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Bakgrund

Kvarka dr en mycket smittsam och allvarlig infektionssjukdom hos histar. Sjukdomen orsakas
av bakterien Streptococcus equi subspecies equi (S. equi). Den klassiska symtombilden for
kvarka &r feber, varigt nésflode (som 1 borjan kan vara tunt och genomskinligt men blir sedan
tjockt och gult), hosta och svullna lymfknutor i huvud/halsregionen (submandibular och
retropharyngeallymfknutorna). I dessa lymfknutor utvecklas ofta bolder som kan spricka och
tomma sig pa stora miangder var. I Sverige dr kvarka en anmélningspliktig sjukdom redan pa
kliniska symptom.

Inkubationstiden for kvarka &r vanligen ca en vecka. Utsondring av bakterien sker via nésan
och borjar inte forrdn 2-3 dagar efter att feber har utvecklats och pagar under 2-3 veckor hos
de flesta histar, men kan variera mycket. Under senare ar rapporteras att kvarka ocksé kan
diagnosticeras pa histar med mycket milda symtom. Nisflodet kan vara tunt och
genomskinligt och dr da omgjligt att skilja fran en virusinfektion. Ibland finns heller ingen
lymfknuteansvillning eller hosta.

Den nirbeslédktade Streptococcus equi subspecies zooepidemicus (S. zooepidemicus) som kan
forekomma hos friska histar utan att orsaka sjukdom ér associerad till inflammatorisk
luftvédgsinfektion och nedre luftvigsinflammation hos hist. Det har i Sverige foreslagits att
dessa bakterier i vissa fall kan véxa till och orsaka sjukdom med kvarkaliknande symtom och
smittbarhet till andra histar (ej vetenskapligt publicerat).

Diagnos stills ofta med ledning av kliniska symtom, men kan konfirmeras genom att odla
fram S. equi fran prov taget fran néshala, svalg, luftséckar eller en bold. Pa laboratoriet odlas
provet pa olika agarplattor dir bakterien véxer fram. Bakterien, som tillhor Lancefield grupp
C, typas sedan med hjilp av koloniutseende, Gramféargning och biokemiska tester. Minimitid
for odling och typning pa laboratoriet &r tva dygn, ibland kan det ta fler dygn pga. riklig vixt
av annan bakterieflora och/eller helg.

I en svensk studie av Olsson et al. (1994) och dven i internationella studier har, trots
omfattande provtagningar vid kvarkautbrott, som mest 50% av héstar med symtom varit
odlingspositiva. Infekterade héstar har visats normalt kunna béra S. equi ca en manad efter
insjuknandet och dven symptomldsa smittbirare med kvarkabakterien 1 luftséickarna har
observerats. Dessa histar kan béra pa smitta i aratal (Newton et al., 2000). Da kvarka orsakar
stora problem och kostnader for héstniringen och lidande for héstarna ar det viktigt att erhélla
snabb och kinslig PCR diagnostik och 6kad kunskap om vilken provtagningsmetodik som é&r
optimal for att pa sikt kunna begrinsa spridningen av sjukdomen. Pa grund av den laga
andelen positiva prover upplever manga veterindrer det som mindre virdefullt att provta en
hést med misstiankt kvarka. For att forhindra smittspridning och langdragna sjukdomsutbrott
ar det dock av stor betydelse att kunna faststilla en diagnos.

Malsittningen med detta projekt var att forbéttra diagnostiken av S. equi och S. zooepidemicus
genom:
1. Sekvensering och konstruktion av realtids-PCR-system som bade kan detektera och
differentiera S. equi och S. zooepidemicus.
2. Realtids-PCR for snabb identifikation av streptokockbakterier fran agarplatta



3. Utvirdering av provtagningsmetoder och realtids-PCR for att detektera S. equi fran
svabbprover och andra provmaterial

4. Inforlivning av den framtagna PCR med SV As multi-PCR-analys av luftvigs-
patogener pa hist.

5. Kilassificering av S. zooepidemicus-stammar efter formaga att framkalla sjukdom eller
ge olika symptom

Material och metoder

Fem delprojekt har ingatt i studien:

Delprojekt 1. Sekvensering och konstruktion av realtids-PCR-system

I denna delstudie anvindes kliniska stammar isolerade fran histar med kvarka och andra
luftvigssymtom, S. equi (n=24) och S. equi subsp. zooepidemicus (n=24). Dessa stammar
karakteriserades pa molekylér niva genom sekvensering av 16S rRNA och sodA generna.
Baserat pa dessa resultat konstruerades ett realtids PCR system som kan detektera och skilja
S. equi och S. zooepidemicus at. Den utvecklade realtids PCR baserades pa sodA and seel
generna.

Delprojekt 2. Realtids-PCR for snabb identifikation av streptokockbakterier fran agarplatta
Den utvecklade realtids-PCR jamfordes med konventionell odling pa 103 odlade prov fran
histar med misstéinkt kvarka eller annan ovre luftviigssjukdom. Néssvabbar eller
trachealskoljprover odlades pa agarplattor. Typiska B-hemolyserande streptokock-kolonier
vixte pa plattan och en koloni valdes for renodling. Nista dag typades denna koloni
biokemiskt for att pavisa S. equi, S. zooepidemicus eller S. equisimilis. Fran varje
primérodling gjordes en DNA preparation direkt fran primérstryket pa plattan och ocksa fran
samma koloni som renodlade for biokemisk typning. Dessa tva DNA preparationer
analyserades med realtids PCR for att jamfora om det fungerade tillfredsstillande att pavisa S.
equi och S. zooepidemicus med realtids PCR istéllet for biokemisk typning.

Delprojekt 3. Utvirdering av provtagningsmetoder och realtids-PCR for att detektera S. equi
fran svabbprover och andra provmaterial

Hir undersoktes olika provtagningsmetoder i filt och olika analysmetoder pa laboratoriet fran
héstar provtagna vid akuta kvarkautbrott. En pilotstudie utfordes varen 2008 dédr 23 héstar i tre
olika stall provtogs. Fran denna pilotstudie valdes provtagningsmetoder och
provtagningsmaterial ut till huvudstudien hosten 2008. Provtagningsmaterialen som anvénts
ar tre olika korta svabbar for provtagning i ndshalan; eSwab med flytande amies
transportmedium (Copan), steril tops utan transportmedium (SelfaTrade), provtagningssvabb
for analys av bakterier med amies agar gel transport medium (Copan), en lang svabb for
provtagning i ndshala och svalg; steril engangs uterussvabb utan transportmedium (EquiVet),
ett niasskoljprov med steril koksaltlosning och ett blodprov 1 ror utan tillsats (serumrdr, BD
Vacutainer). Histarna i huvudstudien visade tydliga kliniska symptom pa kvarka och minst ett
verifierat fall av infektion med S. equi fanns i stallet. Ingen av hiistarna var under behandling
med antibiotika vid provtagningstillfillet. Ingen av héstarna hade ndgon annan kéind
infektionssjukdom vid provtagningstillfillet.

Provtagningarna har utforts av veterindr. Histar som provtagits har hanterats med brems eller
sedering (Detomidin) eller bade brems och sedering. Héstens nésborrar har torkats ur med en
steril kompress fuktad med steril NaCl innan provtagningarna paborjats. Svabbar for
provtagning i nidshala har tagits ur ena nidsborren medan svabbar for provtagning i bade
néshéla och svalg har tagits ur den andra nisborren. Kateter for nésskoljprov har lagts in i
samma sidas nasborre som svabbarna for provtagning i bade nishéla och svalg. Samtliga
prover forvarades i rumstemperatur under transporten fran provtagningsorten till laboratoriet.



Proverna forvarades i rumstemperatur over natten innan analyser paborjades for att simulera
den tid ett prov normalt befinner sig i rumstemperatur under transport till laboratoriet.

For svabbprover togs tre exemplar av varje prov och skoljvitskan fran nédsskoljprovtagningen
delades upp for anvindning i olika analyser. Varje provmaterial i studien har analyserats i tre
parallella analyser; 1) direktpreparation av DNA, 2) odling med paféljande DNA preparation
samt 3) anrikning i Todd Hewitt buljong 6ver natten f6ljt av a) direktpreparation av DNA fran
anrikningsbuljong respektive b) odling av anrikningsbuljong med paféljande DNA
preparation fran odling. DNA fran samtliga metoder ovan analyserades med realtids-PCR
enligt Baverud et al. (2007). Resultatet for prover analyserade med realtids-PCR fran odling
verifierades med biokemisk typning. Blodprov i serumror centrifugerades och serum
avskiljdes och sparades 1 —=70°C.

Provtagning vid kvarkauthrott
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Figur 1. Flodesshema for provtagningar i filt och analyser pa laboratoriet for varje hist. Analys 1 dr
direktpreparation av DNA fran provmaterial (svabb med amies agar gel ersattes av torr svabb), analys
2 ar odling foljt av DNA preparation och analys 3 &r ett anrikningssteg i Todd Hewitt buljong &ver
natten foljt av analys 1 respektive analys 2. DNA fran samtliga metoder ovan analyserades med
realtids-PCR enligt Baverud et al. (2007).

Delprojekt 4. Den framtagna PCR inforlivas med multi-PCR-analys av luftviigs-patogener
Vid SV A erbjudes sedan manga ar ett s.k. luftviags-paket for luftvigsviroser hos hist. Har
analyseras for fem virus (EAV, EHV-1, EHV-4, ERBV samt influensa) fran samma
provtagningspinne. Eftersom kvarka kan vara en differentialdiagnos vid vissa av dessa
infektioner, sérskilt i tidigt infektionsstadium da nésflodet fortfarande &r tunt, kan en
kvarkainfektion bedomas som trolig virusinfektion. Vart mal var att kunna analysera bade for
virus och kvarka fran samma provtagningsmaterial for att underlitta héstveterindrernas arbete.



Olika provtagningspinnar har darfor testats inom delprojekt 3 for att utvidrdera om den
provtagningspinne som idag anvinds for virologisk undersokning inom luftvigspaketet
fungerar vil ocksa for kvarkadiagnostik.

Delprojekt 5. Klassificering av S. zooepidemicus-stammar efter formaga att framkalla
sjukdom eller ge olika symptom

For vart stammaterial med kliniska stammar av S.equi (n=24) och S. zooepidemicus (n=24)
isolerade fran histar med kvarka och andra luftvigssymtom, samt for typstammar av S.equi,
S. zooepidemicus och S. equi subsp. ruminatorum (S. ruminatorum) har vi nu sekvenserat
foljande gener; 16S rRNA, sodA, tuf, HSP60, SeM (endast S. equi, eftersom denna gen inte
finns hos de andra tva underarterna) och SzP/SzPSe och dessutom analyserat alla stammarna
med pulsfiltsgel elektrofores (PFGE). PFGE ér en metod som anvénds rutinmaéssigt for s.k.
subtypning av manga bakteriearter och nyttjas for s.k. molekylér epidemiologi, dvs i
smittsparningssyfte.

Resultat

Delprojekt 1. Sekvensering och konstruktion av realtids-PCR-system och

Delprojekt 2. Realtids-PCR for snabb identifikation av streptokockbakterier fran agarplatta

I dessa delstudier har vi konstruerat ett realtids-PCR-system for att detektera och skilja S. equi
och S. zooepidemicus och sedan anvint detta for att konfirmera missténkta kolonier av S. equi
och S. zooepidemicus fran kliniska prover som odlats ut och fatt viixa dver natt pa agarplattor.

Vi valde ut svenska isolat av S. equi och S. zooepidemicus och fran dessa sekvenserade vi
gener som vi ansag kunde vara lampliga kandidater att anvinda for att basera ett PCR-system
pa. For en PCR som skulle kunna skilja S. equi-komplexet (S equi subsp equi och S.
zooepidemicus och S. ruminatorum) fran andra streptokocker valde vi gener som anvénts vid
fylogenetiska studier, dvs att kunna skilja mellan arter inom Streptococcus.

Vi valde att studera 16S rRNA och sodA generna. Vi fann da att alla S. equi hade identisk
sekvens for bada generna medan variationen hos 16S rRNA inom S. zooepidemicus var
ganska stor och att det var svart att finna regioner som dr gemensamma for S. equi-komplexet
och samtidigt skiljer mot alla andra streptokocker. SodA genen var hér ett bittre alternativ och
vi kunde konstruera en realtids-PCR som detekterar S. equi-komplexet men inga andra
streptokocker.

Vi ville sedan kunna skilja mellan S. equi och S. zooepidemicus och hir var det M-liknande
proteinet SeM en ldmplig kandidat enligt litteraturen eftersom den enbart har kunnat hittas hos
S. equi. Vid anvindning av konserverade delar av genen kan amplifiering av andra gener som
delar dessa konserverade regioner ocksa ske, t ex gener som finns @ven hos S. zooepidemicus.
Anvinds didremot de mer specifika delarna av genen finns det isolat av S. equi som har
forlorat en del av genen och dessa skulle dirfor inte detekteras med ett system som bygger pa
dessa mer specifika genregioner. Vi valde darfor att rikta vart PCR system mot en annan gen
som kodar for ett toxin, Seel. Detta toxin har hittills bara beskrivits for S. equi samt fran S.
pyogenes. Det betyder alltsa att ett prov som innehaller S. pyogenes skulle ge en positiv signal
med vart realtids-PCR system. S. pyogenes skulle ddaremot inte fangas upp av PCR riktad mot
sodA och pa detta sitt kan S. pyogenes dnda skiljas ut fran S. equi komplexet. Realtids PCR
bygger pa att en sond binder till det amplicon som bildas i PCR reaktionen och dirvid avger
fluorescens vid en viss vaglingd. Om ett prov innehéller S. zooepidemicus fas en
fluorescenssignal och om ett prov innehaller S. equi fas tva fluorescenssignaler, en for sodA
genen och en for genen som kodar for toxinet Seel.



I nidsta delstudie utvéirderade vi var duplex- realtids-PCR med hjélp av prover som
analyserades inom Enhet for bakteriologis rutinverksamhet, dir vi regelméssigt far in prover
fran histar med misstinkt kvarka eller andra luftvigsproblem. Dessa prover odlas pa
agarplattor och bakteriologiska fynd konfirmeras biokemiskt. Proverna odlas ut pa agarplattor
enligt ett system dér forsta tredjedelen av plattan far tjock véxt (primérstryk), nésta tredjedel
ger glesare vixt (sekundirstryk) och pa den sista tredjedelen dr véxten sa gles att det gar att
plocka ut enskilda kolonier (tertidrstryk). Forutom var rutinmetod tog vi fran dessa plattor
bade fran den tjocka vixten och fran enskilda kolonier med typiskt utseende av Lancefield
grupp C streptokocker och analyserade dessa med var realtids-PCR.

Vi fann da att var realtids-PCR fangade upp nagot fler av S. equi-komplexet dn var
konventionella odling/biokemisk typningsmetod. Det var ffa S equi som gomde sig i den
tjocka vixten pa plattan som var svara att hitta med var konventionella metod, men dér var
PCR kunde pavisa att bakterien fanns i vixten. Genom att gora renodling fran primérstryk
lyckades vi isolera S. equi dven fran dessa plattor och dirmed konfirmera att realtids-PCR
verkligen pavisat nirvaro av S. equi. Dessa resultat finns nu publicerade (Baverud et al.,
2007).

Tabell 1: Jimforelse av realtids PCR fran agarplatta for detektion och subspecies
typning/differentiering av Streptococcus equi subsp. equi och Streptococcus equi subsp.
zooepidemicus, jamfort med konventionell odling i kombination med biokemisk typning for
néssvabbar eller trachealskoljprov fran 103 héstar med misstinkt kvarka eller annan 6vre
luftvédgsinfektion

Resultat fran realtids PCR  Resultat fran realtids PCR
Resultat fran konventionell analys fran primérstryk fran analys fran en koloni fran

biokemisk typning agarplattan agarplattan Antal prov
S. zooepidemicus S. zooepidemicus S. zooepidemicus 74
S. zooepidemicus Negativ S. zooepidemicus 3
S. zooepidemicus Negativ Negativ 2%
S. equi S. equi S. equi 15
S. equisimilis S. equi Negativ 1
S. equisimilis S. zooepidemicus Negativ 3
S. equisimilis Negativ Negativ 1
Negativ S. equi S. equi 1
Negativ S. zooepidemicus Negativ 1
Negativ Negativ Negativ 2
Total 103

*Ytterligare en primer for sodA genen designades och lades till vart realtids PCR system. Efter detta
blev de tva proven positiva med PCR (Béverud et al., 2007)

Delprojekt 3. Utviirdering av provtagning och realtids-PCR for att detektera S. equi fran
svabbprover och andra provmaterial
I huvudstudien var mer @n 85% av héstarna positiva for S. equi i minst ett prov. Hogst antal
positiva prov sags i provtagningsmetoderna néssvabbprovtagning med eSwab och
nésskoljprov med koksaltlosning. For de olika analysmetoderna pa laboratoriet sags lovande



resultat for direktpreparation av DNA for samtliga provmaterial med undantag for den torra
sterila svabben.

Preanrikning av olika provtagningsmaterial visade inte hdgre antal positiva prover av S. equi
dan analys direkt fran materialet. Ett undantag var dock att direktpreparation av DNA fran
preanrikning av provtagningssvabb med amies agar gel transportmedium visade hogre antal
positiva prover for S. equi jamfort med direktpreparation av DNA fran torr svabb. Diaremot
visade preanrikade prover hogre forekomst av S. zooepidemicus 1 samtliga materialgrupper.
PCR-analyser med DNA direkt preparerat fran provmaterialen, forutom den torra svabben,
visade ett storre antal positiva prover dn PCR- analyser med DNA preparerat fran prover som
odlats pa agarplatta forst.

Serologiska studier i kvarkaforskningen &r ett nytt och mycket intressant omrade och de
serumprover som tagits under denna studie har sparats for att kunna anvéndas i framtida
studier med serologisk inriktning.
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Figur 2. Antal histar som var positiva for S. equi i real-tids PCR fordelat pa provtagningsmaterial och
analysmetod. Analysmetoderna var PCR fran direktpreparation av DNA fran provmaterialet (direkt)
och PCR fran odling med analys av prover fran kolonivixt (koloni) och fran primérstryk (primér) pa
agarplattan. Analyserna har utforts pa prover som preanrikats i Todd Hewitt buljong (Anr) och pa
prover som ej genomgatt anrikningssteg. A) svabb fran nishala med amies agar gel transportmedium
och torr svabb (endast direktpreparation av DNA), B) eSwab fran nishala, C) lang svabb fran svalget
utan transportmedium och D) nidsskoljprov fran bada sidors nédshalor.



Delprojekt 4. Den framtagna PCR inforlivas med multi-PCR-analys av luftvigs-patogener
Vi fann att den provtagningspinne (kort, torr pinne) som i dag rutinméissigt anviands och
fungerar bra for virus-luftvigspaketet inte dr optimal for kvarka-diagnostiken. Endast hélften
av proven blev positiva med denna jaimfort med tex eSwab som tas pa samma sitt och fran
samma del av nédsan. Déarfor kommer utvirdering av hur eSwab och eventuellt dven
nésskoljprover fungerar for DNA extraktion med paféljande virusanalys. Detta kommer att
goras dels pa sparade DNA-prover fran de hdstar som analyserats hittills, samt pa prover fran
de hdstar som kommer att analyseras under varen.

Delprojekt 5. Klassificering av S. zooepidemicus-stammar efter olika formaga att framkalla
sjukdom eller ge olika symptom

For vart stammaterial samt for typstammar av de subspecies som ingar i S. equi-komplexet
har vi nu sekvenserat foljande gener; 16S rRNA, sodA, tuf, HSP60, SeM (endast S. equi,
eftersom denna gen inte finns hos den andra tva underarterna) och SzP/SzPSe och dessutom
analyserat alla stammarna med pulsfiltsgel elektrofores (PFGE). Syftet var att underséka om
nagra av vara S. zooepidemicus isolat dr mer genetiskt relaterade till S. equi eller S.
ruminatorum som ju bada beskrivits som sjukdomsframkallande bakterier. Aterigen fann vi
att alla S. equi-isolat dr identiska nir generna som ofta anvénds for fylogenetiska studier (16S
rRNA, sodA, tuf, HSP60) sekvenseras. Diaremot sags skillnader i sekvens for SeM och dessa
skillnader stimmer dven 6verens med skillnader i PFGE monster.

Diskussion

Delprojekt 1-2. Realtids-PCR pavisar S. equi snabbare och siikrare in odling kombinerad
med biokemisk typning

I studien togs ett realtids-PCR-system fram som detekterar och skiljer S. equi och S.
zooepidemicus. Metoden forkortar analysarbetet pa laboratoriet och har hogre kénslighet én
den konventionella odlingen kombinerad med biokemisk typning som ir standard pa de flesta
bakteriologiska laboratorier idag. Metoden #r publicerad (Baverud et al., 2007) och har
ackrediterats vid SVA och anvinds nu rutinméssigt i var diagnostik. En snabb séker metodik
for att detektera S. equi har varit en forutsittning for de studier som utforts under delstudie 3 i
detta forskningsprogram.

Delprojekt 3. Optimering av bade filtprovtagning och laboratoriemetodik for kvarka
Tidigare studier har visat att som mest 50 % av histar med kliniska symptom pa kvarka dr
positiva for S. equi vid provtagning (Olsson ef al 1994) Detta innebér svarigheter att faststilla
en kvarkadiagnos vilket ger effekter for bade den sjuka individen och for forutsittningarna att
kunna begrinsa smittspridningen. I denna studie ville vi utvirdera olika vanligt
forekommande provtagningsmetoder, olika provtagningsmaterial, olika provmaterial och
olika analysmetoder pa laboratoriet. Intressant nog pavisades S. equi hos mer &r 85 % av
provtagna histar med kliniska symtom pa kvarka i stall dér kvarka hade verifierats. Detta &r
ett mycket bra resultat som vida Overtréffar tidigare studier. Histarna var provtagna med flera
olika provtagningsmetoder.

Provtagning i luftvigarna, for bade bakterier och virus, hos hist utfoérs ofta med korta
provtagningssvabbar i nishalan. Vid kvarkamisstanke kan provtagning ocksa goras i svalget
med en lang provtagningspinne. Vara preliminéra resultat visar inte att det skulle vara sidkrare
att provta i svalget jamfort med i nishalan.

For provtagning i ndshalan kan olika provtagningssvabbar anvindas, de vanligaste dr
provtagningssvabbar med amies agar gel transportmedium med eller utan kol. Pa marknaden
finns dven bland annat en provtagningssvabb med flytande amies transportmedium, eSwab



(Copan), som ir speciellt framtagen for att gora PCR analyser fran. Denna svabb har
utvirderats tillsammans med provtagningssvabb med amies agar gel transportmedium utan
kol. eSwab &dr mycket anviandarvinlig bade vid provtagning och vid analys pa laboratoriet och
har tillsammans med nisskoljprov visat de bésta resultaten for pavisande av S. equi. eSwab dr
enligt tillverkarens anvisningar @ven ldmplig for provtagning och analys for pavisande av
virus. Ett vanligt provtagningsmaterial for virusanalyser &r torra sterila svabbar utan
transportmedium. En sadan svabb har anvints i studien men har visat svaga resultat for
pavisande av S. equi vid direktpreparation av DNA for PCR analys.

Nisskoljprov dr en metod dér steril koksaltlosning spolas in i ena néshalan upp till svalget
varefter koksaltlosningen rinner ut ur bada ndsborrarna och kan pa det viset skolja ut bakterier
ur bada sidors nishalor. Metoden dr mindre vanlig bland svenska veterindrer men forekommer
i amerikanska studier. Metoden 4r nagot mer avancerad n att anvianda en provtagningssvabb
och vissa héstar hojer huvudet vid spolning varvid koksaltlosningen sviljes istéllet for att
rinna ut genom nésan. Nédsskoljproven i1 denna studie har visat mycket goda resultat for
pavisande av S. equi och dr trots att den &dr nagot mer arbetskridvande vid provtagning en bra
provtagningsmetod vid kvarkamisstanke.

Konventionell kvarkadiagnostik med odling och biokemisk typning kan ta flera dygn och upp
till en vecka innan en verifierad diagnos kan ges. Denna tid kan forkortas genom
mojligheterna till typning av beta-hemolyserande streptokocker via PCR fran odlingen pa
agarplattan (Baverud et al., 2007). Att ytterligare forkorta tiden till diagnos skulle kunna
uppnas om provet kan analyseras med PCR direkt fran provmaterialet utan odlingssteget. I
denna studie &r de preliminéra resultaten av direktpreparation fran provmaterial mycket
lovande. eSwab som é&r utformad for direktpreparation av DNA har tillsammans med
direktpreparation av nidsskoljprov de bésta resultaten. Komplettering med odling av provet dr
dock viktigt for att kunna isolera en stam for vidare karaktirisering och resistensbestimning.

I kvarkadiagnostik utomlands anvinds ibland ett anrikningssteg innan bakterieodlingen och
pafoljande analyser utfors (personligt meddelande R Newton, Newmarket). I denna studie har
anrikning gjorts for alla provtagningsmetoder fran 24 histar och jamforts med motsvarande
analyser utan anrikning. Prover som preanrikats i Todd Hewitt buljong har inte visat béttre
resultat for pavisande av S. equi hos nagot provtagningsmaterial eller analysmetod férutom
direktpreparationen fran svabb med amies agar gel som jamforts med direktpreparation av torr
svabb utan transportmedium. Vid direktpreparation av DNA fran provmaterial i gruppen
svabb med amies agar gel transportmedium ersattes den svabben av en torr svabb utan
transportmedium. Detta pa grund av att svabben med amies agar gel inte limpar sig for
direktpreparation av DNA da detta transportmedium har en inhiberande verkan i PCR
reaktioner. I motsvarande analys med anrikningssteg har svabben med amies agar gel anvints
och pa grund av denna ersittning kan anrikningsresultatet for svabben med amies agar gel inte
direkt jimforas med direktpreparation fran den torra svabben. Vi kan dock notera med
intresse att de prover som preanrikats har en hogre forekomst av S. zooepidemicus 1 alla
analyser.

Delprojekt 4. Luftvigsproblematik hos héist — ett framtida diagnostikpaket for bdde virus och
bakterier?

Var studie har visat att den torra korta provtagningspinne som rekommenderas for
virusprovtagning 1 luftvégspaketet for hést inte fungerar bra for analys av kvarka. Det finns en
onskan hos histveterindrer att kunna analysera for bade virus och bakterier fran samma prov.
Vi kommer dérfor att fortsitta dessa studier for att se om det finns en optimal
provtagningsmetod som fungerar vil bade for virus och bakterier. Forutom att rekommendera



provtagningsitt bor dock dven beaktas nir i sjukdomsforloppet provtagningen bor ske. Att
kvarka generellt endast odlas fram i ca 50 % av misstdnka kvarkfall kan dels bero pa
suboptimal provtagning men dven pa nér under sjukdomsforloppet provtagning sker. Nya ron
visar att bakterien utsondras i lag grad tidigt i infektionen och att det dr storre chans att odla
fram bakterien 2-3 dagar in i feberfas. Vi har diarfor ocksa som mal att kunna ge god
radgivning om nir prov bor tas for att fa basta mojliga diagnostik och det kan foljaktligen leda
till olika rekommendationer for virusluftvigspaketet och for kvarka-analyser.

Delprojekt 5. Streptococcus zooepidemicus - en komplex grupp av bakterier

Det finns en hypotes om att det 1 Sverige skulle kunna forekomma S. zooepidemicus med
formaga att framkalla kvarka-liknande symptom. Detta hirror ifran att i kanske hilften av
fallen av missténkt kvarka kan inte S. equi odlas fram medan istéllet S. zooepidemicus hittas i
proverna. Denna hypotes skulle kunna fa stod i nagra nya vetenskapliga publikationer fran
andra ldnder dér en ny underart tillhérande S. equi-komplexet, S. ruminatorum, beskrivs.
Denna bakterie isolerades forst fran far och get men har sedan beskrivits fran hyenor och
zebror dér den givit kvarka-liknande symptom. Typstammen av S. ruminatorum visar ett
nagot annorlunda biokemiskt jasningsresultat @n typstammarna for S. equi och S.
zooepidemicus och 16S rRNA sekvensen finns publicerad for flera isolat av denna underart.
Flera av de svenska isolat av S. zooepidemicus som vi karakteriserat har snarlik 16S rRNA
sekvens med typstammen av S. ruminatorum men inte samma jasningsmonster som beskrivits
for S. ruminatorum. Pa grund av dessa nagot forbryllande resultat har vi gatt vidare med de
isolat som vi karakteriserade i syfte att konstruera ett realtids-PCR system dmnat att detektera
och skilja S. equi och S. zooepidemicus. Har kan ndmnas att vart system inte skiljer mellan S.
zooepidemicus och S. ruminatorum, om sadana stammar skulle finnas dven i Sverige.

For vara kliniska stammar fran delstudie 1 har vi nu sekvenserat flera gener, féorutom 16S
rRNA, och sodA, dven tuf, HSP60, SeM (endast S. equi, eftersom denna gen inte finns hos
den andra tva underarterna) och SzP/SzPSe och dessutom analyserat alla stammarna med
pulsfiltsgel elektrofores (PFGE). Sekvenseringsresultaten for S. zooepidemicus ger ingen klar
bild av sldktskap mellan stammarna. Beroende pa vilken gen som analyserats ser det ut som
att olika stammar dr mer nir beslidktade dn andra och typstammen av S. ruminatorum faller
vil in bland vara svenska S. zooepidemicus stammar. I en nyligen publicerad artikel (Webb et
al., 2008) har sju andra gener sekvenserats fran ett stort antal isolat for att studera sliktskap
mellan S. zooepidemicus stammar. Hér beskrivs samma bild, de sju generna ger var och en sin
egen sliktskapsgruppering och vid sammanldggning av data fran alla sju generna finns det en
liten grupp av stammar av S. zooepidemicus som ligger ganska nira S. equi. Dessa &dr dock
inte isolerade fran histar med luftvigsproblem utan fran fall med livmoderinflammation och
med aborter. Var studie foreligger just nu som manuskript (Aspan et al., manuskript) och vi
amnar fortsitta att studera S. zooepidemicus i forhallande till S. equi och S. ruminatorum. Vi
tror att for att forsta skillnader i sjukdomsframkallande formaga hos stammar inom S. equi-
komplexet, maste vi gd in mer specifikt och studera forekomst och diversitet hos olika
virulensfaktorer. Detta kommer att géras inom ett Formas-finansierat doktorandprojekt.

Vi kan dven ndmna att vi kunde differentiera olika isolat av S. equi med hjilp bade av
sekvensering av genen for SeM och med PFGE. Detta ser vi som mycket lovande med
potential att kunna smittspara svenska stammar av S equi vid utbrott, vilket skulle kunna leda
till att vi ldr oss mycket mer om smittvédgar och riskfaktorer for kvarkasmitta. Nér vi jamfor
SeM sekvenserna for vara svenska stammar med publicerade sekvenser i internationell
litteratur ser vi att manga av vara utbrottsstammar stimmer 6verens med utbrottsstammar i



England, vilket tyder pa att kvarkasmitta ror sig mellan ldnder och sikert ocksa mellan
kontinenter.
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Artikel 1 Svensk Veterindrtidning planeras avseende provtagning och laboratorie-
undersokning.

Kommentar och behov av vidare studier:

Vi onskar soka mer pengar for att kunna gora uppfoljande provtagningar efter utbrott av
kvarka for att kunna ta fram rekommendationer for att friforklara héstar och stall fran smitta
efter utbrott. Det foreligger ett stort intresse fran djurégare att kunna friforklara sina stall efter
ett utbrott.
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