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微生物

■宿主の名前

終宿主  ：その宿主内で、有性生殖を行う

中間宿主：その宿主内で、数が増える（シゾゴニーやレジアを作る）

ステージの変化（第3期幼虫――{脱皮}―→第4期幼虫）

待機宿主：有性生殖も、数の増加も、ステージの変化もしない。

ex.Isosporaのマウス・モルモット・スナネズミetc

■ Leucocytozoon （日本では L.caulleryi のみ）

○宿主

終　宿主：ニワトリヌカカ（L.は普通 "ブユ"）

中間宿主：ニワトリetc（L.は普通 "鳥類"）

○病状

雛　：出血死・発育阻害

成鶏：出血性貧血・溶血性貧血・産卵率低下etc


強度の免疫を保持し、再感染しにくい。

○病理

・ヌカカから注入されたスポロゾイトは、中間宿主の肝臓・肺・腎臓・脾臓・ファブリキウス嚢etcの血管内皮系細胞内に入り、第1代シゾントになる（ただし、スポロシストの数しかできない）。

・シゾントがメロゾイトを放出し、/*感染が成立*/。

・メロゾイトが、血管内皮細胞に侵入し、第2代シゾントに。

・第2代メロゾイトは、大きい上に大量にあるので、RBCが梗塞し、メロゾイトが血中に放出されるときに、RBCも血管内皮細胞も破壊される（＝血管も破壊）。∴/*出血性貧血*/

・メロゾイトが有性生殖期に入り、ガメートサイトがRBCに侵入、特に造血組織中の幼弱なRBCに入ったものはRBCを破壊。∴/*溶血性貧血*/

∴シゾントの見つけやすい臓器＝リンパ性臓器・ファブリキウス嚢・肝臓・肺 etc。

○マクロガメートとミクロガメートの比較




マクロガメートサイト
ミクロガメートサイト

核の数


１


複数（８つぐらい）

核の大きさ

大きい


小さい

細胞質の染色性*1
好塩基性

単色/弱好酸性

*1：染色性の違いは、その後のライフサイクルに関係している。

　つまり、ヌカカの腸管に入った両ガメートサイトはすぐに受精し、ザイゴート→オーキネートになり、ヌカカ中腸の腸管壁の中に潜り込む必要がある（そうしないと排泄されてしまう）。

　従って、マクロ～の方はrRNAをいっぱいため込み（＝好塩基性）受精の準備に当て（ミクロ～と受精すれば、いつでもザイゴート→オーキネートになれるようにし）、ミクロ～の方はあらかじめ半完成したミクロガメートを作っておき（＝弱好酸性）、それをいつでもを放出できるようにしておく。

■Order ピロプラズマ

　バベシアとタイレリアとの違いは、「伝播」「終宿主体内での発育様式」である。

○宿主性

卵――{孵化}―→幼ダニ――{放血・脱皮}―→若ダニ――{〃}―→成ダニ―→{落下}―→交尾・産卵

３宿主：放血のたびに宿主から落下。経発育期伝播をとる。

１宿主：放血のたびに宿主から落下せず、同じ個体にとどまる。

○伝播

・経発育期伝播

タイレリア―→唾液腺へ{感染力を持つ}――{媒介}―→他の宿主へ―→他のダニに吸血される

・経卵伝播

バベシア―→母ダニが吸血・病原体をすう―→卵巣（卵）へ―→幼ダニ―→唾液腺

○ウシ体内での発育

・タイレリア

　中間宿主（ウシなど）体内に侵入したスポロゾイトは、その近くの体表リンパ細胞内にマクロシゾントを形成する―→全身のリンパ組織や網内系組織に転移する―→マクロシゾントの中に大量のミクロシゾントができ、それがマクロシゾントから飛び出しRBC中に入る。

　従って、赤血球外増殖するタイレリアにとって、RBCは吸血されるまでの隠れ家である。

・バベシア

　侵入したスポロゾイトはすぐにRBC中に入り、成長すると分裂して、それぞれが他のRBC中に入る―→吸血されるまで繰り返し

　従って、RBCは隠れ家でもあり増殖の場でもある。

■Entamoeba histolytica（赤痢アメーバ）
肉質虫類-アメーバ類

○発育

・成熟シストが経口感染して、小腸下部で脱シストし8個の虫体となる。

・虫体は大腸に移動し、大腸壁に侵入するが、腸管内に残ったものは、糞便の固形化に伴ってシストになる。このとき出される糞便はシストを含んでいるので感染源になる。

・腸管壁に侵入したものは、タンパク分解酵素で粘膜を溶かす。これにより、出血・粘液の炎症をおこし、イチゴジャム状の糞便を出す。

・腸管から門脈に入った虫体は肝臓に入り、そこで腫瘍を形成させる。さらに、全身循環して、肺や脳にまで移行しそれぞれの臓器で潰瘍を作る。

○観察上の注意点

・上記のように、シストは正常な個体の糞便中より検出される。また、赤痢アメーバの症状を示している個体は、糞便がイチゴジャム状で栄養型がでてくる。

・シストは、強度な外界抵抗性を持ち、熱殺菌する必要がある。

・ヨード染色で、核が8つぐらい見える。

・栄養体は以下の図のように偽足を出し、その方向にまっすぐ進む。

・栄養体の中には、摂取された赤血球やその残物が残されていることもある。

○大腸アメーバの特徴

・病原性はない

・核が8つ・核の中心点が中央からずれる・運動性が低い・栄養体の中にRBCがない。

■Pentatrichomonas hominis（腸トリコモナス）
***

・宿主特異性がない。

・生の標本では、運動性は非常に大きい。{だだっ子のように (^^;} ランダムに動く。

・子犬の下痢に多い（ただし、それほど病原性はない）

・シストはないので、1週間も生きられない。乾燥下では一瞬で死亡する。{つまり感染は、しめった糞便をさわったときに多い。多頭飼いとかブリーダーとか獣医とか。}

■Giargia intestinalis
***

・運動性は非常に大きい。図のようにまっすぐに直進する

・吸盤で腸管の吸収上皮にくっつくので、食品が吸収されず、浸透圧により下痢や脂肪便になる。時には出血も。

・シストは存在する。

■蟯虫

○発育

・多くの種は、雌が肛門より外にでて、会陰部に粘液とともに虫卵を産み付ける。従って、糞便中の虫卵は少ないか、全くみられないことが多い。

・宿主体内の発育過程では、体内移行は行わず、組織内に侵入することもない。

○病理

・上記のようなライフサイクルなので、激しい症状はみられない。

・産卵するとき雌が会陰部を動き回る不快感・虫卵を含んだゼラチン様物質の刺激による掻痒・それらに繁殖した微生物による炎症 etc。

○検査

・以下の図のようにする。

・ただし、中身は見えにくい。

■線虫の一般的なライフサイクル

■犬回虫

○ライフサイクル

　終宿主は3月齢未満の子犬。ただし、人畜共通感染症

・図のように、感染仔虫を経口感染すると、腸に入ったところで仔虫が卵殻から飛び出し、胆管や腸絨毛から肝臓に入り込む。

・その後、肝臓―→心臓―→肺をたどる。その後の経路は、犬の年齢によって異なる。

・3ヶ月齢未満の子犬では、―→気管―→咽頭―→食道―→胃―→小腸という経路を経て成虫になる。/*気管型移行*/

・それ以上の犬では、―→心臓―→全身の組織―→被嚢化（待機宿主になる）。/*体内型移行*/

○感染経路

・経口感染（上記を参照）

・胎盤感染

　上記の待機宿主となった雌犬が妊娠すると、被嚢仔虫の一部が活性化し、胎盤を経由して胎仔の肝臓に移行する。

　このとき胎児が誕生してすぐに、仔虫は肝臓から肺に移行し、気管型移行する。この、〈母犬→胎盤→〉肝臓→肺を移動する仔虫の数が多ければ、それだけで死産になることもある。

・経乳汁感染

　待機宿主の妊娠後期やほ乳初期に、仔虫は乳腺に移行する。

・ヒトが摂取したときは、被嚢化しないで肝臓・眼球・脳etcに移行する。/*内臓幼線虫移行症*/

○犬回虫と犬小回虫との違い



犬回虫

犬小回虫

終宿主

主に犬

犬・猫

感染経路
（上述）
経口感染のみ

移行

（上述）
気管型移行はしない（終宿主内では腸管だけで完結）

病害性

大きい*1
少ない

蛋白膜の位置
卵殻の外側
卵殻の内側

色

茶色(胆汁の色?)
透明

卵細胞の大きさ
卵殻に接しそう
卵殻との間隔は広い

*1：移行することによる炎症・排泄物による炎症・移動による組織破壊etc

■猫鉤虫

・経皮感染＋犬回虫の感染パターン

・L1のあと、卵殻を破って外界にでてくる。その後2回脱皮し感染仔虫になる。

・腸の中では、吸盤状のものでくっつき（右図参照）、大量に吸血する。このため病原性が強くなる。

・また、不凝固成分を持っている＋吸血場所を変える、ので出血が止まらない

・回虫が外界にいるときは、常に卵殻の中で生活しているのに対して、鉤虫は外界では卵殻を破って外にでるので、卵殻は薄い。

■条虫

○裂頭条虫と円葉条虫との違い

　条虫は、雌雄同体であり、片節が1セットの雌雄になっている。従って産卵は、片節ごとに行われる。

・裂頭条虫

　片節ごとに産卵孔があり、できた虫卵は未成熟のまま外界にでる。

・円葉条虫

　産卵孔がない。子宮の中に卵をためる―→それらがいっぱいになると片節ごとはずれて外界へでる―→外界では子宮がはずれて卵が飛び出す。

　上記のように、産卵されてから外界にでるまでが非常に長いので、外界にでる頃には虫卵は成熟している。

○瓜実条虫

・ノミが媒介する。

・円葉条虫なので、虫卵は片節ごとでてくる。この片節は米粒大あり、運動性が大きいので、ウジに似ている。

■子犬の下痢の鑑別

○直接法

・直接薄層塗沫法

　ジアルジア・トリコモナス・赤痢アメーバ

　糞便（2～3g）・生理食塩水（原虫の栄養型を検出するため）

・セロファン厚層塗沫法

　犬や猫などの糞便に。草食動物などゴミの多いのはNG。

　グリセリン・マラカイトグリーン・DW・糞便（50～60mg）

　セロファンを糞便の上に置いて押しつぶす→グリセリンによって、脂質?などを溶かす。→マラカイトグリーンによって虫卵以外を緑に染める（染色液は虫卵内に入らないので染まらない）。

○集卵法

・浮遊法

　線虫卵・シスト・オーシスト・一部の条虫卵（円葉条虫は片節ででてくるから）

　飽和食塩水を利用。これより比重の軽いもの（比重1.20以下）

・沈殿法

/*自然沈殿法*/

　渡辺法：簡易肝蛭卵検査法。◎簡単にできる。
×定量ができない

　糞便5gを水に溶かす―→ビーカーに入れ水道水を加える―→

　10分間静置する{肝蛭卵は沈む}―→

　上澄みを捨て、残りの水をシャーレに移す―→

　1～2分静置したあと、シャーレをゆっくり傾ける{水よりも卵はゆっくりと移動するので、水際に虫卵がたまる}―→

　虫卵のたまったところをピペット。

　ビーズ法：◎定性も定量もできる
×特別な道具がいる。

ビーズ（ビーズ間に虫卵が入るサイズのもの）・遠沈管・傾斜回転装置

　ビーズと糞便を入れ、回転を与えたままゆっくり動かす―→

　ビーズが少しずつ動きながらふるいの役割を果たし、虫卵以下のサイズのものをビーズの中に入れる―→

　ビーズが舞い上がらないようにかき混ぜ、上澄みを捨てる―→

　一気に水を入れると、ビーズは舞い上がるがすぐに下に落ちる―→

　ビーズが落ちた直後の水を他の遠心管に移す―→遠心にかける。

/*遠心沈殿法*/
MGL（ホルマリンエーテル法）≒AMS III法

　◎糞便中の全ての成分を沈めるので、種の違いの関係なく観察できる。

　×草食獣では、糞便中に脂肪分は少ないので意味がない。

　×ゴミは多い。

ホルマリン・エーテルを重層後かき混ぜる―→糞便中に大量にある脂質がエーテルによって溶ける―→遠心後、この３層を捨てる

■イヌ糸状虫

○ライフサイクル

{省略}

○ミクロフィラリアの検査

・血中濃度は変わる。

　日内変動：夕方～明け方（かの活動期間）に増える。約10倍。

　年間変動：夏に増える（〃）。

・4～6月に検査する。

　プレパテントピリオドが6～8ヶ月であり、寄生した11月から約半年後が5月。

　予防を始めるのにも好都合

　年間変動で、血中濃度が増える。

/*検査してもいないとき*/

・上記の年間変動・日内変動で、少ないとき。

・虫の年齢（年をとりすぎ・若すぎ）

・片方の性しかいない（単性寄生）

・ある種の薬は、♀の子宮に作用してミクロフィラリアの産生を止める。

・宿主の免疫系によって、循環抗原は、肺や肝臓で消滅しているor出現しにくくなっている（存在しないわけではない）。

・異所寄生心臓以外に寄生したとき。心臓に奇形があるとき（卵円孔の胃残により血流が右心室から左心室に移動しており、それに乗って虫体も移動している）。猫に寄生。

/*ミクロフィラリアの検出*/

・エコー

・症状

・レントゲンを撮る（慢性犬は心臓が逆D型の像）

・抗体検出

　◎疫学的には有効

　×過去にいたことの証明であり、今いるかどうかはわからない。

・抗原検出

　×抗原が存在していても、WBCがとらえていれば血中からは消滅してしまう。

　×抗原はmfだけでなく、成虫も出す。

・寄生虫学的な検査

　抗凝固した血液を観察。

　生鮮血液塗沫直接鏡検法：

　濃厚血液塗沫染色鏡検法：厚層血液塗沫法。

ガラスに多量の血液を乗せ、乾燥させたあと、水を垂らし溶血させmfだけ残す。

そのうえに染色液を垂らすとmfのみ染色される。

　フィルター法：血液を溶血させ、mfのみをフィルターにこしとる。

　マイクロヘマトクリット法：細～いヘマトクリット管に血液を入れ、遠心させるとバッフィーコートの部分にmfが集まる。

　アセトン集中法：ドット法。

サンプルの血液量が多いので、検出率が一番高い。

アセトン（有機溶媒）でRBCを殺す。

アセトンの中に虫体を入れると、虫体がのびた状態で死に、その状態で色素に染まる。

■ウシの寄生虫

○原虫

・小型ピロプラズマ病

・Cryptosporidium{子牛の下痢症。ヒトにも感染。米のとぎ汁状の下痢}

・Neospora{終宿主、ライフサイクルはわからない。ウシが中間宿主→流産}

○吸虫

・肝蛭{人畜共通寄生虫。腹腔から異所寄生で子宮にいくものもいて、繁殖障害を起こすことも。時には神経症状も。腸→腹腔・肝臓にはいるときに創傷性炎症・慢性胆管炎・胆管がつまったり・胆管（最終寄生部位）で、体表にある細かい無数の針を差し込み粘膜をはがす}

・双口吸虫{病原性がない。ただし平腹双口吸虫は盲腸に寄生し病害がある。一胃二胃で産卵。肝蛭と似ている。体内以降を行わない}

・膵蛭{小型膵蛭が九州で大発生。病害あり。消化管から膵液の濃い方へ移動し、膵臓に移動}

・槍型吸虫

○条虫

・無鉤条虫

・ベネデン条虫

・拡張条虫

・エキノコッカス

■線虫の検査

○検査の目的

・線虫の虫卵は、形が似ているので種がわかりにくい。

―→病原性のあるものだけを区別して、それがでたときのみ駆虫する。

・種類のわかるもの

　/*ウシ鞭虫*/卵・/*ネマトジルス*/卵（大きい。200um）

　/*乳頭糞線虫*/卵（50um未満。犬では新鮮糞便中で仔虫形成。その他は虫卵）

　/*ウシ捻転胃虫*/（大きい。110um超。長だ円形）

　/*キャピラリア*/（鞭虫と卵が似ているが、角張っている・卵栓がでべそみたいに出っ張っている・尿から検出、という特徴を持つ）

・区別の付かないもの

　消化管内線虫卵：区別が付かない、他種類の卵の総称。

1種類の卵のことではない。

○検査方法

・ウィスコンシン変法：遠心浮遊法。

　種類を調べる（定性）。

　　糞便を水道水で混ぜて遠心すれば、卵は沈み、ゴミは表面に浮く

―→上澄みを捨てる

―→砂糖水を加えて遠心したあと、表面張力を張るまで砂糖水をゆっくり加える

―→10分待ってから、表面の水を鏡検。

◎小さいものを調べるときに。

◎ゴミが多いときに。

/*砂糖を使う意義*/

・塩に比べて分子量が大きいので、塩水と同じ密度の溶液を作ったときに、浸透圧が低くなる。―→虫体が壊れにくい。

・比重1.20は、砂糖100g/水15mlなので、飽和していない。―→結晶が析出しにくい。

・ねばねばしているので、{カバーガラスをとるときなど}動かしたときに水の対流を起こしにくい。

×腐りやすい・こぼしたらねばねば。

・EPG(Eggs Par Gram)算定：McMaster法

　数を調べる（定量）。

　　糞便２g＋飽和食塩水58mlを混ぜる。（2g/60ml）

―→EPG計算盤の各区画に入れ、少し待つ

―→卵の数を数える。{マイクロメーターを利用して。区画に厚みはあるが、比重の関係で浮遊してくるので、ガラスの裏に均一に並ぶ。}

―→各区画は0.15ml(両方で0.3ml)なので、EPG＝卵の数/0.3ml×60ml/2g＝100×卵の数

　上記のように/*EPG＝卵の数×100*/なので、値は大きくなるが、病害を持たない限りOK。

・仔虫培養：

濾紙培養法：

左図のようにして、仔虫を培養する。

幼虫は濾紙からはいだし、やがて下に落ちて底にたまった水に落ちる。

ビン培養法：

左図のように、広口ビンの中に、糞便＋おがくず＋水を混ぜ培養。

検査の時に、ビンの縁ぎりぎりまで水を入れる。

ビンの口にシャーレをかぶせて、上下にひっくり返す。

シャーレに水を入れしばらく放置。

仔虫のみ、ビンからシャーレにでてくる。

カワラ培養法：

カワラなど、素焼きの板の上に糞便を置き培養。

仔虫は、カワラから落ちて水の中に。

ポリ袋法：

左図のようにして、上から水をかけながら吸引してやると、糞便は下に落ち虫卵のみ残る。

密閉したポリ袋の中で培養し、脱脂綿の水を絞ると、水の中に仔虫がでてくる。

■吸虫

○検査法

・沈殿法{　ページを参照}

○肝蛭卵と双口吸虫卵の違い



肝蛭卵

双口吸虫卵

大きさ


≧


{ただし統計的であり殆ど変わらない}

形

両方とも長円形で卵蓋がある

色

濃い茶色
無色透明
肝蛭は胆嚢に寄生←胆汁の色が付く

卵殻


＝

卵黄細胞
未成熟

よくわからない
みっちりつまっている



顆粒は大量

卵細胞

中央より上
中央

{でも、はっきりとはわからない}

○膵蛭のプレパラートの作り方

右図のように、スライドガラスの両端に濾紙を挟み、両端を凧糸で結び圧迫する。

固定液につけると、ぺらぺらで固まる。

カルミン染色・鉄ヘマトキシリン染色で染める

脱水・包入

■豚の寄生虫

・豚を屠殺したとき


┌ トキソプラズマ


├ 有鉤条虫


└ トリヒナ

が見つかれば、見つかった臓器以外も全廃棄。

　なので、豚の産業上重要な寄生虫。

○原虫

・Eimeria・Isospora・Toxoplasma

・大腸バランチジウム{シストは50umぐらいある。腸粘膜の創傷を好むので、これの悪化の要因。基本的に非病原性}

○吸虫

・肺吸虫{の終宿主&待機宿主。沢ガニ中のメタセルカリアを食べる←イノシシ}

○条虫

・有鉤条虫{IHとして。ヒトはFHかつIH}

○線虫

・豚回虫・豚腸結節虫{腸に結節を作る。それ以外体内移行しない。鉤虫卵と同じ仲間}

・豚糞線虫

・豚鞭虫{少量を吸血。大量に寄生すると赤痢を起こして死亡する}

・豚肺虫{ミミズがIH。肺の辺縁部で白い結節（無気肺）。この中に大量の虫体}

・トリヒナ

■豚回虫

○ライフサイクル

{省略}

○豚回虫の受精卵と不受精卵の違い



受精卵

不受精卵

タンパク膜
かなり分厚い
厚い

卵殻

明瞭

はっきりしない

卵細胞

1個・大きい
はっきりわからない

見た目

卵細胞がわかる
中身がわからない。蛋白膜のため表面が凹凸に見える

不受精卵：受精できなかったので、変性してしまった。

ただし、感染していることには変わりない。

○仔虫

・偽体腔を持つ

　体腔液で満たされている←―免疫原性物質（Ｉ型アレルギーの原因）。

{回虫が死んで体腔液が腸管内に漏れ出すと、腸が収縮して"差し込み"の症状を示す。またこの液に反復して接触したあと匂いをかいでもアレルギー反応がでる。}

■トリヒナ

○ライフサイクル

{省略}

○病理

{省略}

○検査

筋肉中のトリヒナが対象

・トリヒナスコープ

　右図のように、肉（横隔膜筋部←血流多い・肉量多い）をつぶす

　薄くなった肉をプロジェクターに映し検査。

・人工胃液消化法

　右図のように、人工胃液（塩酸+トリプシン）で、ミンチ肉を消化

　トリヒナは胃で消化されない―→肉は消化されるがトリヒナは残る―→沈渣はトリヒナ

　◎たくさんの肉が使える←検出率アップ

　×時間がかかる

■Toxoplasma gondii

○採取方法

　検査材料は、炎症浸出液・脳脊髄液・病変部臓器など

・{検査材料を、直接塗沫や、Eimeriina(アイメリア類。俗に言うコクシジウム）としての直接塗沫・浮遊法なども。}

・病変部臓器の乳剤・炎症浸出液を、マウス腹腔内に接種して、腹水がたまるのを待つ。

→マウス体内で増殖した虫体（タキゾイト）を検出。

・腹水がたまらなければ、脳脊髄液をみる。

→シストを検出。

・股動脈・脇窩動脈・心臓注射して・眼窩静脈叢（眼窩に細いピペットをつっこみ、ここから採血。終わったらキムワイプなどで止血できる。∴何度も採血可能）で、採血。

→タキゾイトを観察

■鶏のコクシジウム（Eimeria）

○同定方法

・オーシストを検出（一般的に直接塗沫・浮遊法）

・交差耐性がないので、種レベルで同定する必要がある。

・一般に、症状の発現は、シゾントが破壊される時期にもっとも強く当てはまる。

・コクシジウムの種の同定は、オーシストだけではある程度の目安にはなっても、正確にできない。∴以下の項目3.4.5の試験+病原性のチェックなどを行う。

・一般的にコクシジウム症は、殆ど全て複合感染なので、以下の寄生部位の例に当てはまらない。

∴虫卵数を全種同じにして、実験感染させる―→プレパテントピリオドを比較

　剖検して特異的な病変部を観察。

　免疫学的診断法（近所でなにがはやっているか）

E.tenella
E.necatrix
E.maxima
E.acervulina
E.brunetti

急性盲腸C{*1}
急性小腸C{*1}


慢性小腸C

20um

20

30

20

20
{*2}

48hrs(2days)
48hrs

48hrs

21hrs(～1day)
48hrs
{*3}

7days

7days

7days

4days

7days
{*4}

{*5}

*1：急性～コクシジウムにかかるときの機序。

　E.tenellaやE.necatrixの第2代シゾントは非常に大きく成長する（Max50～60um）。さらにそのとき寄生細胞も肥大し、シゾントが固有層付近まで落ち込む。そして、シゾントが崩壊し、そのとき宿主細胞も崩壊する。

　つまり盲腸の固有層付近の崩壊のため激しい出血があり、急性の症状を呈する。

　慢性症状を示すE.acervulinaは、シゾントがあまり細胞の深部まで達しない。そのため激しい出血はしないが、増殖力が盛んなため広い範囲が侵され、カタル性腸炎の下痢や吸収阻害→体力低下→体重の増加率が減少悪化（→産卵鶏の産卵率低下→経済的効果）。

*2：オーシストの大きさ（糞便検査による）

　ただし、死んでいく鶏はシゾント形成中である―→有性生殖していない―→オーシストがない

*3：オーシストを培養して、スポロゾイト形成に要する時間（完了時間）。

ただし、オーシストが成熟するには、水・酸素・適温が絶対条件である。

　培養した仔虫は、直接法や塗沫法で調べる。

*4：プレパテントピリオド（）

*5：病変部

■免疫学的診断法

○In vivo

・皮内反応

　ex.肝蛭

　皮膚内に直接、抗原を入れる。

　Ｉ型アレルギー（肥満細胞がIgEを持っており、抗原が二つの抗体間を架橋→発疹）による。アナフィラキシー反応なので、即時的。

？{　抗原抗体複合体が他の好中球などを凝集（II型？）。}

？{　リンパ球が担当抗原を見つけ、食細胞を呼ぶ（VI型）。ツベルクリンなど}

○In vitro

・IFA

　Babesia gibsoniなど（ただし標準法ではない）。

　蛍光塗料をつけた蛍光抗体・バベシア抗体

　×顕微鏡が特殊。

・RIA（放射線抗体法）

　抗体のあるものなら何でも。

　特異抗体・それに結合する、放射性同位元素がくっついた抗体

　◎高感度（1個でも抗原抗体複合体ができていればよい）

　×ランニングコストが高い。

・EIA（酵素抗体法）

　特異抗体・その抗体にくっつくと色の変わる物質を含んだ抗体

　◎ハンドリングがいい。

　◎感度が高い。

・沈降反応

　血清中の抗原（もちろん水溶性）が水溶性の抗体と結合して、抗原抗体複合体の巨大分子を作り沈殿してくることによって、抗体の有無を検出。

/*ゲル内沈降反応*/

　Leucocytozoon。他にも、ウマの伝染性貧血・ウシの白血病。

　スライドグラスの上にゲルを載せ、ゲルに2カ所穴をあけそこに抗原と血清を入れる。―→抗原と血清はそれぞれ放射状に広がる。―→抗原と抗体がぶつかり合う場所で抗原抗体複合体を作る。―→複合体は巨大分子であり、生成された場所に白い沈降線となった現れる。

　血清の強さは沈降線の数による（沈降線が数本できるのは、複数種類の抗体が同一抗原に反応しているから）。

/*オクタロニー法*/

　ゲル沈降反応と同様に行うが、抗原の周りに、血清を入れる穴を数カ所放射状に並べる。

　各穴の中には、段階希釈した血清を入れていき、どの穴まで沈降線が出たかを調べる（ex.沈降線が8倍希釈のものまで検出されると「抗体価８倍」となる）。{その他スケッチ参照}

・凝集反応（ラテックス凝集反応）

　Toxoplasma gondiの標準法

　小さな玉（RBCやラテックスビーズ）の表面に抗原をくっつける。→血清を入れるとAgAb複合体の巨大分子を作る

→複合体を作っていない場合、RBCは真ん中にたまる。

　複合体を作っている場合、下から見ると幅広く沈降。

　RBCは数ヶ月しか寿命がないので、ラテックスビーズを使う。

　反応の結果と判定は以下の通り。

　反応(+)と(0)or(±)との境目を判定の部位にする。抗体が16倍で陰性。32倍で擬陽性、それ以上は陽性となる。

　またこの検査では、判定の1段階の差は誤差と見なされる→擬陽性など判定が定かでないときは、再検査などを行う。{ただし2段階の誤差はあまりなく、有効な判定と見なされてしまう}

・補体結合反応

　抗原とくっついた抗体に保体が結合すると、補体は活性化され、補体によってそのRBCの一部に穴があく→それによりヘモグロビンが外にでる→色の変化を観察。

○寄生虫特有の検査

・色素試験

　Toxoplasma gondiに使う

　生タキゾイト・アクセサリーファクター（力価のわかっている補体）・アルカリ性メチレンブルー（などの超生体染色液。生きている細胞を生きたまま染色する）・被検血清。

　血清を非働化する（56℃30min処理→補体を不活化する　∴補体を、力価のわかっているものだけにする）

→被験血清とアクセサリーファクターをタキゾイトと混ぜる（血清中に抗体があったら、抗原抗体反応の結果補体が活性化し、補体がタキゾイトに結合してタキゾイトの一部が破れ中身が飛び出る）

→アルカリ性メチレンブルーを入れ、タキゾイトの中身を染める。

∴タキゾイトの中身が染まらなかったら陽性

　{力価がわからなければ、「抗原抗体反応が起こる数に対する、補体が虫体へ結合する度合い」が分からない。また一般的にこの力価には個体差があり、さらに低い値なので、たとえ抗体が血清中にあり抗原抗体反応が起きていたとしても、補体が結合しない場合があるし、どれくらい抗原抗体反応がわからない場合がある。}

・COP（虫卵周囲沈降）反応

　日本住血吸虫卵に使う。

　ゲル沈降反応と同じ原理。虫卵周りに抗原抗体複合体が析出。

　住血吸虫は、免疫反応を利用してライフサイクルを回す（特に、門脈にいる虫体が腸管腔に卵を出すとき）。

{門脈にいる吸虫が卵を生むときに、門脈を逆行し、門脈の始まり（腸管との付け根付近）に移動し、卵を生む。→卵は炎症を起こす物質を出しているので、門脈の付け根が炎症を起こす→炎症が腸の管腔にまで至る→炎症部位が腸内に落ちる→糞便中に虫卵が入り込む。}

・サーレス反応

　トリヒナの仔虫。

　COP反応と同様。トリヒナの体の穴（天然孔）からでている炎症物質を利用して、COPと同じ反応を起こす。

○検査上の注意点

・ゲル沈降反応によるLeucocytozoonの判定

　以下の図のように、抗原を検出できる時期、抗体を検出できる時期はそれぞれ決まっている。また、その間の数日間は抗原と抗体が中和しあっているので、抗原も抗体も検出できない。

・凝集反応によるToxoplasma gondiの抗体価の推移

　妊婦への検査は2回にわたって行い、1回目の血清と1回目の検査のあと14日後に採血した血清と比べる。

　Toxoplasmaの場合、下記のような違いができるので、抗体の有無だけでなく抗体価まで知る必要がある。

+ → ++ *
抗体を作りつつある。＝まだ抗原がある。＝まだ虫体が元気

++ → ++
いつ寄生されたかわからないが、体調は維持。

++ → +

or 抗原がすでになく、体から抗体もなくなりつつある。

- → + *
非常にやばい（感染したて？）。

- → - *
今後(+)になる＝急性炎症を起こしうる。

　妊婦が上記*印の反応を示した場合、非常にやばい。

　猫の場合、上記の図のようになっているので‥‥‥

　たとえば、シストを飲み込んだ猫は、プレパテントピリオドが5日なのでペア血清の結果を待つ間（14日間）、シストはまき散らされている。従って1回目のテストが陰性であっても、糞便検査をする必要がある。

　逆にオーシストを飲み込んだ場合、猫の抗体価を15日目くらいに測定すると、抗体価は高い（のですでに感染したと思い大丈夫だ）と思っても、そのあとオーシストをばらまく可能性が大きい。

　上記より、「血清は2回はかる」ことと「いずれの時も糞便検査を行う」ことを徹底する。ただしこれでも安心とはいえない。

　∵ヒトの妊娠期間は長く、その間に寄生することもあるから

　∵or 中間宿主型の猫では、ライフサイクルが腸内で完結してしまえば、いつまでたっても抗体価があがらない→抗体価が陰性でもオーシストはばらまいている、から。{ただしこの場合、腸管の免疫機構のため再感染しにくい}

■小型節足動物の観察

○ガムクロラール液標本の作製

・幼ダニ・ツツガムシの観察に

・アラビアゴム：包入

抱水クロラール：透徹（ダニの体を透明にする。なので表裏の違いを観察するときは焦点深度を調節する）{*1}

酢酸：

DW：

・実習で用いたのは、ガムクロラール液の一種の、ゲータ液。

*1：70%アルコールorイソプロピルアルコールでもよい。

■外部寄生虫

○ダニとノミ（昆虫）との違い



ダニ


昆虫

脚

４対（幼:３対）

３対

体節

(-)


頭・胸・腹 {*2}

目

単眼/(-)

複眼

触角/触肢
触肢 {*1}


触角

変態

(+)脱皮して成長

不完全変態(相似形のまま大きくなる)






/完全変態(チョウのように形を変える)

*1：触肢は4節ある。この触肢のために、足は5対ともいえる。

*2：一般形態は以下の図の通り

○ダニ

{省略}

○ノミ

・猫ノミと犬ノミの判別点



猫


犬


額
狭い/出っ張っていない
出っ張っている


頬棘櫛
長さに違いはない
1本目が短い

・犬etcでは瓜実条虫を媒介していることが多い。

∴下痢状の新鮮糞便中に米粒状のものがピチピチしている⇔瓜実条虫の片節である（瓜実条虫がいる）⇔それを媒介するノミがいる

・ライフサイクル（詳しくは瓜実条虫を参照）

　ダニの幼虫が、六鉤幼虫を食べる―→ノミの体内で嚢尾虫になる―→宿主がグルーミング中などに、中間宿主として寄生され運動の鈍くなったノミを食べる―→ ‥‥

