktére miaty
styczno$¢ z chorym zwierzeciem, opis ob-
jawo6w klinicznych i sekcyjnych, dane epi-
demiologiczne stada, informacje o choro-
bach i szczepieniach w stadzie oraz lecze-
niu chorych zwierzat.

Histologiczne metody
identyfikacji patogenow

W diagnostyce choréb zakaznych czesto
kluczowe jest rozpoznanie konkretnego
patogenu, szczegdlnie w kontekscie jed-
nostek chorobowych o charakterze wie-
loczynnikowym lub tez w ktérych czesto
dochodzi do nadkazen. W takich sytu-
acjach postawienie rozpoznania wylacznie
na podstawie obrazu histopatologicznego
moze by¢ trudne, a nawet niemozliwe. Do
grupy takich chordb nalezy szczegdlnie za-
liczy¢ zapalenia pluc (zesp6t oddechowy
$win, bronchopneumonia cielat) czy zmia-
ny w wezlach chlonnych. Do metod iden-
tyfikacji drobnoustrojéw naleza specjal-
ne barwienia histochemiczne, immuno-
histochemiczne, hybrydyzacja in situ czy
tez rzadko stosowany w rutynowej diagno-
styce PCR in situ (23, 24).

Barwienia histochemiczne

Sa to metody wykrywajace okreslone gru-
py zwiazkéw chemicznych, zasada prze-
prowadzania polega na reakgcji fizykoche-
micznej barwnika z substratem bedacym
tkankowym (zewnatrz- lub wewnatrzko-
morkowym) zwigzkiem chemicznym lub,
jak to ma miejsce w przypadku drobno-
ustrojow, zwiazkiem chemicznym bedg-
cym budulcem tych patogenéw. Przykta-
dem tego typu barwien jest srebrzenie
Warthin-Starry wykrywajace drobnoustro-
je z rodzajow Legionella i Bartonella oraz
kretki, barwienie toluidyna O na obecnos¢
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Helicobacter spp., barwienie Ziehl-Neel-
sena na pratki (Mycobacterium spp.) czy
modyfikacje barwienia metoda Grama:
Gram-Brown-Brren dla bakterii Gram-
-dodatnich, Brown-Hopps dla bakterii
Gram-ujemych, barwienie GMS lub PAS
Gridley, ktére taczone z HE (hematoksy-
lina-eozyna) umozliwiaja identyfikacje sa-
mego grzyba oraz wywolane przez niego
zmiany w tkankach (25, 26, 27, 28, 29). Na-
lezy podkresli¢, ze metody te nie sa swo-
iste dla okre$lonych gatunkéw patogendw,
a jedynie dla pewnych ich grup, co nie jest
bez znaczenia, pozwalaja one uwidocznic¢
w preparacie drobnoustroje oraz zawezic¢
spektrum diagnostyczne.

Barwienie immunohistochemiczne
(IHC)

W barwieniu tym wykrywa sie¢ okreslony
antygen potencjalnie znajdujacy sie w ba-
danej tkance za swoistego wyznakowane-
go dla okreslonego antygenu przeciwciala
(ryc. 6). Najczesciej stosowane sg przeciw-
ciala monoklonalne wyznakowane enzy-
mem, ktére przeprowadzaja reakcje z do-
danym do badanego materiatu substratem,
w wyniku ktérej powstaje barwny produkt
(30). Metoda ta jest wysoce swoista i za jej
pomoca mozna wykrywac konkretne ga-
tunki drobnoustrojéw, rézne warianty an-
tygenowe w ramach tego samego gatunku
oraz produkowane przez nie metabolity
i toksyny, np. w diagnostyce pleuropneu-
monii §win identyfikacje toksyn Apx I-I1I
(31) czy toksyne Shiga Stx2e w przypad-
ku choroby obrzekowej $win (32). Zasto-
sowanie tej metody w preparatach cytolo-
gicznych nosi nazwe immunocytochemii
(ICC), lecz zasada i metody wykonania sa
praktycznie identyczne jak w przypadku
techniki immunohistochemicznych.

Hybrydyzacja in situ

Metoda ta jest technika biologii moleku-
larnej, ktéra umozliwia wykrycie w bada-
nym materiale okre$lonej sekwencji DNA
lub RNA za pomocg znakowanych sond
molekularnych (rye. 7). Sekwencja nukle-
otydéw w sondzie jest komplementarna do
poszukiwanego fragmentu genomu. Ba-
dany material poddawany jest termicznej
denaturacji w celu rozbicia dwuniciowej
struktury kwaséw nukleinowych, aby na-
stepnie dodana sonda mogta sie potaczy¢
z szukanym fragmentem genomu poten-
cjalnie znajdujacym sie w badanym mate-
riale. W diagnostyce chordb zakaznych po-
szukuje sie DNA lub RNA drobnoustrojéw,
ktére mogly wywota¢ zakazenie. Detekcja
nastepuje w mikroskopie fluorescencyjnym
dzieki fluorochromom, ktérymi sa wyzna-
kowane sondy. Moga one by¢ réwniez zna-
kowane enzymami, izotopami, np. I'** lub
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antygenami, ktore s nastepnie wykrywa-
ne za pomoca przeciwcial. Metoda ta jest
wysoce swoista i pozwala wykrywaé kon-
kretne gatunki patogendw oraz ich warian-
ty genetyczne. Jest szczegdlnie przydatna
w przypadku wykrywania patogenéw we-
wnatrzkomoérkowych (33, 34).

PCR in situ

Metoda ta jest technika, w ktorej reakcja
faricuchowa polimerazy jest przeprowa-
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dzona w preparacie histologicznym, na
materiale tkankowym. Celem tej metody
jest uwidocznienie miejsca wystepowa-
nia okres$lonego genu w materiale tkan-
kowym. Co wazne ma ona czulo$¢ po-
dobna do PCR oraz zdolno$¢ wizualizacji
i lokalizacji fragmentéw genomu poréw-
nywalna z hybrydyzacja in situ. Wystepu-
je w dwéch modyfikacjach PCR dla DNA
oraz RT-PCR dla RNA. Obecnie rzadko
jest stosowana w badaniach tkanek zwie-
rzecych, a w diagnostyce chor6b zakaznych

Hybrydyzacja in situ

AAGC TGCATTGGCATAGCATGCTAAGCGTAAGT TAGCGATA

TTCGACGTAACCGTATCGTAC GATTCGCATT CAAT CGCTAT

Denaturacja
AAGC TGCAT TGGCATAGCATGCTAAGCGTAAGT TAGCGATA
CEETEERTEEEE e T e e e e e e e et rrt
CLLEEC e e
TTCGACGTAACCGTAT CGT AC GATTCGCATT CAATCGCTAT

AC GATTCGCATT

sond molekularnych
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Ryc. 7. Schemat obrazujacy zasade procedury hybrydyzacji in situ

Komplementarne przytaczenie
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PCR in situ

B AAGC TGCAT TGGCATAGCATGCTAAGCGTAAGT TAGCGA TA

wylacznie w procedurach naukowych
i medycynie czltowieka. Metoda ta ma
zastosowanie gltéwnie w przypadku
choréb wirusowych, zaburzeniach he-
matologicznych i nowotworach. Pro-
cedura polega na przygotowaniu tkan-
kowych skrawkoéw histologicznych
i umieszczeniu ich na szkietku, a na-
stepnie przy uzyciu pepsyny lub pro-
teinazy K nadtrawia sie bfone komér-
kowa (permeabilizacja). Na tak przy-

Ni¢ DNA

AL |

gotowanym preparacie przeprowadza

TTCGACGT AACCGTATCGTAC GATTCGCATTCAATCGOTAT

5 AAGC GCCATTGGCATAGCATGCTAAGCGTAAGT TCGCGATA

W

b
L2
(3

TTCGCE &

LORCCEL e e ey

Startery

sie w zaleznosci od szukanego kwasu
nukleinowego PCR lub RT-PCR, pod-
czas ktérych dochodzi do amplifika-
cji okreslonego, szukanego fragmen-
tu genomu. Elementem warunkujacym
wysoka swoisto$¢ tego procesu sg star-
tery, wykrywajace szukane fragmen-
ty genomu. Powstale fragmenty jed-
noniciowego DNA sa wykrywane za

Denaturacja

T

T TCGACGT AACCGT AT CGT AC GATTCGCATTCAAG CGCTAT &

5 AAGD GCCATTGGCATAGCATGUTAAGCGTAAGT TCGCGATAS

3 LU —>»

TTCGEG

i Pl ;

i e

~t |

f <« T Sy
g DL Ottt Tﬁh

pomoca sond molekularnych, podob-
nie jak ma to miejsce w hybrydyzacji
in situ (opisanej powyzej). Aparat do
PCR in situ ma podobna zasade dzia-
tania jak termocykler w standardowej
procedurze PCR, umozliwia jednak
umieszczenie w nim szkietek podsta-
wowych z naniesionym na niej skraw-

Elongacja

Jrf'f

TTCGACGT AACCGTAT CGTAC GATTCGCA TT CAAG CGCTAT 5

v

5 AAGC TGCAT TGGCATAGCATGCTAAGCGTAAGT TAGCGATAD

(LTI

TTCGACGTAACCGTATCGTAC GATTCGCATT CAAT CGCTAT

¢ Denaturacja

S AAGC TGCAT TGGCATAGCATGCTAAGCGTAAGT TAGCGA TATZ"

TTTTTTTTTITTT I T ITITT I TTTTTTTT T
Gl L

P I TCGACGT AACCBT AT CGT AC GATTGGCATT CAAT Cscut

¢ Dodanie sond molekularnych

S AAGC TGCAT TGGCATAGCATGCTAAGCOTAAGT TAGCGATA 3

CCGTATCGTAC GATTCGCAT Tiz

Komplementarne przytaczenie
sond molekularnych

G A A CTAA AGTTAGCGATA

|JA7H|1I|I|
A AC GATTCGCATT

kiem tkanki (ryc. 8; 35, 36).

Synteza nici DNA

5' AAGC TGCAT TGGCATAGCATGCTAAGCGTAAGT TAGCGATA S

LTI T e

AT TCGACGTAACCGTATCGTAC GATTCGCATT CAATCGOTAT

¢ Denaturacja

S AAGC TGCAT TGGCATAGCATGCTAAGCGTAAGT TAGCGA TAS

LLCLCE LU

b TTCGACGTAACCGTATCGTAC GATTCGCATT CAAT CGCTAT

¢ Dodanie sond molekularnych

5'AAGE TGCAT TGGCATAGCA TGCTAAGCGTAAGT TAGEGA TA 3

CCGTATCGTAC GATTCGCAT Ti l'i

Komplementarne przytaczenie
sond molekularnych

5 AAGC TGCAT TGGCATAGCATGCTAAGCGTAAGT TAGCGA TA 3

CCGTATCGTAC GATTCGCAT rs?

WYNIK

Ryc. 8. Schemat obrazujacy zasade procedury PCR in situ

424

Zycie Weterynaryjne * 2016 * 91(6)



Diagnostyka histopatologiczna
choréb zakaznych

W diagnostyce histopatologicznej patolog
ocenia preparat, uwzgledniajac lokalizacje
zmian morfologicznych, obecnos¢ i cechy
nacieku zapalnego, obecno$¢ zmian po-
stepowych — rozrost, przerost komérek,
cechy nowotworzenia, zmian wstecznych
— zanik, martwica, zaburzen w krazeniu,
morfologii poszczegélnych komérek, wy-
glad ich cytoplazmy i jadra oraz obecnos¢
drobnoustrojéw badz pasozytéw lub in-
nych zmian (np. obecno$¢ ciatek wtreto-
wych). Nie bez znaczenia i czesto kluczo-
we dla patologa sa informacje dostarczone
przez lekarza odnos$nie do zwierzat padlych
oraz calego stada, szczegélnie dotyczace
stwierdzonych objawéw klinicznych, cza-
su ich trwania, zmian sekcyjnych oraz da-
nych epidemiologicznych. Na podstawie
wstepnego rozpoznania opartego gléw-
nie na ocenie morfologicznej w barwie-
niu przegladowym hematoksylina-eozyna
patolog moze zdecydowac o zastosowaniu
metod dodatkowych. W przypadku cho-
réb zakaznych beda to opisane wyzej me-
tody majace na celu identyfikacje patoge-
nu wywolujacego chorobe. Wynik badania
histopatologicznego obejmuje rozpoznanie
histopatologiczne z okresleniem charakte-
ru zmian, ocene ich nasilenie oraz infor-
macje co do mozliwych patogenéw, ktére
mogty wywota¢ chorobe, gdy brak mozli-
wych metod ich identyfikacji, lub doklad-
ne wskazanie czynnika etiologicznego gdy
wynika to bezpos$rednio z obrazu histopa-
tologicznego i danych z wywiadu, lub zo-
stal on wykryty w dodatkowych metodach
histologicznych. Czas oczekiwania na wy-
nik badania to okoto 7 dni, a koszt waha
sie od 90 do 250 zt w zaleznosci od ilosci
i charakteru uzytych metod dodatkowych.
Nalezy zaznaczy¢, ze kluczowy w diagno-
styce patologicznej jest staly kontakt pato-
loga z lekarzem klinicysta, zaréwno w za-
kresie konsultacji, informowania o stoso-
wanych procedurach diagnostycznych, jak
i w przekazaniu wyniku. Ostateczne roz-
poznanie powinno by¢ postawione przez
lekarza klinicyste w oparciu o wszelkie do-
stepne mu wyniki badan, w tym wynik ba-
dania histopatologicznego.

Nalezy podkresli¢, ze diagnostyka pato-
morfologiczna ma wiele zalet wynikajacych
z metodyki badar. Utrwalony material jest
w niewielkim stopniu wrazliwy na uplyw
czasu oraz warunki transportu i przecho-
wywania. Dotyczy to czesto takze trwalo-
$ci i mozliwo$ci wykrycia czynnika etiolo-
gicznego w badanym materiale. W przy-
padku chordb zakaznych bardzo wazne
jest, ze utrwalony material nie stanowi za-
grozenia dla ludzi i zwierzat. Tkanki prze-
stane do badan w toku procedur histolo-
gicznych sg zatapiane w parafinie, dzieki
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czemu moga by¢ przechowywane i wyko-
rzystane w badaniach retrospektywnych.
Niewatpliwa korzyscia dla patologéw jest
mozliwos¢ elektronicznej obrébki i prze-
sytania obrazu mikroskopowego. Pozwala
to na konsultowanie przypadkéw pomie-
dzy osrodkami diagnostycznymi, groma-
dzenie wynikéw i przez to mozliwosc¢ ich
weryfikacji. Wyniki badan histopatolo-
gicznych moga zawiera¢ zdjecie ocenia-
nego preparatu. Sposéb utrwalenia i za-
bezpieczenia prébki ogranicza mozliwos¢
wystapienia bledéw falszywie, np. wynika-
jacych z zanieczyszczenia probki, czy fal-
szywie ujemnych, np. bedacych skutkiem
niewlasciwych warunkéw i czasu przesy-
tania prébki.

Diagnostyka cytologiczna
choréb zakaznych

Diagnostyka cytopatologiczna jest rzadko
stosowana u duzych zwierzat, a w szcze-
golnosci w przypadku chordb zakaznych.
Nalezy jednak zaznaczy¢ jej niewatpliwe
korzysci, jakimi sa: krétki czas oczekiwa-
nia na wynik (1-3 dni), mozliwo$¢ iden-
tyfikacji patogendéw poréwnywalna z me-
todami histologicznymi oraz mniejsze
koszty. W obrazie cytologicznym mozna
okresli¢ morfologie komérek, typ nacie-
ku zapalnego oraz wykry¢ drobnoustroje.
Nie mozna jednak zobrazowac umiejsco-
wienia zmian, oceni¢ w pelni ich nasile-
nia, nie mozna okresli¢ topografii komé-
rek i tkanek wzgledem siebie oraz wykry¢
niektérych zmian, np. zaburzen w kraze-
niu. Wieksza jest mozliwo$¢ wystapienia
btedéw, zaréwno falszywych wynikéw
dodatnich, jak i ujemnych. Brak réwniez
w wielu przypadkach jasnych wskazan co
do jednostek, w ktérych takie badanie moz-
na wykonaé. W przypadku duzych zwie-
rzat badanie cytologiczne jest najczesciej
wykonywane u koni: materiat jest pobiera-
ny w czasie endoskopii czy biopsji cienko-
igtowej. W diagnostyce sekcyjnej, najcze-
$ciej wykonywanej u §win i przezuwaczy,
material diagnostyczny moze by¢ pobra-
ny w formie zeskrobin btony sluzowej jamy
nosowej w diagnostyce zakazen cytome-
galowirusowych, blony sluzowej oskrzeli
w diagnostyce grypy, oraz blony sluzowej
jelit w diagnostyce np. adenomatozy jelito-
wej (porcine proliferative enteritis — PPE)
czy spirochetozy jelitowej u $win. Prepa-
raty odciskowe moga by¢ wykonane na
przekroju watroby, ptuc, mézgu, wezléw
chlonnych oraz nerek.

Podsumowanie

Diagnostyka histopatologiczna rzadko jest
wykorzystywana w rozpoznawaniu cho-
réb zakaznych w Polsce. W Stanach Zjed-
noczonych i krajach Europy Zachodniej
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zastosowanie metod histologicznych
w rozpoznawaniu choréb zakaznych oraz
w identyfikacji patogenéw sa procedurami
powszechnie stosowanymi i réwnorzedny-
mi wobec technik molekularnych, serolo-
gicznych, czy badania mikrobiologiczne-
go. Nalezy podkresli¢ znaczenie diagno-
styki histopatologicznej w rozpoznawaniu
chordb przebiegajacych podklinicznie czy
cechujacych sie nieswoistymi objawami.
Ponadto diagnostyka patologiczna jest za-
lecana przez Centrum Zwalczania i Zapo-
biegania Chorobom USA jako podstawo-
wa technika rozpoznawania choréb zakaz-
nych ludzi i zwierzat nowo pojawiajacych
sie na okreslonym terenie oraz choréb wy-
wolanych przez czynniki o wysokiej zjadli-
wosci. Najwazniejsza zaleta metodyki ba-
dania histopatologicznego jest rozpozna-
wanie choréb wedlug zasady ,od ogdtu
do szczegétu’, a wiec od ogdlnych danych
z wywiadu i obrazu morfologicznego do
identyfikacji konkretnych drobnoustrojéw.
Przesylajac jednokrotnie material, moze-
my uzyska¢ wiele informacji opisujacych,
charakter zmian w narzadach, nasilenie
choroby, wskazania co do choréb towa-
rzyszacych lub powiktan oraz pelne roz-
poznanie choroby zakaznej z mozliwoscia
identyfikacji patogenu. Badanie histopato-
logiczne moze by¢ uzupelnieniem diagno-
styki sekcyjnej zwierzat padlych lub pod-
danych eutanazji. Bardzo wazne jest, ze
mozna réwniez zastosowac je w kontroli
zdrowia stada w czasie audytu w ubojni.
Liczne wskazania, szeroki wachlarz metod
oraz wiele zalet technicznych czynia z hi-
stopatologii ciekawe i przyszlo$ciowe na-
rzedzie w diagnostyce chordb zakaznych.
Stwarza ona nowe mozliwosci i jest uzu-
pelnieniem metod mikrobiologicznych, se-
rologicznych i molekularnych.
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