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Przydatnosc metody PCR i badania hodowlanego
do przyzyciowej diagnostyki rodokokozy zrebiat
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Gradzki Z., Zietek-Barszcz A.
Suitability of PCR and culture for antemortem diagnosis of rhodococcosis in foals

Summary

The aim of the study was to assess the suitability of multiplex PCR and culture for the detection of virulent
R.equi in tracheobronchial aspirate (TBA) and feces of foals from enzootic farms. Fecal and TBA samples
were taken randomly from a representative group of foals aged between 1 and 6 months. The solid selective
medium NANAT was used for culture examination. Multiplex PCR reaction was performed with the use of
two sets of primers complementary to the conservative gene fragment encoding the 16S subunit of ribosomal
RNA of R.equi and the plasmid gene encoding virulence associated protein A (VapA), which determines bac-
terial virulence. During clinical observations three experimental groups (A, B, C), differing in the intensity of
respiratory signs, were selected for further studies. In foals from group A, showing no clinical signs from the
respiratory tract, the results of the examinations of TBA and fecal samples were negative irrespective of the
method used. In group B, showing moderate respiratory signs, 15 TBA and fecal samples were examined.
PCR results were positive for 7 TBA samples and 2 fecal samples, whereas culture examinations were positive
for only 3 TBA samples from this group. In group C, consisting of 6 foals with severe respiratory signs,

positive PCR and culture results were obtained for all TBA samples and for 3 fecal samples.
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Rodokokoza jest bakteryjna choroba uktadu odde-
chowego zrebiat, ktora wystgpuje najczesciej u zwie-
rzat w wieku od 1. do 6. miesiaca zycia. Choroba prze-
biega z objawami ropnego zapalenia ptuc, weztow
chtonnych i sporadycznie btony §luzowej jelit (7, 15).
U Zrebiat zakazonych w warunkach naturalnych, ob-
jawy kliniczne ujawniajq si¢ zwykle w wieku ponizej
4. miesiaca zycia (7, 32). Rozwoj choroby jest powol-
ny, aw poczatkowej fazie zakazenia Obj awy moga by¢
stabo nasilone i tatwo daja si¢ przeoczy¢ (7, 8). Wezes-
ne, przyzyciowe rozpoznanie zakazen Rhodococcus
equi u zrebiat ma istotne znaczenie dla podjgcia we
wiasciwym czasie specyficznej terapii antybiotykowej
oraz zwigkszenia jej skutecznosci (13, 22). Antybio-
tykoterapla przyczynla si¢ takze do zmniejszenia za-
nieczyszczenia Srodowiska zewngtrznego zjadliwymi
szczepami R. equi (8, 10) oraz rzutuje na wyniki eko-
nomiczne uzyskiwane w stadninach.

Nadzorem lekarsko-weterynaryjnym oraz badania-
mi przesiewowymi winny by¢ objete zwtaszcza stad-
niny, w ktorych rodokokoza wystgpuje enzootycznie
(5, 8). Zuwagi na powszechne wystgpowanie niezjad-
liwych szczepdéw R. equi w §rodowisku hodowlanym
wiarygodna metoda diagnostyki rodokokozy powin-

na, poza identyfikacja gatunkowa zarazka, uwzgled-
nia¢ takze okreslenie markerow zjadliwosci (18, 28).
Celem badan byto okreslenie przydatnosci metody
PCR-multiplex 1 badania hodowlanego do wykrywa-
nia zjadliwych szczepow R. equi w poptuczynie tcha-
wiczo-oskrzelowej (PTO) 1 kale Zrebiat pochodzacych
ze stadnin z enzootycznie wystepujaca rodokokoza.

Materiat i metody

Badania wykonano w ciagu jednego sezonu hodowlane-
go. Zwierzgta do badan pochodzity z dwoch stadnin (K, M),
zlokalizowanych w réznych regionach geograficznych Pol-
ski, w ktorych rodokokoza wystepuje enzootycznie od wielu
lat. Sredni wspotczynnik chorobowosci w tych stadninach
wynosil w ostatnich latach 15-25%, natomiast wspotczyn-
nik $miertelnos$ci byt zréznicowany i wynosit srednio 10%
dla stadniny K oraz 7% w stadninie M.

Material do badan stanowity prébki katu oraz poptuczy-
ny tchawiczo-oskrzelowej, ktére pobierano losowo od re-
prezentatywnej grupy zrebiat w przedziale wiekowym od
1. do 6. miesiaca zycia. Ogotem probki do badan pobrano
od 41 Zrebiat.

Do pobierania popluczyny tchawiczo-oskrzelowej wy-
korzystano metod¢ aspiracji nosowo-tchawicowej wg Ha-
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shikura i wsp. (12) w modyfikacji wlasnej
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Tab. 1. Sekwencje starteréw reakcji multiplex PCR

(31). Kat do badan pobierano z prostnicy od

zrebiat lub ze $cidlki i transportowano do la- s’::rzt:l; I((;er_u)n;l; Sekwencja (5’ 3°) Region | Produkt
boratorium w plastikowych pojemnikach (Med- Rq for n e e TR T

lab, Polska). Do badama} hodow}anego wyko- - - CGACCACAAGGGGGCCGT 168 rRNA | 441 pz
rzystywano state podtoze wybiorczo-namna- Vo1 CAGRGATCCERTTCTCRTAACGCTACAATC

S " .

zajace NANAT opracowane przez Woolcock Vp2 - TTTGAATTCTCTACACCCACCTCACACCTT vapA 875 pz

i wsp. (29). Posiewy inkubowano w temp.
30°C przez 48 godz. Ekstrakcje DNA wyko-
nywano metoda trawienia enzymatycznego
zuzyciem CTAB w odniesieniu do poptuczy-
ny tchawiczo-oskrzelowej oraz trawienia en-
zymatycznego z uzyciem sproszkowanego

Tab. 2. Poréwnanie wynikow badania metoda multiplex PCR i hodowlanego
probek popluczyny tchawiczo-oskrzelowej i kalu Zrebiat w zaleznosci od na-
silenia klinicznych objawéw ze strony ukladu oddechowego

szkta w przypadku katu. Techniczne szczeg6- Grupa A (n = 20) Grupa 8 (n = 15) Grupa C (n = §)

ty obydwu metod podano we wczesniejszych L kal AL kat PTO kat

publikacjach (30, 31). Metoda PCR - - 7 2 6 3
Oligonukleotydy uzyte jako startery reak- |gadanie hodowlane _ _ 3 _ 6 3

cji PCR wyselekcjonowano w oparciu o dane
pisSmiennictwa (3, 22). Do reakcji amplifika-
cji uzyto 2 par starteroéw (Rqfor, Rqrevi Vpl,
Vp2) komplementarnych, odpowiednio, do
konserwatywnego fragmentu genu kodujace-
go podjednostke 16S rybosomowego RNA R. equi oraz frag-
mentu plazmidowego genu vapA, kodujacego biatko VapA
warunkujace zjadliwo$¢ zarazka (tab. 1). Zastosowanie po-
dwojnych starterow umozliwiato potwierdzenie przynalez-
nosci bakterii do gatunku Rhodococcus equi oraz wykaza-
nie ich zjadliwo$ci. Reakcjg amplifikacji przeprowadzano
wedtug procedury podanej przez Bell i wsp. (3). Produkty
reakcji analizowano elektroforetycznie w 1,5% zelu aga-
rozowym (Sigma) w obecnosci wzorca masowego (100 bp
DNA Ladder Plus, Fermentas, Litwa).
Wyniki i omowienie

Na podstawie obserwacji klinicznych w stadninach
z enzootycznie wystepujaca rodokokoza wyodrgbnio-
no 3 grupy doswiadczalne (A, B, C) liczace facznie 41
zrebiat. Grupa A obejmowala 20 Zrebiat nie wykazu-
jacych w okresie pobierania probek klinicznych obja-
wow ze strony uktadu oddechowego. Grupa B obej-
mowata 15 zrebiat, u ktérych badaniem klinicznym
stwierdzono zapalenle goérnych drog oddechowych,
manlfestuj ace si¢ podwyzszeniem cieploty wewngtrz-
nej (39,0-40,5°C), osowieniem, powigkszeniem w¢z-
tow chtonnych zuchwowych, zmniej szeniem apetytu,
surowiczym lub §luzowo-ropnym wyptywem z otwo-
réw nosowych oraz kaszlem. Ostuchiwaniem u wszyst-
kich Zrebiat z tej grupy stwierdzano zaostrzenie szme-
ru pecherzykowego, styszalne zwtaszcza w okolicy
ptatow doglowowych. Grupa C obejmowata 6 zrebiat,
u ktorych przyzyciowo na podstawie badania klinicz-
nego postawiono podejrzenie, a w dalszym etapie
badan metoda PCR potwierdzono rozpoznanie zapa-
lenia ptuc wywotanego przez zjadliwe szczepy R. equi.
W grupach B i C zrebigta poddawane byly terapii an-
tybiotykowe;j.

U irebiqt z grupy A, nie wykazujacych klinicznych
objawow ze strony ukiadu oddechowego, wyniki ba-
dania probek PTO i katu byty negatywne, niezaleznie

Objasnienia: A — zrebigta nie wykazujace klinicznych objawow ze strony uktadu
oddechowego; B — Zrebigta ze stabo nasilonymi objawami ze strony uktadu odde-
chowego (opis w tekscie); C — zrebigta z silnie wyrazonymi objawami ze strony
dolnych drég oddechowych (opis w tekscie)

od zastosowanej metody (tab. 2). W grupie B, obej-
mujacej zrebigta wykazujace stabo nasilone objawy
ze strony uktadu oddechowego w postaci kaszlu oraz
sluzowo-ropnego wypltywu z nosa z towarzyszaca go-
raczka, na 15 badanych probek PTO i katu pozytywny
wynik reakcji PCR uzyskano w 7 probkach PTO oraz
w 2 probkach katu, natomiast wynik badania hodow-
lanego byt dodatni tylko w przypadku 3 probek PTO.

W grupie C, obejmujacej 6 zrebiat z silnie wyrazony-
mi objawami ze strony ptuc, dodatni wynik reakcji PCR
oraz badania hodowlanego uzyskano we wszystkich
badanych probkach PTO 1 w 3 probkach katu.

W toku obserwacji klinicznych w stadninach z en-
zootycznie wystepujaca rodokokoza wyselekcjonowa-
no do dalszych badan trzy grupy doswiadczalne, roz-
niace si¢ stopniem nasilenia klinicznych objawow ze
strony uktadu oddechowego. Taki schemat postgpo-
wania umozliwil grupowanie uzyskiwanych wynikow
badan w zaleznosci od klinicznego stadium rozwoju
choroby oraz utatwiat ich interpretacj¢. Podobny tok
postgpowania przyjmowany jest w odniesieniu do
wigkszos$ci badan eksperymentalnych dotyczacych
zakazen R. equi u Zrebiat (25, 32).

Sposrod aktualnie dostgpnych metod przyzyciowe-
go rozpoznawania rodokokozy zrebiat badanie klinicz-
ne ma ograniczong wartos¢ diagnostyczna (14). Czgs-
tym zjawiskiem jest brak widocznych objawow we
wczesnych stadiach zakazenia, a niekiedy nawet w za-
awansowanych stadiach rozwoju choroby (7, 13).
Znaczenie tego badania wiaze si¢ natomiast z mozli-
woscia selekcjonowania na jego podstawie Zrebiat do
wykonania dalszych szczegdétowych badan, a takze
stwierdzania objawow zlokalizowanych poza uktadem
oddechowym, np. zapalenia wielostawowego (7, 13).

Podstawowa metoda diagnostyki zakazen R. equi
u zrebiat jest badanie hodowlane, polegajace na izola-
cji oraz identyfikacji zarazka na podtozach selektyw-
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nych (7, 9). Najlepsze efekty uzysku-
je sig, pobierajac do badania poptu-
czyng tchawiczo-oskrzelowa, z uwagi
na znikomy stopien zanieczyszczenia
probki flora towarzyszaca (1). Mate-
riat ten mozna wykorzysta¢ dodatko-
wo do bezposredniego badania mikro-
skopowego, cytologicznego oraz do
ekstrakcji kwasow nukleinowych,
poddawanych amplifikacji metoda
PCR (1, 3, 7). Badanie hodowlane
poptuczyny tchawiczo-oskrzelowe]
uznawane jest niekiedy za ,,ztoty stan-
dard” w laboratoryjnej diagnostyce
rodokokozy i czgsto stanowi uktad od-
niesienia dla innych metod (7). Mate-
riat powinno si¢ posiewac na podtoza
wybidrcze, zawierajace antybiotyki
hamujace wzrost flory konkurencyj-
nej (7,9). Jednym z czg$ciej stosowa-
nych tego typu podlozy jest pozywka
NANAT, opracowana przez Woolcock
1wsp. (29), ktora zostata wykorzysta-
na w badaniach wtasnych.

Analiza wynikow badan wtasnych potwierdza sku-
teczno$¢ badania hodowlanego z uzyciem selektyw-
nego podtoza NANAT do izolacji szczepow R. equi
z poptuczyny tchawiczo-oskrzelowej (ryc. 1). O spe-
cyficznosci izolacji bakterii nalezacych do gatunku
R. equi decyduje niewatpliwie sktad podloza NANAT
ograniczajacy namnazanie si¢ flory towarzyszacej (9,
29). Warto podkresli¢, ze badanie takie nie wnosi zad-
nych informacji odno$nie do markeréw zjadliwosci
izolowanych szczepow, ktorych okreslenie jest istot-
ne z punktu widzenia wyboru metody postgpowania
ze zrebigtami chorymi lub podejrzanymi o chorobg (16,
18). Wprawdzie z naturalnych przypadkéw zakazen
zrebiat najczeSciej izolowane sa szczepy R. equi o za-
programowanej genetycznie zjadliwosci (24), w prob-
kach badanego materiatu nalezy jednak liczy¢ sig tak-
ze z obecnoscia szczepow niezjadliwych (5, 24). Uwa-
runkowane jest to ich powszechnym wystgpowaniem
w Srodowisku bytowania zwierzat oraz zanieczyszcze-
niem bakteryjnym drobin kurzu i pylu w pomieszcze-
niach stajennych i na wybiegach (4, 5, 7, 10). Ponadto
badanie hodowlane moze dawac wynlkl fatszywie
ujemne, zwlaszcza jesli w okresie przed pobraniem
materialu stosuje si¢ u zwierzat terapi¢ antybiotyko-
wa (16, 20).

W przebiegu rodokokozy zarazek, poza plucami,
czesto lokalizuje sig takze w przewodzie pokarmowym
(7). Dotyczy to zwlaszcza mtodych zrebiat, w wieku
do 3 miesiaca zycia, u ktorych bakterie ulegaja repli-
kacji w jelitach, osiagajac liczbg 10%-10° komorek w 1 g
katu (24). Skutkiem kolonizacji przewodu pokarmo-
wego jest siewstwo zjadliwych drobnoustrojow z ka-
tem oraz trwate zanieczyszczenie $rodowiska ze-
wnetrznego. Ten fakt pozwala na wykorzystywanie

875 pz m=p—

441 pZ =——
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Ryc. 1. Produkty reakeji PCR-multiplex o dlugo$ci 441 i 875 pz uzyskane z uzy-
ciem starteréw Rq for, Rq rev oraz Vpl, Vp2 komplementarnych, odpowiednio,
do genu 16S rRNA i genu vapA na matrycy DNA izolowanego z popluczyny tcha-
wiczo-oskrzelowej zrebiat

Objasnienia: M — marker masy czasteczkowej (100 bp DNA ladder, MBI, Fermentas
Litwa); K (-) — kontrola negatywna; K (+) — kontrola pozytywna (DNA R. equi ATCC
33701);nr 1, 5,6,8,9, 10, 11 — probki poptuczyny pobrane od Zrebiat z grupy A; nr 2,
3, 4, 7 — probki poptuczyny pobrane od zrebiat z grup B i C

izolacji R. equi z katu Zrebiat w wieku do 3. miesiaca
zycia jako alternatywnej metody przyzyciowej diagno-
styki rodokokozy (1, 7), ktéra zastosowano w bada-
niach wlasnych.

W wielu laboratoriach do rozpoznawania rodoko-
kozy Zrebiat wykorzystuje si¢ aktualnie, obok klasycz-
nych technik bakteriologicznych, metod¢ PCR (17, 21,
26, 27). Stato si¢ to mozliwe dzigki poznaniu i opubli-
kowaniu sekwencji nukleotydowej genu vapA, kodu-
jacego biatko antygenowe o tej samej nazwie (19). Na
tej podstawie wytypowano i opublikowano sekwencje
kilku par starterow reakcji, komplementarnych do
konserwatywnych regionow plazmidowego DNA (2,
21-23, 26). Alternatywnie w diagnostyce rodokokozy
wykorzysta¢ mozna startery komplementarne do frag-
mentu chromosomalnego DNA, kodujacego podjed-
nostke 16S rybosomowego RNA (rRNA) (3, 6, 11, 21).
Uwzgledniajac dane piSmiennictwa z zakresu mole-
kularnej diagnostyki zakazen R. equi, w badaniach
wlasnych wykorzystano 2 pary starterow (tab. 1), kto-
rych uzycie umozliwiato wykazanie przynaleznos$ci
gatunkowej izolowanych drobnoustrojow, a takze
okreslenie specyficznego dla R. equi markera zjadli-
wosci (3, 21). Z danych pismiennictwa wynika, ze
metoda PCR stosowana byta dotychczas gltéwnie do
okreslania zjadliwos$ci szczepow R. equi izolowanych
uprzednio w badaniu hodowlanym (1, 18, 21, 26).
W badaniach wlasnych podjeto probg wykorzystania
tej metody do wykrywania materialu genetycznego
R. equi bezposredmo w probkach materiatu biologicz-
nego oraz do roznicowania szczepow zjadliwych i nie-
ZJadllwych co ma istotne znaczenie z punktu widze-
nia przyzyciowej diagnostyki choroby oraz podejmo-
wanej terapii.
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Rye. 2. 3-dniowa hodowla R. equi izolowanego z popluczyny
tchawiczo-oskrzelowej Zrebigcia na podlozu selektywnym
NANAT

W stadninach z enzootycznie wystgpujaca rodoko-
kozq zrebigta, u ktorych doszto do zakazenia, znajdu-
jasi¢ przewaznie w r6znych stadiach khnlcznych roz-
woju choroby, co rzutuje na koncentracj¢ zarazka
w materiale dostepnym do badania, a takze na mozli-
wosci jego wykrywania dostgpnymi metodami (7, 13).
W badaniach wiasnych posiewy na pozywce NANAT
i reakcj¢ PCR wykonywano w odniesieniu do probek
poptuczyny tchawiczo-oskrzelowej i katu pobieranych
od Zrebiat, ktore podzielono na trzy grupy (A, B, C)
w zalezno$ci od nasilenia klinicznych objawow ze stro-
ny uktadu oddechowego. Wykazano, ze w kazdej z tych
grup, niezaleznie od uzytej metody badania, bardziej
przydatna diagnostycznie okazata si¢ popluczyna tcha-
wiczo-oskrzelowa w porownaniu do katu (tab. 2). Ten
fakt thumaczy¢ mozna wyzsza koncentracja R. equi
w poptuczynie, w ktorej w niepowiktanych przypad-
kach rodokokozy oraz przy zachowaniu wlasciwych
zasad pobierania materiatu oczekiwaé nalezy jedno-
rodnej zawiesiny bakterii. W badaniu probek katlu
uwzglednié natomiast nalezy udziat towarzyszacej flo-
ry bakteryjnej oraz przewaznie nizsza liczbg zarazka
w 1 g probki, zwlaszcza u Zrebiat w wieku powyzej
3. miesigca zycia. W badaniach wykazano takze wigk-
sza przydatno$¢ diagnostyczng metody PCR w porow-
naniu do badania hodowlanego tak w odniesieniu do
katu, jak 1 popluczyny tchawiczo-oskrzelowej. Wyniki
te $wiadcza o wyzszej czutosci metody PCR w po-
réwnaniu z badaniem hodowlanym. W interpretacji
wynikow tych badan uwzgledni¢ nalezy takze fakt sto-
sowania terapii antybiotykowej u zrebiat w grupach B
1 C, ktora niewatpliwie rzutuje na mozliwosci wykry-
wania zarazka w badaniu hodowlanym. Na ten pro-
blem zwrocili takze uwagg Sellon 1 wsp. (21), ktérzy
wykazali, Ze u leczonych Zrebiat badanie hodowlane
moze dawa¢ wynik ujemny, podczas gdy metoda PCR
stwierdza si¢ w badanym materiale obecno$¢ materia-
tu genetycznego zjadliwych szczepow R. equi. Do
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przyzyciowej diagnostyki zakazen R. equi u zrebiat
bardziej celowe wydaje si¢ zatem pobieranie poptu-
czyny tchawiczo-oskrzelowej niz katu. Konieczne jest
takze ustalenie, czy badane Zrebigta byty lub sa aktu-
alnie poddawane terapii antybiotykowej. W przypad-
ku stosowania antybiotykéw wskazane jest uzycie
metody PCR, dajacej wigksze prawdopodoblenstwo
potwierdzenia zakazenia w poroéwnaniu do badania
hodowlanego.

Dane piSmiennictwa dotyczace wykorzystania roz-
nych metod przyzyciowego rozpoznawania zakazen
R. equi u zrebiat potwierdzaja wigksza przydatno$¢
metody PCR w poréwnaniu z metodami konwencjo-
nalnej diagnostyki bakteriologicznej (20, 21, 26, 27).
Sellon i wsp. (21) wykazali, ze przy uzyciu metody
amplifikacji DNA mozliwa byta identyfikacja R. equi
w popluczynie tchawiczo-oskrzelowej u 34% Zrebiat
w wieku 2-8 miesigcy, natomiast w badaniu hodowla-
nym zarazek wyizolowano z tego samego materialu
tylko od 17% Zrebiat. Wyniki te jednoznacznie wska-
zuja na wigksza czutos¢ metody PCR, ktorej dodatko-
wa zaleta jest mozliwos¢ okreslenia zjadliwosci szcze-
pow. Autorzy w swoich badaniach wskazuja takze na
niektore stabsze strony metody PCR, do ktorych obok
probleméw natury technicznej zaliczy¢ mozna brak
mozliwo$ci wykrywania u Zrebiat zakazen wspotist-
niejacych lub czgste uzyskiwanie wynikow fatszywie
dodatnich, spowodowane zanieczyszczeniem materia-
tu biologicznego niezjadliwymi szczepami pochodza-
cymi ze srodowiska. W badaniach wlasnych problem
ten udato si¢ wyeliminowac poprzez zastosowanie do
wykrywania R. equi reakcji PCR-multiplex z uzyciem
starterow komplementarnych do dwoch réznych frag-
mentow genomu zarazka (ryc. 2). Pozwolito to na row-
noczesne potwierdzenie przynaleznosci gatunkowe;]
bakterii obecnych w badanym materiale oraz obecnos-
ci lub braku genu vapA kodujacego biatko determinu-
jace zjadliwo$¢ R. equi.

Uzyskane wyniki potwierdzaja mozliwos$¢ zastoso-
wania reakcji PCR 1 badania hodowlanego do przyzy-
ciowej diagnostyki zakazen R. equi u Zrebiat. Wynik
badania uzalezniony jest jednak od nasilenia objawow
klinicznych 1 rodzaju badanego materiatlu (tab. 2).
Metoda PCR z uzyciem podwojnych starterow jest
przydatna do wykrywania w warunkach przyZzyciowych
zjadliwych szczepow R. equi oraz roznicowania ich ze
szczepami niezjadliwymi. Metoda ta moze by¢ szcze-
gblnie przydatna do badania popluczyny tchawiczo-
-oskrzelowej we wezesnym okresie zakazenia, w kto-
rym zjadliwe zarazki w wigkszosci znajduja si¢ we-
wnatrz komorek fagocytarnych.

Na podstawie uzyskanych wynikow badan dotycza-
cych mozliwo$ci przyzyciowego rozpoznawania za-
kazen R. equi u Zrebiat w stadninach z enzootycznie
wystgpujaca rodokokoza mozna przyjac, ze najbardziej
wiarygodne wyniki uzyskuje si¢ w odniesieniu do
badania poptuczyny tchawiczo-oskrzelowej metoda
PCR.
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