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Summary

Pasteurella multocida (Pm) and Bordetella bronchiseptica (Bbr) are important pathogens of humans and
many species of animals. At present, several classic and modern techniques are applied for their detection and
identification. The review presents an overview of the diagnostic methods that are the most widely used in
laboratories, with special emphasis placed on highlighting their advantages and limitations. The choice of the
technique depends on the aim of the study. The most often used are classical methods such as microbiological,
serological, biochemical, and — in the case of atrophic rhinitis — likewise the morphometric analysis of the
cross-section of a turbinated bone. The above-mentioned techniques are not accurate enough because most
of the test results must be confirmed by more precise and sensitive techniques. The development of a wide
spectrum of molecular techniques has facilitated the undoubted identification of Pm and Bbr. The widest used
is PCR basing on the amplification of the gene encoding dermonecrotoxin of Pm and Bbr. Other molecular
techniques could be useful for describing the connection among individual components of bacterial cells and
their ability to develop the disease. Moreover they could also be used to describe the degree of phylogenetical
relationship among field strains. Such information could be used to make a prognosis regarding the

appearance of diseases on a particular area.

Taking into account the significance of the rapid and precise detection of the pathological agents for
immediate and accurate therapy, the continuation of studies aimed at the developing of rapid and sensitive
diagnostic techniques is fully recommended and justified.
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Rezerwuarem patogennych szczepéw Pasteurella
multocida (Pm) 1 Bordetella bronchiseptica (Bbr) moga
by¢ zaréwno ludzie, jak i wiele gatunkéw zwierzat
np.: $winie, kozy, owce, bydto, kroliki, koty, psy, dréob,
szczury oraz malpy (5). U trzody chlewnej bakterie te
wywoluja zakazne zanikowe zapalenie nosa (zzzn) —
chorobg o duzym znaczeniu dla efektywnej produkcji
trzody chlewnej. Objawia si¢ ona zanikiem nabtonka
migawkowego nosa oraz deformacja czaszki, co pro-
wadzi do uposledzenia stymulacji wqchowej, obnize-
nia apetytu i utrudnionego pobierania paszy, a w kon-
sekwencji do spowolnienia tempa przyrostow masy
ciata. W zalezno$ci od natg¢zenia objawdw chorobo-
wych obecnie wyroznia si¢ dwie podjednostki choro-
bowe: PAR (progressive atrophic rhinitis) — progre-
sywny zanikowy niezyt nosa, wywolywany przez der-
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monekrotoksyczne szczepy Pm (DNT Pm), oraz NPAR
(nonprogressive atrophic rhinitis) — nieprogresywny
niezyt nosa wywolywany przez chorobotworcze szcze-
py Bbr (16) Pasteurella multocida izoluje si¢ zardw-
no od $win wykazujacych objawy infekcji, jak 1 od
Swin klinicznie zdrowych, ale izolaty te charakteryzu-
ja si¢ odmiennymi cechami genotypowymi. Z uwagi
na fakt, ze zakazone §winie moga nie wykazywac
zauwazalnych objawdéw klinicznych, choroba moze
nie zosta¢ wykryta. Jesli PAR zostanie stwierdzone
u 3-5% $win, moze to wskazywac¢ na wystgpowanie
infekcji u okoto 50-70% zwierzat z danej chlewni. Naj-
wigksze zagrozenie dla gospodarstw wolnych od PAR
wystepuje przy wprowadzaniu nowych zwierzat o nie-
znanym statusie zdrowotnym podczas remontu stada,
ktore jako potencjalny rezerwuar Pm 1 Bbr moga przy-
czynic¢ si¢ do infekcji pozostatych §win. Proby elimi-
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nacji wymienionych patogendw z fermy poprzez che-
mioterapi¢ i szczepienia pociagaja za soba znaczne
naktady finansowe, przyczyniajac si¢ takze do zmniej-
szenia rentownosci gospodarstwa.

Dla skutecznego zwalczenia infekcji lub ochrony
przed zakazeniem stad wolnych od PAR wazne jest
szybkie wykrycie obecnosci patogennych szczepow,
zdolnych do produkcji dermonekrotoksyny. Do metod
najczesciej stosowanych w diagnostyce choroby zali-
cza si¢: analize¢ morfometryczna, badania bakteriolo-
giczne oraz testy: biochemiczne, biologiczne i mole-
kularne.

Podstawa uznania stada za wolne od PAR sa ujem-
ne wyniki poubojowego badania morfometrycznego,
potwierdzone wynikami badania serologicznego (16,
19). Badanie morfometryczne przekroju poprzeczne-
go matzowin nosowych wykonuje si¢ u podejrzanych
o chorobg 10 tucznikow, o masie ciala okoto 100 kg.
Pozwala ono na okreslenie wielko$ci szczeliny mig-
dzy malZowinaL a $ciang boczna lub przegroda nosa
w miejscu, w ktorym jest ona najwigksza. Do okresle-
nia stopnia zmian w matzowinach nosowych stosuje
si¢ 5-stopniowa skalg opracowana przez Done (6), wg
ktorej stopien I traktowany jest jako stabe odchylenie
od normy, a stopien V jako catkowity zanik matzo-
win. Za wynik dodatni uwaza si¢ sume¢ pomiardw
szczelin w lewej 1 prawej jamie nosowej przekracza-
jaca 6 mm. W przypadku, gdy zanik malzowin jest
niewielki, ale stwierdza si¢ wyrazna deformacjg prze-
grody nosowej, wynik traktuje si¢ rowniez jako do-
datni.

Materiatem uzywanym do diagnostycznych badan
laboratoryjnych w kierunku PAR sa wymazy pobrane
przyzyciowo z nosa $win oraz surowice, a poubojowo
migdalki i bioptaty z chorobowo zmienionych phuc.

Istotne znaczenie w badaniu bakteriologicznym ma
wiasciwe pobranie materialu do badan (dotyczy to
zwlaszcza wymazow z nosa $win). Swinie powinny
by¢ odpowiednio przytrzymane, tak, aby nie zaciskaé
im nozdrzy. Nozdrza zewngtrzne powinny by¢ po-
wierzchownie oczyszczone. Wymaz pobiera si¢ komer-
cyjnymi sterylnymi wymazowkami badz przy uzyciu
waty nawinigtej na patyczek plastikowy lub metalo-
wy. Wymazéwke wklada si¢ dosrodkowo do przed-
sionka nosa wzdluz brzusznej §ciany otworu nosowe-
go, kierujac SIQ w strong przegrody nosowej, nastep-
nie, po przejsciu przedsionka nosa nalezy delikatnie
kierowac ja w stron¢ nozdrzy tylnych, rownolegle do
ptaszczyzny strzatkowej gtowy 1 wykonujac ruch ob-
rotowy pobra¢ wymaz. Wymazy nalezy pobiera¢ do$¢
szybko i1 sprawnie, poniewaz $§winie broniac si¢ nie-
kiedy szarpia gwattownie glowa lub zaciskaja nozdrza,
co utrudnia pozyskanie materiatu.

Powierzchowne pobranie wymazu, zbyt dhugi czas
pomigdzy pobraniem a wysiewem materiatu czy nie-
wlasciwe warunki transportu (brak schtodzenia) unie-
mozliwiaja potencjalna izolacjg patogendw. Bordetel-
la bronchiseptica potrzebuje wigcej czasu do wzrostu
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(nawet 72 godziny), ktéry moze by¢ thumiony przez
wzrost innych, szybko rosnacych bakterii, co moze da¢
w konsekwencji falszywie ujemny wynik badania.

Wstegpna metoda diagnostyczna jest badanie bakte-
riologiczne. W celu izolacji Pm 1 Bbr badany materiat
posiewany jest rownolegle na agar odzywczy z dodat-
kiem 5% krwi konskiej, a takze na podtoza Mac-
Conkeya oraz Smith-Baskerville’a (SB). Po inkubacji
w 37°C przez 24 godziny w warunkach tlenowych,
z wyjatkiem hodowli na podtozu SB, ktéra wymaga
dhuzszego czasu inkubacji (okoto 48 godzin), doko-
nuje si¢ oceny makromorfologicznej wyrostych kolo-
nii. Pasteurella multocida nie wykazuje wzrostu na
podtozu MacConkeya, a na agarze z krwia kolonie
przybieraja charakterystyczny ksztatt kropli rosy. Ko-
lonie Bbr na agarze z krwia sa drobne, biate, wypukte,
za$ na podtozu MacConkeya sa drobne, przejrzyste,
z r0zowa poswiata. Bordetella bronchispetica, rosnac
na podtozu SB, powoduja jego alkalizacjg, co prowa-
dzi do zmiany zabarwienia z ZleloneJ na niebieska.
Lariveire i wsp. (13) wykazali, ze na podtozu SB poz-
bawionym ze swego sktadu amfoterycyny B uzyskuje
si¢ znaczny wzrost efektywnosci izolacji Bbr z mate-
rialu biologicznego.

Ocena makromorfologiczna hodowli bakteryjne;j
pozwala na wstegpna identyfikacje wyrostych drobno-
ustrojow, jest jednak niewystarczajaca do stwierdze-
nia, czy wyizolowana Pm jest czy nie jest szczepem
dermonekrotokstycznym.

Kolejna metoda stosowana w wykrywaniu omawia-
nych patogendéw jest badanie mikroskopowe. Bezpo-
$rednie badanie mikroskopowe ma niewielka warto$¢
diagnostyczna przy identyfikacji Bbr, natomiast stwier-
dzenie paleczek wybarwionych dwubiegunowo bieki-
tem metylenowym w metodzie Loefflera wskazuje na
obecnos$¢ bakterii z rodzaju Pasteurella spp (13).

Potwierdzeniem wstepnej identyfikacji bakteriolo-
gicznej izolatow Pm 1 Bbr sa badania biochemiczne
wyizolowanych czystych kultur bakteryjnych. Pasteu-
rella multocida subsp. multocida nie powoduje hemo-
lizy, wytwarza katalazg, oksydazg oraz indol, nie wy-
twarza ureazy oraz powoduje dekarboksylacj¢ ornity-
ny. Ponadto fermentuje ona glukozg, mannitol, sorbi-
tol 1 galaktozg. Niektore szczepy fermentuja rowniez
laktoze, ksylozg i trehalozeg. Bordetella bronchisepti-
ca charakteryzuje si¢ tym, ze wytwarza katalazg i oksy-
daze¢, ma zdolno$¢ ruchu, powoduje redukcje azota-
néw, wytwarza ureazeg (juz po 4 godzinach inkubacji),
wykazuje wzrost w obecnosci cytrynianu oraz nie wy-
twarza brazowego barwnika na podlozu agarowym
z krwia z dodatkiem L-tyrozyny (1 g/L) (10). Szybka
analizg¢ biochemiczng mozna przeprowadzi¢ przy uzy-
ciu zestawdéw mini Api: ID 20 E (identyfikacja Ente-
robacteriaceae 1 innych niewymagajacych pateczek
Gram-ujemnych) oraz Api 20 NE (identyfikacja nie-
jelitowych pateczek Gram-ujemnych) (bioMerieux).

Testy biochemiczne, podobnie jak badanie bak-
teriologiczne, takze nie pozwalaja na rozroznienie
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szczepé6w DNT i nie-DNT. Ponadto ich zastosowanie
w szybkiej diagnostyce bakteriologicznej zakazen wy-
wotywanych przez Pm i Bbr ogranicza fakt, ze nie sa
one przeznaczone do bezposredniego badania mate-
riatu klinicznego, dlatego czas badania wydtuza sig
o izolacjg czystych kultur bakteryjnych.

Po identyfikacji bakteriologicznej 1 biochemicznej
wyizolowanych pasteurelli wazne jest zaliczenie ich
do grupy otoczkowej, a takze ocena toksynotwor-
czos$ci. Pasteurella multocida powodujaca PAR u $win
nalezy gldwnie do serotypu D, ale stwierdzano row-
niez szczepy chorobotworcze nalezace do serotypu A.
Oznaczenia grupy otoczkowej Pm dokonuje si¢ po-
przez wykonanie testu z akryflawing w hodowlach bu-
lionowych BHI (bulion m6zgowo-rdzeniowy). Obec-
nos$¢ grubych, ktaczkowatych stratow wskazuje na typ
otoczkowy D, jednolicie mgtna struktura hodowli
wskazuje na typ otoczkowy A. Przynalezno$¢ do gru-
py A mozna potwierdzi¢ za pomoca testu na wytwa-
rzanie hialuronidazy. Polega on na poprzecznym po-
siewie liniowym Pm 1 jednocze$nie pod katem pros-
tym do tej linii posiewie Staphylococcus aureus wy-
twarzajacego hialuronidazg. Zredukowany wzrost Pm
w poblizu wyrostego gronkowca wskazuje na grupg
otoczkowa A (11).

Dermonekrotoksyczno$¢ izolatow Pm i Bbr mozna
stwierdzi¢ zar6wno metodami in vitro, z uwzglednie-
niem: testu cytotoksycznosci w hodowlach komorko-
wych, testu immunoenzymatycznego z zastosowaniem
przeciwcial monoklonalnych czy PCR (Polymerase
Chain Reaction), jak 1 metodami in vivo, w tym tes-
tem biologicznym przeprowadzonym na Zw1erzqtach
laboratoryjnych. Smieré myszek biatych po dootrzew-
nowym wstrzyknigciu supernatantu z ptynnej hodow-
li wymienionych szczepow $wiadczy o dermonekro-
toksycznos$ci izolatow, podobnie jak wstrzyknigcie
$rodskorne supernatantu Swinkom morskim wywotu-
jace u nich zmiany nekrotyczne skory (19).

Powszechnie stosowanymi metodami, wykorzysty-
wanymi przede wszystkim do badan monitoringowych
stad w kierunku zzzn sa: antygenowy test ELISA stu-
zacy do wykrywania antygenu Pm oraz serologiczny
test ELISA do wykrywania przeciwcial dla DNT Pm.
Jedyny dostgpny na rynku zestaw komercyjny do wy-
krywania antygenu Pm nie pozwala na rozroznienie
izolatow Pm DNT(+) od Pm DNT(-). Natomiast tes-
tem serologicznym nie mozna rozrézni¢ przeciwciat
anty-DNT Pm, ktore sa efektem szczepienia profilak-
tycznego od przeciwcial, ktére powstaty w wyniku sty-
mulacji uktadu immunologicznego przez drobnoustrdj
(W toku zakazenia), dlatego nie powinien by¢ on sto-
sowany do oceny stanu zdrowia $win wprowadzanych
do stad wolnych od PAR (14). Niewatpliwa zaleta tes-
tu ELISA jest natomiast prostota wykonania, mozli-
wos¢ przebadania duzej liczby probek w krotkim okre-
sie oraz tatwos$¢ interpretacji wynikow.

Bowersock 1 wsp. (1) poréownali czuto$¢ 1 specy-
ficznos¢ testu ELISA do wykrywania antygenu Pm,
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opartego na przeciwciele monoklonalnym przeciwko
DNT, z wyn1kam1 proby blOlOglCZHG_] przeprowadza-
nej we wczesniej opisany sposob i testu cytotoksycz-
no$ci w hodowli pneumocytéw ptodéow kocich. Czu-
tos¢ 1 specyficzno$¢ opracowanego przez wymienio-
nych autoréw testu ELISA zostata okreslona na po-
ziomie, odpowiednio, 80% 1 85% i byla zdecydowa-
nie wyzsza od dwoch pozostatych metod, obarczonych
dodatkowo znacznym subiektywizmem w interpreta-
cji wynikow. Proba biologiczna data wyniki zblizone
do metody immunoenzymatycznej, chociaz zdarzaty
si¢ trudnosci podczas interpretacji rezultatow, co mog-
to wynikac¢ z obecnosci obcych substanCJl W superna-
tancie uzytym do immunizacji myszy, za§ w przypad—
ku testu cytotoksyczno$ci zanotowano znaczna nie-
zgodno$¢ wynikow z testem ELISA. Nalezy zaznaczy¢,
ze izolaty ocenione jako dodatnie w tescie ELISA zo-
staty nastgpnie przebadane z uzyciem sondy moleku-
larnej, celem weryfikacji. Uzyskany wynik byt w 100%
zgodny, co potwierdzito przydatno$¢ opracowanego
testu do wykrywania obecnosci DNT Pm w wymazach
Z nosa $win.

W ostatnich latach bardzo szerokie zastosowanie
w diagnostyce bakteriologicznej znalazty techniki bio-
logii molekularnej, szczeg6lnie PCR, z uwagi na fakt,
Ze przy jego uzyciu mozliwa jest bezposrednia identy-
fikacja izolatow, z pominig¢ciem etapu hodowli na pod-
tozach, identyfikacji biochemicznej czy testu toksycz-
nosci. W konsekwencji czas niezbedny do postawie-
nia rozpoznania jest bardzo krotki (kilka godzin). Po-
nadto do zalet metody PCR naleza: wysoka czuto$¢
1 specyficznos¢, prostota wykonania oraz mozliwos¢
wykorzystania kazdego rodzaju materiatu biologicz-
nego jako matrycy. W przypadku Pm niewatpliwie
glownym czynnikiem odpowiedzialnym za chorobo-
tworczos¢ szczepow jest DNT, stad metody PCR uzy-
wane do rozpoznawania PAR opieraja si¢ najczesciej
na powieleniu sekwencji genu ToxA, odpowiedzial-
nego za jej produkcje. Wymieniony gen jest uwazany
za specyficzny dla tego gatunku bakterii oraz charak-
terystyczny dla patogennych szczepow Pm, wywotu-
jacych objawy chorobowe u $wifi (15, 18,20, 23). Nie-
mniej jednak wg Kampa i wsp. (9) E. colz oraz S. ty-
phimurium zawieraja sekwenqe homologiczne do po-
wielanego regionu, co moze wplywac¢ na specyficz-
no$¢ metody.

Z kolei Bbr posiada wiele czynnikow majacych
wplyw na jej patogennos¢. Naleza do nich: LPS, pro-
dukty III typu systemu sekrecyjnego, fimbrie, adhezy-
ny, pertaktyna i cyklaza adenylowa. Za najwazniejszy
marker wirulencji uwaza si¢ jednak dermonekrotok-
syng. Jak wynika z badan przeprowadzonych przez
Brockmeiera i wsp. (2), zanik matZzowin nosowych oraz
odoskrzelowe zapalenie ptuc rozwijato si¢ tylko u §win
zakazonych szczepami Bbr produkujacymi DNT, jed-
nakze szczepy jej pozbawione nie byly catkowicie
awirulentne. Ze wzgl¢du na znaczenie DNT w pato-
gennosci Bbr w PIWet-PIB opracowano aktualnie test
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PCR umozliwiajacy amplifikacje wymienionego genu
(22).

Jak wskazuja na to wyniki badan przeprowadzonych
przez Choi i1 Chae (3), wiele zwierzat, ktore sa nosi-
cielami Pm, moze nie zosta¢ wykrytych podczas mo-
nitoringu prowadzone g0 za pomoca konwencjonalne-
go PCR, poniewaz fragment amplifikowanego genu
moze by¢ zbyt duzy. Z tego powodu wspomniani au-
torzy zastosowali test nested-PCR do detekcji DNT
szczepdw Pm z wymazdw z nosa $win, modyfikujac
konwencjonalny PCR przez skrocenie jednego z uzy-
wanych w reakcji starterow. W efekcie uzyskiwali oni
krotsze produkty amplifikacji genu odpowiedzialne-
go za produkcje DNT (w wersji pierwotnej fragment
powielany miat dtugos$¢ 846 pz, a po zmianie 690 pz).
Warunki reakcji (dtugos¢ cykli, temperatura kolejnych
etapdw) pozostaty bez zmian. Zmniejszenie dtugosci
sekwencji powielanych nukleotydéw znacznie popra-
wilo czulo$¢ testu mierzona spektrofotometrycznie
(z 10 do 10°*), pozwalajac wykry¢ 0,1 pg DNA/pl.

W genomie Bordetella spp. Znajdujq si¢ powtarza-
jace sig sekwencje i 1nserchne W WysokleJ liczbie ko-
pii, pozwalajqce na rozroznienie szczepow. Wilasci-
wos¢ te wykorzystali Koidl i wsp. (12), opracowujqc
technik¢ Real-Time PCR. Opracowana przez wymie-
nionych autoréw metoda stanowila multipleks czte-
rech niezaleznych reakcji PCR. W pierwszej amplifi-
kacji powielano sekwencj¢ insercyjna 1S481 o dhu-
gosci 81 pz, ktoéra jest obecna w duzej liczbie kopii
u B. pertussis, B. holmesii, za$ okazyjnie u B. bron-
chiseptica. W drugiej arnphﬁkacp powielano fragment
o dlugosci 104 pz IS1001, obecny w duzej liczbie ko-
pii u B. parapertussis, sporadycznie u B. bronchisep-
tica 1 B. holmesii. W obu reakcjach PCR uzyto tego
samego barwnika i mierzono fluorescencjg przy tej
samej dtugosci fali (530 nm). Trzecia amplifikacja
powielata sekwencje¢ o dlugosci 135 pz, specyficzna
dla genu kodujacego widknikowa hemaglutyning,
wystepujaca jako pojedyncza kopia genu u B. para-
pertussis, B. bronchiseptica 1 u B. pertussis. Pomiar
fluorescencji dla tego produktu byt prowadzony przy
640 nm. W czwartej reakcji powielono heterologicz-
na wewnetrzna kontrole, mierzac fluorescencje przy
704 nm. Analiza krzywej topnienia produktow PCR
pozwalala na wykrywame specyficznego produktu
amplifikacji i r6znicowanie gatunkow B. parapertus-
sis, B. bronchiseptica 1 B. pertussis, natomiast B. hol-
mesii nie byta wykrywana w tym systemie. Real-Time
PCR okazat SIQ zatem przydatnq molekularng metoda
wykrywajaca i réznicujaca DNA Bordetella spp., kto-
ra moze by¢ uzywana w rutynowych badaniach diag-
nostycznych.

Inna molekularna metoda wykorzystywana do r6z-
nicowania szczepow Pm jest REA (restriction endo-
nuclease analysis) —analiza DNA catych komorek bak-
teryjnych przy uzyciu enzymow restrykcyjnych. Gard-
ner 1 wsp. (8) wykorzystali w tym celu enzymy Smal
oraz EcoR1. Zastosowanie Smal pozwolito na wyka-
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zanie obecnosci roZnych wzorow restrykeyjnych wsrod
przebadanych szczepow, natomiast uzycie EcoRI spo-
wodowato uzyskanie ogromnej liczby fragmentow re-
strykcyjnych, co utrudniato interpretacj¢ otrzymanych
wynikow. Uznano zatem, ze analiza DNA metoda REA
z zastosowaniem endonukleazy Smal stwarza wigk-
sze mozliwos$ci roznicowania wsrod odmiennych fe-
notypowo szczepow Pm izolowanych od §win oraz
$ledzenia Zrodet PAR w fermach trzody chlewne;.

Moreno i wsp. (17) uzywali do typowania szcze-
pOw Pm subsp. multocida izolowanych od $§win cho-
rych na zapalenie ptuc, PAR i posocznice, technike
SE-AFLP (single enzyme amplified fragment length
polymorphism). Jest to prosta i fatwa do standaryzacji
metoda shuzaca do badania polimorfizmu w genomie
bakteryjnym. Polega ona na cigciu genomu jedna en-
donukleaza (w omawianym przypadku byt to enzym
HindIII nalezacy do II grupy enzymow restrykeyjnych).
Pocigte DNA dodano do mieszaniny reakcyjnej zawie-
rajacej oligonukleotydy, ligazg T4 DNA, bufor i wodg.
Zligowane DNA denaturowano w 80°C przez 10 min.
i przeprowadzono reakcj¢ PCR. Zamplifikowane frag-
menty rozdzielano w 2% zelu agarozowym. Przy za-
stosowaniu SE-AFLP uzyskiwano 7-12 fragmentow
DNA Pm o wielkosci 400-1400 pz. Wigkszos¢ uzys-
kanych izolatéw nalezato do typu D, jednakze najwigk-
sza genetyczna heterogenno$¢ zaobserwowano w ob-
rebie typu A.

Kolejna technikaq wykorzystywana do wykrywania
1 charakterystyki szczepéw Pm 1 Bbr jest PFGE (pul-
sed-field gel electrophoresis). Stuzy ona do okreslenia
genetycznych i epidemiologicznych zalezno$ci pomig-
dzy szczepami terenowymi, pozwalajac na okreslenie
stopnia ich pokrewienstwa filogenetycznego oraz efek-
tywniejsza identyfikacje i rozrdéznienie gatunkowe niz
np. rybotypowanie. Kedrak-Jabtonska (11) przy uzy-
ciu PFGE przebadata izolaty Pm uzyskane od bydta
chorego na posocznice krwotoczna. Do cigcia geno-
mu bakteryjnego stosowala enzym Apal, a nastgpnie
prowadzita rozdzial elektroforetyczny w zmiennym
pulsacyjnym polu elektrycznym i dokonywata analizy
uzyskanych wzordw.

SDS-PAGE jest technika umozliwiajaca analizg pro-
fili bialkowych btony zewngtrznej (OMP — outer mem-
brane protein), ktore poddawane sa rozdziatowi w 12%
zelu poliakrylamidowym. Davies i wsp. (4) badali ko-
relacje pomiedzy wystgpowaniem genu toxA Pm, ty-
pem otoczkowym szczepu a rodzajem biatek btony
zewngtrznej. Okazalo sig, ze 76% przebadanych szcze-
pow Pm odpowiedzialnych za wystgpowanie PAR,
zawierajacych gen toxA, posiadato typ otoczkowy D
1 miato typ OMP - 4.1 oraz typ otoczkowy A 1D o pro-
filu OMP - 6.1. Wigkszo$¢ szczepow wywotujacych
zapalenie ptuc, nie posiadajacych genu toxA, nalezalo
do typu otoczkowego A o typie OMP: 1.1, 2.1, 3.1,
5.1, lub typu otoczkowego D, ktory posiadat OMP
- 6.1. Wykazano tym samym silny zwiazek typu otocz-
kowego D o profilu OMP - 6.1 powodujacego PAR
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1 zapalenie ptuc z posiadaniem lub nie genu toxA, od-
powiedzialnego za produkcjg DNT.

Eun-Kyung 1 wsp. (7) r6znicowali szczepy Bbr sto-
sujac analizg RAPD (random amplified polymorphic
DNA) i PFGE. Przy pomocy metody PFGE analizo-
wane jest cate chromosomalne DNA, w przeciwien-
stwie do RAPD, ktore stosuje si¢ do badania chromo-
somalnych rozproszonych /loci, sekwencji polimorficz-
nych regionéw komplementarnych do uzytych starte-
row oraz polimorfizm amplifikowanych obszarow.
Obie metody byly zastosowane do wykrywania r6znic
genotypowych wsrod szczepow Bbr wyizolowanych
od $win. Mozna je wykorzystywaé¢ w badaniach epi-
demiologicznych, $ledzac np. rozprzestrzenianie sig
gatunkow bakterii odpowiedzialnych za infekcje. Wy-
kazano wigksza przydatnos¢ PFGE w roznicowaniu
wyizolowanych szczepdw niz RAPD. Dodatkowa zale-
ta PFGE byta odtwarzalno$¢ wynikéw genotypowania.

Szybka 1 efektywna metoda jednoczesnego wykry-
wania Bbr i toksynotwdrczych Pm jest technika dwu-
kolorowej hybrydyzacji materiatu wyizolowanego
z czystej kultury. Etap hybrydyzacji jest poprzedzony
wklonowaniem odpowiednich fragmentéw genu ToxA
Pm igenu AlcA Bbr do genomu E. coli. Odpowiednio
przygotowane membrany poddaje si¢ hybrydyzacji
z sondami wyznakowanymi barwnikami fluorescen-
cyjnymi. Fluoresceina wyznakowany jest gen ToxA,
natomiast z digoxygening zwiazany jest gen AlcA. De-
tekcja odbywa si¢ po dodaniu odpowiednich substra-
tow. Rozowy sygnal hybrydyzacji jest specyficzny tyl-
ko dla DNT izolatéw Pm, natomiast sygnat fioletowy
charakterystyczny jest tylko dla Bbr. Metoda dwuko-
lorowej hybrydyzacji jest szybka, specyﬁczna 1uzy-
teczna do analizy duzej liczby probek, w poréwnaniu
z metodami opierajacymi si¢ o analiz¢ morfologii ko-
lonii i testy biochemiczne. Wada tej metody jest znacz-
ny koszt odczynnikow, ktore przewyzszaja ceny re-
agentdw stosowanych w konwencjonalnych metodach
kolorymetrycznych czy chemiluminescencyjnych. Nie
bez znaczenia jest tez dos¢ skomplikowany proces sa-
mego wklonowywania genow (21).

Podsumowujac przedstawione w artykule metody,
aktualnie dysponujemy szeregiem klasycznych i no-
woczesnych technik pozwalajacych na wykrywanie
1 charakterystyke omawianych drobnoustrojow. Maja
one szereg zalet, ale 1 okre§lone ograniczenia. Wybor
wlasciwej metody uzalezniony jest przede wszystkim
od celu analizy. Biorac pod uwagg znaczenie szybkie-
g0 1 precyzyjnego rozpoznania przyczyny zachorowan
dla niezwlocznego zastosowania odpowiedniego le-
czenia, kontynuacja badan nad rozwojem szybkich
1 czutych metod diagnostycznych wydaje si¢ w pelni
uzasadniona. Precyzyjna diagnostyka pozwala takze
na bezpieczny remont stada, umozliwia ograniczenie
wystepowania zzzn w fermach, a nawet catkowite
uwolnienie stad od tej choroby, co z pewnoscia prze-
ktada si¢ na korzystny bilans ekonomiczny i rentow-
no$¢ produkcji trzody chlewne;.
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