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SAMMANFATTNING

Kvarka &r en allvarlig, smittsam mukopurulent luftvagssjukdom som orsakas av bakterien
Streptococcus equi subsp. equi. For att forhindra smittspridning ar det viktigt att snabbt
identifiera eventuellt smittade hastar. Denna litteraturstudie fokuserar pa vilka provtagnings-
och analysmetoder som é&r att foredra vid misstanke om kvarka.

Prover med fragestallningen kvarka kan tas fran ett flertal provtagningsstallen sasom nashalan,
luftséackarna, abcesser, lymfknutor eller via blodprover. | dagslaget tas prover fran hastar med
misstankt kvarka framfor allt med hjélp av svabbprover men ocksa via skéljprover. Den senare
metoden har visat sig vara nagot mer effektiv da en storre yta provtas, men resultatet beror dven
pa vart proverna tas ifran. Vid kronisk kvarka har det visat sig vara effektivast att ta prover fran
luftsackarna da bakterien garna koloniserar luftsackarna och sedan intermittent utséndras vidare
till nashalan. Nashalan ar dock anatomiskt lattare att provta men beroende pa analysmetod kan
da hastar utan symptom (kroniker) latt forbises som falskt negativa. Den kliniska
sjukdomsbilden ar aven viktig att beakta vid diagnostiken da kvarka ar allmant kant for sitt
bilaterala mukopurulenta nésflode, feber och svullna lymfknutor i huvud-halsregionen.

Proverna kan analyseras med hjalp av olika metoder s som Polymerase chain reaction (PCR),
bakteriell odling och ELISA. PCR ér en tidseffektiv analysmetod som med hdg sensitivitet och
specificitet kan upptacka infekterade hastar, men PCR detekterar &ven DNA fran doda bakterier
vilket kan ge falskt positiva resultat. Detta anses daremot inte som ett problem da alla positiva
provresultat bor tas pa allvar och det férekommer ofta att kroniska smittbharare periodvis inte
utsondrar bakterien och da kan DNA, fran icke levande bakterier, fran nashalan tyda pa
forekomsten av levande bakterier i luftsdckarna. En bakteriell odling ar mer tidskrdvande och
risken finns att ett kraftigt kontaminerat prov kan innebdra ett falskt negativt resultat. Fordelen
ar dock att bakterier som kan ge kvarkaliknande symptom kan pavisas och utredas. En odling
ar alltid beroende av att adekvat infektiost material finns. Vid laga koncentrationer av en
patogen ar PCR en metod att foredra da den kan detektera dven mycket sma mangder bakterier.
ELISA anvands for tillfallet inte sa frekvent och betraktas inte som en adekvat
diagnostiseringsmetod for kvarka, detta pa grund av korsreaktionen som kan uppsta med ett
specifikt protein fran S. zooepidemicus vilken kan ge ett falskt positivt analyssvar. Det kan dock
anvandas som indikation pa att fortsatt utredning ar nddvandig samt pavisa hastar med purpura
hemorrhagica.



SUMMARY

Strangles is a severe, highly contagious, mucopurulent equine respiratory disease caused by the
bacteria Streptococcus equi subsp. equi. In order to prevent the infection from spreading it is
crucial to correctly identify potentially infected horses. This essay is focused on a comparison
of sampling- and diagnostics methods at a presumed outbreak of strangles.

Samples can be taken from multiple sampling sites such as the nasal passage, guttural pouches,
abscesses, lymph nodes or by blood samples. Today, samples from infected horses are gathered
using swabs and lavages. Lavages has proven too be a bit more effective because a larger
surface in the nasal cavity is being tested, but the results also depend on the sampling site. In
persistently infected horses the guttural pouches has proven to be the most effective sampling
site, thus bacteria are likely to accumulate there and intermittently discharge in to the nasal
cavity. The nasal cavity is easy to reach and sample, however depending on the analysis method,
horses without any clinical signs can appear as false negative. Clinical signs are also important
to take in to consideration at diagnosis thus signs of strangles classically include mucopurulent
nose discharge, fever and periorbital swelling.

The samples can be analyzed through PCR, bacterial culture and ELISA. PCR is a time effective
method with high sensitivity and specificity while successfully identifying infected horses,
however PCR can also detect DNA from dead or modified live vaccine bacteria. This is
although not considered an issue whereas all positive results should be taken seriously.
Persistently infected horses can shed bacteria sporadically and in these cases DNA from dead
bacteria could indicate a carrier of alive bacteria in the guttural pouches. Bacterial culture is
more time-consuming and there is also a risk of over growth of other bacteria, resulting in a
false negative sample. The advantage of this method is however that you can detect the presence
of other bacteria causing strangles-like symptoms. At low concentrations of the pathogen a PCR
is always the preferred method though it can detect very low quantities of bacteria. ELISA is
not used as frequently and is not considered too be an adequate diagnostics method for strangles,
due to its possibility to cross-react with a specific S. zooepidemicus protein and therefor cause
a false positive result. It is however used as an indication that further diagnostic procedures are
necessary and also to detect horses with purpura hemorrhagica.



INLEDNING

Luftvagsinfektioner r betraktat som “the major hazard” for héstar 6ver hela viarlden (Neamat-
Allah, A. N. F & El Damaty, H, M, 2016). Kvarka &r en mycket smittsam och allvarlig infektios
luftvagssjukdom hos hast orsakad av bakterien Streptococcus equi subsp. equi (S.equi). Nastan
30% av alla inrapporterade luftvagsinfektionern hos hést orsakas av S. equi (Cordoni et al.,
2015). Till skillnad fran vissa andra Streptococcer anses inte S.equi tillhéra normalfloran i
luftvagarna hos hast utan pavisas endast i samband med sjukdom (Vetbact.org, 2017).
Morbiditeten ar hog for S. equi men mortaliteten lag, och antalet sjukdomsfall med dodlig
utgang varierar mellan 2,7 till 3,6% (Tirosh-Levy et al., 2016). En hogre mortalitet ses dock
hos de 20% av hastarna dar komplikationer tillstoter da 40% av dessa dor eller maste avlivas
(Taylor & Wilson, 2006). Empyem i luftsédckarna &r en av de vanligaste komplikationerna, detta
orsakas av att abscesser i lymfknutorna rupturerar in i luftsdckarna eller att infektionen sprids
fran farynx via de salpingo-faryngala Oppningarna. Purpura hemorrhagica ar en
immunmedierad hypersensitivitet som kan uppkomma till f6ljd av en infektion av S. equi
(Taylor & Wilson, 2006). Ett viktigt steg i hindra smittspridningen av kvarka &r att tidigt
identifiera och isolera smittade djur (Mallicote, 2015).

Streptococcus equi subsp. equi &r en betahemolyserande, grampositiv ororlig kock tillhérande
Lancefield’s grupp C. Den é&r fakultativt anaerob och skiljs fran S. zooepidemicus genom att S.
equi inte kan fermentera trehalos, laktos eller sorbitol (VetBact.org, 2017). S. equi har en
formaga att undvika fagocytos via dess kapsel av hyaluronsyra och M-protein (SeM)
(Mallicote, 2015). S. equi Gverlever inte lange i omgivningsmiljoer och speciellt inte da de
exponeras for direkt solljus (Waller, 2014).

Syftet med denna litteraturstudie &r att undersoka huruvida det finns en analyserings- och
provtagningsmetod som &r att foredra vid misstanke om kvarka.

MATERIAL OCH METODER

Litteratur & hamtad fran databaserna PubMed, Scopus och Web of science. Sékorden som
anvandes var (Streptococcus equi) AND (Horse* OR Equine) AND (Diagnostic).

Grundlaggande information om bakterien, forekomst i Sverige, olika provtagningsmetoder
samt utrustning har hamtats fran VetBact (www.Vetbact.org), Sveriges veterindrmedicinska
anstalt (www.sva.se), Equine Speciality Instruments (www.germedusa.com), Jordbruksverket
(www.jordbruksverket.se) och Medical dictionary (www.medical-
dictionary.thefreedictionary.com).



LITTERATUROVERSIKT
Smittspridning

Kvarka ar en mucopurulent luftvdgssjukdom orsakad av S. equi som smittar via indirekt eller
direkt dverforing. S. equi utsdndras via nosen hos akut eller persistent infekterade djur och
smittar via direkt kontakt med nosflode fran smittbarare exempelvis genom att nosa pa en
infekterad hast, smittad boxinredning, utrustning, klader eller kontaminerat dricksvatten dar
bakterien kan Overleva upp till en méanad (Waller, 2014). Infektionen startar i tonsillernas
kryptceller och angréansande lymfknutor dar bakterien sedan utséndra enzymer och toxiner vilka
startar en inflammation. Hastarna far klassiskt rhinit, faryngit, feber och anorexi. Inom 24
timmar efter paborjad feber kan ett bilateralt mukost nasflode ses och bakterien forflyttar sig
till de submandibul&ra- och retrofaryngalalymfknutorna vilket kan leda till dysphagi.

Debris ansamlas och abcesser bildas i de drabbade lymfknutorna da fagocytosen ofta ar
ofullstandig. Bakterien kan spridas vidare saval hematogent som lymfogent och bilda abcesser
i andra lymfknutor bortom huvudregionen (Taylor & Wilson, 2006). Abcesser som bildas i de
retrofaryngala och submandibuldra lymfknutorna spricker vanligtvis efter 1-4 veckor, detta
innebar en risk for att boldinnehall lacker till luftsackarna, som kan ge mukopurulent nasflode
tydligt forknippat med sjukdomsbilden for kvarka (Waller, 2014). Férekomsten av kondroider,
intorkat slem, verkar som en reservoar for infektionen vilket ger en utdragen process dar det
infekterade djuret forblir smittbarare under en langre period. Kvarka ar en extremt smittsam
sjukdom med en morbiditet pa nastan 100% (Furniss et al., 2007).

Vissa héstar kan inhysa S. equi som kliniskt tysta bérare och utsondra bakterien intermittent.
Uppskattningsvis blir 10% av de drabbade hastarna kroniker och langtidsutsondrare av
bakterien, dar det vanligaste &r att bakterien koloniseras i luftsackarna. Identifiering av kroniker
ar av storsta vikt i arbetet att forhindra smittspridningen (Tirosh-Levy et al., 2016) och
infektitst material hos dessa hittas ofta i luftsdckarna (Mallicote, 2015).

Symptom
Kliniska bilden

Den kliniska bilden foér kvarka ar klassisk for luftvagsinfektioner men problem att diagnosticera
sjukdomen kan uppsta i tidiga eller atypiska fall dar de svullna lymfknutorna eller det nasala
flodet inte ar lika tydligt (Fintl et al., 2000). Provtagning ska goras pa alla misstankta fall men
gors framst pa de hastar som uppvisar submandibulér och retrofaryngal lymfadenopati och/eller
purulent nasflode samt feber. Generellt visar en klinisk undersdkning i detta l&ge inga andra
markbara forandringar men auskultation av thorax och endoskopi &r att rekommendera da en
infektion av S. equi kan orsaka sekundéra pneumonier (Mallicote, 2015).

Fibrooptisk endoskopi bidrar med viktig information i undersokningen av luftvagarna hos hést
dar luftsackarna ar en vanlig infektionsplats for patogener. Empyem och kondroider som ofta
ar forknippat med kvarka kan ses i luftsédckarna och endoskoperingen maéjliggor bade en visuell
bild och mojligheten till att provta omradet for en cytologisk undersokning (Pusterla et al.,
2006).



Diagnostiska metoder
Provtagning
Provtagningsstalle

| det akuta stadiet ar det rekommenderat att ta prover direkt fran det infekterade omradet,
exempelvis en lymfknuteabcess eller fran luftséckarna om empyem ses. Prover kan ocksa tas
fran purulent debris, luftsacksskoljning eller via punktation av perkutana lumfknutor
(Mallicote, 2015). Nasskoljprover tas genom att ca 120 ml natriumklorid (9mg/ml) spolas in i
nashalan via en slang, vatskan samlas ihop, provet centrifugeras och odlas pa blodagar i 37°C
(Taylor & Wilson, 2006). Alternativt kan luftsdckarna undersodkas via endoskopi eller provtas
blint via en s& kallad Chambers kateter (Mallicote, 2015), en kateter i rostfritt stal med en latt
bojd topp som anvands for provtagning av luftsdckarna (Chambers Catheter - Equine Speciality
Instruments).

Studier av Lindahl et al. (2013) har visat att prover tagna fran abcesser hos drabbade hastar ar
odlings- och Polymerase chain reaktion (PCR) positiva i 30% respektive 80% av fallen. De laga
resultaten kan bero pa lag bakterieutsondring hos individen, variation i provtagningsmetod
och/eller potentiell Gvervéxt av andra patogener (Lindahl et al., 2013). Detta da luftvagarna hos
hést normalt innehar en normal bakterieflora, sa kallade kommensaler (Pusterla et al., 2006).

Enligt Pusterla et al (2006) och Boyle et al (2012) &r odling av prover fran luftsacksskéljningar
en kénsligare metod for att identifiera kroniska smittbdarare jamfort med odling av
nasofaryngala svabbar. Provtagning via skoljprov fran luftséckarna eller faryngalomradet har
alltsa hogst sensitivitet enligt Mallicote (2015). Vid provtagning av nashalan r skéljningar mer
fordelaktigt 4n svabbar da en storre yta i nashalan provtas (Taylor & Wilson, 2006).

Provtagningsutrustning

I en studie av Boyle et al. (2012) pendlade sensitiviteten och specificiteten for PCR via
nasofaryngal svabb mellan 45-50% respektive 71%, medan nasofaryngala svabbar fran odling
varierade mellan 18-45 och 94%. Nér tre efterf0ljande nasofaryngala svabbar odlades 6kade
sensitiviteten till 85% (Boyle et al., 2012). For nagra ar sedan lanserades flocked swabs inom
humanmedicinen, en provtagningspinne som med sina tofsar av polyestermaterial fast vid ett
plastskaft. Denna anvéands for provtagning vid misstanke om bakterier eller virala patogener
(flocked swab, 2012), och har visat sig 6ka sensitiviteten bade vid savl bakteriell odling som
PCR da den ger en forbattrad provtagning genom underléttad patogeninsamling samt effektivt
frigorande av provtagningsmaterialet. Daremot sa minskade sensitiviteten vid centrifugering av
proverna innan odling (Boyle et al., 2012). Samtidigt menar Lindahl et al. (2013) att
nylonsvabbar sa som E-swab har visat sig slappa ifran sig fler bakterier &n rayonsvabbar. E-
swab var den effektivaste av alla svabbar i att atervinna S. equi via PCR direkt fran proverna i
studien. Aven transportmediet som medféljer E-swab ar lampligt for forberedandet av DNA
direkt samt for odling. Endast den vanliga bomullssvabben var statistiskt samre &n resterande
provtagningsmetoder och anses enligt Lindahl et al. (2013) olamplig for provtagning.



Nar resultaten fran en PCR gjord pa material fran en bakteriell odling kombinerades med en
PCR pa prover tagna direkt fran ett nasofaryngalt skoljprov, studerades en 6kning i antalet
positiva analyssvar som nu Okade till 91% (Lindahl et al., 2013). Vid Realtids-PCR pa
kombinationer av flera prover sags S. equi hos mer &n 90% av hastarna med kliniska symptom.
Studien kom aven fram till att ett enkelt nasofaryngalskéljprov analyserat via quantitive-PCR
(qPCR) direkt fran provtagning i kombination med gPCR fran en odling utgor den optimala
provtagningen. Samtidigt anser Lindahl et al. (2013) att det &r lika effektivt att kdra en realtids-
PCR direkt fran ett nasofaryngalt skéljprov och ytterligare ett enkelt svabbprov fran nashalan.

Kroniker

For att begrénsa smittspridningen isoleras sjuka djur under fyra veckor efter utbrott. Vissa
lander ger inga tidsgranser utan rekommenderar istéllet tre bakteriologiska provtagningar fran
nasofaryngala svabbar som alla ska vara negativa for att kunna hava isoleringen. Dock har det
pavisats att individer kan utséndra S. equi intermittent vilket gor att de kan vara odlingsnegativa
éver en period pa flera veckor eller manader men anda sprida smittan vidare. Det ar darfor
viktigt med odlingar av skoljprover fran luftsackarna for att kunna upptacka eventuella tysta
smittbarare (Waller & Jolley, 2007). | ytterligare en studie fann man att luftsdckarna var
huvudplatsen for S. equi efter en infektion och det rekommenderades att luftsdckarna bor
undersdkas hos de hédstar som misstanktes vara kroniska smittbdrare. Det fanns aven fler
positiva prover fran odlingar av luftsacksskoljningar &n fran nasofaryngala svabbar (88%
jamfort med 45% sensitivitet) (Boyle et al., 2016). En god korrelation noterades mellan
endoskopiska fynd och resultaten fran odlingarna av luftsackskoljproverna. Intermittent
utséndring av S. equi fran luftsackarna till de nasofaryngala delarna gor alltsa den nasofarygala
regionen mindre lamplig for provtagning trots att det ar ett kliniskt lattatkomligt
provtagningsstélle (Boyle et al., 2016). Luftsackarna bor darfor ligga i fokus da utredningar av
kroniska barare av kvarka gors (Fintl et al., 2000). PCR kan upptacka DNA i den nasofaryngala
delen vars ursprung ar fran levande bakterier i luftsickarna och studien fann aven att tre
paféljande negativa prover inte alltid var tillrackliga for att upptécka bérare av S. equi (Newton
et al., 2000)

Epidemiologiska undersdkningar

Pulsifierande gelelektrofores (PFGE) har anvénts flertalet ganger i epidemiologiska studier for
att jamfoéra och undersoka likheter samt olikheter mellan S. equi-stammar. Det antifagocytiska
M-proteinet (SeM), som endast finns hos S. equi, underlattar sparningen av en smitta via dess
N-terminalregion (Lindahl et al., 2011). SeM bidrar med en viktig virulensfaktor da det aktivt
binder in fibrinogen och 1gG vilket inhiberar despositionen av C3b pa bakteriens yta och da
forhindrar fagocytos (Waller & Jolley, 2007). En svensk studie pavisade att 59 av 60 kliniska
isolat av S. equi hade en fullang SeM-gen, samt att variationer mellan svenska isolat i SeM-
genen forekommer. De kunde &ven hanvisa till att de flesta funna stammarna var identiska med
SeM-9, en tidigare utredd SeM-allel fran kvarkautbrott i Storbritannien. Gensekvensering av
SeM-genen var generellt 6verens med PFGE, men data tyder pa att sekvensering &r ett
kansligare verktyg for att skilja stammarna at, vilket stodjer anvandningen av gensekvensering
for att forbattra epidemiologiska utredningar (Lindahl et al., 2011).



PCR
Quantitative PCR (qPCR)

Vid Polymerase chain reaktion (PCR) sparas arvsmassan hos en patogen genom anvéandning av
primers som faster vid tva specifika punkter i patogenens arvsmassa och denna emellan
liggande del kommer sedan att kopieras tills att den ar matbar. For varje cykel fordubblas antalet
kopior av den 6nskvarda DNA-sekvensen, i vart fall sekvensen for S.equi SeM-gen (Taylor &
Wilson, 2006). Detta mojliggor bade matning och sparning av en patogen aven da den bara
finns i mycket sma mangder (SVA, 2016)

En variant av den vanliga PCR &r real-tids PCR, dven kallad quantitative PCR (QPCR), dér de
superantigenkodande generna utnyttjas som diagnostiska maltavlor for detektion av S. equi
(Waller, 2014). Quantitative PCR riktar in sig pa generna SodA och seel vilka anvénds for att
pavisa skillnaden mellan S. equi och S. zooepidemicus. Utvecklingen har minskat analystiden
till tva timmar och dessutom bidragit med en okad sensitivitet. Detta genom detektionen och
kvantifieringen av en flourescensmarkor, en signal som &6kar proportionerligt till PCR-
produkten i reaktionen (Ritz & Spiess, 2008). Sannolikheten att upptacka S.equi 6kade i den
har studien med 13% da PCR kordes fran agarplattor till skillnad fran vanlig odling (Baverud
et al., 2007). Dessutom &r denna teknik snabbare, kraver mindre manuell hanteringstid, &r
mindre sannolikt att bli kontaminerad och eliminerar post-amplifikations steg. PCR tillater
ocksa kvantifiering av DNA- och RNA-innehall i ett givet prov (Pusterla et al., 2006).

Da denna analys inte skiljer pd doda och levande bakterier sa behdver ett positivt analyssvar
inte alltid innebdra en aktiv infektion, utan en sekundér odling kan vara bra for att bekrafta
diagnosen. Det ar darfor oerhort viktigt att provtagningsutrustningen rengérs och desinficeras
ordentligt mellan varje provtagning for att forhindra dessa falskt positiva provsvar (Mallicote,
2015). PCR é&r uppskattningsvis 3 ganger kansligare &n en vanlig odling nar det kommer till att
upptacka S. equi. En studie av Taylor & Wilson (2006) pavisade att endast 61% av smittade
hastar var odlingspositiva genom provtagningsmaterial taget fran nasofaryngal svabb eller
aspirat fran en forstorad lymfknuta. Detta kan bero pa ett for lagt antal insamlade organismer,
overvaxt av andra bakterier eller en for langsam tillvaxt. Det ar bara en liten del av det
insamlade materialet fran en nashalesvabb som anvands till att stryka ut pad blodagar
jamforelsevis mot DNA extraktion dér hela svabben anvénds (Taylor & Wilson, 2006).

Vid en jamforelse av PCR och odling pavisades det att fler svabbar var positiva om PCR
anvandes, 56% jamfort med odling 30% (Newton et al., 2000). Liknande resultat sags for
luftsdcksprover dar 76% var PCR positiva och 59% var odlingspositiva. | luftsackarna
pavisades S. equi hos 5 av 6 deltagande hastar som inte visade nagra symptom. Vid narmare
undersokningar upptacktes det att hastarna kunde utsdndra S. equi och analyserades som
positiva via luftsackprover i ytterligare tva till tre manader men visade sig samtidigt vara
negativa vid nasofaryngalprovtagning (Newton et al., 2000).

PCR har blivit en viktig diagnostiseringsmetod i kvarkasammanhang, speciellt nar det kommer
till de icke synbara smittospridarna och hastar som ej visar de klassiska symptomen. PCR &r
alltsa en metod med hog sensitivitet och har en nyckelroll att hitta symptomldsa smittbéarare.
Problematiken med denna metod ar dock att en PCR dven pavisar DNA fran doda bakterier och



kan saledes ge ett falskt positivt svar (Mallicote, 2015). PCR har dven visat sig vara en
kansligare metod att anvanda pa kliniska svabbar an odling, S. equi har oftare pavisats med
hjalp av PCR (92%) jamfort med odling (30%) av 61 svabbar positiva respektive. PCR
mojliggor aven en separation mellan de tva subtyperna S. equi och S. zooepidemicus (Cordoni
et al., 2015).

Vid de fall déar veterindren av ekonomiska eller andra skal endast kan anvanda en
provtagningsmetod s& rekommenderar Mallicote (2015) PCR da denna metod har hogst
sensitivitet och kan bidra till ett mer tillforlitligt uteslutande av S. equi. Studier av Boyle et al.
(2012) visade att direkt PCR var den kansligaste metoden och statistiskt battre dn odling av
flocked swabs och rayonsvabbar, traditionell PCR var kansligare an bakteriell odling av
nasofaryngalaskoljprover.

Nested PCR

Nested PCR innebar att primers som anvénds i forsta omgangen av amplifiering bade ar utbytta
infor den andra och resterande cykler. Detta mojliggor en artspecifik och kénslig metod for att
diagnostisera S. equi utifran kliniska prover. I en studie av Grgnbak et al. (2006) sa testade alla
45 S. equi isolat positivt med nested PCR men ingen 6kning noterades for de resterande 120
isolaten tillhérande Lancefield grupp C, vilket visar pa metodens subspecies-specificitet. Det
hér visar pa att PCR-metoden ar anvandbar for att upptéack S. equi i kliniska prover da falskt
positiva prover troligen inte uppkommer. Falskt positiva provsvar fran andra medlemmar i
Lancefield grupp C skulle vara problematiskt da bakterier fran denna grupp vanligtvis hittas i
de ovre luftvagarna hos hast, de utgor dven ett problem da de misstanks inhysa liknande M-
protein p.g.a. dess genomiska narhet till S. equi. En studie av Gragnbak et al. (2006) visade att
sensitiviteten for nested PCR tagna fran den nasala passagen var 45% och for prover tagna fran
abscesser 80%. Den motsvarande sensitiviteten for blodagar odling lag pa 18% respektive 20%
respektive. En 15 veckor lang intermittent utséndringsperiod noterades, bade hos hastar med
och utan symptom. Sensitiviteten for saval odling som PCR var hogre for prover tagna fran
abscesser an fran nasala svabbar. Detta beror troligen pa att det finns en hogre koncentration av
bakterier i abscesserna an i nashalan (Grgnbeaek et al., 2006).

Triplex gPCR

Denna modifierade metod riktar in sig pa tva S. equi specifika gener: eqbE och SEQ2190.
Triplex gPCR har en sensitivitet pa 94%, specificitet pA 97% och upptacker tiofaldigt lagre
kvantiteter av S. equi jdmfort med en vanlig odling oavsett narvaron av andra kontaminerande
bakterier (Waller, 2014). Triplex qPCR reducerar antalet falskt negativa resultat vilket
mdjliggor upptackt, isolation och behandling av infekterade héstar innan de kan sprida smittan
vidare. Eftersom triplexanalysen endast kraver tillsatsen av primers och probes specifika for
eqbE och SEQ2190 blir kostnaden inte nd&mnbart hogre &an en simplex studie (Webb et al.,
2013).

Odling

Analys av prover fran luftvagarna pa hast utfors pa SVA genom direktodling pa hastblodagar,
blaagar med laktos samt Columbia blod agar (COBA agar). COBA innehaller colistin och
oxolinsyra vilka hdmmar tillvéxten av bland annat gram-negativa bakterier. Samtliga plattor



odlas 24 plus 24 timmar i 37°C, hastblod agar och bla agar inkuberas i aerob atmosfar medan
COBA inkuberas i koldioxid (5%) (Hansson, 1., 2017, personlig kommunikation).

Alla odlingar forlitar sig pa att adekvat infektidst material finns och dverlever i transportmediet.
Utover det sa kravs det att bakterierna i provet, om det ar taget fran de évre luftvagarna, kan
utkonkurrera normalfloran for att kunna identifieras korrekt (Mallicote, 2015). Odling av prov
fran luftvagarna kan forsvaras av samtidig vaxt av S. zooepidemicus vilken ingdr i normalfloran
i Ovre luftvdgarna hos hast. | en blandflora med minst tva olika betahemolyserande
Streptokocker kan det vara svart att identifiera S. equi (Fintl et al., 2000). Odling kan dock vara
att foredra om luftvagsinfektionen orsakas av andra bakterier som kan ge kvarkaliknande
symptom, exempelvis S. zooepidemicus och Rhodococcus equi (Grgnbak et al., 2006), vilket
inte pavisas vid PCR enbart utvecklad for att pavisa S. equi.

Enligt Waller (2014) sa misslyckades den vanliga odlingen i en studie med att detektera ca.
40% av de positiva gPCR proverna. Vissa forskare forklarar dessa resultat med att PCR kan
detektera doda bakterier men detta avfardar Waller (2014), som hdvdar vikten av noggrann
rengoring av utrustningen for att forhindra kontaminering av proverna med ddda bakterier. |
kombination med att DNA inte lever kvar pa mukdsa ytor innebar detta att alla positiva PCR
resultat bor tas pa allvar. | studien forklarades dven 56% av de triplex positiva tillika odlings
negativa proverna med ndrvaron av kontaminerande S. zooepidermicus och resterande 44%
med dalig sensitivitet hos odlingen. Darfor anser Waller (2014) att triplex gPCR bor anses som
”The golden standard”-testet.

Serologi iELISA

Nivaerna av SeM antikroppar i serum kan matas via en indirekt enzymlankad
immunadsorberande analys (ELISA), dar hoga nivaer av antikroppar tyder pa smittade hastar.
Serologi kan vara anvandbart 1 diagnostiken av nyligen intraffad infektion och vid
komplikationer p.g.a. infektioner. Serumtitrarna ar som hogst 4 till 5 veckor efter naturlig
exponering och forblir hoga i 6 till 8 manader efter. Falskt negativa provsvar kan forekomma
om provtagning utfors inom 7 dagar efter exponeringen smittamnet, da antikroppar inte har
hunnit bildas under denna tid (Taylor & Wilson, 2006). Nivaerna av antikroppar mot SeM-
protein &r hogre hos héstar med purpura hemorrhagica, vilket det har testet kan anvandas for att
pavisa (Waller & Jolley, 2007). Dock har SeM-protein en homolog i S. zooepidemicus, SzM,
som Oppnar upp mojligheten for att antikroppar riktade mot SzM kan korsreagera med SeM-
ELISA vilket leder till falskt positiva hastar.

For att undvika detta har en ny metod tagits fram som anvénder sig av N-terminalen av SeM
som &r unik for S. equi. Den nya analysen gors parallellt med ytterligare en iELISA for att
kvantifiera nivaerna av antikroppar mot S. equi specifika del av SEQ2190. Ett positivt resultat
ges om en eller bada av iELISA analyserna Overstiger den positiva granssattningen. En
jamforelse mellan dubbelantigen iELISA och kommersiell iELISA, baserad pa hela SeM-
proteinet, visade att dven vanliga iIELISA hade en jamforelsevis liknande sensitivitet (90%
jamfort med 93%) sa diagnostiserade den 23% av de negativa proverna som positiva. Jamfort
med den dubbla iELISA:n som gav en specificitet pa 99% med betoning pa dess formaga att
potentiellt identifiera infekterade djur innan de kan sprida smittan vidare (Waller, 2014).



Ytterligare en studie pavisade att ELISA upptacker 1gG antikroppar till tva S. equi —specifika
antigen, vilket avsléjar om individen nyligen varit i kontakt med bakterien med en sensitivitet
pa 92% och specificitet pa 91%. Positiva ELISA-resultat bor hanteras varsamt och som en
indikation pa att isolering av individen samt endoskopi och fortsatt utredning ar rekommenderat
(Knowles et al., 2010).

Serologi &r en tillganglig och anvandbar metod som kan identifiera en del av de drabbade
hastarna men klassas inte som en adekvat diagnostiseringsmetod for rutinfallen eller de hastar
som synbart inte avger smittan. Studier som gjorts stodjer alltsa inte serologi som en adekvat
diagnostiseringsmetod da sensitiviteten och specificiteten ar for lag (Mallicote, 2015).

En fullstandig hematologisk status (complete blood count) och plasma fibrinogen koncentration
ar anvandbart nér det kommer till att diagnostisera och skilja hastar med akut S. equi infektion
fran de med en akut viral infektion (Taylor & Wilson, 2006). En begransning inom serologin
for att upptacka forekomsten av kroniska bérare kan dock vara att vissa inte kan uppratthalla en
detekterbar specifik antikroppsreaktion till infektionen (Fintl et al., 2000).

Forekomst i Sverige

Kvarka ar en anmalningspliktig sjukdom som redan vid misstanke ska rapporteras till
lansveterinaren. Under aren 2004-2015 i Sverige konstaterades kvarka i snitt hos 53 stall per ar
(SVA, 2017). Nedan i Figur 1 kan antalet anméalda primarfall av kvarka ar 2007-2015 studeras.
Observera att detta endast ar primarfall, vilket innebér att oavsett om fler hastar pa samma gard
kan ha insjuknat sa ar de i statistiken registrerade som ett fall. Detta sager alltsa inget om totala
antalet drabbade héstar under tidsperioden. En 6kning av antalet inrapporterade primarfall kan
studeras mellan 2009 och 2015 men omfattningen av detta och huruvida antalet insjuknade
héstar okat eller minskat gar inte att spekulera i. Antalet hastar i Sverige har daremot 6kat, ar
2004 fanns det 283 100 hastar och ar 2010 noterades en ca 20% Okning till 362 700 hastar
(Jordbruksverket, 2011).
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Figur 1. Antalet anmalda primarfall av kvarka pa hast i Sverige &ar 2007-2015 (www.jordbruksverket.se)

Under 2016 analyserad SVA 1166 st prover med fragestallningen kvarka. Av dessa 1166 prover
kunde S. equi pavisas i 173st, fordelningen av positiva analyssvar och vilken analys- samt
provtagningsmetod som anvéndes kan studeras nedan i Figur 2 (Hansson, I., 2017, personlig
kommunikation).
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Figur 2. Férdelningen av antalet prover och provtagningsstélle analyserade p& SVA 2016 dar S. equi pavisats (totalt 173st.)
(Hansson, 1., 2017, personlig kommunikation), n= total antal analyserade prov pa respektive provtagningsstalle.
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DISKUSSION

Da morbiditeten for kvarka ar nastan 100% (Furniss et al., 2007) ar det viktigt att tidigt
identifiera smittbarande individer for att forhindra vidare smittspridning (Tirosh-Levy et al.,
2016).

Provtagning

abscesser eller empyem i luftsdckarna. Det provtagningsmaterial som i ett flertal studier visat
hdgst kéanslighet ar nasofaryngala- eller luftsackskoljprover (Boyle et al., 2012; Lindahl et al.,
2013; Mallicote, 2015). Skoljningarna anses vara en sakrare metod da en storre yta provtas
jamfort med ett svabbprov (Pusterla et al., 2006; Taylor & Wilson, 2006).

Anvéndandet av flocked swabs vid odling har inte visat sig ge nagot statistiskt sakerstallt battre
resultat &n om provtagningen togs med en torr rayons odlings svabb (Boyle et al., 2012). Endast
bomullssvabben var statistiskt samre &n resterande provtagningsmaterial (Lindahl et al., 2013).
Nylonsvabbar visade sig vara effektivast i att bade samla in och slappa ifran sig bakterier
jamfort med rayon svabbar. Transportmediet som medftljer E-swab var aven lampligt for
forberedandet av DNA direkt for odling. Bakteriell odling visade sig ge ett battre resultat da
bakterien forkom i storre mangder, men PCR var 6verlagsen da patogenen endast forkom i sma
mangder. En studie visade dven att centrifugering av proverna innan odling snarare minskad
sensitiviteten (Boyle et al., 2012).

Det ar viktigt att inte bara isolera infekterade hastar utan att ocksa ta prover for att identifiera
kroniska smittbarare (Waller & Jolley, 2007). Luftsackarna bor ligga i fokus da kroniska barare
av kvarka utreds menar Fintl et al. (2000). En svensk studie av Lindahl et al. (2013) visade att
prover tagna fran abscesser har betydligt hogre sensitivitet an prover tagna fran nashalan. Detta
kan forklaras med att bakterieutsondringen hos individen varierar, variation i
provtagningsmaterial, potentiell 6vervéxt av andra patogener samt att det troligen finns en
hogre koncentration av bakterier i abscesserna (Grgnbak et al., 2006; Lindahl et al., 2013).

Anvandandet av flocked swabs som provtagningsutrustning i kombination med PCR eller
odling Okade inte pavisande av patogener, material insamlat via flocked swabs gav inte heller
nagot statistiskt sakerstallt battre resultat &n om materialet insamlades med en torr rayon odlings
svabb. Studien gav en indikation pa att luftsackarna i kontrast till nasofaryngala regioner ar en
mer tillforlitlig lokalisation for provtagning och upptackt av S. equi. Bade odling och PCR bor
genomforas for sakrast resultat (Boyle et al., 2016).

Pulsifierande gelelektrofores kan vara lampligt att anvanda for att jamfora olika S. equi isolat
vid smittsparning (Lindahl et al., 2011).

PCR

PCR é&r en snabb och effektiv metod nar det kommer till att identifiera S.equi, det ska dock
papekas att metoden inte skiljer pa DNA fran doda eller levande bakterier. Flertalet studier har
visat att den ar kansligare dn bakteriell odling framforallt om mycket sma mangder bakterier
finns i provet (Taylor & Wilson, 2006). PCR kan upptidcka DNA fran levande bakterier i de
nasofaryngala delarna av luftsackarna (Newton et al., 2000) och ar darfor viktig for att kunna
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identifiera symptomfria bérare (Mallicote, 2015). PCR har i ett flertal studier visat sig vara en
kansligare analys an odling vid pavisandet av S. equi fran svabbprover. Liknande resultat
noterades for luftsécksprover dar 76% var PCR positiva och i endast 59% kunde S. equi pavisas
vid positiva (Cordoni et al., 2015). PCR kan ocksa att skilja pa de tva subtyperna S. equi och S.
zooepidemicus vid de fall dar de férekommer i blandflora. Majligheten att pavisa S. equi via
PCR 6kar om fler prover tas, nar tre prover pa samma individ analyserades jamfort med ett prov
sd steg sensitiviteten fran 70% till 85% vid odling (Newton et al., 2000; Cordoni et al., 2015).

Lindahl et al. (2013); Mallicote (2015) rekommenderar att en PCR bor utféras om endast en
provtagningsanalys & mojlig da den ger ett mer tillforlitligt svar med hogre sensitivitet jamfort
med en bakteriell odling.

Utvecklingen av gPCR har sénkt diagnostiseringsmetodens tidsspann till endast 2 timmar vilket
ar en fordel da ett snabbt analyssvar kan innebér att atgarder kan paborijas i ett tidigare skede
for att stoppa smittspridningen (Waller, 2014). Problematiken med att upptacka DNA fran doda
bakterier, falskt positiva hastar, férhindras genom ordentlig rengdéring av instrument samt att
DNA inte lever kvar pa mukosala ytor. Waller (2014) anser att triplex gPCR bor anses och
anvindas som “the golden standard” da triplex qPCR har en vildigt hog sensitivitet (93,9%)
och specificitet (96,6%) samt upptacker laga kvantiteter av bakterien trots forekomst av
kontaminerande bakterier. Det hér reducerar antalet falskt positiva resultat och ger samtidigt
ingen 6kad kostnad for djuragaren (Webb et al., 2013). Boyle et al. (2016) anser att real-tids
PCR kan ersatta vanlig bakterieodling som gyline standarden for provtagning av S. equi. De
foreslar att bade odling och PCR bor utféras vid varje prov som lamnas in med misstanke om
S. equi for att uppna den hogsta sensitiviteten.

Nested PCR &r en species-specifik och kanslig metod for att dignostisera S. equi fran kliniska
prover. Denna metod minskar risken for falskt positiva provresultat, da det ofta forekommer
andra medlemmar ur Lancefield grupp C i de 6vre luftvagarna hos hast, och om metoden inte
ar species-specifik kan detta ge falskt positiva utslag. Ytterligare problem med kommensaler
som andra betahemolyserande Streptokocker &n S. equi &r att dessa kan ha SeM-liknande
proteiner och kan ge felaktiga resultat. Nested PCR ar mer tidskrdvande &n en vanlig PCR och
ar kansligare for kontamination av omgivningarna men den har hogre sensitivitet och
specificitet (Grgnbak et al., 2006).

Odling

En bakteriell odling kraver minst 24 timmars inkubering, och forlitar sig mycket pa att adekvat
infektiost material hittas och frodas i kulturmediet (Waller 2014). Oftast kravs odling pa COBA
vilket hdmmar véxten av den normalflora som ofta férekommer i 6vre luftvdgarna hos hast. En
odling ger latt falskt negativa provsvar da S. equi inte kan upptackas pa grund av att riklig vaxt
bakterier som finns i normalfloran i 6vre luftvagarna (Mallicote, 2015). N&r de betahemolytiska
kolonierna ska isoleras &r det ofta co-founded av fler bakterier ex. S. zooepidemicus vilket kan
bidra till falskt negativa provsvar (Webb et al., 2013). Enligt Lindahl et al. (2013) pavisas S.
equi hos endast 60% av de kliniskt sjuka hastarna. Men en odling ger dock mojligheten till att
identifiera andra bakterier som kan ge kvarkaliknande symptom vilket &r fordelaktigt (Grgnbaek
et al., 2006).
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Serologi iELISA

Sensitiviteten och specificiteten for ELISA ar for Iag enligt Mallicote (2015), men bidrar med
mojligheten till att fanga upp individer som nyligen varit i kontakt med smittan och &ven de
som ar symptomfria barare (Knowles et al., 2010). SeM-protein har dock en homolog SzM i S.
zooepidemicus som kan leda till falskt positiva analyssvar (Waller, 2014). Detta kan undvikas
via en ny metod som anvander sig av N-terminalen som &r specifik for S. equi vilket ger en
sakrare diagnostik. Dubbel ELISA gav en specificitet pa 99.3% som kan identifiera potentiellt
infekterade djur innan de kan sprida smittan vidare (Waller, 2014). Det ar dock ett bra verktyg
for att skilja bakteriella infektioner fran virala med blodprov (Taylor & Wilson, 2006) och kan
aven pavisa om hasten har purpura hemorragica da nivaerna av antikroppar mot SeM-protein
ar hogre hos dessa hastar (Waller & Jolley, 2007).

Forekomst i Sverige

Antalet hastar i Sverige 6kar stadigt (Jordbruksverket, 2011), det ar dock svart att dra nagra
slutsatser om huruvida detta paverkar antalet hastar som insjuknar i kvarka da de rapporter som
finns endast innefattar priméarfallen och inte hur manga individer som insjuknar pa varje
anlaggning vid utbrott. De flesta positiva proverna som analyserades pa SVA under 2016 var
fran nasskoljning och nashalan (Figur 2), majoriteten av dessa analyserades med hjélp av PCR
vilket Gverensstammer med rekommendationerna fran forskningen over vilken metod som &r
lampligast. En skoljning mojliggdr provtagning av en storre yta jamfort med en svabb och
anledningen till att nashalan var vanlig som provtagningsomrade &r formodligen dess
anatomiskt lattatkomliga lage. Dock var prevalensen for just dessa tva provtagnings- och
analysmetoder jamforelsevis lag, strax under 20% (Figur 2). Mojligen hade fler tysta
smittbdrare upptéackts om prover pa luftsackarna analyserats, detta ar dock svart att utvardera.
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