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Detection of Pasteurella multocida and Bordetella bronchiseptica
— etiological agents of atrophic rhinitis, by means of PCR tests

Summary

Dermonecrotoxigenic (DNT) strains of Pasteurella multocida (Pm) and Bordetella bronchiseptica (Bbr),
etiological agents of atrophic rhinitis (AR) of swine, are usually detected by conventional microbiological
methods. Currently the main tasks in the diagnosis of infectious diseases is to detect the specific genes
of pathogens directly from clinical samples within the shortest possible period of time by using sufficiently
specific and sensitive methods.

In this study two PCR tests were developed for the detection of genes encoding DNT in Pm and Bbr directly
in nasal swabs. They were used for examining 481 nasal swabs collected from pigs raised in 56 farms,
suspected of AR or displaying clinical symptoms of PAR. Additionally, the usefulness of PCR in the routine
diagnosis of AR was compared with standard microbiological and serological methods. DNT+ Pm were
directly evidenced in 74 samples (15.4%) from 27 tested herds (48.2%) while DNT+ Bbr were detected in 196
swabs (40.7%) from 41 farms (73.2%). Using the standard microbiological examination, the presence of
bacterial cultures of the morphology typical of Pm was observed in 114 tested samples (23.7%) and those
typical of Bbr, in 156 samples (32.45%). In the PCR test performed to confirm the presence of the DNT-
-encoding gene in Pm isolates, positive results were obtained in 26 samples (22.8%), while among isolated Bbr
strains, 95 out of 156 (60.1%) possessed the gene encoding DNT. In the ELISA test, 22 out of 26 isolates
(84.6%) were DNT+. In the case of DNT- isolates of PM, the results of ELISA were in full agreement with PCR
results. In total, PAR was detected in 27 farms (48.2%), NPAR in 21 farms (37.5%), and 8 farms (14.8%) were
diagnosed as free from AR since no positive results were obtained by either method.

Summarizing, the results of serological, bacteriological and molecular examinations clearly demonstrated
the usefulness of PCR in the routine diagnosis of AR directly from clinical material.
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Zakazne zanikowe zapalenie nosa (zzzn) moze
wystgpowaé w dwodch postaciach: jako progresywne
zapalenie nosa (PAR), wywotywane przez szczepy
Pasteurella multocida (Pm) wytwarzajace dermo-
nekrotoksyng (DNT), przy wspotudziale dermonekro-
toksycznych szczepdw Bordetella bronchiseptica
(DNT+ Bbr), lub jako nieprogresywne zapalenie nosa,
ktorego czynnikiem etiologicznym sa szczepy DNT+
Bbr (9). Wsrod najwazniejszych objawow klinicznych
PAR wymienia sig: kichanie, sluzowo-ropny lub krwi-
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sty wyplyw z nosa, deformacje ko$ci trzewioczaszki
oraz upos$ledzenie droznos$ci przewodow tzowych.
Chorobie czgsto towarzyszy zapalenie ptuc, wynika-
jace z zaniku matzowin nosowych i oddychania nie-
ogrzanym 1 nieoczyszczonym powietrzem, co sprzyja
wnikaniu innych patogenéw do dolnych drog odde-
chowych (4, 15, 17). Nalezy zaznaczy¢, ze zmiany
obserwowane w przebiegu PAR maja charakter nie-
odwracalny, natomiast objawy bedace konsekwencja
zakazenia $win Bbr moga ulec cofnigciu.
Wystapienie PAR w stadzie jest przyczyna powaz-
nych strat ekonomicznych zwiazanych z wydhuzeniem
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czasu tuczu (nawet do 14 dni), spadkiem masy ciata
(m.c.) od 20% do 30% oraz wzrostem zuzycia paszy
nakg przyrostum.c. (15). Z wymienionych powodow
szybka 1 prawidlowa identyfikacja patogenéw odpo-
wiedzialnych za wywotywanie zzzn, bgdaca podsta-
wa zwalczania choroby, jest istotna. W rozpoznawa-
niu choroby przydatne sa rozne badania. Obecnie do
identyfikacji Pm oraz Bbr najczgsciej stosowane sa
klasyczne metody mikrobiologiczne oraz testy serolo-
giczne. Wyizolowane na podtozach bakteriologicznych
kolonie, na podstawie ich morfologii, klasyfikowane
sa wstepnie do gatunku, a nastepnie poddawane iden-
tyfikacji przy uzyciu szybkich testow biochemicznych.
Badanie bakteriologiczne, pomimo dtugiego czasu nie-
zbednego do uzyskania wyniku, nadal uwazane jest
za ,,ztoty standard” w diagnostyce wielu choréb, w tym
PAR (2).

W rozpoznawaniu PAR wykorzystuje si¢ rowniez
metode ELISA (1, 3, 10). Ma ona zastosowanie wy-
tacznie do badania szczepé6w Pm. Surowice pochodza-
ce od $win podejrzanych o PAR analizowane sa w kie-
runku obecnos$ci przeciwciat przeciwko antygen0w1
DNT Pm. Za pomoca tego testu mozliwe jest rowniez
wykrycie obecnosci antygenu DNT Pm w czystej kul-
turze bakteryjne;.

Metody: bakteriologiczna, biochemiczna oraz sero-
logiczna umozliwiaja identyfikacj¢ patogendw choro-
botwoérczych wyizolowanych od zywych zwierzat.
W celu stwierdzenia PAR poubojowo stosowane jest
badanie morfometryczne, polegajace na pomiarze stop-
nia zaniku matzowin nosowych, przy zastosowaniu
p1QC1ostopmoweJ skali wedlug Done (6). Warto pa-
migtac, ze stwierdzenie zmian klinicznych choroby
u 3-5% $win wskazuje, ze zmiany morfometryczne
w obrgbie matzowin nosowych moga wystgpowac az
u okoto 50-70% zwierzat w chlewni dotknigtej PAR.

Obecnie w diagnostyce chorob zakaznych coraz
bardziej powszechnie stosowane sa techniki biologii
molekularnej. Umozliwiaja one szybkie, precyzyjne
oraz bezposrednie badanie materiatu klinicznego,
z pominigciem etapu hodowli bakterii (7, 13). W Za-
ktadzie Chorob Swin Panstwowego Instytutu Wetery-
naryjnego — Panstwowego Instytutu Badawczego w Pu-
tawach zostaly opracowane testy PCR do identyfika-
cji gendw kodujacych DNT Pm oraz Bbr bezposred-
nio w wymazach z nosa §win oraz w kulturze bakte-
ryjnej.

Celem pracy jest przedstawienie wynikow rutyno-
wych badan diagnostycznych stad §win w kierunku
zzzn uzyskanych przy pomocy opracowanych testow
oraz ich poréwnanie do dotychczas stosowanych kon-
wencjonalnych metod laboratoryjnych (badanie ho-
dowlane, badanie serologiczne).

Materiat i metody

Material biologiczny. Probki do badan stanowity wy-
mazy z nosa pobrane od 481 §win odchowanych w 56 kra-
jowych fermach trzody chlewnej. DwadzieScia dziewigé
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Ryec. 1. Objawy kliniczne PAR — deformacja trzewioczaszki
i niedroznos¢ przewodow tzowych, stwierdzone w jednej z ob-
jetych badaniem ferm

chlewni (51,78%) bylo podejrzanych o wystepowanie zzzn,
w 22 gospodarstwach (39,29%) obserwowano objawy kli-
niczne PAR (ryc. 1), w 5 fermach (8,93%) nie stwierdzano
objawow choroby, a status zdrowotny w omawianym za-
kresie nie byt znany. Wymazy pobrano z gospodarstw zlo-
kalizowanych na obszarze wojewodztw: lubelskiego, ku-
jawsko-pomorskiego, mazowieckiego, todzkiego i wielko-
polskiego.

Pobrany materiat poddawano réwnolegle badaniu mikro-
biologicznemu i molekularnemu.

Badanie bakteriologiczne. Wymazy posiewano réwno-
legle na dwa podtoza: agar odzywczy z dodatkiem 5% krwi
konskiej w celu izolacji bakterii z gatunku Pm i Bbr oraz
na podtoze G20G zawierajace w swym sktadzie blekit bro-
motymolowy oraz antybiotyki (penicyling krystaliczna 10
mg/ml, nitrofurantoing 10 mg/ml, gentamycyng 10 mg/ml
oraz nystatyng 10 mg/ml) w celu izolacji Bbr. Wysiany
materiat inkubowano, odpowiednio, w 37°C przez 24 godz.
w atmosferze 7,5% CO, w przypadku agaru z krwia lub
przez 48-96 godz. bez dostgpu CO,, w przypadku ptytek
z podtozem G20G.

Po inkubacji kolonie bakteryjne o morfologii typowej
dla Pm lub Bbr poddawano analizie profilu biochemiczne-
go przy uzyciu testow Api 32E (BioMerieux), w celu ich
identyfikacji, a w dalszej kolejnosci badaniu testami PCR,
w celu stwierdzenia obecnosci genow kodujacych DNT.

Ekstrakcja DNA. DNA ekstrahowano bezpos$rednio
Z wymazOow z nosa, jak rowniez z czystej kultury baktery;j-
nej Pm oraz Bbr, wykorzystujac zestaw Genomic DNA Prep
Plus —izolacja z czystej kultury bakteryjnej, zgodnie z pro-
tokotem producenta zestawu (A&A Biotechnology,
Gdansk). W przypadku izolacji materialu genetycznego bez-
posrednio z wymazow w poczatkowym etapie procesu
zastosowano modyfikacj¢ wlasna, polegajaca na zalaniu
wymazowek 1 ml ptynu fizjologicznego, intensywnym wy-
trzasaniu zawiesiny i jej odwirowaniu (5 min., 13 000 rpm,
temperatura pokojowa). Po odwirowaniu supernatant usu-
wano, a peletki traktowano zgodnie z protokotem przezna-
czonym dla tkanki $wiezej. Wyekstrahowane DNA wyko-
rzystywano bezposrednio do jego amplifikacji w testach
PCR badz przechowywano w —80°C do dalszych badan.



Tab. 1. Sekwencja starteréw amplifikujacych geny kodujace dermonekro-

toksyne Pasteurella multocida i Bordetella bronchiseptica

ToxA6 |5°-TGC TCA AAT CCT AAA TCA CCT-3’
ToxA7 |5-ACT ACA GAT TCC TAA CAA AGG-3’

P. multocida

Wyniki i omowienie
Szczegotowe wyniki badan whasnych
przedstawiono na ryc. 2 i 3 oraz w tab. 3.

Ogotem testami PCR przebadano 751
probek DNA, z czego 481 probek stano-

dntF |5°-GCG GTA CTT GGG ATA ATA GA-3’

B. bronchiseptica
dntR | 5’-ATA AAG ATG AAT CGG CAT TG-3’

501 pz wito DNA wyekstrahowane bezposrednio
z wymazow z nosa, 114 — DNA wyizolo-
wane z hodowli izolatéw Pm oraz 156

224 pz — materiat genetyczny wyekstrahowany
z hodowli komorek Bbr.

Tab. 2. Warunki amplifikacji w testach PCR dla genéw ko-
dujacych dermonekrotoksyne Pasteurella multocida i Borde-
tella bronchiseptica

1. Wstepna denaturacja dsDNA 95 10 min. 1

2. Denaturacja 94 30s

3. Przytaczanie starteréw 56 30s 40 = Pm
. 30 s-Pm | 45 - Bbr

4. Synteza nici DNA 12 20 s - Bbr

5. Koficowe wydtuzanie nici DNA 72 7 min. 1

Testy PCR. DNA izolowane bezposrednio z wymazow
oraz z czystych kultur bakteryjnych badano w kierunku
obecnosci genéw kodujacych DNT u Pm oraz Bbr, przy
pomocy opracowanych testéw PCR (12, 18). Do amplifi-
kacji fragmentu genu DNT Pm zastosowano parg starte-
row ToxA6, ToxA7, zaprojektowanych przez Register i wsp.
(16). Uzyte stezenie starterow wynosito 1,4 uM. Powiela-
ly one fragment o wielkosci 501 pz. W sktad mieszaniny
reakcyjnej wehodzita H,O wolna od RNaz i DNaz (Qia-
gen), 10 x PCR Gold Buffer (Applied Biosystems, Roche),
10 mM dNTPs (Fermentas), MgCl, 25 mM (Applied Bio-
systems, Roche) oraz polimeraza AmpliTaq Gold 5 U/ul
(Applied Biosystems, Roche).

Do amplifikacji genu kodujacego DNT w szczepach Bbr
zastosowano startery dntF i dntR, ktére zostaly zaprojekto-
wane w ramach badan wlasnych, na podstawie sekwencji
genu DNT Bbr umieszczonej w GeneBanku. Do tego celu
wykorzystano program do projektowania starterow pakie-
tu LaserGene. Oczekiwana wielko$¢ amplifikowanego pro-
duktu wynosita 224 pz. Zoptymalizowana koncentracja star-
terow wynosita 1,2 pM/reakcje. Sktad mieszaniny reakcyj-
nej byt analogiczny jak w przypadku testu do amplifikacji
DNT w szczepach Pm.

Sekwencje uzytych starterow przedstawiono w tab. 1,
a warunki reakcji PCR w tab. 2.

Badanie serologiczne. Wszystkie szczepy Pm, ktore
wyrosty na podtozu agarowym z dodatkiem 5% krwi kon-
skiej i posiadaly gen odpowiedzialny za produkcje DNT,
co potwierdzano testem PCR, poddano badaniu testem
ELISA (Oxoid) do wykrywania antygenu DNT w czystej
kulturze bakteryjnej, zgodnie z protokotem polecanym przez
producenta zestawu.

W celu weryfikacji uyjemnych wynikoéw uzyskanych ba-
daniem molekularnym testem ELISA przebadano 50 loso-
wo wybranych izolatow Pm DNT-.

Podczas bezposredniego badania wy-
mazow wynik dodatni dla genu kodujacego DNT Pm
stwierdzono w 74 prébkach, co stanowito 15,4% prze-
badanych wymazoéw. Dodatnie wyniki w tescie PCR
dla DNT Bbr uzyskano w przypadku 196 wymazow
(40,7% ogotu analizowanych probek).

Obecnos¢ materiatu genetycznego DNT+ Pm stwier-
dzono w 27 fermach (48,2%), natomiast materiat ge-
netyczny DNT Bbr wykryto w 41 fermach (73,2%).
Nalezy zaznaczy¢, ze wynik dodatni wylacznie przy
pomocy testu PCR wykonanego bezposrednio z wy-
mazow uzyskano w 18 gospodarstwach (32,1%)
w odniesieniu do detekcji szczepow DNT+ Pm oraz
w 15 fermach (26,8%), w ktorych wykryto obecno$é¢
szczepéw DNT+ Bbr.

W badaniu hodowlanym, na podiozu agarowym
stwierdzono wzrost kolonii bakteryjnych morfologicz-
nie charakterystycznych dla Pm w przypadku 114 pro-
bek (23,7%). Po ekstrakcji DNA bezposrednio z kul-

MK+K 1 2 34 5 6 7 8 9101112 B14 W X M

Ryec. 2. Wyniki testu PCR dla genu kodujacego dermonekro-
toksyne Pasteurella multocida bezpoSrednio w wymazach
Z nosa $win

Objasnienia: M — marker wielkos$ci, K(+) — kontrola dodatnia,
K(-) — kontrola ujemna, 1-14 badane probki wymazow z nosa,
W —woda, X — mix

M K+ K

1 2 34 56 7 891011121314 WX M

=

= 224 pz

Ryc. 3. Wyniki testu PCR dla genu kodujacego dermonekro-
toksyne Bordetella bronchiseptica bezpoSrednio w wymazach
Z nosa $win

Objasnienia: jak na ryc. 2
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Tab. 3. Wyniki badania prébek pobranych w 56 fermach, testem PCR w kierunku obecnos$ci genéw kodujacych dermonekro-
toksyne Pasteurella multocida i Bordetella bronchiseptica w wymazach z nosa §win i czystych kulturach bakteryjnych

Wyij$ciowy status zdrowotny fermy Pasteurella multocida Bordetella bronchiseptica
N Liczha bezposrednio z wymazu z hodowli bakteryjnej bezposrednio z wymazu z hodowli bakteryjnej .
fermy o podejizenie | . any | prébek prébki " probki " prébki " probki o Diagnoza
“n przehafiane ! wynikow+ przehafiane ! wynikéw+ przebafiane ! wynikéw+ przehafiane ! wynikow+
wynik + wynik + wynik + wynik +

1 X 10 10/2 20,0 2/0 0 10/0 0 0/0 0 PAR
2 X 10 10/0 0 0/0 0 10/0 0 0/0 0 -

3 X 7 mn 14,3 42 50,0 73 42,8 33 100 PAR
4 X 7 770 0 0/0 0 70 0 0/0 0 =

5 X 10 1073 30,0 an 25,0 1073 30,0 10/6 60,0 PAR
6 X 10 101 10,0 3/0 0 10/2 20,0 2/2 100 PAR
7 X 14 14/4 28,6 14/5 35,7 141 71 11 100 PAR
8 X 9 9N 11,1 3/0 0 9N 11,1 0/0 0 PAR
9 X 8 8/2 25,0 2/0 0 8/5 62,5 2/2 100 PAR
10 X 7 73 42,8 30 0 mn 14,3 0/0 0 PAR
11 X 5 5/0 0 0/0 0 5/4 80,0 31 33,3 NPAR
12 X 5 5/0 0 0/0 0 5/0 0 0/0 0 -
13 X 10 10/6 60,0 0/0 0 1010 100 33 100 PAR
14 X 10 10/0 0 4/0 0 10/8 80,0 15 71,4 NPAR
15 X 10 101 10,0 0/0 0 10/6 60,0 6/4 66,6 PAR
16 X 5 51 20,0 2/0 0 51 20,0 0/0 0 PAR
17 X 5 5/0 0 2/0 0 5/0 0 0/0 0 -
18 X 5 5/0 0 1/0 0 51 20,0 0/0 0 NPAR
19 X 4 40 0 0/0 0 40 0 0/0 0 -
20 X 5 5/0 0 0/0 0 5/4 80,0 n 100 NPAR
21 X 5 5/0 0 10 0 51 20,0 0/0 0 NPAR
22 X 10 10/0 0 0/0 0 1073 30,0 5 100 NPAR
23 X 12 12/5 41,6 3/0 0 12/4 33,3 0/0 0 PAR
24 X 8 8/0 0 1/0 0 8/0 0 0/0 0 =
25 X 5 5/0 0 1/0 0 51 20,0 0/0 0 NPAR
26 X 4 40 0 1/0 0 42 50,0 2/ 50,0 NPAR
27 X 2 2/0 0 1/0 0 21 50,0 2/2 100 NPAR
28 X 2 2/0 0 0/0 0 2/0 0 0/0 0 =
29 X 3 3/0 0 1/0 0 3/0 0 n 100 NPAR
30 X 2 2/ 50,0 0/0 0 2/0 0 0/0 0 PAR
31 X 21 21/0 0 0/0 0 2171 33,3 5/5 100 NPAR
32 X 25 2511 47 10 0 25113 52,0 1711 64,7 PAR
33 X 39 39/9 23,1 1977 36,8 39/20 51,3 26117 65,4 PAR
34 X 26 26/15 57,7 14/5 35,7 26/23 88,5 2077 35,0 PAR
35 X 7 12 28,6 0/0 0 70 0 0/0 0 PAR
36 X 7 70 0 0/0 0 1/5 71,4 5/3 60,0 NPAR
37 X 5 5/2 40,0 3N 33,3 5/0 0 1/0 0 PAR
38 X 5 5/1 20,0 1/0 0 5/5 100 5/2 40,0 PAR
39 X 5 5/1 20,0 1/0 0 51 20,0 1/0 0 PAR
40 X 3 3/0 0 0/0 0 3/2 66,6 1/0 0 NPAR
3l X 3 3/0 0 0/0 0 31 33,3 0/0 0 NPAR
42 X 3 31 33,3 0/0 0 33 100 3/2 66,6 PAR
43 X 3 31 33,3 0/0 0 3/0 0 0/0 0 PAR
44 X 3 3/0 0 0/0 0 3/0 0 0/0 0 =
45 X 15 151 6,6 0/0 0 151 6,6 0/0 0 PAR
46 X 40 0 1/0 0 42 50,0 4/2 50,0 NPAR
47 X 5 5/0 0 0/0 0 5/1 20,0 0/0 0 NPAR
48 X 5 5/0 0 0/0 0 51 20,0 2/ 50,0 NPAR
49 X 5 5/0 0 0/0 0 5/3 60,0 30 0 NPAR
50 X 15 15/2 14,3 3/2 66,6 1577 46,6 0/0 0 PAR
51 X 15 15/0 0 10 0 15/8 53,3 3N 33,3 NPAR
52 X 15 151 6,6 8/2 25,0 1513 86,6 14/9 64,3 PAR
53 X 5 5/0 0 1/0 0 5/4 80,0 n 100 NPAR
54 X 5 5/1 20,0 1/0 0 5/4 80,0 n 100 PAR
55 X 15 15/5 33,3 mn 14,3 15/0 0 0/0 0 PAR
56 X 13 13/0 0 0/0 0 13110 76,9 0/0 0 NPAR
2 22 29 5 481 481 /74 15,4 114/ 26 22,8 481 /196 40,7 156/ 95 60,1
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tury bakteryjnej i jego przebadaniu testem PCR wynik
dodatni dla genu DNT Pm uzyskano w 26 probkach,
co stanowito 22,8% wyrostych kolonii Pm.

Szczepy Pm DNT+ w badaniu testem PCR zostaty
poddane weryfikacji metoda ELISA, przeprowadzona
bezposrednio z czystej kultury bakteryjnej. Wynik do-
datni uzyskano w odniesieniu do 22 prébek (84,6%),
natomiast 4 probki (15,4%) okazaty si¢ ujemne, mimo
dodatniego rezultatu w tescie PCR.

Na podtozu G20G uzyskano wzrost 156 izolatéw
Bbr, ktore réwniez przebadano testem PCR, w celu
wykrycia obecnosci genu kodujacego DNT. Okazato
sig, ze 95 izolatéw (60,1%) posiadalo poszukiwany
gen. W przypadku trzech ferm, oznaczonych numera-
mi: 5, 27 oraz 29 stwierdzono obecnos¢ genu DNT
Bbr testem PCR z kultury bakteryjnej w wigkszej licz-
bie probek niz w tescie PCR wykonanym bezposred-
nio z wymazow. Taka sytuacja moze wynikac z faktu,
ze posiewy na podtozu G20G czgsto byly inkubowane
dtuzej niz 72 godz. i dopiero po uptywie tak dtugiego
czasu stwierdzano wzrost kolonii bakteryjnych. Przy-
puszczalnie w badanej probcee klinicznej znajdowata
si¢ zbyt mata ilo$¢ materiatu, ktéra mozna byto wy-
kry¢, stosujac opracowany test PCR lub duza ilo$¢ nie-
specyficznych inhibitorow reakcji PCR, obnizajaca
jego czutos¢. Wiadomym jest, ze czutos¢ reakcji PCR
okreslona w warunkach eksperymentalnych, na pod-
stawie badania oczyszczonego DNA uzyskanego z na-
mnozonych kultur bakteryjnych, moze odbiega¢ od
czulo$ci osiaganej w przypadku bezposredniej anali-
zy materiatu biologicznego, co wynika ze ztozonosci
chemicznej probek klinicznych i wystgpowania w nich
wielu niespecyficznych inhibitoréw, ktére moga ha-
mowac¢ amplifikacj¢. Z tego powodu klasyczne bada-
nia bakteriologiczne nadal sa uznawane za ,,ztoty” stan-
dard w diagnostyce (2).

Na podstawie szczegdtowej analizy uzyskanych
wynikow ustalano postac¢ zzzn w poszczeg6lnych fer-
mach. W przypadku 27 ferm (48,2%) stwierdzono
PAR, w 21 z tych gospodarstw uzyskano dodatnie
wyniki w testach PCR dla obydwu patogendw, nato-
miast w 6 chlewniach (oznaczonych numerami:1, 30,
35, 37, 43, 55) wynik dodatni uzyskano tylko w PCR
dla DNT Pm.

Wykrycie w badanych fermach obecnosci genu DNT
tylko w szczepach Bbr stanowilo podstawe stwierdze-
nia wystepowania drugiej formy zzzn — NPAR. Taka
sytuacja miata miejsce w przypadku 21 gospodarstw
(37,5%).

W o$miu fermach (14,8%) nie uzyskano dodatnich
wynikow badan. Fermy te uznano za wolne od zzzn,
aczkolwiek przy interpretacji takich wynikow nalezy
zachowac ostroznos¢, poniewaz nie mozna wykluczy¢,
ze wynik ujemny mogt mie¢ zwiazek z nieprawidto-
wym pobraniem materialu do badan (zbyt powierz-
chowne pobranie wymazu) badz zbyt dlugim okresem
migdzy pobraniem a przestaniem probek i rozpoczg-
ciem analizy.
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Uzyskane wyniki wskazuja jednoznacznie na przy-
datnos$¢ opracowanych testow molekularnych do ru-
tynowej diagnostyki laboratoryjnej zzzn.

Test PCR znalazt szerokie zastosowanie w diagno-
styce chorob ludzi i zwierzat dzigki temu, ze umozli-
wia wykrywanie patogenow w duzej liczbie probek
w bardzo krotkim czasie, w stosunku do klasycznych
metod laboratoryjnych, a startery projektowane dla
konkretnych gendéw drobnoustrojow gwarantuja swo-
istos¢ przeprowadzanej reakcji amplifikacji. Zastoso-
wane w badaniach wlasnych startery do detekcji Pm,
zaprojektowane przez Register i wsp. (16), amplifiko-
waly fragment genu kodujacego najwazniejszy czyn-
nik patogennos$ci, jakim w przypadku bakterii z ga-
tunku Pasteurella multocida jest dermonekrotoksyna
(8). W pracy oryginalnej startery ToxA6 1 ToxA7 byly
wykorzystane do analizy wytacznie czystych kultur
bakteryjnych Pm, natomiast w badaniach wiasnych,
po nieznacznych modyﬁkaCJ ach procedury, wykorzy-
stano je z powodzeniem do bezposredniej analizy
materiatu klinicznego pochodzacego od $win. Czuto$é
opracowanego testu wynosita 2,5 x 10° jtk/ml (12).
Jak wskazuja na to wyniki badan Choi i wsp. (5), znacz-
nie wyzsza czulo§¢ mozna osiagnaé przy zastosowa-
niu metody nested PCR. W teScie opracowanym przez
wymienionych autoréw wykrywano juz 20 komorek
bakteryjnych w 1 ml (5).

Badania wlasne wykazaty, ze w blisko potowie prze-
badanych ferm stwierdzono obecnos¢ DNT+ Pm na
podstawie testu PCR wykonanego bezposrednio z wy-
mazu. Badania zblizone do wlasnych przeprowadzili
Lichtensteiger 1 wsp. (11), ktérzy porownali wyniki
testu PCR z kultury bakteryjnej Pm z testem ELISA
do wykrywania antygenu DNT Pm. Wspomniani ba-
dacze przeanalizowali 40 szczepdéw Pm, z ktorych 16
nalezato do typu otoczkowego A, a pozostale do typu
D. Cztery izolaty serotypu A byly dodatnie zaré6wno
w teScie ELISA, jak i PCR, w przypadku pozostatych
izolatow otrzymano wynik ujemny. Z kolei wsrod
szczepow reprezentujacych serotyp D, 9 izolatow byto
ujemnych w obydwu testach. Tylko w odniesieniu do
jednego izolatu serotypu D, w ktorym potwierdzono
obecno$¢ DNT testem PCR, rezultaty uzyskane meto-
da molekularng nie potwierdzity si¢ przy ich poréw-
naniu z testem ELISA, co wynikato prawdopodobnie
z supresji ekspresji genu kodujacego antygen DNT.
W badaniach wlasnych, przeprowadzonych z uzyciem
szczepOw terenowych Pm, wyniki testu ELISA po-
krywaty si¢ z rezultatami uzyskanymi testem PCR
w 84,6%. Z kolei odnoszac si¢ do wynikéw badan se-
rologicznych z uzyciem szczepéw Pm nie wytwarza-
jacych DNT uzyskano 100% zgodno$¢ z testem PCR.
Taki wynik wskazuje na wigksza czutos¢ testéw mo-
lekularnych w poréwnaniu do badan serologicznych.

Podobne do zaprezentowanych rezultatéw badan
uzyskali Amigot i wsp. (1), ktorzy dokonali analizy
szczepow Pm wyizolowanych z ferm, gdzie obserwo-
wano kliniczna posta¢ PAR. Wigkszos¢ badanych przez



wymienionych autorow izolatow nalezata do serotypu
A, natomiast okoto 40% szczepow nie posiadato anty-
genu otoczkowego dla serotypu A, w zwiazku z czym
okreslono je jako szczepy non-A. Trzy izolaty seroty-
pu A daty dodatni wynik w tescie PCR, chociaz praz-
kiuzyskane w czasie elektroforezy produktow ampli-
fikacji byly mato wyrazne. Te same izolaty badane
metoda ELISA okazaly si¢ ujemne. W przypadku izo-
latéw Pm nie nalezacych do serotypu A, dodatni wy-
nik testu PCR byl skorelowany z obecno$cia wyraz-
nych prazkéw po elektroforezie produktéw reakcji
PCR oraz z dodatnim wynikiem w tescie ELISA.

Fakt, ze w przypadku identyfikacji izolatow Bbr nie
mozna oprze¢ si¢ na badaniach serologicznych, a kla-
syczne metody bakteriologiczne i biochemiczne znacz-
nie wydtuzaja czas analizy probki, sktonit do opraco-
wania testu molekularnego dla potrzeb szybkiej i pre-
cyzyjnej diagnostyki laboratoryjnej PAR. Przy opty-
malizacji warunkow reakcji zwrocono szczegolnq
uwagg na mozliwos¢ zastosowania testu PCR zarow-
no do bezposredniego badania wymazu z nosa, jak
1 kultury bakteryjnej. W poczatkowym etapie pracy
sprawdzono przydatno$¢ starterow zaprojektowanych
przez Register i wsp. (16), amplifikujacych fragment
genu kodujacego flageling, do badania szczepdw tere-
nowych. Z uwagi na fakt, ze stwierdzono znaczna licz-
be produktéw niespecyficznych, opracowano wtasne
startery amplifikujace gen DNT Bbr. Okazaty si¢ one
bardziej swoiste, dlatego wprowadzono je do stoso-
wania w rutynowej diagnostyce zzzn prowadzone]
w PIWet-PIB. Wprawdzie w 3 fermach liczba dodat-
nich wynikow badania mikrobiologicznego byta wyz-
sza niz liczba dodatnich rezultatéw badania moleku-
larnego, co moze sugerowac wigksza czutos¢ badania
bakteriologicznego jednakze oceniaj ac uzyskane dane
jako cato$¢ mozna stwierdzi¢, ze badanie molekular-
ne jest bardziej czute. SW1adczyc o tym moze fakt, ze
w 15 analizowanych fermach obecno$§¢ DNT+ Bbr
zostata stwierdzona tylko za pomoca testu PCR wy-
konanego bezposrednio z wymazu, co stanowi 36,6%
dodatnich wynikow dla tego genu. Niemniej Jednak
w celu dalszego zwigkszenia czulo$ci i specyficznosci
metod molekularnych stosowanych do diagnostyki
zzzn aktualnie w PIWet-PIB prowadzone sa badania
nad opracowaniem sond molekularnych.

Podsumowujac, opracowane testy PCR do wykry-
wania genu kodujacego DNT Pm i DNT Bbr maja prak-
tyczne zastosowanie w diagnostyce PAR, zarowno
w bezposrednich badaniach probek klinicznych, jak
réwniez przy badaniu czystej kultury bakteryjnej. PCR
pozwala ponadto na szybkie rozroznienie szczepoOw
DNT+ od DNT—, z pominigciem czasochtonnego eta-
pu izolacji oraz identyfikacji patogendow przy uzyciu
klasycznych metod laboratoryjnych.
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