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ACC - acetylocysteina

BAL (ang. bronchoalveolar lavage) — poptuczyny pecherzykowo-oskrzelikowe

CE - (fr. Conformite Europenne) — certyfikat oznaczajgcy zgodnos$é wiasciwosci produktu z przepisami Unii
Europejskiej, wskaznik spetniania przez produkt wymogow prawnych Unii Europejskiej, dotyczacych bezpieczenstwa,
zdrowia i ochrony srodowiska

Chromotrop 2R (ang. 2-(Phenylazo)chromotropic acid disodium salt, Acid Red 29) — sél disodowa kwasu
2- (fenylazo)chromotropowego); czerwien kwasowa 29

DNA (ang. deoxyribonucleic acid) — kwas deoksyrybonukleinowy

DPX (ang. Dibutylphthalate Polystyrene Xylene) — medium o niskiej gestosci, przeznaczone do recznego
i automatycznego zaklejania preparatow mikroskopowych szkietkami nakrywkowymi

EDTA (ang. ethylenediaminetetraacetic acid) — kwas wersenowy

ELISA - ang. Enzyme-linked Immunosorbent Assay

IVD (ang. In Vitro Diagnostic) — produkt dopuszczony do badan w zakresie diagnostyki in vitro na podstawie
dyrektywy Unijnej IVD (98/79/WE, IVDD)

IVDR (ang. In Vitro Diagnostic Medical Device Regulation; Regulation on In Vitro Diagnostic) — rozprzadzenie Unii
Europejskiej 2017/745, w sprawie wyrobdw medycznych dopuszczajgcych ich stosowanie do diagnostyki in vitro,
zastepujace dyrektywe IVD (98/79/WE, IVDD)

PAS - ang. periodic acid-Schiff

PCR (ang. Polymerase Chain Reaction) — tancuchowa reakcja polimerazy

PVA (ang. polyvinyl alcohol) — alkohol poliwinyowy

SAF (ang. Sodium Acetate Formaldehyde) — octan sodu i formaldehydu, stosowany do utrwalania wymagajacego
zachowania struktur komaorkowych

|
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1. WSTEP

Aktualizacja wytycznych dotyczgcych laboratoryjnej
parazytologii medycznej zostata opracowana na pod-
stawie publikacji ,Standardy w zakresie laboratoryj-
nych czynnosci w parazytologii medycznej, oceny ich
jakosci i wartosci diagnostycznej oraz laboratoryjnej
interpretacji i autoryzacji wynikdw badan (propozycje)”
autorstwa: Myjak P, Gtowniak C, Gotgb E, Jaborowska-
-Jarmoluk M, Kosik-Bogacka D, Matowicka-Karna J,
Nowak P, Pietkiewicz H, Szostakowska B, Wnukowska
N, Zarnowska-Prymek H, opublikowanej w czasopismie
Diagnostyka Laboratoryjna [2011; 47(3): 341-351].

Prawidtowo przeprowadzone postepowanie diagno-
styczne w przypadku chorob o etiologii pasozytniczej
stanowi istotny element praktyki lekarskiej, prowa-
dzacy do podjecia decyzji o wprowadzeniu skutecz-
nego leczenia.

Dynamiczny rozwoj metod diagnostycznych spowodo-
wat, ze obecnie dostepne sg na rynku testy o zroznico-
wanym znaczeniu w rutynowej diagnostyce parazytolo-
gicznej. Wazne zatem jest okreslenie przydatnosci metod
diagnostycznych, w tym mikroskopowych, immunolo-
gicznych i molekularnych oraz hodowli in vitro w wykry-
waniu markeréw inwazji pasozytniczych w codziennej
medycznej praktyce laboratoryjnej. Stosowane testy
oprocz posiadanych certyfikatow walidacji i standary-
zacji powinny umozliwia¢ szybkg i pewng diagnostyke.

Proponowane wytyczne zawierajg zalecenia dotyczace
zasad pobierania, transportu i przechowywania mate-
riatu biologicznego do diagnostyki parazytologicznej,
a takze informacje dotyczace prawidtowego opraco-
wania wyniku badania. Autorzy zwrdcili uwage na do-
bér metod pod wzgledem ich jakosci oraz dostepnosci
w laboratoriach diagnostycznych.

2. INFORMACJE OGOLNE

1. Laboratorium opracowuje ,Formularz zlecenia na
badania laboratoryjne” na podstawie aktualnego roz-
porzgdzenia Ministra Zdrowia w sprawie standar-
dow jakosci dla medycznych laboratoriow diagno-
stycznych. Formularz powinien zawiera¢: miejsca
na informacje dotyczgce zleceniodawcy, osoby ba-
danej, kierunku badan, rodzaju badanego materiatu,

DIAGN LAB. 2025; 61(1): 1-20, DOI: 10.5604/01.3001.0055.0290

daty i godziny pobrania, a takze klinicznych wska-
zan do wykonania badania.

. Laboratorium opracowuje i udostepnia zleceniodaw-

com instrukcje dotyczgce: sposobu przygotowania
pacjenta do badania, zasad pobierania materiatu
biologicznego i jego ilosci, a takze przechowywania
i transportu oraz czasu od pobrania materiatu do
dostarczenia probki do laboratorium.

. Pojemnik, zawierajgcy materiat do badan, nalezy

opisac nazwiskiem i imieniem pacjenta, Numerem
PESEL lub datg urodzenia wraz z nr dowodu tozsa-
mosci, datg i godzing pobrania materiatu lub ozna-
czy¢ etykietg z kodem identyfikujgcym pacjenta.

. Materiat do badan moze by¢ transportowany i do-

starczany do laboratorium wytgcznie przez pacjenta,
upowaznione osoby lub firmy posiadajgce upraw-
nienia do transportu materiatu zakaznego zgodnie
z obowigzujgcymi przepisami. Transport ludzkiego
materiatu biologicznego musi odbywac sie zgodnie
z norma UN3373.

. Laboratorium stosuje metody badawcze, ktore

odpowiadajg aktualnej wiedzy medycznej i sg opu-
blikowane w recenzowanym pismiennictwie nauko-
wym oraz/lub sg rekomendowane przez osrodki re-
ferencyjne lub wtasciwego konsultanta krajowego.

. Laboratorium opracowuje procedury badawcze i in-

strukcje wykonywania poszczegodlnych badan diagno-
stycznych oraz formularze sprawozdan z ich realiza-
cji. Procedura badawcza powinna zawiera¢ doktadne
informacje odnosnie do wymaganego sprzetu, od-
czynnikow oraz warunkow wykonywania poszcze-
golnych rodzajéw badan.

. W celu unikniecia kontaminacji materiatu biologicz-

nego zaleca sie uzywanie jednorazowego drobnego
sprzetu laboratoryjnego (bagietki, pipety, ezy, pro-
bowki, szkietka podstawowe i nakrywkowe, opa-
kowania itp.).

. Jakos¢ wykonywanych w laboratorium badan za-

pewniajg przeprowadzane okresowo kontrole we-
wnetrzne i zewnetrzne. W przypadku stwierdze-
nia nieprawidtowosci laboratorium wprowadza

|
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dziatania korygujgce i zapobiegawcze w zakresie
swoich kompetenciji.

9. Dokumentacja prowadzona przez laboratorium w za-
kresie ujetym w przepisach dotyczgcych dokumenta-
¢ji medycznej jest przechowywana przez czas okre-
slony przez te przepisy.

3. MATERIAL DO BADAN
MAKRO- | MIKROSKOPOWYCH

Pracownik laboratorium, ze wzgledu na zmeczenie
oczu, nie powinien ogladac preparatow mikroskopo-
wych dtuzej niz przez pie¢ godzin dziennie.

3.1. Kat

3.1.1. Pobieranie materiatu

Kat nalezy pobrac¢ przed rozpoczeciem leczenia.
W przypadku wczesniejszego stosowania:

— antybiotykow lub lekow przeciwpasozytniczych (ba-
danie kontrolne po leczeniu), kat nalezy pobrac¢ po
uptywie dwaéch tygodni od zakonczenia leczenia;

— radiologicznych srodkow kontrastowych, kat nalezy
pobra¢ po uptywie 48 godz. od zakonczenia stoso-
wania tych srodkow.

Kat powinien by¢ oddany do suchego i czystego,
najlepiej jednorazowego, pojemnika lub na czy-
sty papier (bgdz z wykorzystaniem komercyjnie
dostepnego zestawu do pobierania katu) i na-
stepnie przeniesiony do pojemnika na kat za po-
mocg topatki. Probka nie moze by¢ zanieczysz-
czona moczem, wodg lub glebg. Zaleca sie
pobranie probki z trzech réznych miejsc odda-
nego katu. Ze wzgledu na mozliwosé fermenta-
cji pojemnik powinien by¢ wypetniony od 1/3 do
1/2 jego pojemnosci.

Dla celdw diagnostycznych zaleca sie przynajmniegj
trzykrotne pobranie i badanie katu w odstepach
2 — 3-dniowych, co zwieksza prawdopodobienstwo
wykrycia form rozwojowych pasozytéw, zwtaszcza
cyst pierwotniakow, ktore wydalane sg nieregulamie.

3.1.2. Transport i przechowywanie materiatu

Probki katu nalezy dostarczy¢ do laboratorium
w ciggu 24 godz. od pobrania.
* Wyjatkowo kat biegunkowy (szczegdinie jezeli jest

|
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wodnisty) nalezy bada¢ do 60 minut po jego od-
daniu ze wzgledu na mozliwg obecnos¢ trofozo-
itow pierwotniakow, ktore tracg zdolnosc¢ ruchu
(bedacego cechg diagnostyczng) oraz moga ulec
degradaciji. Zalecenie to musi by¢ bezwzglednie
przestrzegane w przypadku pacjentdw powraca-
jacych z terenow tropikalnych lub subtropikalnych
z powodu mozliwosci zarazenia petzakiem czer-
wonki (Entamoeba histolytica).

Kat badany w kierunku wykrycia wegorka jelitowego
(Strongyloides stercoralis) powinien by¢ dostar-
czony w dniu pobrania.

Uformowany kat badany na obecnos¢ cyst/oocyst
pierwotniakéw lub jaj helmintéw mozna badac¢ do
72 godz. od pobrania, ale do tego czasu probki powin-
ny by¢ przechowywane w temperaturze 4 — 10°C. Nie
zaleca sie dtuzszego przechowywania probki z powo-
du mozliwosci namnozenia sie grzybéw drozdzopo-
dobnych, co utrudnia ocene ich znaczenia patologicz-
nego. Jezeli jest to konieczne, prébki powinny zostac
utrwalone w odpowiednim utrwalaczu wtasciwym dla
procedury badania (np. SAF, PVA, formalina).

3.1.3. Procedury badania katu

Badanie makroskopowe

W badaniu makroskopowym okresla sie konsystencje
katu (wodnisty, luzny, uformowany), obecnos¢ $luzu,
krwi, postaci dorostych lub fragmentéw pasozytow.
Widoczne makroskopowo formy pasozytnicze zale-
ca sie wyizolowac z katu i dostarczy¢ do laboratorium
w osobnym pojemniku, w niewielkiej ilosci wody.

Badanie mikroskopowe

Badanie mikroskopowe katu ma na celu wykrycie
form pasozytniczych bytujgcych w przewodzie pokar-
mowym oraz w uchodzgcych do niego przewodach.
Do swiatta jelita moga dostac sie rowniez jaja przywr
zylnych z rodzaju Schistosoma.

Badanie katu powinno obejmowac:

preparat w soli fizjologicznej (0,9% NaCl), zalecany
gtéwnie do wykrywania pierwotniakow, szczegolnie
trofozoitéw (moga byé zywe, ruchliwe);

preparat mokry podbarwiony ptynem Lugola
(odcien koniaku), barwienie utatwia diagnostyke
pierwotniakow, szczegolnie cyst — uwidacznia
niektore struktury wewnetrzne;

WWW.DIAGNOSTYKALABORATORYJNA.EU
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Oraz

preparaty po zastosowaniu technik zageszczania
pasozytow,

- metoda sedymentacji w wodzie (dekantacja) i réw-
nolegle jedng z metod flotacji (Filleborna wg mo-
dyfikacji Willisa z nasyconym roztworem NaCl lub
Fausta z 33,1% siarczanem cynku), wybor zalezy od
mozliwosci laboratorium. Metoda Fulleborna jest
prosta i tania, poniewaz mozna uzy¢ soli kuchen-
nej. Metoda Fausta, w ktérej stosuje sie roztwor
siarczanu cynku poza jajami helmintow, pozwala
takze wykry¢ cysty/oocysty pierwotniakow, ktore
w nasyconym roztworze NaCl ulegajg zniszczeniu.
Zaleca sie sporzgdzanie roztworu o ciezarze wia-
sciwym od 1,18 g/cm? do 1,20 g/cm?, ktory trze-
ba kontrolowac¢ za pomocg areometru. Zarowno
jaja helmintéw, jak i cysty/oocysty pierwotniakow
mozna wykry¢ réwniez metodg dekantacji. Metoda
flotacyjna zwieksza jednak szanse ich wykrycia,
poniewaz powoduje wyptywanie lekkich form roz-
wojowych pasozytdéw na powierzchnie roztwory,
a wiec preparat jest ,czystszy” niz w metodzie se-
dymentacyjnej. Metody flotacyjne zawodza w przy-
padku ciezkich jaj: przywr, Dibothriocephalus latus
i niezaptodnionych jaj Ascaris lumbricoides

lub

— metodg formalinowo-octanowo etylowg lub jej
modyfikacja,
preparat gruby wg Kato i Miura — zalecany do
wykrywania jaj helmintow i niektorych oocyst,
np. Sarcocystis spp., gdy laboratorium nie moze
wykonywa¢ metod zageszczajgcych.
> W przypadku pacjentéw ze znaczng eozynofilig
powinna by¢ dodatkowo zatozona hodowla in vi-
tro w kierunku larw wegorka jelitowego (Strongy-
loides stercoralis). Zywe larwy wegorka jelitowego
moga by¢ takze wykryte u pacjentow z intensywng
inwazjg przy zastosowaniu metody dekantacji katu.
Hodowla jest jednak doktadniejsza i pozwala uzy-
skac istotne diagnostycznie trzecie stadium larwalne.
Metode hodowli zaleca sie rowniez stosowac przy
podejrzeniu zarazenia tegoryjcami (Ancylostoma
duodenale/Necator americanus) i Trichostrongylus
spp., jezeli probka katu jest badana po 24 godz. od
pobrania, poniewaz z jaj moga juz wylegnac sie larwy.
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» W przypadku utrzymujace;j sie biegunki (zwtaszcza

wodnistej) i ujemnym wyniku dotychczasowych
badan (szczegodlnie u 0séb immunoniekompetent-
nych) powinno by¢ wykonane badanie na obecnosé¢:
Cryptosporidium spp. (test antygenowy, metoda
PCR, barwienie metodg Ziehla-Neelsena), Cyclo-
spora cayetanensis (metoda PCR, barwienie meto-
da Ziehla-Neelsena) oraz mikrosporydiéw (metoda
PCR, test antygenowy, barwienie chromotropem
2R). Kolejnos¢ wymienionych badan uwzglednia
ich jakos¢ diagnostyczng oraz dostepnos¢ dla me-
dycznych laboratoriow diagnostycznych.

W rozpoznawaniu petzakéw jelitowych preparaty
katu trwale barwione (trichrom, hematoksylina) sg
mato przydatne ze wzgledu na czeste trudnosci
z uzyskaniem wystarczajgco dobrej jakosci pre-
paratow przy jednoczesnie pracochtonnej technice
barwienia. Barwienie nie pozwala na odroznienie
Entamoeba histolytica sensu stricto od innych petza-
kow z kompeksu Entamoeba histolytica sensu lato.

3.1.4. Ocena preparatow

* Preparat w soli fizjologicznej oraz podbarwiony

ptynem Lugola nalezy przykry¢ szkietkiem na-
krywkowym, najlepiej o wymiarach 22 x 22 mm
i przejrzec caty preparat pod powiekszeniem obiek-
tywu 40x lub 60x. Preparat po zageszczeniu nalezy
przegladac pod powiekszeniem obiektywu 10 — 20,
a podejrzane obiekty pod powiekszeniem obiek-
tywu 40x lub 60x; zaleca sie, aby okoto 1/3 prepa-
ratu przejrze¢ przy uzyciu obiektywu 40x lub 60x,

* Preparat gruby wg Kato i Miura: rozmaz katu przy-

krywa sie skrawkiem celofanu o wymiarach okoto
22 x 40 — 50 mm namoczonym w roztworze gli-
ceryny i zieleni malachitowej (w celu przeswietle-
nia preparatu). W poszukiwaniu jaj helmintow na-
lezy przejrze¢ caty preparat pod powiekszeniem
obiektywu 10 — 20x, a w poszukiwaniu oocyst, np.
Sarcocystis spp. pod powiekszeniem obiektywu
40x lub 60x,

* Preparat trwale barwiony (metoda Ziehla-Neelse-

na, chromotrop 2R) — zaleca sie oglagdac pod po-
wiekszeniem obiektywu 100x.

3.1.5. Wynik badania mikroskopowego katu

Wynik powinien zawierac:

* nazwe gatunkows (a w przypadku trudnosci
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z okresleniem — nazwe rodzajowg) pasozyta i jego
postac rozwojowag;

* w przypadku stwierdzenia jaj Schistosoma spp.
okreslenie ich zywotnosci (zywe czy martwe);

* w przypadku stwierdzenia jaj Ascaris lumbricoides
okreslenie czy sg zaptodnione, czy niezaptodnione;

* wykazanie rowniez obecnosci pierwotniakow
uznawanych za niepatogenne;

¢ okreslenie orientacyjnej liczby form diagnostycz-
nych pasozytéw, np. jaj lub cyst/oocyst (po anali-
Zie catego preparatu i usrednieniuich liczby w polu
widzenia lub w catym preparacie);

* informacje o innych wykrytych strukturach
Swiadczacych o patologii: erytrocyty, leukocyty,
makrofagi, krysztaty Charcota-Leydena, ziarna
skrobi, wtdkna miesne, kule ttuszczu.

W przypadku wyniku ujemnego podac: ,Pasozytow
nie wykryto”.

Oprocz badania mikroskopowego stosuje sie, zalez-
nie od potrzeb, inne metody diagnostyczne (patrz Roz-
dziaty 4.3.15).

3.2. Wymaz okotoodbytniczy

Materiat z okolic odbytu pobiera sie gtéwnie w celu
wykrycia jaj owsika ludzkiego (Enterobius vermicu-
laris). Badanie wykonuje sie przed rozpoczeciem le-
czenia i ponownie dwa tygodnie po jego zakonczeniu
dla celéw kontrolnych. Wymaz powinien by¢ pobrany
wczesnie rano, przed myciem i oddaniem katu, z fat-
doéw okotoodbytniczych.

Materiat uzyskuje sie, stosujgc:

* metode Halla — pobranie materiatu na bagietke
z nawinietym celofanem (zwilzonym woda);
lub

* metode Grahama przy uzyciu przezroczystej tasmy
samoprzylepnej, ewentualnie komercyjnego zestawu.

Pobrany wymaz powinien by¢ dostarczony do laborato-
rium tego samego dnia w temperaturze pokojowej. Nale-
2y obejrze¢ caty preparat pod mikroskopem (optymalne
powiekszenie obiektywu 10 — 20x) w poszukiwaniu jaj
i ewentualnie postaci dorostych. W przypadku wyniku
ujemnego badanie powinno by¢ powtdrzone jeszcze
dwukrotnie w nastepnych dniach.
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Laboratorium moze przygotowac¢ odpowiednie zesta-
wy oraz instrukcje do wykonania wymazow i udostep-
nic je pacjentom.

W wymazie okotoodbytniczym wykrywa sie niekiedy
jaja Taenia sp. Zdarza sie, ze cztony T. saginata samodziel-
nie opuszczajg prostnice i z petzajacych cziondw, w wy-
niku skurczu ich miesni, jaja wypychane sg na zewnatrz.

3.3. Tres¢ dwunastnicza i z6t¢
Materiat ten stosuje sie gtownie do wykrywania Giardia
intestinalis, Strongyloides stercoralis i Fasciola hepatica.

Badanie powinno obejmowac trzy frakcje:
A — tres¢ dwunastnicy;

B — zawartos¢ pecherzyka zétciowego (istotne dla
badania w kierunku obecnosci trofozoitow Giardia
intestinalis);

C — z01¢ z przewodow zoétciowych.

Materiat uzyskuje sie za pomocg sondy dwunastni-
czej. Pobrang zo6t¢ nalezy odwirowac przez 2 — 3 min
przy 500 x g i od razu obejrze¢ preparat bezposredni
(mokry). Ocenia sie réwniez ogolny obraz mikroskopo-
wy zofci. W przypadku podejrzenia giardiozy, badanie
nalezy wykonac¢ w czasie do 1 — 2 godz. od pobrania
materiatu. Dla uzyskania preparatow trwatych, np. do
celéw szkoleniowych, mozna wykonane rozmazy lekko
podsuszy¢, utrwali¢ metanolem absolutnym i zabarwic¢
odczynnikiem Giemsy.

Z0t6 pobiera sie zazwyczaj jednokrotnie, najlepiej po za-
konczeniu cyklu badan katu. Do laboratorium powinna
by¢ dostarczona w temperaturze pokojowe;.

3.4. Materiat pobrany z jamy ustnej

W materiale pobranym z jamy ustnej, mozna niekiedy
stwierdzi¢ pierwotniaki z rodzajow Entamoeba i Tricho-
monas. Wykonuije sie preparat bezposredni z materiatu
pozyskanego przez pocieranie btony sluzowej dzigset
i/lub policzka wymazowka zwilzong 0,9% NaCl.

Najwiekszg wartos¢ diagnostyczng ma preparat wyko-

nany przy pacjencie i analizowany bezposrednio po wy-
konaniu. W przypadku przesytania materiatu do badania
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do innej jednostki: zwilzong 0,9% NaCl wymazowke
z materiatem powinno sie transportowac¢ w tempera-
turze 4 — 8°C. Optymalnie preparat wykonac i analizo-
wac do 1 — 2 godz. od pobrania.

3.5. Krew

Badania wykonuje sie przy podejrzeniu malarii, fila-
rioz, trypanosomoz lub babeszjozy najczesciej u osob
powracajgcych z terendbw endemicznego wystepowa-
nia tych pasozytow, gtoéwnie z krajéw tropikalnych lub
subtropikalnych.

3.5.1. Pobieranie i transport materiatu

Krew do badan nalezy pobra¢ przed rozpoczeciem
leczenia:

* w przypadku podejrzenia malarii lub babeszjozy
bezzwtocznie, takze pomimo zastosowania
wczesniej srodkow farmakologicznych,

* w przypadku podejrzenia filarioz nie jest konieczne
natychmiastowe pobranie materiatu.

Liczba pobran materiatu i zastosowana metoda za-
lezg od rodzaju podejrzewanej inwazji pasozytniczej.

Do badan w kierunku malarii i babeszjozy najlepiej
pobra¢ krew wtosniczkowg z opuszki palca i wyko-
nac preparaty bezposrednio po pobraniu. Jezeli nie
jest to mozliwe, nalezy pobrac¢ krew wtosniczkowa,
ewentualnie krew zylng do probdwki z EDTA, ale roz-
mazy powinny by¢ wykonane do 1 godz. od pobra-
nia krwi. Nalezy wykonac¢ po 2 — 3 preparaty kazdego
rodzaju (cienki rozmaz i grubg krople). W przypadku
niewykrycia zarodzcéw malarii (Plasmodium spp.)
w pierwszym badaniu, badania nalezy powtorzy¢
2 — 3razy w ciggu doby przez 3 kolejne dni.

Jesli laboratorium nie dysponuje mozliwosciami dia-
gnostyki w kierunku wymienionych pasozytow, zaleca
sie wykonac rozmazy i wraz z krwig pobrang na EDTA
przesta¢ do odpowiedniej placowki.

Uwaga: Przy braku catodobowego dostepu do ba-
dan parazytologicznych, szpital powinien zapewnic¢
mozliwos¢ wykonywania szybkich testow immu-
nochromatograficznych wykrywajgcych antygeny
zarodzcow, przy jednoczesnym przygotowaniu
rozmazow krwi, do badania mikroskopowego.
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Do badan w kierunku trypanosom i mikrofilarii pobie-
ra sie krew zylng na EDTA. W diagnostyce zarazenia
swidrowcami (Trypanosoma spp.), przy ujemnym
wyniku, badania nalezy powtarzac¢ jeden raz dzien-
nie przez trzy kolejne dni. Podczas pobierania krwi
w kierunku filarioz nalezy pamietac¢ o periodyczno-
sci wystepowania niektérych mikrofilarii we krwi
obwodowej (np. dzienna w przypadku zarazenia
Loa loa i nocna w przypadku Wuchereria bancrofti).
Przy braku podejrzenia co do gatunku filarii krew
nalezy pobierac co 8 — 12 godz. przez trzy kolejne
dni. W poczatkowym okresie inwazji, gdy pasozyty
sg jeszcze niedojrzate, wynik badania bezposrednie-
go krwi jest ujemny. Wuchereria bancrofti dojrzewa
okotfo 2 miesiecy, a Loa loa od 1 do 2 lat.

3.5.2. Procedury mikroskopowego badania krwi

Badanie probki krwi powinno obejmowac (w zalezno-
$ci od podejrzewanej parazytozy):

* preparat (rozmaz bezposredni) w soli fizjologicz-
nej — tylko w celu obserwacji ruchu, swidrowcow
i mikrofilarii;

* cienki barwiony rozmaz (utrwalony) — w kierunku
wszystkich gatunkdw pasozytdw krwi, szczegdlnie
wywotujgcych malarie, babeszjoze, trypanosomozy;,

* nieutrwalony preparat barwiony, tzw. grubg krople
— w kierunku wszystkich pasozytow krwi;

Uwaga: Wynik ujemny badania w kierunku malarii
i babeszjozy nie moze by¢ wydany bez obejrzenia
grubej kropli.

* koncentracje wg Knotta — w kierunku mikrofilarii,
przydatng zwtaszcza u 0sob jedynie odwiedzajg-
cych kraje endemicznego wystepowania filarioz,
u ktérych bardzo rzadko wystepuje liczna inwazja
dajgca tatwo wykry¢ mikrofilarie w bezposrednim
rozmazie krwi.

Rekomendowane metody barwienia rozmazow krwi:

* cienkie rozmazy krwi mozna barwic, stosujgc
metode Pappenheima (May-Grinwald, Giem-
sa) lub tylko odczynnikiem Giemsy po uprzed-
nim utrwaleniu metanolem absolutnym (metoda
Giemsy) w celu wykrycia i identyfikacji wszyst-
kich pasozytow krwi;
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* grube krople barwi sie odczynnikiem Giemsy bez
uprzedniego utrwalania;

* barwienie hematoksyling — w kierunku wykrycia
i réznicowania mikrofilarii. W barwieniu odczynni-
kiem Giemsy stabo wybarwia sie ostonka, a dobrze
jadra komaorkowe mikrofilarii, natomiast w przy-
padku barwienia hematoksyling dobrze wybarwia
sie zarowno ostonka, jak i jgdra komoérkowe, lecz
metoda ta jest bardziej ztozona i dlatego nie sto-
suje sie jej przy wstepnej ocenie.

3.5.3. Ocena preparatu

Badajgc grubg krople, nalezy przegladac
100 - 200 pol widzenia (pw) lub wiecej w celu
wykrycia pierwotniakow pod powiekszeniem
obiektywu 100x. W przypadku cienkiego roz-
mazu wykonywanego w diagnostyce malarii,
babeszjozy i trypanosomozy nalezy obejrzec
200 - 300 pw pod powiekszeniem obiektywu
100x. Preparat grubej kropli, ktéry jest okoto
20-krotnie gestszy niz cienki rozmaz, pozwala
na szybsze wykrycie pasozytéw w materiale, lecz
proces hemolizy krwinek, ktora jest niezbedna, aby
byto mozliwe wykrycie pierwotniakow w grubej
warstwie krwi, powoduje tez znieksztatcenie paso-
zytow, co utrudnia lub uniemozliwia ich identyfika-
cje gatunkowa. Z kolei w cienkim rozmazie mozna
zaobserwowac charakterystyczne cechy morfolo-
giczne pasozytow i zaatakowanych erytrocytow
oraz policzy¢ parazytemie, jednak ogladanie pre-
paratu trwa dtuzej. Ogladanie grubej kropli przez
5 min jest poréwnywalne z oglagdaniem cienkie-
go rozmazu przez 30 min. Parazytemie w ma-
larii i babeszjozie nalezy okresli¢ jako procent
zarazonych erytrocytow (bez wzgledu na liczbe
zawartych w nich pasozytow) do co najmniej
500 wszystkich krwinek policzonych. W przypad-
ku malarii nie liczy sie erytrocytéw zawierajgcych
gametocyty.

* W badaniach w kierunku filarioz z materiatu uzy-
skanego metoda koncentracji larw (mikrofilarii) wy-
konuje sie preparat mokry, ktory nalezy obejrzec
w catosci pod powiekszeniem obiektywu 10 — 20x
w celu wykrycia oraz 40x dla potwierdzenia
obecnosci larw. Caty preparat barwiony oglada
sie pod powiekszeniem obiektywu 10 — 20x oraz
100x w celu uwidocznienia szczegdtow morfolo-
gicznych wykrytych mikrofilarii.

|
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3.5.4. Wynik badania mikroskopowego
Wynik powinien zawierac:

nazwe gatunkowa wykrytego pasozyta (w przy-
padku trudnosci z okresleniem gatunku — nazwe
rodzajowg);

postac rozwojowa pasozyta;

parazytemie — procent zarazonych erytrocytow
(cienki rozmaz: Plasmodium spp., Babesia spp.),
liczbe pasozytow w T ul krwi (Trypanosoma spp.),
liczbe mikrofilariiw 1 ml krwi.

3.6. Materiat z uktadu moczowo-ptciowego
Mocz jest materiatem badanym najczesciej w celu
wykrycia jaj Schistosoma haematobium, trofozoitdw
rzesistka pochwowego (Trichomonas vaginalis) (gtéwnie
u mezczyzn), jaj nerkowca (Dioctophyma renale),
rzadziej mikrofilarii.

3.6.1. Badanie mikroskopowe moczu w kierunku
Schistosoma haematobium

Najlepiej bada¢ mocz pobrany dwukrotnie, tj. po
nocy oraz miedzy godz. 12:00 a 15:00, ewentualnie
po wysitku. Zaleca sie pobra¢ 100 — 200 ml moczu
z koncowego strumienia. Niektérzy autorzy poleca-
jg uzycie osadu z catodobowej zbiorki. Probka po-
winna by¢ mozliwie szybko dostarczona do labo-
ratorium w warunkach schtodzenia i bez dostepu
Swiatta w celu zapobiegania wylegowi larw. Zaleca
sie odwirowanie moczu (400 x g przez 5 min) i wy-
konanie preparatu bezposredniego. Preparaty z osa-
du moczu oglada sie pod powiekszeniem obiektywu
10 — 20x. Na wyniku badania nalezy zaznaczy¢ czy jaja
$3 zywe, czy martwe. Jaja martwe sg czesto ciemne ze
zwapniatg lub ziarnistg zawartoscig. W zywych jajach
Schistosoma spp. jest widoczna larwa (miracydium).
Jezeli na szkietku mikroskopowym do kropli moczu
lub katu (z widocznymi jajami pasozyta) doda sie kro-
ple wody, larwy bedg sie rusza¢. W przypadku wyniku
ujemnego rekomendowane jest ponowne pobranie
i badanie moczu w nastepnych dniach.

3.6.2. Badanie moczu lub wydzieliny drég moczowo-
-ptciowych w kierunku Trichomonas vaginalis

Nalezy pobra¢ mocz z poczgtkowego strumienia
(50 = 100 ml), odwirowaé 400 x g przez 5 min i wyko-
nac preparat mokry bezposredni, ewentualnie trwale
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barwiony. Z wymazu z pochwy lub szyjki macicy oglada
sie preparat w soli fizjologicznej. Pomocne moze by¢
rowniez wykonanie preparatu trwale barwionego. Wysu-
szony rozmaz najlepiej utrwali¢ metanolem absolutnym
i barwi¢ odczynnikiem Giemsy, btekitem metylenowym
lub zielenig malachitowg, ewentualnie hematoksyling.

W przypadku podejrzenia rzesistkowicy, przy jednocze-
snym niewykryciu trofozoitéw w badaniu mikroskopo-
wym, zaleca sie zatozenie hodowli in vitro (np. podtoze
Roiron lub inne komercyjne). Preparat mokry oglada
sie pod powiekszeniem obiektywu 40 — 60x, preparat
barwiony zas przy uzyciu obiektywu 100x.

Rekomendowane jest trzykrotne pobranie i badanie ma-
teriatu w przypadku wczesniejszych wynikow ujemnych.

3.7. Materiat z dr6g oddechowych

Materiat z drég oddechowych wykorzystuje sie do
wykrycia Pneumocystis jirovecii, jaj Paragonimus
spp., rzadziej Cryptosporidium spp., Entamoeba hi-
stolytica i larw Strongyloides stercoralis. Sporadycz-
nie mozna takze wykry¢ larwy Ascaris lumbricoides,
Ancylostoma duodenale, Necator americanus, ale
tylko w okresie ich wedrowki przez ptuca. Materiat,
w tym poptuczyny oskrzelowo-pecherzykowe (BAL; ang.
bronchoalveolar lavage) lub plwocine pobrang rano, na-
lezy jak najszybciej dostarczy¢ do laboratorium w tem-
peraturze pokojowej. Trzeba pamietac, ze w przypadku
petzakowicy trofozoity mogg ulec degradacji w ciggu
kilku godzin. Po odwirowaniu materiatu (500 x g przez
5 min) wykonuje sie preparat bezposredni, ktory w razie
potrzeby utrwala sie i barwi. Jezeli plwocina jest kle-
ista, przed wirowaniem mozna dodac réwng objetosc
substancji mukolitycznej, np. acetylocysteine (ACC).
W przypadku podejrzenia petzakowicy ptucnej plwo-
cine rozcienczyc¢ tylko w 0,9% NaCl.

3.8. Aspiraty

3.8.1. Ptyn mézgowo-rdzeniowy

Materiat ten stosuje sie do wykrywania zarazenia pa-
sozytami osrodkowego uktadu nerwowego, w tym
Swidrowcem gambijskim (Trypanosoma brucei gam-
biense) i $widrowcem rodezyjskim (Trypanosoma bru-
cei rhodesiense), petzakami amfizoicznymi (Acantha-
moeba spp., Naegleria fowlerii Balamuthia mandrillaris)
oraz Toxoplasma gondii. Materiat w objetosci 5 — 10 ml
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nalezy pobrac¢ do jatowego pojemnika i dostarczyc¢
bezzwtocznie do laboratorium (transport w tempera-
turze pokojowej).

Preparaty w kierunku Trypanosoma spp. i Toxoplasma
gondii mozna barwi¢ odczynnikiem Maya-Grunwalda,
a nastepnie Giemsy lub tylko odczynnikiem Giemsy po
uprzednim utrwaleniu metanolem absolutnym. Prepa-
raty w kierunku petzakéw amfizoicznych barwi sie he-
matoksyling lub trichromem.

Uwaga: W badaniach w kierunku Toxoplasma gondii
i petzakéw amfizoicznych wynik nalezy potwierdzi¢
metodami biologii molekularne;j.

3.8.2. Aspiraty z torbieli wgtroby

Materiat ten wykorzystuje sie do badan na obecnosc¢
protoskoleksow i hakow bgblowca jednojamowego
(Echinococcus granulosus). Badanie powinno by¢ wyko-
nane w ciggu 24 godz. od pobrania materiatu; transport
i przechowywanie probek do czasu badania w temp.
4 - 10°C. Ptyn z torbieli nalezy wirowac przy 500 x g
przez 10 min i z osadu przygotowac co najmniej trzy
preparaty bezposrednie. Oglgdac pod powiekszeniem
obiektywu 10 — 20x.

3.8.3. Materiat pobrany podczas rektoskopiilub z ropni
wqtroby/ptuc

Obecnos¢ Entamoeba histolytica lub Balantidium
coli bada sie w materiale pobranym przy Scianie jeli-
ta (ze zmian na btonie $luzowej), w przypadku petza-
kowicy pozajelitowe]j réwniez w materiale pobranym
z ropnia (przy $cianie ropnia). Materiat powinien by¢
zmieszany z 0,9% NaCl i badany (w czasie do 30 min)
pod mikroskopem przy powiekszeniu obiektywu
40 — 60x. Mozna wykonac preparaty trwale barwione
(trichrom, hematoksylina).

3.8.4. Materiat z narzqdow limfatycznych, w tym szpiku
kostnego

Ptyn aspirowany z powiekszonych weztéw chtonnych
bada sie w kierunku obecnosci postaci trypomastigota
Trypanosoma brucei gambiense lub Trypanosoma brucei
rhodesiense. W postaci trzewnej leiszmaniozy, w celu
wykrycia zarazenia, materiat uzyskuje sie poprzez biop-
sje cienkoigtowg najczesciej szpiku kostnego lub rzad-
ko (ze wzgledu na inwazyjnosc¢ zabiegu) sledziony i po-
szukuje postaci amastigota Leishmania spp. W kazdym

8
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przypadku nalezy wykonac rozmazy, utrwali¢ je w me-
tanolu absolutnym i wybarwi¢ odczynnikiem Giemsy.

3.8.5. Materiat aspirowany ze zmian skornych
lub preparat odciskowy

Badanie materiatu pozwala na wykrycie postaci ama-
stigota w leiszmaniozach skornych lub skérno-slu-
zoéwkowych. W przypadku skérnych zmian mokrych
najprosciej jest wykonac¢ preparat odciskowy (steryl-
ne szkietko mikroskopowe przyciska sie do zmiany,
na szkietku pozostaje wysiek). Pobrany materiat nalezy
wysuszy¢, utrwali¢ metanolem absolutnym i zabarwic
odczynnikiem Giemsy. W przypadku wyniku ujemnego
badanie zaleca sie powtorzyc.

3.9. Materiat tkankowy

Fragmenty tkanek tgcznie z materiatem biopsyjnym
i sekcyjnym badane sg zarowno przez histopatologow,
jak i parazytologow.

Materiatem do badan sa:

* najczesciej tkanki utrwalone w formalinie i barwio-
ne z zastosowaniem tradycyjnych metod;

* rzadziej Swieza, niebarwiona tkanka, np. wycinek
miesnia naramiennego w kierunku wiosnicy, wy-
cinek btony sluzowej prostnicy w kierunku schi-
stosomozy.

W wiekszosci przypadkdw wystarczajgce jest barwie-
nie preparatow hematoksyling i eozyng. Przy podejrze-
niu zarazenia Echinococcus multilocularis wykonywane
jest dodatkowo barwienie PAS, natomiast w przypadku
leiszmaniozy odczynnikiem Giemsy.

3.9.1. Materiat tkankowy do badain w kierunku wtosnicy

Pobrany do badan parazytologicznych wycinek mie-
$nia naramiennego lub brzuchatego tydki (okoto 0,5 g)
nalezy przestac do laboratorium w 0,9% NaCl. W celu
wykrycia larw witosni (Trichinella spp.) stosuje sie dwie
metody: kompresorowa i trawienie sztucznym sokiem
zotgdkowym. Metoda trawienia jest czulsza, ale lar-
wy nieinwazyjne (obecne we wczesnej inwazji) moga
ulec strawieniu. Zaleznie od mozliwosci laboratorium,
wymienione metody mozna zastgpic¢ technikg PCR,
ktora pozwala dodatkowo okresli¢ gatunek Trichinella,
jednakze dla potrzeb klinicznych okreslenie gatunku
nie jest konieczne.

I diagnostyka laboratoryjna Journal of Laboratory Diagnostics

3.9.2. Materiat tkankowy stosowany do badan
w kierunku leiszmaniozy

Materiatem do badari moze by¢ tkanka pobrana z brzegu
zmiany skornej w przypadku zmian suchych lub zmiany
mokrej (gdy wynik badania preparatu odciskowego jest
ujemny). Po wykonaniu preparatéw histopatologicz-
nych czes¢ z nich barwi sie hematoksyling i eozyng,
a czes¢ barwnikiem Giemsy. Mozna wykonac takze
badanie metodg PCR, ktdre jest czulsze, a poszerzone
o sekwencjonowanie produktu PCR umozliwia okresle-
nie gatunku Leishmania spp.

3.9.3. Materiat stosowany do badain w kierunku
petzakow amfizoicznych (pierwotnie
wolnozyjgcych)

W diagnostyce petzakéw amfizoicznych zaleca sie ob-
serwacje preparatéw bezposrednich (niebarwionych)
oraz barwionych hematoksyling lub trichromem.

Materiatem do badan moga byc¢:

* ptyn mdézgowo-rdzeniowy;

 fragmenty mozgu lub innych tkanek
zmienionych chorobowo;

* zeskrobiny z rogowki;

* materiat pozyskany z soczewek kontaktowych
i ptynu do przechowywania soczewek.

3.10. Materiat do badan w kierunku statych
ektopasozytow
W przypadku podejrzenia zarazenia Swierzbowcem
(Sarcoptes scabiei) pobiera sie materiat ze zmian skor-
nych (zeskrobiny), a przy podejrzeniu zarazenia nuzen-
cem (Demodex folliculorum i Demodex brevis) — oprocz
zeskrobin — pobiera sie rzesy, tres¢ gruczotow tojo-
wych i torebek wtosowych. Materiat ze zmian skornych
moga pobiera¢ wytgcznie upowaznione osoby, zgodnie
z obowigzujgcymi przepisami. Pobrany materiat oce-
nia sie od razu po pobraniu. Zeskrobiny skory i tres¢
gruczotdéw tojowych po umieszczeniu na szkietku pod-
stawowym nalezy przeswietli¢ ptynem Hoyera lub 5%
roztworem KOH lub NaOH. Gdy preparat jest gesty,
moze byc¢ konieczne odczekanie 1 — 2 godz. w celu
lepszego przeswietlenia.

W przypadku podejrzenia wszawicy pobiera sie mate-

riat z powierzchni skoéry, nasady wtoséw lub odziezy
(fatdy, szwy).
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W pobranym materiale poszukuje sie ektopasozytow
(formy doroste, nimfy lub jaja) i ocenia makroskopowo,
pod matym powiekszeniem lupy (powiekszenie 5 — 10x)
lub mikroskopowo (powiekszenie obiektywu 10 — 20x).

Jezeli dostarczono do laboratorium ruchliwe osobniki
stawonogow, materiat przed badaniem mozna zamro-
zi¢ do nastepnego dnia.

U pacjentow wracajgcych ze strefy tropikalnej lub sub-
tropikalnej wystepuje niekiedy zmiana skorna spowo-
dowana bytujgcg w tkance larwg muchy. Najczescigj

jest to larwa muchy Dermatobia hominis (Ameryka
Potudniowa i Srodkowa) lub Cordylobia anthropophaga
(Afryka). Zdarza sie réwniez (gtéwnie pomiedzy palca-
mi stopy lub pod paznokciem) ranka, w ktérej bytuje
samica pchty piaskowej (Tunga penetrans). Materia-
tem do badan sg usuniete ze zmian pasozyty, ktore
oglada sie makro- lub mikroskopowo pod powieksze-
niem obiektywu 5-10x.

Wykaz rodzajow materiatu diagnostycznego badanego
metodami mikroskopowymi, jako podstawowy w wy-
krywaniu wybranych pasozytow, przedstawia tabela I.

Tabela |. Rodzaje materiatu badanego jako podstawowy w mikroskopowym wykrywaniu wybranych pasozytéw.

RODZAJ

LR MATERIALU

PASOZYTY

Kat

Giardia intestinalis, Blastocystis spp., Entamoeba histolytica sensu lato,
Cryptosporidum spp., Cyclospora cayetanensis, Cystoisospora belli,
Balantidium coli, Dientamoeba fragilis, mikrosporydia* Taenia sagina-
ta/T. solium**, Dibothriocephalus latus (= Diphyllobothrium latum), Ro-
dentolepis nana (= Hymenolepis nana), Hymenolepis diminuta, Ascaris
lumbricoides, Trichuris trichiura, Strongyloides stercoralis, Ancylosto-
ma duodenale, Necator americanus, Trichostrongylus spp., Fasciola he-
patica, Opisthorchis felineus, Clonorchis sinensis, Fasciolopsis buski,
Schistosoma spp., Paragonimus spp. Na wyniku badania wykazuje sie
takze obecnos¢ pierwotniakdw uznawanych za niepatogenne, np. Enta-
moeba coli, Entamoeba hartmanni, Endolimax nana, lodamoeba buetschlii
(= lodamoeba biitschlii), Chilomastix mesnili, Pentatrichomonas hominis

* Dawniej zaliczane do pierwotniakéw, obecnie o niejasnej pozycji
taksonomiczne;j,

** W kale najczesciej wykrywa sie cztony (nie jaja) Taenia saginata lub Taenia
solium

Wymaz
okotoodbytniczy

Enterobius vermicularis

Krew

Plasmodium spp., Babesia spp., Trypanosoma spp., mikrofilarie filarii
tropikalnych: Wuchereria bancrofti, Loa loa, Mansonella spp., Brugia
malayi, Brugia timori; rzadziej mirofilarie Dirofilaria spp.

Materiat z uktadu
moczowo-ptciowego

Schistosoma haematobium, Trichomonas vaginalis, rzadziej
Dioctophyma renale

Materiat z drég
oddechowych

Pneumocystis jirovecii*, Paragonimus spp., rzadziej Strongyloides
stercoralis, Cryptosporidium spp., mikrosporydia

* Gatunek dawniej zaliczany do pierwotniakéw, obecnie do grzybow

Ptyn mézgowo-
-rdzeniowy

Trypanosoma brucei gambiense, Trypanosoma brucei rhodesiense,
petzaki amfizoiczne (Acanthamoeba spp., Naegleria fowleri
i Balamuthia mandrillaris), Toxoplasma gondii

Tre$¢ dwunastnicza
i z6t¢

Giardia intestinalis, Strongyloides stercoralis, Fasciola hepatica
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Tabela |. Rodzaje materiatu badanego jako podstawowy w mikroskopowym wykrywaniu wybranych pasozytéw.

Materiat z rektoskopii
8. lub
z ropni watroby/ptuc

Entamoeba histolytica, Balantidium coli

Materiat z narzadéw
9. limfatycznych, w tym

Leishmania spp.
szpiku : 18 PP

Trypanosoma brucei gambiense, Trypanosoma brucei rhodesiense,

10. Wycinek migs$nia Trichinella spp.

Materiat ze zmian

skérnych:

— zeskrobiny lub tres¢
gruczotow tojowych
i torebek
wiosowych;

— wysiek ze zmian lub
wycinek.

11 Demodex spp.,

Leishmania spp.

Sarcoptes scabiei,

Materiat z tkanki ) _
12. podskérnej Dirofilaria spp.

4. PARAZYTOLOGICZNA
DIAGNOSTYKA
IMMUNOLOGICZNA

4.1. Wykrywanie w surowicy swoistych
przeciwciat (IgG, IgM, IgA i IgE)
wytwarzanych przez cztowieka po
kontakcie z pasozytem

Badania te wykonuje sie w przypadku podejrzenia o pa-
razytoze (zwtaszcza pozajelitowa), gdy pobranie ma-
teriatu do badan bezposrednich jest zabiegiem inwa-
zyjnym. Wykorzystywane sg takze jako uzupetnienie
diagnostyki przy ujemnym wyniku badan mikroskopo-
wych lub w celu retrospektywnego potwierdzenia prze-
bycia parazytozy (zwtaszcza podczas pobytu w krajach
tropikalnych lub subtropikalnych) lub okreslenia fazy
zarazenia/wznowy np. Toxoplasma gondii. W przypad-
ku zestawow komercyjnych nalezy postepowac sScisle
wedtug instrukgcji producenta. W kazdym przypadku na-
lezy podac interpretacje uzyskanych wynikow.

Do badan serologicznych zaleca sie pobranie od 3 do
4 ml krwi do probéwki bez antykoagulantu. Najcze-
sciej pacjent nie musi by¢ na czczo, moze byc¢ po lek-
kim positku, chyba ze producent testu zaleca inaczej.

Surowice schtodzong nalezy dostarczy¢ do laborato-
rium do 24 godz. od pobrania krwi lub transportowac
w stanie zamrozonym.

W Polsce wykrywanie swoistych przeciwciat stosuje
sie w przypadku:

a) podejrzenia rodzimych parazytoz, w tym:

* toksoplazmozy - jako badania podstawowe (IgG -
wynik wyrazony w jednostkach miedzynarodowych,
IgM, IgA, awidnos¢ 1gG);

° toksokarozy - jako badanie podstawowe (IgG),
wskazany test potwierdzenia Western blot;

* bablowicy — jako uzupetnienie badan obrazowych,
do wykrywania i réznicowania gatunkow bablowcsa;
oznacza sie poziom przeciwciat w klasie 1gG, sto-
sujac test ELISA w kierunku diagnostyki Echino-
coccus spp., w celu potwierdzenia lub wykluczenia
dodatniego lub granicznego wyniku uzyskanego
testem ELISA i okreslenia gatunku tasiemca na-
lezy wykonac test Western blot; w przypadkach
nierozstrzygnietych wykonuje sie dodatkowo
test ELISA zawierajgcy antygeny Em2/Em2plus,
ktorego wynik dodatni wskazuje na zarazenie
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Echinococcus multilocularis; ujemny wynik bada-
nia serologicznego nie zawsze wyklucza zaraze-
nie Echinococcus spp.;

wagrzycy — jako uzupetnienie badan obrazowych
(oznacza sie poziom przeciwciat w klasie 1gG);
wynik dodatni powinien by¢ potwierdzony testem
Western blot; wynik ujemny nie wyklucza zarazenia
tasiemcem uzbrojonym (Taenia solium), poniewaz
w przypadku zwapniatych wagrow przeciwciata
moga nie by¢ wytwarzane; przy podejrzeniu wa-
grzycy osrodkowego uktadu nerwowego wskazane
jest takze badanie w kierunku przeciwciat w ptynie
mdzgowo-rdzeniowym;

wtosnicy — czesto wynik badania serologicznego
w trichinellozie staje sie dodatni dopierow 2.— 3.
tygodniu od wystgpienia objawow alergicznych;
fascjolozy — jako rozszerzenie diagnostyki przy
ujemnym wyniku mikroskopowego badania katu,
jako badanie podstawowe w pierwszych 3 — 4 mie-
sigcach od wystgpienia objawdw klinicznych, po-
niewaz pasozyty moga byc¢ jeszcze niedojrzate
lub moze ich jeszcze nie by¢ w przewodach zot-
ciowych; przeciwciata mogag by¢ obecne juz po
2 tygodniach od zarazenia motylicg watrobowg
(Fasciola hepatica); w przypadku wyniku ujemne-
go badanie mozna powtérzyc¢ po 2 — 3 tygodniach;
askariozy — jako uzupetnienie badan diagnostycz-
nych w pierwszych 2 miesigcach od zarazenia gli-
stg ludzka (Ascaris lumbricoides), przy ujemnym
wyniku mikroskopowego badania katu (niedojrzata
glista nie sktada jaj lub w jelicie jest tylko samiec);
wynik badania nie zawsze jest miarodajny ze wzgle-
du na niskg swoistosc¢ testow. Obecnie brak testu
potwierdzenia Western blot;

° wegorczycy — jako uzupetnienie diagnostyki u pa-
cjentow z wysoka eozynofilig przy ujemnym wyniku
badania katu w kierunku Strongyloides stercoralis.

Uwaga: W diagnostyce giardiozy zaleca sie mikrosko-
powe badanie katu oraz stosowanie testow wykrywajg-
cych antygeny (koproantygeny) G. intestinalis. Badanie
obecnosci przeciwciat w przypadku podejrzenia zara-
zenia Giardia intestinalis nie jest diagnostycznie przy-
datne, pomimo dostepnych na rynku testow — ELISA
i immunofluorescencyjnego. W testach serologicz-
nych do diagnostyki pasozytow bytujgcych w Swie-
tle przewodu (np. jelita) czesto uzyskuje sie fatszywie
dodatnie wyniki bedace efektem reakgji nieswoistych.
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b) podejrzenia chordb tropikalnych, u oséb powra-
cajgcych lub przyjezdzajgcych z regiondw tropikal-
nych lub subtropikalnych, w tym:

* malarii — najczesciej dla retrospektywnego po-
twierdzenia lub wykluczenia przebycia parazytozy;,

* amebozy inwazyjnej (tkankowej) — jako potwier-
dzenie inwazji Entamoeba histolytica do tkanek;
w petzakowicy jelitowe]j nieczerwonkowej testy
serologiczne sg niemiarodajne, natomiast brak
petzakow w kale nie wyklucza petzakowicy po-
zajelitoweyj;

* leiszmaniozy trzewnej — w celu potwierdzenia
zarazenia przy braku lub ujemnym wyniku badan
mikroskopowych (np. szpiku kostnego) lub mole-
kularnych; w rozmazach krwi obwodowe] pasozyt
jest rzadko wykrywany;

¢ filarioz — jako rozszerzenie diagnostyki przy ujem-
nym wyniku badan mikroskopowych krwi; bada-
nia serologiczne stanowig podstawe diagnostyki
w okresie prepatentnym;

* schistosomoz — jako rozszerzenie diagnostyki przy
ujemnym wyniku badar mikroskopowych katu lub
moczu, a takze jako badanie podstawowe w cza-
sie pierwszych 2 — 3 miesiecy, ale nie wczesniegj
niz 4 tygodnie od zarazenia;

° paragonimozy — jako rozszerzenie diagnostyki
przy ujemnym wyniku badan mikroskopowych
katu i/lub plwociny;

° trypanosomozy amerykanskiej (choroby Chaga-
sa) — jako podstawa diagnostyki w przewlekte;
fazie zarazenia Trypanosoma cruzi.

4.2. Wykrywanie swoistych przeciwciat
w ptynach ustrojowych

Badanie wykonuje sie przy podejrzeniu:

* parazytoz osrodkowego uktadu nerwowego (np.
wagrzycy, rzadziej toksoplazmozy, toksokarozy) —
badanie ptynu mézgowo-rdzeniowego,

* postaci ocznej toksokarozy i toksoplazmozy —
badanie ptynu z przedniej komory oka.

4.3. Badanie na obecnos¢ antygenow
pasozytow

Materiatem do badan jest najczesciej kat lub krew pobra-
nana EDTA (0,5 - 1 ml). Badania wykonywane sg z wyko-
rzystaniem testow komercyjnych, zgodnie z zaleceniami

|
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producenta. Jezeli nie ma mozliwosci wykonania tego
badania na miejscu, nalezy przesta¢ pobrany materiat do
24 godz. w temperaturze 4 — 8°C do laboratorium, w kto-
rym takie badanie jest wykonywane.

4.3.1. Wykrywanie antygenow (koproantygenow) w kale

Dostepne sg komercyjne certyfikowane (IVD) zestawy
do wykrywania w kale antygendow:

* Giardia intestinalis (test immunochromatograficzny,
ELISA, test immunofluorescencji bezposredniej);
Cryptosporidium spp. (test immunochromatogra-
ficzny, test immunofluorescencji bezposredniej);

* Entamoeba histolytica sensu lato (test immuno-
chromatograficzny);

* Entamoeba histolytica sensu stricto (testimmuno-
chromatograficzny);
mikrosporydiéw (test immunofluorescencji bez-
posredniej).

4.3.2. Wykrywanie antygenéw w wydzielinie z pochwy
lub w moczu

Dostepne sg testy immunochromatograficzne wykry-
wajgce antygeny Trichomonas vaginalis.

4.3.3. Wykrywanie antygenow we krwi

4.3.3.1. Diagnostyka zarazenia Plasmodium spp.

Test immunochromatograficzny jest wykorzystywany do
wykrywania antygenow Plasmodium falciparum, Plasmo-
dium vivax, Plasmodium ovale i Plasmodium malariae. Wy-
kazano, ze test lepiej sprawdza sie w rozpoznawaniu Pla-
smodium vivax i Plasmodium falciparum, a w przypadku
zarazenia Plasmodium ovale i Plasmodium malariae czesciej
mozna uzyskac wyniki fatszywie ujemne. Obecnie nie jest
dostepny test w kierunku zarazenia Plasmodium knowlesi.

Uwaga: Uzyskane wyniki nalezy zweryfikowac
badaniem mikroskopowym rozmazéw krwi pobrane;
w tym samym czasie ze wzgledu na mozliwosé
wystapienia reakcji nieswoistych (zaréwno
fatszywie dodatnich, jak i fatszywie ujemnych).

4.3.3.2. Diagnostyka zarazenia Wuchereria bancrofti
Dostepne sg testy ELISA i immunochromatograficzny do
wykrywania obecnosci antygenu Wuchereria bancrofti.
Ich zaletg jest to, ze moment pobrania krwi do badania
nie wptywa na uzyskany wynik (test jest niezalezny od
periodyki mikrofilarii we krwi obwodowe;j).

I diagnostyka laboratoryjna Journal of Laboratory Diagnostics

5. PARAZYTOLOGICZNA
DIAGNOSTYKA MOLEKULARNA

Wskazaniami do wykonania badan molekularnych sa:

* trudnosci w réznicowaniu gatunkow podobnych
lub identycznych morfologicznie;

* potrzeba wykonania badan potwierdzajacych;

* trudnosci w rozpoznaniu inwazji mieszanej
Plasmodium spp.

Do wykrywania materiatu genetycznego pasozytow
zaleca sie stosowa¢ wystandaryzowane, zwalidowa-
ne (z certyfikatami IVD/IVDR i CE) testy diagnostycz-
ne zawierajgce protokot wykonania oraz odczynniki
(w tym startery i proby kontrolne), opracowane przez
producenta testu wraz z opisem wskazanej aparatury.

W przypadku stosowania innych testow molekularnych
laboratorium powinno opracowac protokoét wykonania
badania uwzgledniajgcy:

* sekwencje starterow oraz warunki reakcji opisa-
ne w publikacjach zamieszczonych w recenzowa-
nych czasopismach naukowych lub dostepnych
w Bankach Gendw;
kontrolne wzorce masy molekularnej, pozwalajgce
na okreslenie wielkosci otrzymanego produktu PCR
(stosowane podczas prowadzonej elektroforezy);
sekwencjonowanie jako metode potwierdzajgca
swoistos¢ uzyskanego produktu PCR.

Materiat do badan molekularnych moze by¢ nieutr-
walony (badany zaraz po pobraniu) albo dostarczo-
ny jak najszybciej w stanie schodzonym lub zamro-
zony badz utrwalony w alkoholu etylowym 70 — 96%.
Nie nalezy uzywac formaliny jako utrwalacza, ponie-
waz zmniejsza skutecznosc¢ izolacji DNA i zaktoca
przebieg reakcji PCR.

W praktyce najczesciej badane sa:

* ptyn owodniowy — w przypadku podejrzenia tok-
soplazmozy wrodzonej;
ptyn mozgowo-rdzeniowy — w przypadku podej-
rzenia neurotoksoplazmozy;

¢ krew (pobrana na EDTA) - przy trudnosciach dia-
gnostycznych w podejrzeniu malarii lub babeszjozy;
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¢ szpik kostny (pobrany na EDTA) - przy trudno-
sciach diagnostycznych w podejrzeniu leiszma-
niozy trzewne;j;

* poptuczyny oskrzelowo-pecherzykowe (BAL), rza-
dziej plwocina — przy podejrzeniu pneumocystozy;

* kat — w celu réznicowania Entamoeba histolytica
sensu lato; wykrywania: Dientamoeba fragilis,
Cyclospora cayetanensis, mikrosporydiow, ewentualnie
roznicowania gatunkow z rodzaju Cryptosporidium;

* tkanka, aspiraty — przy diagnozowaniu bgblowicy,
roznicowaniu gatunkéw (genotypdw) z rodzajow
Leishmania i Acanthamoeba.

6. HODOWLA PASOZYTOW IN VITRO

Hodowle in vitro wykorzystuje sie w celu zwiekszenia wy-
krywalnosci niektorych gatunkéw pierwotniakow oraz hel-
mintow lub réznicowania larw filariopodobnych z rodzajow:
Strongyloides, Ancylostoma, Necator i Trichostrongylus.

Obecnie w diagnostyce parazytologicznej hodowle sto-
suje sie gtownie w przypadku podejrzenia zarazenia:

¢ Strongyloides spp., Ancylostoma spp., Necator spp.,
Trichostrongylus spp.— najczesciej zaktada sie ho-
dowle (z katu) w probdwce wedtug Harady-Moriego;

* Acanthamoeba spp. — materiat kliniczny (m.in.: wy-
magz z oka, zeskrobiny z rogéwki), soczewki kontak-
towe nalezy transportowac w probdwce z 0,9% NaCl
do 12 godz. w temperaturze pokojowej (do 25°C);

* rzesistkiem pochwowym (Trichomonas vagina-
lis) = materiatem do badania mogg by¢ wymaz
z pochwy oraz cewki moczowej (wymazy pobiera
sie standardowo za pomoca jatowej wymazowki),
mocz (pierwszy poranny mocz, poczgtkowy stru-
mien; pobrany do sterylnego pojemnika, pojem-
nik napetniony do 2/3); materiaty do badan nalezy
transportowac do laboratorium (w jak najkrétszym
czasie od pobrania) w temperaturze pokojowe;j.

7. KONTROLA JAKOSCI BADAN
MIKROSKOPOWYCH

Mikroskop do badan parazytologicznych, w celu moz-
liwosci pomiaru wykrytych form pasozytniczych, po-
winien by¢ wyposazony w okular z podziatkg. Okular
ten oraz kazdy obiektyw powinien by¢ skalibrowany.
Do mikroskopu nalezy dotgczy¢ metryczke kalibracji.
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W przypadku posiadania odpowiedniego wyposazenia
zalecane jest archiwizowanie zdje¢ wykrytych i zidenty-
fikowanych form pasozytéw wraz z informacjg o mate-
riale i powiekszeniu. Wskazane jest takze dokonywanie
pomiaréw pasozytéw w dotgczonym oprogramowaniu.
Wartosci pomiarow powinny by¢ okresowo sprawdzane
z wzorcem, a ukfad optyczny kalibrowany dla kazdego
Z uzywanych obiektywow.

Wskazane jest angazowanie do pracy catego zespotu
upowaznionego do wykonywania badan parazytolo-
gicznych w celu utrzymywania kompetencji personelu.
Ma to szczegdlnie znaczenie w przypadku rzadko wy-
stepujacych pasozytéw. Czestos¢ wykonywania badan
rownolegtych (jedna prébka badana niezaleznie przez
dwach diagnostéw laboratoryjnych) lub tez badan pré-
bek kontrolnych (pozytywnej prébki archiwalnej ponow-
nie badanej przez innego diagnoste laboratoryjnego)
ustala sie w zaleznosci od doswiadczenia personelu
i czestosci wykonywania badan parazytologicznych.

Ponadto kazde medyczne laboratorium diagnostyczne
powinno uczestniczy¢ w wewnatrz- i zewnatrzlaborato-
ryjnych kontrolach jakosci, co okreslajg odrebne przepisy.

7.1. Prébki kontrolne do badan na obecnos¢
pasozytow wystepujacych we krwi

Wskazane jest, aby laboratorium dysponowato zaréwno
materiatem kontrolnym, dzieki ktéremu mozliwe bedzie
okresowe sprawdzanie kompetencji personelu (w tym po-
wtarzalnosc i odtwarzalnosg), jak i metod diagnostycznych
rutynowo stosowanych. Materiat ten moze by¢ przygoto-
wany w laboratorium i wtasciwie rozpoznany (niezbedna
weryfikacja rozpoznania przez specjaliste) lub tez spe-
cjalnie w tym celu zakupiony z certyfikowanego zrodta.

7.1.1. Probki kontrolne do badan w kierunku malarii

Prébki kontrolne do badan:

*wykonuje sie z prébki krwi pobranej na EDTA, za-
wierajgcej co najmniej takg liczbe pasozytow, aby
jeden osobnik znajdowat sie w kazdym z 2 — 3 pal
widzenia; nalezy wykonac cienkie rozmazy i grube
krople, w czasie nie dtuzszym niz 1 godz. od po-
brania krwi od pacjenta;

* rozmazy zabarwic i po wysuszeniu najlepiej (w celu
przedtuzenia trwatosci) przykryé szkietkiem
nakrywkowym po uprzednim zatopieniu w DPX.
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7.1.2. Prébki kontrolne do badan w kierunku innych
gatunkow pasozytow niz pierwotniaki z rodzaju
Plasmodium

Preparatem kontrolnym moze by¢ rozmaz krwi obwo-
dowej trwale barwiony z potwierdzonym gatunkiem,
postacig rozwojowg oraz okreslong parazytemia.

7.2. Probki kontrolne do badan na obecnos¢
pierwotniakow jelitowych

Rozmazy katu zawierajgcego znane pierwotnia-
ki, takie jak np. Giardia intestinalis, Cryptosporidium
spp. nalezy utrwali¢ i wybarwi¢ odpowiednim barw-
nikiem, preparaty przechowywac w pudetku w tem-
peraturze pokojowej. Mozna tez przechowywac kat
0 znanej zawartosci i liczebnosci form pasozytni-
czych przeznaczony do przygotowania probek kon-
trolnych, utrwalony w PVA (konserwuje trofozoity
i cysty) lub w wodnym roztworze formaldehydu (za-
wiesine katu w 0,9% NaCl zmieszac¢ w stosunku 1:1
z 4% roztworem formaldehydu*, konserwacja cyst,
oocyst). Wtedy, w razie potrzeby, wykonuije sie rozmazy
z katu, a nastepnie poddaje barwieniu (rézne metody
barwienia w zaleznosci od gatunku pierwotniaka). Dzie-
ki temu sprawdzi¢ mozna posiadane i przechowywane
barwniki lub tez ich nowa serie przed rozpoczeciem ru-
tynowego stosowania. Cysty i oocysty pierwotniakow
utrwalone w wodnym roztworze formaldehydu moz-
na ogladac¢ w preparatach mokrych, podbarwionych
ptynem Lugola. Zalecamy tez wykonanie dodatko-
wej prébki kontrolnej otrzymanej przez zmieszanie
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7.3. Probki kontrolne do badan na obecnos¢
helmintéw uktadu pokarmowego
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s3 jaja Ancylostoma duodenale, Necator americanus
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nosc¢ sprawia réwniez dobre utrwalenie larw nicieni.
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Z wielkg uwagq zapoznatam sie z wytycznymi dotyczacymi diagnostyki laboratoryjnej w zakresie
parazytologii medycznej. Pragne podkreslic, ze dokument ten odznacza sie nie tylko niezwyktq
aktualnoscig, lecz takze szczegétowoscig i przystepnoscig prezentowanych zalece.

Wytyczne te wnoszq znaczgcy wktad w standaryzacje procedur diagnostycznych, co ma
fundamentalne znaczenie dla zapewnienia jednolitosci i jakosci badai w réznych laboratoriach.
Szczegdlnie nalezy docenié uwzglednienie zaawansowanych metod diagnostycznych, takich jak
techniki molekularne czy immunochemiczine, ktére odgrywajg kluczowqg role w nowoczesnej
diagnostyce parazytologicznej.

Dzieki klarownej strukturze oraz kompleksowemu ujeciu tematu, dokument ten moze stanowié
niezastgpiong pomoc dla diagnostéw laboratoryjnych wykonujacych badania z zakresu parazytologii
medycznej. Uwzglednienie wszystkich aspektéw badania, takich jak pobieranie, przechowywanie
oraz analiza prébek, podkresla wszechstronnosé i wysokg wartosé praktyczng wytycznych.

Wyrazam gtebokie uznanie dla wszystkich autoréw wytycznych za przygotowanie tak rzetelnego
opracowania. Z pewnoscig przyczyni sie ono do poprawy jakosci diagnostyki parazytologicznej
w naszym kraju.

Prof. dr hab. n. med. Barbara Dotegowska
Konsultant Krajowy w dziedzinie diagnostyki laboratoryjnej

Z petnym przekonaniem przesytam pozytywng opinie dla zaktualizowanych wytycznych
w zakresie laboratoryjnych czynnosci w parazytologii medycznej, tak potrzebnych w Srodowi-
sku diagnostéw laboratoryjnych zajmujgcych sie parazytologiq. Obecnie obowigzujgce standar-
dy w zakresie laboratoryjnych czynnosei w parazytologii medycznej, oceny ich jakosei i warto -
Sei diagnostycznej oraz laboratoryjnej interpretacji i autoryzacji wynikéw badai (propozycje)
zostaty opracowane w 2011 roku i bez wqtpienia wymagaty aktualizacji i weryfikacji.

Wyzej wymienione wytyczne zostaty opracowane przez zespét ekspertow, uznanych naukowcedw i praktykow
w zakresie parazytologii medycznej i diagnostyki choréb pasozytniczych. Zawierajq one, opra-
cowane na podstawie doswiadczenia autoréw i aktualnej wiedzy, zalecenia dotyczgce zasad po-
bierania, transportu, konserwacji i przechowywania materiatu biologicznego oraz doboru metod
diagnostycznych, a takze informacje zwigzane z kontrolg jakosci w medycznym laboratorium
diagnostycznym o profilu parazytologicznym.

Z nadziejg, ze przygotowane przez najlepszych specjalistéw, znowelizowane zalecenia i wytycz-
ne, ktére dotyczg laboratoryjnych czynnosci w parazytologii medycznej, zyskajg poparcie odpo -
wiednich gremidw, a tym samym stang si¢ pomocne w codziennej pracy laboratoriéw diagno-
stycznych [ bedq gwarancjg jakosci prowadzonych w nich badai.

dr hab. Joanna Hildebrand, prof. UWr
Prezes Polskiego Towarzystwa Parazytologicznego
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Z prawdziwg radoscig przyjetam informacje o ukazaniu sie¢ nowych wytycznych Polskiego
Towarzystwa Diagnostyki Laboratoryjnej oraz Polskiego Towarzystwa Parazytologicznego
w zakresie laboratoryjnych czynnosci w parazytologii medycznej. Opracowany dokument byt bardzo
oczekiwany przez samorzgd zawodowy diagnostéw laboratoryjnych. Przygotowane wytyczne bedq
duzym wsparciem dla diagnostéw laboratoryjnych zajmujacych sie diagnostykg parazytologiczng,
a ich wdrozenie przyczyni sie do znaczgcego podniesienia jakosci wykonywania czynnosci medycyny
laboratoryjnej w obszarze parazytologii medycznej.

Przekazuje serdeczne podzigkowania dla Polskiego Towarzystwa Diagnostyki Laboratoryjnej oraz
Polskiego Towarzystwa Parazytologicznego za przygotowanie tego bardzo waznego i wyjgtkowego
dokumentu.

W szczegblnosei dziekuje catemu Zespotowi Ekspertow, w sktad ktérego weszli takze cztonkowie
Komisji ds. Parazytologii Medycznej, dziatajgcej przy Krajowej Radzie Diagnostow Laboratoryjnych,

za ich niezwykty wktad, zaangazowanie oraz trud w stworzenie i opracowanie tych wytycznych.

Bardzo ciesze sie, ze Krajowa Izba Diagnostéw Laboratoryjnych mogta wspieraé powstanie tego
dokumentu.

dr n. med. Monika Pintal-Slimak
Prezes Krajowej Rady Diagnostow Laboratoryjnych

|
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