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etiologiczny spirochetozy jelitowej ptakow
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Spirochetes of Brachyspira spp. as an etiological agent of avian intestinal spirochaetosis

Summary

Spirochetes Brachyspira spp. are found in large intestines of humans and animals. The following patho-
genic species of Brachyspira are involved in avian intestinal spirochaetosis (AIS): B. alvinipulli, B. pilosicoli,
B. intermedia and B. hyodysenteriae. There are also unclassified spirochetes isolated from birds, which are
known as B. pulli. AIS may cause significant economical losses in poultry production. AIS seems to be a fairly
widespread problem in laying hens and captive rheas. Chronical infections with a mild course of the disease
are difficult to diagnose and only limited data concerning the prevalence, controlling and prevention of AIS

are available.
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Bakterie nalezace do rodzaju Brachyspira bytuja
w jelitach grubych u ludzi 1 zwierzat. Moga wystepo-
wac w jelitach ptakéw, w tym gtownie u kur niosek,
brojleréw kurzych, strusi oraz ptakow wolno zyjacych,
takich jak: kaczki, bazanty, tabgdzie i in. (7-9, 15, 24-
-26). W ostatnich latach coraz wigcej badan poswig-
conych jest kretkom Brachyspira wystgpujacym u pta-
kéw, cho¢ mechanizmy ich chorobotwérczosci w dal-
szym ciagu pozostaja niewyjasnione.

Kolonizacja kretkéw Brachyspira spp. w jelitach
Slepych oraz w jelicie prostym u ptakéw prowadzi do
rozwoju spirochetozy jelitowej (avian intestinal spi-
rochaetosis AIS). Jest to podostra lub przewlekta cho-
roba przewodu pokarmowego przebiegajaca z biegun-
ka 1 obnizeniem produkcyjnos$ci. Sporadycznie AIS
moze mie¢ ostry przebieg. Rozpoznanie spirochetozy
jelitowej ptakdéw jest trudne, poniewaz kretkdw nie
1zoluje si¢ podczas rutynowego badania bakteriologicz-
nego. Bakterie te rowniez stabo wybarwiaja si¢ meto-
da Grama w preparatach bezposrednich z probek od-
chodow czy tresci jelitowej. Zakazenia maja najczgs-
ciej przebieg przewlekly, a objawy kliniczne sa nie-
specyficzne 1 stabo wyrazone (13, 24).

Taksonomia kretkow Brachyspira spp.

Wedlug najnowszej taksonomii rodzaj Brachyspira
zaliczany jest do typu B XVII, klasy Spirochaetes, rz¢-
du Spirochaetales, rodziny Spirochaetaceae (3). Obec-
nie do rodzaju Brachyspira zaliczanych jest 6 gatun-
kow: B. hyodysenteriae, B. pilosicoli, B. intermedia,

B. alvinipulli, B. innocens, B murdochii oraz B. aal-
borgi. Wielu szczepdw wyizolowanych od ptakow nie
mozna zaklasyfikowa¢ do istniejacych gatunkoéw. Przy-
puszczalnie moga one stanowi¢ nowy gatunek lub ga-
tunki. Izolaty te maja zréznicowane cechy fenotypo-
we oraz pewne wspoélne cechy genotypowe, takie jak
sekwencje genéw 16S rRNA oraz profil MEE (multi-
locus enzyme electrophoresis) (7, 22, 24). Na tej pod-
stawie czgsto zaliczane sa do wspolnej grupy B. pulli.
McLaren 1 wsp. postugujac si¢ technika MEE wyka-
zali, Ze sposrod 56 szczepdw wyizolowanych w Aus-
tralii, USA, Wielkiej Brytanii i Holandii ponad poto-
wa, bo az 56,4% nalezata do grupy B. pulli (13).

Morfologia kretkow Brachyspira spp.

Kretki z rodzaju Brachyspira sa bakteriami Gram-
-ujemnymi o cienkich, silnie wydtuzonych i skreco-
nych komorkach. Ich dtugos¢ waha si¢ od 5,2 do
12,9 um, a $rednica od 0,19 do 0,40 pm. W hodow-
lach po 7 dniach inkubacji mozna obserwowac niety-
powe, kuliste formy tych bakterii (7, 24).

W przestrzeni periplazmatycznej znajduja si¢ wiok-
na osiowe ulozone wzdhiz protoplazmatycznego cy-
lindra, w liczbie charakterystycznej dla gatunku (od 8
do 30). Wiokna osiowe maja zdolnos¢ kurczenia si¢
1 rozkurczania, co umozliwia kretkom ruch. Obserwa-
cja morfologii oraz charakterystycznego sposobu po-
ruszania sig kretkow w preparatach bezposrednich jest
jednym z elementow przyzyciowej diagnostyki cho-
rob wywotywanych przez te bakterie (24).
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Spirochotoza jelitowa ptakéw (AIS)

Gatunkami kretkdw chorobotworczymi dla ptakow
sa B. alvinipulli, B. pilosicoli, B. intermedia oraz
B. hyodysenteriae. Trzy pierwsze wymienione gatun-
ki oraz grupa szczepow, ktore do tej pory nie zostaly
doktadnie zidentyfikowane, okreslane mianem B. pulli,
wywoluja spirochetozg jelitowa ptakéw o tagodnym
przebiegu u niosek oraz broﬂerow kurzych (7,21, 24).
Do charakterystycznych objawow AIS naleza: zw1qk-
szona zawarto$¢ wody w kalomoczu, opdznienie wzro-
stu, zabrudzenie okolicy kloaki oraz skorup znoszo-
nych jaj odchodami, znoszenie jaj o zmniejszonej
masie i 0 obnizonej zawartosci karotenoidow w zott-
ku, a takze zwigkszenie wykorzystania paszy podczas
chowu oraz obnizenie niesnosci. Objawy te nie zawsze
sa charakterystyczne i np. biegunka moze wystapic¢
tylko u 25% ptakéw w stadzie. Padnigcia u drobiu
wystepuja rzadko. Nasilenie objawdw jest obserwo-
wane w okresach zwigkszonego stresu ptakow, np.
podczas pierzenia lub transportu ptakow (23, 24).

W obrazie sekcyjnym widoczne jest wypetnienie jelit
slepych pienista, z6tta lub brazowo-zo6tta trescia. Mi-
kroskopowo stwierdza si¢ fagodne limfocytarne zapa-
lenie jelit $lepych i okreznicy. Przy zakazeniu B. pilo-
sicoli charakterystyczny jest obraz kretkow przycze-
pionych jednym biegunem do komorek btony §luzo-
wej jelit (7, 13, 24).

Spirochetoza jelitowa o cigzkim przebiegu wyste-
puje zwykle u mtodych strusi, w wieku ponizej 6 mie-
51qcy Czynnikiem etiologicznym jest B. hyodysente-
riae. W wyniku zakazenia dochodzi do martwicowe-
go zapalenia jelit $lepych i okreznicy. Choroba prze-
biega z duza $miertelno$cia. Nasilenie objawow ob-
serwowane jest w okresie p6znego lata lub wczesne;j
jesieni (9, 20, 24).

Rozpoznawanie AIS

Diagnostyka kliniczna spirochetozy jelitowej pta-
koéw jest trudna, poniewaz objawy kliniczne nie za-
wsze sa charakterystyczne. Rownie trudna jest diag-
nostyka laboratoryjna tej choroby. Kretki naleza do
bakterii $cisle beztlenowych o wysokich wymaganiach

Tab. 1. Wybrane cechy fenotypowe réznych gatunkéw Brachyspira spp.
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wzrostowych, in vitro nie tworza typowych kolonii,
co powoduje, ze uzyskanie czystej kultury jest trudne,
a identyfikacja bakterii jest skomplikowana.

Materiatem do badania sa probki odchodow, wyma-
zy z kloaki oraz fragmenty jelit $lepych. Pobrany ma-
terial nalezy transportowa¢ w temperaturze 4°C, czas
transportu pow1n1en by¢ organiczony do minimum.
Korzystne jest rowniez przesytanie probek w szczel-
nych pojemnikach i w beztlenowej atmosferze, ponie-
waz kretki Brachyspira sa bakteriami bardzo wraz-
liwymi na dziatanie czynnikoéw §rodowiskowych (7,
18, 24).

Cecha kretkow czesto wykorzystywana we wstep-
nym rozpoznawaniu AIS jest ich zdolno$¢ do ruchu.
W preparatach przyzyciowych w mikroskopie kontras-
towo-fazowym obserwuje si¢ charakterystyczny spo-
sOb poruszania sig tych bakterii (obkurczanie, wycia-
ganie komorki, obrot zgodnie z uktadem zwojow 1 ruch
gibki). Kretki Brachyspira stabo wiaza barwniki ani-
linowe 1 stabo barwia si¢ w metodzie Grama. Lepszy
wynik barwienia mozna uzyska¢ stosujac barwienie
biekitem Wiktorii R Iub solami srebra (7, 24).

Kretki Brachyspira spp. in vitro namnazaja si¢ na
statych podtozach wzbogaconych, do ktérych nalezy
np. agar tryptozowo-sojowy (TSA) z dodatkiem 5%
odwtoknionej krwi baraniej. Do izolacji krgtkow sto-
sowane sa podtoza wybiorcze ze spektinomycyna,
wankomycyna, kolistyna lub rifampicyna. Inkubacj¢
posiewow przeprowadza si¢ w atmosferze $cisle bez-
tlenowej. Optymalna temperatura do wzrostu nie jest
ustalona, stosowane sg temperatury od 37°C do 42°C.
Podczas izolacji zalecana jest temperatura 42°C, po-
niewaz hamuje wzrost wielu towarzyszacych bakterii
jelitowych (24).

Najwazniejsze cechy fenotypowe, ktore sa brane pod
uwagg przy identyfikacji Brachyspira spp. to: typ he-
molizy, zdolno$¢ do produkeji indolu oraz hydrolizo-
wania hipuranu sodu. Pozostale cechy biochemiczne
mozna badac przy pomocy testu API ZYM, ktory stu-
zy do okreslania aktywnoS$ci enzymatycznej bakterii
(tab. 1). Kretki wystepujace w jelitach ptakow naleza
gtownie do tak zwanych kretkow stabo f-hemolitycz-
nych (weakly B-haemolytic intestinal spirochetes —
WBHIS). Wigkszos¢ szcze-
podw Brachyspira spp. wy-

Typ Wytwarzanie Hydroliza 1ZOlowany~C h od ptakow e

Gatunek BT indoly hipuranu a-gal. a-gluk. p-gluk. wytwarza indolu, produkuje

| _ fosfatazg alkaliczna, estara-

B. hyodysenteriae silna + = = +- + z¢, lipaze oraz ﬁ-galaktozy-
B. pilosicoli staba - + +- +H= - dazg. Pozostale cechy bio-
B. intermedia staba +* - - o o chemiczne sa zroznicowane.
B. innocens staba _ _ _ o N Tak duza zmiennos$¢ .ceqh
B fenotypowych powoduje, ze

B. murdochii staba B - - B * identyfikacja izolatow kret-
B. alvinipulli staba = + - = + kéw Wyhodowanych Od pta_

Objasnienia: a-gal. — aktywno$¢ a-galaktozydazy; a-gluk. — aktywnos¢ a-glukozydazy; f-gluk. —
aktywnos¢ 3-glukozydazy; * — szczepy B. intermedia wyizolwane od ptakow moga nie wytwarzac¢

indolu

koéw ogranicza sig czgsto je-
dynie do okreslenia rodzaju.
Dalsze réznicowanie do po-
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ziomu gatunku wymaga zwykle zastosowania metod
biologii molekularnej, ktore rzadko sa uzywane w ru-
tynowej diagnostyce (7, 13, 24).

Metody biologii molekulamej umozliwiaja precy-
zyjna identyfikacj¢ izolatow oraz okreslenie stopnia
pokrewienstwa poszczeg6lnych szczepdw Brachyspi-
ra spp. Sa szczegolnie przydatne do identyfikacji kret-
kow stabo B-hemolitycznych. Niektore z nich, jak np.
PCR moga stuzy¢ do wykrywania kretkow bezposred-
nio w materiale klinicznym (6, 19). Jednak odchody
ptakow zawieraja moczany i wiele innych inhibitorow
amplifikacji DNA oraz maja niskie pH. Phillips i wsp.
(16) zaproponowali procedurg¢ przemywania probek
odchoddéw ptakow przed izolacja DNA matrycowego,
dzigki ktoérej znacznie zwigkszyta sig¢ czutos¢ reake;i,
potggowana dodatkowo przez zastosowanie techniki
nested duplex PCR. W pierwszym etapie tej reakcji
amplifikowany jest odcinek DNA specyficzny dla ro-
dzaju Brachsypira, w drugim etapie stosowane s dwie
pary starterow umozliwiajace rozpoznanie B. pilosi-
coli oraz B. intermedia.

Opracowano wiele reakcji PCR dla poszczegolych
gatunkow Brachyspira spp. Startery dla okreslonego
gatunku moga by¢ homologiczne do fragmentdéw roz-
nych gendéw (12, 13). Nie opracowano jednak do tej
pory starteréw pozwalajacych na skuteczna identyfi-
kacj¢ B. alvinipulli. Inne metody stosowane w r6zni-
cowaniu kretkow to: elektroforeza w zmiennym polu
elektrycznym (PFGE), sekwencjonowanie genow 16S
rRNA, hybrydyzacja DNA, w tym hybrydyzacja in situ
zuzyciem sond Znakowanych fluorescencyjnie (FISH),
elektroforeza bialek w zelu poliakrylamidowym 1 im-
munobloting oraz ,,multilocus enzyme electrophore-
sis” (MEE).

Niewatpliwa zaleta stosowania techniki PCR jest
mozliwo$¢ szybkiego uzyskania wyniku, ponadto po-
zytywny wynik PCR pozwala takze w wielu przypad-
kach na precyzyjna identyfikacj¢ danego gatunku,
a rozpoznanie gatunkow stabo - hemohtycznych je-
dynie na podstawie cech biochemicznych moze by¢
nieprecyzyjne. Zakazenie gospodarza przez dwa ga-
tunki kretkow szybciej 1 skutecznej wykrywa sig przy
pomocy metod biologii molekularnej. Czgsto flora bak-
teryjna obecna w kate ptakoéw jest oporna na dziatanie
antybiotykoéw dodawanych do podtozy selektywnych,
co utrudnia izolacje kretkow. Jak podaja Phillips i wsp.
(17), sposréd 43 probek, w ktorych przy pomocy PCR
potwierdzono obecnos¢ B. intermedia, w czystej kul-
turze udato si¢ wyizolowac jednie 24 szczepy. Z kolei
tylko tradycyjne metody hodowlane pozwalaja na wy-
krywanie nietypowych wariantow kretkow wystepu-
jacych u ptakéw oraz na okreslenie lekowrazliwosci
wyizolowanych szczepdw (1, 19). Stephens 1 wsp. (22),
podobnie jak McLaren i wsp. (13) doszli do wniosku,
ze szczepy B. intermedia izolowane od ptakow czgsto
nie wytwarzaja indolu, co jest uwazane za cechg cha-
rakterystyczng dla tego gatunku u szczepdw pocho-
dzacych od swin.

Wystepowanie Brachyspira spp. u ptakow,
rezerwuar, zrodta zakazenia

Kolonizacjg jelit przez kr¢tki Brachyspira spp. opi-
sano u rdéznych gatunkow ptakow udomowionych, kli-
nicznie zdrowych, a takze wykazujacych objawy bie-
gunki o r6znym nasileniu. Kr¢tki izolowano rowniez
od wolno zyjacych ptakéw wodnych, hodowlanych
kaczek 1 bazantow oraz ptakdéw utrzymywanych
w ogrodach zoologicznych. Niektére gatunki Brachy-
spira spp. moga takze naleze¢ do autochtonicznej mi-
kroflory przewodu pokarmowego ptakow.

Nemes 1 wsp. (14) wyizolowali B. alvinipulli
z dwoch stad rodzicielskich ggsi na Wegrzech, u kto-
rych w okresie pierzenia wystapita zwigkszona $mier-
telnos¢. Posmiertnie widoczne bylo krwotoczno-mart-
wicowe 1 wioknikowo-martwicowe zapalenie blony
sluzowej jelit $lepych oraz jelita prostego. Obecno$¢
kretkow z rodzaju Brachyspira na blonie Sluzowej
zmienionych odcinkow jelit potwierdzono w badaniu
histopatologcznym oraz immunohistochemicznym.

Kretki Brachyspira spp. byly rowniez izolowane
w Polsce (11). Bakterie te stwierdzono w 6 probkach
katomoczu pobranego od kur utrzymywanych w cho-
wie przydomowym. Stosujac tradycyjne metody ho-
dowli oraz technik¢ PCR, stwierdzono w jednej prob-
ce obecno$¢ dwoch gatunkow B. intermedia i B. inno-
cens. W przypadku innej probki wykryto tylko B. in-
termedia. Nie zidentyfikowano szczepow wyizolowa-
nych z pozostatych probek, przy czym profile aktyw-
nosci biochemicznej uzyskane przy pomocy testow
API ZYM byty podobne do ustalonych przez McLare-
na i wsp. dla szczepow B. pulli (11, 13).

Lekowrazliwos$¢ kretkow izolowanych od ptakow
oraz leczenie AIS

Izolaty pochodzace od ptakoéw sa zwykle wrazliwe
na tiamuling, bacytracyng, carbadox oraz linkomycy-
ng. Wrazliwo$¢ na inne chemioterapetyki jest zrozni-
cowana (7). Niepokojacy jest fakt, ze czg$¢ izolatow
ma podwyzszony MIC, a niektdre szczepy wykazuja
juz oporno$¢ na takie chemioterapeutyki, jak: tiamuli-
na, linkomycyna oraz tetracyklina. Mozna przypusz-
cza¢, ze mamy do czynienia z procesem narastania
opornosci podobnym to tego, ktory mial miejsce
w przypadku Brachyspira spp. pochodzacych od §win.
W ostatnich latach odnotowano wyrazny wzrost opor-
nosci B. hyodysenteriae, B. pilosicoli oraz B. interme-
dia wyizolowanych od $§win na tylozyng, tiamuling,
erytromycyng oraz klindamycyng (10). Narastanie le-
koopornosci jest wynikiem niekontrolowanego uzy-
cia chemioterapeutykow w leczeniu dyzenterii $win
oraz stosowania do niedawna niektorych z tych prepa-
ratow jako stymulatoréw wzrostu.

W pi$miennictwie dostgpne sa jedynie pojedyncze
doniesienia dotyczace leczenia AIS. Do zwalczania
zakazen wywolywanych przez kretki u ptakow stoso-
wane sa takie same leki, jak w leczeniu dyzenterii §win



(5). W przypadku naturalnego zakazenia kur niosek
przez B. pilosicoli skuteczne okazato si¢ leczenie tia-
muling (2). Hampson i wsp. (4) wykazali skuteczno$¢
leczenia kur zakazonych do$wiadczalnie B. interme-
dia bacytracyna podawana z pasza przez okres 10 ty-
godni. Podczas podawania leku nie obserwowano
u ptakow niekorzystnych objawow klinicznych ze stro-
ny uktadu pokarmowego, natomiast po zakonczeniu
lecznia od 18 sposrod 30 ptakoéw wyhodowano kretki
B. intermedia.
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