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Summary

Leptospirosis can be an important problem and a cause of significant economic losses in swine herds. Because
of a high susceptibility of leptospires to many factors, laboratory diagnosis of the disease (especially pathogen
isolation and identification) is difficult and often based on serological methods. The aim of this study was to
show the possible use of PCR for detection and partial identification of Leptospira spp. in clinical samples from
swine. Four aborted fetuses and 2 serum samples from sows reared on a farm infected by the serovar Pomona
and 4 fetuses from a farm infected by leptospires from the serogroup Sejroe were submitted for examination.
Additionally, urine and serum samples from 8 aborting sows reared on 2 farms infected by the serogroup
Sejroe were investigated. Serum samples were examined by the microagglutination test (MAT). Samples of
urine and tissue samples from fetuses were examined by PCR with pairs of primers detecting DNA sequences
specific to a) genus Leptospira, b) species L. borgpetersenii, c) two selected groups of serovars of the species
L. interrogans, d) serogroup Sejroe. Serological findings showed in all examined sows the presence of titers to
the serogroup Pomona or Sejroe, depending on the serogroup causing infection on a given farm. DNA of the
genus Leptospira was detected in tissues of all fetuses from sows infected by the serovar Pomona, in 3 fetuses
from the farm infected by the Sejroe serogroup, and in all urine samples. The presence of the DNA sequence
specific for the group of L. interrogans serovars including the serovar Pomona was found in tissues of all
4 fetuses from dams presenting titers to the serogroup Pomona. DNA of the serogroup Sejroe was detected in
6 out of 8 urine samples examined, and DNA of the species L. borgpetersenii (including the serovar Sejroe)
was found in 5 urine samples. No DNA of the species L. borgpetersenii or of the serogroup Sejroe was found
in tissues of fetuses from the farm infected by the serogroup Sejroe. This study demonstrated the usefulness of
PCR in confirming the presence of Leptospira spp. in clinical samples from swine. Furthermore, PCR confirmed
the presence of the serovar Pomona in tissues of aborted fetuses and the presence of L. borgpetersenii and/or
the Sejroe serogroup in samples of urine. A conclusive evaluation of the usefulness of PCR in identifying DNA
of L. borgpetersenii and the serogroup Sejroe in tissue samples requires further investigations.
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Leptospiroza uznawana jest za jedng z najbardziej
rozprzestrzenionych na §wiecie chordéb odzwierzgcych
(zoonoz) (1). W strefach klimatu umiarkowanego,
gdzie wystepuje rzadziej, bywa ona ostatnio niedo-
ceniana, skutkiem czego sg migdzy innymi trudnosci
w prawidtowym 1 szybkim jej rozpoznawaniu. Jedna
z przyczyn tych problemow jest tez dos¢ trudna diagno-
styka laboratoryjna zwigzana ze znaczng wrazliwos$cia
kretkoéw z rodzaju Leptospira oraz duzym zroéznicowa-
niem ich struktury antygenowej 1 genomu.

* Badania wykonano w ramach finansowanego przez Narodowe Centrum
Nauki projektu N N308 621738.

W oparciu o budowg genomu rozroznia si¢ obec-
nie co najmniej dziesi¢¢ gatunkow patogennych
leptospir (1), ktére obejmuja tacznie ponad dwiescie
serowarow. Dla potrzeb diagnostyki serologicznej
serowary o zblizonej budowie antygenowej taczy si¢
w serogrupy. Znane sg 23 serogrupy leptospir pato-
gennych Znaj omos¢ przynalezno$ci serowarowej (lub
przynajmniej serogrupowej) leptospir wywoqucych
zakazenia w danej populacji ma zasadnicze znaczenie
dla prawidtowego doboru stosowanych tam szcze-
pionek. Jest tez istotna przy monitorowaniu sytuacji
epizootiologiczne;.
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Izolacja leptospir z materiatlu klinicznego wymaga
stosowania zlozonych podtozy, a wzrost omawianych
mikroorganizmow trwa niejednokrotnie wiele tygodni.
Wrazliwo$¢ leptospir na wiele antybiotykow znacznie
ogranicza mozliwosci ochrony stosowanych podtozy
przed wzrostem mespecyﬁczneJ flory bakteryjnej. Stad
mankamentem izolacji oprocz znacznej czaso- 1 pra-
cochtonnosci jest niewielka czutos¢. Wyizolowane
szczepy wymagajg pracochtonnej identyfikacji wyko-
nywanej przez nieliczne, wysoko wyspecjalizowane
laboratoria referencyjne. Identyfikacja metoda kla-
syczna polega na serologicznej analizie ich antygenow
(10). Ostatnio wykorzystuje si¢ tez techniki moleku-
larne, jak analiza polimorfizmu dtugo$ci fragmentéw
restrykcyjnych (RFLP) specyficznych fragmentow
DNA leptospir (19, 25), analize sekwencji 16S rDNA,
analize sekwencji wielu konserwatywnych genow
(MLST — multilocus sequence typing) (2).

Niedoskonato$ci wielu innych proponowanych
bezposrednich metod diagnostycznych (obserwacja
mikroskopowa, metody histochemiczne i immuinohi-
stochemiczne) sprawiajg, ze w rutynowym laboratoryj-
nym rozpoznaniu leptospirozy jako najszybsze, tanie
1dos¢ efektywne pod wzgledem dostarczanych danych
stosowane sg powszechnie metody posrednie. Wsrod
nich najcze$ciej wymienia si¢, zalecany przez WHO
1 OIE, odczyn aglutynacji mikroskopowej (OAM) czy
stosowany rzadziej enzymatyczny odczyn immunoad-
sorpcyjny (ELISA) (2).

Ostatnio szersze mozliwosci bezposredniego rozpo-
znawania obecnosci leptospir w materiale klinicznym
wydaja si¢ stwarza¢ techniki molekularne, w tym
przede wszystkim tancuchowa reakcja polimerazy
(PCR) (4, 11, 12, 14, 15). W rutynowej diagnostyce
leptospirozy technika ta pozostaje wcigz jeszcze mato
rozpowszechniona. Osw,gana czuto$¢ 1 specyficznosé
wydajg si¢ jednak czyni¢ ja narzedziem diagnostycz-
nym pozwalajacym na szybkie potwierdzenie obec-
nosci patogenu w materiale klinicznym, co istotnie
utatwia m.in. rozpoznanie zakazen przetrwatych. Moze
ona réwniez by¢ szczegodlnie pomocna w sytuacjach
braku wykrywalnych metodami serologicznymi pozio-
mow przeciwciat swoistych dla leptospir (8, 9).

Swinie s3 jednym z gatunkow, u ktorego zakaze-
nia powodowane przez patogenne kretki z rodzaju
Leptospira przebiegaja ostatnio wsrod niespecyficz-
nych, stabo wyrazonych objawow lub bezobjawowo.
Nierzadko jedynym dostrzegalnym objawem lepto-
spirozy bywaja poronienia. Powodowane przez to
straty ekonomiczne oraz zagrozenie przeniesieniem
nierozpoznanych zakazen ze zwierzat na ludzi stwa-
rzaja potrzebg stosowania szybkich, czulych metod
diagnostycznych, umozliwiajagcych wykrywanie lub
potwierdzanie obecnos$ci leptospir w materiale kli-
nicznym.

Celem prezentowanej pracy jest przedstawienie
mozliwosci wykorzystania PCR w rozpoznawa-
niu zakazen $win patogennymi kretkami z rodzaju
Leptospira.

Material i metody

Probki do badan. Badany materiat kliniczny pochodzit
z trzech ferm trzody chlewnej, w ktorych wystapity przy-
padki poronien u loch w okresie migdzy 82. a 114. dniem
ciazy. Wszystkie wspomniane fermy zlokalizowane byty
na terenie poludniowej Polski.

Ferma P. Poronienia wystapily u 2 loch w 93.197. dniu
ciazy. U loch przed poronieniem nie stwierdzono zadnych
objawow zwiastunowych. Nie zauwazono tez zadnych
objawdéw mogacych wskazywacé na leptospiroze. Do ba-
dan przekazano 4 poronione ptody (po dwa od kazdej ze
wspomnianych loch) i prébki surowic pobrane od kazde;j
z loch 3 dni po poronieniu.

Ferma S 1. Poronienia wystapity u 10 loch migdzy 85.
a 105. dniem cigzy. Podobnie jak w fermie P, nie zaobser-
wowano tam objawow zwiastunowych ani innych objawow
mogacych wskazywaé na leptospiroze. Przeprowadzone
po wystapieniu pierwszych poronien badania serologiczne
wykazaty u dwoch badanych zwierzat obecnos¢ przeciw-
ciat reagujacych z serowarem Sejroe nalezacym do gatunku
Leptospiry borgpetersenii. Jednocze$nie u zwierzat tych
stwierdzono wyniki ujemne w badaniach serologicznych
w kierunku zakazen wirusami PRRS i PCV2 i w kierunku
chlamydiozy. Do badan przestano 4 poronione ptody po-
chodzace od jednej lochy oraz 4 prébki moczu i1 4 probki
surowic od loch, ktore poronity.

Ferma S 2. Poronienia w fermie wystapity u4 loch w 82.,
102., 104. 1 107. dniu cigzy. Nie zaobserwowano objawdw
zwiastunowych ani innych objawéw wskazujacych na lep-
tospiroze. Do badan dostarczono 4 probki surowic i 4 probki
moczu od loch, ktére poronity.

Badania serologiczne. Przestane probki surowic badano
odczynem aglutynacji mikroskopowej. W badaniu przegla-
dowym surowice rozcienczong w stosunku 1 : 50 i tgczono
takg samg objetoscig antygenu, tj. hodowli okreslonego
serowaru leptospir (o gesto$ci 2 x 108 leptospir/ml). W ten
sposob uzyskiwano rozcienczenie surowicy badane;j 1 : 100.
Kazda surowice badano z nastepujacymi siedmioma sero-
warami: z gatunku Leptospira interrogans serowary Icte-
rohaemrrhagiae, Pomona, Bratislava, Canicola; z gatunku
L. borgpetersenii serowary Sejroe, Tarassovi oraz z gatunku
L. kirschneri serowar Grippotyphosa. Szczepy wymienio-
nych serowaroéw pochodzg z kolekcji Krélewskiego Insty-
tutu tropikalnego w Amsterdamie. Potgczone z antygenem
probki surowic inkubowano w warunkach komory wilgotne;j
w temperaturze 28-30°C przez 2 godz., a nastepnie dokony-
wano odczytu wynikow z uzyciem mikroskopu z konden-
sorem ciemnego pola. Probki surowic wykazujgce wynik
dodatni (tj. aglutynacje co najmniej 50% leptospir danego
serowaru) poddawano dalszym rozcienczeniom (1 : 200,
1 : 400 itd.) w celu okreslenia w kolejnym badaniu miana
przeciwcial reagujacych z danym serowarem. Stwierdzenie
wystepowania przeciwciat reagujacych z danym serowarem
w mianie 100 lub wyzszym uznawano za wynik dodatni.

Przygotowanie probek moczu. Z pojemnikow o pojem-
nosci 150 ml, w ktorych przesytano probki, pobierano 35 ml
moczu i wirowano go przez 10 min. z predkoscig 10 000
obr./min. Nast¢pnie supernatant odlewano, a osad zawie-
szano w roztworze fizjologicznym o objetosci 1 ml. Z uzy-
skanej zawiesiny 500 pl przeznaczano do ekstrakcji DNA
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do badan metoda PCR,
a pozostata objetos¢ 500
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Tab. 1. Charakterystyka startero6w stosowanych w badaniach metoda PCR w kierunku zakazen
swin wywolywanych przez Leptospira spp.

ul zamrazano i przecho- : . Dugosé

wywano w temp. —20°C. Nazwa Sekwe?scji ;t,a)rterow FJ;':':’Z%‘:?C) amplifikowanego Pismiennictwo
Przygotowanie pro- fragmentu DNA (pz)

bek z tkanek plodow. |LeptoF GGCGGCGCGTCTTAAACATG 63 331 (15)

Przekazywane do diag— R TTCCCCCCATTGAGCAAGATT

nostyki poronione ptody | Inter1F CTACTGGCGGCTTGTATCAAC

przesylane byly w stanie | R CTGGATCTGTTCCGTCTGCGATC 62 3% (18)

zamrozonym. Po rozmro- | Inter2 F CCTGATAGAACCACTGGTGGTGCC 62 406 (18)

Jeniu pobierano z kazde- | B CTGGATCGGTTCCATCGCTCAG

go ptodu wycinki nerek, | Borgpeter F | CTTGATAGAACAACAGGCGGCATCATC 62 389 (18)

watroby i phuc do ekstrak- | B GCTAATAAGTTTGCAATGCTCGTAAC

cji DNA. Sej F CGACCGAGATTGACTATGTT 60 319 (5)
Ekstrakcja DNA. Za- R GAAAGCAGCATAAGTCCC

wiesiny osadu moczu po-
zyskane wg opisanej wyzej metodyki oraz pobrane po
rozmrozeniu wycinki nerek, watroby i ptuc kazdego z po-
ronionych ptodow poddawane byly ekstrakcji DNA z uzy-
ciem zestawu do ekstrakcji Genomic Mini (prod. A&A
Biotechnology, Gdansk). Ekstrakcje prowadzono zgodnie
z zaleceniami zawartymi w instrukcji producenta.

Amplifikacja DNA. Do amplifikacji wykorzystano
zestawy starterow umozliwiajace wykrywanie DNA Lep-
tospira spp. (startery Lepto F, Lepto R) oraz identyfikacje
przynaleznosci DNA do gatunkow L. interrogans sensu
stricto (startery par Inter 1 i Inter 2), L. borgpetersenii
(startery Borgpeter F, Borgpeter R) i do serogrupy Sejroe
(startery Sej F i Sej R). Charakterystyke starterow przed-
stawiono w tab. 1.

Startery umozliwiajace detekcje DNA leptospir ozna-
czone w tabeli jako Inter 1 pozwalaly na wykrywanie DNA
serowarow: Pomona, Bratislava, Icterohaemorrhagiae
i niektorych szczepow serogrupy Grippotyphosa. Z kolei
startery Inter 2 umozliwiaty wykrywanie DNA serowaru
Canicola, a startery Borpeter — detekcje DNA serowarow
Sejroe 1 Tarassovi.

Mieszanina reakcyjna w objetosci 50 pl zawierata 5 pl
10 x stezonego buforu Tris-HCI (o pH 8,8 w temp 25°C)
(prod. Fermentas, Litwa), 2 mM MgCl, (prod. Fermentas,
Litwa), po 0,25 uM kazdego ze starteréw, po 0,3 mM kaz-
dego z ANTP (prod. Fermentas, Litwa) i 2 jednostki polime-
razy Taq DNA Polymerase (prod. Fermentas, Litwa) oraz
10 pl zawiesiny matrycowego DNA.

Amplifikacje prowadzono w termocyklerze T3 Ther-
mocycler (prod. Biometra).
Warunki amplifikacji: denatu-

no elektroforezie w 2% zelu agarozowym, wprowadzajac do
basenikow w zelu po 10 pl mieszaniny poreakcyjnej i 2 pl
buforu obcigzajacego. Elektroforeze prowadzono w roz-
tworze 1 x TBE przy statym natezeniu 350 mA. Barwienie
zelu prowadzono w bromku etydyny o stezeniu 1 pl/ml.
Wielko$¢ produktéw oceniano poroéwnujac je z markerem
masy Gene-Ruler™ 100 bp DNA Ladder Plus (prod. Fer-
mentas, Litwa).

Badania przeprowadzono w laboratoriach Zaktadu Cho-
r6b Swin Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego — Pan-
stwowego Instytutu Badawczego w Pulawach.

Wyniki i omdwienie

Wyniki badan serologicznych loch 1 badan metoda
PCR przedstawiono w tab. 2. U wszystkich badanych
loch z ferm S1 1 S2 stwierdzono obecnos$¢ przeciwciat
reagujacych z serowarem Sejroe w mianach od 100 do
6400. Surowice loch z fermy P wykazywaty obecnos¢
przeciwcial reagujacych z serowarem Pomona w mia-
nach 1600 1 400.

Badanie PCR wykazato obecno$¢ DNA Leptospira
spp. we wszystkich badanych probkach moczu loch
(tab. 2, ryc. 1). W prébkach moczu od loch nr 1, 3,
4 z fermy S1 oraz nr 1 1 4 z fermy S2 stwierdzono
rowniez obecnos¢ DNA gatunku L. borgpetersenii, do
ktorego nalezg leptospiry serowaru i serogrupy Sejroe.
Badanie PCR z wykorzystaniem starterow Sej F 1 Sej
R wykazalo wystgpowanie DNA leptospir serogrupy

Tab. 2. Wyniki badan serologicznych (OAM) loch z ferm S1 i S2 wraz z uzyskanymi wy-
nikami badan metoda PCR proébek ich moczu

racja wstepna 94°C — 5 min.,

35 cykli denaturacji (94°C — S N Wyniki 0AM Wyniki badania PCR ze starterami par

1 min.), przylaczanie starterow ZWIErzgeia | swoistos¢ | miano Lepto Inter 1 Inter2 | Borgpeter Sej

(temperatura odpowiednia dla 1 Sejroe 1600 + - - + +

danej pary starterow, zgodnie 2 Sejroe 3200 " - - - -

z danymi z tab. 1 — 1 min. 30 s) §1 . Seiroe o . _ _ .

i wydluzanie starterow (72°C — :

1 min.). Koncowe wydtuzanie . Rl 300 * - - * *

produktéw amplifikacji prowa- 1 Sejroe 3200 + - - + +

dzono przez 7 min. w tempera- ) Sejroe 3200 o - - - n

turze 72°C. i 52 3 Sejroe 100 + = = = +
Elektroforeza produktow :

PCR. Produkty PCR poddawa- 4 L) e * - - * *
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Ryc. 1. Obraz elektroforezy produktéw PCR probek moczu
loch z fermy S2 ze starterami Sej F, Sej R ($ciezki 1-6) i Lepto
F, Lepto R (Sciezki 8-13)

Objasnienia: §ciezki 1, 8 — kontrola pozytywna (L. borgpetersenii
serowar Sejroe szczep M 84 z Kolekcji Krolewskiego Instytutu
Tropikalnego w Amsterdamie); §ciezki 2, 9 — kontrola negatywna;
sciezki 3, 10 — probka moczu lochy nr 1; Sciezki 4, 11 — probka
moczu lochy nr 2; $ciezki 5, 12 — probka moczu lochy nr 3;
sciezki 6, 13 — probka moczu lochy nr 4; §ciezka 7 — wzorzec
masy molekularnej

Sejroe we wszystkich probkach moczu z fermy S2
(ryc. 1) oraz w dwoch probkach z fermy S1. Badania
nie wykazaly obecnosci DNA gatunku L. interrogans
sensu stricto w zadnej z badanych probek moczu.

Badanie metoda PCR materialu z poronionych
ptodow wykazato obecnos¢ DNA Leptospira spp. we
wszystkich wycinkach nerek, watroby i ptuc pobranych
od wszystkich poronionych ptodéw z fermy P (tab. 3).
Badanie ze starterami Inter 1 FiInter 1 R, umozliwiaja-
cymi amplifikacje m.in. DNA L. interrogans serowaru
Pomona wykazato wynik pozytywny w przypadku
wszystkich badanych narzadow u 3 ptodow (tab. 3).
U czwartego z nich wynik taki stwierdzono w watrobie
1 ptucach (ryc. 2).

Obecnos¢ DNA Leptospira spp. wykazano w prob-
kach wybranych narzadéw 3 poronionych ptodéw

—_—
—
=
T —
- -
- -

Ryc. 2. Obraz elektroforezy produktéw PCR probek narzadéw miazszowych
poronionych plodéw z fermy P ze starterami Lepto F, Lepto R (Sciezki 2-9)

i Inter 1 F Inter 1 R (Sciezki 11-16)

Objasnienia: §ciezki 1, 10, 17 — wzorzec masy molekularnej; $ciezki 8, 11 —kontrola
pozytywna (L. interrogans serowar Pomona szczep Pomona z kolekcji Krolewskie-
go Instytutu Tropikalnego w Amsterdamie); $ciezki 9, 12 — kontrola negatywna;
$ciezka 2 —nerka ptodu 1; $ciezka 3 — watroba plodu 1; $ciezka 4 — ptuca ptodu 1;
$ciezka 5 — nerka plodu 2; $ciezka 6 — watroba ptodu 2; $ciezka 7 — pluca plodu 2;
$ciezka 13 —nerka plodu 1; $ciezka 14 —nerka ptodu 2; $ciezka 15 —nerka ptodu 3;

sciezka 16 — nerka ptodu 4

1A

z fermy S1 (tab. 3). Badanie nie wykazato obecnosci
DNA L. borgpetersenii w DNA leptospir serogrupy
Sejroe ani w zadnym z wycinkéw ptodow z fermy S1.

Przedstawione wyniki potwierdzity przydatnos¢
PCR do wykazania obecnosci materiatu genetyczne-
go kretkow z rodzaju Leptospira w probkach moczu
pochodzacego od seropozytywnych loch. Metoda
wydaje si¢ tez przydatna do wykrywania DNA rodzaju
Leptospira w tkankach poronionych ptodow z ferm,
w ktorych badania serologiczne wskazywaty na wy-
stegpowanie zakazen tymi drobnoustrojami, jakkolwiek
konieczne s3 tu dodatkowe badania na liczniejszym
materiale. Serowar Pomona jest jednym z najczesciej
wymlenlanych czynnikéw etiolo g1cznych leptospirozy
swin (7, 10). Wystepuje on na caltym $wiecie. Z kolei
leptospiry serogrupy Sejroe stanowia w Polsce, wg
wynikow wieloletnich monitoringowych badan sero-
logicznych, jedng z najbardziej rozprzestrzenionych
w stadach $win grup omawianych drobnoustrojow (22-
-24). Ich wystepowanie w ostatnich latach stwierdzano
niemal tak czesto, jak najliczniej spotykane zakazenia
serowarem Pomona, a niekiedy nawet czgsciej (22).
Spotykany merzadko brak dostrzegalnych objawdéw
khnlcznych u $win wykazujacych wysokie niekiedy
miana przec1wc1a1 reagujacych z serowarem Sejroe
modgl nasuwac watpliwoscei, co do rzeczywistego stop-
nia zagrozenia, jakie stanowig te zakazenia. Wykazanie
obecnos$ci DNA leptospir w materiale klinicznym
ronigcych loch i poronionych ptodéw jest nie tylko
dodatkowym istotnym dowodem potwierdzajagcym
obecnos¢ tych drobnoustrojow, lecz réwniez umozli-
wia $ledzenie potencjalnych drog przenoszenia oma-
wianych zakazen.

Uzyte w prezentowanych badaniach startery ozna-
czone nazwa Lepto F, Lepto R umozliwiaja amplifika-
cj¢ sekwencji fragmentu genu rrs (16S) leptospir (15).
Stosowano je do wykrywania DNA leptospir w ma-
teriale klinicznym od ludzi (mocz, plyn mozgowor-
dzeniowy) (15) oraz zwierzat (mocz)
(6). Zastosowanie PCR z ich uzyciem
w prezentowanych badaniach pozwolito
potwierdzi¢ obecnos¢ leptospir w prob-
kach moczu seropozytywnych §win
1, co rzadziej spotykane, w tkankach
poronionych ptodow.

Zastosowanie pozostatych wymienio-
nych w tab. 1 starter6w mialo na celu
okreslenie przynaleznos$ci gatunkowej
1 (w przypadku uzycia starterow Sej)
serogrupowej leptospir, ktorych DNA
wykryto w badanym materiale kli-
nicznym. Autorzy, ktorzy jako pierwsi
zaproponowali uzycie tych starterow (5,
18), wykorzystywali je do identyfikacji
DNA oczyszczonych hodowli leptospir.
W prezentowanych badaniach wtasnych
wykorzystano je natomiast do identy-
fikacji DNA z materiatu klinicznego.

1)
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Tab. 3. Wyniki badan metodg PCR prébek z narzadéw miazszowych poronio-

nych plodéw z ferm P i S1
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teréw czy tez zwigzana z ich uzyciem
podwyzszona podatno$¢ na inhibitory

Nr Wyniki badania PCR ze starterami PCR wystepujace w moczu i tkankach.
FEM2 | suwierzgeia | N2 Lepto Inter 1 Inter2 | Borgpeter |  Sej .Wykorzystanie PCR w rutynowej
nerka . . _ _ _ dlagr}ostycq labioratoryjnejileptospl-

] gy X . B ~ . rozy jest weiaz, J.ak wspomniano, dos¢
ograniczone. Pi$miennictwo z tego

pluca + * - - - zakresu rzadko ma charakter raportow

nerka + + = = = z rutynowych badan diagnostycznych

2 watroba + + - - - czy monitoringowych i dotyczy zwykle
phuca N N _ _ _ gatunkow innych niz §winie (3, 6, 13,

P - . . _ _ _ 16, 20, 21). Metode PCR, czesciej ze
starterami specyficznymi dla rodzaju

3 |malighd * * - - - Lepospira (12, 14, 15), stosuje sie
ptuca + + - - - gtownie w laboratoriach referencyj-

nerka + - - - - nych. Do identyfikacji leptospir spo-

4 watroba N . - - - srod wspomnlanych we wstf;ple metod
phuca . N _ _ _ molekularnych nieco czegsciej bywa
wykorzystywana RFLP. Tym niemie;,

nerka * B - - - proponowane ostatnio w pis$miennic-

1 watroba - - - - - twie (5, 17, 18) i uzyte w omawianych
ptuca - - - - - badaniach zestawy starteréw o specy-

nerka + - - - - ficznosci gatunkowej czy serogrupowej

2 watroba N _ _ _ _ wydaja si¢ interesujacym i przydatnym
phuca . _ _ _ ~ narzedziem diagnostycznym, zwlasz-

81 cza w nieco lepiej wyposazonych
ok - - - - - laboratoriach. Przedstawione badania

3 watroba - - - - - ilustruja dostgpne obecnie mozliwosci
ptuca - - - - - wykorzystania prostej reakcji PCR

nerka o - - - - w rutynowej diagnostyce leptospiro-

1 watroba _ _ _ _ _ zy swin. Uzyskane wyniki wskazaly
tez na mozliwe ograniczenia metody,

phuca * - - - - szczegblnie przy jej stosowaniu do

Uzyskane wyniki wydaja si¢ wskazywac¢ na koniecz-
nos¢ poprawy czutosci reakcji przy takim zastosowaniu
niektorych z omawianych starterow.

Nalezy zwroci¢ uwage, ze wyniki badania metoda
PCR ptodéw poronionych przez lochy wykazujace
przeciwciata dla serogrupy Pomona stanowig jedno-
znaczne potwierdzenie i uzupetnienie wynikow badan
serologicznych loch. W pi$miennictwie nie zapropo-
nowano dotychczas sekwencji starteroOw specyficz-
nych dla serowaru lub serogrupy Pomona. Uzyskane
w prezentowanych badaniach wyniki pozytywne z parg
starterow Inter 1 potwierdzaja obecno$¢ w badanym
materiale DNA leptospir z grupy nalezacych do L. in-
terrogans sensu stricto serowarow, obejmujacych
rowniez serowar Pomona.

Z kolei w przypadku poronionych ptodéw od lochy
reagujacej w OAM z serowarem Sejroe wyniki PCR
moga wskazywac na obecno$¢ DNA leptospir w po-
szczegblnych narzadach, lecz nie dajg odpowiedzi
potwierdzajacej ich przynaleznosc gatunkowg i sero-
grupowa. Bardziej spojne wyniki PCR uzyskano w od-
niesieniu do probek moczu loch, szczegodlnie z fermy
S2. Przyczynami niespdjnosci moze by¢ mniejsza
czuto$¢ metody przy zastosowaniu okreslonych star-

prob szybkiej identyfikacji leptospir
w materiale klinicznym. Do Jednoznacznego potwier-
dzenia lub wykluczenia tych ograniczen konieczne sg
jednak badania na liczniejszej grupie zwierzat.
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