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Diagnostika infekénych choréb: detekcia patogénu alebo

protilatok?

Veterinari maju pristup k Sirokému spektru
laboratérnych testov na dékaz infekénych
chordb. Délezity je vyber vySetrovacej metody.
Je zmysluplnejSia detekcia protilatok alebo
priama detekcia patogénu? Ako sa tieto testy
liSia a kedy je ktora metoda detekcie
vhodnejsia? Ciefom tohto ¢lanku je poskytnut
Citatelovi zakladny prehfad a umoznit tak lepsie
rozhodovanie pri jednotlivych pripadoch.

Laboratérne testy na diagnostiku infekénych
patogénov sa v kazdodennej veterinarnej praxi
vykonavaju predovSetkym z troch dévodov:
o Dobkaz infek&nej etioldgie pri akitnom alebo
chronickom klinickom ochoreni
o Dobkaz o vylu€ovani patogénu pri
subklinickej infekcii (potencialna
infek&nost?)
e Dobkaz o nepritomnosti infekcie (napr. pred
chovom alebo na dovoz/vyvoz)

Zatial ¢o priamy dbékaz pévodcu deteguje
samotny patogén alebo napr. ¢asti genomu
alebo antigény, stanovenie protilatok dokazuje

Zdroj obrazka: Shutterstock

predchédzajuci kontakt a s nim spojenu
imunitna reakciu tela na patogén (nepriamy
ddkaz infekcie). K dispozicii je Siroka Skala
laboratornych postupov, ktoré sa v zavislosti od
principu testu a dizajnu testu pouzivaju na
detekciu protilatok a/alebo patogénov (tabulka
1).

Dokaz Dokaz

povodcu  protildtok
Mikroskopia/ elektrénova X
mikroskopia
Kultivacia X
Polymerazova retazova X
reakcia (PCR)
Enzyme Linked Immuno- X X
sorbent Assay (ELISA)
Imunofluorescencny test X X
(IFT)
Virus neutralizaény test X
Western Blot (WB) X
Lateral Flow Test X X
a dalSie

Tab 1: Testovacie metddy na diagnostiku infekénych
pdvodcov a ich vyuzitie
Zdroj: Laboklin
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Rézne testovacie metédy mdzu priniest rézne
vysledky. Niekedy sa velmi liSia v senzitivite a
$pecifite. Ziadny testovaci postup nema 100 %
senzitivitu a Specifitu. Kombinacia niekolkych
testov méze byt v mnohych pripadoch uzito¢na.

Dokaz p6évodcov

Spektrum metdd priamej detekcie patogénu je
Siroké: po€nuc mikroskopiou cez rychle testy,
imunofluorescenéné a enzymové imunotesty,
ktoré deteguju antigény patogénu, az po
polymerazovu retazovu reakciu (detekcia
sekvencii genému) a kultivaciu. RozliSujeme
cielené a necielené metédy detekcie.

Vyber materidlu vzorky ma zdsadny vyznam pre
detekciu patogénu a zavisi od toho, kde sa

v Case odberu vzorky o¢akava hladany patogen.
V zavislosti od infekéného ochorenia a testova-
cej metddy prichadzaju do Gvahy rézne
materialy: krv, vytery, trus, moc, punktaty,
tkaniva, kozné zoskraby, chipy atd. Ktory
material vzorky je v konktétnom pripade vhodny,
zavisi od réznych faktorov. Nevyhnutné su
poznatky o patogenéze ochorenia, predovset-
kym cielové organy a vylu€ovanie pévodcu. Ale
ulohu méze zohravat aj faza infekcie, v ktorej sa
pacient nachadza v ¢ase odberu vzorky, ako aj
vek pacienta, stav imunity a vakcinaény status.

Predanalytika

Pre predanalytiku je dblezita otazka, ¢i musia
byt patogény schopné reprodukovat sa pre
zvolent metddu detekcie alebo nie. Od toho
zavisi napriklad, ¢i je vykonanie testu ¢asovo
kritické, t. j. musi sa vykonat rychlo, alebo i su
potrebné Specialne transportné média. Toto je
pripad napr. kultivaénych metod. Pre ziskanie
vysledkov s dobrou vypovednou hodnotou je
potrebné dodrziavat’ odporucania laboratéria
ohladom predanalytiky. Na PCR vySetrenia su
vhodné tampoény bez transportného média,
EDTA krv, tekutiny v sterilnych skimavkach bez
aditiv a nefixované tkanivo.

Vo vacsine pripadov by sa vzorky mali odobrat
vCas a vzdy, ked je to mozné, pred zacatim
lieCby.

Zatial €o negativny vysledok testu nemdze nikdy
s uplnou istotou vyluéit infekciu, pozitivny
vysledok potvrdzuje pritomnost patogénu

v materiali vzorky, ale nemusi nevyhnutne
potvrdit’ etiologicku suvislost s klinickym
ochorenim. Nalezy je potrebné interpretovat
opatrne, najma pri velmi citlivych metdédach
testovania. Schopnost rozmnozovania

a v kone¢nom désledku aj infek&nost’ patogénu
sa da dokazat len pomocou kultivaénych metaod.

Dékaz protilatok

o Protilatky v sére mézu byt rozneho pbvodu:

o Materské protilatky: MéZu byt pritomné u
Zriebat do veku okolo 6 — 8 tyzdriov
(zriedkavo az do 6 mesiacov). Je potrebné
to vziat’ do uvahy pri interpretacii
pozitivnych vysledkov protilatok v tejto
vekovej skupine.

e Ockovanie: Spravidla nie je mozné priamo
odlisit vakcinaéné a infekéné protilatky
(vynimka: tzv. markerové vakciny).

¢ Infekcia: Hladiny protilatok zvy&ajne
pretrvavaju diht dobu po infekcii.

Imunitnému systému po kontakte s patogénom
(oCkovanie alebo infekcia) trva urcity ¢as, kym si
vytvori Specifické protilatky. Protilatky IgM sa
objavuju ako prva podskupina imunoglobulinov
v krvi a v zavislosti od patogénu a imunitného
stavu pacienta mézu byt detegované priblizne 1
- 2 tyzdne po infekcii. Protilatky IgG mozno u
koni najst priblizne po 3 tyzdfioch a zvy&ajne
pretrvavaju dihSi ¢as (obrazok 1). Pre urcité
patogény sa tieto Casy mozu lisit, niektoré
patogény indukuju tvorbu protilatok len vo vefmi
malej miere (napr. mykoplazmy).

Pozitivny test na protilatky mozno teda o¢akavat
az po urc€itom ¢ase. Pri akitnom alebo
perakatnom priebehu ochorenia protilatky ¢asto
eSte nie sU meratelné. Najma v pripade
virusovych infekcii je zvy€ajne mozny iba
retrospektivny dékaz.
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Obr. 1: Koncentracie protilatok IgM a IgG v sére po infekcii
Zdroj obrazka: Laboklin

Pre niektoré patogény (napr. West Nile Virus,
virus kliestovej encefalitidy (FSME) a borélie) je
mozné merat protilatky IgM aj IgG. Kedze su
pritomné v réznych ¢asoch priebehu infekcie,
ich si¢asné stanovenie umoznuje odhadnut, Ci
ide o Cerstvu infekciu (IgM protilatky 1) alebo Ci
infekcia existuje uz dlhsi ¢as (IgG protilatky 1).

Pre vacsinu patogénov su vSak dostupné len
testy, ktoré zistuju IgG protilatky. VySetrenie
jednej vzorky vedie v niektorych pripadoch

k vysledku s malou vypovednou hodnotou.
Pozitivny vysledok mozno pripisat’ napr. infekcii
v minulosti alebo o&kovaniu. FaloSne negativny
vysledok je mozny, ak sa vzorka odoberie prili$
skoro.

Na druhej strane, vySetrenie dvojice vzoriek séra
odobratych s odstupom priblizne 2 - 4 tyzdriov
mobze pomébct pri stanoveni diagndzy a ulahéit
interpretéciu vysledkov testov — aj ked v niekto-
rych pripadoch len spatne. 4-nasobné zvySenie
titra alebo vyznamné zvySenie nameranej
hodnoty indikuje nedavnu expoziciu (okovanie
alebo akutna infekcia) (obrazok 2).

infekcia

2. vzorka

v 1. vzorka
I P Cas

Obr. 2: Vzostup titra v sérovom pare pri Cerstvej infekcii
Zdroj obrazka: Laboklin

V nejasnych pripadoch alebo ak sa ma na
zaCiatku vykonat iba priamy dékaz patogénu,
mdbze byt uzito€né odobrat’ krv na zadiatku
ochorenia a skladovat sérum pri -20 °C. Tato
,<akutna vzorka“ sa potom moze neskor vysetrit
spolu s ,rekonvalescentnou vzorkou“ ako
takzvany sérovy pér.

Pretoze hodnoty réznych laboratérii spravidla
nie su v désledku réznych testovacich postupov
porovnatelné, paroveé vzorky by sa mali vzdy
vySetrovat’ rovnakou metddou a v rovhakom
laboratériu.

Na dbkaz protilatok v sére sa pouzivaju
predovSetkym Enzyme Linked Immunosorbent
Assays alebo imunofluorescencné testy.

Vo veterinarnej praxi sa pouzivaju aj rychlotesty,
vacsinou vo forme Lateral Flow testov. Pre
konkrétne klinické otazky je pre niekolko
patogénov k dispozicii Western Blot.

V niektorych pripadoch sluzi ako potvrdzujuci
test. Virus neutralizacny test (VNT) je
najSpecifickejSim sérologickym testom, mozno
ho v8ak pouzit' len pre virusy s cytopatickym
ucinkom. Zistuju sa protilatky, ktoré skuto€ne
neutralizuju virus, t. j. eliminuju infek&nost
virusu. Pomocou tohto testu je mozné urobit
zhodnotenie protektivity. Na druhej strane
detekcia protilatok napr. pomocou ELISA
neznamena automaticky imunitnd ochranu.

V zavislosti od patogénu zohrava dolezitu ulohu
nielen humoralna imunitna odpoved, ale aj
bunkova imunitna odpoved.

Ako material vzorky sa bezne pouZiva sérum
alebo plazma. V idealnom pripade by sa
malo/mala v€as odpipetovat, aby sa predislo
ruSivému faktoru hemolyzy. Pri Specialnych
klinickych problémoch je mozna detekcia
protilatok aj napr. v mozgovomiechovom moku
alebo komorovej vode. Protilatky su relativne
stabilné, takze ich dékaz zvy&ajne nie je asovo
kriticky. Vzorky mozZno uchovavat v chladnicke
alebo zmrazené dlhsi Cas.

Pritomnost hladiny protilatok proti Specifickému
patogénu nie je ddkazom jeho etiologickej ulohy
v chorobnom procese. K tomu je potrebné dat
pozitivny nalez do suavislosti s existujacimi
klinickymi priznakmi a v pripade potreby aj
epidemiologickymi adajmi.
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Najma pri patogénoch, ktoré su napr.

v periférnej krvi pritomné len sezénne alebo
cyklicky alebo sa tazko zistuju vzhfadom na ich
tkanivovu distribuciu, séroldgia méze byt lepSia
ako priama detekcia.

Zhrnutie

VSeobecné odporucanie tykajluce sa vyberu
diagnostického testu nemozno urobit z dévodu
réznorodosti infekénych ochoreni. Dbkazy
patogénu aj protilatok maju svoj vyznam.

V zAavislosti od klinického problému moze byt
jeden z nich zmysluplnejsi alebo sa mézu
navzajom dopinat (tabulka 2). Casto je uzitoéné
alebo potrebné vykonat niekolko testov.

Suspektnu diagndzu je potrebné formulovat
vopred pomocou vyhodnotenia anamnézy a
vykonanim klinického vySetrenia a odhadnutia
Stadia infekcie. Patogenéza ochorenia a
dostupnost vhodnych testov potom uréuju aj
postup, ktory je potrebné zvolit.
Pre dosiahnutie vysledku s dobrou vypovednou
hodnotou by sa mala osobitna pozornost
venovat tymto kritickym bodom:

e Cas odberu vzorky

e typ, kvalita a kvantita vzorky

e pripadne potrebné stabilizatory alebo

transportné média
e podmienky a trvanie prepravy

Dokaz protilatok

Doékaz povodcu

Herpesvirus 1 (EHV-1)

PCR z EDTA krvi (len vo faze
horucky!), hiboky vyter z nosa,
material abortu (hlavne placenta)
alebo liquor cerebrospinalis,
podla klinickych symptémov.

Ochorenie vacésinou perakutne az akutne,
okrem toho vysoka séroprevalencia

v populacii koni kvoli velkému rozSireniu
virusu a oc¢kovaniu, mozny spatny dokaz
pomocou sérového paru.

Borrelia burgdorferi

Priamy dbékaz je tazky, prip. je
mozné skusit PCR Zo synovie,
biopsii koze alebo kibov.

IgM a IgG protilatky ako skriningovy
test, Western Blot ako test na
potvrdenie a na diferenciaciu
infekénych a vakcinaénych protilatok

West Nile Virus

PCR z EDTA-krvi spravidla nevedie
k ciefu, pretoze virémia uz v Case
néstupu Klin. priznakov nie je
pritomna. Je mozné skusit PCR

z liquoru alebo tkaniv (post
mortem).

Sucéasny dokaz IgM a IgG protilatok
pomocou ELISA. Krizové reakcie

s ostatnymi flavivirusmi (napr. FSME,
Usutu) s mozné! V pozitivnhom
pripade sa preto robi diferenciacia
pomocou VNT.

Dermatophilus
congolensis

Doékaz v Supinach a chrastach
pomocou cytolégie (obmedzena
senzitivita) alebo PCR

Nie je dostupny Ziadny test

Virus infek€énej anémie
koni (EIA)

Vysoka geneticka variabilita virusu,
dbkaz virusu je tazky

Infikované zvierata ostavaju celozivotni
nosici (perzistentna infekcia) a su
séropozitivne. Diagn6za pomocou
Coggings alebo c-ELISA testu. Ale:
inkubaéna doba do 3 mesiacov, prip.
pretestovat’! CAVE: zriebita
infikovanych matiek moézu byt’ kvéli
materskym protilatkam pozitivne az do
veku 6 mesiacov.

Tab. 2: V skratke — niektoré priklady infekénych agensov a mozné metddy detekcie (tuénym pismom = metdda volby)
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