Diagnostyka Point of Care Testing (POCT) —
jak jg wykorzystac¢ do poprawy wynikow leczenia

w chorobach odkleszczowych u psow 1 kotow?
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Diagnostyka choroby odkleszczowych u psow i kotow
jest
obraz kliniczny moze wykazywa¢ duze zréznicowanie

badania serologiczne - czesto obecno$¢ swoistych mian przeciwcial wykazuje
na kontakt z patogenem, ale nie dowodzi, ze choroba zostala przez nie

wywolana
kontakt z innymi, blisko spokrewninymi mikroorganizmami

kontakt z niepatogennymi formami

roznicowanie zwierzat zakazonych od zaszczepionych
kleszcze/choroby przywleczone
zmiana klimatu — nowe wektory — nowe patogeny



Czynnik
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Wybrane Diagnostyka Postepowanie = Czulo$¢ Interpretacja
choroby réznicowa diagnostyczne @ iswoistos¢ wynikow
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Vectors Appearance Potential vector for... Dtoumence I Germany

and Austria?; habitat

Ixodes ricinus:
the Castor bean
tick*

Dermacentor
reticulatus:
the Ornate dog tick

Rhipicephalus
sanguineus***:
the Brown dog tick

Borrelia burgdorferi / Borrelia miya-
motoi, Anaplasma phagocytophilum,
tick-borne encephalitis virus, louping
ill virus / Eyach virus / Tribec virus,
Babesia divergens / B. microti /

B. venatorum (B. capreoli, B. annae?),
Rickettsia helvetica / R. monacensis,
Candidatus Neoehrlichia mikurensis,
Bartonella henselae

yes; humid habitats

(>75% RH**): especially
forest borders, roadsides,
extensively farmed pasture,
parks, gardens

Babesia canis / B. caballi,

Theileria equi, Francisella tularensis,
Rickettsia raoultii / R. slovaca /

R. helvetica

yes; local foci: humid forest
and meadow habitats,
river banks

Babesia vogeli / B. gibsoni, Anaplasma
platys, Ehrlichia / Hepatozoon canis,
Dipetalonema dracunculoides,
Cercopithifilaria spp., Rickettsia
conorii | R. massiliae, Bartonella
vinsonii subsp. berkhoffi

only temporary as an
outdoor tick; locally as
an imported, indoor
(“domestic”) populations
in yearround tempered
buildings
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ma najwieksze znaczenie
epidemiologiczne i1 epizootiologiczne ze wszystkich
gatunkow kleszczy obserwowanych na terenie Polski

Temperaturowy prog aktywnosci kleszcza
pospolitego to:

Postac dojrzala 5 °C

Nimfy 8 °C
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Czas ekspozycji:
e Bolerioza — 50h

» Babeszjoza — 24-48h

e Anaplazmoza —
 Erlichioza - 24-

48h
36 h
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BOLERIOZA

» Czynnik etiologiczny: kretek Borrelia burgdojr;feri sensu lato
(B. burgdorferi sensu stricto, B. gariniii B. afzelii)

» Wektory: postacie dojrzale i nimfy Ixsodes ricinus (50h)

* Objawy (10% osobnikow)
ostre, asymetryczne zapalenie stawow
kulawizna (kofczyna, ktéra znajduje sie najblizej miejsca wystapienia kleszcza)
wysoka goraczka
zapalenie mie$nia sercowego
zapalenie nerek (azotemia, mocznica, proteinuria, obrzeki obwodowo)
zapalenie pecherza moczowego
powiekszenie wezléw chlonnych
objawy neurologiczne (drgawki, porazenie nerwow twarzowych, zmiany zachowania, agresja)
* Koty:
O nie opisano wystepowania w warunkach naturalnych
o bardziej odporne na rozwoj klinicznej postaci boreliozy
o zapalenie stawow
o zapalenie opon mozgowo-rdzeniowych

O O OO O O O O
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* Rozpoznanie
o Dodatnie wyniki testow diagnostycznych
o Potencjalny kontakt z kleszczem
o Pelny opis objawow klinicznych

o Pozytywna reakcja na antybiotykoterapie
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Czynnik etiologiczny: pierwotniaki Babesia canis, Babesia gibsoni,
Babesia felis, B. cati (Afryka Poludniowa)

Wektory: Dermacentor reticulatus

Badanie kliniczne
goraczka
oslabienie
brak apetytu
odwodnienie
powiekszenie Sledziony
blados§¢ blon sluzowych, ich zazolcenie
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» Morfologia
o niedokrwistos$¢
o maloplytkowosé
o leukopenia
o obnizenie hematokrytu oraz stezenia hemoglobiny

» Biochemia
O wzrost stezenia zwigzkéw azotowych
o bilirubiny

o zwiekszenie aktywnoSci transaminaz watrobowych i fosfatazy
alkalicznej

» Rozmaz krwi - merozoity w erytrocytach
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Wektory: Ixodes ricinus, Rhipicephalus sanguineus, Dermacentor variabilis,
Amblyomma americanum, Octobius magmni (24-36h)

3 postacie erlichiozy wystepujace u psoéw:
granulocytarna
monocytarna
trombocytarna

rozmaz krwi barwiony metoda Giemzy lub Diff-Quick, w ktérym mozna zaobserwowa¢ w
neutrofilach, monocytach lub eozynotilach wtrety przypominajace owoc morwy (35%)

Testy serologiczne - ELISA, immunofluorescencyja posrednia (IF)
zrekombinowany antygen p44

PCR

Wetern Blot
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Erlichioza granulocytarna psow
» Czynnik etiologiczny: Anaplasma phagocytophila

* Objawy:
o goraczka
o zapalenie stawow
apatia
brak apetytu
wymioty i/lub biegunki

O O O

» W badaniach laboratoryjnych:
niedokrwito$¢ normocytarna i normobarwliwa
niedokrwisto$¢ nieregeneratywna
maloplytkowosé

limfopenia

O O O O

» W neutrofilach obecne sg inkluzje
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O

Erlichioza monocytarna psow

» Czynnik etiologiczny: Ehrlichia canis
» Objawy

O wysoka temperatura
o brak apetytu

o utrata masy ciala

o Slepota

O objawy nerwowe

o kulawizny

o krwawienie z nosa

» Badanie hemtaologiczne:
o trombocytopenia
o leukopenia
O anemia nieregeneratywna

» Badanie biochemiczne
o hipoalbuminemia
o hiperglobulinemia
o podwyzszone stezenia ALT, AST
o podwyzszone stezenie mocznika i kreatyniny
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Czynnik etiologiczny: bakterie Bartonella spp.
Wektory: Ctenocephalides felis, Ixsodes ricinus
Objawy:

gorgczka

powiekszenie weztéw chlonnych

zaburzenia w rozrodzie

zapalenie wsierdzia i mie$nia sercowego

Wywiad ukierunkowany na przebywanie/pochodzenie zwierzat z miejsc
endemicznego wystepowania Bartonella spp.

U ludzi wywoluje chorobe kociego pazura

Rozpoznanie: PCR, badanie serologiczne
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trombocytopenia (pseudotrombocytopenia, makrotrombocyty)
leukopenia

w obrebie neutrofili, eozynofili (Anaplasma spp.) oraz
monocytow (Ehrlicha spp.) mozna odnaleZ¢ cialka wiretowe
riketsji — morule

monocytoza (Anaplasma phagocytophila)

normocytarna, normobarwliwa niedokrwistos$¢
nieregeneratywna u 95-100% osobnikéw (Anaplasma spp.,
Ehrlichia spp. i Borrelia spp)

niedokrwistos$ci hemolityczne, regeneratywne, hemoliza zar6wno
wewnatrz- i zewnatrznaczyniowa (Babesia canis)
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Macrophages of the
RE system (liver,
spleen and bone marrow)

Amino acid

Iron stores

<

r
Peripheral blood

!
o

~
L4

s
v
Hemoglobinemia
! No
» splenomegaly
<« W
wh
<
. £~ Urobilinogen !
o L l 80% Hemoglobinuria
Urobilinogen ';l l Hemosiderinuria
l Stercobilinogen
(feces)
Urobilin (urine)
Stercobilin
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Badanie Hemoliza Hemoliza

wewnatrznaczyniowa zewnatrznaczyniowa

1. Haptoglobina Obnizona W normie
2. Bilirubina Zwiekszona bilirubina Zwiekszona bilirubina
W surowicy niezwigzana niezwigzana
3. Test paskowy Dodatni Ujemny
HGB w moczu
4. Hemosyderyna Dodatni Ujemny
W moczu
5.LDH Podwyzszone W normie
6. Hemopeksyna Obnizona W normie
7. Test paskowy Dodatni Dodatni
urobilinogenu
W moczu
8. Test Schummana Dodatni Ujemny

methemoglobine




Czynnik Wybrane Diagnostyka Postepowanie | Czulosé Interpretacja
etiologiczny choroby r6znicowa diagnostyczne | @ iswoisto$¢ wynikow
odkleszczowe POCT badan

Lp. | Zmiany w parametrach biochemicznych we krwi w chorobach odkleszczowych

1. Wzrost aktywnosci enzymow watrobowych, zottaczka migzszowa szczegdlnie
anaplazmoza, erlichioza, rzadziej wzrost stezenia mocznika i kreatyniny, babeszjoza

rzadziej. Uszkodzenie watroby poprzez niedotlenienie i czynniki zapalne w hemolizie
(babeszja, AIHA)

2 Z6taczka hemolityczna - babeszjoza, mykoplazmoza - 11 stezenia bilirubiny,
szczegolnie posredniegj, takze AIHA

3 Zapalenie i niewydolnos¢ nerek — srodmigzszowe, gtdwnie babeszjoza, lub
ktebuszkowe przy boreliozie: wzrost stezenia mocznika i kreatyniny, fosforu,
hypercholesterolemia, alouminuria, glikozuria), wateczki szkliste, ziarniste w osadzie
moczu

4 Wzrost AST, Fe- hemoliza

Obnizenie stezenia zelaza, nawet znaczne - wskutek stanu zapalengo. Krwawienia,
wybroczyny przy matoptytkowosci

6 Wzrost stezenia kinazy kreatynowej, AST —-myositis (borelioza, anaplazmoza, erlichioza)

Hypoglikemia - babeszjoza

8 Wzrost cPLi - zapalenie trzustki - babeszjoza, anaplazmoza
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Czynnik Wybrane Diagnostyka Postepowanie [l &ARGE
etiologiczny choroby r6znicowa diagnostyczne ™ IR0 (01e
odkleszczowe POCT
Czas od zakazenia
Faza ostra Faza przewlekla/

Jokres rekonwalescencji

Objawy kliniczne

Anaplasma phagocytophilum Gra i
Babesia sp. A 2
Bartonella sp. = i
Borrelia burgdorferi - Ty o
Ehrlichia canis +, + +, *
Rickettsia rickettsii e A
Obecnos¢ patogenu we krwi obwodowej

Anaplasma phagocytophilum <5 A (it
Babesia sp. ir i =
Bartonella sp.**** i *
Borrelia burgdorferi - -
Ehrlichia canis £ *
Rickettsia rickettsii***** = -
Obecnos¢ przeciwcial

Anaplasma phagocytophilum * +
Babesia sp. o S
Bartonella sp. * wE AR AL
Borrelia burgdorferi * -
Ehrlichia canis = +
Rickettsia rickettsii * &

+ = czesto
- = rzadko
+ = obecne u czesci pacjentow
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» Szybkie testy diagnostyczne

» PCR

o konieczne dwa etapy
o wyniki falszywie ujemne (zanieczyszczenie probki, niewlasciwy material do badania )

» Testy serologiczne - ELISA/ immunofluorescencyja posrednia (IF)
o brak ujednoliconych procedur przygotowania antygenow
o jako antygen uzywane sa cale komoérki Borrelia
o brak mozliwosci ustalenie wezesnego zakazenia
o brak rozr6znienia zakazenia naturalnego od szczepienia

» Technika imunoblottingu
o wykorzystanie zdolno$ci wigzania sie przeciwcial ze SciSle okreslonymi antygenami kretkow
o mozliwo$¢ rozréznienia zakazenia naturalnego od szczepienia
o wykluczenie reakcji krzyzowych
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@t:ell collection @cell lysis @ SDS-PAGE
Protein of interest ' ' ' ' '

Cell debris

@ Antibody probing @ Readout

Substrate Product

N

*
( L\ Anti-species !
P

(Secondary) Antibody

Protein-specific
(Primary) Antibody
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Western blot:
» przeciwciala powstale w wyniku |
zakazenia B. pron e -
burgdorferi reaguja z bialkami wite -8 E - 6510s
bakterii o masie piielil | |||
29 kDa (OSpC) (Flagellin| g; :g: - F E ..
39 kDa (p39) ospA azfltﬁi:ﬁ {H
41 kDa (bialko flageliny) ovled | [ o !
(OspC) 22 kDa-di { | L H
« U psOw stwierdzono ol W N -
nasilone reakcje przeciwciat z
bialkami bakterii o masie ———k ﬂi i
31 kDa (OspA) TR TET

34 kDa (OspB)
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Badanie PCR Kkleszcza, z jednoczesnym badaniem krwi psa w kierunku
boreliozy
przy dodatnim wyniku reakcji PCR - terapia za pomoca tetracyklin

Brak kleszczy na powlokach ciala z wywiadem pozytywnym/negatywnym
dot. kleszczy + objawy kliniczne choroby - badania serologiczne oraz
molekularne

przy dodatnim wyniku reakcji PCR - terapia za pomoca tetracyklin

przy ujemnym wyniku reakcji PCR, a dodatnim wyniku testu ELISA, konieczne jest badanie
Western blot

Western Blot

Uzyskanie dodatnich wynikow w obu badaniach wskazuje na zakazenie
kretkami Borreli - terapia za pomoca tetracyklin
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O

Szybkie testy immunochromatograficzne (ang. rapid diagnostic
tests); POTC (ang. point of care testing), SNAP, RAPID

Zalety:

o Latwos$¢ wykonania badania
Badanie przy pacjencie
Dlugi termin waznoSci testow
Latwo$¢ w przechowywaniu
Przystepna cena
Testy laczone

O O O O O

Wady:
o Niska skutecznos$¢
o Wyniki falszywie dodatnie i falszywie ujemne
o Watpliwa czulo$¢ i swoistosé
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Control line

Test line

Adsorbent pad
Backing card
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Rzeczywisty stan zdrowia
Razem
chore zdrowe
o + a b a+b
Wyniki testu
- B d c+d
Razem a+c b+d | n = a+b+c+d
SE =a/ (a+c)
gdzie: __
SE |- czulosc testu |
a “-liczba zwierzat chorych trafnie zdiagnozowanych przez test
a+c - ogolna liczba zwierzat chorych
SP=d/ (b+d)
gdzie: . .
SP - swoistosc testu !
d -liczba zwierzat zdrowych trafnie zdiagnozowanych przez test
b+d - ogodlna liczba zwierzat zdrowych
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Czynnik Wybrane Diagnostyka Postepowanie

etiologiczny choroby réznicowa diagnostyczne
odkleszczowe

Overview

Quick Details

Place of Origin:
Model Number:
Product name:
Use:

Shelf life:
Sensitivity:

Certification:

Shanghali, China
ATO009F

Lyme Disease Antibody Rapid Test strip

Vet Diagnosis
18-24 Months
99.8%
ISO9001

Brand Name:

Properties:

MOQ:

Assay Time:

Specimen:

Storage:

Packing:

S&C

Diagnosis & Injection
1 PCS

5-10 minutes
Serum Plasma

2-30 Degree
10pcs/box
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Detects antigens of Dirofilaria immitis and antibodies against Ehlichia canis,

Borelia burgdorferii, Anaplasma spp.

Sensitivity:

Heartworm 99.9%, E.canis 98.2%, Lyme 93.0%, Anaplasma 96.1%

Specificity:

Heartworm 99.9%, E.canis 89.9%, Lyme 98.0%, Anaplasma 99.3%

Variants: 5 units:
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Canine Ehrlichia/CHW/Lyme/Anaplasma Combo

Petscreen® Canine Ehrlichia/CHW/Lyme/Anaplasma Combo is a qualitative combination test for the detection of Ehrlichia Ab, Heartworm Ag,Lyme Ab and
Anaplasma Ab in whole blood, plasma and serum.

Product Code Pack Size Product Name Specimen Detection Limit Sensitivity Specificity
GDX18-1 10 Tests Ehrlichia WB/P/S - 92% vs Elisa 97%vs ELISA
CHW 5ng/ml 93% VS ELISA 100% vs ELISA
Lyme - 93% vs ELISA 99.3% vs ELISA

Anaplasma - 94% vs ELISA 100% vs ELISA
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Gold Device result Sensitivity (95% CL)
Analyte Total
standarg + Specificity (95% CL)

+ 95 1 96 99.0% (94.3%-99.9%)
Heartworm'2

- 2 269 271 99.3% (97.4%—99.9%)

A 214 23 237 90.3% (85.8%—93.7%)
Anaplasma?®

- 15 246 261 94.3% (90.7%—96.7%)

+ 231 7 238 97.1% (94.0%-98.8%)
Ehrlichia*

- 18 366 384 95.3% (92.7%-97.2%)

< 112 7 119 94.1% (88.3%—97.6%)
B. burgdorferi®

- 9 229 238 96.2% (92.9%-98.3%)

Note: Male-only heartworm infections typically produce antigen levels that are below the detection capability of antigen tests.

Gold Standards:

1. Heartworm positives: Necropsy

2. Heartworm negatives: PetChek® Heartworm PF Antigen Test (5018.02)
3. Anaplasma: |FA

4. Efrlichia: E. canis |FA; E. ewingii ELISA

5. B. burgdorferi: IFA




Czynnik Wybrane Diagnostyka Postepowanie || @70 Interpretacja
etiologiczny choroby r6znicowa diagnostyczne || Tk wynikow
odkleszczowe POCT badan
Sensitivity (95% CI)! Specificity (95% CI)
Organism RAPID 1 RAPID 2
A 84.5%* 12.7% (6.0-22.7)  98.9% 98.9% (93.9-100)
phagocytophilum  (74.0-92.0) (93.9-100)
A. platys 83.3%* 333% 98.7% 96.2%
(67.2-93.6) (18.6-51.0) (93.1-100) (89.3-99.2)
B. burgdorferi 95.5%* 40.9% 100% (94.1-100)  100% (94.1-100)
(84.5-99.4) (26.3-56.8)
E. canis 97.1%* 61.4% 100% (95.8-100) 100% (95.8-100)
(90.1-99.7) (49.0-72.8)
E. ewingii 98.2%* (90.1-100) 59.3% 100% (96.7-100) 98.2%
(45.0-72.4) (93.5-99.8)
E. chaffeensis 64.3%* 35.7% 100% (96.7-100) 98.2%
(48.0-78.5) (21.6-52.0) (93.5-99.8)
D. immitis 94.1% (83.8-988) 88.2% 100% (93.4-100) 100% (93.4-100)
(76.1-95.6)
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No. positive/total no. tested by day p.i.”

Assay and group —13 21 35 49 63 77 92
RAPID Cé6
Control 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4
25 ticks/dog 0/4 0/4 2/4 4/4 4/4  4/4  4/4
50 ticks/dog 0/4 0/4 2/4 4/4 4/4 4/4  4/4
ErLISA Ce
Control 1/4 o/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4
25 ticks/dog 0/4 2/4 4/4 4/4 4/4 4/4  4/4
50 ticks/dog 0/4 4/4 4/4 4/4 4/4  4/4  4/4

“ The time points when antibodies to C6 were first detectable by each of the assays are
shown in boldface.
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ZAKAZENIE NATURALNE

PRZENOSZONE PRZEZ
KLESZCZE

Interpretacja

wynikow
badan

WYKRYWANIENA-  SZCZEPIENIE CAEYMI
'WROTOW NATURAL- »p_;pmdawt TR
NEGO ZAKAZENIA :_: LT

Testy ELISA wykrywajace IgM,
wykorzystujace jako antygen
petne komérki bakterii, lub
odczyn immunofluorescenciji
Testy ELISA wykrywajace IgG,
wykorzystujace jako antygen
petne komérki bakterii, lub
odczynimnmaﬂuorescem:ii
posredniej®

Immunoblotting*

Pozytywne wdqgu plerw-
szych 60-90 dni infekdji

- Wyniki pozytywne stwier-
‘dzanesg 60-90dnipo

infekdji i utrzymujg sig przez  m

wiele miesiecy lub lat

Przeciwciata neaguiq“z lfcz-‘
nymi antygenami kretkdw,

jednak nie z OspA lub OspB  kre
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Dziekuje za uwage

Ipiwowarczyk@ump.edu.pl

CHECK 4.TICKS!

FEEL FOR BUMPS FROM HEAD TO TAIL.
HERE ARE 8 COMMON STOPS ON A DOG TICK TRAIL!

BE § AWARE
Blacklegged (Deer) Tick

*

w

Female 310 37mm

1. Scalp

2. Ears: inside & out
3. Under collar

4 Under legs

5. Elbows

6. Groin area

7. Between toes

8. Under the tail

8




