Diagnostyka i lerapia

CZYNNIKI ZAKAZNE
BEDACE PRZYCZYNA
ZABURZEN
W ROZRODZIE U SUK —
OBSERWACJE WHASNE

2 Stamar w Dgbrowie Gdrniczej

aburzenia w rozrodzie pséw
manifestujace si¢ nieptodno-
$cig, resorpcja zarodkéw, rodze-
niem martwych szczeniat, czy
ronieniami mogg mie¢ rézne
podloze. Ich przyczyna moga by¢ pato-
logie macicy (m.in. torbielowaty rozrost
gruczoléw macicy) (24), hipoluteinizm
(10), defekty genetyczne (mono, lub tri-
somia chromosomu X) (21), wspélistnie-
jace choroby (np. cukrzyca, nadczynnos¢
kory nadnerczy) (29), niedozywienie i zta
kondycja suk (29), ekspozycja cigzarnych
samic na substancje toksyczne, takie jak
metale ciezkie, pestycydy, czy niektére le-
ki (kabergolina, aglepriston) (11,26). In-
dukowane mogga by¢ one takze licznymi
czynnikami zakaznymi i pasozytniczymi
zaréwno bakteryjnymi (Brucella, Campy-
lobacter spp., Salmonella spp., Leptospira
spp., Coxiella burnetii, Listeria monocyto-
genes, Rickettsia rickettsii), wirusowymi
(herpeswirus pséw CHV, parwowiruséw
pséw typu 1 — CPV-1, wirus noséwki —
CDV), zakazeniami wywotanymi myko-
plazmami, chlamydiami, oraz inwazjami
pierwotniaczymi takimi jak toksopla-
zmoza (5).
Identyfikacja czynnikéw odpowie-
dzialnych za zaburzenia w rozrodzie
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u suk jest w wielu przypadkach bardzo
trudna, lub wrecz niemozliwa. Tego typu
pacjenci wymagaja na ogél wielokierun-
kowej diagnostyki klinicznej i laborato-
ryjnej, ktéra obejmuje: badanie gineko-
logiczno-poloznicze, ultrasonograficzne
jamy brzusznej ze szczegdlnym uwzgled-
nieniem macicy i jajnikéw, badanie he-
matologiczne i biochemiczne krwi, okre-
$lanie surowiczego st¢zenia hormonéw
plciowych, badanie cytologiczne, bakte-
riologiczne i molekularne (PCR) wyma-
z6w z pochwy, a w przypadku patolo-
gicznych wyplywéw z drég rodnych —
wyizolowanie czynnikéw zakaznych
i pasozytniczych oraz badanie genetycz-
ne celem wykazania anomalii chromoso-
malnych.

Aktualnie techniki badan laboratoryj-
nych oraz dostepno$é¢ systeméw dedyko-
wanych do lecznic weterynaryjnych
znacznie ulatwiajg zgromadzenie nie-
zbednych w tym zakresie danych. Szcze-
g6lng uwage zwracaja szybkie systemy
do identyfikacji patogenéw metoda mo-
lekularng (real-time PCR). Metoda ta,
polegajaca na namnazaniu specyficznego
regionu DNA oraz nadzorowaniu szyb-
kosci i intensywno$ci reakcji, jest aktual-
nie najczulszg technika identyfikacji cho-
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réb zakaznych. Redukuje ona znacznie
strefe niewykrywalnych lub falszywie
ujemnych wynikéw oraz pozwala na bar-
dzo wezesne i poprawne rozpoznanie za-
kazeri. Jest to mozliwe, poniewaz dodat-
nia wartoé¢ predykcyjna (DWP) testu
PCR wynosi ~100 %.

Celem badan bylo okreslenie czestotli-
woscl wystepowania zaburzen w rozrodzie
u suk powodowanych czynnikami zakaz-
nymi oraz identyfikacja tych czynnikéw.

Obserwacje wtasne

Badania prowadzono w okresie od maja
do sierpnia 2025. Objeto nimi 98 suk,
u ktérych wystapily zaburzenia w rozro-
dzie, takie jak nieskuteczne krycie,
resorpcja zarodkéw, ronienia (tabela 1).
Przeprowadzone badanie kliniczne, ul-
trasonograficzne narzadu rodnego oraz
badanie krwi (w tym okreslanie stezenia
hormonéw plciowych, tarczycy, nadner-
czy oraz insuliny) nie wykazaty zadnych
nieprawidlowosci. Od wszystkich zwie-
rzat pobierano wymazy z drég rodnych
i kal na posiewy bakteriologiczne oraz
do badan molekularnych w kierunku
Campylobacter spp., Salmonella spp., Lep-
tospira spp., Listeria monocytogenes, Ric-



Tabela 1. Zaburzenia w rozrodzie stwierdzane u suk
objetych badaniami.

Zaburzenia w rozrodzie Liczba pséw %
Nieptodnos¢ 47 47,9
Padniecia noworodkéw 28 28,6
Ronienia 13 13,3
Resorpcje ptodow 10 10,2

kettsia rickettsii, herpeswirusa pséw CHYV,
parwowiruséw pséw typu 1 —CPV-1,wi-
rusa noséwki — CDV, Mycoplasma spp.,
Chlamydia spp., Toxoplasma spp. Od suk
pobierano takze krew do badan serolo-
gicznych w kierunku brucelozy.

Badania bakteriologiczne

Wymazy posiewano na agar z krwia
i inkubowano w temperaturze 37°C
przez 2 dni. Identyfikacji bakterii doko-
nywano w oparciu o morfologie kolonii,
barwienie metoda Grama oraz wlasciwo-
$ci biochemiczne wyizolowanych drob-
noustrojéw (API test).

Badania bakteriologiczne w kierunku
Salmonella przeprowadzono zgodnie

z normg ISO EN ISO 6579-1.

Badania w kierunku Brucella

Obecnos¢ przeciwciat dla Brucella w su-
rowicy pséw badano wykorzystujac testy
immunochromatograficzne (c. Brucella

Ab VetExpert).

PCR!

DNA do PCR izolowano z wymazéw/pré-
bek katu, wykorzystujac zestaw Genomic
Mini kit (A&A Biotechnology, Poland) wg
procedury podanej przez producenta.
Po ekstrakeji prébki DNA amplifikowano
w real-time PCR wykorzystujac termocy-
kler Rotor-Genethermocycler (Corbett
Research, Mortlake, Australia). Liste pato-
genéw w kierunku ktérych wykonywano
badania przedstawiono w tabeli 2.

Infectious factors causing
reproductive disorders

in female dogs—

own observations

The aim of the study was

to determine the frequency

of reproductive disorders in female
dogs caused by infectious agents
and to identify these factors.

A total of 98 female dogs with
reproductive disorders of unknown
origin were included in the study.
Using PCR, CHV DNA was detected
in genital swabs collected from

24 female dogs with a history of.
puppy deaths (n=9), abortions (n=7),
fetal resorption (n=5),

and unsuccessful mating (n=3);
Mycoplasma canis was detected

in swabs collected from 17 female
dogs with a history of: fertility
problems (n=12), abortions (n=3),
and fetal resorption (n=2).
Chlamydia DNA was detected in two
swabs collected from a female dog
with multiple unsuccessful matings
and from a female dog with an
abortion. Our own observations
indicate that monitoring of the
occurrence of the described
infectious agents using sensitive
and rapid methods, such as PCR,

in dog breeding facilities seems
Jjustified and allows for the proper
management of breeding programs.

Keywords: female dogs, infectious
agents, reproductive disorders.
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Tabela 2. Zestawienie patogenéw badanych w reakcji PCR.

Pathogen Targetgene Amplicon size Reference
(base pairs (bp))
CHV-1 Kinaza tymidynowa 493 pz (25)
cbVv NP. - nukleoproteina 293 pz 1)
CPV-I VP2 1203 pz (16)
Rickettsia spp. rompB 773 pz (23)
Mycoplasma spp. 16S RNA 247 pz (8)
Leptospira spp. 16S RNA 298-320 pz (19)
Listeria hly gene (listeriolizyna O) (2)
Campylobacter spp. 165 RNA 816 pz (17)
Salmonella spp. His J 496 pz (28)
Chlamydiaceae spp. 23S rRNA 356 pz (18)
Toxoplasma gondi Bl 188 pz (13)
Ryc. 1. Dodatni wynik badania w kierunku

herpeswirozy z wykorzystaniem systemu do badan

gPCR (PCR Easy, Stamar).
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Ryc. 2. Dodatni wynik badania w kierunku
mykoplazmozy z wykorzystaniem systemu

do badan qPCR (PCR Easy,

Stamar).
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Dodatkowo wymazy poddano analizie
w kierunku CHV, Toxgplasma gondi, Chla-
mydia spp. i Mycoplasma canis w analiza-
torze PCR Easy (Stamar), ktéry przepro-
wadza jednoczesnie izolacje DNA tych
patogenéw i amplifikacje ich materialu ge-
netycznego w real-time PCR.

Przeprowadzone badanie bakteriolo-
giczne wymazéw z pochwy wykazalo, iz
u 33 suk wyizolowano bakterie Escheri-
chia coli,u 15 Staphylococcus pseudinterme-
dius natomiast u 7 Streptococcus canis.
U Zadnej z badanych samic, badanie sero-
logiczne nie wykazato obecnosci przeciw-
ciat dla Brucella canis. Technika PCR
obecnoé¢ DNA CHV wykryto w wyma-
zach pobranych od 24 suk, u ktérych no-
towano: padnigcia szczenigt (n=9), ronie-
nia (n=7), resorpcj¢ ptodéw (n=5) oraz
nieskuteczne krycie (n=3); Mycoplasma ca-
niswwymazach pobranych od 17 zwierzat,
u ktérych notowano: problemy z ptodno-
$cig (n=12), ronienia (n=3) oraz resorpcje
plodéw (n=2). Obecnos¢ DNA Chlamy-
dia stwierdzono w dwéch wymazach po-
branych od suki, ktérej wielokrotne kry-
cie byto nieskuteczne oraz od samicy,
u ktérej doszto do poronienia. W kazdym
przypadku obecno$¢ materialu genetycz-
nego potwierdzono dwoma badaniami
PCR - z wykorzystaniem aparatu Cor-
bett oraz szybkiego systemu do badan
gPCR (PCR Easy, Stamar). Wyniki, za-
réwno pozytywne jak i negatywne, w obu
badaniach pokrywaly si¢ w 100 %
(ryce. 1, 2, 3, 4). W zadnej prébee nie
stwierdzono obecnosci materiatu gene-
tycznego parwowirusa, wirusa noséwki,
Toxoplasma  gondi, Salmonella spp.,



Campylobacter spp., Leptospira spp., Liste-

ria monocytogenes oraz Rickettsia rickettsii.

W niniejszym opracowaniu przedstawio-
no wyniki badari wlasnych nad czynnika-
mi zakaznymi, ktére moga stanowié¢ po-
tencjalng przyczyne zaburzeri w rozrodzie
samic pséw. Sposréd licznych patogenéw,
zdolnych indukowa¢ tego typu nieprawi-
dowosci, z drég rodnych suk, u ktérych
stwierdzono zaburzenia w rozrodzie ba-
daniami molekularnymi wykazano trzy
z nich: CHV, Mycoplasma canis oraz
Chlamydia spp.

Herpeswiroza pséw jest zakazng cho-
roba powodowang przez alfaherpeswiru-
sa pséw (canine herpesvirus— CHV'). Pa-
togen ten jest przyczyng nieplodnosci,
ronieri i zamierania zarodkéw oraz na-
glych padnig¢é u noworodkéw w wieku
ponizej 3 tygodni (4,29). Przypuszcza sie,
Ze wirus jest szeroko rozpowszechniany
w populacji pséw. Zakazenie szerzy sie
przez kontakt bezposredni w nastepstwie
krycia oraz droga donosows i doustna,
poprzez kontakt z zakazonymi wydzieli-
nami. U osobnikéw doroslych infekcja
ma z reguly przebieg bezobjawowy, a za-
kazone osobniki stanowig rezerwuar wi-
rusa, ktérego moga rozsiewaé do $rodo-
wiska, gdy dojdzie do spadku odpornosci
(29). Wykazano, ze w przypadku herpe-
swirozy moze dochodzi¢ do zakazen
transplacentalnych, w ktérych wirus z or-
ganizmu matki, poprzez fozysko przedo-
staje si¢ do organizmu plodéw, powodu-
jac ich mumifikacje lub przyczyniajac
si¢ do przedwczesnych porodéw (7).
W przypadku zakazen §rédmacicznych
dochodzi do powstawania ognisk mar-
twicy w blonie §luzowej macicy (3), efek-
tem czego moze by¢ resorpcja plodéw lub
ich mumifikacja (22).

Rozpoznawanie herpeswirozy stanowi
wyzwanie. CHV jest stabo immunogen-
ny i w organizmie zakazonych pséw in-
dukuje rozwdj przeciwcial, ktére utrzy-
muja si¢ jedynie okolo 100 dni (29). Gdy
zakazenie przechodzi w stan latencji
w surowicy zakazonych pséw nie moz-
na wykaza¢ obecnosci przeciwcial dla
CHYV. Czulg metodg detekeji wirusa jest
PCR. Material do badan mogg stanowic¢
wymazy z pochwy, prébki fozyska lub
tkanek poronionych ptodéw (15).

Najskuteczniejsza metoda zapobiega-
nia zakazeniom CHYV jest immunopro-
filaktyka. Na rynku produktéw wetery-
naryjnych dostepna jest szczepionka
do czynnego uodporniania suk w celu za-
pobiegania $miertelnosci, objawom kli-

Ryc. 3. Dodatni wynik badania w kierunku
clamydiazy z wykorzystaniem systemu
do badan gPCR (PCR Easy, Stamar).
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Ryc .4. Ujemny wynik badania w kierunku
tokspolazmozy z wykorzystaniem systemu
do badan qPCR (PCR Easy, Stamar).
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nicznym i zmianom patologicznym
u szczenigt, wywolywanym przez za-
kazenia herpeswirusami w pierwszych
dniach zZycia. Pierwsze szczepienie wy-
konuje si¢ w czasie trwajacej cieczki al-
bo 7-10 dni po prawdopodobnej dacie
pokrycia, natomiast drugie 1 do 2 tygo-
dni przed spodziewanym terminem po-
rodu. Badania kliniczne potwierdzaja
skutecznos$¢ tej metody profilaktyki,
w zwigzku z czym sugeruje sie, aby
wszystkie suki przeznaczone do rozrodu
byty im poddawane (20).

Mycoplasma spp. to drobnoustroje po-
zbawione Sciany komérkowej stanowig-
ce element naturalnej mikroflory po-
chwy zdrowych suk. Niemniej jednak
moga by¢ takze odpowiedzialne za roz-
woj réznych zaburzen w rozrodzie, ta-
kich jak: niski wskaznik zaptodnien, re-
sorpcje zarodkéw, obumieranie plodéw,
ronienia, rodzenie martwych lub stabych

31 34 37 40
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szczenigt. Drobnoustroje te nie sg jed-
nak uwazane za naturalng flore bakte-
ryjna macicy samic pséw (30). Giéwnym
gatunkiem Mycoplasma najczesciej 1a-
czonym z problemami w rozrodzie
u pséw jest Mycoplasma canis (27). Wy-
daje sie, ze drobnoustroje te dzialaja
jako czynniki oportunistyczne, namna-
zajac si¢ w sposéb niekontrolowany
w §wietle macicy u zwierzat z obnizona
odpornoscig lub u ktérych prowadzono
dlugotrwaly antybiotykoterapig, ktora
spowodowala zaburzenie réwnowagi
flory bakteryjnej drég rodnych. Myko-
plazmoza szerzy si¢ droga krycia oraz
poprzez sztuczne unasiennianie. Plody
zostajg zainfekowane w nastepstwie
przedostania si¢ do ich organizmu drob-
noustrojéw droga srédmaciczng lub he-
matogenng (27). W leczeniu choroby
najwyzsza skuteczno$¢ wykazuja tetra-
cykliny.
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Chlamydie to pozbawione ruchu,
Gram-ujemne drobnoustroje, nalezace
do Chlamydiales. Wywoluja zakazenia
gléwnie u przezuwaczy, rzadziej u bydla,
$wini i koni. Drobnoustroje te powoduja
zmiany martwicowe w tozysku i przyczy-
niaja si¢ do ronien oraz rodzenia stabo
zywotnych mlodych. C. abortus wykazu-
je potencjal zoonotyczny i moze by¢
przyczyng zaburzen w rozrodzie u kobiet
(14). Izolowano je takze od psowatych,
co wskazuje, iz mogg stanowi¢ zagroze-
nie takze dla tej grupy zwierzat, w zwigz-
ku z czym infekcje na tle Chlamydia
powinny by¢ brane pod uwage w diagno-
styce réznicowej zaburzeni w rozrodzie
u suk (12).

Wyniki obserwacji wiasnych wskazuja,
ze w przypadku wystapienia zaburzen
w rozrodzie u suk o nieustalonej przyczy-
nie, w postepowaniu diagnostycznym na-
lezy bra¢ pod uwage czynniki zakazne.
W badaniach wlasnych w wymazach po-

'y .

branych z drég rodnych samic badania-
mi bakteriologicznymi stwierdzilismy
wystepowanie Escherichia coli, Staphylo-
coccus pseudintermedius oraz Streptococcus
canis. Obserwacje te s3 zbiezne z wynika-
mi badari Goliriskiej i wsp. (6), ktérzy te
same drobnoustroje izolowali z drég rod-
nych suk zaréwno zdrowych, jak i wyka-
zujacych objawy chorobowe. Z kolei po-
twierdzenie PCR obecnosci w wymazach
z drég rodnych badanych zwierzat mate-
riatu genetycznego CHV, Mycoplasma
i Chlamydia sugeruje, iz czynniki te nale-
zy rozwazy¢, jako potencjalne przyczyny
ronieni, nieplodnosci, czy wezesnych
padnie¢ szczeniat. Dane literaturowe po-
twierdzaja, ze cze¢stotliwo$¢ wystepowa-
nia infekcji na tle tych patogenéw moze
by¢ wyzsza, niz si¢ powszechnie sadzi
(8,9,22),w zwiazku z czym zasadne wy-
daje si¢ prowadzenie stalego monitorin-
gu tego typu zakazeri w hodowlach pséw,
zwykorzystaniem czulych i szybkich me-

tod, takich jak szybkie systemy gPCR de-
dykowane do gabinetéw weterynaryj-
nych, co jest kluczowe, by wlasciwie pro-
wadzi¢ programy hodowlane.

Chociaz w zadnym materiale pobra-
nym od kazdej z suk nie stwierdzono
obecnosci DNA Toxoplasma gondi, wska-
zane jest réwniez prowadzenie monito-
ringu w kierunku tej choroby. Pomimo
tego, ze prewalencja toksoplazmozy
w populacji pséw jest znacznie nizsza niz
w populacji kotéw, to jednak z uwagi
na to, iz stanowi ona grozng zoonozeg, nie
powinna by¢ pomijana w diagnostyce ré-
znicowej choréb pséw przebiegajagcych
z zaburzeniami w rozrodzie. @
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Real-time PCR System

Wykrywanie kodu genetycznego zwierzecych patogendw

p Parametry
dla psa: 26 patogendow
dla kota: 21 patogenéw

dla zwierzat egzotycznych: 21 patogendw

dla koni: 9 patogenéw
W tym miedzy innymi:
- FIV/FelV

- Chlamydia

- Leptospira spp.

» Koszt badania od 32 zt

» tatwy w uzyciu - przetestuj u siebie

» Prosta obstuga w 2 krokach
» Wynik po ~ 50 min

» Specyficznosé/czutosé 99,9%

- panel odkleszczowy
- panel oddechowy

i wiele innych

- Hemotropic Mycoplasma
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