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Coproscopical quantitative methods in the parasitological diagnosis - the use and problems with estimation of their efficiency

Abstract: The article is review about various aspects of coproscopical diagnostic methods. It describes selected methods and factors
having significant influence on their efficiency, including preparation of the specimen, methods of isolation of developmental parasitic
forms and calculating them under a microscope, the influence of feaces and parasitic forms properties and methods of calculating the
multiplication factor to estimation the number of parasitic forms in 1 g of sample. In particular, it discusses problems associated with
estimation the efficiency of these methods and calculation of the real content of the parasitic forms in the sample.
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Wprowadzenie

Srodowiskiem bytowania wiekszo$ci pasozytow we-
wnetrznych jest przewéd pokarmowy. Diagnostyka
tych inwazji jest najczgsciej przeprowadzana za pomoca
metod koproskopowych. Sa to metody szybkie i nie
wymagajace do wykonania zaawansowanego sprzetu.
Jednak ocena preparatéw jest trudna — opiera si¢ na
identyfikacji cech morfologicznych form rozwojo-
wych pasozytéw. Ponadto badanie musi by¢ wykonane
w stosunkowo krotkim czasie ze wzgledu na nietrwa-
fos¢ preparatu diagnostycznego spowodowanego np.
uszkodzeniem osmotycznym form rozwojowych paso-
zytow, opadaniem form pasozytniczych w stupie cieczy,
wysychaniem preparatu. Dlatego tez doswiadczenie
diagnosty laboratoryjnego wykonujacego badanie ma
podstawowe znaczenie dla precyzji badania.

Wirdd technik koproskopowych wyrézniamy metody
jakosciowe — stuzgce jedynie do stwierdzenia inwazji
pasozytniczej i metody ilo§ciowe — umozliwiajace osza-

cowanie liczby form rozwojowych pasozytéw w jedno-
stce masy kalu i pozwalajace na przyblizone okreslenie
intensywno$ci inwazji. Oszacowanie ilosci form paso-
zytniczych w jednostce masy katu jest istotne, ponie-
waz np. wykrycie pojedynczych form rozwojowych
pasozytow w kale nie musi swiadczy¢ o inwazji. Poje-
dyncze formy pasozytnicze wykrywane w kale moga
by¢ jedynie wynikiem biernego pasazu przez przewdd
pokarmowy, a nie inwazji pasozytniczej. Wedlug Boes
oraz Roepstorff [1,20] taki przypadek nalezy bra¢
pod uwage np. przy stwierdzeniu za pomoca metody
McMastera 200 lub mniej jaj Ascaris suum w 1 g katu
$winskiego. Ponadto obecnos¢ w kale nieznacznej iloéci
form pasozytniczych $wiadczacych o niskiej intensyw-
nos$ci inwazji pasozytniczej moze nie wymagac poste-
powania leczniczego. Na przyktad u owiec, u ktérych
w kale obecne sg oocysty kokcydiow w liczbie nie prze-
kraczajacej 20 tysiecy w 1 g kalu na ogot nie stwierdza sie
objawow klinicznych i stan taki nie wymaga interwen-
cji lekarskiej. Przy intensywnej inwazji pasozytniczej
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konieczne jest natomiast bardzo ostrozne postepowanie
terapeutyczne ze wzgledu na ryzyko zatrucia organizmu
zywiciela produktami rozpadu form pasozytniczych lub
zaczopowania §wiatta przewodu pokarmowego obumar-
tymi pasozytami. Oszacowanie liczby jaj pasozytéw ma
réwniez zastosowanie przy wykrywaniu opornosci paso-
zytow na leki przeciwpasozytnicze.

2. Przykladowe ilosciowe metody parazytologiczne

Wisrod ilosciowych metod koproskopowych mozna
wyr6zni¢ metody nie zageszczajace oraz metody umoz-
liwiajace koncentracje form pasozytniczych - techniki
flotacyjne i sedymentacyjne oraz metody bedace pola-
czeniem tych technik. Metodg, w ktorej nie stosuje si¢
technik zageszczajacych form rozwojowych pasozytow
s3 metoda Stoll'a gdzie wykonywana jest jedynie homo-
genizacja probki w odpowiedniej objetosci roztworu
tugu sodowego oraz metoda Caldwell’a - homo-
genizacja probki odbywa si¢ w roztworze podchlorynu
sodu, a 70% roztwor sacharozy utatwia utrzymanie jaj w
zawiesinie. Techniki flotacyjne: metoda McMastera,
Wisconsin, FECPAK, FLOTAC i inne rdznig si¢ rodza-
jem wykorzystywanych komor obliczeniowych, wyste-
powaniem etapu wirowania, réznego rodzaju metodami
homogenizacji badanego materialu oraz rodzajem
zastosowanych plynéw flotacyjnych. Jedna z nielicznych
ilosciowych metod sedymentacyjnych w diagnostyce
parazytologicznej jest metoda SCT (sedimentation and
counting technique) umozliwiajaca wykrycie w tresci
jelit tasiemcow z rodzaju Echinococcus.

Metoda Stoll’a [21,22]. W metodzie tej do 3 g probki
kalu dodaje si¢ 10-M roztwor NaOH (dopelniajac
do objetosci 45 ml). Nastepnie wprowadza si¢ peretki
szklane i wstrzasa naczynie w celu homogenizacji probki.
Zawiesing pozostawia si¢ na 24 h, po czym pobiera si¢
0,15ml roztworu, nakrapla na szkietko podstawowe
i przykrywa szkielkiem nakrywkowym. Preparat na-
lezy oglada¢ pod mikroskopem s$wietlnym, a liczba
wykrytych form rozwojowych pasozytéw pomnozona
przez 100 daje liczbe jaj pasozytow zawarta w 1 g katu.
W metodzie tej uwzglednione zostaly wspdtczynniki
korekcyjne w zaleznos$ci od konsystencji katu. Wnosza
one odpowiednio: x2 dla kalu pastowatego, x3 dla katu
potptynnego, x4 dla katu ptynnego.

Metoda Caldwell’a [21].Podobnie jak w metodzie
Stoll'a homogenizacja kalu odbywa si¢ przez zastoso-
wanie zwigzku chemicznego. W metodzie Caldwella
zamiast lugu sodowego uzywa si¢ roztworu podchlo-
rynu sodu. Zwazong 4-gramowa probke katu zalewa sie
4ml 30% roztworu NaOCI i miesza sie zawarto$¢. Po
godzinie dodaj sie 75% roztwdr sacharozy (dopelniajac
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zawiesine do objetosci 40 ml). Zawiesine wstrzasa si¢
w celu zmieszania i pobiera do badania mikroskopo-
wego 0,1 ml zawiesiny. Liczba wykrytych podczas bada-
nia form pasozytniczych pomnozona przez wspolczyn-
nik 100 odpowiada liczbie pasozytow w 1 g katu.

Okreslanie liczby oocyst Cryptosporidium z zasto-
sowaniem komory Fuchs-Rosenthal’a [25].
W metodzie probka kalu z woda jest mieszana w sto-
sunku 1:2. Nastepnie probka jest rozdrabniana za
pomocg miksera. Po rozdrobnieniu 15 ml probki jest
przenoszone do zlewki, a do zawiesiny nalezy dodaé
100ml 4% wodnego roztworu formaliny. Zawiesina
jest mieszana na mieszadetku magnetycznym i nastep-
nie pozostawiana w celu sedymentacji wigkszych czastek
zawiesiny. Nastepnie jest pobierane za pomoca pipety
60 pl zawiesiny z glebokosci 1 cm. Pobrana zawiesina
jest wprowadzana do komory Fuchs-Rosenthala, ktora
jest pozostawiana na 4 minuty, aby umozliwi¢ sedymen-
tacje oocyst. Oocysty sa liczone pod powigkszeniem
x400 na powierzchni 1 mm?* komory. W celu obliczenia
liczby oocyst w 1 g katu nalezy liczbe wykrytych oocyst
pomnozy¢ przez 10°.

Metoda Wisconsin wg Cox and Tod [4]. Pig¢
gramo6w probki katu nalezy zmiesza¢ z wodg (dopelnia-
jac do objetosci 30 ml), a uzyskang zawiesine zamieszaé
i przesaczy¢ przez gaz¢. Dwanascie mililitrow przesa-
czonej zawiesiny nalezy przela¢ do 12ml probdwki
i wirowa¢ (256¢g przez 3 minuty). Nastgpnie usuwa
sie supernatant pozostawiajac osad. Do osadu dodaje
sie ptyn flotacyjny — Sheathers sugar (ciezar wlasciwy
1,27), nastepnie probke nalezy wymieszac i uzupelnicé
plynem flotacyjnym do uzyskania menisku wypuklego.
Na probdwce umieszcza si¢ szkietko nakrywkowe. Pro-
bowke ze szkietkiem nakrywkowym wiruje si¢ (256 g
przez 5minut). Po zakonczonym wirowaniu szkietko
nakrywkowe nalezy umiesci¢ na szkietku podstawowym
i oglada¢ pod mikroskopem $wietlnym. W celu obli-
czenia liczby form pasozytniczych w 1 g katu catkowita
liczbe jaj wykrytych nalezy podzieli¢ przez 2.

Metoda McMastera w modyfikacji wg Ray-
naund [18]. Metody z uzyciem komory McMastera
wystepuja w licznych wariantach i modyfikacjach. Sa
to najczesciej stosowane metody ilo$ciowe w parazyto-
logii weterynaryjnej. W modyfikacji wg Raynaud nalezy
odwazy¢ probke kalu i wprowadzi¢ do niej nasycony
roztwor MgSO, w proporcji 14 ml MgSO, na 1 g katu.
Zawiesine miesza si¢ za pomocg mieszadfa magnetycz-
nego, po czym nalezy ja przecedzi¢ przez sito i ponow-
nie miesza¢ na mieszadle. Tak przygotowana zawiesina
jest wprowadzana do komory McMastera i do probowki
na szczycie, ktorej umieszcza sie szkietko nakrywkowe.
Zawarto$¢ komory McMastera jest badana pod mikro-
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skopem $wietlnym po 3 minutach, szkietko nakrywkowe
po 15-20 minutach. Liczbe form pasozytniczych obli-
czong w jednej siatce nalezy pomnozy¢ przez wspot-
czynnik 100, w dwdch siatkach x50, w calej komorze
x15, a na szkietku nakrywkowym x7.

Metoda flotacji z uzyciem Percoll’u [8]. Metoda stuzy
glownie do badania kalu o duzej zawartosci tluszczu
(np. biegunkowy kal oseskow). W celu wykonania
badania nalezy 1-3 g probke kalu wymiesza¢ w 25%
wodnym roztworze Percoll'u (ok. 10 ml). Mieszaning
przefiltrowuje sie przez sito i przelewa do 15ml pro-
béwki wirdwkowej i wiruje (1700g przez 5minut).
Po wirowaniu nalezy odrzuci¢ supernatant z warstwa
ttuszczu za pomoca pipetki pasterowskiej. Do probowki
z pozostalym osadem doda¢ ptyn flotacyjny (stezony
roztwor NaCl z dodatkiem sacharozy: 11 NaCl i 500 g
cukru) — w proporcji 2 ml ptynu, na 1 g katu i dokladnie
wymieszaé. Uzyskang mieszaning napelnia si¢ komore
McMastera i po ok. 3 minutach oglada si¢ pod mikro-
skopem $wietlnym. Metoda wymaga kazdorazowej
kalkulacji przelicznikéw w ramach walidacji wewnatrz-
laboratoryjnej.

Metoda FECPAK [16]. Wykonujac metodg nalezy odwa-
zy¢ do 10 g katu i doda¢ 3 czesci wody. Nastepnie probe
homogenizuje si¢ i 30 ml zawiesiny dopelniania si¢ nasy-
conym roztworem soli do objetosci 230 ml. Zawiesina
jest ponownie mieszana i przesaczana przez sito. Nastep-
nie za pomocy pipetki pasterowskiej napelniana jest
komora FECPAK. Jaja pasozytow sa poszukiwane w obu
siatkach komory. Liczbe jaj pasozytow w 1 g katu oblicza
sie mnozac uzyskany wynik przez wspolczynnik 30.

Metoda FLOTAC [3]. Do odwazonej probki katu nalezy
doda¢ wode w stosunku 1:10 (np. do 1 g katu 9 ml wody)
i rozdrobni¢ mikserem lub wymiesza¢ za pomoca
szpatuly. Nastepnie zawiesing jest przesaczana przez
sito. Tak przygotowana probka jest przelewana do pro-
bowki wiréwkowej i wirowana (170 g przez 3 minuty).
Po odwirowaniu ptyn znad osadu jest usuwany, a w pro-
béwce pozostawiany jest sam osad. Do probowki
z osadem nalezy doda¢ plyn flotacyjny - dopelniajac
do 11 ml i wymiesza¢. Nastepnie wypelniane sa obie
komory aparatu za pomocg pipety pasterowskiej. Jedna
komora aparatu FLOTAC ma 5 ml objeto$ci. Dodatkowy
1 ml konieczny jest na wytworzenia menisku wypuktego
w aparacie. Napelniony aparat umieszcza si¢ w wiréwce
i wiruje (150 g przez 5 minut). Po wirowaniu nastepuje
badanie prébki w aparacie pod mikroskopem s$wietl-
nym. Wspoélczynnik do obliczenia liczby jaj pasozytow
w 1 g katu dla jaj wykrytych w obu komorach aparatu
wynosi 1. W przypadku liczenia form pasozytniczych
jedynie w czgsciach siatki komory, wspolczynnik jest
proporcjonalnie wiekszy.
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Metoda flotacji jaj nicieni sol-cukier SSF [12]. W me-
todzie SFF zwazona prébka katu o masie do 6 g jest
umieszczana w 50 ml probowce wiréwkowej. Do proby
dodawane jest 25ml 13% roztworu NaCl. Probowka
z zawartoscig jest wstrzasana w celu homogenizacji
materialu. Zawiesina jest nastepnie przesgczana przez
sito do 50ml probéwki wiréwkowej i jest wirowana
(3600 g przez 5minut). Po wirowaniu supernatant jest
przelewany do drugiej probowki i do niego dodawana
jest rowna objetos¢ wody. Zawiesina jest wstrzgsana
i wirowana (3600 g przez 1 minutg). Po odwirowaniu
supernatant jest usuwany, a do osadu dodaje si¢ 5ml
17% roztworu sacharozy. Zawiesina jest mieszana
i wirowana ponownie (3600 g przez 5 minut). Superna-
tant po wirowaniu jest przenoszony do innej probowki,
do ktdrej wprowadzana jest rowna objetos¢ wody. Mie-
szanina jest nastepnie wstrzasana i wirowana (3600 g
przez 5minut), po czym supernatant jest ostroznie
usuwany, pozostawiajagc 200 ul osadu. Do pozosta-
wionych 200 pl osadu dodaje si¢ 3 krople nasyconego
roztworu sacharozy i miesza si¢ za pomoca pipety lub
vortexu. Nastepnie kazdy basenik 96-dotkowej plytki
mikrotitracyjnej jest wypelniany trzema kroplami oleju
mineralnego. Probka jest wprowadzana do basenikéw
pipeta automatyczng przez podwarstwienie pod war-
stwe oleju i pozostawiana na 15 minut, aby umozliwi¢
jajom pasozytéw koncentracje na powierzchni menisku.
W celu obliczenia liczby jaj pasozytéw wykonywane
s za pomocg kamery mikroskopu zdjecia zawiesiny jaj
w basenikach plytki pod powigkszeniem x30

SCT (sedimentation and counting technique) [7]. Me-
toda sluzy do wykrywania tasiemcéw z rodzaju Echi-
nococcus w tresci jelit zwierzat migsozernych. Badane
jelito jest rozcinane na fragmenty o dlugosci ok. 20 cm
i umieszczane w butelce o pojemnosci 1 litra wypel-
nionej plynem fizjologicznym. Butelka wraz z zawar-
toscig jest energicznie wstrzgsana przez kilka sekund.
Po wytrzgsaniu fragmenty jelit s3 wyjmowane z butelki,
jednoczesnie przeciskajac je miedzy ramionami pen-
sety w celu zdarcia powierzchni blony $§luzowej. Tres¢
jelita pozostawiona w butelce jest sedymentowana,
co najmniej dwa razy przez 15 minut (az supernatant
bedzie wystarczajaco klarowny). Konicowy osad nalezy
bada¢ w malych porcjach na plytkach Petriego przy
uzyciu mikroskopu stereoskopowego (powigkszenie, co
najmniej 15x).

Kazda z opisanych metod skfada si¢ z wielu roz-
nych etapéw. Wszystkie one wplywaja na ostateczna
skuteczno$¢ metody. Do szczegdlnie istotnych naleza:
przygotowanie materialu, sposob izolacji form rozwo-
jowych pasozytéw, sposob liczenia form rozwojowych
pasozytow pod mikroskopem swietlnym, wlasciwosci
badanego materialu. Na wiarygodno$¢ uzyskanych
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wynikéw wplywa réwniez sposéb szacowania zawarto-
$ci form rozwojowych pasozytow w probee.

3. Przygotowanie preparatu do badania

W wiekszosci metod koproskopowych stosuje sie
zageszczenie form rozwojowych pasozytéw w badanej
probce i jednoczesnie usuwa si¢ z niej jak najwigksza
ilos¢ czgstek pokarmowych. Pierwszym etapem przygo-
towania materiatu do badan jest rozdrobnienie/homo-
genizacja probki. W tym celu stosowane jest miesza-
nie na mieszadle magnetycznym (metoda McMastera
w modyfikacji wg Raynaund), wstrzasanie probki
z peretkami szklanymi (metoda Stolla), uzycie mik-
sera lub mechaniczne mieszanie za pomocy szpatuly
(metoda FLOTAC). Metody te wykazuja nie jednakowa
przydatnos¢ w stosunku do katéw o réznej konsystencji.
Zwtlaszcza kat twardy i suchy wymaga dobrej homoge-
nizacji. Dlatego manualne mieszanie probki za pomoca
szpatuly nie jest w tych przypadkach wystarczajace.
W niektérych metodach koproskopowych homoge-
nizacja materiatu jest uzyskiwana przez dzialanie na
probke substancji chemicznych rozluzniajac strukture
katu, np. NaOH - w metodzie Stoll’a, podchloryn sodu
- metoda Caldwell’a.

Podchloryn sodu jest zwigzkiem niezwykle aktyw-
nym chemicznie i moze powodowa¢ uszkodzenia
delikatnych form rozwojowych pasozytéow. Znaczenie
ma takze czas przygotowania materialu. Pozostawie-
nie probki przez dlugi czas w temperaturze pokojowej
(jak w metodzie Stoll'a) moze spowodowaé rozwoj nie-
ktdrych jaj pasozytow utrudniajac ich identyfikacje (np.
w przypadku jaj wegorkow wyklucie larw).

Kolejnym etapem wykonania w wigkszosci metod
koporoskopowych jest filtrowanie badanej zawiesiny
przez sito. Umozliwia to zatrzymanie czastek o znacz-
nych rozmiarach obecnych w kale. Jednak nalezy mie¢
na uwadze, ze réwniez cze$¢ form pasozytniczych
w trakcie filtracji pozostaje na sitach, co w niektérych
przypadkach moze to znacznie ogranicza¢ skuteczno$¢
metody. Odwrotnie w metodzie Stolla i Caldwella
probka nie jest przesaczana przez sito, przez co zmi-
nimalizowane sa ewentualne straty poszukiwanych
form pasozytniczych w trakcie przygotowania probki,
jednakze przygotowany preparat zawiera wiele zanie-
czyszczen utrudniajacych badanie.

4. Izolacja form rozwojowych pasozytow

W metodach koproskopowych izolacja form paso-
zytniczych odbywa si¢ za pomoca: technik flotacyjnych,
sedymentacyjnych, oraz ich polaczen. Metody te moga
by¢ takze wspomagane przez wirowanie.
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Najpowszechniej obecnie stosowane klasyczne me-
tody parazytologiczne opieraja swoj mechanizm funk-
cjonowania o zjawisko flotacji. Flotacja polega na wypty-
waniu na powierzchnie ptynu flotacyjnego form paso-
zytniczych o nizszym ciezarze wlasciwym od cigzaru
wladciwego zastosowanego plynu. Plynami takimi sa
to najczesciej nasycone roztwory soli, np. NaCl (o cig-
zarze wlasciwym 1,20), NaNO, (c.wt. 1,20), MgSO,
(c.wt. 1,28), ZnSO, (c.wt. 1,35), K Hgl, (c.wt. 1,44),
roztwory cukrow oraz mieszaniny roztwordw soli i cuk-
réw. Wraz ze wzrostem cigzaru wlasciwego roénie sita
wyporu dzialajgca na formy pasozytnicze, ale takze
obecne w kale czgstki pokarmowe utrudniajgce badanie
mikroskopowe. Wazne jest, wigc dobranie w réznych
metodach i ich modyfikacjach odpowiednich ptynéw
flotacyjnych. Tradycyjnie w metodzie McMastera stoso-
wany jest nasycony roztwo6r NaCl. Natomiast w mody-
fikacji metody McMastera wg Raynauda [18] do
badania katu koni wskazane jest stosowanie MgSO,
a dla owiec, $win i bydla K Hgl,. W metodzie SSF (salt-
-sugar flotation) do flotacji uzywany jest 13% roztwor
NaCl, 17% roztwor cukru oraz nasycony roztwor cukru.
W metodzie FLOTAC do wykrywania oocyst w kale
bydla zalecany jest roztwor cukru i jodku rteci (roztwor
Rinaldi - c. wk. 1,25), a do wykrywania jaj Anaplocephala
sp. — roztwor cukru i formaldehydu (roztwér Sheather’s
sugar — o c.wl 1,20). Wymienione roztwory sa odpo-
wiednie do flotacji wigkszosci jaj pasozytow, wyltacza-
jac jaja przywr charakteryzujace sie duzym cigzarem
wlasciwym w stosunku, do ktérych najczesciej stosuje
sie metody sedymentacyjne. Jednakze czes¢ autordw [3,
11] zaleca uzycie do flotacji do wykrywanie jaj przywr
nasycony roztwor ZnSO,. Jaja przywr s3 jednak wraz-
liwe na wysokie ci$nienie osmotyczne (roztwory nasy-
cone powodujg ich uszkodzenia). Cringoli iwsp. [3]
zwrocil uwage, ze podczas wykorzystania do diagnostyki
jaj Fasciola hepatica - ZnSO, wykrywane s3 tylko otoczki
jaj, co jednak wg autora nie stanowi problemu w dia-
gnostyce. Wydaje sie jednak, ze ze wzgledu na znaczne
zmiany w morfologii jaj przywr pod wplywem wysokiego
ci$nienia osmotycznego ptynéw flotacyjnych taka dia-
gnostyka jest malo efektywna (trudnosci identytikacyjne
i mozliwos$¢ pomytki znieksztalconych jaj z artefaktami).
W wielu badaniach Raynaund [18]i Cringoli
i wsp. [3] stosujgc nasycony roztwor K Hgl, uzyskali naj-
lepsze wyniki wykrywalnos$ci dla wiekszosci form roz-
wojowych pasozytow, jednakze ze wzgledu na wysoka
toksyczno$¢ tego odczynnika jego zastosowanie jest
bardzo ograniczone. Réwniez NaNO, jest ptynem flota-
cyjnym o wlasciwosciach toksycznych. Nalezy zwroci¢
uwage, ze w roznych laboratoriach moga by¢ stoso-
wane w poszczegolnych metodach koproskopowych
rézne plyny flotacyjne. Moze to wptywa¢ na skutecz-
nos$¢ wykrywania form pasozytniczych. Taka zamiana
wymaga, wiec kazdorazowo szerokiej rewalidacji metody.
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Techniki sedymentacyjne wykorzystuja zjawisko
opadania form pasozytniczych obecnych w probee katu
w plynie o mniejszym ci¢zarze wlasciwym od ciezaru
form rozwojowych pasozytoéw. Najczesciej przygotowy-
wane s3 wodne zawiesiny kalu, a w otrzymanym osadzie
poszukiwane sg formy rozwojowe pasozytow o duzym
cigzarze wlasciwym. Istotne jest dobranie odpowied-
niego czasu trwania sedymentacji. Zbyt krotki czas
spowoduje, ze wraz z wodg i czastkami pokarmowymi
usuniete beda duze ilosci poszukiwanych form paso-
zytniczych. Natomiast zbyt dlugi czas sedymentacji
spowoduje, ze formy rozwojowe pasozytéw opadng na
dno naczynia z bardzo licznymi czgstkami pokarmo-
wymi. Jest to jednak typowe, ze w raz z formami paso-
zytniczymi w osadzie znajduje si¢ wiele czastek, ktore
utrudniajg badanie mikroskopowe. Dlatego w wielu
metodach diagnostycznych sedymentacja funkcjonuje
jako wstepny etap izolacji, po ktérym stosowana jest flo-
tacja. Istnieja metody, dla ktérych najbardziej efektyw-
nymi formami izolacji sg techniki sedymentacyjne np.
metoda SCT. W metodzie SCT, w ktérej sedymentacji
podlega tres¢ jelit w poszukiwaniu tasiemcow z rodzaju
Echinococcus sedymentacja jest jak do tej pory najbar-
dziej optymalng forma izolacji.

W wigkszosci nowych modyfikacji metod koprosko-
powych wystepuje etap wirowania probki. Wirowanie
badanego materialu zapewnia znaczne zwigkszenie sku-
teczno$ci metody poprzez zwiekszenie sit dzialajacych
na formy pasozytnicze w trakcie izolacji. Probe oceny
przydatnosci wirowania w metodzie McMastera pod-
jeli Vadlejch iwsp.[24]. Przeprowadzili oni badania
poréwnawcze trzech modyfikacji metody McMastera na
kale wzbogaconym znang liczbg jaj nicieni Teladorsa-
gia circumcinata. Modyfikacje posiadajace etap wiro-
wania uzyskaly lepsze wyniki wykrywalnosci jaj nicieni
w wyniku bardziej efektywnego procesu izolacji.

5. Sposob obliczania liczby form pasozytniczych
pod mikroskopem $wietlnym

Istotg parazytologicznego badania ilo§ciowego jest
obliczenie form rozwojowych pasozytéw w okreslonej
objetosci probki. Do precyzyjnego mierzenia tej obje-
tosci, a jednoczesnie do ulatwienia obserwacji stuza
specjalne komory, cho¢ mozliwe jest wykonania takich
badan takze np. na szkietku mikroskopowym. Prze-
prowadzenie badania na szkietku podstawowym jak
w metodzie Stoll'a, Caldwell’a oraz Wisconsin jest jednak
malo dokladne ze wzgledu, na trudnosci w precyzyjnym
odmierzeniu badanego ptynu (np. mozliwos¢ uzyskania
roznej objetosci stupa cieczy pod szkietkiem) oraz brak
linii ulatwiajacych obserwacje (co moze by¢ przyczyna
pominiecia niektoérych form pasozytniczych podczas
badania lub podwojnego zliczenia innych).
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Bardziej precyzyjne badanie zapewnia uzycie do diag-
nostyki komor obliczeniowych. Do wykonania naj-
popularniejszej parazytologicznej metody ilosciowej
stosowana jest komora McMastera. Obecnie na rynku
znajduja sie komory o réznej budowie. Standardowa
komora McMastera ma catkowitg objeto$¢ 1 ml. Zbu-
dowana jest z dwoch potéwek o rownej objetosci 0,5 ml.
Na kazdej polowie znajduje sie siatka o wymiarach
10x10 mm, a objeto$¢ zawierajacego sie pod siatka
plynu wynosi 0,15ml. Pereckiene i wsp. [14]
przedstawili wyniki badania wykrywalnosci jaj Asacris
suum w dwdch komorach McMastera: klasycznej (1 ml
objetosci) i zmodyfikowanej (1,5 ml objetosci). Zgodnie
z tymi wynikami wiekszg skutecznos¢ uzyskano stosujac
zmodyfikowang komore McMastera, co jest zrozumiale
ze wzgledu na wigkszg objetos¢ badanej probki. Istotng
wada komory McMastera w stosunku do badania na
szkielku podstawowym jest w wielu przypadkach brak
mozliwo$¢ prowadzenia obserwacji przy uzyciu obiek-
tywu o wigkszym powigkszeniu niz x20. Spowodo-
wane jest to zbyt malg odlegloscia robocza obiektywow
o wigkszym powigkszeniu (niz x20). Utrudnia to iden-
tyfikacje form rozwojowych pasozytow.

Z kolei Metoda FECPAK opiera si¢ o wykorzysta-
nie zjawiska flotacji w komorze obliczeniowej FECPAK
(Techion Group Ltd). Komora ta rézni si¢ od standar-
dowej komory McMastera wigkszg objetoscia. Jest ona
przeznaczona szczegdlnie do badania katu przezuwaczy.
Objetos¢ pod dwiema siatkami komory FECPAK wynosi
1 ml (dla poréwnania objeto$¢ cieczy pod dwoma siat-
kami komory McMastera — 0,3 ml). Presland i wsp.
[16] wykonal poréwnanie metody FECPAK z metoda
McMastera. Do probek katu konskiego nie zawierajg-
cego jaj pasozytow wprowadzone zostaly jaja wegorkow
w liczbie: 50, 100, 200 jaja na 1 g katu w celu poréwna-
nia czuto$ci metod. Obie poréwnywane metody zostaly
powtorzone 5 razy na kazdym poziomie domieszkowa-
nia jaj. Metoda FECPAK uzyskano wynik pozytywny dla
kazdej domieszkowanej probki. Natomiast dla metody
McMastera uzyskano 6 wynikéw ujemnych (3 wyniki
ujemne na poziomie 50 jaj na 1 g katu, 3 wyniki ujemne
na poziomie 100 jaj).

Metoda FLOTAC opiera si¢ na wykorzystaniu w bada-
niu specjalnego aparatu. Aparat FLOTAC zbudowany jest
z dwoch komor o objetosci 5 ml. Wystepuje on w dwoch
wariantach: FLOTAC-100 i FLOTAC-400. Szczegélnie
ciekawa komorg jest FLOTAC-400, ktéry umozliwia
obserwacje proby w mikroskopie $wietlnym przy uzyciu
obiektywu o powiekszeniu x40. Wynika to z niewielkiej
grubosci gornej sciany aparatu FLOTAC-400. Poréwna-
nie metody FLOTAC z metoda McMastera i z metoda
flotacji w probdwce m.in. dla jaj Ancylostoma caninum
[2], Dicrocoelium dendriticum i Moniezia expansa [19]
wykazalo, ze metoda FLOTAC charakteryzuje si¢ lepsza
wykrywalnoscia (co wynika za pewne ze zwickszonej



116

masy badanej prébki). Poréwnanie te wykonano jednak
na materiale pochodzacym z naturalnego zarazenia, co
uniemozliwia dokladng ocen¢ obu metod. Analizujac
komory obliczeniowe stosowane w metodach kopro-
skopowych obserwuje si¢ obecnie trend do zwigksza-
nia skutecznosci metody poprzez wzrost objetosci tych
komor. Nalezy zauwazy¢ jednak, ze wzrost masy badane;j
probki, przyczyniajacy sie do zwigkszenia skutecznosci
metody jednocze$nie zwigksza pracochlonno$¢ badania.

Jak wspomniano, zbyt duza grubo$¢ materialow
z ktorych wykonana jest wiekszo$¢ komor obliczenio-
wych, utrudnia identyfikacje pierwotniakéw. Dlatego
zastosowanie w koroskopowych badaniach ilo$ciowych
ma réwniez komora Fuchs-Rosenthal’a stosowana takze
w badaniach hematologicznych. Na przykltad Varga
i wsp. [25] zalecajg zastosowanie tej komory do ilo$cio-
wej diagnostyki kryptosporydiozy. Komora ta pozwala
na wykonanie badania pod wigkszym powigkszeniem
niz jest to mozliwe w przypadku komory McMastera.
Jednak jednoczesnie w komorze Fuchs-Rosenthala
badana jest znacznie mniejsza objetos¢ plynu niz w me-
todzie McMastera, co zmniejsza czuto$¢ metody. Dla-
tego ogranicznikiem zastosowania tej metody jest inten-
sywnos¢ inwazji. W przypadku niskiej intensywnosci
badanie to moze da¢ wynik falszywie ujemny.

Szczegodlnie ciekawe rozwigzanie dotyczace oblicza-
nia ilosci jaj pasozytow w kale przedstawil Mes iwsp.
[12] w metodzie SSF (salt-sugar flotation). W metodzie
tej badanie wykonywane jest na plytce mikrotitracyj-
nej, ktorej baseniki wypelniane sg zawiesing izolowang
z kalu jaj pasozytoéw. Za pomocg kamery zintegrowane;j
z mikroskopem wykonywane sa zdje¢cia zawiesiny jaj,
a z wykonanych zdje¢ obliczana jest liczba jaj nicieni.
Zaletg tej metody jest mozliwos¢ obliczania jaj pasozy-
tow w dowolnym momencie po wykonaniu zdje¢. Nato-
miast w przypadku zdjec¢ o stabej jakosci identyfikacja
form pasozytniczych moze by¢ niewykonalna. Ponadto
w przypadku analizy jaj pasozytow ze zdje¢ brak jest
mozliwo$ci zastosowania kontrastu, ktéry mozna wyko-
rzystywa¢ podczas badania mikroskopowego. Nalezy
podkresli¢, ze jest to metoda pracochlonna, wymaga-
jaca wielokrotnego wirowania i zastosowania réznych
plynéw flotacyjnych. Zatem wykorzystanie metody SSF
w standardowej diagnostyce jest ograniczone.

6. Wlasciwosci badanego materialu

Na skuteczno$¢ metody w istotny sposdb wplywaja
réwniez wlasciwosci samego materialu podlegajacego
badaniu. W sktad prébki wchodza: kat i formy rozwo-
jowe pasozytow.

Formy rozwojowe réznych rodzajow pasozytow
zachowuja sie odmiennie podczas wykonywania samej
metody. Na przyklad jaja o duzym ciezarze wlasciwym
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jak Trichuris sp., Taenia sp. s3 wykrywane w mniejszych
ilosciach niz lzejsze jaja pasozytow np. Ascaris suum
czy Oesophagostomum sp. Natomiast jaja Toxocara sp.
maja specyficzng budowe otoczki, ktéra odpowiada
za silne wlasciwosci adhezyjne [13]. Dlatego w trakcie
wykonywania metody diagnostycznej jaja Toxocara sp.
przytwierdzaja sie czesto do sprzetu i narzedzi, co powo-
duje obnizenie wykrywalnosci. W badaniach przepro-
wadzonych przez Kochanowskiego i wsp. [9] uzyskano
znaczne roznice w wykrywalnoéci metodg McMastera
jaj pasozytow z rodzaju Toxocara, Trichuris i Ascaris.
Najlepsze wyniki wykrywalnosci dla metody uzyskano
w przypadku jaj Ascaris suum, nieco gorsze Trichuris sp.,
a znaczgco najstabsze Toxocara sp.

Wplyw na skutecznos¢ metod koproskopowych
moga mie¢ takze wlasciwosci katu poddawanego bada-
niu. Na przyktad badanie biegunkowego kalu prosiat
ssacych metodami koproskopowymi utrudnia znaczaco
tluszcz wyplywajacy na powierzchnie ptynu flotacyj-
nego. Usuniecie frakcji tluszczowej we wstepnej fazie
badania za pomocg preparatu Percoll [8] umozliwito
uzyskanie kilkunastokrotnie nizszej (lepszej) granicy
wykrywalnosci niz standardowa metodg McMastera.
Ponadeto, jak juz wspomniano kal o zbitej strukturze jest
trudno dokladnie rozdrobni¢, a w przypadku materiatu
o duzej ilosci czastek pokarmowych wykonanie bada-
nia takiej probki jest wymagajace zastosowania réznych
technik przygotowania prébki i izolacji form pasozyt-
niczych. Tego typu zaleznosci nalezy kazdorazowo
uwzgledni¢ analizujac wyniki badan koproskopowych.

7. Sposoby oceny parametrow charakteryzujacych
metody parazytologiczne

W literaturze standardy dotyczace oceny skutecz-
nosci parazytologicznej metody diagnostycznej s3 niejed-
noznaczne. Stad autorzy w bardzo zréznicowany sposob
podchodza do takich zagadnien jak: granica wykrywal-
nosci, czulos¢, liniowos$é, powtarzalnoéé i odtwarzalnosé
metody. Wiele prac opiera si¢ jedynie na poréwnaniu
metod bez charakterystyki parametréow przedstawiaja-
cych rzeczywista jej skutecznos¢ [10, 23]. Przewazajaca
wigkszo$¢ koproskopowych metod ilosciowych (m.in.
metoda McMastera, metoda Stoll’a, Caldwell’a, Wiscon-
sin, FLOTAC, FECPAK) opiera swoje obliczenia ilo$ci
form rozwojowych pasozytow w kale o warto$¢ obli-
czong jako iloczyn liczby jaj wykrytych podczas badania
i odpowiedniego wspotczynnika. Wspdlczynniki do
oszacowania liczby form pasozytniczych w kale sg trakto-
wane najczesciej jako wartosci uniwersalne niezalez-
nie od rodzaju pasozyta i wynikaja ze stosunku roz-
cieficzenia badanej probki i objetosci badanego ptynu.
Wynika to z teoretycznego zatozenia, ze wszystkie formy
rozwojowe pasozytow w badanej masie probki zostang
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wykryte. W praktyce jest to niezmiernie trudne do osiag-
niecia. Zastosowanie takiego przeliczenia do oszaco-
wania liczby form pasozytniczych w jednostce masy
kalu nie odzwierciedla realnej zawartosci i nie zapew-
nia wiarygodnego wyniku badania ilo§ciowego. Nalezy
podkresli¢, ze badania nad skutecznoscia wielu metod
[3, 15] przeprowadzone zostaly na kale zwierzat z natu-
ralnego badz eksperymentalnego zarazenia o nieznanej
zawarto$ci form pasozytniczych. Badania wykonane na
takim materiale nie umozliwiajg realnej oceny zawar-
tosci jaj pasozytow w kale, a przez to skutecznosci
metody. Na przyklad granica wykrywalnosci metody
FLOTAC wg autora oszacowana zostata na 1 forme paso-
zytnicza (jajo, oocyste, cyste, larwe) w 1 g katu [3]. Zo-
stala ona obliczona ze stosunku objetosci ptynu w obu
komorach aparatu FLOTAC (10 ml) i masy probki katu
(1g). Badania wlasne wskazuja jednak, ze wykrywalnos¢
metody jest wielokrotnie nizsza (dane niepublikowane).

Rzetelna ocena skuteczno$ci metody mozliwa jest
w przypadku badan przeprowadzonych na materiale
o znanej zawarto$ci form pasozytniczych. Material
taki uzyskiwany jest najczesciej poprzez wzbogaca-
nie matrycy konkretng liczba jaj, cyst, oocyst, postaci
dojrzatych, czy innych form pasozytéw. Bazujac na
takim zalozeniu okreslona zostata skuteczno$¢ metody
McMastera w modyfikacji Raynaud do wykrywania
jaj pasozytoéw z rodzaju Toxocara i Trichuris w kale zwie-
rzat migsozernych [9]. Metoda McMastera przebadano
probki katu psiego domieszkowanego jajami z rodzaju
Toxocara i Trichuris, a takze jajami Ascaris suum (ktore
stanowily kontrole wptywu wiasciwosci jaj pasozytéw na
wynik). Na podstawie przeksztalconego réwnania linii
trendu ilustrujgcej zaleznos¢ liczby jaj wykrytych pod-
czas badania od ilosci jaj dodanych do probki wyzna-
czono wspotczynniki do oszacowania realnej liczby jaj
pasozytow w 1g katu, w komorze McMastera. Dla jaj
Toxocara sp. i Trichuris sp. wspolczynniki byly wyzsze
od zatozen okreslonych przez tworce tej metody, a dla
A. suum byly z nimi poréwnywalne. Dla wszystkich
trzech rodzajow jaj (Toxocara sp., Trichuris sp., A. suum)
wspolczynnik proponowany przez Raynaud do obli-
czenia liczby jaj w wariancie z zastosowaniem flotacji
w probéwce byt wielokrotnie zanizony.

Nieadekwatnos¢ wspélczynnikéw do ilosciowej oceny
form pasozytniczych w przypadku katu biegunkowego
prosigt wykazano w badaniach Karamona i wsp.
[8]. W badaniach tych wykrywano pojedyncze oocy-
sty Isospora suis dopiero przy wzbogaceniu probek na
poziomie 3200 oocyst w 1 g kalu. Nawet po zastosowa-
niu zalecanego przez Raynaud dodatkowego wspotczyn-
nika korekcyjnego dla katu biegunkowego oszacowana
zawarto$¢ oocyst bytaby ponad trzydziestokrotnie zani-
zona w stosunku do rzeczywistej.

Innym przykiadem jest ilosciowa metoda sedymen-
tacyjna (sedimentation and counting technique, SCT)
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stosowana od wielu lat do wykrywania inwazji Echi-
nococcus u zwierzat miesozernych [6, 17], ktorej fak-
tyczne ograniczenia dotyczace wykrywalnosci okreslono
dopiero w 2010 r. Badania przeprowadzone na probach
wzbogaconymi tasiemcami Echinococcus multilocularis
wykazaly, Ze granica wykrywalnosci tej metody wynosi
10 tasiemcdw Echinococcus multilocularis na jelito [7].
Uprzednio skuteczno$¢ metody SCT okreslano domysl-
nie jako ,zblizong do 100%” [5]. Nalezy zaznaczy¢, ze
metoda ta od wielu lat funkcjonuje jako ,,ztoty standard”
w wykrywaniu inwazji jelitowej tasiemcéw Echinococ-
cus, a w stosunku do niej okreslane sg skutecznosci
innych alternatywnych metod.

8. Podsumowanie

Mimo coraz szerszego wprowadzania do medycznej
i weterynaryjnej diagnostyki laboratoryjnej najnowo-
cze$niejszych metod molekularnych, ilosciowe techniki
koproskopowe pozostaja wcigz podstawowymi meto-
dami diagnostycznymi umozliwiajagcymi oszacowanie
intensywno$ci inwazji pasozytniczej. Nalezy jednak
mie¢ na uwadze, ze na wiarygodnos$¢ wynikéw uzyska-
nych tymi metodami moze wplywaé wiele czynnikéw
wynikajacych zaréwno ze ztozonosci samych metod jak
i zmiennych cech badanego materiatu.

Tlosciowe techniki koproskopowe w wiekszosci sg
metodami sprawdzonymi, stosowanymi rutynowo od
wielu lat. Pojawiaja si¢ tez nowe techniki, bedace mody-
tikacjami starych schematéw. Modyfikacje te prowadza
do zwigkszenia efektywnosci i precyzji metod m.in.
poprzez zwigkszenie masy badanej probki, doktadne,
zautomatyzowane przygotowanie preparatu oraz uzycie
nowoczesnych komor obliczeniowych.

Parazytologiczne, koproskopowe metody ilosciowe
obarczone sg jednak pewnym wspolnym mankamentem.
Ich gtéwnym celem jest oszacowanie ilo$ci form paso-
zytniczych w jednostce masy probki. W tym celu sto-
sowane sg odpowiednie wspotczynniki, ktére powinny
wynika¢ z przeprowadzonych badan na materiale
zawierajgcym znang liczbe form rozwojowych pasozy-
tow. Wspolczynniki te ze wzgledu na szereg czynnikow
wplywajacych na skuteczno$¢ metody nie powinny by¢
wartosciami uniwersalnymi. Tymczasem dla wiekszosci
metod wspolczynniki te obliczane sg z uwzglednieniem
jedynie wielkosci badanej probki i objetosci komory
obliczeniowej, podczas gdy skuteczno$¢ metody jest
zazwyczaj parametrem catkowicie pomijanym. Stad tez
istotne jest, ze w diagnostycznych metodach parazyto-
logicznych analiza skuteczno$ci metody nie moze by¢
przeprowadzana w pelni na wzdér metod mikrobiolo-
gicznych, serologicznych czy chemicznych, poniewaz
parametry tych metod znaczaco odbiegaja od siebie
warto$ciami i znaczeniem. Dlatego konieczne wydaje
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sie opracowanie specyficznych dla parazytologii sposo-
béw walidacji metod ilosciowych w celu precyzyjniejszej
oceny rzeczywistej ich skutecznosci. Wiaze si¢ to takze
z koniecznoscia weryfikacji dotychczas wykorzystywa-
nych sposobow kalkulacji wynikow.
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