
Medycyna Wet. 2010, 66 (1) 45

Praca oryginalna Original paper

Zaka�ne zanikowe zapalenie nosa (zzzn) mo¿e
wystêpowaæ w dwóch postaciach: jako progresywne
zapalenie nosa (PAR), wywo³ywane przez szczepy
Pasteurella multocida (Pm) wytwarzaj¹ce dermo-
nekrotoksynê (DNT), przy wspó³udziale dermonekro-
toksycznych szczepów Bordetella bronchiseptica
(DNT+ Bbr), lub jako nieprogresywne zapalenie nosa,
którego czynnikiem etiologicznym s¹ szczepy DNT+
Bbr (9). W�ród najwa¿niejszych objawów klinicznych
PAR wymienia siê: kichanie, �luzowo-ropny lub krwi-

sty wyp³yw z nosa, deformacje ko�ci trzewioczaszki
oraz upo�ledzenie dro¿no�ci przewodów ³zowych.
Chorobie czêsto towarzyszy zapalenie p³uc, wynika-
j¹ce z zaniku ma³¿owin nosowych i oddychania nie-
ogrzanym i nieoczyszczonym powietrzem, co sprzyja
wnikaniu innych patogenów do dolnych dróg odde-
chowych (4, 15, 17). Nale¿y zaznaczyæ, ¿e zmiany
obserwowane w przebiegu PAR maj¹ charakter nie-
odwracalny, natomiast objawy bêd¹ce konsekwencj¹
zaka¿enia �wiñ Bbr mog¹ ulec cofniêciu.

Wyst¹pienie PAR w stadzie jest przyczyn¹ powa¿-
nych strat ekonomicznych zwi¹zanych z wyd³u¿eniem
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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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czasu tuczu (nawet do 14 dni), spadkiem masy cia³a
(m.c.) od 20% do 30% oraz wzrostem zu¿ycia paszy
na kg przyrostu m.c. (15). Z wymienionych powodów
szybka i prawid³owa identyfikacja patogenów odpo-
wiedzialnych za wywo³ywanie zzzn, bêd¹ca podsta-
w¹ zwalczania choroby, jest istotna. W rozpoznawa-
niu choroby przydatne s¹ ró¿ne badania. Obecnie do
identyfikacji Pm oraz Bbr najczê�ciej stosowane s¹
klasyczne metody mikrobiologiczne oraz testy serolo-
giczne. Wyizolowane na pod³o¿ach bakteriologicznych
kolonie, na podstawie ich morfologii, klasyfikowane
s¹ wstêpnie do gatunku, a nastêpnie poddawane iden-
tyfikacji przy u¿yciu szybkich testów biochemicznych.
Badanie bakteriologiczne, pomimo d³ugiego czasu nie-
zbêdnego do uzyskania wyniku, nadal uwa¿ane jest
za �z³oty standard� w diagnostyce wielu chorób, w tym
PAR (2).

W rozpoznawaniu PAR wykorzystuje siê równie¿
metodê ELISA (1, 3, 10). Ma ona zastosowanie wy-
³¹cznie do badania szczepów Pm. Surowice pochodz¹-
ce od �wiñ podejrzanych o PAR analizowane s¹ w kie-
runku obecno�ci przeciwcia³ przeciwko antygenowi
DNT Pm. Za pomoc¹ tego testu mo¿liwe jest równie¿
wykrycie obecno�ci antygenu DNT Pm w czystej kul-
turze bakteryjnej.

Metody: bakteriologiczna, biochemiczna oraz sero-
logiczna umo¿liwiaj¹ identyfikacjê patogenów choro-
botwórczych wyizolowanych od ¿ywych zwierz¹t.
W celu stwierdzenia PAR poubojowo stosowane jest
badanie morfometryczne, polegaj¹ce na pomiarze stop-
nia zaniku ma³¿owin nosowych, przy zastosowaniu
piêciostopniowej skali wed³ug Done (6). Warto pa-
miêtaæ, ¿e stwierdzenie zmian klinicznych choroby
u 3-5% �wiñ wskazuje, ¿e zmiany morfometryczne
w obrêbie ma³¿owin nosowych mog¹ wystêpowaæ a¿
u oko³o 50-70% zwierz¹t w chlewni dotkniêtej PAR.

Obecnie w diagnostyce chorób zaka�nych coraz
bardziej powszechnie stosowane s¹ techniki biologii
molekularnej. Umo¿liwiaj¹ one szybkie, precyzyjne
oraz bezpo�rednie badanie materia³u klinicznego,
z pominiêciem etapu hodowli bakterii (7, 13). W Za-
k³adzie Chorób �wiñ Pañstwowego Instytutu Wetery-
naryjnego � Pañstwowego Instytutu Badawczego w Pu-
³awach zosta³y opracowane testy PCR do identyfika-
cji genów koduj¹cych DNT Pm oraz Bbr bezpo�red-
nio w wymazach z nosa �wiñ oraz w kulturze bakte-
ryjnej.

Celem pracy jest przedstawienie wyników rutyno-
wych badañ diagnostycznych stad �wiñ w kierunku
zzzn uzyskanych przy pomocy opracowanych testów
oraz ich porównanie do dotychczas stosowanych kon-
wencjonalnych metod laboratoryjnych (badanie ho-
dowlane, badanie serologiczne).

Materia³ i metody
Materia³ biologiczny. Próbki do badañ stanowi³y wy-

mazy z nosa pobrane od 481 �wiñ odchowanych w 56 kra-
jowych fermach trzody chlewnej. Dwadzie�cia dziewiêæ

chlewni (51,78%) by³o podejrzanych o wystêpowanie zzzn,
w 22 gospodarstwach (39,29%) obserwowano objawy kli-
niczne PAR (ryc. 1), w 5 fermach (8,93%) nie stwierdzano
objawów choroby, a status zdrowotny w omawianym za-
kresie nie by³ znany. Wymazy pobrano z gospodarstw zlo-
kalizowanych na obszarze województw: lubelskiego, ku-
jawsko-pomorskiego, mazowieckiego, ³ódzkiego i wielko-
polskiego.

Pobrany materia³ poddawano równolegle badaniu mikro-
biologicznemu i molekularnemu.

Badanie bakteriologiczne. Wymazy posiewano równo-
legle na dwa pod³o¿a: agar od¿ywczy z dodatkiem 5% krwi
koñskiej w celu izolacji bakterii z gatunku Pm i Bbr oraz
na pod³o¿e G20G zawieraj¹ce w swym sk³adzie b³êkit bro-
motymolowy oraz antybiotyki (penicylinê krystaliczn¹ 10
mg/ml, nitrofurantoinê 10 mg/ml, gentamycynê 10 mg/ml
oraz nystatynê 10 mg/ml) w celu izolacji Bbr. Wysiany
materia³ inkubowano, odpowiednio, w 37°C przez 24 godz.
w atmosferze 7,5% CO

2
 w przypadku agaru z krwi¹ lub

przez 48-96 godz. bez dostêpu CO
2
, w przypadku p³ytek

z pod³o¿em G20G.
Po inkubacji kolonie bakteryjne o morfologii typowej

dla Pm lub Bbr poddawano analizie profilu biochemiczne-
go przy u¿yciu testów Api 32E (BioMerieux), w celu ich
identyfikacji, a w dalszej kolejno�ci badaniu testami PCR,
w celu stwierdzenia obecno�ci genów koduj¹cych DNT.

Ekstrakcja DNA. DNA ekstrahowano bezpo�rednio
z wymazów z nosa, jak równie¿ z czystej kultury bakteryj-
nej Pm oraz Bbr, wykorzystuj¹c zestaw Genomic DNA Prep
Plus � izolacja z czystej kultury bakteryjnej, zgodnie z pro-
toko³em producenta zestawu (A&A Biotechnology,
Gdañsk). W przypadku izolacji materia³u genetycznego bez-
po�rednio z wymazów w pocz¹tkowym etapie procesu
zastosowano modyfikacjê w³asn¹, polegaj¹c¹ na zalaniu
wymazówek 1 ml p³ynu fizjologicznego, intensywnym wy-
trz¹saniu zawiesiny i jej odwirowaniu (5 min., 13 000 rpm,
temperatura pokojowa). Po odwirowaniu supernatant usu-
wano, a peletki traktowano zgodnie z protoko³em przezna-
czonym dla tkanki �wie¿ej. Wyekstrahowane DNA wyko-
rzystywano bezpo�rednio do jego amplifikacji w testach
PCR b¹d� przechowywano w �80°C do dalszych badañ.

Ryc. 1. Objawy kliniczne PAR � deformacja trzewioczaszki
i niedro¿no�æ przewodów ³zowych, stwierdzone w jednej z ob-
jêtych badaniem ferm
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Testy PCR. DNA izolowane bezpo�rednio z wymazów
oraz z czystych kultur bakteryjnych badano w kierunku
obecno�ci genów koduj¹cych DNT u Pm oraz Bbr, przy
pomocy opracowanych testów PCR (12, 18). Do amplifi-
kacji fragmentu genu DNT Pm zastosowano parê starte-
rów ToxA6, ToxA7, zaprojektowanych przez Register i wsp.
(16). U¿yte stê¿enie starterów wynosi³o 1,4 µM. Powiela-
³y one fragment o wielko�ci 501 pz. W sk³ad mieszaniny
reakcyjnej wchodzi³a H

2
O wolna od RNaz i DNaz (Qia-

gen), 10 × PCR Gold Buffer (Applied Biosystems, Roche),
10 mM dNTPs (Fermentas), MgCl

2
 25 mM (Applied Bio-

systems, Roche) oraz polimeraza AmpliTaq Gold 5 U/µl
(Applied Biosystems, Roche).

Do amplifikacji genu koduj¹cego DNT w szczepach Bbr
zastosowano startery dntF i dntR, które zosta³y zaprojekto-
wane w ramach badañ w³asnych, na podstawie sekwencji
genu DNT Bbr umieszczonej w GeneBanku. Do tego celu
wykorzystano program do projektowania starterów pakie-
tu LaserGene. Oczekiwana wielko�æ amplifikowanego pro-
duktu wynosi³a 224 pz. Zoptymalizowana koncentracja star-
terów wynosi³a 1,2 µM/reakcjê. Sk³ad mieszaniny reakcyj-
nej by³ analogiczny jak w przypadku testu do amplifikacji
DNT w szczepach Pm.

Sekwencje u¿ytych starterów przedstawiono w tab. 1,
a warunki reakcji PCR w tab. 2.

Badanie serologiczne. Wszystkie szczepy Pm, które
wyros³y na pod³o¿u agarowym z dodatkiem 5% krwi koñ-
skiej i posiada³y gen odpowiedzialny za produkcjê DNT,
co potwierdzano testem PCR, poddano badaniu testem
ELISA (Oxoid) do wykrywania antygenu DNT w czystej
kulturze bakteryjnej, zgodnie z protoko³em polecanym przez
producenta zestawu.

W celu weryfikacji ujemnych wyników uzyskanych ba-
daniem molekularnym testem ELISA przebadano 50 loso-
wo wybranych izolatów Pm DNT�.

Wyniki i omówienie
Szczegó³owe wyniki badañ w³asnych

przedstawiono na ryc. 2 i 3 oraz w tab. 3.
Ogó³em testami PCR przebadano 751

próbek DNA, z czego 481 próbek stano-
wi³o DNA wyekstrahowane bezpo�rednio
z wymazów z nosa, 114 � DNA wyizolo-
wane z hodowli izolatów Pm oraz 156
� materia³ genetyczny wyekstrahowany
z hodowli komórek Bbr.

Podczas bezpo�redniego badania wy-
mazów wynik dodatni dla genu koduj¹cego DNT Pm
stwierdzono w 74 próbkach, co stanowi³o 15,4% prze-
badanych wymazów. Dodatnie wyniki w te�cie PCR
dla DNT Bbr uzyskano w przypadku 196 wymazów
(40,7% ogó³u analizowanych próbek).

Obecno�æ materia³u genetycznego DNT+ Pm stwier-
dzono w 27 fermach (48,2%), natomiast materia³ ge-
netyczny DNT Bbr wykryto w 41 fermach (73,2%).
Nale¿y zaznaczyæ, ¿e wynik dodatni wy³¹cznie przy
pomocy testu PCR wykonanego bezpo�rednio z wy-
mazów uzyskano w 18 gospodarstwach (32,1%)
w odniesieniu do detekcji szczepów DNT+ Pm oraz
w 15 fermach (26,8%), w których wykryto obecno�æ
szczepów DNT+ Bbr.

W badaniu hodowlanym, na pod³o¿u agarowym
stwierdzono wzrost kolonii bakteryjnych morfologicz-
nie charakterystycznych dla Pm w przypadku 114 pró-
bek (23,7%). Po ekstrakcji DNA bezpo�rednio z kul-
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Ryc. 3. Wyniki testu PCR dla genu koduj¹cego dermonekro-
toksynê Bordetella bronchiseptica bezpo�rednio w wymazach
z nosa �wiñ
Obja�nienia: jak na ryc. 2

Ryc. 2. Wyniki testu PCR dla genu koduj¹cego dermonekro-
toksynê Pasteurella multocida bezpo�rednio w wymazach
z nosa �wiñ
Obja�nienia: M � marker wielko�ci, K(+) � kontrola dodatnia,
K(�) � kontrola ujemna, 1-14 badane próbki wymazów z nosa,
W � woda, X � mix

M K+ K 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 W X M

501 pz

M K+ K 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 W X M

224 pz



Medycyna Wet. 2010, 66 (1)48

Tab. 3. Wyniki badania próbek pobranych w 56 fermach, testem PCR w kierunku obecno�ci genów koduj¹cych dermonekro-
toksynê Pasteurella multocida i Bordetella bronchiseptica w wymazach z nosa �wiñ i czystych kulturach bakteryjnych
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1 x 01 2/01 0,02 0/2 0 0/01 0 0/0 0 RAP

2 x 01 0/01 0 0/0 0 0/01 0 0/0 0 �

3 x 17 1/7 3,41 2/4 0,05 3/7 8,24 3/3 001 RAP

4 x 17 0/7 0 0/0 0 0/7 0 0/0 0 �

5 x 01 3/01 0,03 1/4 0,52 3/01 0,03 6/01 0,06 RAP

6 x 01 1/01 0,01 0/3 0 2/01 0,02 2/2 001 RAP

7 x 41 4/41 6,82 5/41 7,53 1/41 1,7 1/1 001 RAP

8 x 19 1/9 1,11 0/3 0 1/9 1,11 0/0 0 RAP

9 x 18 2/8 0,52 0/2 0 5/8 5,26 2/2 001 RAP

01 x 17 3/7 8,24 0/3 0 1/7 3,41 0/0 0 RAP

11 x 15 0/5 0 0/0 0 4/5 0,08 1/3 3,33 RAPN

21 x 15 0/5 0 0/0 0 0/5 0 0/0 0 �

31 x 01 6/01 0,06 0/0 0 01/01 001 3/3 001 RAP

41 x 01 0/01 0 0/4 0 8/01 0,08 5/7 4,17 RAPN

51 x 01 1/01 0,01 0/0 0 6/01 0,06 4/6 6,66 RAP

61 x 15 1/5 0,02 0/2 0 1/5 0,02 0/0 0 RAP

71 x 15 0/5 0 0/2 0 0/5 0 0/0 0 �

81 x 15 0/5 0 0/1 0 1/5 0,02 0/0 0 RAPN

91 x 14 0/4 0 0/0 0 0/4 0 0/0 0 �

02 x 15 0/5 0 0/0 0 4/5 0,08 1/1 001 RAPN

12 x 15 0/5 0 0/1 0 1/5 0,02 0/0 0 RAPN

22 x 01 0/01 0 0/0 0 3/01 0,03 1/1 001 RAPN

32 x 21 5/21 6,14 0/3 0 4/21 3,33 0/0 0 RAP

42 x 18 0/8 0 0/1 0 0/8 0 0/0 0 �

52 x 15 0/5 0 0/1 0 1/5 0,02 0/0 0 RAPN

62 x 14 0/4 0 0/1 0 2/4 0,05 1/2 0,05 RAPN

72 x 12 0/2 0 0/1 0 1/2 0,05 2/2 001 RAPN

82 x 12 0/2 0 0/0 0 0/2 0 0/0 0 �

92 x 13 0/3 0 0/1 0 0/3 0 1/1 001 RAPN

03 x 12 1/2 0,05 0/0 0 0/2 0 0/0 0 RAP

13 x 12 0/12 0 0/0 0 7/12 3,33 5/5 001 RAPN

23 x 52 1/52 7,4 0/1 0 31/52 0,25 11/71 7,46 RAP

33 x 93 9/93 1,32 7/91 8,63 02/93 3,15 71/62 4,56 RAP

43 x 62 51/62 7,75 5/41 7,53 32/62 5,88 7/02 0,53 RAP

53 x 17 2/7 6,82 0/0 0 0/7 0 0/0 0 RAP

63 x 17 0/7 0 0/0 0 5/7 4,17 3/5 0,06 RAPN

73 x 15 2/5 0,04 1/3 3,33 0/5 0 0/1 0 RAP

83 x 15 1/5 0,02 0/1 0 5/5 001 2/5 0,04 RAP

93 x 15 1/5 0,02 0/1 0 1/5 0,02 0/1 0 RAP

04 x 13 0/3 0 0/0 0 2/3 6,66 0/1 0 RAPN

14 x 13 0/3 0 0/0 0 1/3 3,33 0/0 0 RAPN

24 x 13 1/3 3,33 0/0 0 3/3 001 2/3 6,66 RAP

34 x 13 1/3 3,33 0/0 0 0/3 0 0/0 0 RAP

44 x 13 0/3 0 0/0 0 0/3 0 0/0 0 �

54 x 51 1/51 6,6 0/0 0 1/51 6,6 0/0 0 RAP

64 x 14 0/4 0 0/1 0 2/4 0,05 2/4 0,05 RAPN

74 x 15 0/5 0 0/0 0 1/5 0,02 0/0 0 RAPN

84 x 15 0/5 0 0/0 0 1/5 0,02 1/2 0,05 RAPN

94 x 15 0/5 0 0/0 0 3/5 0,06 0/3 0 RAPN

05 x 51 2/51 3,41 2/3 6,66 7/51 6,64 0/0 0 RAP

15 x 51 0/51 0 0/1 0 8/51 3,35 1/3 3,33 RAPN

25 x 51 1/51 6,6 2/8 0,52 31/51 6,68 9/41 3,46 RAP

35 x 15 0/5 0 0/1 0 4/5 0,08 1/1 001 RAPN

45 x 15 1/5 0,02 0/1 0 4/5 0,08 1/1 001 RAP

55 x 51 5/51 3,33 1/7 3,41 0/51 0 0/0 0 RAP

65 x 31 0/31 0 0/0 0 01/31 9,67 0/0 0 RAPN

S 22 92 5 184 47/184 4,51 62/411 8,22 691/184 7,04 59/651 1,06



Medycyna Wet. 2010, 66 (1) 49

tury bakteryjnej i jego przebadaniu testem PCR wynik
dodatni dla genu DNT Pm uzyskano w 26 próbkach,
co stanowi³o 22,8% wyros³ych kolonii Pm.

Szczepy Pm DNT+ w badaniu testem PCR zosta³y
poddane weryfikacji metod¹ ELISA, przeprowadzon¹
bezpo�rednio z czystej kultury bakteryjnej. Wynik do-
datni uzyskano w odniesieniu do 22 próbek (84,6%),
natomiast 4 próbki (15,4%) okaza³y siê ujemne, mimo
dodatniego rezultatu w te�cie PCR.

Na pod³o¿u G20G uzyskano wzrost 156 izolatów
Bbr, które równie¿ przebadano testem PCR, w celu
wykrycia obecno�ci genu koduj¹cego DNT. Okaza³o
siê, ¿e 95 izolatów (60,1%) posiada³o poszukiwany
gen. W przypadku trzech ferm, oznaczonych numera-
mi: 5, 27 oraz 29 stwierdzono obecno�æ genu DNT
Bbr testem PCR z kultury bakteryjnej w wiêkszej licz-
bie próbek ni¿ w te�cie PCR wykonanym bezpo�red-
nio z wymazów. Taka sytuacja mo¿e wynikaæ z faktu,
¿e posiewy na pod³o¿u G20G czêsto by³y inkubowane
d³u¿ej ni¿ 72 godz. i dopiero po up³ywie tak d³ugiego
czasu stwierdzano wzrost kolonii bakteryjnych. Przy-
puszczalnie w badanej próbce klinicznej znajdowa³a
siê zbyt ma³a ilo�æ materia³u, któr¹ mo¿na by³o wy-
kryæ, stosuj¹c opracowany test PCR lub du¿a ilo�æ nie-
specyficznych inhibitorów reakcji PCR, obni¿aj¹ca
jego czu³o�æ. Wiadomym jest, ¿e czu³o�æ reakcji PCR
okre�lona w warunkach eksperymentalnych, na pod-
stawie badania oczyszczonego DNA uzyskanego z na-
mno¿onych kultur bakteryjnych, mo¿e odbiegaæ od
czu³o�ci osi¹ganej w przypadku bezpo�redniej anali-
zy materia³u biologicznego, co wynika ze z³o¿ono�ci
chemicznej próbek klinicznych i wystêpowania w nich
wielu niespecyficznych inhibitorów, które mog¹ ha-
mowaæ amplifikacjê. Z tego powodu klasyczne bada-
nia bakteriologiczne nadal s¹ uznawane za �z³oty� stan-
dard w diagnostyce (2).

Na podstawie szczegó³owej analizy uzyskanych
wyników ustalano postaæ zzzn w poszczególnych fer-
mach. W przypadku 27 ferm (48,2%) stwierdzono
PAR, w 21 z tych gospodarstw uzyskano dodatnie
wyniki w testach PCR dla obydwu patogenów, 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 obecno�ci genu DNT
tylko w szczepach Bbr stanowi³o podstawê stwierdze-
nia wystêpowania drugiej formy zzzn � NPAR. Taka
sytuacja mia³a miejsce w przypadku 21 gospodarstw
(37,5%).

W o�miu fermach (14,8%) nie uzyskano dodatnich
wyników badañ. Fermy te uznano za wolne od zzzn,
aczkolwiek przy interpretacji takich wyników nale¿y
zachowaæ ostro¿no�æ, poniewa¿ nie mo¿na wykluczyæ,
¿e wynik ujemny móg³ mieæ zwi¹zek z nieprawid³o-
wym pobraniem materia³u do badañ (zbyt powierz-
chowne pobranie wymazu) b¹d� zbyt d³ugim okresem
miêdzy pobraniem a przes³aniem próbek i rozpoczê-
ciem analizy.

Uzyskane wyniki wskazuj¹ jednoznacznie na przy-
datno�æ opracowanych testów molekularnych do ru-
tynowej diagnostyki laboratoryjnej zzzn.

Test PCR znalaz³ szerokie zastosowanie w diagno-
styce chorób ludzi i zwierz¹t dziêki temu, ¿e umo¿li-
wia wykrywanie patogenów w du¿ej liczbie próbek
w bardzo krótkim czasie, w stosunku do klasycznych
metod laboratoryjnych, a startery projektowane dla
konkretnych genów drobnoustrojów gwarantuj¹ swo-
isto�æ przeprowadzanej reakcji amplifikacji. Zastoso-
wane w badaniach w³asnych startery do detekcji Pm,
zaprojektowane przez Register i wsp. (16), amplifiko-
wa³y fragment genu koduj¹cego najwa¿niejszy czyn-
nik patogenno�ci, jakim w przypadku bakterii z ga-
tunku Pasteurella multocida jest dermonekrotoksyna
(8). W pracy oryginalnej startery ToxA6 i ToxA7 by³y
wykorzystane do analizy wy³¹cznie czystych kultur
bakteryjnych Pm, natomiast w badaniach w³asnych,
po nieznacznych modyfikacjach procedury, wykorzy-
stano je z powodzeniem do bezpo�redniej analizy
materia³u klinicznego pochodz¹cego od �wiñ. Czu³o�æ
opracowanego testu wynosi³a 2,5 × 103 jtk/ml (12).
Jak wskazuj¹ na to wyniki badañ Choi i wsp. (5), znacz-
nie wy¿sz¹ czu³o�æ mo¿na osi¹gn¹æ przy zastosowa-
niu metody nested PCR. W te�cie opracowanym przez
wymienionych autorów wykrywano ju¿ 20 komórek
bakteryjnych w 1 ml (5).

Badania w³asne wykaza³y, ¿e w blisko po³owie prze-
badanych ferm stwierdzono obecno�æ DNT+ Pm na
podstawie testu PCR wykonanego bezpo�rednio z wy-
mazu. Badania zbli¿one do w³asnych przeprowadzili
Lichtensteiger i wsp. (11), którzy porównali wyniki
testu PCR z kultury bakteryjnej Pm z testem ELISA
do wykrywania antygenu DNT Pm. Wspomniani ba-
dacze przeanalizowali 40 szczepów Pm, z których 16
nale¿a³o do typu otoczkowego A, a pozosta³e do typu
D. Cztery izolaty serotypu A by³y dodatnie zarówno
w te�cie ELISA, jak i PCR, w przypadku pozosta³ych
izolatów otrzymano wynik ujemny. Z kolei w�ród
szczepów reprezentuj¹cych serotyp D, 9 izolatów by³o
ujemnych w obydwu testach. Tylko w odniesieniu do
jednego izolatu serotypu D, w którym potwierdzono
obecno�æ DNT testem PCR, rezultaty uzyskane meto-
d¹ molekularn¹ nie potwierdzi³y siê przy ich porów-
naniu z testem ELISA, co wynika³o prawdopodobnie
z supresji ekspresji genu koduj¹cego antygen DNT.
W badaniach w³asnych, przeprowadzonych z u¿yciem
szczepów terenowych Pm, wyniki testu ELISA po-
krywa³y siê z rezultatami uzyskanymi testem PCR
w 84,6%. Z kolei odnosz¹c siê do wyników badañ se-
rologicznych z u¿yciem szczepów Pm nie wytwarza-
j¹cych DNT uzyskano 100% zgodno�æ z testem PCR.
Taki wynik wskazuje na wiêksz¹ czu³o�æ testów mo-
lekularnych w porównaniu do badañ serologicznych.

Podobne do zaprezentowanych rezultatów badañ
uzyskali Amigot i wsp. (1), którzy dokonali analizy
szczepów Pm wyizolowanych z ferm, gdzie obserwo-
wano kliniczn¹ postaæ PAR. Wiêkszo�æ badanych przez
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wymienionych autorów izolatów nale¿a³a do serotypu
A, natomiast oko³o 40% szczepów nie posiada³o anty-
genu otoczkowego dla serotypu A, w zwi¹zku z czym
okre�lono je jako szczepy non-A. Trzy izolaty seroty-
pu A da³y dodatni wynik w te�cie PCR, chocia¿ pr¹¿-
ki uzyskane w czasie elektroforezy produktów ampli-
fikacji by³y ma³o wyra�ne. Te same izolaty badane
metod¹ ELISA okaza³y siê ujemne. W przypadku izo-
latów Pm nie nale¿¹cych do serotypu A, dodatni wy-
nik testu PCR by³ skorelowany z obecno�ci¹ wyra�-
nych pr¹¿ków po elektroforezie produktów reakcji
PCR oraz z dodatnim wynikiem w te�cie ELISA.

Fakt, ¿e w przypadku identyfikacji izolatów Bbr nie
mo¿na oprzeæ siê na badaniach serologicznych, a kla-
syczne metody bakteriologiczne i biochemiczne znacz-
nie wyd³u¿aj¹ czas analizy próbki, sk³oni³ do opraco-
wania testu molekularnego dla potrzeb szybkiej i pre-
cyzyjnej diagnostyki laboratoryjnej PAR. Przy opty-
malizacji warunków reakcji zwrócono szczególn¹
uwagê na mo¿liwo�æ zastosowania testu PCR zarów-
no do bezpo�redniego badania wymazu z nosa, jak
i kultury bakteryjnej. W pocz¹tkowym etapie pracy
sprawdzono przydatno�æ starterów zaprojektowanych
przez Register i wsp. (16), amplifikuj¹cych fragment
genu koduj¹cego flagelinê, do badania szczepów tere-
nowych. Z uwagi na fakt, ¿e stwierdzono znaczn¹ licz-
bê produktów niespecyficznych, opracowano w³asne
startery amplifikuj¹ce gen DNT Bbr. Okaza³y siê one
bardziej swoiste, dlatego wprowadzono je do stoso-
wania w rutynowej diagnostyce zzzn prowadzonej
w PIWet-PIB. Wprawdzie w 3 fermach liczba dodat-
nich wyników badania mikrobiologicznego by³a wy¿-
sza ni¿ liczba dodatnich rezultatów badania moleku-
larnego, co mo¿e sugerowaæ wiêksz¹ czu³o�æ badania
bakteriologicznego, jednak¿e oceniaj¹c uzyskane dane
jako ca³o�æ mo¿na stwierdziæ, ¿e badanie molekular-
ne jest bardziej czu³e. �wiadczyæ o tym mo¿e fakt, ¿e
w 15 analizowanych fermach obecno�æ DNT+ Bbr
zosta³a stwierdzona tylko za pomoc¹ testu PCR wy-
konanego bezpo�rednio z wymazu, co stanowi 36,6%
dodatnich wyników dla tego genu. Niemniej jednak,
w celu dalszego zwiêkszenia czu³o�ci i specyficzno�ci
metod molekularnych stosowanych do diagnostyki
zzzn aktualnie w PIWet-PIB prowadzone s¹ badania
nad opracowaniem sond molekularnych.

Podsumowuj¹c, opracowane testy PCR do wykry-
wania genu koduj¹cego DNT Pm i DNT Bbr maj¹ prak-
tyczne zastosowanie w diagnostyce PAR, zarówno
w bezpo�rednich badaniach próbek klinicznych, jak
równie¿ przy badaniu czystej kultury bakteryjnej. PCR
pozwala ponadto na szybkie rozró¿nienie szczepów
DNT+ od DNT�, z pominiêciem czasoch³onnego eta-
pu izolacji oraz identyfikacji patogenów przy u¿yciu
klasycznych metod laboratoryjnych.
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