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Ozanowni “Panstmwo

w Imieniu Organizatoréw: Sekgji Fizjologii i Patologii Ptakow Polskiego Towarzy-
stwa Nauk Weterynaryjnych oraz Katedry Epizootiologii z Klinikg Ptakéw i Zwie-
rzat Egzotycznych Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu Przyrod-
niczego we Wroclawiu witam bardzo serdecznie na konferencji naukowej, ktorej
obrady odbywaja si¢ pod wiodacym tytutem: ,, Aktualne problemy w patologii dro-
biu, ze szczegdlnym uwzglednieniem lekoopornosci drobnoustrojow”

Tematyka tegorocznej konferencji zostata podyktowana potrzebg przekazania le-
karzom weterynarii, w szczeg6lnos$ci pracujacym w sektorze produkgji drobiarskiej,
najbardziej aktualnej wiedzy na temat narastajacej lekoopornosci drobnoustrojow.
Niewlasciwe stosowanie i naduzywanie preparatéw przeciwbakteryjnych w réznych
obszarach medycyny, w weterynarii, hodowli, rolnictwie, a takze w przemysle przy-
czynito si¢ do pojawiania si¢ i rozprzestrzeniania, na bardzo szeroka skale, opor-
nych drobnoustrojéw dysponujacych coraz sprawniejszymi mechanizmami leko-
Opornosci.

Problem antybiotykoopornosci przestat by¢ wylacznie przedmiotem zaintereso-
wan $rodowisk naukowych, zyskal wymiar globalny i ze wzgledu na powage za-
grozenia dla zdrowia publicznego w ostatniej dekadzie XX w. stat si¢ przedmiotem
coraz wiekszej liczby dziatan podejmowanych przez Parlament Europejski. Reali-
zowane dzialania majg na celu opracowanie ogdélnounijnego planu na rzecz zwal-
czania opornosci na $rodki przeciwdrobnoustrojowe. Z drugiej strony, podkresla
sie, jak wazne jest podnoszenie $wiadomosci profesjonalistow, kadry zarzadzajacej
i opinii publicznej nt. konsekwencji i zagrozen wynikajacych z niekontrolowane-
go stosowania lekéw przeciwbakteryjnych i sposoboéw zapobiegania lekooporno-
$ci. Doceniajac Panstwa profesjonalizm, dedykuje referaty poswiecone tym waznym
zagadnieniom, przygotowane przez specjalistow z MRiRW oraz osrodki naukowe
w kraju i za granica.

Istotna czes$¢ obrad konferencji zostala poswigcona aktualnym problemom w pa-
tologii ptakéw gospodarskich i dzikich, w tym grypie ptasiej u indykéw.

11



Wszystkim Autorom bardzo dziekuje za przyjecie zaproszenia do udzialu w kon-
ferencji, opracowanie materialéw oraz wygloszenie referatow.

Dzigkuje réwniez Firmom, ktére wzbogacily nasz program konferencyjny, zorga-
nizowaly ekspozycje preparatéw oraz udzielily pomocy w organizacji konferencji.

Stowa serdecznego podziekowania kieruje do wszystkich Uczestnikéw konferen-
cji, reprezentujgcych placowki naukowe, panstwows i prywatna stuzbe weterynaryj-
ng oraz przemys! paszowy i farmaceutyczny. W naszym gronie sg rowniez Goscie
z Niemiec, Francji, Rosji i Ukrainy.

W imieniu Organizatoréw Konferencji Drobiarskiej zycze wszystkim Panstwu
owocnych obrad oraz jak najlepszych wrazen z pobytu we Wroclawiu i po raz pierw-
szy w Ponadregionalnym Rolniczym Centrum Kongresowym Uniwersytetu Przy-
rodniczego we Wroctawiu - Pawlowicach.

Wyrazam przekonanie, ze konferencja inspirowa¢ bedzie Panstwa do dalszych
dzialan na rzecz rozwoju krajowego drobiarstwa, z uwzglednieniem racjonalnego
stosowania chemioterapeutykow.

prof dr hab, ng/ina QUZ'Q/fCZkO

Wroctaw, 27-28 czerwca 2013 r.



DoroTA WALISZEWSKA-DYSINSKA, DOROTA PROKOPIAK
Departament Bezpieczeristwa Zywnosci i Weterynarii

Regulacje prawne stosowania lekow
w wielkotowarowej produkcji drobiu

Use of medicines in poultry husbandry
system — regulation

W Polsce zasady obrotu produktami leczniczymi weterynaryjnymi wynikaja z obo-
wiazujacego w Unii Europejskiej prawa i dostosowanych do niego przepiséw krajo-
wych. Nadrzedng zasada wszelkich regulacji dotyczacych wytwarzania i dystrybucji
produktéw leczniczych weterynaryjnych jest ochrona zdrowia publicznego. Zasady
te okresla dyrektywa 2001/82/WE Parlamentu Europejskiego i Rady z dnia 6 listo-
pada 2001 r. w sprawie wspdlnotowego kodeksu odnoszqgcego sie do weterynaryjnych
produktow leczniczych oraz zmieniajaca jg dyrektywa 2004/28/WE z dnia 31 marca
2004 r.
Dyrektywy te zostaly wdrozone do prawa polskiego ustawg z dnia 6 wrzes$nia
2001 r. - Prawo farmaceutyczne (Dz.U. z 2008 r. Nr 45, poz. 271 z pdzn. zm.).
Ponadto pewne sprawy dotyczace obrotu produktami leczniczymi weterynaryj-
nymi zostaly uregulowane w nizej wymienionych ustawach:
« z dnia 18 grudnia 2003 r. o zakfadach leczniczych dla zwierzgt (Dz.U. z 2004 r.
Nr 11, poz. 95, z p6zn. zm.);
o zdnia 11 marca 2004 r. o ochronie zdrowia zwierzgt oraz zwalczaniu choréb za-
kaznych zwierzgt (Dz.U. z 2008 r. Nr 213, poz. 1342, z pdzn. zm.);
« z dnia 29 stycznia 2004 r. o Inspekcji Weterynaryjnej (Dz.U. z 2010 r. Nr 112,
poz. 744, z pdzn. zm.);
« z dnia 21 grudnia 1990 r. 0 zawodzie lekarza weterynarii i izbach lekarsko-we-
terynaryjnych (Dz.U. z 2009 r. Nr 93, poz. 767, z pdzn. zm.);
« z dnia 22 lipca 2006 r. 0 paszach (Dz.U. z 2006 r. Nr 144, poz. 1045, z p6zn. zm.).
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Szczegdlowe zasady postepowania w zakresie obrotu produktami leczniczymi we-
terynaryjnymi zawieraja rozporzadzenia Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wisi.

Prawo UE w zakresie nadzoru nad obrotem i stosowaniem produktéw leczni-
czych weterynaryjnych ujmuje w sposéb ,,ramowy” zasady i dane, jakie powinny
by¢ monitorowane. Kraje cztonkowskie w swoim zakresie wprowadzajg rozwigzania
i regulacje, w tym réwniez dotyczace nadzoru i kontroli.

Problem opornosci bakterii na $rodki przeciwdrobnoustrojowe znajduje szcze-
golne zainteresowanie organéw Unii Europejskiej, czego przejawem jest szereg ini-
cjatyw podejmowanych przez te instytucje.

W ostatnim czasie narastajacy problem antybiotykoopornosci i coraz wigksze trud-
nosci w opracowywaniu nowych i skutecznych $rodkéw przeciwdrobnoustrojowych
sklonil organy Unii Europejskiej do szeregu inicjatyw majacych na celu monitorowa-
nie i ograniczanie rozwoju antybiotykoopornosci. Co prawda, antybiotykoopornos¢
jest zjawiskiem naturalnym, ale réznorodne czynniki wplywajg na jej wzmocnienie.
Nadmierne i niewlasciwe stosowanie §rodkéw przeciwdrobnoustrojowych w medy-
cynie i medycynie weterynaryjnej, stosowanie tych srodkéw do celéw nieleczniczych,
a takze zanieczyszczen nimi §rodowiska przyspieszaja pojawianie sie i rozprzestrze-
nianie opornych mikroorganizméw.

W zwigzku z powyzszym, w dniu 12 maja 2011 r. Parlament Europejski przyjal
rezolucj¢ o charakterze nieustawodawczym w sprawie opornosci na srodki przeciw-
drobnoustrojowe, w ktorej wezwat Komisje Europejska do opracowania ogélnounij-
nego planu na rzecz zwalczania opornosci na $rodki przeciwdrobnoustrojowe.

W dniu 24 listopada 2011 r. zostal opublikowany komunikat Komisji Europejskiej
do Parlamentu Europejskiego i Rady pt. ,,Plan dziatania na rzecz zwalczania rosng-
cego zagrozenia zwigzanego z opornoscig na srodki przeciwdrobnoustrojowe”.

Kolejnym dokumentem poruszajacym zagadnienie antybiotykoopornosci jest
konkluzja Rady z dnia 23 marca 2012 r. w sprawie wptywu antybiotykoopornosci na
sektor medycyny i sektor weterynarii — perspektywa ,,Jedno zdrowie”, w ktorej wzywa
panstwa czlonkowskie do opracowania i wdrozenia krajowych strategii i planéw na
rzecz przeciwdzialania antybiotykoopornosci.

Ponadto od 2006 r. Komisja Europejska przy wspoétudziale Europejskiej Agencji
Lekéw (EMA - European Medicines Agency) prowadzi projekt zbierania danych
dotyczacych sprzedazy i stosowania przeciwdrobnoustrojowych produktéw leczni-
czych weterynaryjnych.

Na potrzeby stworzenia systemu zbierania i przetwarzania danych ze sprzedazy
i stosowania przeciwdrobnoustrojowych produktéw leczniczych weterynaryjnych
w Unii Europejskiej zostal utworzony Europejski Urzad ds. Monitoringu Zuzycia
Antybiotykéw w Weterynarii (ESVAC - European Surveillance of Veterinary Anti-
microbial Agents Consumption).
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W Polsce, w 2008 r., rozpoczeto zbieranie danych dotyczacych wielkosci ob-
rotu produktami leczniczymi weterynaryjnymi. Na podstawie art. 78 ust. 4 usta-
wy a dnia 6 wrzesnia 2001 r. - Prawo farmaceutyczne (Dz.U. z 2008 r. Nr 45, poz.
271 z pozn. zm.) Minister Rolnictwa i Rozwoju Wsi wydal rozporzadzenie, kto-
re okresla zakres i sposob przekazywania danych dotyczacych obrotu produktami
leczniczymi weterynaryjnymi przez hurtownie farmaceutyczne produktéw lecz-
niczych weterynaryjnych.

Obecnie w ramach programu wieloletniego na lata 2009-2013 pod nazwa
»Ochrona zdrowia zwierzat i zdrowia publicznego” Panstwowy Instytut Wetery-
naryjny - Panstwowy Instytut Badawczy realizuje zadanie dotyczace analizy sto-
sowania produktéw leczniczych weterynaryjnych z podzialem na grupy produk-
tow leczniczych weterynaryjnych i gatunki docelowe zwierzat.

Dziatania Polski wpisuja si¢ w dzialania Unii Europejskiej dotyczace moni-
torowania obrotu produktami leczniczymi weterynaryjnymi oraz zapobiegania
antybiotykoopornosci. Jednakze niezbedne jest podejmowanie dalszych, skoor-
dynowanych dziatan na rzecz ochrony skutecznosci dziatania przeciwbakteryj-
nych produktéw leczniczych.



MARCIN SWITAEA
Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu

Racjonalne dawkowanie kluczem
do skutecznej i bezpieczne;
antybiotykoterapii u drobiu

Reasonable dosage: the key
to an effective and safe antibiotic
therapy in poultry

Okoto 90 produktéw leczniczych weterynaryjnych (p.l.w.) zawierajacych 22 che-
mioterapeutyki przeciwbakteryjne nalezace do 10 grup farmakologicznych - to do-
stepny obecnie w Polsce arsenal do leczenia choréb o podiozu bakteryjnym u dro-
biu. Nalezg do nich:

VII.
VIII.
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L.

IL
I1I.
Iv.

V.
VI

IX.
. Linkosamidy (linkomycyna - 2 p.L.w.)

Sulfonamidy i ich kombinacja z trymetoprymem (sulfametoksazol + tryme-
toprym oraz sulfachloropirydazyna - facznie 4 p.L.w.)

Fluorochinolony (enrofloksacyna i flumechina - tacznie 17 p.L.w.)
Penicyliny (amoksycylina - 15 p.L.w.)

Aminoglikozydy i aminocyklitole (neomycyna - 2 p.L.w. i spektynomycyna
- tylko w produktach zlozonych)

Polimyksyny (kolistyna — 6 p.L.w.)

Tetracykliny (doksycyklina, oksytetracyklina, tetracyklina, chlorotetracy-
klina - tacznie 20 p.L.w.)

Fenikole (florfenikol i tiamfenikol - Igcznie 4 p.l.w.),

Makrolidy (tylozyna, tylmikozyna, tylwalozyna, erytromycyna - lacznie
8 p.L.w.) i spiramycyna (tylko w produktach zfozonych)

Pleuromutyliny (tiamulina - 5 p.L.w.),



oraz preparaty ztozone — amoksycylina + kolistyna (2 p.l.w.), neomycyna + oksy-
tetracyklina (1 p.L.w.), spektynomycyna + linkomycyna (1 p.l.w.), kolistyna + spira-
mycyna (1 p.L.w.),

Wobec stalego narastania opornosci na stosowane leki wéréd patogennych dla
drobiu drobnoustrojéw najwiecej dyskusji wzbudza obecnie wybdr najbardziej sku-
tecznego $rodka do planowanej terapii, natomiast rzadziej podejmuje si¢ w tym
kontekscie problem jego dawkowania. Tymczasem od zarania antybiotykotera-
pii podkreslano z naciskiem, ze jedng z najwazniejszych zasad jej prawidlowego
prowadzenia u zwierzat jest wlasciwe dawkowanie wybranego leku. Dawkowanie
w chemioterapii przeciwbakteryjnej to najczesciej procedura, na ktdra skladaja sie:
(I) stosowanie leku w odpowiednio wysokiej dawce, (II) w okreslonych odstepach
czasowych oraz (III) przez odpowiednio dlugi okres czasu. Wskazywano, ze pra-
widlowe dawkowanie jest $cisle zwigzane z utrzymaniem w organizmie tzw. ste-
zenia terapeutycznego antybiotyku. Dawniej stezenia te najczesciej ekstrapolowa-
no z danych uzyskiwanych w medycynie cztowieka. Przestrzegano roztropnie, ze
niepodporzadkowanie sie rygorom dawkowania leku okreslonego przez producen-
ta w zalaczonej don ulotce to jeden z gléwnych powodéw niepowodzen w antybio-
tykoterapii. I chociaz mineto z gérg poétwiecze, to w przypadku zwierzat, ktérych
tkanki lub produkty przeznaczone s3 do spozycia przez ludzi, w tym oczywiscie
takze u drobiu, zasada dawkowania zgodnie z zaleceniami producenta obowigzu-
je do dzisiaj. Od strony formalnej wiaze si¢ ja dzisiaj nie tyle z gwarancja wigkszej
skutecznosci terapii, co z warunkiem zachowania wyznaczonego przez producenta
okresu karencji. W przypadku chemioterapeutykow przeciwbakteryjnych okres ten
wyznaczany jest zazwyczaj dla najwyzszego poziomu dawkowania leku (tzn. naj-
wyzszej proponowanej dawki i najdtuzszego okresu stosowania), po podaniu zgod-
nym z proponowang droga zastosowania — u drobiu najczgsciej z woda do picia.
W skrocie sama procedura zaklada zbadanie stezenia pozostalosci leku (czasem
tez jego metabolitéw) w czterech przeznaczanych lub mozliwych do skonsumowa-
nia tkankach (dla lekéw przeznaczonych dla niosek takze w jajach) i wyznaczenie
okresu (w dobach), po ktérym stezenia te spadng ponizej najwyzszego dopuszczal-
nego stezenia pozostalosci (MRL — maximum residue limits) okreslonego dla kra-
jow Unii Europejskiej przez Europejska Agencje Lekéw. Zaordynowanie przez leka-
rza weterynarii dawkowania na wyzszym poziomie, niz to ktére zaproponowat jako
maksymalne producent i zatwierdzil organ rejestrujacy lek, oznacza, ze przekro-
czona zostaje granica bezpieczenstwa dla konsumenta, jaka stanowi okres karencji.
Udowodnienie przez stuzby inspekcyjne takiego postepowania wigze sie oczywiscie
dla lekarza weterynarii z sankcja karna.

Sytuacja z prawnego punktu widzenia - oczywista, niezostawiajaca lekarzowi
szerszego pola do podejmowania decyzji o zakresie dawkowania leku. Tymczasem
nietrudno sobie wyobrazi¢, ze znajduje si¢ on w sytuacji, w ktorej wiasciciel fermy
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drobiu oczekuje leczenia nie tyle bezpiecznego dla konsumenta co skutecznego, kto-
re pozwoli uratowa¢ zalozony efekt ekonomiczny. Pokusa, ze dalsze podniesienie
dawki leku spelni te oczekiwania, nie moze nie pojawic sie¢ jako rozwigzanie alterna-
tywne tego problemu. Mozna si¢ spodziewa¢, ze w zwigzku z narastajaca opornoscia
drobnoustrojéw na stosowane chemioterapeutyki przeciwbakteryjne, przy dotych-
czasowych regulacjach, znalezienie si¢ w takiej krytycznej sytuacji bylo lub bedzie
doswiadczeniem wiekszo$ci lekarzy weterynarii pracujacych na fermach drobiu.

Po tej niezbyt optymistycznej konkluzji nalezy zada¢ pytanie, na ktére prébuje
odpowiedzie¢ wspélczesna farmakologia, czy istnieje mozliwos¢ bardziej skutecz-
nego dawkowania uzywanych obecnie chemioterapeutykéw przeciwbakteryjnych.
Wydaje sie, ze tkwi ona w zalozeniach terapii farmakokinetyczno-dynamicznej
(PK-PD) pozwalajacej na oszacowanie dawki leku i przyjecie sposobu dawkowania
opartego na wlasciwosciach kinetycznych leku oraz warto$ci minimalnego stezenia
hamujacego (MIC), ktére stanowi w tych obliczeniach wspdtczynnik farmakodyna-
miczny. Charakteryzuje ono rzeczywistg wrazliwos$¢ patogennego drobnoustroju na
wybrany lek, jest no$nikiem informacji liczbowej, ktérg mozna przetwarza¢ i archi-
wizowac. Upowszechnienie takiego sposobu okreslania wrazliwosci bakterii na che-
mioterapeutyki w fermach drobiu jest bardzo istotne réwniez do poznania jej cha-
rakterystyki populacyjnej (MIC, lub MIC,).

Badania nad efektywnoscig chemioterapii przeciwbakteryjnej typu PK-PD pozwo-
lity podzieli¢ stosowane w niej leki na 2 grupy, na tzw. chemioterapeutyki stezenio-
zalezne i czasozalezne. Do pierwszej grupy lekow, ktorych efekt terapeutyczny jest
$cisle skorelowany z wysokos$cig osigganego w organizmie st¢zenia a stosowanych
u drobiu, naleza: enrofloksacyna i flumechina, neomycyna i kolistyna. Do drugiej
grupy, ktorej efekt terapeutyczny zalezy od czasu ekspozycji drobnoustrojéw pato-
gennych na stezenia wyzsze od warto$ci MIC, nalezg pozostate leki, tzn. antybiotyki
B-laktamowe (amoksycylina), makrolidy (erytromycyna, tyrozyna, tylmikozyna, tyl-
walozyna, spiromycyna), linkosamidy (linkomycyna), pleuromutyliny (tiamulina),
tetracykliny (doksycyklina, oksytetracyklina, chlorotetracyklina i tetracyklina), fe-
nikole (florfenikol, tiamfenikol) czy sulfonamidy. Planowanie i korekta dawkowania
obu tych grup lekéw opiera si¢ na wykorzystaniu réznego typu wzoréw.

Wzér na obliczenie dawki dobowej dla chemioterapeutykéow przeciwbakteryj-
nych stosowanych systemowo, ktérych skuteczno$¢ zalezy od stezenia leku, zapro-
ponowany przez Toutain:

AUC, / MIC, x MICx Cl
fuxFx24h
gdzie: AUC,, to warto$¢ dobowa pola pod krzywa, Cly,, - — dobowy Klirens catko-

wity leku, fu - wolna frakcja leku, F — biodostepno$¢ MIC — minimalne stezenie ha-
mujgce aktualne i populacyjne dla 90 % szczepoéw (MIC, ).

B(24h)

Dawka dzienna =
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Chemioterapeutyki stezeniozalezne najczesciej wykazuja szybki efekt bakterio-
bdjczy, niezalezny do fazy podziatowej i wykazuja nastepujace wlasciwosci:

« wzrost stezenia leku prowadzi do wzrostu liczby zabitych bakterii;

o skuteczno$¢ dziatania koreluje z nastepujacymi wskaznikami farmakokine-
tyczno-dynamicznymi C__/MIC i AUC/MIC, gdzie C__ - to warto$¢ maksy-
malnego stezenia w osoczu a AUC to warto$¢ pola pod krzywa wyznaczonego
przez zmiany stezenia leku w osoczu;

« terapia jest skuteczna, gdy AUC/MIC wynosi 125-250 (fluorochinolony) lub
C_./MIC jest rowny lub wyzszy niz 10 (aminoglikozydy);

« czas ekspozycji na lek jest mniej wazny dla skuteczno$ci;

« wykazuja stosunkowo dlugi (< 6 godz.) efekt postantybiotyczny (PAE - czas po
ktérym populacja bakterii, ktora przetrwala chemioterapig, zaczyna si¢ dzielic);

« rozw0j opornosci na lek jest odwrotnie proporcjonalny do Cmax/MIC.

Z definicji 1 wlasciwosci chemioterapeutykéw przeciwbakteryjnych stezeniozalez-
nych wynika, ze najwyzsza ich skutecznos¢ w terapii uzyska¢ mozna po podaniu daw-
ki dobowej jednorazowo i w stosunkowo krétkim czasie.

Wzér na obliczenie dawki dobowej dla chemioterapeutykéw przeciwbakteryj-
nych stosowanych systemowo, ktérych skutecznos¢ zalezy od czasu utrzymywania
stezenia leku powyzej wartosci MIC, zaproponowany przez Landoni:

Cl_x Css
Dawka dzienna = —%— xt

FxVd

gdzie: Cl, - dobowy klirens catkowity leku, Css — pozadane stezenie leku w stanie
ustalonym przyjmowane najczgsciej jako wartos¢ rowna 4 x MIC, F - biodostep-
nos¢, Vd - pozorna objetos¢ dystrybucji, T - planowany interwal w podawaniu leku.

Chemioterapeutyki przeciwbakteryjne, ktérych zdolno$¢ bojcza zalezy od czasu
ekspozycji, majg nastepujace wlasciwosci:

o skutecznos$¢ dziatania zalezy gtownie od czasu, w ktérym lek utrzymuje sie po-
wyzej MIC (T>MIC);

« wzrost stezenia leku nawet powyzej 3-4 x MIC nie prowadzi do wzrostu licz-
ny zabitych bakterii, a maksymalny efekt wystepuje powyzej stezenia 4 x MIC;

o utrzymywanie T>MIC powinno wynosi¢ wiecej niz 50% diugosci interwatu
podawania, a najlepiej obejmowac caly interwal;

« wykazujg krétki (B-laktamy, makrolidy, linkosamidy) lub dlugi (tetracykliny,
fenikole) efekt postantybiotyczny.

Z definicji i wlasciwosci chemioterapeutykéw przeciwbakteryjnych czasozalez-
nych wynika, Ze najwyzsza skutecznos$¢ w terapii gwarantuje podawanie ich dawki
dobowej w sposdb ciagly lub w na tyle czestych interwalach, aby zapewni¢ utrzyma-
nie si¢ efektywnego stezenia w osoczu (co najmniej czterokrotnie wyzszego od war-
tosci MIC) przez calg dobe lub jak najdiuzsza cz¢s¢ doby.
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Trzeba podkresli¢, ze wiekszos¢ wprowadzanych obecnie na rynek lekéw che-
mioterapeutycznych ma ustalone dawkowanie opierajace si¢ na modelach zakazen,
w ktorych wykorzystywano kalkulacje zgodna z zasadami PK-PD. Niestety, w skro-
towej dokumentacji leku (ulotka) rzadko taki model jest ujawniany, brak jest row-
niez danych farmakodynamicznych (MIC), ktére wprowadzano do stosownych
wzoréw. Mozna si¢ tylko domysla¢, ze przyjmowane sg wartosdci graniczne MIC dla
wrazliwych drobnoustrojéw, podawane np. miedzynarodowe w zaleceniach Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI). Taki stan rzeczy nie pozwala na korek-
te dawkowania na podstawie wlasnych wartosci MIC. Jak wiadomo, w przypadku
chemioterapeutykéw przeciwbakteryjnych wskaznik MIC wykazuje duze zréznico-
wanie w stosunku do réznych gatunkéw bakterii patogennych i dlatego lekarz powi-
nien mie¢ szanse¢ na korekte dawkowania zwlaszcza wtedy, gdy zachodzi mozliwos¢
zmniejszenia dawki dobowej leku. Sytuacja taka ma miejsce w razie stwierdzenia du-
zej wrazliwosci patogenu (przy niskiej wartosci MIC), co pozwala na znaczne ogra-
niczenie ilo$ci stosowanego leku.

W tym miejscu powstaje takze pytanie o programy, ktére moga pomoc lekarzowi
w przeprowadzeniu takich korekt, szczegélnie w warunkach fermowych i przy sza-
cowaniu populacyjnej wrazliwo$ci chorobotwoérczych drobnoustrojow.

Najczesciej wymienianym narzedziem stuzacym temu celowi jest program symu-
lacyjny Monte Carlo. Na podstawie symulacji danych farmakokinetycznych leku
u gatunku, ktéry ma by¢ poddany terapii i po wprowadzeniu aktualnych danych po-
pulacyjnych MIC, charakteryzujacych wrazliwo$¢ patogennego drobnoustroju oraz
po zakresleniu pulapu oczekiwanych wyleczen (maksymalne do 95%), uzyskuje sie
po jednym kliknigciu — warto$¢ dobowej dawki leku.

Nie ma jednak watpliwosci, Ze pelne wykorzystanie tego typu wiedzy, stanowia-
cej wdrozenie wynikéw wieloletnich badan farmakologicznych, uwarunkowane jest
powstaniem sieci laboratoriéw przygotowanych nie tylko do wszechstronnej dia-
gnostyki mikrobiologicznej, ale takze do spetniania kluczowej roli doradczej. Glow-
nym celem tej roli byloby przede wszystkim skuteczne powstrzymywanie narasta-
nia opornosci.

W $wietle podjetego tematu powstaje pytanie o perspektywy uzyskania sukcesu
w walce z opornoscig poprzez umiejetne dawkowanie lekéw przeciwbakteryjnych.
Dawniej uwazano, ze kluczowg role w tym zakresie powinna odgrywa¢ odpowied-
nia dlugo$¢ prowadzenia leczenia, aby osiaggna¢ jak najpelniejsza eradykacje, przyjmu-
jac, ze mutacje zwigzane z powstawaniem opornosci maja najwieksza szanse powstac
w okresie, w ktdrym stezenie antybiotyku spada ponizej wartosci terapeutycznych (po-
nizej MIC), czyli w momencie zaprzestania podawania leku. Zasade te stosuje si¢ cze-
sto obsesyjnie do dzisiaj w lecznictwie czlowieka. Tymczasem juz ponad 20 lat temu
wykazano, ze narastanie opornoéci zachodzi w stezeniach wyzszych od MIC dzieki se-
lekcyjnemu dziaaniu chemioterapeutyku, ktéry w pewnym zakresie stezen eliminuje
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bakterie wrazliwe bez wplywu na t¢ cz¢$¢ populacji, u ktérej doszlo juz do pierwszych
mutacji kodujacych spadek wrazliwosci na lek. Wykazano zaréwno in vitro, jak i in
vivo, ze istnieje rowniez tak wysokie stezenie antybiotyku, powyzej ktérego to dzia-
tanie selekcyjne nie wystepuje. Wytworzenie takiego stezenia w hodowli lub w orga-
nizmie zapobiega selekcji mutantdéw, poniewaz je eliminuje. Nazwano je stezeniem
zapobiegajacym mutacji (mutant prevention concentration, w skrécie MPC). Pozwo-
lifo to na sformulowanie koncepcji tzw. okna mutacyjnego, czyli okreslenia zakresu
stezen, w ktorym dochodzi do selekcyjnego dziatania antybiotyku. Okno to stanowia
stezenia pomiedzy warto$cig MIC a wartoscia MPC. Obecnie w coraz wigkszej liczbie
prac dotyczacych patogenéw waznych dla weterynarii oznaczane sg oba te wskazniki
ina ich podstawie tworzy sie wskazniki pochodne, badajac w warunkach doswiadczal-
nych zakazen mozliwo$¢ zmniejszania tej strefy stezen (,,przymkniecia” lub ,,zaweze-
nia” okna mutacyjnego). Niewatpliwie dawkowanie, ktore zapewnia w poczatkowym
okresie chemioterapii przeciwbakteryjnej utrzymywanie przez dtuzszy czas stezenia
powyzej wartosci MPC, sprzyja zmniejszeniu presji selekcyjnej antybiotyku i zawe-
zeniu tego okna. Nie zawsze s3 to jednak stezenia bezpieczne dla zwierzat. Trudno na
obecnym etapie badan oszacowac, w jakim zakresie zastosowanie takiego dawkowania
u drobiu wplynie na przekroczenia zalecanych dawek terapeutycznych.

Jak juz wczesniej podkreslano, zwigzane jest to z pogwalceniem wyznaczonego
okresu karencji, ktory w takiej sytuacji musialby ulec wydtuzeniu.

Pytanie, czy i kiedy doczekamy si¢ w Europie sytuacji, w ktérej mozliwa bedzie
zmiana okresu karencji leku na podstawie kompetentnej i opartej na naukowych za-
sadach opinii serwisanta specjalisty — w sytuacji koniecznosci skorygowania dawko-
wania, pozostaje bez odpowiedzi.

Przy obecnych regulacjach prawnych pytanie to ma charakter abstrakcyjny, a by¢
moze dla niektérych oséb petnigcych funkcje urzedowe wrecz obrazoburczy. W tym
miejscu trzeba podkredli¢, ze jest taka czgs¢ wolnego i wysoce rozwinietego $wiata,
gdzie odpowiedzi na tego rodzaju pytania s3 udzielane.

Traktowanie wyznaczonych przez producentéw okreséw karencji jako norm praw-
nych doprowadzilo do pojawienia si¢ na rynkach europejskich, w tym takze w Pol-
sce, calej gamy lekow ,,generycznych” o bardzo réznych okresach karencji. Na przy-
kfad wsrod produktow leczniczych zawierajacych amoksycyline przeznaczonych dla
drobiu do uzycia z wodg do picia mamy leki z okresem karencji 1, 2, 3,4 i 5 dni. Trze-
ba przypomnie¢, ze w przypadku lekdw przeznaczonych dla drobiu w formie wodne-
go roztworu do picia przyjmuje sie, przy ich 100% rozpuszczalno$ci zasade, ze s one
bioréwnowazne, tzn. wykazuja podobng farmakokinetyke, a tym samym farmakolo-
giczne dziatanie. Wykazanie pomigdzy produktami o podobnym skladzie istotnych
réznic w stezeniu leku w tkankach (na czym opiera sie rézne oszacowanie okresu ka-
rencji) wskazuje z punktu widzenia farmakokinetyki na zréznicowanie ich dystrybu-
cji, co podwaza w powaznym stopniu teze o ich bioréwnowaznosci.
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Europejski system ustalania okresu karencji wymaga na pewno duzych zmian,
w tym takze uelastycznienia w taki sposdb, by mozna bylo na podstawie naukowych
przestanek i opierajac si¢ na kompetentnej konsultacji, dokonywac¢ jego korekty —
najczesciej wydtuzenia w rozsgdnym zakresie. Dotyczy to sytuacji, w ktérej koniecz-
ne jest uzycie wyzszej dawki lub wydluzenia terapii w celu uzyskania oczekiwanego
efektu terapeutycznego badz zastosowania takiego protokotu podania, ktéry ogra-
nicza powstanie opornosci patogennej bakterii na stosowany lek.



MONIKA PRZENIOSEO-SIWCZYNSKA, KRZYSZTOF KWIATEK
Panistwowy Instytut Weterynaryjny — Panstwowy Instytut Badawczy w Putawach

Wybrane aspekty wytwarzania,
stosowania i kontroli pasz
leczniczych w produkgji drobiarskie;

Selected aspects of production,
use and control medicated feeds
in poultry production

Stosowanie antybiotykéw jako dodatkéw paszowych w celu poprawy efektéw pro-
dukcyjnych zwierzat hodowlanych bylo dozwolone przez kilkadziesiat lat. Wpro-
wadzenie antybiotykéw do zywienia zwierzat jako tzw. antybiotykowych stymula-
torow wzrostu (ASW) mialo miejsce w latach 50. XX w. Najwigksze zastosowanie
ASW znalazty w zZywieniu trzody chlewnej, drobiu i cielat. Stosowanie okreslonych
antybiotykow jako dodatkéw paszowych regulowata Dyrektywa Rady 70/524/EWG
z 23 listopada 1970 r. dotyczaca dodatkéw paszowych. Do antybiotykéw dopusz-
czonych jako dodatki paszowe u drobiu zaliczaly si¢ m.in.: penicylina, tetracykli-
ny, cynk-bacytracyna, spiramycyna, wirginiamycyna, awilamycyna i flawomycyna.
Jednakze problemy, ktére sie pojawily, zwigzane z narastajacym zjawiskiem anty-
biotykoopornos$ci bakterii i obawami dotyczacymi mozliwosci transferu genéw
opornosci ze zwierzat na ludzi, doprowadzily do wprowadzenia zakazu stosowa-
nia antybiotykow jako dodatkéw paszowych [1, 5]. Zakaz ten wprowadzito nowe
Rozporzadzenie 1831/2003/WE Parlamentu Europejskiego i Rady z 22 wrzesnia
2003 r. w sprawie dodatkow stosowanych w zywieniu zwierzat, ktore zastapito Dy-
rektywe 70/524. Zgodnie z tym rozporzadzeniem antybiotyki inne niz kokcydio-
statyki i histomonostatyki nie moga by¢ wprowadzane do obrotu i stosowane jako
dodatki paszowe [7].
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W zwigzku z zakazem, ktdry obowiazuje od 1 stycznia 2006 r., antybiotyki z pasza
moga by¢ obecnie podawane zwierzetom tylko w postaci pasz leczniczych. Ustawa
o paszach z dnia 22 lipca 2006 r. definiuje pasz¢ lecznicza jako mieszaning jedne-
go lub kilku dopuszczonych do obrotu, na podstawie przepiséw prawa farmaceu-
tycznego, premiksow leczniczych z jedng lub kilkoma paszami, przeznaczona, ze
wzgledu na swoje wlasciwosci profilaktyczne lub lecznicze, do podawania zwierze-
tom w formie niezmienionej [9]. W zwigzku z tym pasze lecznicze staly si¢ jednym
z zasadniczych sposobdéw podawania zwierzgtom gospodarskim antybiotykéw dro-
ga per os w celu leczenia lub profilaktyki okreslonych jednostek chorobowych. Z pa-
szami leczniczymi podawane zwierzetom moga by¢ antybiotyki, sulfonamidy, ale
takze leki przeciwrobacze i niesterydowe leki przeciwzapalne (paracetamol). Pasze
lecznicze s3 wytwarzane na bazie zarejestrowanych premiksow leczniczych, ktore
zaliczane sg do produktow leczniczych weterynaryjnych (plw) i znajduja sie w wy-
kazie produktéw leczniczych weterynaryjnych dopuszczonych do obrotu na teryto-
rium Rzeczypospolitej Polskie;.

Szczegbélowe wymagania dotyczace wytwarzania, wprowadzania do obrotu i dys-
trybucji pasz leczniczych przeznaczonych, jak i nieprzeznaczonych do obrotu okre-
$lone sg w artykutach 16-22 ustawy o paszach i regulowane odrebnymi przepisami
[2]. Pasza lecznicza lub produkt posredni moga by¢ wytworzone wylacznie na zle-
cenie lekarza weterynarii prowadzacego praktyke lekarsko-weterynaryjna, w zakla-
dzie zatwierdzonym przez wilasciwego wojewddzkiego lekarza weterynarii i tylko
dla danego stada w odniesieniu do konkretnego przypadku chorobowego.

Ponadto ustawa o paszach nakazuje, aby wytwarzanie pasz leczniczych byto pro-
wadzone przy uzyciu urzadzen o takich parametrach i konstrukeji, aby byto mozliwe
zachowanie homogenicznoéci i utrzymanie stalej zawartosci substancji czynnej w1l g
paszy leczniczej. Wytwarzanie pasz musi by¢ prowadzone przy uzyciu urzadzen, kto-
rych parametry, konstrukcja i rozmieszczenie umozliwiajg ich czyszczenie po zakon-
czeniu produkeji kazdego asortymentu oraz uniemozliwiajg zanieczyszczenie pasz
i zmiang kolejnosci lub pominigcie okreslonego etapu cyklu produkcyjnego [8].

Pasze lecznicze w Unii Europejskiej

Skala produkc;ji i zastosowania pasz leczniczych rézni si¢ w krajach Unii Europej-
skiej. Wedlug opublikowanego w 2010 r. raportu Komisji Europejskiej produk-
cja pasz leczniczych np. w 2008 r. byla najwieksza w Hiszpanii (2-3 mln ton), we
Wloszech (1,3 mln ton) i we Francji (1 mln ton). Belgia (300 000 ton) i Czechy
(99 000 ton) sa rowniez znaczacym producentem pasz leczniczych, natomiast za-
réwno w Niemczech, jak i w Danii wyprodukowano ,,tylko” po 12 000 ton. W nie-
ktorych krajach UE pasze lecznicze praktycznie nie znalazty zastosowania (Stowe-
nia). Na podstawie danych przedstawionych we wspomnianym raporcie mozna
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stwierdzi¢, ze znaczenie pasz leczniczych jest najwigksze we Wloszech, gdzie pasze
lecznicze stanowily w 2008 r. ponad 9% produkcji wszystkich pasz. W innych kra-
jach wytwarzajacych pasze lecznicze ich udzial w calkowitej puli wyprodukowanych
pasz miescil si¢ w granicach od 3 do 7%. Natomiast w Danii i w Niemczech udziat
ten byl bardzo niski i wynosil odpowiednio: 0,2 i 0,1%.

Wytwarzanie i stosowanie pasz leczniczych jest zwigzane ze strukturg i liczba
gospodarstw rolnych oraz pogtowiem poszczegdlnych gatunkéw zwierzat gospo-
darskich w danym kraju, jak réwniez preferencjami hodowcéw co do sposobu po-
dawania lekéw per os. W krajach UE stosowanie pasz leczniczych jest najbardziej
rozpowszechnione u $win. Ponadto sg one do$¢ powszechnie stosowane u kur, indy-
kow i krélikow. Grupa plw najczesciej stosowana do wytworzenia pasz leczniczych
s3 tetracykliny, a takze sulfonamidy i makrolidy. W zaleznosci od kraju wykorzysty-
wane jest doustne podawanie antybiotykdw w postaci pasz leczniczych, podawanie
lekéw z wodg oraz jako tzw. top dressing [6].

Stosowanie pasz leczniczych w Polsce

Wedlug informacji uzyskanych z Gléwnego Inspektoratu Weterynarii ilo§¢ wypro-
dukowanych pasz leczniczych w Polsce w 2009 r. wyniosta 40 000 ton, w 2010 r. po-
nad 67 000 ton, w 2011 r. 61 000 ton, natomiast w 2012 r. nieco ponad 62 000 ton.
Jak wspomniano wczesniej, pasze lecznicze moga by¢ wyprodukowane wylacznie na
bazie premikséw leczniczych, ktore zostaly zarejestrowane i dopuszczone do obrotu
przez Urzad Rejestracji Produktéw Leczniczych, Wyrobéw Medycznych i Produktéw
Biobdjczych. Pasze lecznicze s3 produkowane na potrzeby danego stada i w danym
czasie, na zlecenie lekarza weterynarii, ktéry okresla, jaki premiks leczniczy ma by¢
zastosowany do danego gatunku zwierzat przy leczeniu okreslonej jednostki chorobo-
wej. W zleceniu lekarz podaje sklad paszy leczniczej ze szczegélnym uwzglednieniem
dawkowania premiksu leczniczego i okresu karencji, a jej stosowanie odbywa si¢ pod
nadzorem lekarza weterynarii. Wszystkie dopuszczone do obrotu premiksy lecznicze
zawarte s3 w wykazie produktéw leczniczych weterynaryjnych dopuszczonych do ob-
rotu na terytorium Rzeczypospolitej Polskiej. W Polsce zarejestrowanych jest §rednio
ok. 60 premikséw leczniczych do sporzadzania pasz leczniczych i zawierajg rézne sub-
stancje lecznicze: gtéwnie substancje przeciwbakteryjne (antybiotyki i sulfonamidy),
co stanowi ok. 80-85% wszystkich premiksow, a takze leki przeciwrobacze i niestery-
dowe leki przeciwzapalne (paracetamol).

Wisrod zarejestrowanych premikséw leczniczych znajduje si¢ stosunkowo nie-
wielka liczba premikséw leczniczych do sporzadzania pasz leczniczych dla drobiu,
jestich 11, w tym jeden z lekiem przeciwrobaczym. Dostepne sa premiksy z kolisty-
ng, tiamuling i tylozyna (po 2) oraz po jednym z chlorotetracykling, linkomycyna,
tiamfenikolem, sulfametaksazolem i flubendazolem. Zdecydowang wigkszo$¢ plw
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dla drobiu przeznaczonych do antybiotykoterapii doustnej stanowia produkty z an-
tybiotykiami w postaci proszkéw lub roztworéw do podawania z woda do picia. Do-
minujg tu preparaty z doksycykling, amoksycyling i fluorochinolonami.

Wspolczesna opieka lekarska nad fermami drobiu polega gléwnie na monito-
rowaniu i zabezpieczaniu przed chorobami. Do najczesciej wystepujacych chorob
bakteryjnych wéréd drobiu zaliczy¢ nalezy salmonelloze, pastereloze, kolibakte-
rioze, zapalenia jelit wywolywane przez bakterie beztlenowe oraz mykoplazmoze.
Pasze lecznicze zawierajg jeden lub kilka premikséw z substancjami przeciwbak-
teryjnymi w stezeniu terapeutycznym. Oddzialywanie na patogeny bakteryjne za-
wartymi w paszach leczniczych antybiotykami istotnie przyczynia si¢ do szybszego
powrotu do zdrowia lub zapobiegania rozwojowi choroby. Doustna antybiotykote-
rapia z uzyciem pasz leczniczych dla drobiu znalazla zastosowanie w okreslonych
stanach chorobowych, co przedstawiono w tabeli 1.

Tabela I. Antybiotyki stosowane w paszach leczniczych dla drobiu i wskazania do ich zastoso-
wania

Antybiotyk Wskazania lecznicze

Pi i wtd zenia ukt h , ,

Chloroteracyklina ierwotne i Wtorne Zakazeme} ul ad'u oddechowego, pokarmowego
moczowo-plciowego oraz zakazenia wieloukladowe

) Leczenie kolibakteriozy i salmonellozy oraz innych schorzen uktadu po-

Kolistyna
karmowego

Linkomycyna Zapoblega.me. zakazeniom wywolanym przez mllfoplazmy, beztler?ov.va.)—
wym zakazeniom przewodu pokarmowego, martwicowemu zapaleniu jelit

Tiamfenikol Leczenie chorob bakteryjnych uktadu oddechowego i przewodu pokarmo-
wego

Tiamulina Profilaktyka i leczenie chronicznego zakazenia drég oddechowych (CRD)
Profilaktyka i leczenie choréb ukladu oddechowego powodowanego przez

Tylozyna o o .
mykoplazmy, zapalenia jelit powodowanego przez Clostridium perfringens

Sulfametaksazol Leczenie 1‘nfekq1 molanych przez Salmonella spp., Pasteurella multocida,
Haemophilus gallinarum

Analizujac liczbe i rodzaj pasz leczniczych, ktére sa badane w PIWet-PIB w kie-
runku oznaczania substancji czynnych i homogenicznos$ci, powszechnie stosowa-
nymi w Polsce antybiotykami w paszach leczniczych dla drobiu sg: linkomycyna
w paszach leczniczych dla brojleréw kurzych i chlorotetracyklina w paszach leczni-
czych dla indykoéw i brojleréw.

Urzedowa kontrola pasz leczniczych

Badania pasz leczniczych podczas urzedowej kontroli prowadzone w PIWet-PIB
obejmujg badanie nastepujacych substancji czynnych: amoksycylina, chlorotetra-
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cyklina, doksycyklina, linkomycyna, sulfaguanidyna, tiamulina i tylozyna. Badania
polegaja na oznaczaniu zawarto$ci substancji czynnej w paszy leczniczej (czy jest
zgodna z deklarowang) i/lub na badaniu homogenicznosci paszy leczniczej, kto-
re polega na ocenie stopnia wymieszania premiksu leczniczego z pasza, co powin-
no tworzy¢ jednolitg i stalg mieszaning. Kryterium oceny homogenicznosci paszy
leczniczej jest wspolczynnik zmiennodci (CV), ktérego wartos¢ < 15% $wiadczy
o dobrym wymieszaniu substancji czynnej z pasza. W badaniach wyzej wymienio-
nych antybiotykow stosowane s metody mikrobiologiczne, ktdre s3 powszechnie
wykorzystywane do oceny aktywnosci przeciwbakteryjnej antybiotykéw. Do ba-
dan stosowana jest metoda studzienkowo-plytkowa oraz cylinderkowo-ptytkowa
(do badan z zakresu oznaczania tiamuliny), ktére pozwalaja na oznaczenie steze-
nia substancji czynnej w paszach leczniczych, produktach posrednich i premiksach
leczniczych. Metoda oparta jest na poréwnaniu dyfuzji wzorca antybiotyku i prob-
ki badanej do pozywki zakazonej odpowiednim drobnoustrojem, zwanym szcze-
pem testowym. W miejscu dzialania antybiotyku nastepuje zahamowanie wzrostu
drobnoustroju, co powoduje powstanie stref zahamowania wzrostu, ktérych $red-
nica jest wprost proporcjonalna do logarytmu stezenia antybiotyku w roztworze.
Dobér rozpuszczalnika oraz szczepu testowego zalezy od tego, jaka substancja jest
przedmiotem badania [4].

Urzgdowa kontrola pasz leczniczych prowadzona jest od 2006 r. W latach 2006-2012
zbadano acznie 2455 probek. Liczbe i rodzaj probek poddanych badaniom przedsta-
wiono w tabeli 2.

Tabela 2. Liczba probek z podziatem na rodzaje zbadanych w latach 2006-2012.

Liczba probek zbadanych w latach 2006-2012
Pasze lecznicze Mieszanki
Produkty posrednie | Premiksy lecznicze | paszowe, w tym
czyszczace
2006 265 207/0° 0/0 40/0 18/6
2007 454 372/29 5/0 59/0 18/4
2008 382 319/60 1/0 14/0 48/5
2009 353 292/27 0 11/0 50/19
2010 435 378/35 0 7/0 50/31
2011 325 288/14 0 6/0 31/11
2012 241 207/17 0 4/0 30/7
Lacznie | 2455 2063/182(8,8%) 6/0 141/0 245/83 (33,9%)

* Liczba prébek zbadanych/liczba probek niespetniajacych wymagan odnosnie zawartosci i/lub
homogenicznosci oraz pozostatosci substancji czynnej
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Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze w wigkszos$ci przypad-
kow zawartos¢ substancji czynnej w paszach leczniczych byta zgodna z deklarowang
oraz zachowana byta homogenicznos¢ pasz, na co wskazywaly wartosci wspétczyn-
nika zmiennosci (CV) < 15%. Biorac pod uwage wyniki badan pasz leczniczych,
stwierdzono, ze w 182 prébkach (8,8%) zawarto$¢ antybiotyku nie zgadzata sie z de-
klarowang lub pasza nie byta homogeniczna, tzn. warto$¢ wspdtczynnika zmienno-
$ci (CV) byta wigksza niz 15%. We wszystkich badanych premiksach leczniczych
i produktach posrednich zawarto$¢ substancji aktywnej byla zgodna z deklarowa-
n3. Sposdrdd 245 prébek mieszanek czyszczacych i mieszanek paszowych wytworzo-
nych po produkgji paszy leczniczej 83 (33,9%) zostaly ocenione jako dodatnie, czyli
zawierajace pozostalos¢ substancji czynnej, ktérg zawierala wczesniej wytworzona
pasza lecznicza. Stwierdzenie lub brak pozostalosci substancji czynnej w mieszan-
ce czyszczacej $wiadczy o tym, jak skuteczny byl proces czyszczenia linii technolo-
gicznej po zakonczeniu produkgcji paszy leczniczej. Wytwornie pasz produkujg sze-
roki asortyment mieszanek paszowych, wykorzystujac te same linie technologiczne
i przygotowujac rézne pasze w tych samych urzadzeniach. Substancje, ze wzgledu
na swoje wilasciwosci elektrostatyczne, moga pozostawac na $ciankach mieszalni-
kow i przenosi¢ do kolejnych partii pasz. W takiej sytuacji nieuniknione jest ,,dosta-
wanie si¢” pewnych iloéci substancji czynnej zawartej w paszy leczniczej do kolejnej
partii paszy produkowanej w nastepnej kolejnosci. Jest to zwigzane z tzw. efektem
przeniesienia (carry-over), ktdry jest problemem zwiazanym z produkcja pasz lecz-
niczych. Problem ten dotyczy réwniez pasz zawierajacych kokcydiostatyki i zanie-
czyszczen krzyzowych. W przypadku kokcydiostatykow istniejg jednak regulacje
dotyczace maksymalnych akceptowalnych poziomoéw tych substancji w paszach in-
nych niz docelowe [3]. W przypadku antybiotykéw stosowanych w paszach leczni-
czych brak jest regulacji prawnych dotyczacych maksymalnych pozioméw tych sub-
stancji w paszach, ktore juz nie powinny ich zawierac.
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Kokcydioza u drobiu
oraz jej zapobieganie —
wrazliwosc i opornosc

Coccidiosis in poultry
and its prevention —
sensitivity and resistance

Kokcydioza drobiu jest pierwotniacza choroba wywotywang przez jednokomor-
kowe organizmy eukariotyczne z rodzaju Eimeria. Do zarazenia dochodzi poprzez
przewod pokarmowy. Ptaki zarazaja si¢ wysporulowanymi oocystami ze Srodowi-
ska. Eimeria jest pasozytem wewnatrzkomérkowym. Gdy oocysty dostang si¢ do
przewodu pokarmowego, uwalniajg si¢ z nich sporozoity, ktére wnikaja do ente-
rocytéw. Tam wzrastajg oraz dzielg si¢, czym zakldcaja normalng funkcje komoérek
gospodarza, prowadzac do ich $mierci. W zaleznosci od intensywnosci inwazji oraz
patogennosci szczepoéw Eimeria mogg wywoltywac kliniczng lub subkliniczng po-
sta¢ kokcydiozy. Oocysty s bardzo oporne na warunki srodowiska oraz srodki de-
zynfekcyjne. Jezeli u mlodych, nieszczepionych ptakdw nie stosuje si¢ chemioprofi-
laktyki, dochodzi u nich do pojawienia si¢ choroby.

Kokcydioza, jedli nie jest skutecznie kontrolowana, pozostaje jedna z najwazniej-
szych pod wzgledem ekonomicznym choréb w nowoczesnej produkeji kurczat broj-
leréw. Najpowszechniej stosowang metoda zapobiegania kokcydiozie jest chemio-
profilaktyka polegajaca na podawaniu kokcydiostatykéw w paszy. Na terenie krajow
Unii Europejskiej (UE) dostepna jest ograniczona liczba kokcydiostatykéw: lazalo-
cyd (Avatec®), salinomycyna (Salinomax®, Sacox®, Kokcisan®), monenzyna (Elanco-
ban®, Coxidin®), narazyna (Monteban®), maduramycyna (Cygro®), sesmduramycyna
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(Aviax®), diclazuril (Clinacox®), robenidyna (Robenz®), nikarbazyna (Nicarbazin®)
oraz dekokwinat (Deccox®). Maxiban® jest polaczeniem dwdch kokcydiostatykow
nikarbazyny i narazyny. Z racji powszechnego stosowania kokcydiostatykéw coraz
wiekszego znaczenia nabiera problem pojawiania si¢ lekoopornosci u terenowych
szczepdw kokcydiow.

Nalezy rozrézni¢ kokcydiostatyki chemiczne (diclazuril, robenidyna, dekokwinat
i nikarbazyna) od jonoforowych. Jonofory moga zosta¢ podzielone na trzy rézne
klasy, tzn. monowalentne (salinomycyna, monenzyna, narazyna), monowalentne
glikozydy (maduramycyna, semduramycyna) oraz dwuwalentne jonofory (laza-
locyd). Wszystkie jonofory zaburzaja réwnowage osmotyczng wewnatrz komorki
kokcydioéw, prowadzac do ich $mierci, jednak rozne klasy jonoforow wykazujg od-
mienne sposoby wywolywania tego zjawiska. Jonofory réznych klas dzialajg selek-
tywnie wobec odmiennych kationéw (np. jonofory monowalentne wykazuja naj-
wyzszg wybidrczo$¢ wobec Na* i K*; jonofory dwuwarto$ciowe wobec Ca**, Mg**,
Ba**, zatem opornos¢ krzyzowa pomiedzy réznymi klasami jonoforéw jest ograni-
czona. Z drugiej strony, opornosé¢ krzyzowa miedzy jonoforami z tej samej klasy
zostala udowodniona badaniami naukowymi i jest regularnie potwierdzana donie-
sieniami z terenu. Natomiast kazdy z dostepnych kokcydiostatykéw chemicznych
posiada swdj odrebny mechanizm dzialania, wigc w ich obrebie nie dochodzi do
zjawiska opornosci krzyzowej.

Zatem w odniesieniu do obydwu grup kokcydiostatykéw chemicznych oraz jo-
noforowych logiczng i prostg zasada w celu zapobiegania zjawisku opornosci jest
zmiana z jednej klasy kokcydiostatykéw na druga, zanim dojdzie do rozwoju leko-
opornosci. Takie postepowanie zapewni dluzej skuteczno$é wszystkich stosowa-
nych kokcydiostatykow.

Cztery najwazniejsze zasady zmiany kokcydiostatykow:

1. Nie uzywac tego samego kokcydiostatyku zbyt dlugo. W praktyce limit czaso-
wy stosowania kokcydiostatykéw jonoforowych wynosi maksymalnie 6 mie-
siecy, natomiast chemicznych do 3 miesiecy (jeden pefen cykl produkcyjny
na poziomie integracji) w pelnym programie lub 4,5 miesiaca (dwa cykle na
poziomie integracji) przy zastosowaniu programu wymiennego.

2. Wprowadza¢ w przypadku uzywanego kokcydiostatyku odpowiednio dlu-
gie przerwy przed jego ponownym zastosowaniem. W praktyce, szczegolnie
gdy stosowany jest jonofor oraz dla kazdego nastepnego jonoforu z tej samej
grupy, przerwa powinna wynosi¢ co najmniej 6 miesiecy. Nie uzywac po-
szczegdlnych kokcydiostatykéw chemicznych przez okres co najmniej 9 mie-
siecy od czasu ich ostatniego wykorzystania.

3. Dokonywac¢ zmian pomiedzy réznymi grupami kokcydiostatykow.

4. ,Chemical clean-up” - ,czyszczenie” fermy za pomoca kokcydiostatykow
chemicznych. W praktyce chemiczne kokcydiostatyki moga by¢ i sa czgsto
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stosowane w celu zredukowania presji kokcydiozy, w tzw. programie ,,clean-up”.
Programy ,,clean-up” powodujace zmniejszenie ilosci kokcydiéw w srodowisku
przyczyniajg si¢ z reguty do poprawy uzyskiwanych parametréw produkcyjnych.
Zeby to osiggna¢, zaleca si¢ stosowanie chemicznych srodkéw kokeydiob6jczych
w trakcie calego cyklu produkcyjnego kurczat rzeznych (w programie cigglym).
Niektorzy producenci, aby ograniczy¢ ryzyko nabycia opornoéci, nie stosuja
jednego kokcydiostatyku chemicznego w programie ciaglym, lecz postuguja
sie dwoma réznymi kokcydiostatykami chemicznymi, stosujac tzw. program
wymienny. Ze wzgledu na silny kokcydiobdjczy efekt wobec wszystkich
wrazliwych szczepéw kokcydiostatyki chemiczne redukuja znacznie ilos¢
oocyst kokcydiéow w $rodowisku. Obserwuje sie przy tym zalezno$¢, ze im
silniejszy efekt kokcydiobdjczy, tym szybciej narasta lekoopornos¢ kokcydiow
na dany kokcydiostatyk, wiec nie nalezy ich naduzywac.

W celu poréwnania wrazliwosci terenowych szczepdw Eimeria na dzialanie roz-
nych kokcydiostatykdéw zastosowano przyzyciowy test wrazliwosci na dziatanie
kokcydiostatykow ,,in vivo anticoccidial sensitivity test” (AST). Celem opisywanych
badan byto podsumowanie wynikéw 136 testéw wykonanych na terenowych izola-
tach Eimeria pochodzacych z ferm z terenu Europy, bliskiego Wschodu oraz Afryki
w okresie od 2000 do 2012 r. Przebadano nast¢pujace kokcydiostatyki: jonoforowe
(lazalocyd, maduramycyna, salinomycyna, monenzyna, narazyna) oraz syntetycz-
ne (robenidyna, dekokwinat, diclazuril), jak réwniez mieszaning narazyny z nikar-
bazyng. Wszystkie substancje zostaly przebadane w ich najwyzszych dopuszczal-
nych i zarejestrowanych na terenie UE dawkach. Skuteczno$¢ ich dziatania zostata
okreslona poprzez redukcje natezenia zmian patologicznych wywotywanych przez
E. acervulina, E. maxima oraz E. tenella, jak réwniez poprzez kontrole przyrostu
masy ciafa ptakéw otrzymujacych kokcydiostatyk w poréwnaniu z kontrolnymi, za-
razonymi, nieleczonymi grupami ptakéw (IUCGs).
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Tylko jeden kokcydiostatyk jonoforowy (lazalocyd), dwa preparaty syntetycz-
ne (robenidyna i dekokwinat) oraz polaczenie narazyny z nikarbazyng skutkowa-
to wzrostem $rednich przyrostow mas ciata o ponad 40%. Najbardziej powtarzalny
efekt uzyskano przy stosowaniu lazalocidu (SD 19,6) (rys. 1).

Szczepy E. acervulina wykazaly najwyzsza wrazliwo$¢ na dzialanie dekokwina-
tu — redukcja zmian w poréwnaniu z nieleczona, zainfekowang grupa kontrolng
(IUCGs) wyniosta 42,5%, podczas gdy w stosunku do mieszaniny narazyny z ni-
karbazyng oraz robenidyny wyniosta odpowiednio 38,8 i 38,1%. Szczepy E. maxima
wykazaly najwyzsza wrazliwo$¢ na lazalocyd - redukcja zmian anatomopatologicz-
nych wynosita 45,6%, podczas gdy w odniesieniu do mieszaniny narazyny i nikar-
bazyny oraz robenidyny odpowiednio o 26,8 i 19,2%. Szczepy E. tenella wykazaly
najwyzsza wrazliwos¢ na dzialanie dekokwinatu - zmniejszenie widocznych zmian
0 73,2%, podczas gdy w przypadku zastosowania lazalocydu oraz polaczenia nara-
zyny z nikarbazyng odpowiednio o 40,5 oraz 37,3%.

Srodki bedace monowalentnymi jonoforami (salinomycyna, monenzyna, narazy-
na), podobnie jak jonofor glikozydowy maduramycyna, wykazaly nizsza skutecz-
no$¢ kokcydiostatycznego oddzialywania przejawiajaca si¢ stabsza wrazliwoscig
réznych gatunkéw Eimeria, wahajaca sie pomiedzy 7,3 a 33,1%. Najbardziej wraz-
liwe na ich dzialanie okazaly si¢ szczepy E. acrevulina, a najbardziej oporne szcze-
py E. maxima. W aspekcie ograniczania zmian anatomopatologicznych monenzyna
i salinomycyna okazaly si¢ bardziej skuteczne odpowiednio o 31,0 i 30,8% anizeli
maduramycyna i narazyna (odpowiednio o 18,9 i 18,3%). Nizsza skuteczno$¢ kok-
cydiostatykow monowalentnych moze by¢ zwigzana z ich powszechnym stosowa-
niem, jak réwniez z istnieniem opornosci krzyzowej pomiedzy nimi. Natomiast jo-
nofor dwuwartosciowy lazalocyd wykazal znaczaco wyzszg skutecznos$¢ (poprawa
0 50,7%), co moze wiazac sie z jego odmiennym mechanizmem dziatania. Diclazuril
bedacy kokcydiostatykiem syntetycznym powodowal redukcje zmian anatomopato-
logicznych o 15,6%.

Oceniane kokcydiostatyki cechowaly si¢ odmienng skutecznosciag w przeprowa-
dzonych badaniach z réznymi izolatami kokcydiéw zaleznie od ich wrazliwosci.
Kokcydiostatyki jonoforowe, méwigc ogdlnie, byly bardziej stale w ich skutecznosci
(SD 18,2-24,0), podczas gdy kokcydiostyatyki syntetyczne wykazaly wieksze zrdz-
nicowanie (SD 25,8-39,2). Bylo to prawdopodobnie spowodowane odmiennymi
mechanizmami rozwoju opornos¢ w odniesieniu do tych dwdch grup kokcydiosta-
tykow: jonoforowych oraz syntetycznych. Lazalocyd cechowat si¢ najbardziej stabil-
ng skutecznoscig dziatania.
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Wystepowanie 1 opornosc przeciw-
drobnoustrojowa Campylobacter spp.
izolowanych ze stad i tusz brojlerow

Prevalence and antibiotic resistance
Campylobacter spp. isolated from
broilers flock and carcasses

Zachorowania spowodowane przez bakterie nalezagce do rodzaju Campylobacter,
gléwnie C. jejuni, sa w ostatnich latach najczesciej wystepujacymi w Unii Europej-
skiej (UE) chorobami odzwierzecymi, ktérych zrédiem jest zanieczyszczona zyw-
no$¢. W latach 2008-2011 obserwowany jest w krajach UE staly wzrost liczby przy-
padkéw kampylobakteriozy. W 2011 r. liczba potwierdzonych zachorowan wzrosta
w poréwnaniu z rokiem 2010 i wyniosta tacznie ponad 220 tys. przypadkéw w kra-
jach UE. Gtéwnym rezerwuarem Campylobacter dla ludzi sa dréb i migso drobio-
we, w ktérych bakterie te utrzymuja si¢ stale na wysokim poziomie. Obserwowane
s3 jednak znaczgce réznice w wystepowaniu tych drobnoustrojow pomiedzy po-
szczegolnym panstwami. W 2011 r. odnotowano obecnos¢ Campylobacter od 12,8
do 80,6% w przypadku stad brojleréw oraz od 3,2 do 84,6% w odniesieniu do tusz
brojleréw w zaleznosci od kraju [3].

Opornos¢ na substancje przeciwdrobnoustrojowe wsrod bakterii zoonotycznych,
do ktorych nalezy Campylobacter, jest obecnie szczegélnie intensywnie badana
w calym tancuchu zywno$ciowym, z uwagi na znaczenie tego zjawiska dla zdrowia
publicznego. Wzrastajace wystepowanie szczepodw opornych moze w znaczacy spo-
sOb wplynac na efektywno$¢ terapii u ludzi. W 2010 r. stwierdzono w krajach UE na
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bardzo wysokim poziomie opornos¢ Campylobacter na fluorochinolony oraz jed-
noczes$nie na niskim lub $rednim na makrolitdy, wsrod izolatéw pochodzacych od
ludzi i zwierzat gospodarskich, w tym brojleréw [2]. Tego typu dane s3 szczegdlnie
niepokojace w aspekcie przytoczonych wyzej opinii, ze gléwnym zrédlem Campylo-
bacter dla ludzi jest migso drobiowe.

Celem badan byta ocena wystepowania Campylobacter spp. u drobiu, stanowig-
cym potencjalne zagrozenie dla zdrowia konsumentéw oraz charakterystyka izo-
lowanych szczepdw w aspekcie opornosci na substancje przeciwdrobnoustrojowe.

Materiat i metody

W badaniach wykorzystano tacznie 254 izolaty Campylobacter wyosobnione z jelit
(101 szczepow) i tuszek (153 izolaty), pochodzace z terenu catego kraju. Do izola-
¢ji i identyfikacji bakterii rodzaju Campylobacter z tuszek drobiowych stosowano
norme PN-ISO 10272: ,,Mikrobiologia Zywnosci i pasz; Horyzontalna metoda wy-
krywania termotolerancyjnych bakterii z rodzaju Campylobacter”. W przypadku je-
lit, po przewiezieniu do laboratorium, material posiewano na selektywna pozywke
stalg — agar Karmali. Probki inkubowano w atmosferze mikroaerofilnej, w tempera-
turze 41,5°C, przez 24 do 48 h. Z uzyskanej hodowli bakteryjnej do dalszych badan
pobierano po jednej, morfologicznie typowej dla Campylobacter kolonii. Przynalez-
no$¢ rodzajowy i gatunkowg izolatéw bakteryjnych potwierdzano nastepnie testami
multipleks PCR [7, 8].

Okreslanie wrazliwosci izolatéw Campylobacter na wybrane substancje przeciw-
bakteryjne wykonano przy uzyciu techniki minimalnych rozcienczen (Microbroth
Dilution Method) i okreglania wartosci MIC (Minimal Inhibitory Concentration).
W tym celu wykorzystano mikroptytki EUCAMP (Trek Diagnostics, UK), zawierajg-
ce okreslone, wzrastajace stezenia antybiotykow (tab. 1). Odczytu dokonywano za po-
mocg czytnika SensiTouch Sensititre®, stosujac wartosci graniczne podane w tabeli 1.

W celu okreslenia mechanizmu opornosci na fluorochinolony zbadano wystepo-
wanie mutacji w genie gyrA, stosujac test MAMA-PCR (Mismatch Amplification
Mutation Assay - PCR). Oznaczono réwniez, za pomocg testu PCR, wystepowanie
genu tet(O) skorelowanego z opornoscia na tetracykliny oraz genéw aadE i klaste-
ru aadE-sat-aphA-3, powigzanych z wystepowaniem opornosci na aminoglikozy-
dy. Ponadto okreslono obecnos¢ dwoch najczesciej wystepujacych mutacji: A2075G
i A2074C, odpowiedzialnych za opornosé¢ na erytromycyne, stosujac rowniez test
MAMA-PCR [1, 4-6, 9, 10].

Oznaczono takze, czy réznice w wstepowaniu opornosci na antybiotyki pomig-
dzy szczepami C. jejuni a C. coli sa statystycznie istotne, wykorzystujac program
Statistica 10.0 (StatSoft, Polska) i Tabele 2x2 oraz doktadny test Fischera. Uznawano
roznice za statystycznie istotne przy p < 0,05.
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Tabela 1. Substancje przeciwdrobnoustrojowe, zakres rozcienczen oraz wartosci graniczne sto-
sowane dla szczepow Campylobacter

Wartosci graniczne
Klasa substancji Substancja Z"_lk,res , & 1
. . . . . rozcienczen (mg/1)
przeciwdrobnoustrojowej przeciwdrobnoustrojowa — -
(mg/1) C. jejuni | C. coli
Gentamycyna (GEN) 0,12-16 1 2
Aminoglikozydy
Streptomycyna (STR) 1-16 2 4
Makrolidy Erytromycyna (ERY) 0,5-32 4 16
Chinolony Ciprofloksacyna (CIP) 0,06-4 1 1
i fluorochinolony Kwas nalidiksowy (NAL) 2-64 16 32
Tetracykliny Tetracyklina (TET) 0,25-16 2 2
Amfenikole Chloramfenikol (CHL) 2-32 16 16

Wyniki i omdwienie
W czasie badan z rzezni zlokalizowanych na terenie catego kraju pobierano jelita
i tuszki drobiowe w celu izolacji i zgromadzenia kolekeji szczepow Campylobacter.

Lacznie uzyskano 254 szczepy, z czego 139 zidentyfikowano jako C. jejuni, a 115
jako C. coli (tab. 2).

Tabela 2. Szczepy Campylobacter wyizolowane z jelit i tuszek drobiowych

7rodto Liczba (%) Gatunek Campylobacter
probek szczepow C. jejuni C. coli
Jelita 101 55 (54,46) 46 (45,54)
Tuszki 153 84 (54,90) | 69 (45,10)
Razem 254 139 (54,72) | 115 (45,28)

Wyniki oznaczania opornosci C. jejuni i C. coli na substancje przeciwdrobnoustro-
jowe przedstawiono na rycinie 1. Stwierdzono, ze 80,7% szczepdw nalezacych do obu
gatunkow opornych bylo na kwas nalidiksowy i ciprofloksacyne. Wedtug danych
EFSA $redni poziom opornosci na te substancje w krajach UE wynidst od ok. 50 do
70%, odpowiednio dla C. jejuni i C. coli, a wiec byt nizszy niz odnotowany w obec-
nej pracy [2]. W trakcie prowadzonych badan stwierdzono takze, ze po 54% izolatow
C. jejuni i C. coli bylo opornych na tetracykliny (ryc. 1). W pi$miennictwie obserwo-
wana jest zwykle réznica w poziomie opornosci na te grupe antybiotykéw pomiedzy
wymienionymi dwoma gatunkami Campylobacter. Wedtug danych EFSA $redni od-
setek szczepow opornych na tetracykling w krajach UE wynosil odpowiednio 22%
dla C. jejunii62% dla C. coli w przypadku szczepéw izolowanych z migsa drobiowego
oraz odpowiednio 321 73% dla szczepéw pochodzacych od drobiu [2].
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Ryc. I. Wystepowanie (%) opornosci na substancje przeciwdrobnoustrojowe wsrod szczepow
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Ciprofloksacyna, NAL — Kwas nalidiksowy, TET - Tetracyklina, CHL — Chloramfenikol)

W odniesieniu do opornosci na streptomycyne wykazano, ze 48,7% szczepow
C. co0lii19,4% C. jejuni bylo opornych na ten antybiotyk i roznice te byly statystycz-
nie istotne (p < 0,05). Opornos¢ na gentamycyne stwierdzono jedynie u 5 szczepow
C. coli i zadnego C. jejuni.

Erytromycyna jest obecnie antybiotykiem z wyboru przy leczeniu powazniej-
szych przypadkéw kampylobakteriozy. Stwierdzono, ze jedynie 2 sposréd 254
(0,8%) szczepéw Campylobacter bylo opornych na te substancje przeciwbakteryj-
ng (ryc. 1). Oba szczepy nalezaly do gatunku C. coli, jeden pochodzit z jelit, a dru-
gi byl wyizolowany z tuszki drobiowej w tym samym czasie i miejscu. Niski po-
ziom opornosci na erytromycyne byt takze notowany w innych krajach UE [2]. Nie
stwierdzono zadnego szczepu opornego na chloramfenikol sposrod przebadanych
254 izolatéw (ryc. 1). Nie zaobserwowano réznic statystycznie istotnych pomiedzy
opornoscig przeciwdrobnoustrojowg szczepow Campylobacter pochodzacych z je-
lit i tuszek drobiowych w odniesieniu do wszystkich badanych substancji przeciw-
drobnoustrojowych (p = 0,05).

W realizowanych badaniach okre$lano takze molekularne mechanizmy oporno-
$ci przeciwdrobnoustrojowej Campylobacter. W pierwszym etapie oznaczono mu-
tacje w genie gyrA, ktérych wystepowanie taczone jest z opornoscia na fluorochino-
lony. Wyniki testu PCR wskazuja, ze wszystkie przebadane szczepy C. coli i prawie
wszystkie C. jejuni, oporne na ciprofloksacyne (i jednoczesnie zaden szczep wrazli-
wy na ten antybiotyk), dawaly wlasciwy dla mutacji w kodonie 86 (zamiana treoniny
w izoleucyng) produkt PCR. Dodatkowo, wyniki testu MAMA-PCR zweryfikowa-
no, poddajac produkt PCR sekwencjonowaniu w przypadku losowo wybranych
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20 szczepow C. jejuni i 20 C. coli. We wszystkich przypadkach uzyskano potwier-
dzenie mutacji w genie gyrA, czyli zamiane ACA->ATA w przypadku C. jejuni oraz
ACT->ATT dla C. coli.

Wszystkie szczepy Campylobacter przebadano takze w kierunku obecnosci genu
tet(O), ktérego wystepowanie tgczone jest z opornoscig na tetracykliny. Na pod-
stawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze zaréwno izolaty C. jejuni, jak i C. coli
(z wyjatkiem dwdch szczepow, po jednym C. jejuni i C. coli) oporne na wspomniang
wyzej substancje przeciwbakteryjng posiadaly ten gen, natomiast u szczepéw wraz-
liwych marker ten nie wystepowat (z wyjatkiem 1 szczepu C. jejuni i1 C. coli).

Z opornoscig na aminoglikozydy, a w szczegdélnosci streptomycyne, wigzane
jest wystepowanie dwdch markeréw genowych: aadE i klasteru aadE-sat-aphA-3.
W przypadku 171 izolatéw Campylobacter wrazliwych na streptomycyne oba geny
stwierdzono jedynie u 7 C. jejuniil C. coli. Jednak w odniesieniu do szczepdw opor-
nych na t¢ substancje¢ jednie u 26 sposrod 83 (31,3%) wykryto obecnos$¢ genu aadE
i klasteru aadE-sat-aphA-3.

Obecnos¢ dwoch mutacji w genie 23S rRNA: A2075G i A2074C, faczonych z wy-
sokim poziomem opornosci na erytromycyne, badano u szczepéw opornych na ten
antybiotyk, stosujac test MAMA-PCR. Mutacje A2075G zidentyfikowano u 2 opor-
nych izolatéw C. coli. Wyniki testu MAMA-PCR zweryfikowano pozytywnie, pod-
dajac odpowiednie fragmenty genu 23S rRNA sekwencjonowaniu.

W tabeli 3 przedstawiono profile opornosci na substancje przeciwdrobnoustrojo-
we szczepow C. jejuni i C. coli pochodzacych z jelit i tuszek drobiowych. Analizujac
uzyskane dane, stwierdzono, ze 37 z 254 (14,6%) przebadanych szczepéw bylo wraz-
liwych na wszystkie oznaczane substancje przeciwbakteryjne. Natomiast 75 (29,5%)
szczepow bylto opornych na jedna klase substancji przeciwbakteryjnych (aminogliko-
zydy, tetracykliny lub chinolony) (tab. 3, profile 2, 3 i 4). Opornos¢ na antybiotyki na-
lezace do dwdch roznych klas stwierdzono u najwigkszej grupy szczepéw Campylo-
bacter (76 izolatow, 30,0%) (tab. 3, profile 5, 6 i 7). Najczesciej wystepujacym profilem
opornosci na substancje przeciwbakteryjne w obrebie gatunku C. jejuni byl profil 6,
stwierdzony u 46 ze 139 (33,1%) szczepoéw. W przypadku C. coli najczgsciej wykaza-
no jednoczesng opornos¢ na ciprofloksacyne, kwas nalidiksowy, tetracykling i strep-
tomycyne (profil 8, tab. 3). Wieloopornos¢, definiowang jako opornos¢ na wiecej niz
dwie substancje przeciwbakteryjne nalezace do réznych klas, stwierdzono lacznie
u 66 (26,0%) szczepéw Campylobacter, w tym 25 ze 139 (18,0%) C. jejuni i 41 ze 115
(35,7%) C. coli. Tego typu sytuacja, czyli wyzszy poziom opornosci w obrebie C. coli
niz C. jejuni, byla czgsto obserwowana takze w innych badaniach [2].

38



Tabela 3. Profile opornosci na substancje przeciwdrobnoustrojowe Campylobacter spp.

Liczba szczepdw
I;;’Ef: Profil opornosci C. jejuni (n = 139) C. coli (n = 115)
Jelita Tuszki Jelita Tuszki

U | e preciwinabmousiopme | 0| mo | s
2 STR* - 1 1 1
3 TET 2 2 2 2
4 CIP, NAL 18 23 10 13
5 TET, STR - - - 1
6 CIP, NAL, TET 15 31 5 11
7 CIP, NAL, STR 1 - 5 7
8 CIP, NAL, TET, STR 9 16 15 19
9 CIP, NAL, ERY, TET, STR - - 1 1
10 CIP, NAL, TET, STR, GEN - - 2 3

* Stosowane skroty: GEN - Gentamycyna, STR - Streptomycyna, ERY - Erytromycyna, CIP -
Ciprofloksacyna, NAL — Kwas nalidiksowy, TET - Tetracyklina, CHL — Chloramfenikol

Chociaz dostepne dane dotyczace opornosci przeciwdrobnoustrojowej Campylo-
bacter rdznig si¢ migdzy sobg, w ostatnich latach obserwowany byt jednak wzrost
liczby szczepow opornych szczegdlnie na makrolidy i chinolony. Jest to szczegdlnie
niepokojace w kontekscie faktu, ze antybiotyki z tych grup sa lekami z wyboru w le-
czeniu kampylobateriozy u ludzi. Wielu autoréw sugeruje, ze uzywanie zbyt duzej
ilosci antybiotykdw w medycynie weterynaryjnej wptywa znaczgco na wzrost licz-
by szczepoéw opornych, w tym izolowanych od ludzi. Jednak wiele innych czynni-
kéw ekologicznych i molekularnych moze oddziatywa¢ na zwiekszenie si¢ oporno-
$ci szczepdw. Dlatego tez niezbedne jest monitorowanie opornosci na najwazniejsze
z puntu widzenia medycyny ludzkiej substancje przeciwdrobnoustrojowe w catym
tancuchu zywno$ciowym.

Badania finansowane w ramach grantu Narodowego Centrum Nauki nr N N 308
237636.
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Ksztattowanie sie lekowrazliwosci
szczepow z rodzaju Campylobacter
izolowanych od drobiu oraz ptakow
wolno zyjacych

Antimicrobial susceptibility
of Campylobacter strains isolated
from poultry and wild birds

Narastanie opornosci szczepéw zoonotycznych (Campylobacter spp.) na stosowa-
ne w produkcji zwierzecej chemioterapeutyki stanowi aktualny problem w pato-
logii drobiu. Wedlug danych z raportu EFSA (European Food Safety Authority)
kampylobakterioza zajmuje czolowe miejsce pod katem liczby potwierdzonych
przypadkéw u ludzi. W 2011 r. odnotowano w Europie az 220 209 potwierdzo-
nych przypadkéw kampylobakteriozy, salmonellozy za§ 95 548 przypadkow [3].
Z analizy danych zamieszczonych w raportach EFSA w ostatnich latach wynika,
ze najczesciej wystepujaca chorobg zoonotyczng u ludzi w Europie jest kampylo-
bakterioza. W 2010 r. liczba potwierdzonych przypadkéw tej choroby w Europie
wynosita facznie ponad 212,000, za$ salmonellozy 99,020. W Polsce natomiast ob-
serwuje si¢ tendencje odwrotna, liczba stwierdzanych rocznie przypadkéw zaka-
zen pokarmowych na tle Campylobacter spp. utrzymuje si¢ na niskim poziomie,
od 257 w 2008 r., do 354 w 2011 r. w przeciwienstwie do zakazen powodowanych
przez Salmonella sp. Rocznie klinicznie potwierdzonych przypadkéw salmonello-
zy u ludzi odnotowuje si¢ blisko 25 razy wigcej niz przypadkéw kampylobakterio-
zy. Prawdopodobnie zwigzane jest to z trudnosciami diagnostycznymi w labora-

41



toriach oraz duza wrazliwoscig bakterii na czynniki srodowiska pozaustrojowego
(wysychanie, §wiatlo, tlen).

Pateczki z rodzaju Campylobacter rzadko wywotuja u drobiu objawy kliniczne
choroby, natomiast u ludzi moga powodowac zaburzenia zotadkowo-jelitowe, sil-
ne, krwawe biegunki, wymioty, bdle glowy. U drobiu kampylobakterioza przebiega
z zaburzeniami jelitowymi charakteryzujacymi si¢ wodnistg biegunka z domiesz-
ka $luzu lub krwi, odwodnieniem, obnizeniem przyrostow masy ciala, gorszymi
wskaznikami wykorzystania paszy. W stadach kur niosek zakazonych Campylobac-
ter spp. obserwuje sie obnizong niesnosc¢ i wylegowos¢.

Do najczesciej izolowanych od drobiu i ludzi gatunkéw Campylobacter naleza
C. jejuni i C. coli. Zrédlem zakazenia dla ludzi moga by¢ zwierzeta — nosiciele pate-
czek Campylobacter, skazona woda czy produkty pochodzenia zwierzgcego, glow-
nie surowe, niedogotowane migso drobiowe [3] lub skontaminowana zywnos$¢ ma-
jaca kontakt ze skazonym bakteriami sokiem migsnym. Na §wiecie pojawia si¢ coraz
wiecej doniesien na temat potencjalnego udziatu ptakéw wolno zyjacych w rozprze-
strzenianiu zakazen powodowanych przez te drobnoustroje. Kampylobakterioza
u ludzi najczedciej ma charakter przemijajacy i rzadko wymaga interwencji lekarza.
Jednak w przypadku infekcji wywotanej przez wysoce zjadliwe lub oporne szczepy
Campylobacter spp. moze dochodzi¢ do powiklan w postaci zapalenia stawow czy
zaburzen neurologicznych (zesp6t Guillain-Barre).

Wieloletnie stosowanie chemioterapeutykow przeciwbakteryjnych w przemy-
$le drobiarskim wywarlo duzy wplyw na ksztaltowanie si¢ lekowrazliwosci rdz-
nych szczepdw bakterii, w tym Campylobacter spp. Sytuacja ta moze stwarza¢ pro-
blem w doborze efektywnej terapii antybakteryjnej zaréwno u zwierzat, jak i u ludzi.
Szczepy oporne moga by¢ transmitowane poprzez zywnos¢ pochodzenia zwierzece-
go na ludzi, a nastepnie wywolywac trudno leczace si¢ biegunki. Warto podkresli¢,
ze w produkgcji drobiarskiej oraz medycynie ludzkiej wykorzystywane sg te same
grupy chemioterapeutykéw (fluorochinolony, tetracykliny, aminoglikozydy), co do-
datkowo stwarza zagrozenie dla zdrowia publicznego.

Opornos¢ na fluorochinolony jest wynikiem mutacji punktowych w regionie QRDR
(Quinolone Resistance-Determining Region) w genie gyrA, kodujacym podjednost-
ke enzymu gyrazy DNA - podtyp II topoizomerazy. Najczesciej spotykang mutacja
warunkujacg opornos¢ na fluorochinolony jest substytucja nukleotydéw w kodonie
86 (Thr-86->Ile), czego wynikiem jest zamiana treoniny w izoleucyne w powstaja-
cym biatku. Réwnie istotng role w ksztaltowaniu si¢ opornych na fluorochinolony
szczepdw odgrywaja pompy usuwajace chemioterapeutyk z wnetrza komorki — efflux
pumps. Efflux pumps to system pomp zlokalizowanych w blonie komérkowej Cam-
pylobacter spp. i umozliwiajacy wyrzucanie niekorzystnych dla bakterii substancji na
zewnatrz komorki. System pomp odpowiedzialnych za opornos¢ na wiele chemio-
terapeutykow nosi nazwe CmeABC i jest kodowany w chromosomalnym DNA [8].
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Szczepy C. jejuni wykazuja obecno$¢ dodatkowego systemu pomp o nazwie CmeDEE
Badania przeprowadzone przez Akiba i wsp. [1] dowiodly réwnorzednej roli Cme-
ABC i Cme DEF w procesie usuwania chemioterapeutykéw z wnetrza komorki.

Gen tetO, odpowiedzialny za narastanie opornosci Campylobacter spp. na tetra-
cykliny zlokalizowany jest w plazmidowym (plazmidy koniugacyjne) lub chromo-
somalnym DNA bakterii [5]. Produkt tego genu - biatko TetO powoduje obnizenie
zdolnosci wigzania si¢ tetracyklin z podjednostka 30S rybosomu, czego wynikiem
jest brak inhibicji syntezy tancucha polipeptydowego w komorce bakteryjne;j.

Oporno$¢ szczepdw Campylobacter spp. na makrolidy jest efektem mutacji w do-
menie V, w genie 23S rRNA, w pozycji 2075 (A->G) oraz 2074 (A>C) (homologicz-
ne miejsca znajdujg si¢ w przypadku E. coli w pozycji 2058 i 2059). W pozycji 2074
dochodzi do transwersji adeniny cytozyna, natomiast w pozycji 2075 do tranzycji
adeniny w guanine. Mutacje te powoduja zmiane strukturalng bakteryjnego rybo-
somu, przez co nie jest on w stanie wigzac si¢ z antybiotykiem [4].

Celem pracy byta analiza lekowrazliwosci szczepow Campylobacter spp. izolowa-
nych od drobiu oraz ptakéw dzikich, a takze ocena korelacji miedzy wystepowa-
niem mutacji/genéw warunkujacych opornos¢ szczepéw Campylobacter spp., izolo-
wanych od drobiu, na chemioterapeutyki a ich opornoscia stwierdzong przy uzyciu
wskaznika MIC (Minimal Inhibitory Concentration).

Materiat i metody

Material do badan stanowily 73 szczepy Campylobacter spp. wyizolowane od drobiu
(kurczeta rzezne, nioski towarowe) w latach 1994-1996 oraz 314 szczepow Campy-
lobacter spp. wyizolowanych od drobiu (kurczat rzeznych, indykéw rzeznych oraz
niosek towarowych) w latach 2005-2008. Laczna liczba szczepéw wynosita 387 izo-
latow, z czego 57,1% stanowit C. jejuni, a 42,9% C. coli.

W przypadku ptakéw wolno zyjacych materiat stanowily 32 szczepy Campylo-
bacter spp. pozyskane z trzech gatunkéw ptakow zerujacych w srodowisku wod-
nym: kaczki krzyzéwki (23 szczepy), kormorana czarnego (5 szczepéw) oraz uhli
(4 szczepy Campylobacter).

Wrazliwos¢ szczepdw Campylobacter spp. wyizolowanych od drobiu okreslano
za pomocg wskaznika MIC, zgodnie z zaleceniami CLSI [2], natomiast od ptakow
wolno zyjacych - za pomocg paskow Etest® (Bio Merieux, Francja) dla wybranych
chemioterapeutykéw.

Przy uzyciu metody PCR - RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism -
polimorfizm diugosci fragmentéw restrykcyjnych DNA), z wykorzystaniem enzy-
mow restrykcyjnych Rsal i Alwll poszukiwano mutacji w genomie Campylobacter
spp. odpowiedzialnych za wystepowanie opornosci, odpowiednio na fluorochino-
lony i makrolidy.
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Natomiast wykorzystujac reakcje PCR i odpowiednie pary primeréw, wykrywa-
no obecnos¢ genu tetO warunkujacego opornos¢ badanych bakterii na tetracykline.

Wyniki i omowienie

Wyniki badan dotyczace wrazliwosci szczepdw Campylobacter spp. na wybrane

chemioterapeutyki, oznaczonej za pomocg wskaznika MIC u drobiu, zamieszczo-
no w tabeli 1.

Tabela I. Liczba (%) szczepéw Campylobacter spp. izolowanych od drobiu w latach 2005-2008
oraz zgromadzonych w latach 1994-1996 wykazujacych srednig wrazliwos¢ i oporno$¢ na wy-
brane chemioterapeutyki przeciwbakteryjne

Okres . Grupa Liczba (%) szczepéw opornych
. Liczba .
pozyskania szczeDOW technologiczna
szczepow P drobiu CIP ENR TET ERY

192 kurczeta rzezne | 164 (85,4) | 168 (87,5) | 36 (17,7) 3(1,6)

2005-2008 99 indyki 97 (98,0) 99 (100,0) 86 (86,9) 0
23 nioski towarowe | 22(95,7) | 23(100,0) | 22(95,7) 0
Razem 283(90,2) | 290 (92,3) | 144 (45,9) 3(0,9)
55 kurczeta rzezne 24 (43,6) 27 (43,6) 0 0

1994-1996
18 nioski towarowe 11 (61,1) 11 (61,1) 0 0
Razem 35 (47,9) 38 (52,1) 0 0

Tabela 2. Liczba (%) szczepow Campylobacter spp. izolowanych od drobiu w latach 2005-2008
oraz zgromadzonych w latach 1994-1996 (szczepy muzealne) zawierajacych mutacje/geny wa-
runkujgce opornos¢ na fluorochinolony, tetracykliny oraz makrolidy

Szczepy pozyskane w latach .
1994-1996 Szczepy izolowane w latach 2005-2008
Szczepy Nioski Kurczeta Nioski
Kurczeta , ;
rzesne (n=55) towarowe rzezne towarowe | Indyki (n=99)
- (n=18) (n=192) (n=23)
Liczba (%) szcze-
. iadaiacvch
pow posiadajacych |, 5 ) 8 (44,4) 151(78,6) | 15(652) | 84(848)
mutacje w genie
gyrA
Liczba (%) szcze-
péw posiadajacych | 6(10,9) 3(16,7) 73 (38,0) 22 (95,7) 86 (86,9)
gen tetO
Liczba (%) szcze-
pow posmda)a{cych 0 0 0 0 0
mutacje w genie 23S
RNA
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Na podstawie przeprowadzonych badan molekularnych stwierdzono, ze naj-
wyzszy odsetek szczepdéw posiadajacych mutacje w genie gyrA (84,8%), warun-
kujaca oporno$¢ na fluorochinolony, wystepowal w grupie szczepéw Campylo-
bacter spp. izolowanych od indykow w latach 2005-2008 (tab. 2). W pozostatych
grupach technologicznych ptakéw: kurczat brojleréw, niosek towarowych odse-
tek szczepoéw wykazujacych mutacje w genie gyrA wynosil odpowiednio 78,6,
65,2%. Wsrdd szczepow pozyskanych w latach 1994-1996, w grupie izolatow od
kurczat rzeznych oraz niosek towarowych, odsetek szczepdéw posiadajacych mu-
tacje w genie gyrA byl nizszy i wynosit odpowiednio 25,5 oraz 44,4%.

Poréwnujac wyniki otrzymane w zakresie opornosci Campylobacter spp.
na fluorochinolony (ciproflokscyna i enrofloksacyna), oznaczonej za pomoca
wskaznika MIC z metodami molekularnymi, stwierdzono wyzszy odsetek szcze-
péw opornych w grupie poddanej badaniu z wykorzystaniem wskaznika MIC.
Odsetek izolatéw zgromadzonych w latach 1994-1996 opornych na fluorochino-
lony wynosit w zakresie od 47,9 do 52,1%, podczas gdy odsetek szczepdw posia-
dajacych mutacje w genie gyrA wynosil 30,1%. Podobng zaleznos¢ stwierdzono,
analizujac szczepy pozyskane w latach 2005-2008, gdzie odsetek opornych na
fluorochinolony szczepdéw miescit si¢ w zakresie od 90,2 do 92,3%, podczas gdy
odsetek szczepow posiadajacych mutacje w genie gyrA wynosit 79,6%. Rézni-
ca miedzy odsetkiem szczepow opornych a posiadajacych mutacj¢ w genie gyrA
moze wynika¢ z innych mechanizméw warunkujacych opornos¢ Campylobac-
ter spp. na fluorochinolony, a ktérych nie objeto badaniem, np. obecnos¢ syste-
mu pomp (efflux pump) zlokalizowanych w btonie komdrkowej Campylobacter
spp.» obecno$¢ mutacji w genie gyrB lub parC, parH [6]. Pompy bltonowe stano-
wig dodatkowy mechanizm obronny bakterii przed niekorzystnymi substancja-
mi i razem z mutacjg w genie gyrA przyczyniaja sie do zwiekszenia wartos$ci MIC
dla poszczegoélnych szczepdw Campylobacter spp. Dodatkowo, Campylobacter
spp- wykazuje duza podatno$¢ na mutacje w genie gyrA, do ktdérej dochodzi juz
w trakcie stosowania chemioterapii [9, 10].

Na réwnie wysokim poziomie ksztaltowal si¢ odsetek szczepdéw izolowanych
w latach 2005-2008, posiadajacych gen tetO, warunkujacy opornos¢ na tetra-
cykliny (tab. 2). Wsrod izolatéw pozyskanych ze stad kurczat rzeznych odsetek
szczepow posiadajacych ten gen wynosit 38%, w stadach indykow 86,9% a wéréd
szczepow izolowanych ze stad niosek 95,7%. Najnizszy odsetek szczepéw wyka-
zujacych obecnos¢ genu tetO stwierdzono wsrdd szczepdw muzealnych, w gru-
pie kurczat rzeznych - 10,9%, natomiast w grupie niosek towarowych - 16,7%.

Poréwnujac wyniki badan wtlasnych dotyczace opornosci szczepdw Campylo-
bacter spp. na tetracykling, oznaczong za pomocg wskaznika MIC, oraz wyni-
ki dotyczace obecnosci genu tetO, stwierdzono, ze sa one identyczne i wynosza
odpowiednio 95,7% dla izolatéw od kur niosek i 86,9% dla izolatéw od indykéw
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rzeznych. Wérod szczepdéw izolowanych od kurczat rzeznych w latach 2005-2008
opornos¢ na teracykling wykazywato 17,7% izolatéw (wskaznik MIC), za$ u 38%
stwierdzono obecnos¢ genu tetO. Natomiast wszystkie (100%) szczepy pozyska-
ne w latach 1994-1996 wykazywaly pelng wrazliwos¢ na tetracykline (wskaznik
MIC), za$ badaniem PCR stwierdzono u 12,3% szczepdéw obecno$¢ genu tetO.
Wyzszy odsetek szczepdw posiadajgcych gen tetO w odniesieniu do odsetka szcze-
pow opornych, oznaczonych za pomocg wskaznika MIC, §wiadczy¢ moze o braku
ekspresji lub aktywnosci genu tetO.

W badaniach wlasnych w grupie szczepéw izolowanych w latach 2005-2008
stwierdzono bardzo niski odsetek izolatéw wrazliwych na erytromycyne, zaledwie
14,3%. Najwigcej szczepow izolowanych w latach 2005-2008 wykazywato srednia
wrazliwo$¢ na erytromycyne. Wérdd izolatéw pozyskanych ze stad indykoéw i kur-
czat rzeznych odsetek szczepow $rednio wrazliwych i opornych na erytromycy-
ne wynosil odpowiednio 100 i 86,9%. Nie wykazano natomiast wérdd szczepow
Campylobacter spp. wyizolowanych od drobiu w latach 2005-2008 oraz zgroma-
dzonych w latach 1994-1996 szczep6w posiadajacych mutacje w genie 23S rRNA,
warunkujacg oporno$¢ na makrolidy, co moze by¢ zwigzane z obecnoscig dodat-
kowych mechanizméw odpowiedzialnych za powstawanie opornych szczepow -
efflux pumps. Jest to system pomp blonowych, ktérego celem jest aktywne wy-
pompowywanie z wnetrza komorki niekorzystnych dla niej substancji. Badania
Lin i wsp. [7] dowodza, ze inaktywacja podjednostki CmeB wchodzacej w sktad
wymienionych pomp obniza w znacznym stopniu wartos¢ MIC dla poszczegdl-
nych szczepow.

W przypadku 32 szczepdw pochodzacych od ptakéw wolno zyjacych 15,63% wy-
kazywalo opornos¢ na dziatanie ciprofloksacyny, natomiast 6,25% na dzialanie te-
tracykliny. W odniesieniu do erytromycyny zaden z badanych szczepéw nie wyka-
zal pelnej opornosci, natomiast szczepy $rednio wrazliwe stanowily 15,63%. Wsrod
izolatow Campylobacter spp. pozyskanych od ptakéw wolno zyjacych nie wykryto
szczepdw o $redniej wrazliwosci na dzialanie ciprofloksacyny oraz tetracykliny. Po-
zostale szczepy, tj. odpowiednio az 84,37% w przypadku ciprofloksacyny i erytro-
mycyny oraz 93,75% w odniesieniu do tetracykliny, okazaty sie szczepami wrazli-
wymi na dziatanie powyzszych chemioterapeutykow.

Podsumowujgc, wyniki badan wlasnych wskazuja, ze w Polsce mamy do czynie-
nia ze zjawiskiem narastania opornosci na fluorochinolony, tetracykliny czy makro-
lidy szczepow Campylobacter spp. izolowanych od drobiu, co moze wynika¢ ze zbyt
powszechnego, niekontrolowanego uzycia tych chemioterapeutykéw w celach lecz-
niczych. W konsekwencji stwarza to zagrozenie dla konsumentéw, dla ktérych za-
nieczyszczone drobnoustrojami Campylobacter spp. migso drobiowe moze by¢ zré-
dlem opornych bakterii.

46



Pojawienie si¢ szczepdw lekoopornych w populacji ptakéw wolno zyjacych wska-
zuje na wage rozwijajacego sie zjawiska narastajacej opornosci wobec powszechnie
stosowanych chemioterapeutykéw oraz podkresla role dzikich ptakéw jako poten-
cjalnego transmitera lekoopornych szczepow Campylobacter spp. z ptakdéw do sro-
dowiska.
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Lekoopornosc¢ Escherichia coli
izolowanych od ptakow

Antimicrobial resistance
of Escherichia coli isolated from birds

Escherichia coli jest jedna z najistotniejszych przyczyn strat ekonomicznych w pro-
dukcji drobiarskiej. Liczne, pierwotne i wtérne infekcje uktadu oddechowego i po-
karmowego, uogdlnione posocznice oraz zakazenia miejscowe, jak na przyklad
cellulitis lub zapalenie pepka i woreczka zéttkowego, powoduja wysoka zachoro-
walnos¢ i $miertelno$¢ u drobiu. Zakazenia te sg tradycyjnie leczone antybiotykami
lub fluorochinolonami. Chemioterapeutyki pierwotnie bardzo skuteczne w kontro-
lowaniu zakazenia E. coli po pewnym okresie ich stosowania, z powodu nabywanej
przez bakterie opornosci na te zwigzki, staja si¢ nieskuteczne. Coraz czesciej noto-
wana jest wieloopornoé¢ (multiple drug resistance (MDR), to znaczy dany szczep
bakterii oporny jest na kilka grup antybiotykéw jednoczesnie [17, 18]. Lekoopor-
nos$¢ jest naturalnym procesem obronnym drobnoustroju, niezb¢dnym do prze-
trwania w obecnosci bakteriostatycznego lub bakteriobdjczego leku. W obecno-
$ci antybiotyku miedzy komdérkami bakteryjnymi moze dochodzi¢ do przekazania
materialu genetycznego determinujgcego lekoopornosé¢ na drodze kilku ztozonych
proceséw: transdukcji — przeniesienia materialu genetycznego przez bakteriofaga,
koniugacji - przeniesienia materialu genetycznego na plazmidach lub transpozo-
nach miedzy komoérkami tego samego gatunku lub réznych gatunkéw i w koncu
transformacji - umieszczeniu w genomie wolnego DNA zawierajacego geny opor-
noéci. Innymi istotnymi mechanizmami uzyskiwania opornosci przez bakterie
moga by¢ ,,pompy biatkowe” (tzw. efflux pomp), ktére usuwaja chemioterapeutyk
z komorki, oraz umiejetnos¢ syntezy enzymow rozkladajacych lub dezaktywuja-
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cych leki. Czasem usuniecie presji selekcyjnej, jaka jest obecnos¢ danego chemiote-
rapeutyku, powoduje powr6t pelnej wrazliwosci na ten lek, niemniej czesciej dany
typ opornosci moze utrzymywac si¢ dtugo po zaprzestaniu stosowania chemiote-
rapeutyku [3]. Dominujacymi grupami lekéw przeciwdrobnoustrojowych stosowa-
nych w Polsce u drobiu sg fluorochinolony, antybiotyki 3-laktamowe i tetracykliny
- ogo6lem ponad 90% [6].

Wybér chemioterapeutyku stosowanego do leczenia kolibakteriozy jest czesto
ograniczony z jednej strony kosztem leku a z drugiej nasileniem choroby w stadzie.
Wybér lekéw stosowanych w leczeniu kolibakteriozy jest ograniczony i obejmuje
najczesciej fluorochinolony, rzadziej sulfonamidy, polimyksyny i tetracykliny oraz
ostatnio fenikole. Uwaza sig, ze ograniczona mozliwos¢ wyboru chemioterapeuty-
kéw w terapii zakazen drobiu powodowanych przez E. coli stosowana przez lata spo-
wodowala presje selekcyjna i fakt dominacji szczepéw E. coli opornych na fluoro-
chinolony, tetracykliny, sulfonamidy i antybiotyki -laktamowe.

Fluorochinolony - enrofloksacyna i flumechina ze wzgledu na ich dostgpnos¢
i relatywnie niska cen¢ sa powszechnie stosowane w zwalczaniu kolibakteriozy
u drobiu. Mechanizm dziatania fluorochinolonéw polega na szybkim i nieodwra-
calnym hamowaniu replikacji DNA bakteryjnego. Przylaczaja sie one do podjed-
nostki GyrA gyrazy oraz ich odpowiednika ParC w topoizomerazie IV, po czym na-
stepuje przeciecie obu nici DNA przez gyraze lub topoizomeraze IV. Doprowadza
to do $mierci komorki bakteryjnej w wyniku obecnosci przerw w DNA i uniemoz-
liwienia przemieszczania si¢ polimerazy wzdtuz nici kwasu nukleinowego. Opor-
no$¢ bakterii na fluorochinolony jest wynikiem punktowych mutacji chromosomo-
wych, ktére najczesciej wystepuja w obrebie gendéw kodujacych miejsca docelowe
tych chemioterapeutykdéw, czyli gyraze oraz topoizomeraz¢ IV. W obrebie genow
kodujacych te podjednostki moze by¢ wiele réznych mutacji punktowych, przy
czym najczgsciej obserwuje si¢ substytucje na obszarze genu gyrA kodujacym ami-
nokwasy 67-106, ktéry nazywany jest obszarem warunkujacym opornos¢ na chi-
noliny (QRDR - ang. Quinolone Resistance Determining Region). Substytucje te
w pierwszej kolejnosci dotycza seryny83, a nastepnie asparaginy87, natomiast w ge-
nie parC, seryny80 i glutaminy84. Wynikiem mutacji jest modyfikacja miejsc do-
celowych fluorochinolonéw, co utrudnia aktywnos¢ tych chemioterapetykow lub
niemal calkowicie ja uniemozliwia [4, 12]. Powszechny u Enterobacteriaceae jest
plazmid PMQR (plasmid-mediated quinolone resistance, ktéry pierwotnie wykryto
u Klebsiella pneumonie. Zawarty w nim miedzy innymi gen gnrA koduje 218 amino-
kwasowg proteing chronigcg DNA przed przylaczeniem fluorochinolonu do gyrazy
i topoizomerazy IV [2].

Tetracykliny to antybiotyki o szerokim spektrum dziatania oraz niskiej toksycz-
nosci. Ze wzgledu na te cechy oraz niskie koszty terapii sa one czgsto stosowane za-
réwno w terapii ludzi, jak i zwierzat. Z tej grupy antybiotykéw ,,popularna” wsrdéd
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lekarzy jest doksycyklina i oksytetracyklina. Mechanizm ich dzialania polega na
hamowaniu syntezy bialka poprzez wigzanie si¢ do podjednostki 30S rybosomu.
Oporno$¢ na tetracykliny najczesciej wynika ze zdolnosci szczepéw do syntezy
pomp efflux typu MFS, ktdra aktywnie usuwa antybiotyki z komdrki. Pompa ta ko-
dowana jest przez geny tet, ktére moga znajdowac si¢ zardwno na plazmidzie, jak
i w chromosomie. Do rzadziej wystepujacych mechanizméw opornosci na te an-
tybiotyki nalezy ochrona rybosoméw przed zwigzaniem tetracyklin, enzymatycz-
na inaktywacja leku, mutacja 16S rRNA oraz zmniejszenie przepuszczalnosci $cian
bakteryjnych. Geny opornosci tet koduja nie tylko pompe efflux, ale takze biatka
chronigce rybosom [12, 14].

Antybiotyki f-laktamowe to szeroko stosowana grupa antybiotykéw bakteriobdj-
czych. Do tej grupy antybiotykéw zaliczamy: penicyliny, cefalosporyny, karbape-
nemy, monobaktamy. Mechanizm dziatania penicylin jako antybiotykéw polega na
blokowaniu aktywnos$ci enzymdw bakteryjnych - transpeptydaz (PBP) biorgcych
udzial w ostatnim etapie syntezy peptydoglikanu $ciany komorki bakteryjnej. An-
tybiotyki te majg wigzanie beta-laktamowe, ktére ulega rozerwaniu pod wpltywem
okreslonych enzymow, tzw. B-laktamaz produkowanych przez liczna Gram- ujemne
i Gram-dodatnie bakterie. Niektore E. coli wytwarzajg ten enzym konstytutywnie, to
znaczy niezaleznie od tego, czy w srodowisku znajduje si¢ antybiotyk B-laktamowy,
czy nie. Jednym z najczesciej wystepujacych plazmidowych enzyméw o aktywnosci
B-laktamazy u Enterobacteriaceae jest TEM-1 kodowany przez gen blaTEM-1 [11].
Z antybiotykéw B-laktamowych (z grupy aminopenicylin) u drobiu czesto stosowa-
na jest amoksycylina, zwlaszcza do zwalczania tzw. dysbakteriozy przewodu pokar-
mowego.

Celem pracy bylo okreslenie minimalnych stezent hamujacych (MIC - Minimal
Inhibitory Concetration) dla wybranych chemioterapeutykéw oraz prewalencji ge-
néw warunkujacych lekooporno$é u szczepow E. coli wyizolowanych z przypadkow
klinicznej kolibakteriozy od kurczat brojleréw, indykéw rzeznych, gesi, kaczek i kur
niosek oraz poréwnania ich z lekoopornoscia szczepéw izolowanych od zdrowego
drobiu i ptakéw wolno zyjacych.

Materiat i metody

Szczepy E. coli izolowano w latach 2011/2012 (n=200) oraz w 2001 (n=65). W gru-
pie izolatéw z lat 2011/2012 od kurczat brojleréw pochodzito 50 szczepéw, od indy-
kéw rzeznych 61, od kur niosek 38, od drobiu wodnego 28, oraz 23 szczepy od ptakow
dzikich. Z kolei w grupie izolatéw z 2001 r. 33 pochodzity od kurczat rzeznych, 15 od
indykéw i 17 od drobiu wodnego. Szczepy izolowano z narzagdéw wewnetrznych (wa-
troba, pluca, serce), ktore posiewano na podloze McConkey’a, (Merck, Niemcy) i in-
kubowano 18 godzin w temp. 37°C. Pojedyncze charakterystyczne, laktozododatnie
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kolonie reizolowano na podtoze agar odzywczy (Merck, Niemcy), a nastepnie zabez-
pieczano do dalszych badan w Microbanku (Pro-lab, Kanada) w temp. -70°C. Dla wy-
izolowanych szczepéw okreslono MIC dla amoksycykliny (zakres 0,016-256 ug/ml),
tetracykliny (zakres 0,016-256 pg/ml) oraz enrofloksacyny (zakres 0,002-32 pg/ml)
metodg Etest (BioMerieux, Francja) na podfozu Mueller-Hintona (bioMeriuex, Fran-
¢ja) zgodnie z instrukcjg producenta. Jako szczep referencyjny zastosowano E. coli
ATCC 25922. Dla poszczegolnych grup szczepow izolowanych od réznych gatunkéw
ptakéw wyznaczono MIC50 (minimalne stezenie hamujace 50% badanej populacji
bakterii) oraz MIC90 (minimalne st¢zenie hamujace 90% badanej populaciji).

U wyizolowanych szczepdéw E. coli przy uzyciu reakcji PCR okreslono réwniez
prewalenje¢ genéw warunkujacych opornosci na wybrane chemioterapeutyki: geny
pompy eftlux tetA, tetB, tetC, tetD [13], odpowiedzialne za oporno$¢ wzgledem te-
tracyklin, geny blaTEM, blaCMY, blaCTX i blaSHV [13], kodujace cztery rézne
B-laktamazy, warunkujgce oporno$¢ na antybiotyki B-laktamowe oraz kodowanego
plazmidowo, warunkujacego oporno$¢ na fluorochinolony genu gnr [9].

Wyniki i dyskusja

Warto$¢ MIC dla enrofloksacyny u badanych szczepéw E. coli byla zawarta w prze-
dziale od 0,047 do 32 pg/ml. Najwyzsza lekoopornoscia na enrofloksacyne, na po-
ziomie 63% szczepow opornych (warto$s¢ MIC powyzej 2 pg/ml), wykazywaly szcze-
py pochodzace od gesi i kaczek hodowlach z 2011/2012 r. U ponad 40% szczepow
z tej grupy MIC byt réwny lub wyzszy od 32 pg/ml. Natomiast wsrod izolatow E. coli
22001 r. odsetek szczepéw opornych wynosit 41%. W ciggu 10 lat MIC50 dla szcze-
pow pochodzacych od tej grupy ptakow wzrést z 0,064 do 6 pug/ml enrofloksacyny.
Podobng tendencje zaobserwowano réwniez w grupie szczepdéw E. coli izolowa-
nych od indykéw. Szczepy z roku 2001 byty oporne jedynie w 16,7% a szczepy z lat
2011/2012 az w 27,3%. Dla poréwnania, badania przeprowadzone w potudnio-
wych Chinach na szczepach E. coli izolowanych od drobiu wykazaly opornos¢ na
enrofloksacyne¢ na poziomie 38,3% [19]. Co niepokojace, zaobserwowano réwniez
szczepy oporne na enrofloksacyne wéréd izolatéw od ptakéw dzikich (ponad 10%).
Informacje o genetycznym podlozu odpornosci na enrofloksacyne u ptasich szcze-
pow E. coli zostaly opisane w kilku badaniach. Badania Girauda i wsp. [7], podob-
nie jak Yang’a i wsp. [9] wykazaly u szczepow ze zwigkszong wartoscig MIC dla en-
rofloksacyny obecno$¢ pojedynczej lub podwojnej mutacji w genie gyrA i mutacje
w genie parC. Doniesienia literaturowe wspominaja réwniez o obecnosci plazmido-
wego genu gnr [2, 16]. W badaniach wlasnych w polskich szczepach stwierdzono go
u ponad 40% izolatow.

Warto$¢ MIC dla tetracykliny oznaczono na poziomie miedzy 0,75 a 256 ug/ml.
Podobnie jak w przypadku enrofloksacyny najwyzszg oporno$¢ wykazaly szczepy
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E. coli pochodzace od drobiu wodnego - ponad 85% szczepow opornych (MIC po-
nad 16 pg/ml). W grupie szczepdw izolowanych od kurczat brojleréw z1at 2011/2012
przewazaly szczepy oporne na te antybiotyki (71,8% w poréwnaniu z 45,5%
szczepow opornych w grupie izolowanych od indykéw i zaledwie 27% izolowanych
od kur niosek). W podobnych badaniach przeprowadzanych w Irlandii w 2000 r.
62,5% izolatéw pochodzace od indykéw wykazywalto opornos¢ na tetracykliny [5].
Dodatkowo stwierdzono réznice w wartosciach MIC50 dla szczepdw E. coli pocho-
dzacych od réznych grup wiekowych indykow. MIC50 dla tetracykliny - dla szcze-
pow pozyskanych od pisklat indyczych wynosit 8 ug/ml a dla szczepéw izolowa-
nych od ptakéw starszych az 96 ug/ml. Z badanych czterech genow tet kodujacych
pompy eftlux, a odpowiedzialnych za oporno$¢ na tetracykliny, najczgsciej notowa-
no obecno$¢ genu tetA (okoto 70% izolatéw). Podobnie wysoki odsetek obecnosci
tego genu stwierdzano u szczepéw pochodzacych od kur niosek w Szwajcarii [11].
Pozostate geny tetB, tetC i tetD stwierdzano u mniej niz kilkunastu procent bada-
nych szczepow.

Warto$¢ MIC dla amoksycyliny u badanych E. coli wynosita miedzy 0,125
a 256 pg/ml. Ponad 85% szczepow od kaczek i gesi hodowlanych bylo opornych na
amoksycyline. Oporno$¢ na poziomie 50,0% stwierdzono réwniez w grupie szcze-
pow zgromadzonych od ptakéw wolno zyjacych. Podobnie, w grupie szczepéw izo-
lowanych od kurczat brojlerow z lat 2011/12 przewazaly szczepy oporne na ten an-
tybiotyk — 71,8%. Stwierdzono réwniez znaczne réznice w wartosciach MIC50 dla
szczepdw E. coli pochodzacych od réznych grup wiekowych indykéw. Dla szcze-
pow izolowanych od pisklagt MIC50 dla amoksycyliny wynosit 3 ug/ml, a dla pta-
koéw starszych az 256 pug/ml. Ponadto w genomach badanych szczepdw stwierdzono
obecno$¢ gendéw kodujacych B-laktamazy. U ponad 60% badanych szczepow stwier-
dzono gen blaTEM, a gen blaCMY u zaledwie kilkunastu procent. Podobne wyniki
badan uzyskano u izolatéw od drobiu w Australii [15].

Problem kliniczny, jakim jest kolibakterioza drobiu, moze by¢ kontrolowany przez
antybiotykoterapie, ktdra niesie ze soba ryzyko pozostalosci lekéw w miesie i jajach
oraz narastanie lekoopornosci bakterii. Niepokojacy jest rowniez, obserwowany od
kilkunastu lat, wyrazny wzrost zuzycia antybiotykéw w przeliczeniu miligraméw na
kilogram masy ciala zwierzat. Przykladowo w Holandii w ciagu kilku ostatnich lat
podwoita sie liczba stosowanych antybiotykéw oceniana w mg/kg m.c. [1]. W zwigz-
ku z tym ogloszono tam program redukcji stosowania chemioterapeutykdéw w pro-
dukeji zwierzecej w latach 2009-2013.

Wyselekcjonowane, oporne szczepy bakteryjne moga by¢ zrédlem genéw opor-
nosci dla innych szczepéw, co stanowi zagrozenie réwniez dla cztowieka. Wynika
to ze wspomnianej wczesniej mozliwosci rozprzestrzeniania sie genéw opornosci
na ruchomych elementach genetycznych takich jak plazmidy, transpozony czy inte-
grony. Transfer determinantéw opornosci moze zachodzi¢ zaréwno pomiedzy roz-
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nymi gatunkami jak i rodzajami bakterii, co oznacza, ze mozliwe jest przeniesienie
opornosci ze szczepow chorobotwoérczych dla zwierzat do patogenéw ludzkich [8].
Oporne szczepy pochodzace od drobiu moga zakaza¢ ludzi bezposrednio lub po-
przez zywnos¢, o czym $wiadczy wysoka prewalencja opornych szczepéw E. coli
w produktach drobiowych oraz ich podobienstwo molekularne do opornych izola-
tow pochodzacych od ludzi [10].

Ponizsze informacje w zakresie nabywania opornosci przez drobnoustroje na che-
mioterapeutyki powinny stuzy¢ lekarzom weterynarii, aby chemioterapetyki mogty
by¢ jak najdtuzej skutecznym narzedziem do zwalczania groznych infekeji.

Praca wykonana w ramach projektu badawczego nr N N308 569239 MNiSW.
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Immunizacja zywa modyfikowang
szczepionka przeciwko Escherichia
coli skutecznym narzedziem

w walce z kolibakterioza drobiu

Immunisation with a live modified
Escherichia coli vaccine reduces
mortality and lesions

due to colibacillosis in poultry

Problemy zdrowotne na tle Escherichia (E.) coli stanowig gléwne zrédio niepokoju
wszystkich segmentéw produkcji drobiarskiej. Zakazenia E. coli u drobiu wywolu-
ja kolibakterioze, chorobe charakteryzujaca sie wielonarzagdowymi zmianami oraz
stanowig wazng przyczyne konfiskat w procesie obrobki poubojowej, co skutkuje
stratami ekonomicznymi [1]. Celem prowadzonych badan byta ocena skuteczno$ci
zastosowanej zywej modyfikowanej szczepionki przeciw E. coli u kurczat i indykow.
Szczepionka zawiera szczep E. coli pozbawiony genu aroA. Utrata funkcji genu aroA
skutkuje zahamowaniem wzrostu in vivo poprzez zwigkszenie zapotrzebowania na
metabolity aromatyczne. Szczep szczepionkowy jest niezdolny do namnazania oraz
przetrwania w §rodowisku i moze wzrasta¢ wylacznie na podlozu TSA, natomiast
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nie wzrasta na podiozach podstawowych, niewzbogaconych. Skutecznos¢ szczepie-
nia byla badana na kurczetach SPF, kurczgtach komercyjnych (hodowlanych) oraz
na indykach. Zastosowano rézne programy szczepien, przez co ptaki utrzymywane
w warunkach laboratoryjnych zostaly poddane zakazeniom w réznych przedziatach
czasowych. Stopien $miertelnosci oraz wystgpienie zmian w postaci zapalenia osier-
dzia, zapalenia torebki watroby, zapalenie workéw powietrznych i cellulitis zostaly
poréwnane z grupg kontrolng ptakéw nie szczepionych.

W celu oceny skutecznos$ci zywej szczepionki E. coli w warunkach terenowych -
podjete zostaly badania prowadzone na duza skale. Por6wnanie otrzymanych wyni-
kéw w zakresie $miertelnosci, przeprowadzonych konfiskat oraz parametréw pro-
dukcji, podobnie jak odsetka stad wymagajacych leczenia antybiotykami, zostanie
przedstawione w trakcie wykladu na konferencji.
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Charakterystyka bakteriofagow
izolowanych ze srodowiska

oraz ocena ich wtasciwosci litycznych
w stosunku do szczepow

Escherichia coli uzyskanych

z przewodu pokarmowego drobiu

Characterization of bacteriophages
isolated from the environment

and evaluation of their Iytic properties
against Escherichia coli strains obtained
from the gastrointestinal tract of poultry

Drobnoustroje wywolujace zakazenia przewodu pokarmowego u drobiu stanowia
jedna z gtéwnych przyczyn strat ekonomicznych w wielkostadnej produkcji dro-
biu. Stosowana dotychczas antybiotykoterapia niesie za sobg ryzyko w postaci po-
zostalosci lekow w migsie i jajach, a takze nabywania oporno$ci drobnoustrojow
na stosowane chemioterapeutyki. Opublikowany w 2012 r. raport Europejskiego
Urzedu ds. Bezpieczenistwa Zywnos$ci (EFSA) dokumentuje fakt izolacji od kur-
czat brojlerow 30% szczepow E. coli, opornych na ciprofloksacyne, ampicyline, te-
tracykling oraz sulfonamidy [1]. Jedng z proponowanych metod alternatywnych
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jest wykorzystanie bakteriofagéw jako naturalnych wiruséw swoistych dla okre-
slonych grup bakterii. Wykorzystanie bakteriofagéw izolowanych ze $rodowisk
bytowania zwierzat przyczynia si¢ do ograniczenia wystepowania drobnoustro-
jow patogennych. Terapie fagows, w ktérej wykorzystywane sg wirusy majgce
zdolno$¢ niszczenia bakterii, wymienia si¢ najczesciej jako alternatywna i efek-
tywna metode zwalczania zakazen patogenami, ktére cechuja si¢ opornosécia na
antybiotyki [2, 5].

Wykorzystanie fagéw w przemysle drobiarskim moze nie tylko wykluczy¢ znacz-
ne straty ekonomiczne bedace wynikiem zakazen drobnoustrojami patogennymi,
ale takze zmniejszy¢ koszty leczenia oraz ograniczy¢ ryzyko zakazen drobnoustro-
jami zoonotycznymi u ludzi.

Z uwagi na szeroko rozpowszechnione zakazenia E. coli u drobiu przeznaczonego
do konsumpcji oraz narastajaca lekoopornos¢ na antybiotyki celem pracy byta izo-
lacja oraz charakterystyka morfologiczna bakteriofagéw swoistych dla E. coli izolo-
wanych od drobiu, ze zréznicowanych srodowisk hodowlanych oraz analiza wlasci-
wosci litycznych fagéw w stosunku do pozyskanych szczepéw bakteryjnych.

Materiat i metody

Material do badan stanowily terenowe izolaty Escherichia coli uzyskane z przewo-
du pokarmowego kurczat brojleréw po uboju, pochodzace ze zréznicowanych $ro-
dowisk hodowlanych z obszaru potudniowo-wschodniej Polski. Izolacje szczepow
prowadzono na podtozu wybiérczo-réznicujacym MacConkey. Plytki inkubowano
w warunkach tlenowych w temp. 37°C przez 24 godz. Celem potwierdzenia przy-
naleznosci gatunkowej kolonie bakteryjne przesiewano na podloze chromogenne
- TBX i inkubowano w warunkach tlenowych w temp. 44°C przez 24 godz. Profi-
le antybiotykowe wykonano, opierajac si¢ na okresleniu MIC zgodnie z zalecenia-
mi CLSI. W ocenie wykorzystano ciprofloksacyne (0,125-64 mg/l), enrofloksacyne
(0,5-256 mg/1), amoksycyling (1-512 mg/1), ampicyline (0,5-256 mg/1), gentamycy-
ne (0,25-128 mg/1), tetracykline (0,25-128 mg/1) oraz chloramfenikol (0,5-256 mg/1).
Test wykonano na 96-dotkowej ptaskodennej mikroplytce (NUNC). Odczyt wykony-
wano po 24 godz. w czytniku do ELISA (BioRad) przy dtugosci fali 660 nm.

Bakteriofagi izolowano z katu pochodzacego od drobiu grzebigcego. Do ich izo-
lacji wykorzystano szczep referencyjny E. coli (ATCC 8739) oraz uzyskane izolaty
terenowe. W celu izolacji bakteriofagéw, 1 g kalu dodawano do 10 ml PBS o pH 7,4
zawierajacego 0,5 ml 18-godzinnej bulionowej hodowli szczepu E. coli. Probki in-
kubowane na wytrzasarce (120 rpm/30 min) odwirowano (12 000 x g/30min). Su-
pernatant wraz z 3-godzinna hodowla bakteryjng inkubowano na wytrzasarce (120
rpm), w temp. 37°C przez calg noc, a po odwirowaniu (12 000 x g/30 min) filtrowa-
no przez filtry strzykawkowe o $rednicy 0,451 0,22 pm (Millipore).
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Oceng wiasciwosci litycznych bakteriofagéw przeprowadzono testem tysinko-
wym z wykorzystaniem plytek dwuwarstwowych wedlug Huft i wsp. [4]. Miano
fagéw okreslono metoda rozcienczen w buforze TM o pH 7,4 [3]. Analiz¢ mor-
fologiczng uzyskanych bakteriofagéw wykonano w mikroskopie elektronowym,
analizujgc preparaty barwione negatywowo 2% octanem uranylu [6]. Kolejny etap
badan obejmowal okreslenie zakresu gospodarza wszystkich wyizolowanych bakte-
riofagéw w stosunku do wyizolowanych szczepéw E. coli.

Wyniki

W efekcie przeprowadzonych badan wyizolowano 96 szczepdw E. coli, wirdd kto-
rych wigkszo$¢ stanowily szczepy fagowrazliwe, oporne wzgledem amoksycyli-
ny, ampicyliny, ciprofloksacyny, enrofolksacyny i tetracykliny. Ogétem uzyskano
33 lizaty fagowe, ktérych gospodarzami byly szczepy terenowe oraz referencyjny
szczep E. coli (ATCC 8739).

Analiza morfologiczna uzyskanych bakteriofagéw przy uzyciu mikroskopu elek-
tronowego wykazala, ze wiriony fagéw maja strukture typowa dla rzedu Caudovira-
les. Cztery sposréd badanych fagéw zakwalifikowano do rodziny Myoviridae, nato-
miast pozostale zaliczono do rodziny Siphoviridae.

Uzyskane bakteriofagi wykazywaly aktywnos¢ lityczng w stosunku do 87 bada-
nych izolatéw E. coli, co stanowito 91% wszystkich badanych drobnoustrojéow. Mia-
no infekcyjnosci wyizolowanych bakteriofagéw wynosilo od 1,2 x 10°do 2,8 x 10"
pfu/ml. Najszerszym dzialaniem litycznym (40% izolatéw E. coli) cechowalo sie 10
bakteriofagow: 3 fagi (¢bal, ¢100, ¢106) nalezace do rodziny Myoviridae, uzyska-
ne ze szczepu referencyjnego E. coli (ATCC 8739) oraz szczepdw terenowych (el9,
e28), a takze 7 fagdw z rodziny Siphoviridae, w tym cztery (¢ba3, pba4, ¢ba5, pbat)
indukowane na szczepie referencyjnym oraz 3 uzyskane na szczepach terenowych
el47,e294 i e296.

Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna przyjaé, ze obecne w $rodowisku
przebywania zwierzat bakteriofagi wykazuja dziatanie bakteriobdjcze w stosunku
do lekoopornych szczepdw E. coli izolowanych od drobiu, co potwierdza wcze-
$niejsze wyniki innych autoréw o mozliwosci wykorzystania fagéw w zwalczaniu
zakazen wywotanych przez E. coli.
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Mechanizmy opornosci bakterii

na antybiotyki. Przyktady wrodzonej
| nabytej antybiotykoopornosci

u enterokokow

Mechanisms of bacteria resistance
to antibiotics. Types of intrinsic
and acquired antibiotics resistance
In enterococcus

Od czaséw odkrycia przez Fleminga penicyliny G i wprowadzenia jej do praktyki
klinicznej przez Floreya i Chaina wykryto tysigce substancji antybiotycznych, z kto-
rych wiele wykorzystuje si¢ w lecznictwie. Lawinowe pojawianie si¢ nowych lekéw
przeciwdrobnoustrojowych i bardzo szybki rozwoj antybiotykoterapii przyczynity
sie do znacznych zmian lekowrazliwosci bakterii. Bakterie przeciwstawiajg si¢ dzia-
taniu antybiotykéw, wykorzystujac do tego celu wiele mechanizmoéw.

Najprostszym typem opornosci jest niewrazliwo$¢ naturalna, zwana takze opor-
noscig wrodzong. Jest to cecha stalta gatunku, szczepu lub calej grupy bakterii. Dany
drobnoustrdj jest niewrazliwy na antybiotyk, poniewaz posiada ,wrodzong” opor-
no$¢ na niektore grupy antybiotykéw. Moze by¢ ona zwigzana z brakiem receptora
dla antybiotyku, ze zbyt niskim powinowactwem, z nieprzepuszczalno$cia Sciany
komorkowej czy z powodu wytwarzania enzymow [24].

Zmiany we wrazliwo$ci drobnoustrojow majg charakter pierwotny badz wtérny.
Opornos¢ pierwotna powstaje wskutek spontanicznej mutacji i moze pojawiac si¢
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bez kontaktu z lekiem. Ten typ opornosci jest kodowany chromosomalnie i nie jest
przekazywany innym gatunkom bakterii. Czesto$¢ pojawiania sie zmutowanych bak-
terii jest niewielka, jednakze w obecnosci antybiotyku mutanty majg przewage w sto-
sunku do reszty populacji, przezywaja i przewyzszaja iloscig populacje wrazliwe.
Moga one rozprzestrzeniac si¢ do innych nisz ekologicznych u tego samego osobni-
ka lub tez mogg by¢ przeniesione na inne makroorganizmy.

Mechanizmy prowadzace do powstania opornosci wtérnej rozwijaja si¢ w wa-
runkach kontaktu drobnoustroju z lekiem przeciwbakteryjnym i s3 znacznie bar-
dziej ztozone. Mechanizm oporno$ci wtérnej ma charakter pozachromosomalny.
Odpowiedzialne za wystepowanie tego zjawiska sa geny zlokalizowane w kolistych
fragmentach DNA, lezacych w cytoplazmie i nazywanych plazmidami. Jeden pla-
zmid moze zawiera¢ geny opornosci na kilka r6znych chemioterapeutykow. Plazmi-
dy moga przenosi¢ geny kodujace opornos¢ z jednej komorki bakteryjnej na inna.
Przekazywanie plazmidéw odbywa si¢ gtéwnie na drodze koniugacji i transdukcji.
Podczas koniugacji do przekazywania plazmidéw dochodzi przez bezposredni kon-
takt dwdch lub wiecej komoérek bakteryjnych, za pomocg wytwarzanych przez nie
nici biatkowych. W procesie koniugacji moga bra¢ udzial bakterie réznych gatun-
kow i rodzajow, czesto bardzo odlegtych filogenetycznie. Szczegélnie niekorzystne
jest przekazywanie w ten sposob opornosci z bakterii saprofitycznych na bakterie
chorobotworcze. Transdukcja jest procesem przekazywania plazmidéw z komor-
ki dawcy na komorke biorcy za posrednictwem bakteriofagéow (wiruséw bakte-
ryjnych). Po przyczepieniu bakteriofaga do receptora, bedacego na powierzchni
komorki, nastepuje wprowadzenie DNA do wnetrza bakterii. Bakteriofag wykorzy-
stuje procesy metaboliczne tej komdrki do replikacji wirusowego DNA i produkeji
bialek wirusowych. Po ztozeniu nowych bakteriofagéw komorka ulega lizie — cykl
lityczny. Fagowy DNA moze takze wlaczy¢ sie do chromosomu bakteryjnego (po-
sta¢ profaga), co nazywamy lizogenia [4, 50, 51].

Wisrod elementéw transpozycyjnych, zdolnych do zmiany miejsca w genomie,
wyrdznia sie sekwencje insercyjne (IS, ang. insertion sequences) i transpozony (Tn).
Sekwencje insercyjne (IS) sa odcinkami DNA, ktore zawieraja gen kodujacy trans-
pozazg, otoczony z obu stron odwréconymi sekwencjami powtérzonymi. Enzym ten
umozliwia elementom insercyjnym przenoszenie w dowolne miejsce DNA. Geny
opornosci moga znajdowac si¢ réwniez na transpozonach. Transpozony (Tn) zwane
s3 potocznie ,,skaczacymi genami”. Wyrdzniamy transpozony zlozone, ktore skla-
daja si¢ z dwoch sekwencji insercyjnych znajdujacych sie po obu stronach genéw
kodujacych opornos¢ na antybiotyki lub innych genéw nie zwigzanych z ruchem
transpozonu (np. Tn10). W transpozonach nieztozonych (typ Tn3) geny kodujace
dodatkowe cechy sa otoczone krétkimi odwréconymi sekwencjami, a transpozycja
jest replikatywna i wymaga produktéw dwoch gendw. Transpozony koniugacyjne
réznig si¢ od klasycznych transpozonéw tym, ze moga by¢ przekazywane nie tylko
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w obrebie DNA jednej komorki, ale tez pomigdzy komoérkami. Wystepuja w formie
zintegrowanej z plazmidem lub chromosomem bakteryjnym. W odpowiedzi na nie-
ktdre sygnaly transpozony te wycinaja si¢, tworzac formy koliste niezdolne do repli-
kacji. Przekazywanie zachodzi podobnie jak w przypadku plazmidéw koniugacyj-
nych. W komorce biorcy transpozon wlacza si¢ do genomu [4, 50].

W ewolucji wielolekoopornosci u bakterii istotne znaczenie przypisuje si¢ row-
niez integronom, ktére mogg by¢ zlokalizowane zaréwno w bakteryjnych chromo-
somach, jak i plazmidach. Jest to specyficzny samotranslokacyjny rodzaj wyspecja-
lizowanych no$nikéw informacji genetycznej, ktorych szczegolng wlasciwoscia jest
zdolnos¢ do faczenia gendw opornosci w zespoly (kasety) i blokowego ich przeno-
szenia do komorki biorcy [20].

W efekcie nabycia genéw opornosci bakterie stajg si¢ czesciowo lub calkowicie
oporne na dany antybiotyk w wyniku rozwinigcia si¢ u nich réznych mechanizmoéw
efektorowych [2].

Na podstawie licznych badan naukowych prowadzonych od potowy XX w. zapro-
ponowano szereg mechanizméw wyjasniajacych oporno$¢ bakterii na antybiotyki.
Obecnie uwaza sig, ze bakterie uzyskuja antybiotykooporno$¢ przez: aktywne usu-
wanie antybiotyku z komoérki, modyfikacje enzymatyczne antybiotyku, modyfikacje
sktadnikéw komorki bedacych celem antybiotyku, nadekspresje enzymu inaktywo-
wanego przez antybiotyk, zmiang przepuszczalnosci oston komoérkowych bakterii,
wytworzenie alternatywnego szlaku metabolicznego, zwiekszenie stezenia metabo-
litu bedacego antagonista antybiotyku, obnizenie ilosci badz aktywnosci enzymu
aktywujacego prekursor antybiotyku, modyfikacje w systemach regulacyjnych nie-
dotyczacych bezposredniego mechanizmu dziatania antybiotyku, obnizenie zapo-
trzebowania na produkt hamowanego szlaku metabolicznego [20, 50].

Przyktady opornosci wrodzonej i nabytej
wsrod bakterii z rodzaju Enterococcus

Bakterie z rodzaju Enterococcus charakteryzuja si¢ naturalng opornoscia na szereg
antybiotykdw, ktdre sg czesto wykorzystywane w terapii. Naleza do nich antybiotyki
B-laktamowe, wszystkie generacje cefalosporyn i sulfonamidy. Nizsza opornos¢ wy-
kazujg w stosunku do aminoglikozyddéw, linkozamidéw i chinologéw [30].

Opornosc¢ na inhibitory syntezy mureiny

Opornosé na antybiotyki B-laktamowe

Celem antybiotykéw p-laktamowych sg biatka wigzace penicyling — PBP (ang. Peni-
cylin Binding Protein). Enterokoki posiadaja naturalng, wrodzona opornos¢ na an-
tybiotyki B-laktamowe, ktéra zwigzana jest z ich niskim powinowactwem do biatek
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wigzacych penicyliny - PBP5 u E. faecium, PBP4 u E. faecalis [47]. Ta wrodzona opor-
nos¢ rézni si¢ w zaleznosci od rodzaju p-laktamow. Penicyliny majg najwigksza ak-
tywnos¢ w stosunku do enterokokdw, nieco mniejszg aktywnoscia cechuja si¢ karba-
penemy, natomiast najmniejszg cefalosporyny.

Inny mechanizm opornosci zwigzany z biatkami wigzacymi penicyling obserwo-
wany jest czasem w przypadku bakterii nabywajacych, w poréwnaniu ze szczepami
dzikimi, bardzo wysoki poziom opornosci na antybiotyki -laktamowe. U niekto-
rych bakterii opornos$¢ na antybiotyki B-laktamowe jest zwigzana z nadprodukecja
bialek powierzchniowych PBP5. Przyktadem tego typu opornosci jest nadproduk-
cja PBP5 przez niektére penicylinooporne szczepy E. hirae. Gen pbp5 E. hirae znaj-
duje sie pod kontrolg genu psr [32]. Inaktywacja psr wskutek delecji lub mutacji pro-
wadzi do zwigkszenia liczy kopii PBP5, a zatem do wysycenia wszystkich czasteczek
tego bialka niezbedne jest wieksze stezenie antybiotyku.

Niektore enterokoki posiadaja zupelnie inny, wystepujacy zdecydowanie rza-
dziej, mechanizm opornosci na p-laktamy. Polega on na syntezie przez drobno-
ustroje f-laktamaz — enzymoéw hydrolizujacych pierscien B-laktamowy w czastecz-
ce antybiotyku. Zhydrolizowany w ten sposéb antybiotyk zostaje unieczynniony
i nie wplywa hamujaco na funkcje enzymatyczne powierzchniowych biatek PBP.
Bakterie zatem moga swobodnie syntetyzowa¢ peptydoglikan. Gen warunkuja-
cy ekspresje -laktamaz ulokowany jest na plazmidzie i wystepuje zazwyczaj z ge-
nem kodujacym opornos¢ na gentamycyne. 3-laktamazy wytwarzane sa najczesciej
w niewielkiej ilosci. Zatem przy niskiej liczebnosci bakterii — wartosci MIC dla pe-
nicyliny i ampicyliny moga plasowac si¢ na poziomie odpowiadajacym bakteriom
wrazliwym na dziatanie tych antybiotykow [36, 37, 38].

Opornos¢ na inhibitory 111 etapu syntezy mureiny — opornos¢ na glikopeptydy

Najwazniejszym procesem zapewniajacym bakteriom oporno$¢ na glikopeptydy
jest ostabienie wigzan czasteczki antybiotyku z receptorami zlokalizowanymi w §cia-
nie komoérkowej. Enterokoki zaréwno podatne, jak i oporne na dziatanie wankomy-
cyny posiadaja na zewnatrz blony komodrkowej specyficzne kompleksy skladajace
sie z mureiny i pentapeptydow. Stanowia one docelowe struktury, z ktérymi wig-
23 si¢ antybiotyki glikopeptydowe. Wspomniane wczesniej pentapeptydy skladaja
sie z tripeptydowych prekursoréw, do ktérych dofaczane sg dipeptydy. W przypad-
ku szczepéw wrazliwych na wankomycyne jest to D-alanylo-D-alanina (D-Ala-D-
-Ala). Natomiast u bakterii opornych na wankomycyne (VRE) nastepuje zamiana
koncowego aminokwasu D-alaniny na D-seryne (D-ser) lub D-mleczan (D-lac).
Substytucja D-alaniny na D-seryne skutkuje zmianami w konformacji wigzan z cza-
steczkami antybiotyku, co znacznie je ostabia. Jesli natomiast w miejsce D-alaniny
przylaczy sie D-mleczan, dochodzi do redukc;ji liczby wigzan z wankomycyng. Do-
wiedziono, ze szczepy zawierajace dipeptydy D-Ala-D-Ser sg wrazliwe na teikopla-
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ning i wykazuja oporno$¢ na niskie stezenie wankomycyny. Natomiast w przypadku
gdy prekursory peptydoglikanu zawieraja dipeptydy D-Ala-D-Lac, charakteryzuja
sie wysoka opornoscia na dziatanie wankomycyny [42]. W ten sposob zorganizowa-
ne struktury biorg udzial w procesie syntezy sciany komdrkowej. W wyniku zwigza-
nia si¢ wankomycyny z czasteczky pentapeptydu dochodzi do jego zablokowania, co
w konsekwencji prowadzi do zatrzymania syntezy $ciany komoérkowej. W drugim
przypadku wigzanie si¢ antybiotyku do prekursora peptydoglikanu jest ograniczo-
ne, w efekcie czego moze dochodzi¢ do syntezy $ciany komoérkowej pomimo obec-
no$ci wankomycyny.

Nabywanie przez drobnoustroje opornosci na antybiotyki jest procesem zlozonym
i dlugotrwalym. Wytworzenie opornosci na wankomycyne réwniez powstalo w wy-
niku stopniowego nabywania od réznych gatunkéw bakterii odpowiednich genéw.
W przypadku opornosci na glikopeptydy najwazniejsza role pelni kompleks genéw,
ktére zorganizowane s3 w tzw. operon opornosci na wysokie stezenia wankomy-
cyny. W wyniku ekspresji tych genéw powstaja biatka, ktére sg zdolne do syntezy
D-mleczanu. Powstaja réwniez proteiny mogace rozcinac dipeptydy D-Ala-D-Ala,
przez co umozliwiajg dofaczenie si¢ D-seryny lub D-mleczanu [42].

Pod wzgledem opornosci na wankomycyne enterokoki nie sg jednorodne fenoty-
powo ani genotypowo. Na podstawie poziomu opornosci na wankomycyne, moz-
liwosci jej indukowania oraz opornosci krzyzowej na wankomycyne i teikoplani-
ne wyrdznia si¢ wérdd enterokokéw VRE siedem klas fenotypowych, nazywanych:
VanA, VanB, VanC, VanD, VanE, VanG [14] i VanL [10]. W obrebie typéw VanB
i VanC wyodrebniono jeszcze po trzy podtypy. Sg to odpowiednio: VanB1, VanB2
i VanB3, a takze VanCl, VanC2 i VanC3. W praktyce klinicznej najwi¢ksze znacze-
nie maja fenotypy VanA oraz VanB.

Opornos¢ typu A (VanA). Ta nabyta indukcyjna oporno$¢ na wysokie steze-
nia wankomycyny (MIC 64-100 pg/ml) i teikoplaniny (MIC 16-512 pg/ml) wy-
stepuje najczesciej u gatunkow E. faecalis, E. faecium, E. durans, E. raffinosus, E. hi-
rae, E. avium, E. casseliflavus, E. mundtii, ale takze E. gallinarum [13, 27]. Koncowy
fragment D-Ala-D-Ala jest zamieniony na dipeptyd D-Ala-D-Lac, co uniemozliwia
wigzanie antybiotyku, nawet przy jego bardzo wysokich stezeniach. Przenoszenie
genéw odbywa si¢ poprzez transpozon Tn1546 obecny na plazmidzie lub chromo-
somie [14].

Opornos¢ typu B (VanB). Fenotyp VanB cechuje si¢ indukowalng opornoscia na
wankomycyne na réznym poziomie (MIC 4-1024 pg/ml) przy zachowanej wrazli-
wosci in vitro na teikoplanine (MIC 0,5-1 pg/ml). Dipeptyd D-Ala-D-Ala zostaje
zamieniony na D-Ala-D-Lac, podobnie jak w fenotypie VanA. Wystepuje u gatun-
kéw E. faecium, E. faecalis oraz E. durans i E. gallinarum [29, 52]. Na podstawie r6z-
nic w sekwencji DNA gendw kodujacych ligaz¢ VanB wyrézniono w obrebie tego fe-
notypu 3 podtypy: VanB1, VanB2, VanB3 [13, 15]. Nie wykazano natomiast zwigzku
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pomiedzy wystepowaniem danego podtypu a poziomem opornosci na wankomy-
cyng i teikoplanine.

Opornos¢ typu C (VanC). To naturalna opornos¢ wystepujaca u ruchliwych
gatunkow enterokokow: Enterococcus gallinarum (vanCl) [29], E. casseliflavus
(vanC2) i E. flavescens (vanC3) [39], ktdra jest regulowana zaréwno indukcyjnie,
jak i konstytutywnie. Obok fragmentéw D-Ala-D-Ala pojawiaja si¢ peptydy D-Ala-
-D-Ser, w ilosci 1:3. Ten fenotyp charakteryzuje si¢ opornoscia na niskie stezenia
wankomycyny (MIC 4-32 mg/l) oraz wrazliwoscig na teikoplanine (MIC <1 mg/l).

Opornos¢ typu D (VanD). Opornos¢ ta jest wynikiem wytwarzania prekurso-
réw mureiny zakonczonych D-alanylo-D-mleczanem, lecz rézne jest tlo genetycz-
ne opisanych dotychczas szczepow [17]. W przypadku Enterococcus faecium BM439
stwierdzono insercje pigciu par zasad w genie strukturalnym ligazy, natomiast
w E. faecium BM4416 mutacja byta wynikiem insercji IS19 w genie ddl. Enterokoki
VanD charakteryzuja si¢ konstytutywna opornoscig na stosunkowo duze stezenia
wankomycyny (MIC 64 ug/ml) oraz na male stezenia teikoplaniny (MIC 4 pg/ml).

Opornos¢ typu E, G i L (VanE, VanG i Van L). VanE to nabyty typ oporno-
$ci stwierdzony u szczepu BM4405 Enterococcus faecalis, wykazujacy niski stopien
opornosci na wankomycyne (MIC 16 pg/ml) i wrazliwo$¢ na teikoplanine. Szczep
ten wytwarza prekursory mureiny zakonczone D-Alanylo-D-Seryng [1]. Naby-
ty fenotyp VanG charakteryzuje si¢ opornoscia na niski poziom wankomycyny
(MIC 16 mg/ml) ale wrazliwos$cia na teikoplaning (MIC 0,5 mg/ml). Opornos¢ ta
jest wynikiem wytwarzania prekursoréw mureiny zakonczonych D-ala-D-ser [34].
Fenotyp VanL stwierdzono u szczepu Enterococcus faecalis N06-0364, ktory cechu-
je sie opornos$cig na wankomycyne na poziomie MIC 8 pg/ml. Opornos¢ ta jest wy-
nikiem wytwarzania prekursoréw mureiny zakonczonych D-Ala-D-Ser. Gen vanL
jest podobny w strukturze do operonu vanC, jednakze racemaza serynowa VanT
kodowana jest przez dwa oddzielne geny: vanTmL (membrane binding) i vanTrL
(racemase) [10]. Fenotypy VanD, VanE, VanG oraz VanL wystepuja niezmiernie
rzadko. W Polsce dotychczas nie odnotowano szczepéw klinicznych o tych fenoty-
pach opornosci.

Opornos¢ na antybiotyki hamujgce synteze biatek
Opornos$¢ na aminoglikozydy
Oporno$¢ bakterii na antybiotyki aminoglikozydowe jest zwigzana z dzialaniem en-
zymow inaktywujacych antybiotyk, enzymatyczng modyfikacja 16S rRNA, zmiang
w przepuszczalnodci oston bakteryjnych dla leku badz enzymatyczna modyfikacja
antybiotyku.

Naturalny mechanizm opornosci na niskie stezenia aminoglikozydéw wystepu-
jacy u enterokokow zwigzany jest ze slabg przepuszczalnoscia bakteryjnych oston
komorkowych dla czasteczek antybiotyku i uniemozliwia stosowanie tych lekow
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w monoterapii. Skuteczne w leczeniu jest natomiast zastosowanie terapii skojarzo-
nej aminoglikozydu z penicylinami lub glikopeptydami, pod warunkiem wrazliwo-
$ci in vitro na te grupy antybiotykéw. Polaczenie wykazuje dzialanie synergistyczne
i umozliwia osiagniecie efektu bakteriobdjczego. Badanie lekowrazliwosci entero-
kokéw powinno uwzglednia¢ oznaczenie poziomu opornosci na antybiotyki ami-
noglikozydowe, bowiem wystapienie wysokiego poziomu opornosci na aminogli-
kozydy oznacza nabycie opornosci (fenotyp HLAR) i wyklucza zastosowanie terapii
skojarzonej aminoglikozydu z penicylinami lub glikopeptydami [29].

Opornos¢ na wysokie stezenie aminoglikozydéw - fenotyp HLAR (ang. high-le-
vel aminoglycoside resistance) ma charakter nabyty. W takich przypadkach bakterie
posiadaja zdolno$¢ do syntezy specyficznych enzyméw AME (ang. aminoglycoside-
-modifying enzymes), do ktérych nalezg fosfotransferazy (APHs), acetylotransfera-
zy (AACs) oraz nukleotydylotransferazy (ANTs). Enzymy te w procesach acylacji
i fosforylacji modyfikuja czasteczki antybiotyku, nadajac mu inng konformacje. Cza-
steczka leku nie moze w takiej sytuacji zwigzac sie z jego docelowym miejscem dzia-
tania (podjednostka 30S rybosomu bakterii), przez co antybiotyk staje si¢ nieaktyw-
ny funkcjonalnie. Ekspresja enzyméw AME jest zalezna od genéw zlokalizowanych
na ruchomych elementach genetycznych - plazmidach, ktére moga tatwo rozprze-
strzenia¢ si¢ posrod réznych szczepow [44]. Do dnia dzisiejszego zidentyfikowano
ponad siedemdziesigt enzymdow majacych zdolnos¢ do modyfikacji czasteczek ami-
noglikozydéw. Istnieja jednak szczepy Enterococcus oporne na dziatanie aminogliko-
zydow, ktére dodatkowo wytwarzajg tzw. enzym bifunkcyjny [AAC(6°)-APH(2”)],
kodowany przez gen aac(6’)-Ie-aph(2”)-Ia. Bialko to charakteryzuje sie szerokim
spektrum dzialania, poniewaz moze modyfikowa¢ wiele antybiotykéw aminogliko-
zydowych z wyjatkiem streptomycyny. aac(6°)-Ie-aph(2”)-Ia posredniczy w oporno-
$ci zwlaszcza na gentamycyne, tobramycyne, amikacyne, kanamycyne, netilmycyne
i dibekacyne. Wykazano, ze ponad 90% szczepéw enterokokéw izolowanych z przy-
padkow klinicznych charakteryzuje sie wysokim poziomem opornosci na gentamy-
cyne (MIC zazwyczaj 22000 pg/ml), w wyniku obecnosci genu aac(6)-le-aph(2”)-1a,
natomiast mniej niz 10% posiada aph(2”)-Ic, aph(2”)-Id i aph(2”)-Ib [12].

Fenotyp HLSR (high level streptomycin resistance) oznacza wysoki poziom opor-
nosci na streptomycyne (MIC >1024 pg/ml wedtug EUCAST [19]). Opornos¢ ta
jest wynikiem dziatania enzymu o aktywnosci nukleotydylotransferazy ANT(6°) lub
ANT(3”), modyfikujgcego streptomycyne badz mutacjami w obrebie gendéw kodu-
jacych sktadniki podjednostki 30S rybosomu bakteryjnego. W wyniku mutacji ge-
néw w chromosomie, ktére odpowiadaja za ekspresje bialek rybosomalnych, do-
chodzi do wytworzenia nowego biatka rybosomalnego. Zmutowana proteina S12,
ktdra stanowi receptor dla aminoglikozydéw, wykazuje bardzo mate powinowactwo
do tej klasy antybiotykéow. Bakterie z rodzaju Enterococcus posiadajace zmutowane,
rybosomalne biatko S12, uzyskuja w efekcie oporno$¢ na streptomycyne.
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Opornosé na antybiotyki tetracyklinowe

Tetracykliny hamuja synteze¢ bialek (poprzez blokowanie podjednostki 30S ryboso-
mow bakteryjnych) i zaburzajg procesy energetyczne w komdrkach bakteryjnych.
Wyrdznia si¢ dwa gléwne mechanizmy opornosci na tetracykliny u bakterii z ro-
dzaju Enterococcus. Antybiotyki te sg aktywnie usuwane z cytoplazmy komorki za
pomocg specjalnych pomp blonowych (efflux), ktére powstaja m.in. w wyniku eks-
presji genow tet(K) i tet(L) oraz na skutek konformacji rybosomu [9]. Geny tet(M),
tet(O) i tet(S) koduja bialtka, ktére wplywaja na opornos¢ przez protekcje ryboso-
mu. Obejmuje to wigzanie bialek opornosci do rybosomu, a nastepnie zmiane kon-
formacji rybosomu, co ogranicza wigzanie tetracyklin. Najczesciej wystepujacym
genem opornosci na tetracykliny enterokokdéw jest tet(M). Gen ten znajduje si¢ na
chromosomie i zazwyczaj przenoszony jest na transpozonie 71916 lub podobnych
transpozonach koniugujacych, ale takze spotykany jest na plazmidach koniuguja-
cych [48].

Opornosé na makrolidy, linkozamidy i streptograminy

Pierwszy opisany mechanizm opornos$ci na makrolidy polegal na potranskrypcyjnej
modyfikacji 23S rRNA w wyniku aktywno$ci adenino-N°-metylotransferazy. Enzy-
my tej grupy przenosza jedna lub dwie reszty metylowe na jedna czasteczke adeniny
w 23S rRNA, prowadzac do powstania N°-metyloadeniny lub N°,N°-dimetyloadeni-
ny. W wyniku tego obnizone jest w rybosomie wigzanie nie tylko erytromycyny, ale
takze innych makrolidéw, jak azytromycyny i klarytromycyny, a ponadto linkoza-
midéw oraz streptogramin B. Mechanizm ten kodowany jest przez gen erm(B), rza-
dziej natomiast przez gen erm(A), a fenotyp taki nazywany jest ,MLS,” (macrolide-
-lincosamide-streptogramin B) [45]. Oporno$¢ na makrolidy i linkozamidy moze
by¢ réwniez uwarunkowana od zdolnoséci mikroorganizméw do wytwarzania spe-
cyficznych enzyméw inaktywujacych antybiotyki. Inkaktywacja ta moze by¢ wy-
nikiem rozszczepienia pierscienia laktonowego makrolidu przez esteraze lub mo-
dyfikacji jego struktury przez enzymy o aktywnosci transferaz (acetylotransferazy,
nukleotydylotransferazy, fosfotransferazy), fosforylazy lub hydrolazy. Mechanizmy
te zwykle nadaja komorce bakteryjnej opornos¢ tylko na jedna z trzech klas antybio-
tykow nalezacych do tej grupy (makrolity, linkozamidy, streptograminy) badz tylko
na jeden ich rodzaj (np. streptograminy B, ale nie streptograminy A). Wsrod bakterii
z rodzaju Enterococcus wystepuje gen sat kodujacy acetylotransferazy, ktore unie-
czynniajg streptograminy grupy A. E. faecalis jest naturalnie oporny na klindamycy-
n¢ (linkozamidy), quinupristin (streptograminy B) i dalfopristin (streptograminy A),
na skutek ekspresji genu Isa. Gen ten jest zblizony strukturalnie do kasety wiazacej
ATP (ABC - ATP-binding cassette) — efluks jako prawdopodobny mechanizm opor-
nosci, ktory stwierdzono u 180/180 szczepéw E. faecalis oraz u zadnego ze 189 in-
nych enterokokdw, sugerujac tym samym, ze gen jest wrodzony u E. faecalis [48].
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Opornosé na antymetabolity — sulfonamidy i trimetoprim

Sulfonamidy hamuja synteze kwasu dwuhydrofoliowego, dzialajac jako kompety-
tywne inhibitory syntetazy dwuhydropterynianowej (DHPS). W wyniku wytwo-
rzenia przez bakterie zmodyfikowanego enzymu syntetazy dwuhydropteryniano-
wej nastepuje obnizenie powinowactwa enzymu do leku. Dodatkowo nadprodukcja
kwasu p-aminobenzoesowego powoduje jego bezposrednie wspotzawodnictwo
o dostep do centrum aktywnego DHPS. W wyniku dzialania substancji antybio-
tycznej niektdre bakterie wytwarzaja alternatywnych szlak metaboliczny, ktdry za-
stepuje szlak zablokowany (przez antybiotyk). Zjawisko to okreslane jest mecha-
nizmem ,,by pass” i znane jest jako sposob uzyskiwania opornosci na sulfonamidy
i trimetoprim.

Wigkszos¢ bakterii nie posiada zdolnosci absorbowania folacyny ze $rodowiska,
tak wiec wymagaja jej syntezy do produkcji kwaséw nukleinowych. Kombinacja tri-
metoprimu i sulfaletoksazolu hamuje dwa kolejne kroki w $ciezce syntezy tetra-
hydrofolianu, przez co blokuje synteze kwasu foliowego i synergistycznie niszczy
szerokie spektrum bakterii. Bakterie z rodzaju Enterococcus wyjatkowo moga absor-
bowac kwas foliowy ze Srodowiska, omijajac tym samym wplyw polaczenia trimeto-
primu z sulfametoksazolem. Dlatego tez badanie in vitro wrazliwo$ci enterokokéw
na sulfonamidy z trimetoprimem na podlozach pozbawionych kwasu foliowego
przynosi¢ bedzie oczekiwany rezultat. Pomimo widocznej in vitro wrazliwosci po-
taczenie tych substancji jest nieskuteczne w terapii powaznych infekeji na tle ente-
rokokow [11, 21].

Opornos$¢ na antybiotyki hamujace synteze
i funkcje kwaséw nukleinowych

Opornosé na fluorochinolony

Chinolony hamujg bakterie przez interakcje z typem II topoizomerazy, DNA gyrazy
oraz topoizomerazy IV, ktore sa niezbedne do replikacji bakteryjnego DNA. DNA
gyraza sklada si¢ z dwoch podjednostek A i B, nazywanych gyrA oraz gyrB. Topo-
izomeraza IV jest gléwnym celem chinolonéw u bakterii Gram-dodatnich i sklada
sie z dwoch podjednostek nazywanych parC i par E, ktére s homologiczne odpo-
wiednio do gyrA i gyr B. Opornos¢ enterokokéw na fluorochinolony uwarunkowa-
na jest wystepowaniem mutacji punktowych na chromosomach. W zwigzku z tym,
geny opornosci na fluorochinolony nie moga zosta¢ przekazane innym mikroorga-
nizmom na zasadzie transferu materialu genetycznego. Cz¢sto$¢ wystepowania tego
rodzaju mutacji w genomie bakterii uwarunkowana jest od intensywnosci stosowa-
nia antybiotykoterapii z zastosowaniem lekow z tej grupy. Najczesciej identyfiko-
wanymi mutacjami sa modyfikacje genéw kodujacych topoizomeraze II (tzw. gyra-
z¢) oraz topoizomeraze I'V. Wykazano, ze E. faecalis z mutacjg w genie parC , ale nie
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w obrebie genu gyrA, posiada srednig oporno$¢ na chinolony. Minimalne stezenie
hamujace (MIC) chinolonéw dla tego izolatu byto wyzsze niz MIC dla E. faecalis bez
mutacji w genach parC czy gyrA, ale nizsze niz MIC dla E. faecalis z mutacjami za-
réwno w genie parC, jak i gyrA [23, 25, 26].

Bakterie z rodzaju Enterococcus stanowig naturalng flore przewodu pokarmo-
wego u ludzi i zwierzat. Pomimo nieznacznego udzialu we florze saprofitycznej
makroorganizmu wcigz obserwuje si¢ wzrost znaczenia klinicznego tych opor-
tunistycznych patogenéw zaréwno u ludzi, jak i zwierzat. W ostatniej dekadzie
coraz cze$ciej pojawiaja sie doniesienia o udziale bakterii z rodzaju Enterococcus
w patologii choréb ptakéw. Nieracjonalne stosowanie antybiotykéw i chemiotera-
peutykow doprowadzito do powigkszania si¢ populacji wieloopornych szczepow
bakterii z rodzaju Enterococcus. Nabywanie przez drobnoustroje opornosci na an-
tybiotyki stanowi jeden z gléwnych problemoéw wspodtczesnej medycyny. W zwigz-
ku z powyzszym, istnieje konieczno$¢ monitoringu opornosci tych drobnoustro-
jow u ptakow.
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ELZBIETA SAMOREK-SALAMONOWICZ
Panistwowy Instytut Weterynaryjny — Panstwowy Instytut Badawczy w Putawach

Wptyw chemioterapeutykdw
na replikacje wirusa choroby Mareka

Antimicrobials influence
on the Marek’s disease virus replication

Pomimo wielu intensywnych badan choroba Mareka (Marek's disease — MD) sta-
nowi istotny problem w produkcji drobiarskiej. W Polsce po raz pierwszy zanoto-
wano jej obecnos¢ na poczatku lat siedemdziesigtych ub. wieku. Po wprowadzeniu
szczepien profilaktycznych nie stanowila przez pewien czas duzego zagrozenia, jed-
nakze obecnie nastapil wzrost liczby zachorowan. Stosowane w immunoprofilakty-
ce s3 mono- lub biwalentne zywe szczepionki oparte na heterologicznym szczepie
herpeswirusa indyczego HVT badz na atenuowanym szczepie herpeswirusa MDYV,
ktére w przypadku zakazenia szczepem terenowym zabezpieczajg przed jego wcze-
sng replikacja w tkankach limfatycznych i obnizaja poziom latentnej infekcji.
Mechanizm dzialania ochronnego szczepionek jest nastepujacy: trzy dni po szcze-
pieniu komoérki NK ulegajg aktywacji, wytwarzaja interferon IFNg oraz niszcza ko-
morki B zakazone zjadliwym wirusem. INFg stymuluje makrofagi do wytwarzania
iNOS, enzymu niezbednego do produkeji NO, i w ten sposéb namnazanie tere-
nowego wirusa jest znacznie ograniczone. Antygenowo specyficzne, cytotoksyczne
T limfocyty pojawiaja si¢ 7. dnia po szczepieniu i takze eliminujg komorki zakazo-
ne terenowym wirusem. Czgs$¢ zakazonych komoérek nie ulega zniszczeniu, a wirus
przechodzi w stan latencji. Jezeli takie latentnie zakazone komorki ulegng ponow-
nej aktywacji, zostaja szybko wyeliminowane przez komorki pamigci CTL. Mozliwy
jest tez inny przebieg reakcji immunologicznych. Wirus MD moze ogranicza¢ eks-
presje MHC na komoérkach docelowych, redukujac skutecznos¢ CTL lub tez moze
wytwarza¢ czasteczki podobne do MHC, ktdre nie dopuszczajg sygnatow litycznych
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do komoérek NK. Mozliwa jest takze interferencja z przetwarzaniem i z prezentacja
antygenu.

Wirus choroby Mareka jest silnym immunosupresorem. Rozleglos¢ i zakres zmian
w ukladzie odpornosciowym zalezg od genetycznej wrazliwosci kurczat, onkogen-
nosci szczepu oraz dodatkowych czynnikéw zewnetrznych, jak stres czy inne infek-
cje. U ptakéw zakazonych wirusem MD uposledzeniu ulegaja zaréwno immunitet
humoralny, jak i komdrkowy. Ostabienie reakcji immunologicznych moze wynika¢
z bezposdredniego dzialania wirusa MD, powodujacego lityczng infekcje limfocy-
tow. Permanentna immunosupresja zbiega si¢ z druga faza cytolitycznej infekeji i jest
prawdopodobnie zwigzana z pojawieniem si¢ powstajacych na skutek reaktywacji li-
tycznej infekcji limfoblastow, ktore ulegly transformacji. To jest przyczyna utraty do-
datkowych B i T komoérek oraz powoduje atrofie bursy Fabrycjusza i grasicy u zaka-
zonych kurczat.

Jak wiadomo, antybiotyki nie maja bezposredniego wptywu na wirusy. Jednakze
stosowanie antybiotykow, oprocz dzialan korzystnych, takich jak eliminacja pato-
genéw bakteryjnych, moze by¢ przyczyng obnizenia zdolnosci organizmu gospoda-
rza do wytwarzania mechanizmdéw obronnych, ostabienia immunitetu i zwiekszenia
zdolnosci do ulegania innym zakazeniom.

Skuteczno$¢ szczepien przeciwko chorobie Mareka jest $cidle zwigzana z licz-
ba czastek wirusa zawartej w podanej dawce szczepionki. Dlatego nalezy roz-
wazy¢ kazda sytuacje, ktéra moze spowodowac obnizenie liczby czastek wirusa
szczepionkowego, a co za tym idzie, obnizy¢ skuteczno$¢ szczepien. W praktyce
terenowej jednodniowym piskletom podawane sg preparaty antybakteryjne o sze-
rokim spektrum dzialania jako postepowanie zapobiegawcze przed wczesng Smier-
telnoscig powodowang infekcjami bakteryjnymi. Profilaktyczne podawanie anty-
biotykéw jednodniowym piskletom przeprowadzane jest rowniez przez dodawanie
ich do szczepionki przeciwko chorobie Mareka.

Ceftiofur jest to cefalosporyna III generacji o szerokim spektrum dziatania obej-
mujacym bakterie Gram-dodatnie, Gram-ujemne i beztlenowce. Mechanizm jego
dziafania polega na hamowaniu syntezy $ciany bakteryjnej. Niekorzystne dziata-
nie tego antybiotyku na przezywalnos¢ szczepow szczepionkowych wirusa choro-
by Mareka wykazato kilku autoréw. Nervi i wsp. [2] stwierdzili, Ze dodatek ceftio-
furu do rozcienczonej szczepionki obnizal miano wirusa szczepionkowego Rispens
od 16 do 33,9%, a szczepu HVT nawet do 61,8%. Przeprowadzone badania wtasne
oraz innych autoréw potwierdzity te wyniki. Ponadto rozpuszczona szczepionka za-
wierajgca ten antybiotyk po 2 godz. inkubacji wykazywala znaczng redukcj¢ miana,
a skutecznos¢ jej po szczepieniu pisklat jest 0 25% nizsza [3, 4].

Gentamycyna, czyli antybiotyk aminoglikozydowy dzialajacy na bakterie Gram-
-ujemne i niektére Gram-dodatnie hamuje syntez¢ bialek poprzez nieodwracalne
zwiazanie si¢ z frakcja 3ps rybosomu komorki bakteryjnej. Dodana do rozcienczal-
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nika szczepionki przeciwko chorobie Mareka powoduje spadek miana wirusa szcze-
pionkowego nawet do 45%.

Chlorotetracyklina, erytromycyna, oksytetracyklina, penicylina réwniez maja
szkodliwy wplyw na miana wiruséw szczepionkowych. Jednakze dziatanie to jest
zalezne zaréwno od dawki antybiotyku, okresu jego dzialania, jak tez od jego po-
staci.

Podsumowujac, antybiotyki nie majac dzialania przeciwwirusowego, dodane do
rozcienczalnika szczepionki, moga powodowac obnizenie miana infekcyjnego wi-
ruséw szczepionkowych. Wykazano, zZe zmieniajg one odczyn pH rozcienczonych
szczepionek oraz dzialajg cytotoksycznie na komorki, z ktérymi zwigzane sg wi-
rusy szczepionkowe. Ponadto Panigrahy i wsp. [3] wykazali, ze podanie piskletom
w pierwszych trzech dniach zycia antybiotykéw moze spowodowaé immunosu-
presje.

Nalezy podkresli¢ raz jeszcze, ze dodatek antybiotykow do szczepionek przeciw-
ko chorobie Mareka jest szkodliwe, poniewaz moze spowodowac zmniejszenie sku-
teczno$ci szczepien.

PiSmiennictwo
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GRZEGORZ WOZNIAKOWSKI, ELZBIETA SAMOREK-SALAMONOWICZ
Panstwowy Instytut Weterynaryjny — Panstwowy Instytut Badawczy w Putawach

Ewolucja gendow MDV zwigzanych
z onkogennoscig

Evolution of MDV genes associated
with oncogenicity

Choroba Mareka (MD) jest nowotworowa i wirusowa choroba drobiu grzebigce-
go. Jej czynnikiem etiologicznym jest wirus choroby Mareka (MDV). Wyrdzniane
s3 trzy serotypy MDV tego wirusa, ale tylko serotyp 1 jest onkogenny dla kurczat.
W obrebie tego serotypu wystepuja patotypy: o umiarkowane;j zjadliwosci (mMDV),
zjadliwe (vMDV), bardzo zjadliwe (vwwMDV) oraz coraz czesciej wystepujacy pato-
typ bardzo zjadliwy plus (vvMDV+). Jedyng skuteczng metoda zapobiegania MD sa
szczepienia ochronne, prowadzone regularnie od okofo 40 lat. Powszechne stoso-
wanie profilaktyki MD w sposéb posredni doprowadzito do wzrostu patogennosci
szczepow terenowych MDV. W ostatnich latach w Polsce i na calym $wiecie obser-
wuje sie wzrost czestosci wystepowania szczepow wirusa choroby Mareka o pod-
wyzszonej patogennodci, a takze przypadki przelamania protekcji poszczepienne;j.
Ze wzgledu na swoja wielko$¢ - 185 kbp wykazano, ze genom MDV jest podat-
ny na mutacje genetyczne, szczegélnie w regionach odwréconych i powtérzonych
sekwencji (TR i ITR). Mutacje w obrebie ramek odczytu kodujacych gtéwne bial-
ka regulatorowe biorace udzial w replikacji wirusa, jak réwniez w jego onkogen-
nosci moga mie¢ bezposredni wpltyw na jego patogenno$¢, zdolnos¢ do szybkiego
namnazania sie czy wreszcie wlasciwosci antygenowe. O ciaglej ewolucji szczepow
terenowych MDV $wiadczy wystepowanie na terenie kraju szczepéw MDV o pod-
wyzszonej patogennosci.

Prowadzone dotychczas badania w kraju i za granicg wykazaly wystepowanie
wielu mutacji w sekwencji genu MDV076 kodujacego onkoproteing Meq. Polo-
zone w jego bezposrednim sasiedztwie dwa regiony: MDV077 kodujacy biatko
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o masie 23 kDa oraz gen MDV077,5 o nieznanej funkcji prawdopodobnie biora
udzial w przebiegu procesu onkogenezy i podlegaja mutacjom genetycznym ma-
jacym zwiazek z patotypem szczepéw MDV. Zmiany genetyczne w obrebie tych
trzech genow mogg by¢ traktowane jako specyficzne markery dla szczepéw MDV
o podwyzszonej patogennos$ci wystepujacych aktualnie na terenie kraju.

Celem podjetych badan byfa préba okreslenia ewolucji szczepéw terenowych
MDV na podstawie zmian w sekwencji nukleotydowej i aminokwasowej genow
MDV076, MDVO077 i MDV077,5.

Materiat i metody

Badania przeprowadzono na szczepach wirusa choroby Mareka wyizolowanych
z przypadkéw terenowych MD w kraju od wprowadzenia szczepien az po lata
wspolczesne. Szczepy te namnozono w hodowli fibroblastéw zarodkéw kurzych
SPF (CEF SPF). Dla kazdego ze szczepéw sporzadzono pule materiatu wirusowego,
a nastgpnie izolowano catkowity DNA. W celu amplifikacji badanych 3 genéw za-
projektowano startery komplementarne do genéw: MDV076, MDV077 i MDV77,5.
Otrzymane produkty amplifikacji sekwencjonowano w firmie Genomed S.A w War-
szawie, a nastepnie poréwnano je przy wykorzystaniu oprogramowania komputero-
wego z ogolnodostepna bazg danych Genebank. Na podstawie poréwnan sekwen-
cji wykreslono drzewo filogenetyczne pozwalajgce na okreslenie prawdopodobnego
patotypu i ewolucji badanych szczepow izolowanych w Polsce. W przedstawionych
badaniach okreslano réznice wystepujace w genie MDV076 posrod szczepdw izolo-
wanych w kraju w latach 2009-2011.

Wyniki

Przeanalizowano 48 sekwencji genu meq (MDV076) pochodzacych ze szczepow
terenowych MDV. W celu poréwnania do sekwencji 48 badanych szczepéw do-
faczono réwniez sekwencje 13 szczepow standardowych o okreslonym patotypie.
W obrebie sekwencji nukleotydowych uzyskanych dla genu meq obserwowano
liczne zmiany typu insercji mono- lub polinukleotydowej, badz delecji, tranzycji
(puryna w puryne lub pirymidyna w pirymidyne) oraz transwersji (puryna w pi-
rymidyne lub pirymidyna w puryne). Zestawienie najwazniejszych mutacji w ge-
nie meq przedstawiono w tabeli 1. Najbardziej charakterystycznymi mutacjami
dla szczepéw vv/vv+MDV byly: tranzycja adeniny w guaning, ktéra obserwowano
w pozycji 39 u 29 szczepéw wlasnych MDYV, insercja tyminy w pozycji 77 delecja
tyminy w pozycji 78, insercja tyminy w pozycji 92 i tranzycja tyminy w cytozyne
W pozycji 95.
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Tabela 1. Najwazniejsze mutacje w sekwencji nukleotydowej genu meq badanych szczepow
nt-pozycja nukleotydowa w sekwencji nukleotydowej genu meq

Obserwowana mutacja | Pozycja (nt) | Szczepy posiadajgce mutacje
Grupa filogenetyczna
(vwwMDV/vv+MDV)
Delecja tyminy 110
Insercja tyminy 107
Insercja guaniny i adeniny 1291 130 584A, 648A, 595, 549A, TK, 239/06, 30/07,
8/09, 56/08, 73/08, 40/09, 42/09, 10/10, 57/10,
Insercja guaniny 142 58/10. 3/11
Tranzycja guaniny w adenine 144
Delecja adeniny 147
Tranzycja guaniny w adenine 206 584A, 648A, 595, 549A, TK, 239/06, 30/07,
8/09, 56/08, 63/08, 73/08, 40/09, 42/09,
Transwersja tyminy w guanine 220 46/09, 10/10, 48/10, 57/10, 61/10 58/10,
3/11, 8/11
584A, 648A, 595, 549A, TK, 239/06, 30/07,
Tranzycja tyminy w cytozyne 354 8/09, 56/08, 73/08, 40/09, 42/09, 10/10,
11/10, 48/10, 57/10, 58/10, 3/11, 8/11
584A, 648A, 595, 549A, TK, 239/06, 30/07,
Transwersja cytozyny w adening 526 8/09, 56/08, 73/08, 40/09, 42/09, 10/10,
57/10, 58/10, 3/11
Wystepowanie guaniny 731 584A, 648A, 595, 549A, TK, 239/06, 30/07,
) ) ) 8/09, 56/08, 73/08, 40/09, 42/09, 10/10,
Tranzycja adeniny w guaning 751 48/10, 57/10, 58/10, 3/11, 8/11

Roéwnie charakterystyczna byla tranzycja guaniny w adenine w pozycji 206 genu
meq oraz transwersja tyminy w guaning w pozycji 220 w szczepach: 239/06, 30/07,
8/09, 56/08, 73/08, 40/09, 42/09, 10/10, 48/10, 57/10, 58/10, 61/10, 3/11 i 8/11 oraz
w pigciu szczepach standardowych o patotypie vvMDV oraz vv+MDV. Specyficzng
tranzycje tyminy w cytozyne w pozycji 354 wykryto w 14 szczepach wlasnych MDV
oraz w szczepach standardowych o patotypie vvMDYV i vv+MDV. Ponadto w se-
kwencji genu meq stwierdzono wiele pojedynczych delecji i inercji, ktére nie byty
charakterystyczne i nie miaty wptywu na sekwencje aminokwasows.

Na podstawie poréwnan sekwencji nukleotydowych onkogenu meq wszystkich
badanych szczepéw ze szczepami standardowymi stwierdzono od 81,4 do 100%
homologii. Najbardziej zréznicowang sekwencj¢ posiadat szczep 40/09, ktéry wy-
kazat 81,4% podobienstwa sekwencji ze szczepami standardowymi o umiarkowa-
nej patogennosci, takimi jak: CVI988, JM/102W i CU-2. Na podstawie sekwencji
nukleotydowej wykreslono drzewo filogenetyczne, a badane szczepy MDV za-
klasyfikowano do 7 grup (ryc. 1). Do pierwszej grupy zaliczono szczepy: 239/06,
30/07,8/09,73/08,40/09,42/09, 10/10, 57/10, 58/101 3/11, do ktorej naleza szczepy
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Ryc. 1. Drzewo filogenetyczne skonstruowane na podstawie sekwencji genu meq krajowych
szczepow MDV. Czerwonymi ramkami zaznaczono oddzielne grupy
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standardowe o patotypach vvMDV i vv+MDV. Druga grup¢ obok szczepdw
standardowych o umiarkowanej patogennosci i niepatogennych, tj.: JM102/W,
CVI1988/Rispens i CU-2 utworzyly dwa badane szczepy: 46/09 oraz F301. Trze-
cig grupe tworzyly szczepy: 23/07, 23/09, 45/09 i 51/09 oraz szczepy standardowe
pochodzace z USA, Indii i Chin. Do grupy czwartej zaliczono wylacznie polskie
szczepy MDV: 25/07, 29/07, 31/07, 32/07, 3/08 i 2/08. Sekwencja nukleotydo-
wa tych szczepdw posiadata 99,8-100% homologii. Z kolei grupe piata tworzylo
9 szczepow: 7/08, 12/08, 81/09, 82/09, 8/10, 31/10, 94/10, 95/10 i 11/10, a homo-
logia miedzy ich sekwencjami wynosita od 99,5-100%. Mniej jednorodna gru-
pe¢ szdsta tworzylto 8 szczepow wlasnych. Szczepy 8/08 i 45/08 utworzyly wspol-
ng podgrupe, natomiast drugg podgrupe tworzyly szczepy 72/09, 76/09, 30/10,
102/10 majace 100% identycznosci sekwencji nukleotydowej genu meq, natomiast
szczepy 63/08 oraz 61/10 utworzyly oddzielne podgrupy. Homologia sekwen-
cji szczepow w grupie szostej wynosita od 98% - 100%. Ostatnig grupe siddma
utworzylo 5 szczepéw o 100% identycznosci sekwencji: 62/08, 65/09, 6/10, 87/10
i 119/10, natomiast szczep 5/10 utworzyl wlasng podgrupe, pomimo ze réznica
w homologii jego sekwencji do innych szczepdw byla niska i wynosita 0,5%.

Whnioski

Przeprowadzone badania wykazaly, ze punktowe zmiany nukleotydowe w obrebie
genu meq kodowanego przez region MDV076 w regionie od 107-751 nt mogg by¢
markerem patogennosci izolowanych szczepéw terenowych MDV. Obecnie prowa-
dzone s3 badania nad zmienno$cig w obrebie genéw MDV077 i MDV077,5 co po-
winno dostarczy¢ dodatkowych informacji na temat ewolucji szczepdw terenowych
MDV.

Przedstawione badania prowadzone s3 w ramach projektu badawczego wlasnego

nr. 2011/01/B/NZ7/01561 pt. ,,Ewolucja genéw wirusa choroby Mareka zwigzanych
z onkogennoscia.”
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BArRTEOMIE] TYKALOWSKI, TOMASZ STENZEL,
MARCIN SMIAEEK, DARIA PESTKA, ANDRZE] KONCICKI
Uniwersytet Warmirisko-Mazurski w Olsztynie

Wptyw oksytetracykliny stosowane;
per 0s na wybrane parametry uktadu
odpornosciowego indykow

Influence of oral administration
of oxytetracycline on the selected
parameters of turkeys immune system

Pomimo ze u bakterii stosunkowo szybko i tatwo narasta opornos¢ na tetracykliny,
to jednak s3 one antybiotykiem znajdujacym szerokie zastosowanie w produkeji
drobiarskiej. Wynika to z faktu, ze tetracykliny charakteryzuja sie szerokim spek-
trum dzialania w odniesieniu zaréwno do bakterii Gram-ujemnych, jak i Gram-
-dodatnich [2, 3, 5-8, 10, 11, 13, 18]. Ponadto, po wprowadzeniu zakazu stoso-
wania antybiotykowych stymulatoréw wzrostu czesto u ptakéw oksytetracyklina
podawana z pasza lub woda pelni role takiego stymulatora [1, 10].

Z przegladu literatury [4, 8, 9, 16] oraz wlasnych obserwacji klinicznych wy-
nika, Ze niekorzystnym zjawiskiem w odniesieniu do tetracyklin jest takze od-
dzialywanie immunosupresyjne u leczonych tym antybiotykiem ptakoéow [13, 17].
Dowodem na to jest zmniejszenie liczby leukocytéw, obnizenie wielkosci tor-
by Fabrycjusza i grasicy oraz redukcja aktywnosci fagocytarnej makrofagow [1].
Warto takze dodag, ze dziatanie immunosupresyjne tetracykliny znajduje zastoso-
wanie w terapii niektorych stanéw patologicznych wynikajacych z nadczynnosci
ukladu odpornosciowego u ludzi, zwlaszcza w kontekscie choréb o etiologii nie-
zakaznej, np. cukrzyca czy hamowanie sekrecji cytokin w alergicznym kontakto-
wym zapaleniu skoéry [12, 15]. Nowym trendem w terapii choréb zakaznych jest
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takze wykorzystywanie mozliwosci interakcji migdzy lekiem a ukladem odporno-
$ciowym pacjenta [12, 15].

Z przegladu pismiennictwa wynika, ze wickszos¢ badan nad wptywem antybio-
tykow, w tym tetracyklin na uklad odpornosciowy prowadzono metodami in vitro
i dotyczyly one przede wszystkim aktywnosci fagocytarnej i chemotaksji granulo-
cytéw obojetnochtonnych i makrofagéw [6, 7, 12, 17] oraz transformacji blastycznej
limfocytéw stymulowanych mitogenami [13].

Celem prezentowanych badan jest okreslenie z wykorzystaniem nowoczesnych
technik badawczych wptywu oksytetracykliny stosowanej per os na wybrane para-
metry odpornosci komérkowej u indykow.

Materiat i metody

Badania przeprowadzono w dwdch grupach (po 20 ptakéw) klinicznie zdrowych
5-tygodniowych indykéw typu Big 7 obu pici. Indyki odchowywano od pierwsze-
go dnia zycia zgodnie z obowiazujaca technologia w izolowanych wiwariach Katedry
Chorob Ptakow. Ptaki z grupy I stanowity kontrole, a z grupy II przez 5 dni otrzymy-
waly z woda do picia oksytetracykline w dawce 0,5 g czystej substancji na 1 litr wody.
Bezposrednio po 5 dobach podawania i nastepnie po 6 dobach od zakoriczenia poda-
wania wymienionego antybiotyku pobierano krew od 7 ptakéw z kazdej grupy w ilo-
$ci po 2 ml z zyly odlokciowej do jatowych probowek z EDTA K 1,6 mg/ml (Sarstedt,
Niemcy) i dokladnie mieszano za pomoca rolkowego mieszadla hematologicznego
w temp. pokojowej przez 5 minut.

Z pobranej krwi obwodowej izolowano komoérki monoklonalne. W tym celu,
po odpowiednim rozcienczeniu pobranej krwi w PBS z dodatkiem 1% FCS (Sig-
ma-Aldrich, Niemcy), nawarstwiano ja na 3 ml gradientu Histopaque-1077 (Sig-
ma-Aldrich, Niemcy) i wirowano przy 400 g w temp. pokojowej przez 30 minut
z wylaczong funkcja hamowania. Powstaly kozuszek komoérek mononuklearnych
delikatnie zbierano do jalowych probéwek i po odpowiednim ptukaniu w buforze
PBS z dodatkiem 1% FCS przeznaczano do kolejnych badan celem oznaczenia od-
setka subpopulacji limfocytow T CD3+CD4+ i CD3+CD8+ oraz p IgM+. Odse-
tek wymienionych limfocytéw oznaczano takze w komdrkach mononuklearnych
izolowanych ze $ledziony. W tym celu pobrane jalowo od badanych indykéw (po
uprzedniej eutanazji) wycinki §ledziony o masie po ok. 0,4 g poddawano indywidu-
alnej homogenizacji za pomocg automatycznego homogenizatora do tkanek (Tis-
sueLyser II, Qiagen, Niemcy) w obecnosci 1 ml medium RPMI-16040 (Sigma-Al-
drich, Niemcy) z dodatkiem 5% FCS. Po przesaczeniu otrzymanej zawiesiny przez
jatowy filtr komoérkowy o $rednicy oczek 70 pm (BD Falcon, USA) wyizolowane
komorki zawieszano w medium RPMI-1640 z dodatkiem 5% FCS, a liczba komé-
rek w zawiesinie wynosilta 2x107/ml. Nastepnie 3 ml takiej zawiesiny nawarstwiano
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na 3 ml jalowego gradientu Histopaque-1077 o temp. 25°C, uzywajac 15 ml pro-
béwek wirowniczych ze stozkowym dnem (BD Falcon, USA), po czym prébki wi-
rowano przy 400 g w temp. pokojowej przez 30 min z wylaczona funkcja hamowa-
nia. Po zakonczonym wirowaniu - delikatnie zbierano powstaty kozuszek komodrek
mononuklearnych do jalowych probéwek, ptukano w PBS z dodatkiem 5% FCS,
a nastepnie zawieszano w 1 ml PBS. Wyizolowane komorki liczono za pomocg au-
tomatycznego licznika komdrek Vi-Cell (Beckman Coulter, USA) i przeznaczano
do kolejnych badan.

W celu oznaczenia odsetka subpopulacji limfocytéw T CD3+CD4+ i CD3+CD8+
z zawiesiny wyizolowanych komoérek mononuklearnych krwi i §ledziony pobierano
1x10° i przenoszono indywidualnie do komérek cytometrycznych (BD, USA), po
czym do kazdej z nich dodawano zalecang przez producenta (AbD Serortec, An-
glia) objetos¢ przeciwcial monoklonalnych skierowanych na odpowiednie epitopy
domen powierzchniowych receptoréw CD4 (Mouse Anti Chicken CD4-FITC, klon
2-35) i CD8 (Mouse Anti Chicken CD8A-PE, klon 11-39) limfocytéw T. Po in-
kubacji, ptukaniu w PBS i wirowaniu powstale pelety traktowano 100 ul medium
utrwalajgcego (Reagent A, Leucoperm, AbD Serotec, Anglia). Nastepnie po inku-
bacji, ptukaniu i wirowaniu zlewano supernatant, a komérki zawieszano w 100 pl
medium do permeabilizacji (Reagent B, Leucoperm, AbD Serotec, Anglia) i doda-
wano po 10 pl przeciwcial monoklonalnych skierowanych na wewnatrzplazmatycz-
ny fragment fancucha epsilon receptora CD3 (Rot Anti Human CD3-APC, klon
CD3-12). Po dokladnym mieszaniu prébek na vortexie, inkubowaniu, wirowaniu
i zlaniu supernatantu komoérki zawieszono w 400 ul PBS i badano za pomocg cyto-
metru przeplywowego FACSCanto II (BD, USA).

W celu oznaczenia odsetka subpopulacji limfocytow B IgM* w krwi i w $ledzio-
nie wyizolowane komorki mononuklearne przenoszono indywidualnie do pro-
béwek cytometrycznych (BD, USA), po czym do kazdej z probéwek dodawano
zalecang przez producenta (AbD Serortec, Anglia) objeto$¢ przeciwciat poliklonal-
nych (Goat Anti Chicken IgM-FITC). Po inkubagcji, ptukaniu i wirowaniu powsta-
te pellety zawieszano w 400 ul PBS i badano za pomoca cytometru przeptywowego
FACSCanto II (BD, USA).

Wyniki do$wiadczen opracowano statystycznie w programie Statistica PC, stosu-
jac metody opisowe oraz test nieparametryczny dla prob niezaleznych U Manna-
-Whitneya. Za statystycznie istotne uznano réznice na poziomie p<0,1 a za wysoce
istotne przy poziomie p<0,05.

Wyniki i ich omdwienie
Procentowy udzial subpopulacji limfocytow T CD3+CD4+ i CD3CD8+ oraz
B IgM* we krwi obwodowej indykéw i w $ledzionie przedstawiono odpowiednio
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w tabelach 11 2. Z danych tych tabel wynika, ze oksytetracyklina stosowana u indy-
kow w dawce 0,5 g na 1 litr wody przez 5 dni nie miata istotnego wptywu na odse-
tek subpopulacji limfocytéow T CD3+CD4+. Natomiast wykazano, ze po 6 dniach
od zakonczenia podawania oksytetracykliny zaréwno we krwi, jak i w $ledzio-
nie indykéw nastepuje spadek odsetka subpopuacji limfocytéw T CD3+CD8+.
Swiadczy to niewatpliwie o uposledzeniu zjawisk odpornosciowych, gdyz gtéw-
ng funkcja tych limfocytéow cytotoksycznych jest zabijanie komoérek zakazonych
mikroorganizmami oraz nowotworowych [14]. Wzrost odsetka subpopulacji lim-
focytéw B IgM* w $ledzionie w grupie indykéw otrzymujacych oksytetracykline
po 6 dniach od zakonczenia jej podawania przy jednoczesnym spadku odsetka
subpopulacji limfocytow T CD3+CD4+ dowodzi, ze oksytetracyklina stosowa-
na per os w dawce 0,5 g na 1 litr wody przez 5 dni powoduje powazne zaburzenia
w funkcjonowaniu ukladu immunologicznego u indykoéw.

W $wietle powyzszego nalezy stwierdzi¢, ze oksytetracyklina stosowana u indy-
kow w dawce leczniczej ma istotny wptyw na funkcjonowanie uktadu odpornoscio-
wego, czego dowodem jest wykazany odsetek subpopulacji limfocytow T i B IgM*
w krwi i w §ledzionie wskazujacy na immunosupresyjne oddzialywanie tego anty-
biotyku na komoérkowe mechanizmy uktadu odpornosciowego. Konsekwencjg im-
munosupresji po podaniu oksytetracykliny moze by¢ wystapienie choréb na tle za-
kazen drobnoustrojami oportunistycznymi, jak np. pateczkami E. coli czy gorsza
odpornos¢ poszczepienna.
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BARTEOMIE] TYKALOWSKI, MARCIN SMIALEK, TOMASZ STENZEL,
Daria PESTKA, ANDRZE] KONCICKI
Uniwersytet Warmirisko-Mazurski w Olsztynie

Mozliwosci zastosowania
immunomodulatorow

we wspomaganiu terapii choréb
bakteryjnych drobiu wywotanych
przez szczepy oporne na antybiotyki

The possibilities

of immunomodulators application
in supporting treatment of bacterial
diseases caused by antibiotic
resistant germs

Wprowadzenie do leczenia antybiotykéw i chemioterapeutykow oraz kolejne lata
powszechnego ich stosowania spowodowalo powstanie zjawiska opornosci drobno-
ustrojow na te leki. Przyczyny narastania lekoopornosci bakterii sg wielorakie. Przez
wiele lat naduzywano antybiotykéw w terapii i profilaktyce, stosowano je, a w wielu
krajach nadal si¢ stosuje w chowie zwierzat jako stymulatory wzrostu dodawane do
paszy i srodki ochrony roslin w rolnictwie, a w przemysle spozywczym jako czynniki
konserwujace. W stadach ptakéw utrzymywanych systemem wielkotowarowym le-
karze weterynarii coraz rzadziej spotykaja klasyczne jednostki chorobowe wywotane
przez jeden gatunek bakterii, a najczesciej obserwowane sg tzw. zespoly chorobowe
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powodowane kilkoma wspoétdziatajagcymi ze sobg patogenami (np. wirusy + bakte-
rie) i oddzialujacymi niekorzystnie na organizm czynnikami niezakaznymi (warun-
ki srodowiskowe, zywienie, stres). Zakazenia tego typu maja ciezki przebieg, trudno
sie je leczy i powoduja powazne straty ekonomiczne dla hodowcy drobiu. Leczenie
zespoldéw chorobowych polega zazwyczaj na stosowaniu chemioterapeutykéw prze-
ciwbakteryjnych przez 5-7 dni, ktérych efektem dziatania jest zahamowanie wzrostu
i namnazania lub zabicie czynnika patogennego. Leki przeciwbakteryjne redukuja
obcigzenie infekcyjne, co ogranicza mozliwos¢ i czgstos¢ wystapienia groznych dla
zycia powiklan oraz przynosi dorazng poprawe w terapii choréb zakaznych. Szero-
kie i czasami nieracjonalne stosowanie antybiotykéw, bez wezesniejszego wykrycia
czynnika etiologicznego i sprawdzenia jego wrazliwoéci na chemioterapeutyki, wy-
wiera niekorzystny wplyw na uktad immunologiczny, prowadzi takze do eliminacji
flory fizjologicznej i czesto konczy sie niepowodzeniem terapii. Endogenna mikro-
flora bakteryjna przewodu pokarmowego stanowi bowiem czynnik ograniczajacy
kolonizacje szczepami bakterii chorobotwoérczych lub wzglednie chorobotwdrczych.
Jest ona réowniez zrodtem endogennych substancji wptywajacych na wzrost i rozwoj
tkanki limfatycznej jelit (GALT) oraz calego ukltadu immunologicznego gospoda-
rza. Z najnowszych badan wynika, Ze obecne w przewodzie pokarmowym czlowieka
i zwierzat beztlenowe gatunki bakterii (Clostridium sp., Fusobacterium sp., Bacterio-
ides sp., Propionibacterium sp.) syntetyzuja i uwalniaja niskoczasteczkowe substancje
o charakterze peptydowym oraz polisacharydowym. Ze wzgledu na niski ci¢zar cza-
steczkowy te endogenne peptydy moga przechodzi¢ przez bariere sluzéwkowa jeli-
ta i po dostaniu si¢ do krwi kontaktujg si¢ z komdrkami immunokompetentnymi,
np. limfocytami T w narzadach limfatycznych, indukujgc procesy ich réznicowania,
dojrzewania i proliferacji [8, 12].

Wyzdrowienie ptakdw zalezy jednak w duzej mierze od sprawnosci uktadu im-
munologicznego w trakcie leczenia, ktérego mechanizmy sg czesto uposledzone
w wyniku uprzedniego badz trwajacego zakazenia patogenami immunosupresyj-
nymi (np. wirusami choroby Gumboro, krwotocznego zapalenia jelit) i/lub bte-
dami w technologii chowu [10, 19]. Z prawidlowga funkcja tego ukladu zwigzana
jest bowiem ostateczna eliminacja drobnoustrojéw chorobotwoérczych i wytwo-
rzonych przez nie toksyn, stymulacja proceséw naprawczych w uszkodzonych
tkankach, a takze ochrona przed ponownym zakazeniem. Dlatego tez skutecznie
dzialajacy lek przeciwbakteryjny powinien by¢ sprzymierzencem dla ukladu od-
pornosciowego w walce z intensywnie namnazajacg si¢ populacja bakterii choro-
botwdrczych i/lub wzglednie chorobotworczych. Przewlekle i nawracajace zaka-
zenia bakteryjne u drobiu, np. ornitobakterioza, stanowig dzi§ powazny problem
terapeutyczny, a mozliwosci opanowania tych infekcji za pomoca antybiotykow
i chemioterapeutykéw wobec narastajacej opornosdci drobnoustrojow sa niewy-
starczajace. W przypadku takich infekcji spowodowanych przez szczepy bakterii
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oporne na chemioterapeutyki immunomodulacja moze by¢ skuteczng metoda
wspomagania leczenia zasadniczego.

Obecny stan wiedzy wskazuje, ze rowniez niektére grupy lekow przeciwbak-
teryjnych moga w sposéb istotny hamowac kluczowe mechanizmy obronne or-
ganizmu, powodujac, Ze powtarzajaca sie antybiotykoterapia przyczynia si¢ do
wystapienia wtérnych niedoboréw immunologicznych, nastepstwem czego jest
zwigkszenie podatnosci organizmu na kolejne infekcje [14]. Leki te modulujg ak-
tywno$¢ leukocytéw i makrofagéw przez zmiang ich funkcji w procesach migra-
cji, fagocytozy, zabijania drobnoustrojéw oraz wytwarzania wolnych rodnikow
i wydzielania cytokin [6]. Ponadto potrafig one istotnie wplyna¢ na biologie pa-
togenow na skutek modyfikacji ich metabolizmu, morfologii oraz represji lub in-
dukcji syntezy czynnikéw wirulencji. Wiadomym jest, ze przewlekle, nawracaja-
ce czy tez oportunistyczne zakazenia bakteryjne naleza do zespolu klinicznych
przypadkéw obnizonej sprawnosci uktadu immunologicznego organizmu wobec
czynnika infekcyjnego. Zaréwno badania doswiadczalne, jak i kliniczne wyka-
zaly, ze istnieje zwigzek przyczynowy pomiedzy rozwijajaca sie¢ niewydolnos$cia
uktadu immunologicznego a stosowaniem niektérych chemioterapeutykéw i an-
tybiotykéw, zwlaszcza z grupy aminoglikozydéw, tetracyklin czy tez sulfonami-
doéw. Liczne badania z jednej strony potwierdzily niekorzystny wptyw niektérych
grup antybiotykéw na uklad immunologiczny gospodarza, chociaz udokumento-
wano réwniez, ze stosowanie antybiotykéw z grupy makrolidéw, linkosamidow
i chinolonéw w dawkach terapeutycznych prowadzi do wystapienia efektu syner-
gizmu z systemem immunologicznym gospodarza, co manifestuje si¢ nasileniem
aktywnosci bakteriobojczej komdrek fagocytarnych lub tez uwrazliwieniem czyn-
nika infekcyjnego na dzialanie antybiotyku. Immunotropowe dzialanie niekto-
rych grup chemioterapeutykéw przeciwbakteryjnych wynika przede wszystkim
z ich zdolnosci do przenikania do wnetrza komoérek immunokompetentnych lub
tez taczenia si¢ z receptorami obecnymi na btonie danej komoérki, w efekcie czego
dochodzi¢ moze do zmiany ich aktywnosci. Antybiotyki z grupy aminoglikozy-
dow i tetracyklin wywieraja bezposredni wptyw na aktywno$¢ neutrofilow, obni-
zajac ich zdolnosci fagocytarne, bdjcze i chemotaktyczne. Obie grupy antybio-
tykow hamujg réwniez aktywno$¢ proliferacyjng limfocytéw T oraz zmniejszaja
zdolno$¢ tych komdrek do syntezy i uwalniania niektérych cytokin (IL-2 i IFN-y).
Obecnie wiadomo, ze antybiotyki moga tez w sposob posredni wplywa¢ na funk-
cje komorek immunokompetentnych poprzez niszczenie mikroflory bakteryjnej
przewodu pokarmowego. Ponadto, patogenne dla czlowieka i zwierzat drobno-
ustroje wykazuja zdolnos¢ hamowania odpowiedzi immunologicznej gospodarza
przez uwalnianie lub indukowanie w jego komdrkach czynnikéw wykazujacych
bezposrednie dzialanie immunosupresyjne, co moze prowadzi¢ do nasilenia im-
munosupresji wywotanej podaniem chemioterapeutyku hamujacego aktywnos¢
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populacji komorek bioracych udzial w likwidacji zakazenia. Dlatego tez korzyst-
ne efekty w terapii infekeji bakteryjnych uzyskuje sig, stosujac immunomodulato-
ry jednoczesnie z chemioterapeutykami przeciwbakteryjnymi. Nalezy oczekiwac,
ze po podaniu immunomodulatora ograniczenie lub wyeliminowanie niedomo-
gi ukladu odpornosciowego, bedacej skutkiem nawet najbardziej efektywnej che-
mioterapii przeciwbakteryjnej, przyspieszy proces zdrowienia oraz zminimalizu-
je niebezpieczenstwo wystgpienia zakazen wtérnych. Lek immunomodulujacy
podany lacznie z chemioterapeutykiem przeciwbakteryjnym prowadzi w sposob
istotny do poprawy efektywnosci leczenia schorzen bakteryjnych oraz przeciw-
dziala jednemu z niepozadanych skutkéw chemioterapii, ktérym moze by¢ upo-
sledzenie sprawnosci ukladu immunologicznego.

Pomimo intensywnych badan nad nowymi chemioterapeutykami skutecznymi
w leczeniu infekcji wprowadzenie do lecznictwa kazdego nowego leku przeciwbak-
teryjnego powoduje natychmiast wytworzenie przez drobnoustroje mechanizméw
opornosci na ten lek. Zjawisko to dotyczy w wiekszej mierze bakterii tlenowych,
poniewaz wrazliwo$¢ na antybiotyki bakterii beztlenowych jest bardziej stabilna,
a liczba preparatéw aktywnych wobec tych drobnoustrojow jest nadal dos¢ wysoka.
Dotychczas najwieksza przeszkoda w stosowaniu przeciwbakteryjnej immunotera-
pii byt brak precyzyjnych wiadomosci na temat mechanizméw odpowiedzi immu-
nologicznej w przypadku stosowania tych preparatéw. Wobec nowatorskich badan
nad wykorzystaniem immunomodulacji w leczeniu zakazen oportunistycznych wy-
daje sig, ze po wieku XX, ktéry w medycynie byl niewatpliwie era antybiotykow,
wiek XXI moze stac si¢ erg immunoterapii i immunomodulacji, a stosowane do-
tychczas jako tarcza szczepionki mogg sta¢ si¢ mieczem w walce z infekcjami bak-
teryjnymi.

Immunomodulatory nie s3 jeszcze powszechnie stosowane w medycynie wete-
rynaryjnej, zwlaszcza w awiopatologii, gdyz ich stosowanie niesie za sobg szereg
probleméw. Uzywanie immunomodulatoréw musi pociagac za soba konieczno$é
ustalenia metod standaryzacyjnych oraz odpowiedzi na pytania dotyczace ich sku-
tecznosci i bezpieczenstwa. Zwigzana z tym problematyka dotyczy okreslenia lecz-
niczych modyfikacji wprowadzanych do ukladu immunologicznego zaréwno na
poziomie calego organizmu, jak i na poziomie komérkowym w przebiegu choro-
by. Wazna jest §wiadomos$¢ niebezpieczenstw zwigzanych z nadmierng stymula-
cja lub supresja, czy tez pojawianiem si¢ odczynow alergicznych. Wcigz do konca
nie s znane skutki profilaktycznego stosowania tej grupy lekéw, a mechanizm ich
dzialania nie jest do konica wyjasniony i niezbadany w warunkach klinicznych. Na
0godt dzialanie immunostymulujace jest jedynie fragmentem ich dziatania biolo-
gicznego. Niektore z czynnikow dzialajg zaréwno stymulujaco, jak i hamujaco na
odpowiedZ immunologiczng, co zalezy migdzy innymi od wielkosci dawki, sche-
matu stosowania, drogi podania, ukladu badawczego (in vitro, in vivo), statusu od-
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pornosciowego organizmu czy gatunku ptaka [16, 20]. Z tego tez wzgledu niektore
z immunomodulatoréw nie beda sensu stricto stymulowaty mechanizméw immu-
nologicznych, lecz przywracaly ich ostabiong reaktywno$¢ do normy. Srodki im-
munostymulujgce sg stosowane zardwno wtedy, gdy uklad odpornosciowy dziata
normalnie, np. w immunoprofilaktyce swoistej jako adiuwanty w celu wzmocnie-
nia odpowiedzi immunologicznej na podany antygen szczepionkowy, jak i w sta-
nach ostabienia okreslonej jego funkcji, np. w okresie rekonwalescencji. W réznych
stanach chorobowych podaje si¢ preparaty lecznicze albo hamujace reaktywnosc¢
immunologicznag, czyli immunosupresyjne, albo stymulujace t¢ reaktywnos¢. Leki
immunosupresyjne stosuje si¢ najczesciej u biorcdw przeszczepéw allogenicz-
nych i s3 powszechnie stosowane w medycynie ludzkiej, natomiast w terapii cho-
réb ptakow sg uzywane bardzo rzadko i wlasciwie tylko u towarzyszacych ptakow
ozdobnych. Pewnym paradoksem jest fakt, Ze mimo czestego uzywania ptakow
w badaniach nad oddzialywaniem immunomodulatoréw na organizm i szerokim
stosowaniem tych preparatéw w réznych galeziach produkeji zwierzecej, u drobiu
ich zastosowanie jest minimalne lub znikome. Nalezy jednak podkredli¢, ze im-
munomodulacja nie znajduje powszechnego wykorzystania w wielkotowarowym
chowie drobiu z kilku istotnych powoddéw. Po pierwsze, immunomodulatory sto-
sowane w warunkach chowu wielkotowarowego nie zawsze daja pozytywne efek-
ty, poniewaz moga prowadzi¢ do zwigkszenia lub zmniejszenia aktywnosci ukladu
odpornosciowego. Efekt ich dzialania zalezy bowiem od wielu réznych czynnikoéw.
Nalezy zatem podchodzi¢ indywidualnie do kazdego stada ptakow, uwzglednia-
jac jego aktualny stan fizjologiczny, warunki chowu, Zywienia oraz status immu-
nologiczny. Po drugie, wiekszo$¢ immunomodulatoréw nalezy stosowa¢ w formie
iniekgcji, co jest bardzo klopotliwe w masowym chowie drobiu. Po trzecie, indyki,
kury i inne gatunki drobiu zyja bardzo krétko w poréwnaniu np. z psami czy ko-
tami. I po czwarte, brak jest jednoznacznych danych wskazujacych na najbardziej
skuteczne, a jednoczesénie tanie i bezpieczne immunomodulatory, ktére mogtyby
by¢ stosowane u drobiu. Stanowi to niewatpliwie do$¢ powazng bariere do wpro-
wadzania tych preparatéw na szeroka skale.

Wiele substancji pochodzenia naturalnego, jak i tych syntetycznych, charaktery-
zuje si¢ pozytywnym oddzialywaniem na ukfad immunologiczny. W chwili obecnej
sporym zainteresowaniem cieszg si¢ preparaty immunostymulujace pochodzenia
roélinnego, ze wzgledu na coraz cz¢stsze odchodzenie od antybiotykoterapii i po-
szukiwanie przez konsumentéw produktéw ekologicznych. Z powodzeniem stosuje
sie je w profilaktyce i terapii réznych choréb u ludzi oraz zwierzat [18]. Stwierdzo-
no, ze poszczegdlne ziota wykazuja wyrazng swoistos¢ w oddzialywaniu na ukiad
immunologiczny a aktywnos$¢ immunologiczna preparatéw roslinnych lub wyizolo-
wanych z nich substancji wyraza si¢ réznymi efektami, np.: wzmozong aktywnoscia
fagocytarng makrofagéw (Arnica montana, Echinacea spp.), zwigkszeniem liczby
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pobudzonych limfocytow T i B (Echinacea spp.), zahamowaniem wzrostu implan-
towanych komoérek nowotworowych (Calandula officinalis), a niekiedy nawet prze-
zyciem zwierzat z wszczepionym nowotworem (Solidago virga-aurea). Czgsto ob-
serwuje si¢ rowniez indukcje syntezy interferonéw (Plantago lanceolata, Echinacea
spp., Taraxacum officinale). Niektdre biologicznie czynne sktadniki zi6t moga réw-
niez podnosi¢ aktywno$¢ lizozymu we krwi. Do najbardziej znanych i najczesciej
stosowanych preparatow roslinnych nalezg soki i wyciagi wodne z aloesu drzewia-
stego (Aloe arborescens) i réznych gatunkéw jezéwki (Echinacea spp.). Zazwyczaj
produkowane s3 one w postaci preparatéw do stosowania per os. Ponadto spotyka
sie postaci do stosowania podskdrnego, domigsniowego i zewnetrznego a wiekszos¢
z nich oddzialuje na granulocyty i makrofagi, wzmacniajac fagocytoze. Niewiele na-
tomiast wywiera wpltyw na rézne populacje limfocytéw [4].

Sposrod immunomodulatoréw naturalnych na szczegdlng uwage zastuguja
B-glukany ekstrahowane ze $ciany komdrkowej drozdzy Saccharomyces cerevisiae
i innych gatunkoéw [2, 7]. Sa to polisacharydy ztozone z licznych czasteczek glukozy
pofaczonych wigzaniami -1,3 i 1,6 (z dominujacym udzialem wigzan p-1,3). Z ta
specyficzng budowy, odmienng od p-glukandw wystepujacych w zbozach, wiaze si¢
jego aktywno$¢, przy czym za dziatanie immunomodulujace odpowiada obecnosc¢
wigzan typu -1,3. Pobudzaja one w organizmie makrofagi obecne w sluzéwece jelit,
poprzez laczenie si¢ m.in. z receptorami typu CR3 na ich powierzchni [2, 4]. Jednak
najwazniejszymi receptorami wydaja sie by¢ dektyna-1 oraz TLR 2i TLR 4 [1, 2, 13].
Aktywacja ta, oprécz wzmacniania dzialania toksycznego makrofagow wzgledem
patogenow (fagocytoza, produkcja bakteriocyn, NO), stymuluje je do wytwarzania
zwiekszonych iloéci prozapalnych cytokin i eikozanoiddw, takich jak IL-1, TNF-a
oraz PGE2, ktére pobudzajg proliferacje i aktywnos¢ limfocytéw T CD4+ i CD8+.
Wydzielane nastepnie przez limfocyty CD4+ interleukiny aktywuja komoérki NK
oraz limfocyty B, zwigkszajac produkcje przeciwcial, zwlaszcza klasy IgA w jelitach.
Powyzsze dowodzi, ze -glukany (1,3/1,6) oddzialuja na wszystkie, zaréwno swo-
iste, jak i nieswoiste, mechanizmy odpornosciowe gospodarza, a stymulowanie ko-
morek APCs do wzmozonego wytwarzania interleukin wskazuje na ich posrednie
przeciwwirusowe, przeciwbakteryjne, a nawet przeciwnowotworowe dzialanie [1, 5,
9, 13]. Na rynku sg dostgpne gotowe preparaty zawierajace 3-glukany przeznaczone
do stosowania w paszy u drobiu, np. Alphamune G (Alpharma Animal Health) czy
przeznaczony dla golebi Dolfos DG ImmunoDol.

Naturalnym stymulatorem odpornosci uzywanym z powodzeniem w terapii
zwierzat jest réwniez dimer lizozymu (pozyskany z jaja kurzego i poddany di-
meryzacji). Dziala on stymulujaco u wszystkich kregowcéw poprzez pobudzanie
tagocytozy, aktywacje limfocytéw T i B, wzmacnianie syntezy immunoglobulin
i wydzielanie cytokin [11, 16]. Badania przeprowadzone na zarodkach kurzych,
ktérym w 10. dobie embriogenezy aplikowano rézne dawki preparatu KLP-602

93



(dimer lizozymu), wykazaly pozytywny wplyw tego immunomodulatora na roz-
woj ich narzadéw immunokompetentnych i wybrane parametry odpornosci nie-
swoistej [11].

W medycynie weterynaryjnej znalazly zastosowanie réwniez immunomodulato-
ry syntetyczne, uzywane od lat w medycynie ludzkie;j.

Lewamizol - lewoizomer tetramizolu jest od dawna znany jako $rodek prze-
ciwrobaczy. Wykorzystany jednak w odpowiedniej dawce wykazuje wlasciwo-
$ci immunomodulacyjne, polegajace m.in. na: przyspieszaniu dojrzewania lim-
focytéw T z komdrek prekursorowych w wyniku podwyzszenia w nich poziomu
c¢GMP, wzmaganiu odpornosci komdrkowej poprzez pobudzanie réznicowania
sie limfocytow T w odpowiedzi na wprowadzony antygen lub mitogen, a takze
potegowaniu cytotoksycznosci limfocytow T i NK. Ponadto lewamizol norma-
lizuje stosunek limfocytéw Th do Treg oraz poteguje produkcje limfokin i IFN,
jednocze$nie hamujac wydzielanie cytokiny supresyjnej SIRS [21]. Niskie daw-
ki lewamizolu (1,5-3,0 mg/kg m.c.) dzialaja immunostymulujaco, z kolei wyzsze
(w tym przeciwrobacze) moga mie¢ dzialanie immunosupresyjne, a dawki bardzo
wysokie (50 mg/kurcze) sg bardzo toksyczne i w przypadku zarodkéw kurzych
powoduja 100% $miertelno$¢ w 18. dobie inkubacji [17]. Lewamizol nie podnosi
wydolnosci organizmu ponad stan fizjologiczny, lecz normalizuje jego sity obron-
ne w stanie immunosupresji. Przy prawidlowo funkcjonujacym ukladzie immu-
nologicznym wykazuje dzialanie adiuwancyjne, zwiekszajac efekt odpowiedzi na
antygen [15, 21].

Methizoprinol (izoprynozyna) jest stosowany w medycynie czlowieka, w terapii
zakazen wywolanych przez wirusy opryszczki, ospy wietrznej, grypy, $winki, odry,
HIV, a takze w pdlpascu oraz w innych zakazeniach wirusowych o powikltanym
przebiegu, zwlaszcza u chorych z obnizong odpornoscig. Oprécz tego methizopri-
nol posiada takze wlasciwosci modulujace naturalng odpornosé¢ organizmu, co na-
sila jej efekt przeciwwirusowy. Dzialanie jego polega na potegowaniu oddziatywa-
nia mitogenow w stosunku do limfocytéw T i B. Jest on réwniez odpowiedzialny za
wzrost liczby komdrek T CD4+ oraz podwyzszong synteze i aktywnos$¢ IFN-y [3].

Podsumowujac, nalezy stwierdzi¢, ze immunomodulacja moze stanowi¢ nowe, sku-
teczne narzedzie w fagodzeniu skutkéw immunosupresji r6znego tta u drobiu. Znane
immunomodulatory naturalne i syntetyczne takie jak f-glukany, dimer lizozymu, le-
wamizol czy methizoprinol sa skuteczne w stymulowaniu odpowiedzi immunologicz-
nej u ludzi oraz réznych gatunkéw zwierzat. Ich wykorzystanie, niezaleznie od drogi
podania, otwiera nowe mozliwosci w praktyce weterynaryjnej, zwlaszcza w stadach
drobiu utrzymywanych systemem wielkotowarowym i stwarza nadziej¢ na ogranicze-
nie stosowania chemioterapeutykéw i ich racjonalne wykorzystanie oraz przedluzenie
ich skutecznego dziatania w stosunku do chorobotworczych bakterii, a tym samym na
poprawe jakosci pozyskiwanych produktéw drobiarskich. Na razie jednak naukowcy
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ilekarze weterynarii musza polega¢ na tym, co jest uzywane na co dzien, zmagajac si¢
z wywazaniem korzysci i dziatan niepozadanych.
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Wrazliwos¢ Mycoplasma synoviae
na antybiotyki

Sensitivity of Mycoplasma synoviae
on antibiotics

Analiza czgsto$ci wystepowania zakazen Mycoplasma synoviae (MS) oparta jest
gléwnie na monitoringu serologicznym wskazujacym na wzrastajaca role tej my-
koplazmy w patologii drobiu, gtéwnie u kur ras migsnych, ale ostatnio u niosek
ras lekkich (towarowych). W czestych przypadkach MS jest jedynym czynnikiem
etiologicznym zakazenia i skutkuje zwykle chronicznym zapaleniem btony $luzo-
wej stawow i pochewek $ciegnowych, szczegdlnie po dostopowym zakazeniu [1, 6].
Niezwykle waznym aspektem w $wietle literatury i ostatnich badan wykonanych
w kraju moze by¢ ewolucja w patogenezie MS do ukladu rozrodczego kury, w tym
do $rodkowego i konicowego odcinka jajowodu. Najczesciej zakazenia MS maja
charakter utajonych, a objawy kliniczne zwykle obserwowane sa po osiagnigciu
przez ptaki dojrzalosci piciowej. Swoiste dla MS zmiany patologiczne blony slu-
zowej jajowodu prowadzg prawdopodobnie do jej dysfunkgji, utrudniajac proces
migracji plemnikéw do miejsca zaptodnienia i formulowanie poszczegélnych frak-
cji jaja (w tym skorupy). Defekty w budowie skorupy stozka jaja przy komorze
powietrznej, okreslone jako zespo6l anomalii wierzchotka skorupy jaja (ang. Egg
Apical Abnormality-EAA), byly w ostatnim czasie opisywane przez niektérych
autoréw [4, 5, 8]. Dotychczas w wielu krajach mimo obecnosci zarazka w orga-
nizmie ptakéw czy tez wskazan na kontakt z zakazeniem przez dodatnie wyniki
badan serologicznych zakazenia MS uwazano za marginalne i nie wprowadzano
konieczno$ci monitorowania tych zakazen u drobiu jako niemajacych wpltywu na
ich zdrowotnos¢. W badaniach wlasnych zaréwno od kur niosek z problemami
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w reprodukcji i budowie jaj, ale takze ze stad klinicznie zdrowych wykazano wzra-
stajaca tendencje zakazen MS szczegélnie w latach 2011-2012 i utrzymujaca si¢
w pierwszych miesigcach 2013 r. [7].

Mykoplazmy nalezg do klasy Mollicutes (fac. mollis - migkki, cutis — skéra); cha-
rakteryzuje je brak typowej dla bakterii §ciany komdrkowej (posiadaja jedynie tréj-
warstwowg blone protoplazmatyczng), co sprawia, ze sg oporne na dzialanie niekté-
rych antybiotykéw, np. penicyliny, a réwnoczesnie cechuje je wrazliwo$¢ na niezbyt
liczng grupe antybiotykéw stosowanych w terapii drobiu.

Celem podjetych prac bylo okreslenie in vitro wrazliwosci/opornosci wyizolowa-
nych i zidentyfikowanych gatunkowo szczepéw MS od kur niosek zaréwno z pro-
blemami zdrowotnymi ze strony ukladu rozrodczego, jak i ze stad klinicznie zdro-

wych.

Materiat i metody

Do badan wstepnych wybrano szczepy MS: F203/13 ze stada z problemami w bu-
dowie skorupy jaj oraz F197/12 ze stada bez objawoéw klinicznych, a takze szczep
referencyjny MS. Szczepy terenowe uzyskano, badajac wymazy pobrane ze szcze-
liny podniebiennej ptakéw, jaja lub zamarle zarodki (po 60 probek kazdego ro-
dzaju ze stada) metodami: mikrobiologiczng (uzyskanie wzrostu mykoplazm nie-
zbednych do okreslenia antybiotykogramu) i real time PCR (identyfikacja gatunku
Mycoplasma synoviae) [2]. Uzyto plynnych podlozy PPLO i podloza agarowego
PPLO wedlug Freya [3]. Sklad podioza modyfikowano wedlug wymagan wzrosto-
wych charakterystycznych dla MS (podtoza zawierajacego surowice $winska i glu-
koze). Podloze plynne zawieralo w swoim skladzie dodatkowo roztwdr wskaznika
barwnego (czerwien fenolowa), ktérego zmiana wskazywala na wzrost MS w pod-
tozu - szczepy MS w czasie wzrostu zmienialy zabarwienie podloza z czerwonego
na z6lte (spadek pH), a namnazajac si¢, powodowaly réwnoczes$nie wzrost gestosci
posianych podtozy (wyzsza warto$¢ ekstynkeji) OD. Posiane kultury bulionowe in-
kubowano w 37°C przez 7 dni, codziennie obserwujac zmian¢ wskaznika barwne-
go. Po uzyskaniu wzrostu mykoplazm na podtozu ptynnym okreslano w hodowli
ich koncentracje (CFU), w tym celu wykonano szereg rozcienczen hodowli obydwu
szczepow od 10' do 10%, posiewano na podloze agarowe metoda kropli sptywaja-
cej, po czym inkubowano w warunkach mikroaerofilnych (dodatek 5% CO,) w za-
mknietym naczyniu w temperaturze 37°C przez kolejne 7 dni, codziennie ogladajac
pod mikroskopem celem potwierdzenia obecnosci kolonii mykoplazm. Do ozna-
czen antybiotykogramowych wybrano rozcienczenie o mianie 10* CFU/ml. Mini-
malng koncentracje hamujaca wzrost MS wykonano metoda Metabolic Inhibition
Test (MIT) wedtug metodyki Bebear i wsp. [3]. Badania te wykonano na plytkach
firmy Statens Veterinarmedicinska Anstalt optaszczonych antybiotykami w roz-
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nej koncentracji, w tym: tiamuling — koncentracja od 0,063-8 ug/ml, valnemuli-
na - odpowiednio 0,125-4 pug/ml, doxycykling - 0,125-16 ug/ml, linkomycyna -
0,5-64 pg/ml, tylozyng — 2-128 pg/ml i ampicylling - 0,5-32 pug/ml. Do basenikow
oplaszczonych poszczegélnymi koncentracjami antybiotykéw nanoszono po 0,5 ml
bulionu PPLO MS i 0,01 ml hodowli badanego szczepu. Kontrole ujemna stanowit
bulion PPLO, a dodatnig hodowla bulionowa szczepu referencyjnego MS - nanie-
sione do basenikéw nieoptaszczonych zadnym antybiotykiem. Plytki inkubowano
w termostacie (temperatura 37°C) przez 72 godz. i obserwowano zmianeg zabarwie-
nia podloza. Po tym czasie dokonywano odczytu wizualnego (tab. 1 i 2), a dodat-
kowo z kazdego basenika pobierano po 0,2 ml hodowli, przenoszono do basenikéw
czystej mikroplytki w analogicznym uklfadzie jak na plytce z antybiotykami i doko-
nywano odczytu ekstynkeji przy uzyciu czytnika przy diugosci fali 405 nm (tab. 3
i4).

Tabela 1. Wyniki antybiotykogramu szczepu 197/12 Mycoplasma synoviae wyrazone w ug/ml*
podfoza ptynnego

Ampicillin 32

Tabela 2. Wyniki antybiotykogramu szczepu 203/13 Mycoplasma synoviae wyrazone w ug/ml”
podtoza ptynnego

Ampicillin 32
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Tabela 3. Wartosci OD" hodowli bulionowej i wyniki antybiotykogramu szczepu 197/12 Myco-
plasma synoviae wyrazone w ug/ml” podtoza ptynnego

1 2 3 4 5 6 7 8
N Tlo“‘r;zullfn 0,303 | 0306 | 0322 | 0404 | 0518 | 0607 | 0427
p 4 2 1 0,5 025 | 0125 | 0,063
Valnemulin
5 oot 0293 | 0292 | 0347 | 0389 | 0415 | 0463 | 0436
o 2 1 0,5 025 | 0125 | 0063 | 0031
c DO’BY?S'IIhne 0,306 | 029 | 0305 | 0380 | 0374 | 0418 | 0458
’ 8 4 2 1 0,5 0,25 0,125
16
b ng‘;’ggcm 0299 | 0333 | 0352 | 0337 | 0370 | 0413 | 0462
: 2 1 4 2 1 0,5
o 3 6 8
Tylosin K+
0305 | 0306 | 0305 | 0311 | 0302 | 0,309
E 0,313 64 32 16 8 4 2 0,420
128 0,426
Ampicillin 0413 | 0412 | 0410 | 0415 | 0394 | 0,395 K-
F 0,585 6 ) ) ) | o 0,330
32 ’ 0,327

Tabela 4. Wartosci OD" hodowli bulionowej i wyniki antybiotykogramu szczepu 203/13 Myco-
plasma synoviae wyrazone w ug/ml™ podtoza ptynnego

1 2 3 4 5 6 7 8
Tiamuli
N o305 | 0380 | 0374 | 0358 | 0359 | 0412 | 0521 | 0495
: 4 2 1 0,5 025 | 0125 | 0,063
8)(')('
Valnemulin
5 0aa1 0332 | 0325 | 0506 | 0549 | 0518 | 0561 | 0,539
o 2 1 0,5 025 | 0125 | 0063 | 0031
c DO’BY?:;hne 0,362 | 0444 | 0477 | 0523 | 0637 | 0564 | 0488
e 8 4 2 1 0,5 025 | 0125
b ng‘;’;lgcm 0376 | 0427 | 0443 | 0466 | 0485 | 0527 | 0467
: 32 16 8 4 2 1 0,5
64
Tylosin 035 | 0379 | 0413 | 0402 | 038 | 0379 K+
E 0,371 - o 6 ) . ) 0,703
128 0,423
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Ampicillin | o 63 | 0511 | 0415 | 0441 | 0437 | 0487 o
F 0,481 16 3 4 2 1 0,5 0,357
- : 0,375

Wyniki i omoéwienie

Analizujac zmiane wskaznika barwnego hodowli (barwa od czerwonej — brak wzro-
stu szczepu, poprzez rézowa — staby wzrost, do zo6ltej — oznaczajacej brak hamo-
wania i potencjalny wzrost mykoplazm) badanych szczepéw w poszczegdlnych
koncentracjach antybiotykéw, wykazano, ze obydwa badane szczepy byty w pel-
ni wrazliwe na tylozyne we wszystkich koncentracjach i zupelnie niewrazliwe na
ampicilling, co wynika z ogélnej cechy mykoplazm w odniesieniu do tej ostatnie;j.
Natomiast na tiamuling obydwa szczepy wykazaly identyczng wrazliwos¢, tj. pel-
na wrazliwo$¢ w koncentracji 1 pg/ml i powyzej oraz wynik watpliwy w koncen-
tracji 0,25 pg/ml. Z kolei w odniesieniu do doksycykliny szczep F203/13 réznit sie
nieznacznie o jedng koncentracj¢ tego leku w stosunku do szczepu F197/12 , kto-
ra wynosita odpowiednio: 2 i 4 pg/ml (petna wrazliwo$¢) i 2 ug/ml jako watpliwy
dla szczepu F197/12. Podobnie w stosunku do valnemuliny wzrost szczepu F203/13
byt w pelni hamowany przy koncentracji 1 ug/ml, podczas gdy zahamowanie wzro-
stu szczepu F197/12 nastepowalo juz przy 0,25 pug/ml, a wynik watpliwy uzyskano
przy 0,5 pg/ml. Najwigkszg réznice w wrazliwosci szczepow stwierdzono w odnie-
sieniu do linkomycyny, gdzie hamowanie wzrostu szczepu F203/13 wymagato wy-
sokiej koncentracji 32 pg/ml, podczas gdy szczep F197/12 byt juz wrazliwy na kon-
centracje tego leku wynoszacy tylko 4 pg/ml (tab. 1 i 2). Potwierdzeniem wynikéw
uzyskanych w tescie MIT (metoda barwna wizualizacji wzrostu mykoplazm w pod-
tozu) byt pomiar ekstynkcji, ktéry wykonano z uzyciem czytnika przy dlugosci fali
405 nm. Wykazano, ze zahamowanie metabolizmu (wzrostu szczepu) przekladato
sie na nizsze wartos$ci OD i byty one skolerowane z odpowiednig koncentracjg leku
w danym baseniku plytek antybiotykogramowych. Najwyzsze wartosci OD (0,420)
stwierdzono w kontroli dodatniej (wzrost szczepu referencyjnego), natomiast odpo-
wiednio nizsze w kontroli ujemnej (0,330) i w basenikach gdzie nastapilo zahamo-
wanie wzrostu badanych szczepdw przez odpowiednie koncentracje antybiotykow
(tab.314).

Podsumowanie

Wstepne wyniki badan wrazliwosci na antybiotyki szczepéw MS podjetych po raz
pierwszy w kraju wskazuja, ze mykoplazmy tego gatunku izolowane od kur z pro-
blemami w reprodukc;ji i zaburzen w budowie skorupy jaj moga by¢ znacznie opor-
niejsze na niektdre antybiotyki niz izolaty pochodzace ze stad klinicznie zdrowych
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kur. Wyniki powyzszych badan wskazuja, Ze tylozyna jako klasyczny lek stosowany
w leczeniu zakazen mykoplazmami ciagle pozostaje lekiem skutecznym, bowiem
nie stwierdzono réznicy pomigdzy obydwoma szczepami, ktére byly wrazliwe na
najnizsze koncentracje leku. Znaczacg réznice wykazano we wrazliwosci szczepow
w stosunku do linkomycyny, co sugeruje, ze na ten antybiotyk bardziej patogenne
szczepy MS moga wykazywa¢ opornos¢. Badania powyzsze wskazuja, ze takie leki
jak doksycyklina i tiamulina, podobnie jak tylozyna, pozostaja w arsenale lekéw
mozliwych do uzycia w zwalczaniu zakazen mykoplazmami.
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Wystepowanie zakazenia
Mycoplasma spp. u dzikich ptakéw

The occurrence
of Mycoplasma spp. infection

in wild birds

Ptaki dzikie s3 wektorem i rezerwuarem wielu patogenéw, w tym takze Mycopla-
sma spp., ktérych rola w dalszym ciagu nie jest jeszcze do konca poznana. Zakaze-
nie mykoplazmami u ptakéw dzikich moze przebiega¢ subklinicznie lub w potacze-
niu z innymi patogenami by¢ czynnikiem wplywajacym na przelamanie odpornosci
gospodarza. Sposrod 23 gatunkéw mykoplazm wystepujacych u réznych gatunkow
ptakow 17 zidentyfikowano u ptakéw wolno zyjacych, a 5 jest charakterystycznych
wylacznie dla ptakéw dzikich [1].

Mycoplasmy nalezg do klasy Mollicutes (fac. mollis — migkki, cutis — skéra); cha-
rakteryzuje je brak typowej dla bakterii §ciany komdrkowej, co sprawia, ze s3 opor-
ne na dziafanie niektérych antybiotykéw, np. penicyliny. Sa to jedne z najmniejszych
organizmdw priokariotycznych zdolne do replikacji na sztucznym podiozu [3]. My-
koplazmy ze wzgledu na obecnoé¢ aparatu czepnego maja zdolno$¢ przylegania do
nablonkéw, powodujac ciliostazg. Mikroorganizmy wyksztalcily zdolnos¢ wytwa-
rzania nadtlenku wodoru, co ulatwia im wnikanie do komorki, a zmienno$¢ anty-
genowa na powierzchni zarazka zwieksza ich odporno$¢ na mechanizmy obronne
systemu immunologicznego gospodarza [4].

Celem podjetych prac jest okreslenie wystepowania Mycoplasma spp. (M. spp.)
w populacji ptakéw wolno zyjacych, a takze identyfikacja gatunkowa mykoplazm.
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Materiat i metody

Material do badan stanowily wymazy z jamy ustno-gardtowej. Zostaly pozyskane od
ptakéw dzikich na terenie 8 wojewodztw: pomorskiego, wielkopolskiego, mazowieckie-
go, zachodniopomorskiego, 16dzkiego, kujawsko-pomorskiego, slaskiego i warminsko-
-mazurskiego. Lacznie zgromadzono 351 probek, w tym 120 probek w 2011 r. i 231
probek w 2012 r. Pochodzity one gtéwnie od trzech gatunkow ptakéw: najliczniej prze-
badang grupe stanowity kaczki krzyzéwki — 161 probek (46%), nastepnie tabedzie — 80
probek (22,7%) i mewy — 65 probek (18,5%). Pozostate 45 probek (12,8%) pochodzito
od takich gatunkéw jak np.: sikory, trznadle, kosy, zigby, dzwonce, czaple i inne (ryc. 1).

Okaczki krzyzowki
Olabedzie
Omewy

Oinne

Ryc. I. Wykaz liczby probek z uwzglednieniem gatunku ptakow

Dostarczone wymazy z jamy ustno-gardlowej byly badane metoda biologii mo-
lekularnej. Wyizolowane z wymazéw DNA bylo badane konwencjonalng metoda
PCR umozliwiajaca stwierdzenie obecno$ci materiatu genetycznego Mycoplasma
spp. (amplifikacja konserwatywnego fragmentu genu 16S rRNA). Do okreslenia wy-
stepowania Mycoplasma spp. uzyto starteréw MGSO i GPF oraz profili temperatu-
rowych dostepnych w pismiennictwie [2].

Wyniki i omdwienie

Prazek o wielkosci ok. 1013 par zasad (pz) $wiadczacy o obecnosci materialu gene-
tycznego Mycoplasma spp. stwierdzono u 213 ptakéw (60,6%), w wymazach pocho-
dzacych gléwnie od kaczek krzyzowek (110 szt.) i mew (61 szt.), rzadziej od tabedzi
niemych (25 szt.) oraz innych gatunkéw ptakéw (17 szt.) (ryc. 2).

Mimo mniejszej liczby prébek od mew mozna wykaza¢, ze jest to gatunek, u kto-
rego najczesciej stwierdzano obecnos¢ Mycoplasma spp., gdyz wyniki dodatnie sta-
nowily 93% przebadanych prébek. Réwnie wysoki odsetek probek dodatnich w sto-
sunku do przebadanych stanowity wymazy od kaczki krzyzéwki (68,3%), natomiast
odsetek probek pobranych od tabedzi i innych gatunkéw ptakéw byt wyraznie niz-
szy i wynosit odpowiednio: 31,25 i 37,77% (tab. 1).
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kaczki krzyzowki mewy labedzie inne

Ryc. 2. Wystepowanie zakazen Mycoplasma spp. u réznych gatunkow ptakow

Tabela 1. Wyniki badania ptakéw dzikich w kierunku obecnosci Mycoplasma spp.

Kaczka . . .
. Mewy Labedzie Inne gatunki Lacznie
krzyzowka
] ] Q ] ]
g £Es |5 E5 | 5| £ | 5| E5 | 5] £¢2
] g X < < ] T ] S 8 = g 8
< ~ < ~ < ~ < ~ < ~
2] 8 M a M 8 m 8 M 8

2011 | 61 36 (59) 36 | 32(88,8) | 1 6 (60) 13 | 4(30,7) | 120 | 78 (65%)
2012 | 100 74(74) 29 | 29(100) | 70 | 19(27,1) | 32 | 13(40,6) | 231 | 135 (58,4%)
suma | 161 | 110 (68,3) | 65 | 61(93,8) | 80 |25(31,2) | 45 | 17(37,7) | 351 | 213 (60,6%)

[e]

Podsumowanie

Wstepne wyniki badan podjetych po raz pierwszy w kraju wskazuja, ze znaczny od-
setek przebadanych ptakéw wolno Zzyjacych byl pozytywny (stwierdzono obecnos¢
materialu genetycznego mykoplazm). Moze to sugerowa¢, ze ptaki wolno zyjace
moga by¢ istotnym rezerwuarem patogendw z rodzaju Mycoplasma i stanowi¢ po-
tencjalne zrodto zakazen drobiu, szczegélnie utrzymywanego na wolnym wybiegu
i/lub o niskim statusie bioasekuracji (kontakty z ptakami wolno zyjacymi). W ko-
lejnych etapach pracy probki dodatnie zostang zweryfikowane przy uzyciu alterna-
tywnych metod identyfikacyjnych, w tym sekwencjonowanie. Pierwsze wyniki se-
kwencjonowania produktu PCR kilku prébek dodatnich wykazaty, ze tylko czgs¢
z nich mozna bylo zaliczy¢ do rodzaju Mycoplasma. Moze to wskazywa¢ na malg
specyficznos¢ uzytych starteréw w metodzie PCR, dlatego podjete beda proby po-
prawienia tego parametru.

Praca realizowana w ramach projektu rozwojowego NCBiR Nr 12-0126-10/2011.
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Zapalenie mozgu i rdzenia kregowego
w stadach kurczat brojlerow
— ignorancja czy bezradnosc?

Avian Encephalomyelitis (AE)
in broiler flocks — ignorance
or helplessness?

W ostatnich kilku latach obserwuje si¢ w Polsce wzrost liczby przypadkéw zakaznego
zapalenia mozgu i rdzenia kregowego (Avian Encephalomyelitis — AE) w stadach kur-
czatrzeznych [7, 37, 48]. Mozna sadzi¢, ze sg one z reguly wynikiem bledéw w immuno-
profilaktyce stad rodzicielskich brojleréw i obecnosci zjadliwego wirusa w srodowisku
[6, 39]. W warunkach krajowych pionowa droga zakazenia wydaje si¢ by¢ mniej czgsta.

Nalezy przypomniec, ze w rozprzestrzenianiu si¢ hepatowirusa zakaznego zaple-
nia mézgu i rdzenia kregowego gltéwng role odgrywa droga wertykalna [2, 3, 26].
Zakazone nioski przez kilka tygodni po infekcji przekazuja wirus do jaj, za$ zaka-
zone transowarialnie piskleta po wykluciu sieja do $srodowiska wirus zakazny dla
zdrowych pisklat juz w inkubatorze [16, 18, 19, 24, 43, 44]. Woéwczas ptaki choruja
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w pierwszych 5-14 dniach po wylegu. Jesli do zakazenia doszto po wykluciu, to ob-
jawy chorobowe pojawiaja si¢ zwykle po 10 dniach [17].

Straty w wyniku zakazen wirusem AE u brojleréw kurzych moga by¢ bezposred-
nie jak i posrednie (tab. 1). Szczegdlnie wazne sg takze zakazenia podkliniczne,
u kur niosek w okresie produkeji prowadza do istotnego spadku niesnosci [21, 27].
Wystapienie choroby w stadach brojleréw kurzych skutkuje z reguty likwidacja sta-
da rodzicielskiego, co jest zawsze bardzo duzg stratg ekonomicznag [41].

Tabela 1. Wyniki produkcyjne w stadzie kurczat zdrowych i chorych na zakazne zapalenie moz-
gu i rdzenia kregowego [7]

Parametr Stado zdrowe Stado chore
Dlugo$¢ odchowu (dni) 42 46
Padniecia i brakowania (%) 3,2 7,65
Masa ciafa (kg) 2,4 2,04
Wspolczynnik wykorzystania paszy (kg/kg) 1,70 2,11
EWW 325,38 193,68

Pierwsze przypadki AE na $wiecie rozpoznano juz w roku 1930 u 2-tygodniowych
kurczat [40], zas w Polsce 35 lat pozniej. W 1966 r. Marek i Roszkowski [25] jako
pierwsi opisali w kraju zakazne zapalenie moézgu i rdzenia kregowego typu ,, Avian
Encephalomyelitis” Wykonane kilka lat pdzniej przez Karczewskiego i Weisbach [20]
badania wykazaty, ze pod koniec lat szes¢dziesigtych zakazenia tym zarazkiem byty
szeroko rozprzestrzenione w krajowych stadach kur. Cytowani autorzy stwierdzili,
ze ponad 93% badanych stad bylo seropozytywnych. W tym czasie nie prowadzono
jeszcze w Polsce szczepien przeciwko tej chorobie. Na poczatku lat siedemdziesiatych
opisano pierwsze przypadki AE na terenie wojewddztwa opolskiego [23]. Wystepo-
wanie wirusa w $rodowisku potwierdzaly takze badania Houszki i wsp. [12], ktérzy
opisali za¢me torebkowo-soczewkowa po przebytym zakazeniu wirusem AE. Kon-
cicki [1992] zdiagnozowal wystepowanie zakazen tym wirusem u kurczat w rejonie
olsztynskim [22]. Karpinska i wsp. [21] opisali natomiast zakazenie wirusem AE jako
przyczyne spadkow niesnoéci w stadach towarowych kur.

Do roku 2003 pojawienie si¢ AE u brojleréw w kraju odnotowywano niezmiernie
rzadko i zawsze jako nastepstwo zaniechania profilaktyki w stadzie rodzicielskim.
Kilka takich przypadkéw bylo przedmiotem spektakularnych rozpraw sadowych.
W ostatnich latach obserwuje si¢ jednak wzrost czestosci wystepowania probleméw
z AE w stadach kurczat brojleréw [38]. Miedzy innymi Dymacz i wsp. [7] opisali
przypadki wystapienia choroby w stadach kurczat rzeznych po zakazeniu wirusem
terenowym. Ptaki w tych stadach pochodzily po rodzicach nieskutecznie zaszcze-
pionych przeciwko AE. Cytowani autorzy formuluja poglad, ze aktualnie w $rodo-
wisku ferm drobiu w kraju krazy wirus AE, ktéry w sprzyjajacych warunkach (btedy
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w technice szczepienia, brak odpowiednio wysokiego poziomu przeciwcial matczy-
nych, immunosupresja, stres srodowiskowy) prowadzi do uaktywnienia zakazenia
i wystapienia objawow chorobowych. W okresie 2009-2012 w Zakladzie Choréb Pta-
kow SGGW zdiagnozowano kilka przypadkéw AE u kurczat brojleréw [38]. W tym
okresie obok klasycznych metod diagnostycznych wykorzystano takze metod¢ PCR
do potwierdzania obecnosci materiatu genetycznego tego zarazka [48]. Prowadzone
od kilku lat przez Zbikowskiego i wsp. [46, 47] badania nad wystepowaniem zaka-
zen tym zarazkiem w stadach kur ozdobnych wykazuja, ze 100% badanych stad mia-
to kontakt z tym wirusem. Srednie miano geometryczne byto stosunkowo wysokie
i wynosilo 2048,8 a w niektorych surowicach miano przekraczalo nawet 10 000 —
najwyzsze stwierdzone miano wynosilo, az 11 113. Ze 188 prébek zbadanych testem
ELISA (Idexx) 151 bylo pozytywnych, co stanowi okoto 80,3% Stwierdzone poziomy
specyficznych przeciwcial s3 poréwnywalne z osigganymi w okresie produkeji u pta-
kow stad rodzicielskich brojleréw szczepionych przeciwko tej chorobie.

Jednym z podstawowych zalecen w profilaktyce AE jest zakaz szczepienia w okre-
sie nie$nosci. Potwierdzeniem, ze takie postepowanie prowadzi do transmisji wiru-
sa szczepionkowego i obnizenia wylegu oraz wystapienia choroby u kurczat broj-
leréw, jest przypadek zdiagnozowany w Ambulatorium Zakladu Choréb Ptakow
SGGW w drugiej potowie 2012 r. W stadach pisklat brojleréw pochodzacych po
nioskach szczepionych w okresie produkcji chorujacych z typowymi zmianami kli-
nicznymi i histopatologicznymi wykazano metodami biologii molekularnej obec-
no$¢ wirusa AE. Analiza sekwencji genu biatka VP2 izolatu ZCHP2/0912 (Gen-
Bank: KC912695.1) potwierdzila, ze jest to szczep szczepionkowy [48].

W badaniach epidemiologicznych nad zakazeniami wirusem AE od wielu lat sto-
suje sie metody serologiczne [1, 4, 11, 13, 14, 15, 30, 39]. Serologia jest takze bardzo
przydatna do rozpoznawania zakazen oraz do oceny efektywnosci szczepien [34].
Udowodniono $cisla korelacje miedzy poziomem przeciwcial a stopniem zabezpie-
czenia przed zakazeniem [9, 42]. Dotyczy to zwlaszcza testu immunoenzymatycz-
nego [8, 31, 32, 35, 36, 37, 45].

Wyniki badan nad seroprewalencja zakazen wirusem AE na podstawie badan wy-
konanych w latach 2011-2013 przez ZCHP SGGW w stadach rodzicielskich brojle-
réw zestawiono w tabeli 2.

Potwierdzaja one bardzo duze zréznicowanie poszczepiennej odpowiedzi serolo-
gicznej. W stadach tych wykorzystywano rézne programy szczepien, a najczesciej
stosowano jednokrotne podanie szczepionki w okresie wychowu.

Uzywane obecnie do uodporniania niosek stad towarowych i hodowlanych szcze-
pionki zywe, z zalozenia, chronig ptaki przed wystapieniem objawéw klinicznych
i przy odpowiednio wysokim poziomie przeciwcial przed transmisjg pionowa za-
razka [5, 28, 29, 33]. Jak do tej pory nie opracowano skutecznej szczepionki dla kur-
czat brojlerow.
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Immunoprofilaktyka AE w Polsce prowadzona jest od lat 80. Program profilak-
tyczny w zakresie szczepien ustalony dla kur czystych linii kierunku miesnego i stad
prarodzicielskich (Instrukcja nr 6 Ministerstwa Rolnictwa i Gospodarki Zywno-
$ciowej — Departament Weterynarii z dnia 14 X 1980) zalecal szczepienie przeciwko
tej chorobie w 16. tygodniu Zycia. W tym czasie dostepne byty szczepionki TAD AE
Vac firmy TAD (opakowanie 500 dawek) — oraz Poulvac AE firmy Duphar (Opa-
kowanie 1000 dawek). W 1989 r. zarejestrowano preparat Myelovax firmy Merieux,
a dwa lata pdzniej szczepionki AE Vaccine Nobilis i AE Pox Vaccine Nobilis firmy
Intervet.

Zestawienie aktualnie zarejestrowanych w kraju szczepionek przeciwko AE poda-
no w tabeli 3. Jak wspomniano, ze wzgledu na mozliwe powiktania kategorycznie nie
nalezy podawac zywych szczepionek przeciwko AE ptakom stad reprodukcyjnych
na 4 tyg. przed rozpoczeciem niesnosci lub w trakcie jej trwania. W takim przypad-
ku wirus szczepionkowy przekazywany jest do jaj i wydalany z kalem przez 4 tyg.
po immunizacji. W wyniku pionowego zakazenia dochodzi¢ moze do wybuchu kli-
nicznej postaci AE u potomstwa. Nie nalezy takze naraza¢ ptakéw mlodszych niz
8-10-tygodniowe na kontakt z wirusem szczepionkowym, moze to bowiem prowa-
dzi¢ do wybuchu zakaznego zapalenia mdzgu i rdzenia kregowego w stadzie. Opi-
sano rowniez przypadki wystapienia klinicznej postaci choroby po zastosowaniu
szczepionki podanej metoda wing-web [10].

W pismiennictwie mozna spotka¢ dane, ze przeciwciata matczyne u kurczat po-
chodzacych po prawidtowo szczepionych nioskach zachowuja sie do 6.-8. tygodnia.
W badaniach wlasnych wykonanych w 20 stadach kurczat brojleréw za pomoca
testu ELISA (Idexx) nie potwierdzono tak dlugiego utrzymywania si¢ przeciw-
cial matczynych (ryc. 1). Jak wynika z zestawienia na rycinie 2, tylko 4 z 435 bada-
nych surowic (0,9%) byto bardzo stabo dodatnich. Obecnos$¢ wirusa mato zjadliwe-
go w $rodowisku moze potwierdza¢ wynik badania szesciotygodniowych kurczat
(ryc. 3). W dziewigciu z 457 zbadanych surowic wykazano bardzo niskie miana
przeciwciat (Tmax - 565).

Wszyscy producenci szczepionek podkreslaja, iz podczas szczepienia przeciwko
AE bezwzglednie nalezy zachowac¢ duzg ostroznosc, aby nie przenies¢ wirusa szcze-
pionkowego do innych nieuodpornionych stad. Po szczepieniu nalezy umy¢ i zde-
zynfekowac rece oraz uzywany sprzet. Niewykorzystana szczepionka powinna by¢
zniszczona przez spalenie lub gotowanie.
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Case Assay Date GMean CV Count 0 1 2 3 4 5 G v 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17
B01 COBB 500 CB 0-1 AE 30 1000 87.3 23 L] 1 7 4 1 2 1 1
€01 ROSS 308 CB 0-1 AE 30 210 567 S N S I )

D01 ROSS 308 CB 0-1 AE 30 004 074 23 7 4 4 2 1 3 1 1
AD1 ROSS 308 CB 0-1 AE 30 774 101.2 23 10 3 1 1 L] 1 1

1001 ROSS 308 CB 0-1 AE 01 3567 438 2 1 1 2 1 2 8 6 2
EO01 ROSS 308 CB 0-1 AE 01 416 @09 23 L] 2 8 3 1 1 2

FO1 ROSS 308 CB 0-1 AE 01 3452 303 23 3 3 8 5 2 2
G01 ROSS 308 CB 0-1 AE o1 2851 404 23 AT EEICIRES)

HO1 COBB 500 CB 0-1 AE 01 070 448 22 1 1 2 3 5 5 5 1
NO1 ROSS 308 CB 0-1 AE 01 1414 705 23 3 4 5 4 4 2 1

LO1 COBB 500 CB 0-1 AE o1 338 1180 23 11 5 4 2 1

P01 CBO-1 AE 01 3185 432 23 2 2 3 L] 9 1
RO1CB 0-1 AE 01 2032 449 23 2 1 4 5 7 2 2
S01CBO-1 AE 01 4558 308 2 T, TN TR, TR TR T |
TO01CB 01 AE 01 142 1419 23 18 2 3 2

Uo1CB 0-1 AE 01 360 052 23 9 7 5 1 1

101 COBB 500 CB 0-1 AE 01 1310 749 2 2 3 8 6 1 2 1
J01.COBB 500 CB 0-1 AE 01 1263 70,0 S IS M o I = M o T ]

K01 ROSS 208 CB 0-1 AE 01 3344 512 23 3 2 1 3 L] 2 L]
MO01 ROSS 308 CB 0-1 AE o1 1831 852 23 L] 1 2 4 1 8 2

Ryc. . Zestawienie poziomu (GMT) i roktadu mian w poszczegolnych grupach przeciwciat mat-
czynych przeciwko wirusowi AE u jednodniowych pisklat w 20 stadach kurczat brojleréw (ba-
dania wykonano w roku 2010). (Zestawienie wykonano za pomocg programu xChek z wykorzy-
staniem baz danych ZCHP SGGW)

Case Assay Date GMean CV Count 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17
D03 ROSS 308 CB 6-0 AE o7 40 762 B 23
S03CB6-0 AE 07 45 699 “) 74

T03 CB 6-0 AE o7 43 872 2 23

U03 CB6-0 AE o7 43 1263 B 2 1
E03ROSS 308 CB 6-0 AE o7 87 505 23 23

F03 ROSS 308 CB 6-0 AE o7 53 1063 e el
G03ROSS 308 CB 6-0 AE 07 72 1402 3 2 1
HO3 COBB 500 CB 6-0 AE o7 8 1404 B 23
AD3ROSS 308 CB 6-0 AE o7 20 1243 B3 23
R03CB6-0 AE o7 21 1103 2 2
CO3ROSS 308 CB 60 AE o7 30 975 B 2

B03 COBB 500 CB 6-0 AE 07 34 206,0 B3 2 2 1
S02 CB 6-0 AE 08 49 987 B 2

103 COBB 500 CB 6-0 AE 08 47 1315 B 2 1
J03 COBB 500 CB 6-0 AE 08 491 964 23 23
KO3ROSS 308 CB 6-0 AE 08 700 B 23

L03 COBB 500 CB 6-0 AE 08 55 947 B B

M03 ROS 308 CB 6-0 AE 08 120 557 B 2 1
NO3 ROSS 308 CB 6-0 AE 08 182 362 23 23

003 ROSS 308 CB 6-0 AE 08 98 297 R A
PO3CB6-0 AE 08 124 568 2z 21 1

Ryc. 2. Zestawienie poziomu (GMT) i rokltadu mian w poszczegolnych grupach przeciwciat
przeciwko wirusowi AE u trzytygodniowych ptakow w 20 stadach kurczat brojlerow (badania
wykonano w roku 2010). (Zestawienie wykonano za pomoca programu xChek z wykorzysta-
niem baz danych ZCHP SGGW)

Case Assay Date GMean CV Count 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17
D03 ROSS 308 CB 6-0 AE o7 40 762 B 2

503 CB 6-0 AE o7 45 699 23 2

T03 CB6-0 AE 07 43 872 B B

U03 CB 6-0 AE o7 43 1263 B 2 1
E03 ROSS 308 CB 6-0 AE 07 87 505 23 2

F03 ROSS 308 CB 6-0 AE o7 53 106,3 R
G03 ROSS 308 CB 6-0 AE o7 72 1402 B 2 1
HO3 COBB 500 CB 6-0 AE 07 8 1404 23 2
AD3ROSS 308 CB 6-0 AE o7 20 1243 B 2

RO03 CB 6-0 AE o7 21 1103 w2
C03ROSS 308 CB 6-0 AE 07 30 975 23 23

B03 COBB 500 CB 6-0 AE o7 34 206,0 B 20 2 1
502 CB 6-0 AE 08 49 987 23 2

103 COBB 500 CB 6-0 AE 08 47 1315 23 2 1
J03 COBB 500 CB 6-0 AE 08 41 964 B 2

K03 ROSS 308 CB 6-0 AE 08 71 700 B 2

L03 COBB 500 CB 6-0 AE 08 55 947 B 2

MO03 ROS 308 CB 6-0 AE 08 120 557 B 22 1
NO03 ROSS 308 CB 6-0 AE 08 182 362 3 2

003 ROSS 308 CB 6-0 AE 08 98 297 2 2
P03CB 60 AE 08 124 568 2 2 1

Ryc. 3. Zestawienie poziomu (GMT) i roktadu mian w poszczegélnych grupach przeciwciat prze-
ciwko wirusowi AE u szesciotygodniowych ptakéw w 20 stadach kurczat brojlerow (badania
wykonano w roku 2010). (Zestawienie wykonano za pomoca programu xChek z wykorzysta-
niem baz danych ZCHP SGGW)

We wczesniejszych badaniach z uzyciem monitoringu serologicznego przeprowa-
dzonych w stadach rodzicielskich brojleréw wykazano, ze pomimo iz profilaktyka AE
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jest szeroko prowadzona, to jej skuteczno$¢ budzi bardzo duze zastrzezenia. W okre-
sie migdzy 1997 a 2003 r. z 36 stad zbadanych tylko 5% z nich byto w pelni zabezpie-
czonych w okresie produkgji [6,39]. Ocena seroprewalencji specyficznych przeciwcial
przeciwko AE w 150 stadach rodzicielskich brojleréw w okresie miedzy 19. a 54. tyg.
zycia wykazala bardzo duze zréznicowanie $rednich mian geometrycznych (ryc. 4).
Wisréd 3416 zbadanych surowic ponad 15% bylo ujemnych. Odsetek ten w niekto-
rych stadach siggal 90%. Wzrastajace zagrozenie spowodowalo, ze w niektorych re-
jonach kraju zaczeto intensyfikowaé program immunoprofilaktyki. Jest wiele mody-
fikacji klasycznego (miedzy 10. a 16. tyg. jednokrotnie, szczepionka podana w wodzie
do picia) programu szczepien, ale najczesciej stosuje sie immunizacje metoda wing-
-web i kolejne szczepienie w wodzie do picia. Mimo takiego programu nie udaje sie
osiagnac¢ pelnego zabezpieczenia stad (tab. 4). Prowadzone obecnie badania nad oce-
ng roznych programéw immunoprofilaktyki nie wskazuja jednoznacznie, co jest tego
przyczyna. Jak si¢ wydaje, technika immunizacji, immunokompetentnos¢ ukltadu od-
pornosciowego szczepionych ptakéw, poziom biosecurity i prowadzony rezim dezyn-
tekcji moga mie¢ potencjalnie najwiekszy wplyw na osiagane efekty szczepienia.

Zgodnie z zaleceniami interpretacji wynikéw badan monitoringowych w kierun-
ku wykrycia przeciwcial przeciwko wirusowi AE w ocenie nalezy uwzglednic, iz:

« Specyficzne przeciwciala poszczepienne po immunizacji przeciwko AE po-
wstaja wolniej niz w przypadku innych choréb wirusowych.

Do badania kontrolnego w tescie AGP nalezy pobiera¢ krew po 3-5 tyg. po
szczepieniu.

« Do badania kontrolnego w tescie ELISA nalezy pobieraé krew po 5-7 tyg. po
szczepieniu.

o Testem referencyjnym dla AE jest test jajowy (Embryo susceptability test), oce-
niajacy rzeczywisty stopien zabezpieczenia stad brojleréw.

o Przeciwciala matczyne interferuja z powstawaniem odpornosci czynne;j.

» Miano dodatnie w ELISA jest réwnoznaczne z protekcja!

« Stada rodzicielskie brojleréw powinny by¢ w 100% zabezpieczone (wszystkie
wyniki dodatnie u jednodniowych pisklat).

« Jak mozna sadzi¢ przy obecnym dostepie do metod diagnostyki serologicznej
i molekularnej, wystapienie przypadkéw AE w stadach kurczat brojlerow jest
wynikiem braku wiedzy prowadzacej do btedow w sztuce, bledéw w technice
szczepienia i braku monitoringu efektywnosci szczepien.

Przy wlasciwym programie szczepien i prowadzeniu stosownej kontroli ich efek-
tywnoéci strat mozna unikng¢. Jak sie wydaje, konieczne sg jednak dalsze badania
nad nowymi sposobami immunizacji oraz diagnostyki, zwlaszcza molekularnej za-
kazen wirusem AE w stadach rodzicielskich i towarowych kur nie$nych.
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Wptyw adenowirusow

na skutecznos¢ szczepien
profilaktycznych przeciwko
chorobie Mareka

The influence of adenovirus strain
on the efectiveness of the profilactic
vaccinations against Marek’s disease
virus

Adenowirusy nalezg do rodziny Adenowiridae. S to bezotoczkowe wirusy o kapsy-
dzie wielkosci 70-90 nm i genomie zbudowanym z ds. DNA [2]. Gléwnym biatkiem
kapsydu adenowiruséw jest biatko hexon kodowane przez gen hexon posiadajacy
regiony wysoce zmienne w petli L1 otoczone fragmentami konserwatywnymi [4, 5].
Adenowirusy moga by¢ przyczyna zakazen utajonych i wikta¢ przebieg innych cho-
réb, a takze dziala¢ immunosupresyjnie [1]. Wirusy te s3 réwniez czynnikiem etio-
logicznym takich chorob jak: wtretowe zapalenie watroby (IBH), krwotoczne zapa-
lenie jelit indykéw (HE) czy syndromu spadku niesnosci (EDS) [3].

Choroba Mareka (MD) jest wirusowa nowotworowa choroba drobiu, ktérej czyn-
nikiem etiologicznym jest herpesvirus choroby Mareka (MDV) [6]. Jedyng skutecz-
ng forma walki jest stosowanie szczepien profilaktycznych. Do produkgji szczepionek
uzywane sg szczepy: Rispens/CVI988 oraz FC 126 (HVT). Szczepieniu poddaje si¢ jed-
nodniowe piskleta tuz po wylegu lub zarodki w 18. dniu inkubacji (in ovo).
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Przypadki zakazen wirusem choroby Mareka MD u ptakéw przebiegaja coraz
cze$ciej z przelamaniem odpornosci poszczepiennej i rozwinieciem si¢ MD. Jedna
z przyczyn obnizenia skutecznosci tych szczepien moga by¢ zakazenia adenowiru-
sami (FAdV) rozpowszechnionymi w populacji drobiu i czesto izolowanymi z przy-
padkéw choroby Mareka.

Celem przeprowadzonych badan bylo okreslenie wptywu zakazenia adenowiru-
sami na replikacje szczepu szczepionkowego Rispens/CIV988 w warunkach in vivo
na piskletach.

Materiat i metody

Szczepy wirusowe. Do badan wykorzystano szczep szczepionkowy wirusa choroby
Mareka Rispens/CIV988, wyizolowany z komercyjnej szczepionki, terenowy szczep
adenowirusa JN-5/10j izolat wlasny oraz referencyjny szczep adenowirusa pozyska-
ny z Charles River Laboratory, US nalezacy do serotypu FAdV-7.

Opracowanie sekwencji starterow i sondy. Do badan wykorzystano opracowa-
ne sekwencje starterow do identyfikacji genu pp38 szczepu Rispens pp38-F 5> CCC
CAT CTG CTT CAT ACC AT 3, pp38-R5 GTG ATG GGA AGG CGATAG AA 3’
oraz sonde¢ Tagman probe - 5> CCACCGTGACAGCCACTCTC3” jak réwniez se-
kwencje starterow do identyfikacji genu hexon, FAdV F JSN: 5AATGTCACNAC-
CGARAAGGC 3’ and FAdV R JSN: 5’CBGCBTRCATGTACTGGTA 3’ Sekwencje
zaprojektowano przy uzyciu programu Primer 3, a nastgpnie zsyntetyzowano w In-
stytucie Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie.

Real time PCR. Liczbe kopii genu pp 38 wyznaczono dzigki real time PCR. Re-
akcje wykonano w koncowej objetosci mieszaniny w 20 pl: 10.5 pl 2x QuantiTect
Probe PCR Master Mix, 1 pl (0,4 um) kazdego ze starteréw dla genu pp38 szczepu
Rispens, 1,0 pl (0,02 um) Tagman probes i 4,5 ul of wody jalowej. Zastosowano na-
stepujacy profil termiczny metody: 50°C przez 2 min, 95°C przez 15 min: 40 cykli -
94°C przez 15 s i 60°C przez 1 min. QuantiTect PCR Probe wykorzystano takze do
identyfikacji genu hexon. W koncowej objetosci 25 pl: 12,5 pl 2x QuantiTect Pro-
be PCR Master Mix, 1 pl 0,4 um kazdego ze starteréw dla genu hexon adenowiru-
sa oraz 8,5 pl wody jalowej. Zastosowano nastepujacy profil termiczny 50°C przez
2 min, 95°C przez 15 min, 40 cykli - 94°C przez 15 s i 55°C przez 1 min.

Piskleta SPF. Do badan wykorzystano 90 jednodniowych pisklat SPF (Lohmann
Tierzucht, Cuxhaven, Niemcy). Piskletom przez caly okres trwania doswiadczenia
podawano wode i pasze ad libitum. Piskleta odchowywano w zwierzetarni klasy CL3+.

Material do badan. Wycinki narzadéw wewnetrznych pobrane od ptakéw ho-
mogenizowano, nastepnie trzykrotnie zamrazano i rozmrazano oraz izolowano cal-
kowity komérkowy DNA. Tak przygotowany material przechowywano w -20°C do
dalszych etapéw badan.
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Przebieg doswiadczen i wyniki

Piskleta tuz po wylegu podzielono na sze$¢ grup, po 15 ptakéow w kazdej grupie.
Szczepionke podano w miesnie uda w dawce okoto 2000 PFU w objetosci 0,2 ml
w prawg noge (szczepienie standardowe). Terenowy szczep adenowirusa JN-5/10j
w dawce 10*° TCID, w 0,2 ml podano w identyczny sposéb w lewa noge.

Piskleta z grupy I trzy godziny po wylegu zaszczepiono szczepionka przeciwko
MD, a po 24 godz. zakazono szczepem adenowirusa JN-5/10j. Piskleta z grupy II
w pierwszym dniu zycia jednoczesnie szczepiono przeciwko MD i zakazano ade-
nowirusem. Piskleta z grupy III w pierwszym dniu Zycia zakazono adenowirusem,
a po 24 godz. zaszczepiono szczepionka przeciwko MD. Piskleta z grupy IV stano-
wily kontrole zakazenia, piskletom w pierwszym dniu Zycia podano domig$niowo
szczep adenowirusa. Piskleta z grupy V stanowily kontrole szczepienia, w pierw-
szym dniu zycia szczepiono przeciwko MD. W grupie VI kontrolnej piskleta nie
byly szczepione ani zakazane.

W 3., 7., 14., 21. oraz 28. dniu Zycia od 3 ptakéw z kazdej grupy w czasie badania
sekcyjnego pobrano narzady: grasice, watrobe, sledzione, Zotadek, jelita, nerki i tor-
be Fabrycjusza. W prébkach narzadéw za pomoca real time PCR okreslono liczbe
kopii genu pp38 szczepu Rispens oraz genu hexon szczepu FAdV JN-5/10j.

Stwierdzono, iz u ptakéw zakazonych terenowym szczepem adenowirusa i szcze-
pionych przeciwko MD widoczne byto hamowanie replikacji genu pp38 szczepu Ri-
spens od 3. do 21. dnia trwania doswiadczenia we wszystkich badanych narzadach
wewngtrznych: grasicy, watrobie, §ledzionie, Zotadku, nerkach, jelitach oraz torbie
Fabrycjusza. Réznica w liczbie kopii genu pp38 w 21. dniu wynosita okoto 3,5 log
u ptakéw szczepionych i zakazonych w stosunku do ptakéw tylko szczepionych. Po
tym czasie adenowirus nie miat wpltywu na tempo replikacji szczepu Rispens. Licz-
ba kopii genu pp38 szczepu Rispens dla wszystkich badanych narzadéw wewnetrz-
nych ptakéw doswiadczalnych utrzymywala si¢ na podobnych poziomach. Uzyska-
ne wyniki przedstawiono na rycinie 1.

Uzyskane wyniki wskazuja, iz szczep Rispens mial wptyw na wzrost replikacji
szczepu FAAV JN-5/10j, co na tym etapie badan jest trudne do wyttumaczenia. Naj-
wyzszg liczbe kopii genu hexon odnotowano 7., 14. oraz 28. dnia i wynosita okolo
10*° do 10°°. Srednig liczbe kopii genu hexon adenowirusa w narzadach wewnetrz-
nych ptakéw przedstawiono na rycinie 2.

Uzyskane wyniki wskazuja na wptyw zakazenia adenowirusami na hamowanie
replikacji szczepu Rispens/CVI988 u ptakéw zakazonych szczepem FAdV i szcze-
pionych przeciwko MD.

121



1,00E+07

1,00E+06
1,00E+05

WK+
1,00E404 -

m1grupa
1,00E403 -

M2grupa
1,00E+02 W3grupa

1,00E+01 -

1,00E+00 -

3dni 7 dni 14dni 21 dni 28 dni

Ryc. I. Srednia liczba kopii genu pp38 szczepu Rispens/CVI988 w narzadach wewnetrznych
pisklat

1,00E+06
1,00E+05 -
1,00E+04 mK+
1,00E+03 Higrupa
milgrupa
1,00E+02 -
Wl grupa
1,00E+01 -
1,00E+00

3dni 7 dni 14 dni 21 dni 28 dni

Ryc. 2. Srednia liczba kopii genu hexon adenowirusa JN-5/10j w narzadach wewnetrznych pisklat

PiSmiennictwo

[1] Grigi¢ H.C,, Philippe D., Nagy E., 2006. Study of vertical transmission of fowl adenovi-
ruses. The Canadian Journal of Vet. Res., 70, 230-233.

[2] Hess M., 2000. Detection and differentiation of avian adenoviruses: a review. Avian Pa-
thol., 29, 195-206.

[3] McFerran J.B., McConnel A.B., 2003. Adenovirus Infections. Diseases of Poultry, 11 th
Swayne, Iowa State University Press, 213-217.

[4] Meulemans G., Couvreur B., Decaesstecker M., van den Berg B.P,, van den Berg T.P,
2004. Phylogenetic analysis of fowl adenoviruses. Avian Pathol., 33, 164-170.

[5] Raue R., Gerlach H., Muller H., 2005. Phylogenetic analysis of the hexon loop 1 region
of an adenovirus from psittacine birds supports the existence of a new psitacine adeno-
virus (PsAdV). Archive Virology, 150, 1933-1943.

[6] Tian E, Luo J., Zhang H., Chang S., Song J., 2012. MiRNA expression signatures indu-
ced by MareK’s disease virus infection in chickens. Genomics, 99, 152-159.

122



ANNA P1kUrA, KRZYSZTOF SMIETANKA,
KaTaARZYNA DOMANSKA-BLICHARZ, ZENON MINTA
Parnstwowy Instytutu Weterynaryjny — Pavistwowy Instytut Badawczy w Putawach

Charakterystyka genetyczna

oraz zjadliwosc dla kurczat SPF
atypowych szczepow wirusa
zakaznego zapalenia torby Fabrycjusza

Genetic characterisation

and pathogenicity in SPF chickens
of atypical isolates of infectious
bursal disease virus

Zakazne zapalenie torby Fabrycjusza (choroba Gumboro, IBD) jest wysoce zakazng
chorobg wirusowa kurczat. Czynnikiem etiologicznym jest wirus zakaznego zapale-
nia torby Fabrycjusza (IBDV). Narzagdem docelowym IBDV jest torba Fabrycjusza
(tF), dlatego wirus uposledza odporno$¢ humoralng i powoduje znaczne straty eko-
nomiczne nie tylko na skutek padnig¢ ptakéw, ale przede wszystkim w efekcie im-
munosupresji oraz wtornych infekcji wirusowych, bakteryjnych i pasozytniczych.
Wirus IBD jest najsilniejszym znanym immunosupresorem wsrod czynnikéw pato-
gennych wystepujacych u drobiu [4]. Zgodnie z polskim ustawodawstwem wetery-
naryjnym choroba Gumboro podlega obowiazkowi rejestracji.

Wirus IBD jest drobnoustrojem posiadajagcym genom skladajacy sie z 2 segmentow
(A i B) dwuniciowego RNA (dsRNA). Do niedawna zjadliwo$¢ wirusa byla przypi-
sywana tylko proteinie VP2 stanowigcej zewnetrzne biatko kapsydu, ktérej kodujacy
gen znajduje si¢ w segmencie A. W obrebie VP2 zlokalizowana jest wysoce zmienna
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domena odpowiedzialna za indukcje przeciwcial neutralizujacych i serotypowa swo-
istos¢ [5]. Jednak w ostatnich latach udowodniono przy uzyciu metod inzynierii ge-
netycznej (ang. reverse genetics), ze VP2 nie jest jedynym biatkiem wirusa odpo-
wiedzialnym za zjadliwo$¢ IBDV [2]. Dlatego podjeto wiele badant majgcych na celu
wyjasnienie tego zagadnienia, a wyniki jednoznacznie wskazujg na udzial biatka poli-
merazy wirusowej (VP1, segment B) w zjadliwosci wirusa [1, 2, 3, 6].

W ramach zadan statutowych Zakltad Choréb Drobiu PIWet-PIB przebadat i scha-
rakteryzowal genetycznie kilkadziesiat izolatéw wirusa choroby Gumboro. Jako re-
zultat tej charakterystyki, opartej na analizie obydwu segmentéw genomu, ziden-
tyfikowano szczepy o atypowej sekwencji nukleotydowej. Poniewaz kazda zmiana
w obrebie tzw. aminokwaséw konserwatywnych moze wptywa¢ na zjadliwos¢ wiru-
sa, podjeto dodatkowe badania nad zjadliwoscig dwdch atypowych szczepdw wyso-
ce zjadliwych (vvIBDV) celem wyjasnienia, czy nietypowa sekwencja nukleotydow
lub aminokwaséw biatka polimerazy RNA ma istotny wplyw na zjadliwo$¢ wirusa
dla kurczat SPE

Materiat i metody

Probki do badan. Materiat stanowily 2 izolaty atypowego IBDV (Bug/03, 83/11)
oraz szczep wysoce zjadliwy 75/11.

Izolacja i mianowanie IBDV na zalezonych jajach kurzych SPE. Do badan uzy-
to 10-dniowych zarodkéw kurzych, ktére inokulowano materialem IBDV w ilo$ci
0,1 ml/zarodek na btone kosméwkowo-omoczniowg (CAM). Zakazone zarodki in-
kubowano w 37°C, prowadzac codzienng obserwacje do 6 dni po zakazeniu (d.p.i.).
Zarodki padfe w tym okresie i schlodzone w 6. dniu d.p.i. oraz blony kosmdéwko-
wo-omoczniowe pobierano do dalszych badan. Mianowanie wirusa przeprowadzo-
no, inokulujgc 10-krotne rozcienczenia homogenatu z toreb Fabrycjusza, jak opisa-
no wyzej, uzywajac po 4 zarodki na rozcienczenie. Miano IBDV zostalo obliczone
zgodnie z metodg Reeda i Muencha [8].

Izolacja wirusowego RNA. Do izolacji wirusowego RNA zastosowano komercyj-
ny zestaw RNeasy Mini kit firmy Qiagen zgodnie z instrukcja producenta.

Reakcja RT-PCR. Charakterystyke molekularng IBDV przeprowadzono przy
uzyciu opracowanej metody konwencjonalnej RT-PCR z zastosowaniem starte-
réw dla biatka VP2 (segment A) oraz VP1 (segment B). Wszystkie reakcje prze-
prowadzono z zastosowaniem komercyjnego zestawu One Step RT-PCR firmy Qia-
gen, umozliwiajgcego przeprowadzenie reakcji RT-PCR w jednej probdwce. W celu
amplifikacji genu biatka VP2 zaprojektowano pare stateréw o nazwach VP2bisF
i VP2bisR, a uzyskany produkt o wielkosci ok. 735 pz zawieral fragment z tzw. wy-
soce zmienng domeng VP2 (vVP2). Do analizy wirusowego biatka VP1 uzyto 7 par
staterow (SegB1s-SegB6s/SegBlas-SegB6as oraz B2F i R), ktore po ztozeniu umoz-
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liwiajg poznanie ok. 98% calego segmentu B. Sekwencje starteréw i warunki reakcji
RT-PCR sa dostgpne u autoréw niniejszego opracowania.

Elektroforeza w zZelu agarozowym. Produkty uzyskane w PCR nanoszono na 2%
zel agarozowy z dodanym bromkiem etydyny (1 mg/ml) i poddawano rozdziatowi
elektroforetycznemu przez ok. 1 godz., stosujac napiecie 130-150 V, a nastepnie wi-
zualizowano w $wietle UV w systemie do wizualizacji i analizy zeli (MiniBIS PRO
16 mm firmy Bio-Imaging Systems).

Sekwencjonowanie i analiza filogenetyczna. Sekwencjonowanie zostalo wyko-
nane przez firme¢ Genomed (Polska) w dwoch kierunkach. Charakterystyka mo-
lekularna zostata wykonana przy uzyciu programéw LaserGene (DNAStar) oraz
MEGA wersja 5.1.

Zjadliwos$¢ na kurczetach SPE. Doswiadczenie przeprowadzono w grupach li-
czacych po dziesiec 5-tygodniowych kurczat SPE. Grupy doswiadczalne inokulowa-
no dospojéwkowo homogenatem tF zawierajacg wirus w ilosci 10° EID, /0,1 ml na
ptaka. Kurczeta po zakazeniu byly utrzymywane w klatkach izolowanych dla drobiu
z wymuszonym obiegiem powietrza z filtrami HEPA przez okres 10 dni. Kurczeta
przed rozpoczeciem i po zakonczeniu doswiadczenia zostaly zwazone w celu obli-
czenia indeksu torby Fabrycjusza (stosunek masy narzadu do masy ciata).

Wyniki

Charakterystyka genetyczna. Analiza sekwencji nukleotydowej dla genu bial-
ka VP2 wykazata duza homologie¢ szczepéw Bug/03 oraz 83/11 do grupy polskich
vIBDV i znaczaco nizsza ze szczepami atenuowanymi klasycznymi (acIBDV)
(tab. 1). Analiza sekwencji aminokwasowej wykazalta obecno$¢ 4 konserwatywnych
aminokwaséw w obrebie domeny zmiennej bialka VP2 typowych dla szczepow
vwIBDV (A222, 1256, 1294 and $299). W przypadku genu biatka VP1 homologia
byta nizsza, a réznica pomiedzy szczepami vvIBDV i acIBDV (D78, S706, Winter-
field 2512) zaskakujaco niewielka (ok. 1%). Sekwencja genu biatka polimerazy RNA
po analizie i poréwnaniu z sekwencjami dostgpnymi w bazie GenBank wykazala,
ze polskie izolaty sg najblizej spokrewnione z izolatem 9109 pochodzacym z USA.
Szczep ten charakteryzuje si¢ nietypowa sekwencja nukleotydowa genomu i zacho-
dzi (w zaleznoéci od genu) podobienstwo zaréwno do klasycznych, wysoce zjadli-
wych, jak i wariantowych IBDV [7]. Analizujac markery zjadliwosci w obrebie VP1,
okazalo sie, ze badane atypowe izolaty posiadaly 5 konserwatywnych aminokwasow
z siedmiu charakterystycznych dla szczepéw vvIBDV (tab. 2).

Zjadliwos¢ wirusa dla kurczat SPE. W grupach zakazonych wirusami tereno-
wymi zachorowalno$¢ i $miertelno$¢ zaobserwowano pomiedzy 3. a 5. dniem p.i.
Izolaty atypowe Bug/03 i 83/11 oraz typowy szczep vvIBDV (75/11) spowodowa-
ty odpowiednio 20, 70 i 60 % $miertelnosci, przy 60-80% zachorowalnosci. Ptaki,
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ktore padly pomigdzy 3. a 5. dniem p.i., mialy powiekszone torby Fabrycjusza, cze-
sto z obecnoscia krwawych wybroczyn oraz niezmienione makroskopowo $ledzio-
ny, a z kolei u ptakow, ktdre przezyty zakazenie i zostalty poddane eutanzji w 10. dniu
p.i., obserwowano atrofie tF i powiekszong $ledzione. W grupach kurczat zakazo-
nych stwierdzono wyraznie nizsze warto$ci indeksu torby Fabrycjusza w poréwna-
niu z grupg kontrolng ujemng (tab. 3).

Tabela I. Podobienstwo na poziomie nukleotydowym atypowych szczepoéw IBDV

Podobienstwo nukleotydowe [%]
Szczep IBDV VP2 VPI1
do polskich szcze- do szczepow do polskich szcze- do szczepow
pow vwIBDV acIBDV pow vvIBDV acIBDV
Bug/03 97,9-99,6 94,4-94,7 90,4-91,5 90,5-90,6
83/11 97,6-99,7 94,1-94,7 90,3-91,4 90,4-90,5

Tabela 2. Domniemane markery patogennosci IBDV w obrebie VPI

VP1
Zjadliwos¢ izolat Pochodzenie
61 145 | 287 | 508 | 511 | 646 | 687
UK661 | Wielka Brytania I T A K S S P
Wysoce zjadliwe
D6948 Holandia I T A K S S P
Bug/03 Polska I S A K S S S
Atypowe wysoce
zjadliwe 83/11 Polska I [ S| A | K|S | s [S
Atypowy 9109 UsA I[N | A| K|S |s]|s
klasyczny
Klasyczne D78 Holandia V| N|T|R|R/|G]|S
atenuowane

Tabela 3. Zjadliwos¢ izolatow atypowych IBDV dla kurczat SPF

Grupa doswiadczalna | Izolat challengowy IBDV Smiertelnosé Wskazmtl; rozwoyt
1 Bug/03 2/10 (20%) 0,9-2,4
2 83/11 7/10 (70%) 0,7-1,0
3 75/11* 6/10 (60%) 1,0-1,8
4 Kontrola ujemna 0/10 (0%) 5,2-5,8

* kontrola dodatnia
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Whioski
Analiza sekwencji aminokwasowej atypowych izolatéw IBDV w obrebie regionu
wysoce zmiennego biatka VP2 wykazala obecnos¢ profilu antygenowego typowe-
go dla szczepéw vvIBDV (A222, 1256, 1294 and S299). W obrebie biatka VP1 szcze-
péw atypowych dwa konserwatywne aminokwasy nie pasowaly do profilu szczepow
vvIBDV (S145, S687). Zaobserwowana zamiana treoniny na seryn¢ w pozycji 145
u szczepdw atypowych jest specyficzna tylko dla nich, natomiast obecno$¢ seryny
w pozycji 687 jest charakterystyczna dla szczepow klasycznych i atenuowanych.
Wyniki doswiadczenia zjadliwosci szczepéw atypowych vvIBDV nie dajg jed-
noznacznej odpowiedzi, czy wraz ze zmianami w obrebie aminokwaséw konser-
watywnych biatka VP1 nastgpita zmiana zjadliwosci wirusa. Szczep 83/11 wykazal
podobna zjadliwos$¢ do typowych szczepéw vvIBDV (75/11), natomiast zjadliwo$é
izolatu Bug/03 jest wyraznie nizsza. Odsetek przypadkéow $miertelnych wywotany
przez ten izolat jest pordwnywalny ze szczepem klasycznym, natomiast wskazniki
rozwoju torby Fabrycjusza s podobne do szczepu vvIBDV. W celu wyjasnienia tych
réznic nalezaloby podja¢ analize sekwencji aminokwasowej calego genomu (seg-
mentu A), ktéra pozwolitaby wskaza¢ wszystkie mutacje mogace mie¢ wplyw na
zjadliwo$¢ wirusa.
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Wirus grypy ptakow HIN2
u indykow w Polsce — charakterystyka
pierwszych przypadkdw

Avian influenza virus HIN2
in turkeys in Poland — characteristics
of the first cases

Wirusy grypy ptakoéw (AI) podtypu HON2 wystepuja endemicznie u drobiu gtéwnie
na Bliskim Wschodzie, a takze w Chinach i Azji Potudniowo-Wschodniej [1, 2, 4, 6, 7].
U drobiu grzebiacego objawy kliniczne wystepuja zazwyczaj w postaci zaburzen ze stro-
ny ukladu oddechowego, spadkéw niesnosci, a $miertelnos¢ jest zréznicowana i w po-
wiklanych przypadkach moze by¢ niekiedy wysoka.

W przeciwienstwie do podtypéw H5 i H7 wirusa Al zakazenia wirusem HON2
podlegaja obowiazkowi zglaszania i zwalczania tylko w przypadku spelnienia kry-
terium zjadliwosci okreslonemu w Dyrektywie Rady 2005/94/WE, czyli gdy indeks
dozylnej zjadliwo$ci (IVPI) na kurczetach przekracza wartos¢ 1,2 [6].

Wirusy grypy ptakéw HON2 posiadaja potencjat zoonotyczny, co wynika m.in.
z ich powinowactwa z receptorami a-2,6 kwasu sialowego, znajdujacymi si¢ w na-
blonku gérnych drég oddechowych czlowieka. Jednak dotychczas odnotowywa-
ne kliniczne przypadki zachorowan byly nieliczne. Do zakazen dochodzilo m.in.
w Hong Kongu i Chinach. Zwykle przebiegaty tagodnie i przypominaly klasyczna
grype, chociaz u dwojga dzieci w wieku 1 i 4 lata odnotowano wysoka goraczke (do-
chodzacg do 40°C), wymioty, bol gardta i brzucha [9].
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W kwietniu 2013 r. rozpoznano pierwsze przypadki zakazen wirusem AI/HON2
w Polsce, a ich charakterystyka jest tematem niniejszej pracy.

Materiat i metody

Opis przypadkow

Ognisko 1: Dnia 24.04.2013 r. do Zakladu Choréb Drobiu PIWet-PIB w Putawach
przestano do badan probki wymazdéw z tchawicy i wymazéw z kloaki oraz krew
pobrane w 5 stadach indykéw rzeznych w wieku 9 tyg. (2 stada) i 13 tyg. (3 stada)
o tacznej obsadzie ponad 22 000 ptakéw chowanych na fermie w jednym z powia-
tow wojewodztwa lubuskiego. W stadzie obserwowano objawy osowienia i ,wyci-
szenia’, drastycznego spadku pobierania paszy i wody oraz duszno$¢ i kaszel. Nie
notowano natomiast padnie¢ lub byly one pojedyncze. Dwa tygodnie pozniej do-
starczono ponownie prébki krwi do badan serologicznych.

Ognisko 2: W dniach 7 i 9 maja dostarczono do badan wymazy z tchawicy, kloaki
i krew z 2 stad indykow rzeznych w wieku 16 tygodni (faczna obsada 8400 ptakow)
innej fermy tego samego powiatu. Zaobserwowane objawy kliniczne byly zblizone
do opisywanych wyzej.

Ogniska 3 i 4: Dnia 15 maja przestano probki z 2 stad indykow rzeznych w wieku 4,5
tyg. (obsada 7500 szt.) i 8 tyg. (obsada 8000 szt.) mieszczacych si¢ na dwdch kolej-
nych fermach w tym samym powiecie. Oprécz wymazoéw z tchawicy, kloaki i krwi
pobrano réwniez narzady wewnetrzne (mdzg, jelita, ptuca, watroba) od kilku pa-
dlych ptakéw.

Badania diagnostyczne

Przeprowadzono badania w kierunku grypy ptakéw metoda real time (r) RT-PCR/M
(wykrywanie wszystkich wiruséw typu A), a nastepnie probki dodatnie analizowano
metoda rRT-PCR specyficzng dla podtypéw H5, H7 i N1 oraz konwencjonalng me-
todag RT-PCR dla podtypu H9 [8, 10-13]. W przypadku pierwszego badanego stada
wykonano réwniez badanie RT-PCR dla podtypu N2 [5]. Produkt PCR po amplifika-
cji fragmentu genu H9 o wielkosci ok. 500 pz poddano sekwencjonowaniu w firmie
Genomed (Warszawa). Uzyskana sekwencje wykorzystano do opracowania drzewa
filogenetycznego metoda przylaczania sgsiada w programie MEGA 5, a do poréwnan
uzyto sekwencji wiruséw H9 znajdujacych sie w bazie GenBank. Z wybranych pro-
bek dodatnich w rRT-PCR prowadzono izolacj¢ wirusa na zarodkach kurzych SPF
wedlug standardowej procedury opisanej w podreczniku diagnostycznym grypy pta-
kéw, a ptyny zarodkowe wykazujace aktywnos¢ hemaglutynacyjna badano metoda
hamowania hemaglutynacji w kierunku obecnosci podtypow H1-H16 wirusa AI [5].
Izolatem wirusa pochodzacym z pierwszego ogniska zakazono dozylnie 10 kurczat
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w wieku 6 tyg. wolnych od przeciwcial dla AI celem okreslenia indeksu dozylnej zja-
dliwosci (IVPI) [5]. Badania serologiczne wykonano metodami hamowania hema-
glutynacji z antygenami H5, H7 i H9 wirusa Al wedlug standardowej procedury [5]
oraz testem ELISA (IDEXX ELISA AIV MulitS-Screen).

Wyniki

We wszystkich badanych fermach wykryto obecno$¢ materiatu genetycznego wi-
rusa grypy ptakow podtypu H9, chociaz wyniki dodatnie nie dotyczyly wszystkich
stad pochodzacych z badanych ferm. Analizy w kierunku H5, H7 i N1 byty ujemne.
Probki z pierwszego stada byty réwniez dodatnie w kierunku genu N2, jednak inten-
sywno$¢ prazka byla znacznie nizsza niz w RT-PCR/HY, a obnizona czulo$¢ wynika
prawdopodobnie z braku pelnego dopasowania starteréw i sekwencji. W badaniach
serologicznych prébki z ogniska 1 byly ujemne w pierwszym badaniu, natomiast
wyniki dodatnie stwierdzono w probkach pobranych 2 tygodnie p6zniej. Surowice
z pozostatych ferm byly dodatnie zaréwno w tescie ELISA, jak réwniez w tescie HI
z antygenem HO9 (w kierunku H5 i H7 - wynik ujemny), przy czym wyzszy odsetek
wynikéw dodatnich odnotowano w tescie HI. Indeks dozylnej zjadliwos$ci wykazat
wartos¢ 0,0 (szczep niezjadliwy). Wstepne badania filogenetyczne wykazaly, ze izo-
lat AIV/HON?2 z pierwszego ogniska jest blisko spokrewniony z wirusami AI/H9
wykrytymi u dzikich ptakéw (kaczek krzyzéwek) oraz u indykéw w 2011 r. w Euro-
pie, jest jednak odlegly filogenetycznie od szczepéw krazacych na Bliskim Wscho-
dzie i w Chinach.

Whnioski

Niniejsze opracowanie jest pierwszym w kraju doniesieniem dotyczacym zakazen
wirusami grypy ptakéw HON2 w Polsce. Indyki wykazywaly objawy grypy pta-
kéw o niskiej zjadliwosci (np. objawy oddechowe), jednak malo charakterystyczne
i czgsto spotykane w przebiegu zakazen innymi patogenami ukladu oddechowe-
go. Ze wzgledu na powigzania epidemiologiczne pomiedzy poszczegélnymi ogni-
skami okreslenie zjadliwos$ci oraz podtypu neuraminidazy wykonano tylko w od-
niesieniu do izolatu z pierwszej fermy. We wszystkich przypadkach indyki byly
odchowywane do 4. tygodnia Zycia w Niemczech, tak wiec znajomos¢ sytuacji epi-
demiologicznej w zakresie wystepowania zakazen HON2 w tym kraju znacznie uta-
twilaby ustalenie Zrédla pochodzenia wirusa. Wstepne badania filogenetyczne po-
zwalajg na obecnym etapie stwierdzi¢, ze nie ma powigzan epidemiologicznych
z przypadkami grypy HON2 na Bliskim Wschodzie i w Chinach, mogg jednak su-
gerowad, ze pierwotnym zrédlem wprowadzenia wirusa do populacji drobiu byly
ptaki dzikie. Izolat z pierwszego zgltoszonego przypadku wykazal niska zjadliwos¢
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(IVPI=0,0) i zgodnie z definicja grypy ptakow zakazenia tym wirusem nie podlega-
ja obowiazkowi zwalczania [6]. Pozostaja jednak nierozwiagzane kwestie. Po pierw-
sze, zakazenia powoduja straty ekonomiczne wynikajace przede wszystkim z wy-
dluzenia okresu tuczu i kosztéw zwalczania zakazen wtérnych, dlatego niezbedne
jest podniesienie §wiadomosci lekarzy weterynarii i hodowcdw, ze pojawil sie nowy
czynnik zakazny u drobiu w kraju. Po drugie, wskazane jest monitorowanie roz-
woju sytuacji i $ledzenie zmian genetycznych, jakie beda pojawiac sie w ewentual-
nych nowych ogniskach, gdyz konsekwencje epidemiologiczne moga by¢ znaczace,
chociaz trudne do oszacowania na obecnym etapie. Po trzecie, z uwagi na potencjat
zoonotyczny konieczne s3 dalsze badania molekularne celem ustalenia markeréw
adaptacji do organizmu cztowieka.
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Zastosowanie kart FTA®
w diagnostyce grypy ptakow
| rzekomego pomoru drobiu

The use of FTA® cards for diagnosis
of avian influenza
and newcastle disese

Grypa ptakéw (influenza ptakéw, Al) i rzekomy pomor drobiu (choroba Newcastle,
ND) s3 najgrozniejszymi chorobami zakaznymi ptakéw podlegajacymi obowigz-
kowi zglaszania i zwalczania [7]. Ze wzgledu na duze zréznicowanie patogenno-
$ci wirusow AI i ND i wynikajace z tego kryteria dla choroby zwalczanej z urzedu
w przypadku podejrzenia AI lub ND niezbedne jest przeprowadzenie laboratoryj-
nych badan diagnostycznych. W ostatnich latach rozpoznanie obu choréb ulegto
znaczgcemu skréceniu dzieki wdrozeniu, réwniez w Krajowym Laboratorium Re-
ferencyjnym (KLR) ds. AI i ND ZCHD PIWet-PIB, molekularnych metod jak RT-
-PCR i RT-PCR w czasie rzeczywistym (real time RT-PCR, rRT-PCR) do wykrywa-
nia i identyfikacji wiruséw Al i ND oraz sekwencjonowanie do okreslenia patotypu
tych wiruséw. Zgodnie z miedzynarodowymi przepisami (OIE, WHO) transport
probek materiatu biologicznego do badan diagnostycznych, zwlaszcza w kierunku
Al, musi odbywac si¢ z zachowaniem odpowiednich srodkéw ostroznosci i bezpie-
czenstwa biologicznego. Procedury te sg drogie, czasochtonne i logistycznie skom-
plikowane. Ponadto, trudne jest zapewnienie wlasciwych warunkéw przechowy-
wania i transportu materialu biologicznego, jak utrzymanie fancucha chtodniczego
ikrotki czas od pobrania prébki do dostarczenia do laboratorium (w ciggu 24 godz.).
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Karta FTA® (Flinders Technology Associates filter paper®) jest rodzajem bibuty fil-
tracyjnej zawierajacej zwiazki chemiczne, ktére denaturujg bialka mikroorganizméw
(probki staja si¢ niezakazne), powoduja liz¢ komorek i wigzg uwolnione z nich kwasy
nukleinowe (DNA i/lub RNA). Umozliwia to przechowywanie probek w temperaturze
pokojowej, transport bez koniecznosci zachowania wyzej wymienionych warunkéw
i Srodkéw bezpieczenstwa, a takze dlugotrwalg stabilnos¢ kwaséw nukleinowych do
pdzniejszych badan molekularnych. W ostatnich latach przeprowadzono szereg badan,
ktore wykazaly przydatnos¢ kart FTA® do pobierania, inaktywacji i przechowywania
takich wiruséw ptakéw jak wirus choroby Mareka, wirus zakaznego zapalenia torby
Fabrycjusza i wirus zakaznego zapalenia oskrzeli [2, 3, 4]. Mniej poznana jest efektyw-
no$¢ kart FTA® w odniesieniu do wirusow AIi ND [1, 5, 6].

Celem pracy byta ocena:

« przydatnosci kart FTA® do bezpiecznego przesylania probek do badan w kie-
runku grypy ptakéw i rzekomego pomoru drobiu,

« stabilnosci materiatu wirusowego (ptyny zarodkowe, wymazy i tkanki z wiru-
sami Al i ND) przechowywanego na karcie FTA® w réznych temperaturach.

Materiat i metody

Wirusy. W badaniach uzyto nastepujacych wiruséw:
« Wirusy grypy ptakow (AIV):
» stabo patogenny szczep referencyjny podtypu H7: LPAIV/H7NI1 (zrédlo:
AHVLA Weybridge),
» wysoce patogenny szczep podtypu H5: HPAIV/H5NT1 (izolat wlasny 35/07).
» Wirusy rzekomego pomoru drobiu (NDV):
» lentogeniczny szczep szczepionkowy LaSota: NDV/LaSota (szczep macie-
rzysty szczepionki Vaccina L, kolekcja ZCHD PIWet-PIB,
» welogeniczny szczep Radom: vNDV/Radom (izolat wasny z lat 70.).
Karty FTA®. W badaniach uzyto dwoch rodzajow kart FTA” firmy Whatman (ryc. 1):
o klasyczna karta FTA" (FTA" Classic Card),
o klasyczna karta FTA" z barwnym indykatorem (Indicating FTA" Classic Card).
Przygotowanie materialu wirusowego do badan. Wybrane szczepy AIV i NDV
namnazano na zarodkach kurzych SPF poprzez zakazenie do worka omoczniowego
w 9.-10. dniu inkubacji. Plyny zarodkowe pobrane z zarodkéw padlych lub schlo-
dzonych w 5.-6. dniu p.i. badano na aktywnos¢ hemaglutynacyjna (HA) i po spulo-
waniu okreslano miano EID, . Do czasu uzycia materialy wirusowe przechowywa-
no w temperaturze -70°C. Plyny zarodkowe pobrane od nie zakazonych zarodkow
SPF uzywano jako kontroli ujemne;.
Izolacja wirusowego RNA. W celu ekstrakeji wirusowego RNA uzyto komer-
cyjnego zestawu RNasy Mini Kit (Qiagen, Niemcy) wedtug procedury producenta.
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Ryc. I. Karty FTA® klasyczna i klasyczna z barwnym indykatorem

Reakcje RT-PCR. RT-PCR w czasie rzeczywistym do wykrywania genu matriks
(rRT-PCR/M) wiruséw grypy typu A i konwencjonalny RT-PCR do wykrywa-
nia AIV podtypu H5 (RT-PCR/H5) i H7 (RT-PCR/H7) przeprowadzano zgodnie
z procedurami zakladowymi, odpowiednio: ZCHD/PB-03 i ZCHD/PB-25. Nato-
miast rRT-PCR/M do wykrywania NDV i konwencjonalny RT-PCR do wykrywa-
nia genu F NDV (RT-PCR/F) przeprowadzano wedlug procedur, odpowiednio:
ZCHD/PB-30 i ZCHD/PB-20.

Sekwencjonowanie. Produkty RT-PCR/H5 i H7 i RT-PCR/F sekwencjonowano
przy uzyciu aparatu AB 3500 (Applied Biosystems) zgodnie z procedurg zakladowa
ZCHD/PB-31.

Inaktywacja wiruséw na kartach FTA'". Kazdy z uzytych szczepéw AIV i NDV
w koncentracji 10° EID, /ml nakrapiano (aplikowano) na klasyczng karte FTA’
z barwnym indykatorem w ilo$ci po 0,1 ml na $rodek wyznaczonego miejsca dla
probek (4 okragte pola na karcie) w dwdch powtdrzeniach dla 3 terminéw badan
i przechowywano w temperaturze pokojowej (ok. 21°C) w plastikowych woreczkach
umieszczonych w kartonowym pudeltku. Do reizolacji wiruséw w wyznaczonym cza-
sie (1 godz., 1 dzien i 3 dni po nakropieniu) z kart wycinano cale pole (krazek) na-
saczone materialem wirusowym i po umieszczeniu w 1 ml PBS (pH 7,2) wirowano
w 1500 rpm przez 10 min. Nastepnie eluatem zakazano po 4 zarodki SPF do worka
omoczniowego w 9.-10. dniu inkubagji (0,2 ml/zarodek). Po 5-6 dniach p.i. ptyny
zarodkowe badano na aktywnos$¢ HA zgodnie z procedurg ZCHD/PB-1. W przypad-
ku ujemnego wyniku HA wykonywano kolejny $lepy pasaz na zarodkach.

Czulos$¢ wykrywania wirusowego RNA z kart FTA'. Sporzadzano szereg 10-krot-
nych rozcienczen ptynéw zarodkowych z badanymi szczepami AIV i NDV w buforze
TE (10 mM Tris-HCl, 0,1 mM EDTA, pH 8,0) odpowiadajacych dawkom od 10° do
10" EID, /ml. Nastepnie 0,1 ml kazdego rozcieniczenia nakrapiano na pole dla prébek
klasycznej karty FTA z barwnym indykatorem (po 2 pola/rozcienczenie) i karty pozo-
stawiano do wysuszenia w temperaturze pokojowej przez co najmniej 1 godz. W ten
sam sposob przygotowywano kontrole ujemna, aplikujac na pole karty 0,1 ml ptynu
zarodkowego z nie zakazonych zarodkéw SPE Nastepnie z kazdego pola wycinano
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ok. % (25%) jego powierzchni i umieszczano w probdwce Ependorft z 0,2 ml bu-
foru TE, worteksowano przez 15 sekund i pozostawiano w temperaturze pokojowe;j
przez 10 min. Do izolacji RNA pobierano 0,1 ml eluatu. Dla poréwnania izolowano
réwniez RNA bezposrednio ze sporzadzonych rozcienczen materialéw wirusowych.
Identyfikacje wiruséw w wyizolowanym RNA prowadzono przy uzyciu rRT-PCR/M
dla wiruséw AIV i NDV oraz RT-PCR/H5 i H7 dla AIV i RT-PCR/F dla NDV.

Stabilno$¢ RNA AIV i NDV na kartach FTA'". Rozcieniczeniem plynéw zarod-
kowych z uzytymi w badaniach wirusami odpowiadajgcym dawce 10° EID, /ml
inokulowano pola kart FTA"z barwnym indykatorem, przeznaczajac 0,1 ml/pole.
Inokulowane wirusami karty pozostawiano w temperaturze pokojowej do wy-
suszenia przez 1 godz., po czym pakowano do kartonowych pudetek w worecz-
kach foliowych i jedng czg$¢ kart postawiano w temperaturze pokojowej, a dru-
g3 umieszczano w temperaturze -20°C. Pierwsza izolacje wirusowego RNA z kart
przeprowadzono po uplywie 1 godziny w temperaturze pokojowej, a nastep-
nie z kart przechowywanych w obu temperaturach (pokojowa i -20°C) pobiera-
no probki (w sposob opisany w czesci dotyczacej badania czulo$ci) w terminach:
1,7, 30, 60, 90, 120 i 150 dni. Dla poréwnania w tych samych terminach izolowa-
no RNA z uzytych do aplikacji kart FTA wiruséw w dawce 10° EID, /ml i przecho-
wywanych w temperaturze -70°C.

Wykrywanie AIV i NDV z odciskow wymazdéw i narzadow na kartach FTA".
Od 5 kurczat SPF zakazonych w 10 tyg. zycia szczepem H5N1 HPAIV lub szczepem
Radom vNDV donosowo i dospojowkowo dawka 10° EID, /ptaka i utrzymywanych
w klatkach izolowanych (w warunkach ujemnego ci$nienia), umieszczonych w po-
mieszczeniu o poziomie biobezpieczenstwa PCL 3, pobierano wymazy z gardzieli
i kloaki oraz po$miertnie wycinki narzadéw: pluca, ledziona, nerki i mdzg, ktd-
re odciskano na polach dla probek w klasycznej karcie FTA". Karty po wyschnigciu
(min. 1 godz.) i umieszczeniu w foliowych woreczkach z zamknieciem strunowym
przenoszono z zachowaniem zasad biobezpieczenstwa do laboratorium klasy PCL
3 plus, gdzie po umieszczeniu w kartonowym pudetku pozostawaly w temperaturze
pokojowej do czasu badania (do 3 dni od pobrania).

Wyniki i omowienie

Inaktywacja wirusé6w Al i ND na kartach FTA'. W plynach pobranych z zarod-
kow inokulowanych eluatem z kart FTA nasgczonych wirusami AIV/H7N1 i H5N1
oraz NDV/LaSota i Radom w zadnych z badanych terminéw - po 1 godz., 1 dniu
i 3 dniach utrzymywania w temperaturze pokojowej nie stwierdzono obecnosci zy-
wego wirusa (ujemny wynik hemaglutynacji) zaréwno po pierwszym, jak i drugim
pasazu. Wyniki te wskazujg na catkowita inaktywacje wiruséw Al i ND na kartach
FTA juz po uplywie 1 godziny od nalozenia na nie materiatu wirusowego.

136



Czulo$¢ wykrywania wirusowego RNA z kart FTA'. RNA wiruséw Al bylo wy-
krywane z kart FTA" metodg rRT-PCR dla genu M do koncentracji 10°EID, /ml
dla LPAIV/H7N1 i 10°EID, /ml dla HPAIV/H5N1 i bylo dziesieciokrotnie wyzsze
w poréwnaniu z wykrywalnoscia RNA obu wiruséw Al w ptynach zarodkowych
przed ich inaktywacja na kartach FTA. Natomiast minimalne wykrywane miano
z kart FTA, gdzie mozliwe byto okreslenie patotypu badanych wiruséw przez se-
kwencjonowanie produktu RT-PCR/H5 i H7, bylo takie samo w odniesieniu do
HPAI/H5NT1 i 10-krotnie wyzsze w przypadku LPAI/H7N1. Z kolei RNA wirusow
ND bylo wykrywane z kart FTA" metoda rRT-PCR dla genu M NDV do koncen-
tracji 10°EID, /ml i 10°EID, /ml, odpowiednio dla NDV/LaSota i YNDV/Radom,
i bylo takie samo w poréwnaniu z wykrywalno$cia RNA obu wiruséw ND w ply-
nach zarodkowych przed ich inaktywacja na kartach FTA. Natomiast minimal-
ne wykrywane miano, gdzie mozliwe bylo okreslenie patotypu badanych wiruséw
przez sekwencjonowanie produktu RT-PCR/E, bylo 10- (vNDV/Radom) i 100-krot-
nie (NDV/LaSota) wyzsze.

Stabilnos¢ RNA AIV i NDV na kartach FTA'. Stabilno$¢ RNA wiruséow Al i ND
na kartach FTA nasaczonych ptynem zarodkowym z wirusami AI (H7N1 i H5N1)
i ND (LaSota i Radom) o koncentracji wyjsciowej okoto 10° EID, /ml badano me-
todami: rRT-PCR/M AIV i NDV oraz RT-PCR/H5 i H7 AIV oraz RT-PCR/F NDV
w probkach kart FTA pobranych po 1, 7, 30, 60, 90, 120 i 150 dniach (ostatnie bada-
nie) przechowywania w temperaturze pokojowej oraz -20°C i poréwnywano z ma-
terialem wyjSciowym tych wiruséw przechowywanych w temperaturze — 70°C.
RNA wszystkich wiruséw (dawka 10°EID, /ml) badanych metodg rRT-PCR/M
byto wykrywane z kart FTA" do ostatniego terminu przechowywania w obu tem-
peraturach, podobnie jak RNA wyjsciowego materialu wirusowego przechowywa-
nego w temperaturze -70°C, przy czym spadek ilo§ci RNA w badanym okresie byt
zasadniczo obserwowany tylko w prébkach pobranych z kart FTA" przechowywa-
nych w temperaturze pokojowej. Wyniki RT-PCR byly takie same dla wszystkich
wiruséw przechowywanych na kartach FTA w -20°C, natomiast w temperaturze
pokojowej ich stabilnos¢ byla krétsza i RNA AIV wykrywano do 90 dni, a NDV
tylko do 7 dni.

Wykrywanie AIV i NDV z odciskow wymazdéw i narzadéw na kartach FTA".
Dodatnie wyniki rRT-PCR/M dla AIV i NDV uzyskano z wszystkich rodzajow proé-
bek (wymazy z gardzieli i kloaki oraz pluca, §ledziona, nerki i mdzg) pobranych na
karty FTA" (ryc. 2) w 3. i 4. dniu p.i. kurczat SPF wirusem AIV/H5N1 oraz 3.1 5.
dniu p.i. wirusem vNDV/Radom, a uzyskane warto$ci Ct wskazywaly na duza kon-
centracje tych wiruséw. W takich samych rodzajach prébek pobranych od kontro-
Inych kurczat SPF na karty FTA i badanych jak wyzej nie wykrywano wirusowego
RNA.
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Ryc. 2. Odciski narzadow kurczat eksperymentalnie zakazonych wirusem AIV/H5NI na kartach
FTA

Whnioski

Przeprowadzone badania wykazaly, ze karty FTA" moga by¢ uzyteczne do tatwego
(przesylka kurierska w temperaturze pokojowej) i bezpiecznego (szybka inaktywa-
cja) przesylania materiatéw potencjalnie zakaznych, w tym wymagajacych szczegél-
nych $rodkéw ostroznosci wiruséw grypy ptakéw i rzekomego pomoru drobiu do
badan diagnostycznych metodami biologii molekularnej w celu nie tylko ich wykry-
cia i identyfikacji, ale réwniez okreslenia podtypu (AIV) i patotypu (AIV i NDV).
Wykrywane z kart FTA" najnizsze stezenia wynosity dla wiruséw AI 10°i 10° EID, /
ml a dla wiruséw ND 10*i 10* EID, /ml, przy czym byly nizsze dla szczepéw niezja-
dliwych. RNA wiruséw AI i ND bylo wykrywane na kartach FTA  metoda rRT-PCR
do co najmniej 150 dni przechowywania w obu poréwnywanych temperaturach,
jednak ich przechowywanie w temperaturze -20°C sprzyjato lepszej stabilnosci
RNA w poréwnaniu z temperaturg pokojowa, gdzie mozliwos¢ detekeji (RT-PCR)
i okreslenia patotypu (sekwencjonowanie) byta krotsza a takze zréznicowana w za-
lezno$ci od wirusa (AIV — do 90 dni, NDV - do 7 dni).
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/Zakazenia rotawirusowe u drobiu
w Polsce

Rotavirus infections of poultry
in Poland

Wirusowe stany patologiczne (enteropatie) u drobiu, szczegélnie u indykéw ale réw-
niez u kurczat, moga prowadzi¢ do duzych strat ekonomicznych, gléwnie z powodu
mniejszych przyrostéw masy ciata. Najwazniejszymi wirusami odpowiedzialnymi
za enteropatie sa adenowirusy, astrowirusy, koronawirusy indycze, reowirusy, toro-
wirusy oraz rotawirusy. Rotawirusy po raz pierwszy zostaly zidentyfikowane jako
przyczyna wodnistej biegunki i podwyzszonej $miertelnosci indykow w 1977 r. [1].
Od tamtej pory ukazalo si¢ wiele publikacji raportujacych zakazenia rotawirusowe
w stadach drobiu.

Rotawirus (RV) nalezy do rodziny Reoviridae. Bezotoczkowy wirion ma $rednice
ok. 70-75 nm i skfada si¢ z 3 koncentrycznych warstw biatka tworzacych rdzen za-
mkniety wewnatrz dwuwarstwowego kapsydu zlozonego z zewnetrznej i wewnetrz-
nej $ciany. Rotawirus obserwowany przez mikroskop elektronowy przypomina koto
z kroétkimi szprychami odchodzacymi ze $rodka, stad nazwa rota, ktéry w lacinie
oznacza kolo. Informacja genetyczna wirusa zapisana jest na 11 segmentach dwu-
tancuchowego RNA [6]. W linii komérkowej MA104 zakazonej rotawirusem in-
dyczym zidentyfikowano 10 bialek wirusowych, z ktérych 7 to biatka strukturalne
tworzace zewnetrzna i wewnetrzng $ciane, natomiast 3 pozostale to bialka niestruk-
turalne [4]. Badania serologiczne wykazaly duze zréznicowanie antygenowe rota-
wirusow, ktére mozna podzieli¢ na grupy, podgrupy oraz typy. O przynalezno$ci do
danej grupy decyduje budowa biatka VP6 tworzacego kapsyd wewnetrzny. Wedlug
tego kryterium istnieje 7 serogrup (RVA-RVG), przy czym rotawirusy grupy A izo-
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lowano zaréwno od ssakéw, jak i ptakow, natomiast z grupy B, C i E tylko od ssakow,
a D, Fi G tylko od ptakéw. O przynaleznosci do typu decyduja epitopy znajdujace
sie na biatku VP7 tworzacym zewnetrzny kapsyd (klasyfikacja do serotypu G) oraz
na biatku VP4 tworzacych wypustki (klasyfikacja do serotypu P). Do tej pory wsréd
rotawiruséw nalezacych do grupy A zidentyfikowano 19 serotypéw G i 27 seroty-
péw P, przy czym u ptakéw byly to RVA G7P17 [5].

Celem pracy byla ocena wystepowania zakazen rotawirusami w stadach indykéw
ras rzeznych i kurczat brojleréw w Polsce oraz ich charakterystyka molekularna.

Materiat i metody

Pobieranie i przygotowanie probek

W okresie od stycznia 2008 do maja 2013 r. pobrano prébki z 257 stad indykéw (po
10 indywidualnych wymazoéw kalowych ze stada), w wieku od 1 do 20 tyg., z roz-
nych regionéw kraju. Od 2011 r. do badan wlgczono takze stada kur i do maja 2013 r.
zgromadzono probki (tkanki/narzady jak nerki, tchawica, trzustka, jelita oraz wy-
mazy katowe — 10 probek/stado) ze 103 stad brojleréw kurzych, kur reprodukcyj-
nych oraz komercyjnych niosek w wieku od 1 do 73 tygodni. Ptaki w wiekszo$ci ba-
danych stad wykazywaly jeden lub wiecej objawow enteropatii (biegunka, skupianie
sie ptakéw — zaburzenia termoregulacji, osowienie, zahamowanie wzrostu), jednak
cze$¢ badanych stad byta w dobrej kondycji zdrowotnej. Do czasu badan wszyst-
kie probki byty przechowywane w temperaturze -65°C. Po powolnym rozmrozeniu
kazdy wymaz umieszczano w roztworze PBS z antybiotykami, inkubowano 1 godz.
w temp. pokojowej, a nastepnie klarowano, wirujac przez 20 min w 1500 x g. Z po-
branych tkanek/narzadéw przygotowano 20% homogenaty i réwniez wirowano. Do
izolacji RNA pobierano 200 pl superanatantu, przy czym w przypadku probek wy-
mazéw pulowano po 5 prébek indywidualnych w dwie prébki zbiorcze/stado. Do
izolacji RNA uzyto komercyjnego zestawu RNeasy Mini kit (Qiagen, Niemcy).

Metoda PCR i badanie pokrewienstwa filogenetycznego

Do badania obecno$ci materiatu genetycznego rotawiruséw wykorzystano metode
jednoetapowego RT-PCR, w ktdrej uzyte startery mialy sekwencje komplementarne
do genu biatka niestrukturalnego NSP4 [2]. Uzyskane produkty PCR wizualizowa-
no na 2% zelu agarozowym z dodatkiem bromku etydyny (1 mg/ml). W pozytyw-
nych przypadkach obserwowano prazek wielkos$ci ok. 630 par zasad (pz). Ponadto
zidentyfikowane probki rota-dodatnie analizowano w real time RT-PCR, w ktérych
zastosowane startery byly komplementarne do konserwatywnych regionéw genu
biatka VP6 grup RVA i RVD, umozliwiajace okreslenie przynaleznosci rotawirusow
do grupy A i/lub D [9].
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Produkty amplifikacji genu NSP4 sekwencjonowano we wlasnym zakresie, uzy-
wajac aparatu Genetic Analyser 3500 (Applied Biosystems, USA) lub korzysta-
no z komercyjnego serwisu Genomed Sp. z 0.0. Uzyskane sekwencje nukleotydo-
we sktadano w kontig przy uzyciu programu SeqMan (DNASTAR, Madison, WI).
Metoda Clustal W poréwnano otrzymane sekwencje polskich izolatéw z kilkoma
dostepnymi w bazie danych GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov), korzystajac z pro-
gramu MegAlign (DNASTAR, Madison, WI). Drzewo filogenetyczne skonstruowa-
no metoda neighbor-joining. Sekwencje nt zostaly przepisane na sekwencje amino-
kwaséw (aa), ktdre takze poréwnano w celu oszacowania czy zmiany w sekwencjach
nt przekladajg si¢ na zmiany aa.

Analiza statystyczna

Dane dotyczace badanych stad takie jak stan zdrowia i wiek oraz wyniki uzyskane
w tych badaniach (obecnos¢/brak rotawiruséw) byly poddane analizie statystycz-
nej. Do badan korelacji pomiedzy ww. parametrami stosowano metode¢ Spearmana
(poziom istotnosci p <0,05).

Wyniki

Sposrdéd 257 przebadanych stad indyczych w 65 (25,3%) wykazano zakazenie ro-
tawirusami, z czego po 10 stad (12,5 oraz 17,8%) przebadanych w 2008 i 2009 r.,
6 stad (18,7%) w2010 1., 17 (41%) w2011 r., 20 stad (42%) w 2012 r. i 3 stada (30%)
w 2013 r. W zdecydowanej wigkszosci zakazone ptaki byly w wieku 1-3 tygodni, ale
okazjonalnie rotawirusy wykrywano takze u starszych indykow, najstarsze rota do-
datnie stado mialo 10 tyg. W przypadku stad kur rotawirusy wykryto w 11 stadach,
z czego w 5 stadach (20,8%) w 2011 r., 4 stadach (6,5%) w 2012 r. oraz 2 stadach
(11,8%) w 2013 r. Badane wirusy identyfikowano w réznych typach produkcyjnych
kur, zaréwno u kurczat broileréw, jak i nioskach/stadach rodzicielskich w wieku od
2 do 50 tygodni. Sposrod 65 RV-dodatnich probek od indykéw 51 poddano anali-
zie identyfikujacej grupe A i/lub D. W przewazajacej wiekszosci wykryte rotawiru-
sy nalezaly do grupy A (45 prébek, 88,2%), zaledwie 6 probek oprdcz wirusa grupy
A zawieralo takze RVD. W przypadku 5 prébek nie udato sie okresli¢ grupy ziden-
tyfikowanego rotawirusa.

Sekwencjonowaniu poddano produkty amplifikacji z 23 rota-dodatnich prébek
od indykow. Sekwencje nukleotydowe polskich rotawiruséw wykazywaly podobien-
stwo miedzy sobg na poziomie 95,1-100%, z kolei ich homologia do referencyjnego
szczepu Ty-3 oraz pdéinocno-amerykanskich rotawiruséw wynosita odpowiednio
96,7-98,1% 1 91,8-97,0%. Na poziomie sekwencji aminokwaséw homologia pomig-
dzy polskimi izolatami wynosi 95-100%, natomiast do referencyjnego Ty-3 96,9-
99,4%, a do szczepdw pdinocnoamerykanskich 93,7-96,2%.
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Fragmenty genu NSP4 o wielkosci 570 nt 23 polskich rotawiruséw zostaly porow-
nane z sekwencjami z GenBanku. Analiza filogenetyczna wykazala, ze wszystkie
polskie rotawirusy znajduja si¢ w jednej grupie razem z referencyjnym Ty-3 wyizo-
lowanym od indykéw w Wielkiej Brytanii w 1979 r. (ryc. 1). Jednakze nie stanowi-
ly one jednorodnej grupy, gdyz 19 szczepéw znajdowalo si¢ w podgrupie I, nato-
miast kolejne 4 szczepy w podgrupie II. Poza tym dodatkowe 2 podgrupy tworzylty
rotawirusy poinocnoamerykanskie, opisywane jako podgrupy ,upper Mid-West”
i ,North-Carolina” Sekwencje genu NSP4 rotawiruséw izolowanych od kurczat
oraz gotebia (odpowiednio Ch-1, PO-13) byly odmienne od analizowanych izola-
tow rotawirusowych od indykoéw i tworzyty odrebng grupe. Aktualnie prowadzo-
ne sg prace nad sekwencjonowaniem zidentyfikowanych rotawiruséw w krajowych
stadach kur i kurczat (11 probek dodatnich).

Analiza statystyczna wykazata ujemna korelacj¢ pomiedzy wiekiem a wystepowa-
niem rotawiruséw, co oznacza czgstsze wystepowanie tych patogenéw u mtodych
zwierzat. Nie stwierdzono zalezno$ci pomiedzy wystepowaniem rotawiruséw a sta-
nem zdrowia badanego drobiu.

Whnioski

Na terytorium Polski 25,3% komercyjnych stad indykéw miesnych wykazato za-
kazenie rotawirusowe. Zdecydowana wiekszos$¢ (88,2%) nalezata do grupy RVA,
w 9,3% stad dodatkowo identyfikowano RVD. W przypadku 6 stad rota-dodatnich
(11,8%) nie dokonano identyfikacji RVA i RVD, co moze sugerowa¢ obecno$¢ in-
nych grup RV. Z kolei obecnos¢ rotawirusow wykryto w 10,7% przebadanych stad
kurczat broileréw i kur. W badaniach przeprowadzonych w USA wskazywano na
zakazenie rotawirusami u 67,7-69,7% przebadanych stad indykéw oraz 46,5% stad
kurczat broileréw [10, 11]. Z kolei badania stad indykéw w Minnesocie wskazywa-
ty na 93% prewalencje tych wiruséw [3]. W nastepnych badaniach autor ten prze-
analizowal pie¢ stad indykéw na przestrzeni od 1. tyg do 9. tyg. zycia. W 30,6%
przebadanych préb wykrywal rotawirusy, przy czym wirus byt obecny zaréwno
w 1. tygodniu jak i w 9. tyg. Zycia ptakéw, u ptakéw jednak nie obserwowano wigk-
szych probleméw zdrowotnych. W badaniach brazylijskich zakazenia rotawiruso-
we identyfikowano u 51,8% przebadanych stad, przy czym w wigkszosci byly to sta-
da zdrowe [8]. W badaniach préb ze stad indykdw i kurczat z objawami enteropatii
pochodzacych z réznych krajow europejskich (Szwecja, Szkocja, Niemcy, Wlk.
Brytania, Polska) oraz Bangladeszu obecnos$¢ rotawiruséw wykazano w 46,2%
stad, a r6znicowanie na grupy wykazalo obecno$¢ RVA i RVD w odpowiednio 16,1
i 39,2% rota-dodatnich stadach, zas 11,1% probek zawieralo obie grupy wirusa.
W kolejnych badaniach tych autoréw po zastosowaniu bardziej czutych metod de-
tekcji prewalencja okazala si¢ wyzsza i wynosita 85%, przy czym do grupy RVA
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Ryc. I. Drzewo filogenetyczne sekwencji nukleotydowej genu NSP4 polskich szczepow RV za-
wartych w pracy oraz sekwencji z bazy GenBanku. Nazwy poroéwnywanych totawirusow zosta-
ty opisane w nastepujacy sposob: gospodarz/kraj/indywidualny kod/rok. Pogrubiong czcionka
oznaczono sekwencje szczepow referencyjnych. Drzewa filogenetyczne skonstruowano metoda
neighbor joining, a wartosci bootstrap wyliczano dla 1000 powtorzen
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nalezato 58,8% przebadanych rota-dodatnich prébek, natomiast do grupy RVD
65,9%, z kolei 38,9% probek zawieralo obie grupy RV [9].

Rotawirusy izolowano od réznych gatunkéw ptakéw w wielu krajach: od kurczat
w Argentynie, Belgii, Brazylii, Chinach, Kubie, Niemczech, USA, Wielkiej Brytanii
czy w bytym ZSRR, od perliczek we Wtoszech, od bazantéw we Wtoszech, Wielkiej
Brytanii i USA, od kaczek w Japonii i USA, od miejskich gotebi w Japonii, od kuro-
patw we Wtoszech, USA i Japonii, od ptakéw dzikich réwniez w Japonii [7]. Swiad-
czy to o $wiatowym rozprzestrzenieniu rotawiruséw u bardzo wielu gatunkéw pta-
kow.

Zwykle naturalnie wystepujace zakazenia u indykéw wykazywano u mtodych pta-
kow, w wieku ponizej 6 tyg. Taka zalezno$¢ potwierdzily rowniez nasze analizy. Na-
tomiast badania eksperymentalne Yason i wsp. wykazaly, ze starsze ptaki w wieku
16 tyg. sa bardziej wrazliwe na eksperymentalne zakazenie rotawirusami niz osob-
niki mlodsze [14]. W badaniach stad kur zakazenia rotawirusowe identyfikowa-
no zaréwno u starszych ras reprodukcyjnych i niosek (>25 tyg. zycia - 6 préb), jak
i kurczat broileréw miedzy 2.-6. tyg. zycia (6 préb). W zidentyfikowanych rota-do-
datnich stadach kur obserwowano rézne objawy kliniczne, w tym zwigzane z ente-
ropatig (biegunki), jednakze identyfikowano w nich takze inne zakazenia (np. IBV,
parwowirusy), dlatego trudno jednoznacznie okresli¢ przyczyne tych objawéw.

U ptakow i ssakow rotawirusy wywoluja zapalenie jelit oraz biegunki, ale zakaze-
nie moze przebiega¢ réwniez subklinicznie. Monitoring przeprowadzony w stadach
indykéw w USA wykazat obecnos¢ rotawiruséw w stadach chorych, jednak réwniez
w stadach zdrowych [12]. Z podobnych badan przeprowadzonych we Francji wy-
nika, ze rotawirus obecny byt u 48,4% kurczat z objawami biegunki w 2000 r. i 50%
w 2001 r., natomiast u 20,2% kurczat klinicznie zdrowych w 2000 r. i 18% w 2001 r.
[13]. Rowniez nasze dane nie wskazujg na istnienie zaleznosci pomiedzy zakaze-
niem rotawiruwsami a stanem zdrowotnym ptakéw. Nie ma takze zadnych udo-
kumentowanych danych na temat réznic w zjadliwo$ci pomiedzy szczepami rota-
wirusowymi, ale przez analogie do rotawiruséw ssakéw nie mozna ich wykluczy¢.
Réznice takie moga by¢ skutkiem reasortacji genetycznych zachodzacych pomiedzy
réznymi szczepami [7].

Prezentowane wyniki badan byly finansowane przez Ministerstwo Nauki i Szkolnic-
twa Wyzszego w Polsce (grant nr. N308 578040).

Autorzy pragng podziekowa¢ Panu mgr. Lukaszowi Bocianowi (Zakltad Epidemio-

logii i Oceny Ryzyka PIWet — PIB) za pomoc w analizie statystycznej otrzymanych
wynikow.
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Uniwersytet Warmirisko-Mazurski w Olsztynie

Wykorzystanie sortera komorek

oraz techniki elispot do oceny rozwoju
pamieci immunologicznej komorek

B IGA" po szczepieniu indykow prze-
ciwko aMPV

The use of cell sorter and elispot
technique in estimation of IGA* B
cells immunological memory
development, in turkeys vaccinated
against aMPV

Ptasie metapnemowirusy (avian Metapneumovirus - aMPV) sa silnie zakaznym
czynnikiem odpowiedzialnym za wywolywanie infekcji gérnych drég oddecho-
wych (GDO), przede wszystkim u indykéw, ale réwniez u kur. Choroba wywotywa-
na przez aMPV u indykow znana jest jako TRT (ang. turkey rhinotracheitis — zakaz-
ne zapalenie nosa i tchawicy indykéw).

aMPV zostaly zaklasyfikowane do 4 podtypéw (w zaleznosci od struktury genow)
- A, B, CiD. Mimo réznic w strukturze antygenowej aMPV wykazano fakt odpor-
nosci krzyzowej migdzy poszczegélnymi podtypami (jednak w réznym stopniu dla
poszczegolnych z nich). W Polsce dominujg podtypy A oraz B wirusa TRT.
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Biorac pod uwage straty ekonomiczne w chowie indykéw spowodowane czgsty-
mi przypadkami klinicznymi TRT w stadach szczepionych, badania nad zjawiska-
mi rozwoju odpornosci poszczepiennej w stosunku do aMPV sg niezwykle istotne.
Niestety, istniejg jedynie nieliczne doniesienia na temat proceséw odpornosci lokal-
nej przy zakazeniu oraz szczepieniu przeciwko aMPV u indykéw. Dodatkowo prze-
prowadzone dotychczas badania nie s3 jednoznaczne, co wynika¢ moze z podtypu
aMPV uzytego w doswiadczeniu, wieku ptakéw w grupach eksperymentalnych oraz
ich pochodzenia (status immunologiczny).

Wykazano, iz komoérki T (CD4" oraz CD8*) s3 mocno zaangazowane w lokal-
ne procesy immunologiczne na terenie gérnych drég oddechowych po szczepie-
niu i zakazeniu pisklat indyczych wirusem TRT, przy czym udzial poszczegélnych
subpopulacji tych limfocytow wydaje si¢ by¢ w duzym stopniu zalezny od podty-
pu (A-D) zakazajacego wirusa TRT [2, 4] oraz wieku ptakéw w dniu ekspozycji na
dzialanie aMPV [6].

Badania nad udziatem odpornosci humoralnej (zwiazanej z IgY) po szczepieniu
przeciwko TRT u pisklat indyczych wskazujg na réznice w rozwoju swoistej odpo-
wiedzi immunologicznej, ktora zalezna jest od obecnosci w dniu szczepienia pta-
kow przeciwcial matczynych (MDA - maternally derived antibodies) anty - aMPV
w surowicy (i popluczynach z GDO) [3, 5]. Mimo iz wykazano, zZe obecnos¢ prze-
ciwcial matczynych nie ma wigkszego wplywu na skuteczno$¢ przeprowadzanego
szczepienia jednodniowych pisklat indyczych [3], dzisiaj nie mozna jednoznacznie
stwierdzi¢, czy i w jaki sposob obecnos¢ MDA wplywa na stymulacje poszczegdl-
nych elementéw zaangazowanych w odporno$¢ poszczepienng przeciwko TRT.

Jak dotad mato wiadomo na temat roli IgA w odpornosci lokalnej GDO w sto-
sunku do wirusa TRT. Cha i wsp. [1] donoszg o wzroscie subpopulacji limfocytéw B
o izotypie IgA* w blonie §luzowej gérnych drég oddechowych u indykéw po ekspo-
zycji na dzialanie wirusa TRT/podtyp C oraz o wzroscie produkcji IgA w wydzieli-
nie z nosa przy powtornej ekspozycji naaMPV/C. W badaniach wlasnych wykazano
wzrost poziomu swoistej IgA w popluczynach z tchawicy w 14. dniu po szczepieniu
atenuowanym aMPV/A, jednodniowych pisklat indyczych, jednak tylko i wylacznie
u ptakéw nieposiadajacych w dniu szczepienia przeciwcial matczynych [5]. Z dru-
giej jednak strony, u ptakéw z wysokim poziomem swoistych MDA anty-aMPV wy-
kazali$my wzrost odsetka limfocytéw B IgA* w gruczole Hardera (Harderian gland -
HG), migdzy 7.-14. dniem po szczepieniu w pierwszej dobie zycia przeciwko TRT/A.

W $wietle aktualnego stanu wiedzy wydaje si¢, ze wytworzone (lub nabyte bier-
nie) swoiste przeciwciata (w tym IgA) moga ograniczac zdolnoéci replikacyjne wi-
rusa w blonie §luzowej GDO, co w kontekscie zakazenia wptywa na ztagodzenie
przebiegu TRT i tym samym umozliwia ptakom szybszy powrét do zdrowia. Same
immunoglobuliny jednak nie s3 w stanie zabezpieczy¢ ptakow przed zakazeniem
i kliniczng postacig TRT.
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Przeprowadzone badania mialy na celu ocene przydatnosci sortowania komarek
immunokompetentnych w okreslaniu rozwoju pamieci immunologicznej komoérek
B IgA* w gruczole Hardera, po szczepieniu w pierwszej dobie zycia pisklat indy-
czych, metoda duzej kropli, szczepionkg Poulvac TRT.

Materiat i metody

Indyki i szczepionka

W doswiadczeniu wykorzystano 144 piskleta indycze typu Hybrid, ktére odcho-
wywano zgodnie z technologia chowu w boksach Pawilonu Zakazen Eksperymen-
talnych Ptakow, Katedry Chordéb Ptakéw w Olsztynie. W pierwszej dobie zycia pi-
skleta podzielono losowe na dwie réwne grupy doswiadczalne. Ptaki z grupy II
w pierwszym dniu Zycia uodporniono szczepionkg Poulvac®TRT (Fort Dodge, Hol-
land) w dawce zalecanej przez producenta metoda duzej kropli. W tym samym cza-
sie ptaki z grupy I otrzymaly, ta sama droga i w tej samej objetosci, sterylny PBS.

Technika ELISPOT

Plytki ELISPOT oplaszczono wirusem szczepionkowym i/lub przeciwcialami poli-
klonalnymi anty-IgA (Gout Anti Chicken IgA, Abd Serotec, UK) i tak pozostawio-
no na 24 godziny w temp. 4°C. Po tym czasie inkubacji, ptytki ptukano 3-krotnie
sterylnym PBSem z 0,05% dodatkiem Tween 20 (Sigma Aldrich, Germany) i 3-krot-
nie sterylnym PBSem. Nastepnie plytki blokowano RPMI z 20% dodatkiem Fetal
Bovine Serum (Sigma Aldrich, Germany) przez 1 godzing w 37°C. Po inkubagiji zle-
wano nadmiar medium hodowlanego i zawiesine limfocytéw do hodowli przeno-
szono do dotkéw plytki. Plytki z limfocytami inkubowano przez 24 godziny w 39°C
w atmosferze z 5% dodatkiem CO,. Po inkubacji ptytke ptukano 4-krotnie PBSem
z 0,05% dodatkiem Tween 20 i raz sterylnym PBSem. Reakcje barwng przeprowa-
dzono z wykorzystaniem przeciwcial anty-IgA sprzezonych z fosfataza alkaliczna
oraz z kompatybilnym dla tego enzymu substratem. Reakcje barwna hamowano po-
przez zanurzenie plytek w sterylnej wodzie destylowanej. Liczenie komoérek produ-
kujacych swoiste przeciwcial (Antibody Secreting Cells - ASC) wykonano z wyko-
rzystaniem czytnika Eli-scan oraz kompatybilnego oprogramowania.

Rozcienczenie wirusa szczepionkowego i przeciwcial anty-IgA uzytych do oplasz-
czania plytek w realizowanych badaniach oraz st¢zenie koniugatu ustalono, wyko-
nujac wezesniej ich miareczkowanie.

|zolacja limfocytéw z gruczotu Hardera

W 7. i 14. dniu po szczepieniu po 36 ptakéw z obu grup poddawano eutanazji,
a w trakcie sekcji pobierano od nich do dalszych badan gruczoty Hardera, ktore pu-
lowano w jedng prébke od 6 ptakow.
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W celu wyizolowania limfocytéw z gruczotu Hardera poddawane one byly me-
chanicznemu roztarciu w homogenizatorze manualnym w obecnosci medium ho-
dowlanego. Po uzyskaniu jednolitej zawiesiny calo$¢ przesaczano przez nylonowe
filtry o $rednicy oczek 70 um. Z uzyskanej zawiesiny izolowano komdrki mononu-
klearne przy zastosowaniu gradientu Histopaque-1077 (Sigma Aldrich, Germany)
zgodnie z protokotem producenta, ktére sortowano za pomocg sortera komérek BD
FACSAria II. Sortowanie to odbywalo si¢ z bezposrednim dozowaniem komdrek
do poszczegdlnych dotkéw plytki ELISPOT w liczbie 1 x 10* na dotek. Poszczegél-
ne oznaczenia dla pojedynczej prébki wykonane zostaly w potréjnym powtdrzeniu
zaréwno dla dotkéw oplaszczonych wirusem szczepionkowym, jak i przeciwciata-
mi anty-IgA.

Wyniki i omdwienie

Wyniki przeprowadzonych badan, przedstawione na ryc. 1-4 wskazuja na wzrost,
zaréwno bezwzgledny, jak i wzgledny (w stosunku do catkowitej liczby IgA+ ASC),
IgA* anty-aMPV ASC juz w 7. dobie po szczepieniu jednodniowych pisklat indy-
czych przy uzyciu komercyjnej szczepionki przeciwko TRT/A. Dowodzi to o roz-
woju pamigci immunologicznej komdrek B IgA* po wykonanym szczepieniu, po-
mimo iz uzyte w do$wiadczeniu piskleta pochodzily od niosek immunizowanych
przeciwko TRT.

W zwiazku z powyzszym wyniki prezentowanych badan sugeruja, ze odpornos¢
naturalna bierna moze oddzialywa¢ na réznych poziomach ekspresji w rozwoju po-
szczegdlnych parametréw odpornosci poszczepiennej w stosunku do aMPV.

Na uwage zastuguje dodatkowo fakt wdrozenia nowatorskiej techniki sortowania
komorek immunokompetentnych w toku przeprowadzanego doswiadczenia. Tech-
nika ta w znacznym stopniu przyczynia sie do uniformizacji jakosciowej badanych
probek i przez to do uwierzytelnienia uzyskiwanych wynikéw badan. Dodatkowa
zaleta tego typu rozwiazania jest tatwos¢ wykonania analizy uzyskiwanych danych,
co wynika ze znacznego ,,oczyszczenia” badanych probek z elementéw niepozada-
nych (komérki nablonkowe, detritus komoérkowy), ktére moga wplywac na jakosé
wykonywanych oznaczen i przez to na trudnosci w interpretacji wynikow.

Projekt zostal sfinansowany ze srodkéw Narodowego Centrum Nauki przyznanych
na podstawie decyzji numer DEC-2011/01/N/NZ6/05757.
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Ryc. 1. Srednia bezwzgledna liczba komérek IgA* anty-aMPV / 10 limfocytow, w HG indykow
w 7. dniu po szczepieniu w pierwszej dobie zycia (SD - odchylenie standardowe)

500
450
400
350

300
250

asD
200

150
100
50

mSrednia

Liczba komoérek IgA*-anty-aMPV

Ptakiszczepione Ptaki nieszczepione

Ryc. 2. Srednia bezwzgledna liczba komérek IgA* anty-aMPV / 105 limfocytéw, w HG indykow
W 14. dniu po szczepieniu w pierwszej dobie zycia (SD - odchylenie standardowe)
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Ryc. 3. Stosunek procentowego udziatu komarek IgA* anty-aMPV specyficznych posréd komo-
rek IgA* ASC w 7. dobie po szczepieniu
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Ryc. 4. Stosunek procentowego udziatu komorek IgA* anty-aMPV specyficznych posréd komo-
rek IgA* ASC w 14. dobie po szczepieniu
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KaMiLAa BOBREK, ANDRZE] GAWEL
Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu

Wrazliwos¢ szczepdw Erysipelothrix
rhusiopathiae wyizolowanych

z klinicznych przypadkow rézycy

u gesi na wybrane chemioterapeutyki

Antimicrobial susceptibility

of Erysipelothrix rhusiopathiae
isolated from clinical form

of erysipelas in geese

Rézyca jest choroba wywolywang przez wloskowiec rézycy — Erysipelothrix rhusio-
pathiae. Drobnoustrdj ten moze wystepowac nie tylko jako patogen, ale takze ko-
mensal wielu gatunkéw dzikich i domowych ssakow, ptakow, gadéw i ryb. Bakteria
ta najczesciej kojarzona jest jako czynnik wywotujacy pokrzywkowa posta¢ rézycy
u trzody chlewnej, charakteryzujaca si¢ wystapieniem romboidalnych wykwitéw na
skorze. Niewiele danych literaturowych dotyczy przypadkéw wystepowania rézycy
u gesi [1, 4, 5], i brak w nich informacji na temat lekowrazliwosci badanych szcze-
pow.

Celem pracy bylo okreslenie lekowrazliwos$ci wyznaczanej przy uzyciu wskaznika
MIC (minimalne stezenie hamujace) dla wyizolowanych szczepéw wloskowca ro-
zycy wobec wybranych chemioterapeutykéw. Do badan wybrano amoksycyling do-
ksycykling i enrofloksacyne, gdyz wymienione chemioterapeutyki sa powszechnie
stosowane w leczeniu drobiu.
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Materiat i metody

Material do badan stanowily 33 szczepy wloskowca rézycy wyizolowane z klinicz-
nych przypadkéw rézycy u gesi w latach 2007-2011. Material pochodzit z ferm zlo-
kalizowanych na terenie Dolnego Slgska, Wielkopolski i Ziemi Lodzkiej.

Szczepy ozywiano przez wysianie na agar z dodatkiem 5% krwi baraniej i podda-
nie 24-godzinnej inkubacji. Do okreslenia wrazliwo$ci na wybrane chemioterapeu-
tyki uzyto E-testow (bioMerieux, Francja), paskéw z rozlozonym zdefiniowanym
gradientem stezen chemioterapeutykéw (15 podwdjnych kolejnych rozcienczen).
E-testy nakladano na podloze state (agar tryptozowo-sojowy z dodatkiem 5% od-
wioknionej krwi baraniej) z wysiang wczesniej zawiesing bakterii, zgodnie z meto-
dyka podang przez producenta. Inkubacj¢ prowadzono przez 24 godziny w tem-
peraturze 37°C, dokonujac nastepnie odczytu wartosci MIC w punkcie przecigcia
powstalej eliptycznej strefy zahamowania wzrostu z brzegiem paska. Warto$ci leza-
ce w polowie rozcienczenia zaokraglano do wyzszego. Wrazliwos¢ na badane che-
mioterapeutyki analizowano poprzez uzycie granicznych wartosci MIC wedlug
aktualnych norm Europejskiego Komitetu ds. Badan Lekowrazliwosci Drobno-
ustrojow (European Comitee Antibiotical Susceptibility Testing - EUCAST) oraz
warto$ci MIC ustalonych przez amerykanski Instytut ds. Standardéw Klinicznych
i Laboratoryjnych (Clinical and Laboratory Standards Institute — CLSI) dla wto-
skowca rozycy.

Wyniki i dyskusja

Uzyskane dane zestawiono w tabeli 1.

Sposréd badanych chemioterapeutykéw najnizsze warto$ci MIC zanotowano
w odniesieniu do amoksycyliny i wynosily one w przedziatach ponizej 0,016 do
0,095 pg/ml.

Warto$¢ graniczna MIC dla szczepdéw opornych zgodnie z wytycznymi EUCAST
wynosi 2 ug/ml, a za$ zgodnie z wytycznymi CLSI 0,25 pug/ml. Wartos¢ MIC, dla
badanych szczepéw wyniosta 0,032 pg/ml, a MIC, 0,064 pg/ml. Uzyskane wartosci
MIC dla gesich izolatow wloskowca rézycy swiadcza, iz 100% badanych szczepow
wykazato pelna wrazliwo$¢ na amoksycyling. Wielu autoréw (2, 3, 6, 7, 9, 10] takze
wykazalto pelng wrazliwos¢ badanych szczepéw na leki z grupy penicylin (ampicy-
lina, beznylpenicylina, penicylina).

Wartosci MIC dla doksycykliny rozktadaly sie w dwdch przedziatach
0,25-1 pg/ml i 12-64 pg/ml. Wartos$¢ graniczna MIC dla wloskowca rézycy jest
nie zostala ustalona przez EUCAST, natomiast CLSI odsyla do wartosci granicznej
dla tetracykliny wyznaczonej dla Streptococcus sp. wynoszacej 2 ug/ml. Wartos¢
MIC, dla doksycykliny wynosita 24 ug/ml, za§ MIC, 48 ug/ml. Badane szczepy
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wykazywaty wrazliwo$¢ na doksycykline na poziomie 27%. Obserwowany roz-
kiad wartosci MIC w 2 przedziatach §wiadczy o istnieniu 2 populacji szczepéw —
wysoce wrazliwej i wysoce opornej na doksycykline. Tendencje¢ do rozkladu war-
tosci MIC dla doksycykliny w 2 przedzialach zanotowal réwniez Yamamoto [10],
a wartos$ci MIC miescily sie w przedziatach 0,2-1,56 pg/ml oraz 6,25-25 pg/ml.
Zmienng wrazliwos¢ dla chemioterapeutykéw z grupy tetracyklin notowali row-
niez Chuma i wsp. [2] oraz Opriessnig i wsp. [6]. Ponad polowa pochodzacych
z Japonii oraz 1/3 pochodzacych z USA izolatéw wloskowca rézycy bylta oporna
na oksytetracykling [2, 6]. Vendetti i wsp. [9] wykazali, iz warto$¢ MIC_ dla tetra-
cykliny wéréd szczepow wloskowca rozycy wyizolowanych od $win we Wloszech
wyniosta 1 ug/ml, a MIC, 64 pg/ml.

Wartosci MIC dla enrofloksacyny réwniez rozkladaly si¢ w 2 przedziatach
od 0,064 do 0,5 ug/ml oraz od 12 do powyzej 32 pg/ml. Wartos¢ graniczna dla
fluorochinolonéw zgodnie z normami EUCAST wynosi 0,5 ug/ml, a wedtug CLSI
- 1 pg/ml. Wrazliwo$¢ na enrofloksacyne badanych szczepow ksztaltowala sig
na poziomie 21% (wszystkie wartosci MIC >0,5 ug/ml). Nie mozna bylto okresli¢
wartoéci MIC, i MIC,, poniewaz dla 67% izolatéw wartos¢ MIC wyniosta 32 pg/
ml i bylo to maksymalne st¢zenie mozliwe do okreslenia E-testem. Oznacza to, iz
warto$¢ MIC dla badanych szczepéw byta rowna lub wyzsza od 32 ug/ml. Do ozna-
czenia wartosci MIC_ oraz MIC, konieczne byloby rozszerzenie badan przez wy-
konanie dodatkowego szeregu rozcienczen w kierunku wartosci MIC wyzszych od
32 ug/ml.

W przypadku enrofloksacyny Errikson i wsp. [3], badajacy lekowrazliwos¢ szcze-
péw pochodzacych od ptakéw, $win oraz pasozytow zewnetrznych drobiu (Derma-
nyssys gallinae), otrzymali wartosci MIC,_ ,12 pug/mli MIC, 0,25 pg/ml. Yamamo-
to i wsp. [10] analizujacy lekowrazliwo$¢ szczepow izolowanych od $win stwierdzili,
iz warto$ci MIC wahaly sie¢ miedzy 0,05 a 0,2 pg/ml. Wyniki otrzymane przez oba
zespoly $wiadczg o pelnej wrazliwosci izolatéw na enrofloksacyne. Takze Opriesnig
i wsp. [6] badajacy szczepy pochodzace od $win z USA wykazali, ze 100% badanych
przez nich szczepéw byto wrazliwych na enrofloksacyne. Jedynie Chuma i wsp. [2]
odnotowali wyizolowanie szczepéw wloskowca rézycy opornych na enrofloksacy-
ne. Szczepy oporne stanowily 12,8% sposrod 149 badanych izolatéw pozyskanych
od $win w Japonii. Wartosci MIC szczepdw opornych wahaly sie miedzy 8 a 32 pg/
ml. Réznice miedzy danymi literaturowymi i badaniami wlasnymi dotyczacymi mi-
nimalnych stezen hamujacych dla enrofloksacyny oraz liczby szczepéw opornych
wynikaja najprawdopodobniej z powszechnego stosowania enrofloksacyny w prze-
mysle drobiarskim i ze znacznie rozwinigtej lekoopornosci drobnoustrojéw na ten
chemioterapeutyk.
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Whioski
Badania wilasne potwierdzily, iz wloskowiec rézycy izolowany od gesi jest wysoce
wrazliwy na antybiotyki beta-laktamowe, jednakze wigkszo$¢ szczepdéw wykazala

wysoka lekoopornos¢ w stosunku do enrofloksacyny, nienotowana przez innych au-
torow. Wrazliwo$¢ na doksycykling jest zmienna.

Zadanie jest wspotfinansowane ze §rodkéw Unii Europejskiej w ramach Europej-
skiego Funduszu Spotecznego.

Praca zostala wykonana w ramach grantu N N308 575140 Ministerstwa Nauki
i Szkolnictwa Wyzszego.
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JowiTA SAMANTA NICZYPORUK, ELZBIETA SAMOREK-SALAMONOWICZ
Paristwowy Instytut Weterynaryjny — Panistwowy Instytut Badawczy w Putawach

/akazenia wirusowe dzikich ptakow
wodnych w Polsce

The viral infections of wild water
birds in Poland

Ptaki sg jedna z najciekawszych i najbarwniejszych grup zwierzat. Migdzynarodo-
wa Rada Ochrony Ptakow oszacowala, iz wyginigciem zagrozonych jest 1029 gatun-
kéw, co stanowi 11% ogdlnej liczby wszystkich okreslonych gatunkéw ptakow. Ptaki
s3 narazone na wyginiecie z powodu utraty swoich miejsc legowych i Zerowania, ale
takze z powodu zakazen bakteryjnych, jak i wirusowych [1].

Bardzo czesto ptaki dzikie maja kontakt z drobiem domowym, w tym z gesmi
i kaczkami, dla ktérych moga by¢ rezerwuarem wiruséw patogennych, z ktérych
nalezy wymieni¢: parwowirus (GPV), polyomawirus (GHPV), cirkowirus (GoCV),
adenowirus (adeno) oraz wirus Zachodniego Nilu (WZN) patogenny zaréwno dla
ptakow, jak i czlowieka [1, 2, 3].

Celem badania bylo stwierdzenie ewentualnej obecnosci materiatu genetycznego
ww. wiruséw u dzikich ptakéw wodnych.

Materiat i metody

Prébki do badan. Padle dzikie ptaki wodne otrzymywano w ramach sieci pobie-
rania probek stworzonej w Programie Wieloletnim realizowanym w PIWet - PIB
w Putawach. Ptaki otrzymywano z Osrodkéw Rehabilitacji Dzikich Ptakéw, Ogro-
dow Zoologicznych, Kot Lowieckich oraz Stacji Badania Wedrowek Ptakow. Lacz-
nie do analiz otrzymano 359 ptakow, w tym 212 tabedzi, 12 czapli, 57 dzikich ka-
czek, 68 dzikich gesi, 9 mew oraz 1 zurawia. Ptaki do badan pochodzily z terenu
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o$miu wojewddztw: zachodniopomorskiego (34 ptaki), warminsko-mazurskiego
(67 ptakow), kujawsko-pomorskiego (72 ptaki), mazowieckiego (96 ptakow), wiel-
kopolskiego (57 ptakow), tédzkiego (14 ptakéw), Slaskiego (12) i matopolskiego (7).
W trakcie badania anatomopatologicznego od tych ptakéw pobierano wycinki na-
rzadéw wewnetrznych (watroba, $ledziona i nerki), ktére po homogenizacji uzyto
do izolacji catkowitego, komdrkowego DNA oraz RNA.

Startery do PCR. Zastosowano nastepujace sekwencje charakterystyczne dla re-
gionow kodujacych: parwowirusa gesiego (GPV) - VPD1-5 CCG GGT TGC AGG
AGG TAC 3] VPD2-5" AGC TAC AAC AAC CAC ATC 3’: circowirusa gesiego
(GoCV) - GCV1-5 TAA ATG CGA GTT TGA GTC T 3} GCV2-5 CAT TTA
ACCCCT TCC AAA GAG T 3’; poliomawirusa gesiego (GHPV) - GPOL1-5 GAG
GTT GTT GGA GTG ACC ACA ATG 3], GPOL2-5" ACA ACG GTG CAA TTC
CAA GGG TTG 3’; adenowirusa (adeno) - FADV F - 5> ATG GGA GCC ACC TAT
TTC GAC AT 3,FADV R-5 AAATTG TCC CAC ACC CGA TGT AT 3’ Ponadto
zastosowano 2 pary starteréw do reakcji RT-PCR wykrywajacej materiat genetycz-
ny wirusa Zachodniego Nilu - WNV3-5 GCC ACC GGA AGT TGA GTA GA 3]
WNV4-5" CTG GTT GTG CAG AGC AGA AG 3, WNV5-5 AAA GCC CAATGT
CAG ACC AC 3, WNV6-5 TAG TCC TTT CGC CCT GGT TA 3.

Reakcja amplifikacji (PCR). Przeprowadzano ja w mieszaninie reakcyjnej o ob-
jetosci 50 ul zawierajacej: 5 ul buforu do PCR, 2 pl mieszaniny deoksynukleotydow,
po 2 pl kazdego ze starterdw, 2 ul wyizolowanego DNA, 1 ul Taq polimerazy DNA
oraz 36 pl wody dejonizowanej. Warunki termiczne reakeji byly nastepujace: 30 cy-
kli; denaturacja wstepna — 94°C - 30 s; przylaczanie starteréw — 30 s w zakresie tem-
peratur 52-61°C w zalezno$ci od starteréw; wydtuzanie tancucha - 72°C - 1 min;
koncowe wydtuzanie fancucha - 72°C - 10 min.

Reakcja amplifikacji (RT-PCR). Reakgcja ta postuzyta do wykrycia materiatu ge-
netycznego wirusa Zachodniego Nilu i zostala przeprowadzona przy zastosowaniu
zestawu komercyjnego firmy Qiagen.

Elektroforeza produktéw PCR. Produkty PCR analizowano po przeprowadze-
niu rozdziatu elektroforetycznego w 2% zelu agarozowym z dodatkiem bromku ety-
dyny przez 1 godz. przy napieciu 120 V. Po zakonczonej elektroforezie uzyskane pro-
dukty PCR analizowano w $wietle UV, poréwnujac ich wielko$¢ ze wzorcem DNA.

Wyniki

Na podstawie przeprowadzonej reakcji amplifikacji obecno$¢ materiatu genetycz-
nego cirkowirusa gesi stwierdzono u 2 ptakéw: u dzikiej kaczki, ktéra otrzymano
z terenu wojewodztwa kujawsko-pomorskiego oraz u 1 czapli z terenu wojewodz-
twa warminsko-mazurskiego. Obecnos¢ materiatu genetycznego polyomawiruséw
wykryto w probkach pochodzacych od dzikiej kaczki i fabedzia (odpowiednio z wo-
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jewodztwa zachodniopomorskiego i warminsko-mazurskiego). U 6 ptakow (3 dzi-
kie kaczki i 3 dzikie fabedzie) pochodzacych wylacznie z wojewddztwa warminsko-
-mazurskiego stwierdzono obecnos¢ adenowiruséw. W badanych prébkach od 359
ptakdéw nie stwierdzono obecnosci DNA parwowirusa gesiego oraz RNA wirusa Za-
chodniego Nilu.

Badania s3 wykonywane w ramach projektu NCBiR, nr 12-0126-10.
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Wybrane zakazenia bakteryjne
ptakow wolno zyjacych

Selected bacterial infections
in free-living birds

Zgodnie z najnowszymi raportami Europejskiej Agencji ds. Bezpieczeristwa Zyw-
nosci (EFSA) drobnoustroje z rodzaju Campylobacter oraz Salmonella naleza do
najczesciej wymienianych patogendw wywolujgcych zakazenia oraz zatrucia pokar-
mowe u ludzi [2, 3]. Istotng role w zachorowaniach ludzi petnig réwniez werotok-
syczne szczepy Escherichia coli.

Za najczestsze zréddlo zakazen ludzi tymi drobnoustrojami uznaje si¢ dréb oraz
produkty drobiowe nie poddane wtasciwej obrébce termicznej lub wtérnie zanie-
czyszczone. Ponadto, na §wiecie pojawia sie coraz wigcej doniesien na temat poten-
cjalnego udziatu ptakéw wolno zyjacych w rozprzestrzenianiu zakazen wywotywa-
nych przez te drobnoustroje [1, 5].

Celem prowadzonych badan jest okreslenie roli ptakéw wolno zyjacych w tan-
cuchu epidemiologicznym zakazen zwierzat i ludzi drobnoustrojami z rodzaju Sal-
monella spp., Campylobacter spp. oraz Escherichia coli poprzez oceng czestotliwo$ci
wystepowania tych drobnoustrojow w krajowej populacji ptakéw wolno zyjacych
oraz przeprowadzenie charakterystyki fenotypowej i genotypowej wyizolowanych
drobnoustrojow.

Materiat i metody

Zgromadzony material do badan pochodzit od réznych gatunkéw ptakéw wolno
zyjacych, ktére podzielono na 3 grupy:
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« ptaki zerujace w srodowisku wodnym (kaczka krzyzéwka, kormoran, tabedz);

o ptaki drobne:

» wroblowe (sikorka bogatka, sikorka modraszka, wrébel mazurek, dzwoniec),
= jerzykowe (jerzyk),

« ptaki drapiezne (pustutka, sokét wedrowny).

Material pobierano przyzyciowo (kal, wymazy katowe) lub po§miertnie (narzady
wewnetrzne).

Lacznie w kierunku obecnosci Escherichia coli przebadano 955 ptakéow, w kie-
runku Salmonella spp. 850 ptakow, natomiast w kierunku Campylobacter spp. 450
osobnikow.

Zakres badan obejmowat:

A. Badania mikrobiologiczne celem wyizolowania drobnoustrojow:

Badanie w kierunku pateczek Salmonella wykonano zgodnie z normg PN EN ISO
6579:2003 + A1:2007, dotyczaca wykrywania paleczek Salmonella w materiale bio-
logicznym pochodzenia zwierzecego oraz identyfikacji serologicznej izolatow Sal-
monella.

Do izolacji i identyfikacji drobnoustrojéw z rodzaju Campylobacter wykorzystano
metody zgodne z normg PN-ISO 10272: ,,Mikrobiologia zywnosci i pasz; Horyzon-
talna metoda wykrywania termotolerancyjnych bakterii z rodzaju Campylobacter”.

Badanie w kierunku Escherichia coli wykonano poprzez posiew bezposredni ba-
danego materiatu na selektywne podioze McConkey’a (Merck, Niemcy), a uzyskane
kolonie wstepnie typizowano oraz z wykorzystaniem odpowiednich testow bioche-
micznych: TSI (Merck, Niemcy), Urea/Indol Medium (BioMeriex, Francja).

B. Metody molekularne z wykorzystaniem technik PCR celem:

« okreslenia przynalezno$ci drobnoustrojéow do rodzaju Salmonella oraz do kon-
kretnych podgatunkow (poprzez wykrycie genéw: STM, stn, invA, gatD, mdcA
i fliB);

« okreslenia przynaleznosci drobnoustrojéw do rodzaju Campylobacter oraz do
konkretnych gatunkéw (poprzez wykrycie gendw: mapA, ceuE i trzech genéw
16SrRNA dajacych odpowiednio produkt 408 pz, 506 pz oraz 997 pz);

« okresdlenia przynaleznosci szczepéw do rodzaju E. coli i do grup filogenetycz-
nych A, B1, B2iD.

W kolejnej reakeji, z uzyciem primeréw rozpoznajacych sekwencje flankujace
fragmenty wybranych genéw: cva A/B, cvi C, iss, astA, irp2, papC, iucD i tsh, okre-
$lono prewalencje wybranych genéw wirulencji [5].

Wyniki

Czegstotliwos¢ wystepowania wybranych drobnoustrojow u ptakéw wolno zyjacych
przedstawiono w tabeli 1.
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Drobnoustroje z rodzaju Salmonella stwierdzono u 6,82% badanych ptakéw wol-
no zyjacych. Najwiecej izolatéw uzyskano od gatunku sikorka bogatka (12 szczepow)
oraz kaczka krzyzéwka (10 szczepéw). Dotychczas zidentyfikowane szczepy naleza do
dwdch podgatunkéw: Salmonella enterica subsp. enterica (26 szczepdw) i Salmonella
enterica subsp. salamae (14 szczepéw). Natomiast 18 szczepdw nalezacych do rodzaju
Salmonella nie udato si¢ zaklasyfikowa¢ do Zadnego z podgatunkow.

Pateczki z rodzaju E. coli stwierdzono u prawie 50% ptakéw. Wyniki dotyczace
przynaleznosci drobnoustrojéw z rodzaju Escherichia coli do poszczegdlnych grup
filogenetycznych przedstawiono w tabeli 2.

Tabela I. Zakazenia bakteryjne ptakow wolno zyjacych

Kierunek badania Liczba ptakow/prob badanych Liczba wynikéw dodatnich
Salmonella spp. 850 58 (6,82%)
Escherichia coli 955 476 (49,84%)

Campylobacter spp. 450 32 (7,11%)

Tabela 2. Przynaleznosc¢ szczepow E. coli do poszczegolnych grup filogenetycznych (%)

Grupa ptakéw Grupa A Grupa Bl Grupa B2 Grupa D klasB;Ell:acji

Blaszkodziobe 20,8 5,0 10,0 20,8 43,4
Drapiezne 0,0 75,0 0,0 5,0 20,0
Wréblowe 0,0 25,0 0,0 0,0 75,0

Zgodnie z badaniami przeprowadzonymi przez Johnsona i wsp. [1] wiekszos¢
szczepdw E. coli wykazujacych cechy zjadliwosci wobec ludzi nalezy do grupy B2
oraz D. Otrzymane przez nas wyniki wskazuja na obecnos¢ w populacji ptakow dzi-
kich (blaszkodziobe oraz drapiezne) szczepdéw E. coli nalezacych do tych dwdch grup.
Posrod ptakéw blaszkodziobych szczepy te stanowily tacznie 30,8%, natomiast wérod
ptakow drapieznych wykryto 5% szczepow E. coli nalezacych do grupy D.

Nasze badania w zakresie obecnosci genéw warunkujacych zjadliwo$¢ szczepow
E. coli nie wykazaly obecnosci genu stx determinujgcego werotoksyczno$¢ szczepow.

Powyzsza charakterystyke wykonano obecnie dla szczepow E. coli wyizolowanych
od blaszkodziobych (kaczka krzyzéwka), jak réwniez od ptakéw drapieznych (sokot
wedrowny, myszotéw, orzel bielik) i ptakow wréblowych (sikorka bogatka, wrébel
mazurek).

Szczepy izolowane od blaszkodziobych (kaczka krzyzéwka) posiadaja gen irp2
(16,7%), odpowiedzialny za synteze yersiniobaktyny, gen astA (12,5%) kodujacy en-
terotoksyne EAST oraz gen iss (4,2%) warunkujacy odpornos¢ na bdjcze dziatanie
surowicy. Z kolei wsrdd szczepdw pochodzacych od wrdblowych wykazano obec-
nos$¢ gendw astA oraz irp2. Natomiast wérdd szczepow E. coli izolowanych od pta-
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kéw drapieznych dominuje gen iss. Posrdd tych ostatnich szczepéw wykryto takze
gen vat odpowiedzialny za wakuocytarny autotransfer toksyn. Powyzsze geny wa-
runkuja cechy zjadliwosci E. coli niebezpieczne dla ptakéow.

Obecnos¢ Campylobacter spp. w populacji ptakow dzikich stwierdzono na pozio-
mie 7,11% (32 szczepy na 450 badanych préb). Najczesciej drobnoustroje te izolo-
wano od ptakéw zwigzanych ze srodowiskiem wodnym. Najwiecej izolatéw pozy-
skano od kaczki krzyzowki (26,14%), z czego wszystkie szczepy nalezaty do gatunku
C. jejuni. W przypadku kormorana czarnego wyizolowano wytacznie C. coli (7,93%).
Natomiast od ptakéw morskich (uhla zwyczajna) uzyskano 4 szczepy z Campylo-
bacter, z ktérych 3 nalezg do C. jejuni, a jeden do C. lari.

Podsumowanie

Ptaki wolno Zyjace, uwzgledniajac ich gatunek, miejsce bytowania oraz sposéb odzy-
wiania sie, wykazuja zréznicowany stopien zakazenia drobnoustrojami z rodzaju: Sal-
monella, Campylobacter oraz Escherichia coli. Wydaje si¢, Ze moga odgrywac istotna
role w rozprzestrzenianiu zoonotycznych drobnoustrojéw w $rodowisku oraz stano-
wic istotne ogniwo w lancuchu epidemiologicznym zakazen ludzi i zwierzat.

Praca jest realizowana w ramach projektu NCBiR NR 12 0126 10.
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Wykrywanie szczepdw wirusa
choroby Derzsy’ego metoda lamp
(loop-mediated isothermal amplification)

Detection
of Derzsy disease virus strains
by lamp method

Polska jest pionierem w produkcji gesi w Europie. Przyjmuje si¢, ze populacja
gesi w Polsce wynosi okofo 6 miliondw sztuk. Szczegélnie niebezpieczna, a jed-
noczes$nie najczesciej wystepujaca chorobg wirusowa u gesi jest choroba Derz-
syego (DD - Derzsy Disease), wywolywana przez parwowirus z rodziny Parvo-
viridae [1]. Podlega ona obowiazkowi rejestracji i stanowi powazny problem
epizootyczny oraz ekonomiczny w wielkostadnej produkcji gesi. Wirus powodu-
je masowe padnigcia gasiat, siegajace nawet 100%, znaczne spadki wagowe, a tak-
ze ubytki w upierzeniu.

Dotychczas do wykrywania wirusa choroby Derzsyego stosowana byla gtéwnie
technika PCR oraz real time PCR [2, 3, 6], jednak wymagaja one zastosowania dro-
giego sprzetu i pochlaniajg stosunkowo duzo czasu (nawet 4-5 godzin). W reakeji
LAMP (loop mediated isothermal amplification) amplifikacja DNA zachodzi w wa-
runkach stalej temperatury w prostej fazni wodnej, z zastosowaniem 2-3 par star-
teréw komplementarnych do odpowiedniego genu. Mozliwo$¢ odczytywania wyni-
kéw istnieje nawet po 30 minutach. W przypadku wyniku dodatniego widoczna jest
w promieniach UV silna fluorescencja [4, 5].

Celem przeprowadzonych badan jest opracowanie metody LAMP do usprawnie-
nia diagnostyki choroby Derzsyego i skrocenia czasu oczekiwania na wynik.
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Materiat i metody

Prébki. Material do badan stanowilo 27 prébek pochodzacych od gesi z kliniczny-
mi objawami choroby Derzsyego. Z watrob i serc chorych ptakéw wykonano 20%
homogenaty, a nastepnie izolowano calkowite, komdérkowe DNA (Qiagen).

Szczep standardowy. Standardowy szczep 24/03 (GenBank accession number -
GQ 468411) zostal wyizolowany od gesi w wieku 2,5 tygodni, z klinicznymi obja-
wami DD. Szczep ten namnazano w hodowli fibroblastow 14-dniowych zarodkow
gesich (GEF-goose embryo fibroblasts). Codziennie przez 7 dni obserwowano ho-
dowle, oceniajgc efekt cytopatyczny (CPE cytophatic effect).

PCR. Reakcje amplifikacji przeprowadzono przy uzyciu starteréw komplemen-
tarnych do genu VP3: GPV F 5-TTTATGGCAGAGGGAGGAGGC - 3, GPVR 5’
- GGGTTACAGATTTTGAGTTAG - 3; a nastgpnie produkty reakcji izolowano
w 2% zelu agarozowym i obserwowano pod lampa UV. Obecno$¢ produktéw wiel-
kosci 1604 pz $wiadczyla o pozytywnym wyniku.

LAMP (loop mediated isothermal amplification). Do reakeji uzyto 3 par star-
terow komplementarnych do genu VP3 (tab. 1). Kontrole dodatnig stanowit szczep
24/03, natomiast ujemna DNA wyizolowane z niezakazonej hodowli GEE Miesza-
nina reakcyjna zawierala polimeraze Bsm oraz barwnik SYBR Green lub Gel Red.
Inkubacje przeprowadzono w fazni wodnej, stosujac rozne temperatury: 55, 58, 60,
63, 65°C oraz odmienny czas: 20, 30, 60, 120 min. Po reakcji do préb dodano barw-
nik SYBR Green lub Gel Red, a wyniki odczytywano pod lampg UV, obserwujac zie-
long (SYBR Green) lub pomaranczowa (Gel Red) luminescencje w przypadku obec-
no$ci materiatu genetycznego DDV badz jej brak w przypadku prob ujemnych. Aby
potwierdzi¢ reakcje, dokonano rozdzialu elektroforetycznego otrzymanych pro-
duktow. Charakterystyczna drabinka w zelu agarozowym widziana pod lampa UV
$wiadczyla o wyniku pozytywnym.

Tabela 1. Sekwencje zastosowanych starterow

Typ primerow Sekwencja
F3 forward outer 5-GGTTTGGCAGAACAGGGATA-3
B3 backward outer | 5-GCCCGTAGAGTACTGGGTTA-3’
FIP forward inner 5’- GGCCAAATCCTCCGAGATTCGGTTTTTGGGGCAAAAATACCGAAGA-3
BIP backward inner | 5-CAATCCACCACCGCAGGTGTTTTTCCACTTCTGGTGCACGTATT-3’
LF loop forward 5-AAGGATGGAATTTACCATCAG-3
LB loop backward 5-ATCAAGAATACACCAGTGCC-3

Specyficznos¢. Specyficznos¢ reakeji sprawdzano przy zastosowaniu DNA: pta-
siego adenowirusa typ-1 szczep CELO (FadV-1), gesiego cirkowirusa (GoCV) oraz
poliomawirusa (GHPV) oraz DNA wyizolowanego z niezakazonej hodowli fibro-
blastow gesich (GEF).
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Czulo$¢. Czulos¢ reakeji okreslano poprzez zastosowanie pigciu 10-krotnych
rozcienczen DNA izolowanego ze szczepu standardowego 24/03 o mianie od 100
do 0,001 TCID, .

Wyniki i dyskusja

LAMP. Pozytywne wyniki widoczne jako zielona lub pomaranczowa luminescencja
obserwowane byly przy stosowaniu 60, 63 i 65°C przez 30, 60 i 120 min inkubagji.
Nastepujace parametry uznano za optymalne do przeprowadzenia reakcji: 30 min
inkubacji w temperaturze 60°C. Wyniki zostaly potwierdzone przez elektroforeze
otrzymanych produktow.

Czulo$¢ i specyficznos¢. Obecnos¢ luminescencji i charakterystycznej drabinki
w zelu agarozowym widoczna byta tylko w prébie zawierajacej DDV, w pozostatych
nie obserwowano fluorescsencji pod lampa UV. Metoda pozwolita na wykrywanie
0,1 TCID, szczepu DDV.

Porownanie metody LAMP i PCR z zastosowaniem materialow z przypadkow
terenowych. 27 prob terenowych z podejrzeniem choroby Derzsyego przebadano,
stosujac metode LAMP i PCR. Metoda LAMP wykryto material genetyczny DDV
w 16 probach (59,2%), natomiast metoda PCR w 15 (55,5%) (ryc. 1).

Ryc. I. LAMP. Probki pozytywne: 3-9, 11-14, 22-23, oraz 25-27. Probki negatywne 1-2, 10, 15-2I
oraz 24

Przeprowadzone badania wlasne pozwolily na opracowanie LAMP jako szybkiej
i dokfadnej metody do wykrywania parwowiruséw gesich. Do przeprowadzenia te-
stu wymagane jest uzycie polimerazy Bsm oraz trzech par starteréw, komplemen-
tarnych do genu VP3 wirusa DD, a takze faznia wodna i lampa UV do wizualizacji
wynikow. Ocena wynikow jest mozliwa juz po 30 minutach w temperaturze 60°C.
Specyficznos¢ reakeji zostata potwierdzona przez wykorzystanie wiruséw naleza-
cych do innych grup systematycznych (GCV, FadV, GHPV, MDV). Natomiast czu-
to$¢ zostata sprawdzona poprzez zastosowanie roznych koncentracji wirusa DD od
100 do 0,01 TCID, i ustalono, ze wynosi 0,1 TCID,
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Yang i wsp. [7] zastosowali LAMP do diagnostyki choroby Derzsyego. W ich
badaniach optymalne wyniki uzyskiwano po 20 minutach w temperaturze 65°C.
Autorzy ponadto wykazali, ze czuto$¢ i specyficznos¢ LAMP jest porownywalna
z FQ-PCR. W naszych badaniach, stosujgc PCR, wykrywano 1,0 TCID, DDV,
natomiast LAMP wykrywat 0,1 TCID, tego wirusa. Obecno$¢ materiatu gene-
tycznego DDV za pomocg PCR wykazano w 15 z 27 przebadanych prébkach
terenowych (55,5%), natomiast LAMP wykryl jego obecno$¢ w 16 probkach
(59,2%).

Podsumowujac, opracowana metoda LAMP pozwala na szybkie wykrywanie
omawianego wirusa nawet przez laboratoria, w ktérych za wzgledéw ekonomicz-
nych zastosowanie innych metod jest zbyt kosztowne i skomplikowane. Metoda
ta jest konkurencyjna w stosunku do metod wirusologicznych, serologicznych,
a nawet molekularnych. Nie wymaga zastosowania specjalistycznego (drogiego)
sprzetu ani duzego do$wiadczenia osoby wykonujacej badanie. Technika ta moze
znacznie usprawnic¢ diagnostyke choroby Derzsyego oraz skrdci¢ czas oczekiwa-
nia na wyniki.
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Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu

Histomonoza drobiu — opis przypadku

The cases report of histomoniasis

Histomonoza obok kokcydiozy jest uznawana za jedng z najwazniejszych choréb
pasozytniczych drobiu wywolywanych przez pierwotniaki. Mimo iz pierwsze przy-
padki histomonozy opisano przeszto sto lat temu, bo juz w 1893 r. u indykéw [7]
i w1900 r. u kurczat, nadal stanowi powazne zagrozenie dla wielkotowarowej pro-
dukcji drobiu grzebigcego.

Histomonoza zwana czarng gléwka (Blackhead disease) wywotywana jest przez
wiciowce z gatunku Histomonas meleagridis. Pierwotniak ten najczesciej atakuje in-
dyki w wieku 2-16 tygodni. Jednak w ostatnich latach obserwuje sie coraz czestsze
przypadki zachorowan réowniez wérdd stad kur (Gallus gallus), gtéwnie kur repro-
dukcyjnych migsnych.

Histomonas meleagridis jest drobnym pierwotniakiem wrazliwym na dziatanie
czynnikéw srodowiskowych. Nie formuje cyst ani innych form przetrwalnikowych.
Najczesciej wiciowce dostaja si¢ do organizmu zywiciela poprzez jaja nicieni Hete-
rakis gallinarum pasozytujacych w jelicie Slepym ptakéw [2]. Opisano jednak moz-
liwo$¢ zarazenia ptakdw bez udziatu Heterakis gallinarum droga wstepujaca z kloaki
do jelit $lepych poprzez kontakt bezposredni z zarazonymi ptakami (,,cloacal drin-
king”) [5].

Objawy kliniczne choroby sa mato specyficzne. Wystepuje spadek apetytu, zwigk-
szenie zuzycia wody, ptaki sg osowiale, niechetnie si¢ poruszaja, pojawia si¢ biegun-
ka, a kal staje si¢ pienisty, jasnozolty lub zielonkawy [6]. Stopien $miertelnosci moze
by¢ zréznicowany i zalezy od przebiegu choroby: od 15% w przypadku postaci prze-
wlektej do nawet 100% w ostrej.

W obrazie sekcyjnym poczatkowo notowane sg zmiany w przewodzie pokarmo-
wym, gtéwnie w obrebie jelit $lepych, ktore sg silnie wzdete, a ich $ciany stajg si¢
zgrubiale i przekrwione, obserwuje si¢ réwniez owrzodzenia na blonie §luzowej
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oraz stwierdza si¢ obecno$¢ wtoknika w swietle jelit Slepych. Po okolo 10 dniach od
inwazji zaobserwowa¢ mozna zmiany na watrobie. Sg to charakterystyczne zmiany
nekrotyczne otoczone pasem przekrwienia, osiagajace srednice do 1 cm.

W zwiazku z wprowadzeniem w 2003 r. zakazu stosowania na terenie krajéow Unii
Europejskiej u zwierzat, ktorych tkanki przeznaczone sg do spozycia przez ludzi, le-
kéw z grupy imidazoli (Metronidazol, Ronidazol, Dimetridazol, Nifursol) bedacych
lekami z wyboru przeciwko histomonozie choroba ta nabiera coraz wigkszego zna-
czenia i stanowi powazny problem w produkeji drobiarskiej.

Opis przypadku

W stadzie kur reprodukcyjnych migsnych linii Ross 308 w wieku 31 tygodni obja-
wy kliniczne nasuwaly podejrzenie wystgpienia histomonozy. Stado utrzymywano
w kurniku produkcyjnym od 19. tygodnia zycia. Poczatkowa obsada stada wyno-
sifa 10 000 szt. Obiekt przed wstawieniem ptakéw odpowiednio umyto i poddano
dezynfekcji (mycie myjka wysokoci$nieniowa z uzyciem preparatu Quatersan, bie-
lenie wapnem z dodatkiem 5% roztworu podchlorynu sodu, zamglawianie parami
formaliny, zastanie stoma, oprysk 2% roztworem Sanajodu). Na fermie znajdowaly
sie 2 kurniki, w ktoérych utrzymywano ptaki w tym samym wieku pochodzace z tej
samej odchowalni.

Materiat i metody

Do Zaktadu Choréb Ptakéw dostarczono zwloki 5 kur reprodukcyjnych migsnych
linii Ross 308 w wieku 31 tygodni pochodzacych ze stada liczacego 10 000 sztuk.
U ptakow w stadzie klinicznie zaobserwowano nieche¢ do ruchu, podbierania pa-
szy i wody, osowialo$¢, przysiadanie na skokach. Obserwowano pienista biegunke
oraz gwaltowny spadek niesnosci o okoto 35%. Zarejestrowano takze podwyzszenie
$miertelnosci ptakow w stadzie (okoto 0,2% dziennie). Wykonano nastepujace ba-
dania diagnostyczne:

 Badanie sekcyjne. Badaniu poddano wszystkie dostarczone do Zaktadu ptaki.
Dodatkowo pobrano od nich wycinki narzadéw wewnetrznych takich jak wa-
troba oraz jelita §lepe w celu wykonania badann molekularnych metoda PCR.

« Badanie parazytologiczne. W celu przeprowadzenie badania parazytologicz-
nego pobrano wycinki jelit slepych oraz watroby, z ktérych wykonano prepa-
raty mikroskopowe.

 Badanie PCR. Technikami biologii molekularnej z wykorzystaniem metody
PCR przeprowadzono diagnostyke w kierunku wykrycia materiatu genetycz-
nego pierwotniaka Histomonas meleagridis. Material do badan stanowily wy-
cinki jelit §lepych oraz watroby zabezpieczone podczas badania sekcyjnego.
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Z pobranych wycinkéw izolowano calkowite, komérkowe DNA przy uzyciu
komercyjnych kitéw do izolacji DNA Genomic Mini firmy AA Biotechnology
(Gdansk, Polska). Izolacja DNA przeprowadzona zostata zgodnie z procedura
producenta. W celu identyfikacji gatunkowej zastosowane zostaty 2 pary star-
teréw komplementarnych do czgsci sekwencji matej podjednostki rybosomu
RNA: HIS5F i HIS5R oraz Hmf i Hmr [3, 4]. Primery do reakgji syntezowane
byly w firmie Genomed Polska. Reakcja PCR prowadzona zostala przy uzyciu
termocyklera iCycler z firmy Bio-Rad. Wszystkie odczynniki do reakcji PCR
pochodzily z firmy AA Biotechnology (Gdansk, Polska). Profil termiczny re-
akcji PCR ustalony zostal eksperymentalnie. Produkty reakcji PCR rozdzielo-
ne zostaly na 1,5% zelu agarozowym (Prona Abo Polska) z dodatkiem Midori
Green (Nippon) w buforze TAE (Bio-Rad) i wizualizowane przy uzyciu zesta-
wu do dokumentacji zeli Gel-Doc (Bio-Rad).

Wyniki

Badanie sekcyjne ptakéow wykazalo obecnos¢ owalnych zmian nekrotycznych
na watrobie o $rednicy 6-7 mm oraz owrzodzen na blonie §luzowej jelit slepych.
W s$wietle jelit Slepych obserwowano obecno$¢ ztogéw widknika. W pozostatych
narzadach nie zaobserwowano zadnych zmian makroskopowych.

Pomimo obecnosci zmian anatomopatologicznych typowych dla histomonozy
w badaniu parazytologicznym nie stwierdzono obecnosci pierwotniaka Histomo-
nas meleagridis. Sytuacja taka prawdopodobnie byta konsekwencja dlugiego czasu,
jaki minat od $mierci zwierzat do momentu wykonania badania parazytologiczne-
go, bowiem identyfikacja pierwotniakéw w preparatach wymaga $wiezego materia-
tu. W zeskrobinach z blony $luzowej jelit slepych nie stwierdzono obecnosci oocyst
Eimeria spp. oraz obecnosci jaj nicieni, w tym Heterakis gallinarum.

W wyniku przeprowadzonej reakcji amplifikacji otrzymano produkty PCR o wiel-
kosci 209 oraz 574 bp $wiadczace o obecnosci w badanych narzagdach wewnetrz-
nych kur materiatu genetycznego Histomonas meleagridis.

Obraz kliniczny, sekcyjny i przeprowadzone badanie z zastosowaniem techniki
biologii molekularnej potwierdzajg wystapienie klinicznego przypadku histomono-
zy w stadzie kur reprodukcyjnych miesnych.

Do tej pory histomonoza byla utozsamiana z chorobg dotyczaca gtéwnie indykow,
jednak dane literaturowe z ostatnich lat $wiadcza o coraz czestszych przypadkach
zdiagnozowania histomonozy w stadach kur reprodukcyjnych miesnych. W 2010 r.
Wieliczko i wsp. [8] rozpoznali przypadek histomonozy w stadzie kur reprodukeyj-
nych migsnych linii Cobb 500 odchowywanych na $cidtce, a w 2011 r. Dolka i wsp.
[1] opisali podobny przypadek w stadzie kur 16 tygodniowych linii Ross 308 [1].
Problem histomonozy kur reprodukcyjnych miesnych w Polsce staje si¢ coraz po-

172



wszechniejszy i ze wzgledu na ograniczone mozliwosci profilaktyki i braku zareje-
strowanych produktéw leczniczych stanowi powazne wyzwanie dla lekarzy wetery-
narii.
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Golebie domowe utrzymywane w Polsce mozna podzieli¢ na trzy gtéwne typy uzytko-
we: golebie pocztowe (biorace udzial w wyscigach), gotebie ozdobne (biorace udziat
w wystawach i pokazach) oraz golebie amatorskie (nierasowe, utrzymywane z regu-
ly bez zadnej kontroli i opieki weterynaryjnej). Ceny golebi pocztowych oraz niekto-
rych ras ozdobnych bywaja wysokie, w zwiazku z tym istnieje $wiadoma potrzeba
utrzymywania ich w jak najlepszym zdrowiu. Dotyczy to gléwnie golebi pocztowych,
u ktérych wysoka kondycja jest konieczna do osiggania dobrych wynikéw w wysci-
gach. Niestety, w zwiazku z niskim poziomem wiedzy lekarzy weterynarii dotyczacej
chordb i leczenia tej grupy pacjentéw oraz niewielkga liczbg zarejestrowanych na kra-
jowym rynku produktéw leczniczych przeznaczonych do terapii tych ptakéw wspoét-
praca na linii hodowca-lekarz weterynarii z reguly jest staba. Poteguje to fakt ogol-
nej dostepnosci dla hodowcéw preparatéw leczniczych niezarejestrowanych w Polsce
do legalnego stosowania. Skladnikami takich preparatow czesto s antybiotyki lub
kombinacje antybiotykow, kokcydiostatykéw oraz substancji o dziataniu przeciw-
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rzgsistkowym. Powyzsza sytuacja sprawia, ze duza czes¢ hodowcow stosuje wlasnie te
preparaty bez kontroli czy nawet konsultacji z lekarzem weterynarii. Braki u hodow-
cow golebi wiedzy dotyczacej zasad prowadzenia terapii skutkuje nieuzasadnionym
czy wrecz bezmyslnym stosowaniem chemioterapeutykow, co staje sie przyczyna po-
wstawania lekoopornosci bakterii wystepujacych u gotebi domowych.

Aktualnie wiadomo, ze samodzielne zakazenia bakteryjne rzadko stanowig problem
w patologii golebi. Wigkszo$¢ zachorowan golebi, szczegolnie mtodych, to zakazenia
bakteryjne towarzyszace infekcjom cirkowirusowym. Choroba nazywana potocznie
zespotem chorobowym gofebi miodych (YPDS - Young Pigeon Disease Syndrome)
jest mozliwa do leczenia i wskazana jest w tym czasie ostonowa antybiotykoterapia
[8, 10]. Leczenie bywa jednak nieskuteczne, gtéwnie na skutek zbyt pézniej interwencji
i wystepujacej u bakterii lekoopornosci. Do bakterii najczesciej wystepujacych w YPDS
nalezg Eschericha (E.) coli, gronkowce, paciorkowce oraz Klebsiella pneumoniae [8].

Dobrze znang chorobg bakteryjng golebi jest salmonelloza. Jest to choroba moga-
ca poczyni¢ duze spustoszenie w stadach wrazliwych ptakdw, a wérdd pisklat moze
doprowadza¢ do blisko 100% $miertelnosci. W obecnych czasach stracita jednak
na znaczeniu i zakazenia paleczkami Salmonella s3 rzadziej notowane. Najczesciej
stwierdzana jest wsrod golebi ozdobnych, szczegélnie utrzymywanych w bardzo
licznych stadach [4].

Celem niniejszego opracowania byto oszacowanie stopnia lekoopornosci na wy-
brane antybiotyki u Escherichia coli, Salmonella Typhimurium oraz gronkowcow
B-hemolitycznych koagulazo dodatnich izolowanych od gotebi hodowanych w Polsce.

Materiat i metody

Prébki. Prébki do badan stanowily gotebie réznych typow uzytkowych pochodzace
z facznie 634 stad ulokowanych w calej Polsce. Ptaki byly dostarczane do Katedry
Chordb Ptakéw UWM w Olsztynie na przestrzeni lat 2010-2013. Material do badan
stanowity wymazy z kloaki oraz kalomoczu pobrane od gotebi zdrowych (okresowe
badania kontrolne) lub chorych. Jezeli w chorych stadach notowane byly padnigcia,
wowczas pobierano prébki narzadéw wewnetrznych (watroba, jelita, serce, nerki)
i wykonywano z nich posiewy bakteriologiczne.

Badania bakteriologiczne - posiewy. Pobrane prébki posiewano bezposrednio
na podloza: Slanetza, MacConkeya, Czapmana oraz podloze agarowe z czerwie-
nig fenolowy i zielenig brylantowg (BGA). Po wstepnym namnazaniu kolonie od-
powiadajace wygladowi koloniom gronkowcéw przesiewano na podloze agarowe
z 5% dodatkiem krwi baraniej w celu okreslenia, czy dany szczep posiada zdolnos¢
do hemolizy. W przypadku potwierdzenia wlasciwosci hemolitycznych danego
szczepu gronkowcow kolonie przesiewano na podloze wzbogacone plazma kroli-
cza (Biomedica, Polska) w celu zréznicowania ich na szczepy wytwarzajace koagu-
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lazg¢ (Kag+) lub niewytwarzajace tego enzymu (Kag-). Gronkowce oznaczone jako
B-hemolityczne koagulazododatnie réznicowano dodatkowo na gatunki Staphylo-
coccuis aureus i Staphylococcus intermedius za pomocg gotowego zestawu API 32
Staph (bioMerieux, Francja). Diagnostyke Salmonelli wykonywano po namnaza-
niu w zbuforowanej wodzie peptonowej i posianiu na podfoza MRSV, XLD (agar
zxyloza ilizyng) i BGA. Badania te przeprowadzone zostaly zgodnie z wytycznymi
PN-EN ISO 6579:2003+A:2007. R6Znicowanie na serowary wykonano przy uzyciu
surowic diagnostycznych firmy Immunolab (Polska).

Badania bakteriologiczne - ocena wrazliwosci na antybiotyki. Ocene wrazli-
wosci wyizolowanych szczepow na antybiotyki wykonano metoda dyfuzyjno-kraz-
kowa. W tym celu zastosowano krazki fimry Oxoid (Wielka Brytania) zawierajace
nastepujace antybiotyki: amoksycylina (25 pg), amoksycylina z kwasem klawulo-
nowym (30 pug), oxacylina (1 ug) - tylko w przypadku wyizolowania gronkowcow
B-hemolitycznych koagulazo dodatnich, enrofloksacyna (5 pg), flumechina (30 pg),
norfloksacyna (10 pg), oksytetracyklina (30 ug), doksycyklina (30 pg), lincomycy-
na + spektynomycyna (109 pg), kolistyna (10 pg) florfenikol (30 pg), neomycyna
(30 pg) oraz sulfametoksazol potencjonowany trimetoprimem (25 pg). Opornos¢
na antybiotyki byta oceniana zgodnie z wytycznymi CLSI (Clinical and Laborato-
ry Standards Institute, USA) na podstawie wielkosci strefy zahamowania wzrostu
kolonii bakteryjnych. Graniczne parametry stref zahamowania dla poszczegdlnych
kolonii bakteryjnych zestawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Charakterystyka krazkow do antybiograméw wykorzystywanych w badaniach

) ) Stezenie Stopien wrazliwo$ci wg producenta (mm)
Antybiotyki ,
(ng/krazek) w SW 0

Amoksycylina 25 =20 - <19
Amoksycylina + kw. klawulonowy 30 =20 - <19
Oxacylina 1

Enrofloksacyna 5 >21 16-20 <15
Flumechina 30 >22 19-21 <18
Norfloksacyna 10 =17 13-16 <12
Doksycyklina 30 > 16 13-15 <12
Oksytetracyklina 30 >19 15-18 <14
Linkomycyna+spektynomycyna 109 >13 11-12 <10
Kolistyna 10 >11 9-10 <8
Sulfametoxsasol+trimetoprim 25 >16 11-15 <10
Florfenikol 30 >20 17-19 <16
Neomycyna 30 =17 13-16 <12

Objasnienia skrotow: W — wrazliwy, SW - srednio wrazliwy, O — oporny
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Wyniki

Prewalencja wystepowania poszczegolnych bakterii u golebi domowych. Dane
dotyczace procentowego udzialu poszczegdlnych bakterii zostaly zestawione w ta-
beli 2. Jak wynika z jej tresci, najczesciej notowanymi bakteriami byly gronkow-
ce B-hemolityczne koagulazododatnie (37%) oraz E. coli (36%), a takze gronkowce
koagulazoujemne (24%), ktore uznano za flor¢ saprofityczng i niewykorzystywa-
no tych szczepéw do dalszych analiz. Sposrod badanych gronkowcow 1% udalo si¢
sklasyfikowac jako Staphylococcus aureus oraz 9% jako Staphylococcus intermedius.
Prewalencja zakazen Salmonella Typhimurium okazala si¢ niska i wynosila zaled-
wie 7%.

Tabela 2. Wystepowanie wybranych bakterii w u gotebi domowych w Polsce w latach 2010-
2013. kaczna liczba przebadanych stad wynosita 634

Liczba prob dodatnich
Stwierdzone drobnoustroje

(n) (%)
E. coli niehemolityczne 226 36
E. coli hememolityczne 3 0
Staphylococcus B-hemolityczne koagulazododatnie 234 37
Satphylococcus aureus 5 1
Staphylococcus intermedius 56 9
Staphylococcus B-hemolityczne koagulazoujemne 150 24
Salmonella Typhimurium 43 7
Klebsiella pneumaniae 25 4

Ocena lekoopornosci bakterii. Wyniki oceny lekoopornosci badanych szcze-
pow bakterii zestawiono w tabeli 3. Jak wynika z danych w niej zawartych, wrazli-
wos¢ na poszczegdlne antybiotyki roznila sie w zaleznosci od szczepu bakterii, co
jest zwigzane z ich cechami genetycznymi. W przypadku izolatéw E. coli najmniej
skutecznymi antybiotykami okazaly si¢ tetracykliny (74% szczepdw opornych na
doksycykling i 75% szczepdéw opornych na oksytetracykling) oraz amoksycylina
(63% szczepdw opornych). W przypadku gronkowcow najwigksza opornosé odno-
towano w stosunku do oksytetracykliny (95% szczepéw opornych) oraz chinolo-
néw (okoto 70%). Okoto 5% gronkowcow okazato sie opornych na oxacyline. Naj-
mniejszg lekoopornos¢ odnotowano posrod izolatow Salmonella Typhimurium,
gdzie zaledwie po 2% szczepdw bylo opornych na neomycyne i kolistyne.

Izolaty E. coli wykazywaly najwieksza wrazliwos¢ wzgledem kolistyny (96%),
polaczenia linkomycyny ze spektynomycyna (91%) oraz florfenikolu i amoksycy-
liny z kwasem klawulonowym (po 86%). Z kolei gronkowce najbardziej wrazliwe
byly na florfenikol (99%), sulfametoksazol potencjonowany trimetoprimem (93%)
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oraz antybiotyki f-laktamowe ($rednio 93%). Izolaty Salmonella Typhimurium byly
wrazliwe na wigkszo$¢ badanych antybiotykow.

Tabela 3. Wrazliwos¢ na wybrane antybiotyki badanych szczepow bakterii

. Staphylococcus | Staphylococcus | Staphylococcus Salmonella
E. colin. hem. . . Lo
B-hem. Kag+ intermedius aureus Typhimurium
Antybiotyki | ~ | o | ~ | o | S| sl ol sl sl als] ~
glejglg|elglelelgleglelg|leglel s
z|Z|lo|lz|E|lo|z|E|lo|z|E|lo|z|E|o©
Amoksycylina 34 3 63 | 88 0 12 | 92 0 8 [100| O 0 [100]| O 0
Amoksyeylina+ | oo 6 g 1 g7 | o | 3 [100| 0 | 0 [100] 0 | 0 |100] 0 | 0
kw. klawulonowy
Oxacylina X X X 95 0 5 96 0 4 100 O 0 X X X
Enrofloksacyna 61 17 | 22 | 23 2 75 | 33 0 67 | 20 0 80 | 100 | O 0
Flumechina 39 53 | 23 3 74 | 30 | 10 | 60 0 0 [ 100 | 100 | O 0
Norfloksacyna 76 22 | 31 1 68 | 39 2 59 | 50 0 50 | 100 | O 0
2 0
2 0

8
2

Doksycyklina 22 5 74 | 18 | 39 | 42 | 19 | 33 | 48 0 80 | 20 | 98
4

Oksytetracyklina | 21 75 | 5 0 |9 | 4 0 |9 | O 0 | 100 | 98

Linkomyeyna+ g, 15 1 2 151 | g | 6o |38 | o |62 |60 | 0 |40 100 0 | 0

spektynomycyna

Kolistyna 9 | 2 | 2 | 16|36 |47 | 16| 25|59 |60 |20 |20]098 0] 2
iutlrfia;l:tf;f;sl‘ﬂ 470|539 0|8 |9a|o0o |6 ]100] 0] 0] 100]0]0
Florfenikol 86| 6| 8 (99| 0|1 |9| 2|2/ w0|o]|o|wo|o]o
Neomycyna 14|71 15|62 |27 |11 |67 |22 |11 |60 40| 0 |89 |2

Objasnienia skrotow: W — szczep wrazliwy, SW - szczep $rednio wrazliwy, O — szczep oporny, X — nie
badano

Whnioski

Choroby powodowane przez bakterie oporne na jednoczesnie kilka antybiotykéw
stanowig coraz wigkszy problem zaréwno w medycynie ludzkiej, jak i weteryna-
ryjnej, co moze mie¢ potencjalny wpltyw na skutecznos¢ terapii [5]. Izolaty E. coli
i gronkowcéw uwzglednione w niniejszych badaniach okazaly si¢ oporne na naj-
czedciej stosowane antybiotyki. Duzg skutecznoscia w przypadku E. coli wykazy-
waly si¢ wprawdzie kolistyna oraz polaczenie linkomycyny ze spektynomycyna, ale
ze wzgledu na stabe wchlanianie si¢ tych substancji aktywnych z przewodu pokar-
mowego skuteczno$¢ ich stosowania w terapii zakazen ogdlnoustrojowych moze
by¢ znacznie ograniczona. Skuteczna substancja okazal si¢ takze florfenikol, lecz
uwzgledniajac toksyczno$¢ tego antybiotyku oraz niechetne pobieranie go przez
ptaki, réwniez i jego zastosowanie w terapii jest ograniczone. Duza lekoopornos¢
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zanotowano takze wsrod izolowanych od golebi gronkowcow, ktére okazaly sie
oporne na chinolony i tetracykliny. Najlepsza wrazliwos¢ stwierdzono wobec an-
tybiotykéw beta-laktamowych, ktore nadal stanowia lek z wyboru w przypadku
leczenia infekcji wywolywanych przez te bakterie. Znacznie lepsza skuteczno$¢
potwierdzono w przypadku amoksycyliny z kwasem klawulonowym niz samej
amoksycyliny i uwzgledniajac fakt, ze wiekszo$¢ izolatow E. coli analizowanych
w niniejszych badaniach réwniez byta na nie wrazliwa, moze by¢ to lek stosowany
do leczenia infekcji mieszanych tymi drobnoustrojami.

Bardzo niepokojace gtéwnie z punku widzenia mozliwosci wystepowania zakazen
u ludzi jest stwierdzenie gronkowcow P-hemolitycznych koagulazododatnich opor-
nych na metycyling (MRSA) [6]. Wprawdzie okreslenie MRSA (methicyllin-resistant
Staphylococcus aureus) dotyczy gronkowcow ztocistych, jednak w badanych probkach
szczepy metycylinooporne stwierdzano w przypadku izolacji Staphylococcus interme-
dius oraz gronkowcow, ktorych niesklasyfikowano na gatunki. Oporne na metycyline
szczepy gronkowow sg czesta przyczyng zakazen wewnatrzszpitalnych. Wyksztalcony
przez drobnoustroje typ opornosci oznacza brak wrazliwosci na wszystkie antybiotyki
z grupy beta-laktamoéw, w tym penicyliny, cefalosporyny, monobaktamy czy karbape-
nemy, ponadto w 90% wystepuje krzyzowa opornos¢ z makrolidami oraz fluorochi-
nolonami. Opornos¢ ta polega na syntezie zmienionego biatka wigzacego antybiotyk
— tzw. PBP (Penicilin Binding Protein). Zmienione biatko PBP nie wykazuje powino-
wactwa do beta-laktamu [11]. Transmisja MRSA z gotebi na czlowieka jest mozliwa ze
wzgledu na nierzadko duzg ilo$¢ czasu, jaka hodowcy poswiecaja ptakom przy jedno-
czesnym niezachowywaniu podstawowych zasad higieny podczas kontaktu z ptaka-
mi. Coraz rzadziej, ale niestety nadal, zdarzaja sie przypadki karmienia pisklat gotebi
ras krétkodziobych przez podawanie ziaren bezposrednio z ust hodowcy, co znacznie
ulatwia potencjalng transmisje zakazen. Natomiast sam fakt transmisji takich drob-
noustrojow czy nawet drobnoustrojéw dla ludzi niechorobotwoérczych a opornych
na antybiotyki moze stanowi¢ powazny problem dla medycyny ludzkiej, wynikaja-
cy z prawdopodobienstwa przekazywania lekoopornosci chocby przez plazmidy [2].

Prezentowane w niniejszym opracowaniu dane wskazujace na bardzo duza leko-
opornos¢ bakterii izolowanych od gotebi zgodne s3 z wynikami uzyskanymi w in-
nych krajach [1, 3, 7, 9]. Uwage przykuwaja prace, ktdre ukazaly sie kilka czy kilka-
nascie lat temu, poniewaz ich analiza w poréwnaniu z wynikami uzyskanymi przez
autorow sugeruje, ze lekoopornos¢ bakterii wystepujacych w populacji golebi sys-
tematycznie wzrasta. Zjawisko to zdecydowanie moze zosta¢ wytlumaczone nad-
uzywaniem substancji przeciwbakteryjnych w hodowli gotebi. Ze wzgledu na fakt,
ze hodowcy golebi majg sklonnosdci do samodzielnego leczenia swoich podopiecz-
nych lub stosowania jedno- albo dwudniowych , kuracji profilaktycznych” bez zad-
nej diagnozy, sytuacja zwigzana z lekoopornoscig bakterii u gotebi bedzie ulega¢
pogorszeniu.
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Bardzo kontrastowe wyniki do omawianych powyzej uzyskano po przeanalizowa-
niu wrazliwosci na antybiotyki szczepow Salmonella Typhimurium. Uzyskane dane
s3 jednak zgodne z dostepnymi w literaturze informacjami pochodzacymi od in-
nych autoréw [3]. Co ciekawe, lekoopornos¢ byta nie tylko niska, ale i powtarzalna
w przypadku wigkszosci analizowanych izolatéw tej bakterii. Mimo tego faktu sal-
monelloza jest chorobg bardzo trudng do zwalczenia u gotebi, co wynika z jednej
strony z duzej opornosci tych bakterii na czynniki fizykochemiczne (zdolnos¢ do
utrzymywania sie¢ w srodowisku bytowania ptakéw przez dlugi czas), a z drugiej -
z mozliwosci wystepowania jej wewnatrzkomdrkowo.

Podsumowujac, lekoopornos¢ wérdd golebich szczepdéw bakterii jest bardzo
duza i zdecydowanie wynika z niekontrolowanego stosowania substancji przeciw-
bakteryjnych u tych ptakéw. Powyzsze moze stanowi¢ realne zagrozenie dla zdro-
wia czlowieka, ze wzgledu na fatwg transmisje¢ bakterii z ptakéw na ludzi opieku-
jacych sie nimi spowodowang dluga ekspozycja organizmu czltowieka na bakterie.
Jedynym wyjsciem z tej sytuacji wydaje si¢ by¢ ograniczenie stosowania antybio-
tykéw w hodowli golebi, w tym gléwnie zaprzestania stosowania terapii profilak-
tycznych. Uwzgledniajac jednak malg liczbe preparatéw zarejestrowanych do sto-
sowania u tych ptakéw oraz praktycznie nieograniczony dostep hodowcéw gotebi
do lekéw (wiekszy niz lekarzy weterynarii!) oraz niechetna wspoétprace na linii le-
karz-hodowca, moze okaza¢ sie to niemozliwe.
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Development of recombinant
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(PiCoV)

Cirkowirusy stanowia jeden z najwigkszych probleméw zdrowotnych w hodowli
golebi. Szczegdlnie wrazliwe na zakazenie sa mlode golfebie od 3. do 20. tygodnia
zycia, u ktérych wystepuje syndrom chorobowy mtodych gotebi (YPDS) wywotany
przez wieloczynnikowe zakazenia wirusowe, cechujacy si¢ wysoka $miertelnoscia.
Charakterystycznymi objawami klinicznymi towarzyszacymi zakazeniom cirko-
wirusami s3: ospalo$¢, utrata wagi, trudnosci w oddychaniu, biegunka i nieprawi-
dlowe upierzenie. Cirkowirusy golebi odgrywaja przede wszystkim role immuno-
supresyjna i wiklaja wtérne zakazenia wirusowe i bakteryjne. Po raz pierwszy ich
wystepowanie opisano w USA, a nast¢pnie w Australii, Poludniowej Afryce, Ka-
nadzie i Europie. Cirkowirus golebi (PiCoV) nalezy do rodzaju Circovirus rodziny
Circoviridae. Bezotoczkowe wiriony PiCoV posiadajg jednoniciowy DNA o wielko-
$ciod 1,7 do 2,5 kbp w zaleznosci od zréznicowania genetycznego izolatéw tereno-
wych. W genomie PiCoV wystepuje pig¢ otwartych ramek odczytu (ORFs). Pierw-
sza ramka koduje biatko zwigzane z replikacja wirusa (Rep). Z kolei biatko kapsydu
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(Cap) kodowane jest przez region C1 i ma ono wielko$¢ 274 aminokwaséw i mase
31,9 kDa. W przebiegu zakazenia PiCoV zmiany anatomopatologiczne obserwowa-
ne s3 glownie w narzadach zwigzanych z uktadem limfatycznym, w ktérym docho-
dzi do znacznego obnizenia ogdlnej liczby limfocytéw. Diagnostyka zakazen PiCoV
na podstawie objawow klinicznych czy tez zmian anatomopatologicznych jest kio-
potliwa, gdyz u niektérych ptakéw wirus nie wywotuje postaci klinicznej choroby.
Metody izolacji wirusa w hodowlach komérkowych nie sg skuteczne w przypadku
PiCoV. Jedng z najbardziej przydatnych metod diagnostycznych jest fanncuchowa re-
akcja polimerazy (PCR), ktéra pozwala na badanie wystepowania PiCoV w narza-
dach wewnetrznych gotebi oraz krwi obwodowej. Pomimo duzej przydatnosci tej
metody testy serologiczne takie jak ELISA stanowig bardzo dobra alternatywe dla
PCR i stuza czesto jako potwierdzenie wynikéw uzyskanych metodami biologii mo-
lekularnej. Z tego wzgledu warto$ciowe wydaje sig, Ze opracowanie testu ELISA na
bazie rekombinowanego biatka kapsydu PiCoV pozwoliloby na skuteczng diagno-
styke zakazen cirkowirusami u golebi. Celem podjetych badan byto otrzymanie re-
kombinowanego biatka C1 PiCoV do testow serologicznych.

Materiat i metody

Do badan uzyto izolatu GW2012 pozyskanego od golebi hodowlanych w wieku 16
tygodni. U golebi obserwowano nieprawidtowosci w upierzeniu oraz znaczne wy-
chudzenie. Z watréb golebi wykazujacych objawy kliniczne izolowano catkowity
DNA przy uzyciu zestawu komercyjnego w celu stwierdzenia obecno$ci PiCoV me-
toda PCR. Dlatego tez zaprojektowano startery oligonukleotydowe komplementar-
ne do regionu kodujacego biatko C1 PiCoV, posiadajace miejsca restrykcyjne dla
enzymow HindIII oraz Sall. Sekwencje starterow byly nastepujace:

o PiCoV F: 5-CCAAAGCTTATGAGGAGGCGGAGATTCAGACG-3;

o PiCoV R: 5’-GTGGTCGACTTATTCAGAATCCACAGCTGAGT-3’.

Sktad mieszaniny reakcyjnej do amplifikacji genu C1 byl nastepujacy: 2,5 pl 10 x
stezonego buforu do PCR (50 mM KCI, pH=9, 50 mM NaCl, 5 mM MgCl); po 0,5 pl
(0,2 um) kazdego ze starteréw, 1 ul ANTP (0,2 pm); 4 pl betainy (1 M); 0,5 pl poli-
merazy DNA Tagq (5 U/pl) oraz 14,5 ul wody dejonizowanej o stopniu czystosci 1.
Do tak sporzadzonej mieszaniny dodawano 2 pl DNA izolatu GW2012. Otrzymany
w 1% zelu agarozowym produkt PCR oczyszczano i sekwencjonowano, a nastgpnie
poddano ligacji po trawieniu enzymami HindlII oraz Sall z plazmidem ekspresyj-
nym pET (Novagen). W ten sposdb uzyskano plazmid pC1PiCoV, ktérym transfor-
mowano komorki bakteryjne E.coli linii BL21 (DE3) Rosetta. Wyroste po 24 godz.
inkubacji na podlozu Luria-Berani (LB) z dodatkiem ampicyliny (50 pg/ml), IPTG
i X-Gal biale kolonie bakterii zawierajace plazmid pC1PiCoV sprawdzano metoda
PCR. O prawidlowym wprowadzeniu genu C1 do wektora ekspresyjnego swiadczyta
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obecno$¢ produktu o wielko$ci 724 bp. Nastepnie pojedyncza kolonig bakteryjna in-
okulowano 2 ml podloza plynnego z dodatkiem ampicyliny i inkubowano w tem-
peraturze 37°C przez 18 godzin z jednoczesnym wytrzasaniem 225 obr./min. W ko-
lejnym etapie 250 ml podtoza LB z ampicyling inokulowano 1 ml hodowli bakterii
z poprzedniego etapu. W celu indukcji ekspresji biatka C1 w momencie logarytmicz-
nego wzrostu komorek bakteryjnych przy OD, =0,5-0,6 dodawano 1 mM IPTG.
Jako kontrole uzyto komorek bakterii nie indukowanych IPTG. Po pieciu godzinach
inkubacji w 37°C z wytrzasaniem hodowle bakterii odwirowywano przy 8000 x g
przez 10 min, a z uzyskanego osadu komorek bakteryjnych oczyszczano rekombi-
nowane biatko przy uzyciu kolumienek ze zlozem niklowym (Clontech). Otrzymane
biatko sprawdzano w 12% zelu SDS-PAGE w warunkach denaturujacych i przecho-
wywano do dalszych etapéw badan w temperaturze -70°C.

Wyniki

Badania potwierdzily przynaleznos¢ izolatu GW2012 do cirkowiruséw gotebi.
W opracowanej metodzie PCR uzyskano wyrazny produkt wielkosci 724 bp (ryc. 1).
Przeprowadzona analiza sekwencji produktu PCR kodujacego biatko C1 kapsydu
PiCoV potwierdzifa jego 100% stopien podobienstwa do sekwencji izolatéw znaj-
dujacych si¢ w bazie danych GenBanku. Otrzymanie oczyszczonego produktu PCR
pozwolilo na konstrukcje wektora ekspresyjnego pC1PiCoV, uzytego nastepnie do
transformacji kompetentnych komoérek E. coli BL21. Wyroste biale kolonie bakterii
wykazaly obecnos¢ insertu genu C1 PiCoV. W kolejnym etapie badan uzyto rekom-
binowanych kolonii bakterii do inokulacji podfoza ptynnego i indukeji ekspresji re-
kombinowanego bialka. Wykazano, ze indukcja 1 mM IPTG powodowala znaczny
wzrost ekspresji biatka C1, co obserwowano po rozdziale elektroforetycznym w zelu
poliakrylamidowym jako znaczne zmetnienie hodowli ptynnej, jak réwniez pogru-
bienie prazka w zelu SDS-PAGE o wielkosci 32,9 kDA (ryc. 2). Otrzymane rekombi-
nowane biatko zostalo oczyszczone i bedzie uzyte w kolejnym etapie badan do opra-
cowania testu ELISA do wykrywania specyficznych przeciwcial PiCoV.
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Ryc. 1. PCR. Amplifikacja regionu CI cirkowirusa gotebi (PiCoV). Zaznaczono produkt PCR
wielkosci 724 bp

32.9kDA (bialko C1)

i
= < |

|

br

Ryc. 2. Analiza rekombinowanego biatka CI PiCoV w zelu poliakrylamidowym SDS-PAGE.
| — hodowla bakterii nie indukowana IPTG, 2 — hodowla bakterii indukowana | mM IPTG
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Evaluation of the prevalence

of intestinal parasites in Warsaw’s
urban pigeons (Columba livia

f urbana) in the seasonal cycle
of observation

Golebie (Columba livia f. urbana) powszechnie wystepuja w aglomeracjach
miejskich w catej Polsce. W Warszawie latem na 1 km® przypada 390-680 go-
tebi, zima od 970 do nawet 1760 gotebi. Duze zageszczenie tych ptakow w mie-
$cie sprzyja czesto wystepowaniu chordb pasozytniczych. Wsrdd najczesciej
wystepujacych inwazji golebi wymienia si¢ migdzy innymi kokcydioze (Eimeria
columbarum, E. labbeana, E. columbae), glistnice (Ascaridia columbae), kapi-
larioze (Capillaria obsignata) oraz rzadziej zarazenia Raillietina (R. bonini, R. te-
tragona, R. echinobothrida) [2, 3, 4].
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Materiat i metody

Badania dotyczace stopnia zarazenia warszawskich golebi miejskich rozpoczeto
w okresie wiosna-lato 2012 r. [1]. Nastepnie kontynuowano je w okresie jesiennym
(2012). Celem pracy bylo przesledzenie sezonowego ksztaltowania stopnia zaraze-
nia okreslonymi gatunkami pasozytéw jelitowych. Badaniem podstawowym byla
standardowa metoda flotacji z wykorzystaniem nasyconego roztworu chlorku sodu.
Preparaty ogladano pod powigkszeniem 10-krotnym oraz 40-krotnym. W pierw-
szym etapie badan zebrano 106 prébek kalu gotebi z réznych dzielnic Warszawy. Do
badan zostalo zakwalifikowanych 78 probek. W 56 z nich stwierdzono wystapienie
réznego rodzaju parazytoz o ré6znym nasileniu.

Wyniki i omdéwienie

Wyniki badan pokazaly, iz najczgsciej wystepujaca parazytoza byta kokcydioza oraz
kapilarioza. Zarazanie Eimeria spp. wystapilo w 64% badanych prébek, a Capila-
ria spp. w 25% badanych prébek. Zarazenie nicieniami Ascaridia spp. utrzymywato
si¢ na najnizszym poziomie i stanowito 11% badanych probek. Badania wskazujg row-
niez, ze warszawskie golebie charakteryzuja si¢ wysokim poziomem zarazenia pasozy-
tami jelitowymi, ktéry wynosit 73% i byt 0 30% wyzszy niz u golebi z terenu Wroctawia
(47,5%) [2]. Zupelnie inne wyniki otrzymano po zbadaniu prébek zebranych w okre-
sie jesiennym (2012), podczas ktdrego pobrano 98 probek kalomoczu. Wowczas for-
my inwazyjne pasozytéw jelitowych wystapity w 97% badanych probek. Czesciej wy-
stepowaly wowczas inwazje mieszane, ktore byly widoczne w 54% badanych préobek.
Trzy rodzaje pasozytéw zaobserwowano w 10% probek. Nasilenie inwazji byto znacz-
nie wyzsze niz w sezonie wiosenno-letnim. Charakterystyczne bylo wystepowanie in-
wazji Eimeria spp. niemal w kazdej probie (95% prob), co stanowilo ponad potowe
badanej populacji. Dodatkowo zaobserwowano wystapienie innych pasozytéw, ktdre
nie byly obecne w prébach zebranych w okresie wiosennym, takich jak Ornithostron-
gulus quadriradiatus. Nicien ten moze by¢ przyczyng niezytowego oraz krwotocznego
zapalenia jelit. Nasilenie inwazji w okresie jesiennym moze by¢ skutkiem wystepowa-
nia w populacji golebi zwiekszonej ilosci osobnikéw mtodych, ktore z reguly sa bar-
dziej narazone na parazytozy przewodu pokarmowego. W okresie jesiennym nastepu-
je réwniez pogorszenie warunkéw pogodowych, a pokarm nie jest juz fatwo dostepny,
co ewentualnie réwniez moze mie¢ wplyw na wyzej opisane wyniki.
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Eksperymentalne zakazenie gotebi,
kurczat, indykow i gesi gotebim
wariantem wirusa rzekomego
pomoru drobiu

Experimental infection of pigeons,
chickens, turkeys and geese

with pigeon variant

of newcastle disease virus

Wariant golebi wirusa rzekomego pomoru drobiu (ang. pigeon paramyxovirus
type 1, PPMV-1) jest czynnikiem etiologicznym zakaznej choroby gofebi, mani-
festujacej sie u tego gatunku zaburzeniami ze strony ukladu pokarmowego (bie-
gunka), oddechowego (zapalenie spojéwek, wyptyw z otworéw nosowych, dusz-
nos¢) oraz nerwowego (krecz szyi, zaburzenia réwnowagi, paraliz, drzenia szyi
i skrzydet) [11]. Wirus PPMV-1 jest tozsamy z wirusem rzekomego pomoru dro-
biu, zwanym tez wirusem choroby Newcastle (ang. Newcastle disease virus, NDV),
rézni si¢ jednak antygenowo od typowych szczepéw wywolujacych zakazenia
drobiu i chociaz PPMV-1 jest zwykle specyficzny gatunkowo (zdecydowana wigk-
szo$¢ zakazen dotyczy gotebi), notowane byly przypadki zachorowan lub izolacji
tego patogenu od innych gatunkéw ptakow [1, 2, 4, 9]. Przepisy administracyj-
nego zwalczania rzekomego pomoru drobiu (ND) traktuja jednakowo wszystkie
zakazenia patogennym wirusem NDV, bez wzgledu na jego przynalezno$¢ anty-
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genowa czy genetyczna, dlatego stada drobiu zakazone patogennym wariantem
golebim PPMV-1 sa zwykle wybijane [7, 13]. Wirus PPMV-1 jest odpowiedzial-
ny za tzw. czwartg fale panzootii rzekomego pomoru drobiu, pierwszy raz rozpo-
znanej u golebi na Bliskim Wschodzie pod koniec lat 70. i rozprzestrzeniajacej sie
w latach 80. przez péinocng Afryke do Wtoch, a nastepnie szerzacej si¢ na caltym
$wiecie i trwajacej do dzi$ [11].

Celem pracy byta ocena wrazliwosci golebi, kurczat, indykéw oraz gesi na ekspe-
rymentalne zakazenie krajowym izolatem PPMV-1.

Materiat i metody

Wirus. W badaniach uzyto wirusa PPMV-1/Poland/332/05 wyizolowanego od go-
tebi miejskich w 2005 r. Wykonana charakterystyka antygenowa, molekularna oraz
okreslenie patogennosci in vivo na piskletach SPF (test ICPI) wykazaly, ze jest to pa-
togenny wariant golebi NDV.

Ptaki. Kurczeta SPF pochodzily z wlasnego wylegu (jaja wylegowe importowano
z VALO-BioMedia, Niemcy), gesi i indyki zakupiono w zakladzie wylegowym, na-
tomiast gotebie z prywatnej hodowli. Do badan eksperymentalnych wykorzystano
ptaki klinicznie zdrowe, a w momencie zakazenia wiek ich wahat si¢ od 3 do 5 ty-
godni. Przed zakazeniem eksperymentalnym wszystkie ptaki byly przebadane sero-
logicznie w kierunku obecno$ci przeciwciat dla wirusa rzekomego pomoru drobiu
z wynikiem ujemnym.

Model doswiadczen. Grupy skfadajace si¢ z 10 ptakéow kazdego gatunku byly
zakazane dawkg wirusa 10°EID, /ptaka w objetosci 0,1 ml dospojéwko i dono-
sowo. Ptaki byly utrzymywane w zwierzetarni o poziomie zabezpieczenia klasy
PCL-3. Okolo 24 godziny po zakazeniu do klatki wprowadzono 2 w pelni wraz-
liwe osobniki odpowiedniego gatunku, stanowigce kontrole siewstwa i transmi-
sji wirusa od zwierzat zakazonych. Prowadzono codzienng obserwacj¢ kliniczna,
aw?2,4.,7,10.1i14. dniu po zakazeniu (p.i.) od wszystkich ptakéw pobierano
wymazy z jamy ustno-gardtowej oraz kloaki. Ponadto w ww. terminach od dwoch
ptakéw z kazdej grupy zakazonej pobierano narzady: mozg, ptuca, watrobe, Sle-
dziong, nerki, dwunastnice i jelito $lepe do badan metoda real time RT-PCR.

Real time RT-PCR. W badaniach zastosowano metode RRT-PCR do wykry-
wania genu M wirusa ND [8, 14] w modyfikacji wlasnej. Wyniki badan od-
noszono do krzywej standardowej wyznaczonej poprzez badanie 10-krotnych
rozcienczen RNA wirusa PPMV-1/Poland/332/05 o znanym mianie EID, , a na-
stepnie prowadzono analiz¢ ilo§ciowa przy uzyciu programu 7500 Software v.
2.0.5 (Applied Biosystems), ktorej wyniki przedstawiano w postaci ekwiwalentu
miana (eq EID,)) na 0,1 gram tkanki (narzady) lub 1 ml ptynu transportowego

(wymazy).
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Wyniki

Obserwacja kliniczna. Nie stwierdzono objawo6w klinicznych u kurczat, indykéw
i gesi, natomiast u golebi od 4. dnia po zakazeniu wystepowaly objawy nerwowe
w postaci drzen skrzydet i zaburzen koordynacji ruchowej oraz lekka biegunka.
Dwa golebie padly pomigdzy 8.-11. dniem po zakazeniu.

Wyniki badan real time RT-PCR

Golebie. U zakazonych eksperymentalnie golebi materiat genetyczny wykrywano
pomiedzy 2. a 10. dniem p.i. w wymazach oraz pomiedzy 2. a 14. dniem p.i. w na-
rzadach, ze szczytem w 7. dniu p.i. Srednia ilo§¢ materiatu genetycznego w wielu
przypadkach wynosita 10°eqEID, 10’eqEID50/ml ptynu (lub gram tkanki). Wirus
ulegl efektywnej transmisji do wrazliwych golebi kontaktowych, jednak do 14. dnia
p.i. nie wykazywatly objawéw klinicznych.

Kury. Material genetyczny u zakazonych kurczat identyfikowano w narzadach
i wymazach pomiedzy 2.-14. dniem, ze szczytem w 4. dniu p.i., w najwigkszej ilo-
$ci odpowiadajgcej dawce 10°°10°EID, /g w sledzionie, dwunastnicy i jelicie slepym.
Wirus ulegl transmisji do ptaka kontaktowego, u ktérego w 7. dniu p.i. wykryto jed-
nak bardzo niewielkg ilo§¢ materialu genetycznego PPMV-1.

Indyki. U zakazonych indykéw material genetyczny wykrywano w wymazach
z jamy ustno-gardiowej od 2. dnia p.i. (Srednia ilo§¢ materialu genetycznego ok.
10°EID,, /ml), a pézniej jego ilos¢ spadata do poziomu zwykle uznawanego za
ujemny. Wyzszy poziom odnotowano w prébkach wymazéw z kloaki, gdzie wirus
utrzymywat si¢ na poziomie 10’eqEID, /ml - 10’eqEID50/ml do 7. dnia p.i. W od-
niesieniu do narzagdéw najwieksza ilo§¢ RNA wykrywano w mézgu oraz ptucach
(10°eqEID, "10°eqEID50/ml). Stwierdzono transmisj¢ do indykéw kontaktowych,
jednak tylko probki wymazow z kloaki byty dodatnie w 14. dniu p.i.

Gesi. Obecno$¢ wirusowe RNA wykazywano tylko w wymazach z jamy ustno-
-gardiowej i kloaki u trzech zakazonych eksperymentalnie gesi w 2 i 4 dniu p.i. Iloé¢
materialu genetycznego byta bardzo niska, nie wykryto réwniez obecnosci RNA
w narzadach oraz u ptakéw kontaktowych.

Dyskusja

Patogenne wirusy PPMV-1 s3 grozne nie tylko dla golebi, ale mogg réwniez wy-
wolywac zachorowania u drobiu i ptakéw townych utrzymywanych w zamknigciu
[1, 2, 4, 5, 9]. Doniesienia dotyczace naturalnych zakazen PPMV-1 u drobiu po-
chodzg z Europy, Ameryki Péinocnej i Poludniowej oraz Afryki. W takiej sytu-
acji, zgodnie z przepisami Kodeksu Zdrowia Zwierzat Ladowych OIE, kraj traci
status wolnego od rzekomego pomoru drobiu [7]. Przebieg naturalnego zakazenia
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PPMV-1 moze by¢ ekstremalnie rézny - od bezobjawowego do nasilonych obja-
wow klinicznych i wysokiej $miertelnosci. Brak objawoéw klinicznych stwierdzono
u bazantéw importowanych do Wloch w 1994 r. [5]. Z kolei u kuropatw w Szko-
cji, u ktérych potwierdzono obecnos¢ PPMV-1 w 2006 r., zanotowano znaczacy
wzrost $miertelnosci, ktoremu towarzyszyty objawy kliniczne takie jak: biegunka,
niewielkiego stopnia niezborno$¢ ruchowa i zahamowania przyrostéw masy cia-
ta [9].

Wyniki przeprowadzonych badan eksperymentalnych wykazaty niska wrazliwo$¢
kurczat, indykdéw i gesi na zakazenie PPM V-1, wyrazong brakiem objawéw klinicz-
nych i padnig¢ (przy zachorowalnosci i $miertelnosci obserwowanej u golebi zaka-
zonych taka sama dawka). W odniesieniu do gesi trudno nawet méwic o patogen-
nosci, gdyz wykrywalno$¢ niewielkiej ilosci materialu genetycznego w wymazach
pobranych od pojedynczych gesi w pierwszych dniach po zakazeniu mogta swiad-
czy¢ o detekeji wirusa uzytego do zakazenia kontrolnego. Wirus replikowat si¢ jed-
nak w organizmie kurczat i indykdéw, o czym $§wiadczg wyniki dystrybucji wirusowe-
go RNA w r6znych narzadach oraz siewstwo. W ograniczonym stopniu dochodzito
réwniez do transmisji do ptakéw kontaktowych, co dowodzi, ze wirus ma zdolno$¢
pasazowania przez organizm ptakéw. Konsekwencjg takich pasazy moga by¢ zmia-
ny genetyczne prowadzace do wzrostu zjadliwosci. W dotychczas podejmowanych
badaniach eksperymentalnych wykazywano wzrost zjadliwosci PPMV-1 w nastep-
stwie kilkakrotnych pasazy na kurczetach, aczkolwiek nie dotyczyto to wszystkich
izolatow [3, 8, 10, 12].

Podsumowujgc, monitorowanie wystepowania zakazen PPMV-1 u ptakéw innych
niz golebie jest uzasadnione, chociaz w naturalnej (niepasazowanej) formie wirusy te
nie powinny stanowi¢ wigkszego zagrozenia, szczego6lnie u drobiu wodnego.
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Przypadki omphalitis w stadzie
strusigt — doniesienie wstepne

The cases of omphalitis
in ostrich-chicks flock -
preliminary report

Hodowla i chéw fermowy strusi (Struthio camelus) w Polsce ciesza si¢ duzym zain-
teresowaniem, chociaz od czasu zalozenia pierwszej fermy strusi w naszym kraju
minglo 20 lat (1993 r. Garczyn k. Koscierzyny woj. pomorskie). Pomimo postepu
w tej galezi drobiarskiej hodowcy nadal napotykaja na trudnosci, zwlaszcza w po-
czatkowej fazie odchowu strusi. Ogromna wigkszo$¢ zagrozen dotyczy strusi bardzo
mlodych. Nie wiaczajac zamierania zarodkéw w trakcie inkubacji, najwyzsza $mier-
telnos¢ stwierdza si¢ od momentu wyklucia do 1. miesigca zycia [4, 5, 9, 10].

W prezentowanej pracy przedstawiono przypadki zapalenia pepka i woreczka
z6ttkowego, bedace przyczyna upadkdéw strusi w pierwszym okresie odchowu. Roz-
poznania dokonano na podstawie badan sekcyjnych, bakteriologicznych, diagno-
styki histopatologicznej i PCR.

Materiat i metody

Material do badan stanowily zwloki ok. 15-dniowych strusiagt pochodzace z tego sa-
mego stada. Z wywiadu ustalono, ze strusigta w wieku 3 dni zostaly zaimportowane
na ferme do dalszego odchowu. Odchéw hodowca prowadzit wedlug ogélnie przy-
jetych zasad. Stwierdzono nagte upadki strusigt w wieku ok. 2 tygodni. Smiertelnosé
wynosita 85%. Przed $miercig zaobserwowano objawy nerwowe (zarzucanie glowy
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na grzbiet). W celu ustalenia przyczyn wysokich upadkéw przeprowadzono naste-
pujace badania:

Badanie sekcyjne i histopatologiczne. W trakcie sekcji dokonano oceny makro-
skopowej narzagdow. Do badan mikroskopowych pobrano wycinki z narzadéw we-
wnetrznych (watroba, §ledziona, grasica, nerki, mézg), ktore utrwalano w roztworze
10% formaliny, a nastepnie poddawano standardowej obrébce histopatologiczne;j.

Badanie mikrobiologiczne. Z probek watroby, sledziony, nerki, worka powietrz-
nego i woreczka zo6ltkowego wykonano posiewy na podioza bakteriologiczne.

Badanie PCR. Technik¢ PCR zastosowano w celu wykrycia materialu gene-
tycznego cirkowirusa oraz adenowirusa. W celu wykluczenia zakazenia strusi pa-
ramyksowirusem ptasim - serotyp 1 (Avian Paramyxovirus serotype 1, APMV-1)
przeprowadzono badanie RT - PCR. Sekwencje poszczegolnych starteréw poda-
no w tabeli 1. Profil termiczny reakcji byl zgodny z podanym w pismiennictwie
(1,2, 7]. Wielko$¢ produktéw amplifikacji oceniano przez poréwnanie jego poloze-
nia z wzorcem masowym DNA O’Range Gene Ruler 100 bp (Fermentas). Przewidy-
wane wielkosci produktu podano w tabeli 1.

Tabela 1. Sekwencje uzytych starterow w PCR oraz wielko$¢ produktu amplifikacji

Kierunek Wielkose Pi$mien-
. Startery Sekwencja (53’) produktu .
badania nictwo
(pz)
(0162 Struifor | TGC TAG TGA TAA TGC TCCTC 296 [2]
(Ostriches
Circovirus) Struirev | CAG ATA TCT ACG TCA GGC AT
FAV Hexon | -\ A RTT CAG RCA GAC GGT 897 (7]
(Fowl Ade- | A
novirus) Hexon B | TAG TGA TGM CGS GAC ATC AT
APMV-1 NDV-F GGT GAG TCT ATC CGG ARG ATA CAA G 201 [1]
(Avian Pa-
ramyxovirus | NDV-R | TCA TTG GTT GCR GCA ATGCTCT
-1)

Wyniki i omowienie

Zakazenia pepka i woreczka zdttkowego (omphalitis) u strusiat s najczestsza przy-
czyna $miertelnosci w okresie okotolegowym (ang. first-week ostrich chick morta-
lity, hatchery-born disease) [9].

W opisywanym przypadku podczas ogledzin zewnetrznych zwlok strusiat stwier-
dzono znaczne wychudzenie, ubytek puchu, niezagojony pepek lub strup w miej-
scu pepka. Woreczek zottkowy u wszystkich ptakéw byl catkowicie weiagniety. Za-
uwazono zielonkawe zabarwienie skory w okolicy brzucha. Wedlug Gutsche [3]
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objawem omphalitis jest zwiotczate podbrzusze oraz zielonkawe zabarwienie skory.
W czasie ogledzin wewnetrznych zwlok strusi stwierdzono obecno$¢ niezresorbo-
wanego woreczka zottkowego w jamie ciala. Stopien resorpcji i wielko§¢ woreczka
u strusigt byly zréznicowane (zajmowat nawet do ok. 50% jamy ciala). Ponadto wo-
reczki byty zmienione zapalnie (przekrwienie, koagulacja i zmiana zabarwienia tre-
$ci), stwierdzono $cieniczenie przewodu zéttkowo-jelitowego. Wedlug dostepnych
danych niezresorbowany woreczek zéttkowy moze stanowi¢ 15-40% masy ciata pi-
sklecia [10]. W badaniach Mushi i wsp. [8] odnotowali najwyzszy odsetek upadkéw
strusiat z niezresorbowanym woreczkiem w wieku 5-7 dni. Wedlug tych autoréw
obecno$¢ woreczka u strusigt powyzej 13. dnia zycia $wiadczy o jego zatrzymaniu.

Na podstawie wynikow badania histopatologicznego stwierdzono uszkodzenie na-
rzadéw uktadu limfatycznego (martwica utkania limfatycznego $ledziony i grasicy,
nacieki heterofilii i przekrwienie grasicy) oraz uszkodzenie watroby (zwyrodnienie
ttuszczowe hepatocytow, zastoj krwi). Z posiewow bakteriologicznych pobranych tka-
nek wyhodowano liczne Streptococcus sp. B-hemolityczne i liczne Proteus sp. Zgod-
nie z pi$miennictwem najczestszg przyczyna omphalitis jest zakazenie E. coli (80%),
Staphylococcus sp., Streptococcus sp., Klebsiella sp., Proteus sp., Pseudomonas sp. [4, 6].
Mushi i wsp. [8] izolowali z niezresorbowanych woreczkéw Staphylococcus sp., E. coli,
Bacillus licheniformis, Achromobacter spp. i Acinetobacter calcoaceticus.

Zmiany sekcyjne (niekompletna resorpcja woreczka) i wyniki przeprowadzonych
badan mikrobiologicznych potwierdzily, ze przyczyng upadkéw w stadzie strusiat
byto bakteryjne zapalenie pepka i woreczka zoltkowego (omphalitis), posta¢ chro-
niczna. Zgodnie z piSmiennictwem w przebiegu postaci chronicznej obserwuje si¢
zahamowany wzrost, upadki do 3.-4. tyg. zycia. Przy postaci ostrej upadki stwier-
dza si¢ w krétkim czasie po wykluciu (do 6.-7. dnia). Gdy proces dotyczy woreczka
z6ltkowego, stwierdza si¢ zamieralnos$¢ zarodkéw zwykle pod koniec okresu inku-
bacji [9].

W badaniu PCR otrzymano wynik dodatni w kierunku obecnosci materiatu ge-
netycznego cirkowirusa, wykluczono zakazenie adenowirusem. Wynik dodatni dla
RT- PCR w kierunku APMV-1 uzyskano w 1 na 3 badane prébki.

Na podstawie wynikéw badan sugeruje sie, ze w opisywanym przypadku zakaze-
nie strusiat cirkowirusem, niekompletna resorpcja woreczka zéttkowego (immuno-
globulin), narazenie na stres mogly by¢ przyczyng immunosupresji oraz tzw. zespo-
tu stabego strusiecia (ostrich chick fading syndrome — OCES).

W stadzie podjeto leczenie za pomocg florfenikolu (Floron® oral solution, KRKA,
Stowenia), zalecono suplementacj¢ witamin i mineratéw, podawanie preparatéw za-
siedlajacych przewdd pokarmowy (Proteksin, Probiotics) oraz poprawe warunkéw
utrzymania (brak dostepu do piasku). Dzialania te nie przyniosty jednak sukcesu.

Aktualnie prowadzone sg dalsze badania majace na celu okreslenie przyczyn pro-
blemu.
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