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Rola Carnpylobacter w patologii ptaków.
Il. Badania nad określeniem obecności czynników
wirulentnych u szczepów CampyIobacter ieiuni*)

Kaledra Epizootioltlgii i Klinika Chorób Zakaźll,ch \\'ydziafu l,ted_vcJ,ny \{eterynaryjncj AR, Pl. Grunrvaldzki 45, 50-366 Wrocłaly

Sunrmary

The role of Camp1,|lbacter sp. in tlre pathology of poultry.
II. studies on the determillation of virulent factors in cam-
pylobacler jejutti

The present study u,as carried out ttl determine tlre
prescncc of virulent factors in C. ieiuni isolated from tlre
alilnentary tracts and livers of layer and broiler clrickens.
A tissue culture assav ilr l,ivrr and invasivenes test itt vitrtl
on chicken embryos to detect the presetrce of the viru|ent
factors mentioned allove.

[t was found that the polymixyn extract of C. jejuni
exhibited cytotoxic eff'ects u,hich rł,ere nrost clear in chickcn
kidney cells (94Vo of C. jejutti: the titer ranged frorn 4 log 2
to 12 log 2). Chicken embryo fibroblasts were less sensitive
to Campylobacter liltrates (84Vo of C. jejuni: the titer
ranged fronr 1 log 2 to 9 log2). Ilre lowest serrsitivity was
found in vero cells.

The invasive factor rvas deternrined in C, jejuni after
the inoculation of ll-day-old chicken embryos onto the
cltorioallantoic membrarre and into the allantoic cavity.
Tlrere was a correlation between mortality of enrbryos
and reisolation C. jejuni from their livers. I{owever, this
relationship rł,as not observed after the inoculation of the
embryos into the allantoic cavity,

Cuntpv,|obttcter .jejltni i C. t,oli są c7-ęsto ź,ródłcm ostrych
zatruć pokalInor,vych u ]udz.i (7, t], 9, l3. l8, 22, 36, 31).

Rezerwuerrem C. jcjun.i/coli jest przede wszystkill drtjb oraz
zwlerzęta gospodarskie i dzikie (1,3, 1, l0, 14, 11 ,34,40,
42), a tl,anslnisja zarazka oclbyrł,a się p<lplzez lnięso i jcgo
przetwory. wodę oraz nllcko (6, 9, l1 ,23.39, 4l). U ludz,i

kampylobakterioza przebiega na.jczęściej w ptlstaci osu,ego

zapalenia żołąclka i jelit z wodnistą, często krwawą biegunką
(_5, 8, l l , 3_5). Wymienione objawy kliniczne sugerują obecność
czl,nników patogennych, które w przypadku sz.clepów Catlt-
pllobcLctcr nie są w pełni poznane, a ich llechanizm działania
nie do końca wy.jaśniony. Wśród czyuników warunkujących
patogennoŚĆ ternl ofil nych szc zepów C ctnt p l, lo bu c tc l, wyln ic n i a
slę często:

- obccność czynnika inwazyjllego watunkującego zdolność
przenikania d<l kolr.órck nabłonka jclit, krwj, wątroby i innych
narz,ądriw wewnętrznych (8, l l, 12, 16,25,32),

- obecność czynnika adhczyjnego. warunkująccgo przyle-
ganic bakterii do komórek nabłonka jelit w czasie kolonizac.ji
(26,32. 38\,

- zdolność prtldukowania toksyn, w tym entcrotoksyny i/lub
cytotoksyny (19,21,30, 32, 33, 39, 44).

Celern niniejszej pracy była ocena patogenliości szczepów
Campy,\clbacte r jej utti wyizolclwanych od ptitków.

ALINA WIELICZKO

Materiał i metody

Materiał do badań stanowiły szczepy C. jejuni wyizolowane
z larządów wewnętrznych klinicznie zdrowych kur niosek
oraz kut,oząt brojlerów. Spośród ocenianych ogółem 50 szcze-
pów, 6 wyizolowano z wątroby (w tym 1 szczep zc slada kur
niosek po leczcniu kampylobakteriozy), a pozostałe z treści
pl-ze wodu pokarm owegcl.

Szczcpy od mclmentu wyizolowania od ptaków pasazowane
były nie więcej jak 3-4 razy l przeLrzy,ny wane w tcmperaturze
-10"C. Przed użycicm do badań inkubowano je przez 48 go-
dzin w temp. 42"C w wzrrunkach llikroaerofilnych na agarzc z
krr.vią, bez dodatku antybiotyków (Blood Agar Base No 2 l'irrny
Dil'co).

Dcl rvykrycia obecności czllnn1;.'* patogennych u badanych
szczcpów C. jejuniwykonano w warunkach ilt. y,itro test cyto-
toksyczności względeln hodowli komórkowych oraz w wafun-
kach ill i.,irto - test in,,vazyjności na zarodkach kurzych.

Tcst cytotoksyczny wykonano uźywając ekstraktów polimyk-
synowych 50 szczepów Cunpllobacte r, jednowarstworvych
hodowli konrórkowych konrćlrek nerki ptaka i fibroblastów
zarodka kurzego oraz hodowli linii ciągłych komórek nerki
rnałpy typu Vcro.

Hodowle fibroblastów kurzych oraz komórek nerki ptaka
plzygotowano we własnyn zaklesie uzywając l1 dniowyclr
zarodków kurzyoh oraz3-4 tyg. kurcząt. Linie cią_słe komórek
Vero zakupiono w Wytwórni Surowic i Szczepionck. Hodowle
kornórkowe prowadzono na płytkaoh mikro l'irmy Nunc, we-
dług ogólnie przyjętych zasacl. Gęstośr< uz},t}ch do testów ho-
dowli ustalono na 2,0xl0" komtirek/ml podłoża.

Z kolej toksyny bakteryjne szczepów C. jejuni przygotowa-
no w opisany poniżej sposrib. Każdy badiiny szczep posir,wantl
nir l0 płytek agaru z dodatkicm odr.vłóknionej krlvi baraniej,
inkubowano przez 48 god,zin w temp. 42"C. Po tym czasie
wyrosłc kolonie zmywano sterylnym roztworem NaCl oraz
dodawano Polimyksynę B w ilości 2 mglml spłuczyny (Poli-
myxin B sulphate, Sigma), Następnie zawiesinę w objętości 10
m] inkubowano pruez 20 rnin. w temp, 37'C i wilowano l]l,zez
25 nlinut plzy 3000 g a supernatant filtrowano uzywając ste-
rylne filtry Miilipore o śrcdnicy 0,22 1l,m. Tak przygcltowany
ekstrakt polimyksynowy szczepriw Cctlttpllobacrcr uzy\\aIlo
do testu cytcltoksycznego, który wykonywano na płytkach mi-
kro tirmy Nunc, uzywając rozcleńc,zenia toksyn cld l:2 do
l:4028 oraz świeżo Dlzygotowanych hodowli konrórkowych w
koncentrłcji 2.0xl 0" komórek/ml, Kontrolę stanowiły odpo-
wiednie hodowle komórkowe z dodatkiem 2 rng/ml Polimy-
ksyny B.

Płytki inkubowallo przez 72 godziny w atmosferze stałego
przcpływu l)Vc COz, przy c7,yfil w odstępach 24 godzinnych
kontrololvano w odwróconym nlikloskopie świetlnym wzrost
i morfblogię komórek. Efekt cytopatycznego dzjałania ekstrak-
tu baktelyjnegrl na hodowle komórkclwe oceniano po 48 i 72
godzinach w nlikroskopie obliczając miano cytotoksyn, tj. naj-
wy,ższe rozcieńczenie ekstraktu, które powodowało uszkodze-
nie konrórek hodowli w 50 i więcej Vo, Zniany te polegały na
obecności lbrm kulistych komórek oraz ich destrukcji. Następ-
nie, po ocenie mikroskopowcj wykonywirno 1est kolorylnetrycz-
ny wg metody podanej przezYadav i wsp. (43), wykorzystując*) Praca wykonarla w ralnaclr problelntl 9l9-\Nl9ż/C
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sól bromową tetrazolium (MTT, Sigma, No 2128). Natęźenie
niebieskiego zabarwienia uzyskanego w wyniku reakcji po-
między żywymi, nieuszkodzonymi komórkami hodowli a solą
tetrazolium określano w czytniku Elisa przy długości fali 570
nm dla reakcji barwnej oraz 630 nm dla tła, Następnie oblicza-
no 1og 2 miana odpowiadającego 50Vo uszkodzonych komórek.

Dla oznaczenia właściwości inwazyjnych wybranych losowo
16 szczepów C. jejuni lżyto l l dniowych zarodków kurzych
(SPF, firma Lohmann), które zakażano na błonę kosmówko-
wo-omoczniową oraz do jamy omoczniowej - płynną, żywą
hodpwlą C. j9 juni, w ilości 0,2 ml, lżywając rozcieńczenia od
10 J do 10-o. Kontrolna grupa otrzymała 0,2 ml podłoża do
hodowli Campylobacter rozcteńczonego sterylnym NaCl, Na
każde rozcieńczenlc użyto po 6 zarodków.

Po zakazeniu zarodki prześwietlano ż razy dziennie, noto-
wano śmiertelność oraz wykonywano badania bakteriologiczne
celem reizolacji Campylobacter z wątroby zarodków, Zamarłe
zarodki kontrolowano również bakteriologicznie na obecność
innych poza Campylobacter czynników patogennych,

Wyniki i omówienie

Na podstawie uzyskanych wyników badań stwierdzono, że
użyte w teście toksyczności ekstrakty polimyksynowe wyizo-
lowanych od drobiu szczepów C. jejuni wykazywały dztałanie
cytotoksyczne. Wyrazało się to zmianami morfologicznymi
w postaci komórek zdeformowanych oraz obecnością form
kulistych.

Efekt działania cytotoksycznego najbardziej widoczny był
w odniesieniu do komórek nerki ptaka. Spośród 50 badanych
szczepów aż 41 (94Vo) wykazywało działanie cytotoksyczne,
w tym wszystkie izo7aIy z wątrób (tab. 1).

Nieco mniej wrazliwe na działanie filtratów Campylobacter
okazały się fibroblasty kurze - 84Vo wszystkich badanych
szczepów, w tym równiez wszystkie izolaty z wątrób. Nato-
miast najmniej sza 1iczba filtratów Cclmpy lob acte r wyw oly w ała
zmiany morfologiczne w komórkach Vero -'76Vo badanych
szczepów, w tym 66,'7Vo izolatów pochodzących z wątrób.

Stwierdzane miano cytotoksyczne dla szczepów patogen-

nych było zróznicowane w odniesieniu do uzytych hodowli ko-

mórkowych. Dla najbardziej wrazliwych komórek nerki 1og 2

10' 11 
, 

12
Log 2

l-vero E-fibrobtosty kurze @,komórkl nerki

Ryc. 1. Działanie cytotoksyczne szczepów C. jejuni w odniesieniu
do hodowli komórkowych

miana wynosił od 4 1og 2 do I2 log 2, dla fibroblastów
kurzych I log 2 do 9 1og 2, a dla komórek Vero 1 1og 2 do

6 log 2 (ryc. 1).

Wyniki określające właściwości inwazyjne flltratów C. je-
juni w odniesieniu do zarodków kurzych przedstawiono na

ryc.2,3i4.
Reizolację Campylobacter w '7 dniu po zakażęniu uzyski-

wano częściej zzarodków zakażanych do jamy omoczniowej
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Tab. 1. Efekt działania cytotoksycznego campylobacter jejuni na hodowle komórkowe

Hodowle komórkowe
Miano ekstraktu polimyksynowego

Catnpylobacter (t)

Liczbla (%) szczepów Campylobacter jejuni o działaniu cytotoksycznym
wyizolowane z: Razem

przewodu pokarmowego wątroby

komórki nerki

t > l03 13 (ż9,6) 2 (33,3) l5 (30,0)

t>102 25 (56,8) 3 (50,0) 28 (56,0)

t>10 3 (6,8) l (16 7) 4 (8,0)

t> l 0 0 0

t=0 3 (6,8) 0 3 (6,0)

Fibroblasty kurze

t>10] 0 0 0

t>102 7 tl5,9) 3 (50,0) 10 (20,0)

t>10 l4 (31,8) 2 (33,3) 16 (32,0)

16 (32,0)t> l l5 (34,1) 1 (16,7)

t=0 8 ( 18,2) 0 8 (16,0)

komórki vero

t>103 0\ 0 0

t>l02 0 0 0

t>10 7 (15,9) 3 (50.0) 10 (20,0)

t> l 2,7 (6I,4) l (16,7) 28 (56,0)

t=0 10 Qż,7) 2 (3],3) L2 (24,0)
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niż na błonę kosmówkowo-omoczniową, przy czym obser-

wowano zalężnośćpomiędzy uzytą dawką zakażĄĄcĄa ilością 100

uzyskanych reizolatów. Przy rozcieńczęniu 10-' i zakazeniu 90

do jamy omoczniowej reizolację Campylobacter uzyskano w 80

93,8Vo badanych zarodków i odpowiednio 58,17o przy zaka- 10

z zarodków (ryc,2). 20
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@-zakożenie no btonq kosmówkowo-omo(zniowq

Ryc 2, Reizolaila Cantpv,|obttcter jejuni z zarodków w 7 dniu
po zŃażeniu

Po zakaźęniu zarodków do jamy omoczniowej nie mozna

było ustalić bezpośredniej zaleźności pomiędzy śmiertelnością

zarodków a reizd,aclą Camp1,Iobacter, Nawet przy I007o rei-

zolacjt C ampy lob acte r nie stwierdzono śmiertelności zarod-

ków, bądź też była ona relatywnie niska i wahała się od

I2,5Vo do ż2,0Vo. Z drugiej zaś strony, w przypadku innych
szczepów notowano wyższą śmiertelność zarodków przy ntż-

szym wskaźniku reizolacji zarazka z wątrób. Istotnym jest

równiez fakt wysokiej reizolacji zarazka oraz śmiertelności

zarodków (50,0Vo) w przypadku użycla do zakażeń szczepu

C. jejuni wyizolowanego pierwotnie ze stada kur niosek, w

którym wcześniej leczono kliniczną postać kampylobakteriozy
(ryc. 3),

Po zakazeniu zarodków na błonę kosmówkowo-omocznlo-
wą obserwowano większą zalężność pomiędzy śmiertelnością

zarodków a reizolacją Campylobacter z ),ch wątrób (ryc, 4),

Wiele s zczep ów C am py lob a c t e r (68,7 Vo) pow odowało zaml,e-

ranie zarodków przy jednoczesnej reizolacji zarazkaz wąIrób,

W grupie tej

wyizolowan
danych szcz
zarodków w

@- reizolocja E- śmierte lność

Ryc 3. Reizolacja C. jejuni oraz śmierle]ność zarodków
po zakażeniu do jamy omoczniowej

cytotoksycznego działania w odniesieniu do komórek HeLa,

w porównaniu z fto\atami ze środowiska - wody pitnej, Au-

torzy podkreślająjednak, ze obecność w środowisku szczepów

o niskiej patogenności moze tłumaczyć wysoki stopień bez-

objawowego nosicielstwa Campylobacte r l zwierząt domowych

i dzikich. Zkoilęlspozycie nieprzegotow anej, zanieczy szczonej

tymi drobnoustrojami wody (kałem zwierząt), możebyć przy-

czyną zatruć pokamowych u ludzi (6). Taylor i wsp, (38)

stwierdzili, że szczepy Canlpylobacter wytzolowane od ludzi

t zwierząt z klinicznymi objawami choroby lepiej przylegają
w warunkach in yitro do hodowli komórek, anlżeli wyizolo-

wane ze źródeł asymptomatycznych.
Podobne wyniki uzyskali Akhtar i wsp. (2), Cytotoksycznie

na komórki HeLa działało tylko 7%o bezobjawowych ludzkich

izolatów C. jejutli, 33Va szczepów wyizolowanych od klini-

cznie zdrowych ptaków i ssaków oraz 84Vo izolatów pocho-

dzący chz klinicznych przypadków kampylobakterio zy u ludzi,

Natomiast na obecnośó czynnika cytotoksycznego i cytotoni-

cznego u szczepów C, jejutti i C. coli wyizolowanych z innych

niż od ludzt źródeł wskazuje Johnson i Lior (l9), W innych

badaniach Johnson i Lior (21) wykazali u szczepów Campyl-

lobact e r obecność nowego czynnika toksycznego, określanego

przez autorów jako ,,cytolethal distending toxin-CLDT", Tok-

syna ta wywoływała postępujące zmiany destrukcyjne w mor-

fologii komórek Vero, CHO, HęLa i HEp-ż.
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Ryc, 4. Reizolacja C. jejuni oraz śmierte]ność
po zakażeniu na błonę kosmówkowo-omoczniową
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traly C. jejunl podane dożółtkowo
ały podobne zmiany patologiczne

akażeniu żywym szczepem, a toksyczne

u zostało wyeliminowane po ogrzaniu do

WEHI od 6,1 log temp. 60,C. Również Ruiz-Palacios (35) oraz KliPPstein i

McFarland i Neill Engert (24) opisali inaktywację termo-labilnej toksyny przez

(3I).Zkolei Guerrant (16) nie wykazał cytotoksycznego dzia- ogrzewanie,

łania ekstraktu polimyksyno*"gó C, jejini na komórki Vero, Podobne wyniki

podczas gdy komórki CHO i HeLa były :,' 
W badaniach własnych nie stwierdzono 1,

tonicznego szczepów Campylobacterw od l

hodowli komórkowych, Działania cytot

ksyny szczepów Campylobacter jejuni

obecnością w hodowli komórek silnie

twierdzili również Yeen i wsp, (44) ora
eoel
na kt
ej kilka przyczyn, które koniecznę użycte żywychk stwler-

ań nad 
"Ó".'""Sliu ",y"- 

dzl7i zróżntcowaną patogę po za-:

n ó w Cantp 'm 5 dn 
. k.,terii (_|lnąatane., '*"'p campylól riJJłi,r^")1,1]f"-m:i"fiffi,Ł?i:

i*u.unt o* do hodowli ,"*rrr:;:Z:;:i ala drobnouśtró.low lnaktywowanych,

ca*pyiouo,t. j",,u,lTi;"T?łŁ:,:"#:łin..j,ffi '#
rek tO*lńuio-iust nie .1est onu.l"dynyrn wskaźnikiem wirulencji,

2I) ponieważ za zamieranie zarodków odpowiedzialne mogą być

ach zarówno endotoksyna jak i/lub inne toksyczne komponenty

ba- ściany komórki bak

otowan go wpływu Z ^ei^l 
W świetle bad nych autorów można

odowle we, Podobne wyniki stwierdzić, że u ter zakres wirulencji

i Huq uzależniony jest toksycznych, jak też

korzyst model inwazyjnojci bakterii. Nie można takźe wykluczyć w pato_

w wa itro d|aoceny zdol szcze- g"n"rić kampylobakteriozy udziału innych patogennych fak-

pów ter jejuni Uyil Oav .. t, I2), torów,
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W Polsce choroba występuje ze zmiennym nasilęniem w
poszczególnych latach. a straty z tym Zwiążane oceniane są

w zależności od roku i fermy na 10 do 40Vo pogłotvia młodych
lisów.

Celem badań było określenie zmian anatomo- i histopato-
logicznych powstałych w wyniku zespołu płucno-sercowego
u lisów pospolitych.

Materiał i metody

Badaniu poddano 24listy srebrzyste w tym2ż martwe i 2 w
stanie agonalnym. Zwierzęta były w wieku od 3 do 4 rniesięcy
i pochodziły zfęrm środkowo-wschodniej Polski. Padłę zwię-
rzęta utrzymywane były w systemie klatkowym i zywione
tradycyjnie, d. ciastowatą kurną z udziałem pasz nfęsnych i
roślinnych. Zy wieńe odpowiadało nofinom opracowanym przez
Sławonia (6),

Dane wywiadu oraz objawy kliniczne stwierdzane przed
śmiercią lisów wskazywały, że zachorowania miały charakter
niewydolności układu płucno-sercowego i pojawiały się maso-
wo, samoistnie u zwl,erząt w wieku 2 do 4 miesięcy, bez
uprzednich objawów zwiastunowych wskazujących na okrę-
ślony czynnik etiologiczny. Choroba miała najczęściej prze-
bieg ostry, rzadziej podostry i wygasła po osiągnięciu przez
zwlerzęIa dojrzałości somatycznej. Podejmowan ę próby leczę-
nl,a w zasadzie nie dawały pozytywnych rezultatów.

Lisy poddano badaniu sekcyjnemu. Wycinki do badań histo-
patolo gicznych pobrano z larządów we wnętrznych takich j ak:
serce, płuca, grasica, węzły chłonne śródpiersiowe, śledziona,
wątroba i nerki, Z mateńału utrwalonego w I)Vo obojętnym
r oztw or ze formolu sporządzono preparaty histologiczne meto-
dą parafinową i mrozeniową, Preparaty zostały wybarwionę
metodą rutynową z użyciem hematoksyliny i eozyny, a w przy-
padku wątroby dodatkowo skrawki wykonane metodą mIożenio-
wą zabarwiono barwnikiem sudanowym wg metody Daddi'ego
na obecność tłuszczów obojętnych,

Badania anatomo- i histopatologiczne w zespoIe
płucno-sercowym lisów pospoI itych-)
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Summary

The anatomic and histopatological examination in the chro-
nic cor pulmonale syndrome of foxes (Vulves vulpes)

Anatomic and histopatological examinations were car-
ried out on 24 foxes 2 do 4-month old that died with
symptoms typical of the chronic cor pulmonale syndrome.
Some posthumuos change§ were determined in the chronic
cor pulmona|e syndrome characteristic of circulation insuf-
ficiency, myocardial hypertrophy, yentricle di|ator. Mas-
sive adipose degeneration of the liver and parenchymatous
of the kidney, including necrosis were determined. No
changes in the lymphatic system were reported, that could
imply a possibility of a bacterial or viral infection.

Zespół płucno-sercowy lisów zwany przez niektórych kar-
diomiopatią zastoinową (I), bądź zastoinową niewydolnością
serca (4) jestjednostką chorobową dotyczącągłównie młodych
lisów srebrzystych w wieku od 2 do 6-ciu miesięcy życl,a,
Istnieją dane o pojedynczych przypadkach jej występowania
u lisów innych odmian. Szeroki opis choroby podali w latach
osiemdziesiątych autorzy kanadyjscy - Onderka (4) oraz Ferns
i Clark (I). Z autorów polskich problemem tym zajmowali
się Kopczewski i wsp. (ż) oraz Maciołek (3). Dotychczasowe
badania nie pozwoliły na określenie etiologii i patogenezy tej

choroby. Istnieje wiele hipotez postawionych głównie przez
Onderkę (4) oraz Fernsa i Clarka (1). Nie były one jednak
przedmiotem odpowiednio metodycznie dostosowanych ba-

dań. Jedna z hipotez dotyczy niedoboru tauryny (l), druga
zaś mówi, że przyczyna leży być moźe w błędach żywienia
(4), Wszyscy zajmujący się tym problemem są jak dotychczas
zgodni, że choroba nie ma charakteru zakaźnego.
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