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Summary

The aim of the study was to determine the prevalence of coccidiosis and to identify different species of
coccidia that caused coccidiosis in flocks of hens in Poland between 2010 and 2013. The material consisted of
digestive tracts of broiler chickens and laying hens from all over Poland. The identification of coccidian species
was performed by classical methods (location of pathological changes in the gastrointestinal tract and the
presence of oocysts in scrapings) and through the isolation and amplification of DNA (PCR). Out of the 139
examined samples from flocks suspected of coccidian infection, the presence of Eimeria spp. was confirmed
by anatomopathological investigation, microscopic examination, and PCR in 25 cases, representing 18% of
the samples. The most frequently diagnosed species were as follows: E. tenella (64%), E. acervulina (32%),
E. maxima (8%), and E. necatrix (4%). Most cases were caused by a single species of coccidia (92%), and in

8% of cases two species of coccidia were found.
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Kokcydioza drobiu grzebigcego, wywolywana
przez pasozytujace w obrebie przewodu pokarmowego
pierwotniaki z rodzaju Eimeria, jest uwazana za jedna
znajwazniejszych chordb drobiu (31). Choroba ta jest
parazytoza, ktéra mimo zakrojonej na szeroka skale
profilaktyki nadal przynosi znaczne starty ekonomicz-
ne (28). Straty w $wiatowe]j produkcji drobiarskiej
wywolywane corocznie przez kokcydioze przekraczaja
3 miliardy dolaréw (3). U kur wystepuje siedem ga-
tunkow kokcydidw, sposrod ktorych pigé — Eimeria
tenella, E. necatrix, E. brunetii, E. acervulina i E. ma-
xima — jest uwazanych za gatunki chorobotworcze.
Patogenno$¢ E. mitis 1 E. praecox jest niejednoznaczna
— przez wielu badaczy sg one zaliczane do gatunkow
niepatogennych (24), natomiast coraz wigcej danych
wskazuje na wplyw tych gatunkow na optacalnosé
produkcji, gdyz zarazenie mimo braku objawow
chorobowych i1 upadkéow prowadzi do pogorszenia
wynikow ekonomicznych chowu (14, 26). Kokcydia
wystepujace u kur namnazajg si¢ w nabtonku przewodu
pokarmowego i w zaleznosci od gatunku kolonizuja
okreslony jego odcinek — E. acervulina pasozytuje
w obrebie dwunastnicy, E. fenella w jelitach §lepych,

* Publikacja wspotfinansowana ze srodkow Krajowego Naukowego Osrodka
Wiodacego (KNOW) na lata 2014-2018 dla Wroctawskiego Centrum Biotech-
nologii.

E. brunetti w prostnicy i jelitach §lepych, a E. maxima
i E. necatrix w jelitach cienkich (4, 18). Kokcydioza
moze wystapi¢ w postaci klinicznej, charakteryzujace;j
sie zwiekszeniem upadkow w stadzie i towarzyszaca
im biegunka, czesto z domieszka} krwi lub w postaci
podklinicznej, obj aw1aJ acej sie jedynie gorszym wyko-
rzystaniem paszy i stabszymi przyrostami masy ciata
(34). Przebieg choroby uzalezniony jest od gatunku
Eimeria, jego patogennosci, liczby pobranych przez
ptaki inwazyjnych oocyst kokcydiow, wieku ptakow
oraz zakresu ewentualnej odpornosci na kokcydioze
(24). Diagnostyka kokcydiozy opiera si¢ na zmianach
anatomopatologicznych w obrebie poszczegdlnych
odcinkéw przewodu pokarmowego oraz obecnosci
liczby oocyst w kale. Natezenie inwazji ocenia si¢ na
podstawie czterostopniowej skali zmian opracowanej
przez Johnsona i Reida (13) oraz liczby oocyst w prze-
liczeniu na gram katu (33). R6éznicowanie gatunkow
kokcydiow moze opierac si¢ na metodach klasycznych
i genetycznych. Do metod klasycznych, poza zmianami
anatomopatologicznymi w obrebie poszczegdlnych
odcinkow jelit zalicza si¢ rowniez charakterystyke
morfologiczng wraz z morfometrig oocyt oraz okre-
slanie czasu sporulacji oocyst (4, 6). Metody te wy-
magaja duzego doswiadczenia osOb oceniajacych, sa
czasochtonne, a w przypadku inwazji mieszanych roz-
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nicowanie gatunkowe uwazane jest za niemozliwe (26,
32,37), stad tez wielu badaczy uwaza, ze w przypadku
inwazji wywotywanych kilkoma gatunkami Eimeria,
btedem jest okreslanie gatunkow z uzyciem metod
klasycznych (21, 22). Identyfikacja gatunkoéw kokcy-
diow z uzyciem metod biologii molekularnej polega
na wyizolowaniu materialu genetycznego kokcydiow
1 przeprowadzeniu reakcji tancuchowej polimeryzacji
(PCR) zuzyciem specyficznych gatunkowo starterow.
Stwierdzenie produktu amplifikacji wskazuje na obec-
no$¢ materialu genetycznego okreslonego gatunku
Eimeria(12,27,28, 30, 31, 33). Otrzymanie pozytyw-
nego wyniku w PCR daJe gwarancj¢ wystepowania
okreslonego gatunku w badanym materiale. Szacuje
si¢, ze w poréwnaniu z badaniami molekularnymi
skuteczno$¢ badan morfologicznych okreslajacych
wystepowanie poszczegdlnych gatunkéw oocyst wy-
nosi ponizej 50% (11).

Celem badan byta identyfikacja gatunkéw Eimeria
spp. wystepujacych u kur i kurczat brojleréw na terenie
Polski w latach 2010-2013, u ktérych podejrzewano
zarazenie kokcydiami.

Materiat i metody

Materiat do badan stanowity przewody pokarmowe
kurczat brojlerow ze 104 stad (2010 r. — 18, 2011 r. — 38,
2012 r. — 3512013 r. — 13 stad) i kur niosek — z 35 stad
(2010 r. — 5, 2011 r. — 14,2012 1. — 10 1 2013 1. z 6 stad)
z terenu 15 wojewodztw (od 24 probek z wojewodztwa
dolnoslaskiego do 2 probek z wojewddztw podlaskiego
1 $wigtokrzyskiego). Przewody pokarmowe ptakow (5 szt.
z kazdego stada) pobierane byly przez lekarzy weterynarii,
ktorzy podczas badania sekcyjnego podejrzewali inwazje
Eimeria spp. Material do badan dostarczano do Katedry
Epizootiologii z Klinikg Ptakow i Zwierzat Egzotycznych
Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu. Probki do
badan przesytano w temperaturze 4-8°C w terminie nie dtuz-
szym niz 24 h od pobrania. Dostarczone przewody pokar-
mowe badano metoda makroskopowa, oceniano nat¢zenie
zmian patologicznych, postugujac sie skala Johnsona-Reida
(13) oraz w kierunku obecnosci oocyst w zeskrobinach
z btony §luzowej dwunastnicy, jelita czczego, biodrowego
i Slepego oraz koncowego (4). W celu wykrycia materiatu
genetycznego Eimeria spp. przeprowadzono badania z wy-
korzystaniem klasycznej metody PCR. Do izolacji materiatu
genetycznego pobierano wycinki jelit z badanych wczesniej
metoda makroskopowa fragmentéw przewodu pokarmo-
wego. Fragmenty jelit przechowywano w temp. —20°C do
momentu dalszych badan. Catkowite DNA z tkanek, w tym
rowniez DNA FEimeria spp. pochodzace z form rozwojo-
wych kokcydidow izolowano z uzyciem zestawu Genomic-
Mini (A&A Biotechnology, Polska) zgodnie z instrukcja
producenta. Lancuchowq reakCJG; pohmeryzaql przepro-
wadzono z uzyciem gotowej mieszaniny PCR Master Mix
(A&A Biotechnology, Polska), w obecnosci specyficznych
gatunkowo starterow dla E. acervulina, E. brunetti, E. te-
nella, E. mitis, E. praecox, E. maxima, E. necatrix (tab. 1).
Startery syntezowane byty w firmie Genomed Polska. Reak-
cje PCR przeprowadzano przy uzyciu termocyklera iCycler
z firmy Bio-Rad. Profil termiczny reakcji PCR ustalono
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Tab. 1. Wykaz primerdéw uzytych w doswiadczeniu (2)
Nazwa primera Sekwencja (5™-3’) Gatunek Eimeria
e | SCCTOMMUGTICIS | i i
FR | CGAGGG CTCTGOATAGGACA | Eimena fenell
O | SACCOMCTIIONICE | imers e
EWaR | AGC AGC ATG GGG TCA GAA GGG | Eimena maxima
e | I TCTOTATRISE | anermis

eksperymentalnie. Produkty reakcji PCR rozdzielano na
1,5% zelu agarozowym (Prona Abo Polska) z dodatkiem
Midori Green (Nippon Genetics, Abo Polska) w buforze
TAE (Bio-Rad Laboratories Inc., USA) i wizualizowano
przy uzyciu zestawu do dokumentacji zeli Gel-Doc (Bio-
-Rad Laboratories Inc., USA).
Wyniki i oméwienie

Wsrdéd 139 badanych probek jelit z uzyciem kla-
sycznej metody PCR ocenionych uprzednio pod katem
zmian anatomopatologicznych zgodnie z kryteriami
skali Johnsona-Reida, pozyskanych ze stad drobiu
w latach 2010-2013, zarazenie Eimeria spp. potwier-
dzono w przypadku 25 probek. Stanowito to 18%
wszystkich badanych probek. W badanych stadach
kurczat brojlerow 22 probki sposrod 104 uznano za
dodatnie, co stanowi 21% w tej grupie produkcyj-
nej (2010 r. —4,2011 r.—7,2012r. — 81w 2013 r.
— 3 probki), a w stadach kur niosek 3 sposrod 35
probek byly dodatnie, co stanowi 8,5% (2010 r. — 0,
2011 1.—2,2012r.— 1,1 w2013 r. — 0 prébek). U kur
niosek na podstawie zmian anatomopatologicznych
1 PCR stwierdzono przypadek zarazenia E. necatrix,
E. tenella oraz mieszane zarazenie E. acervulina
1E. tenella, natomiast u kurczat brojlerow w 13 stadach
potwierdzono inwazj¢ E. tenella, w 6 E. acervulina,
w 2 E. maxima oraz w 1 przypadku mieszang inwazj¢
E. tenellai E. acervulina. Ogotem obecnos$¢ materiatu
genetycznego E. tenella stwierdzono w 16 probkach
(64%), E. acervulina w 8 (32%), E. maxima w 2 (8%)
1 E. necatrix w 1 probee (4%). Najczesciej obserwowa-
no monoinwazje (92%) 1 tylko w przypadku 2 probek
stwierdzono rownoczesne zarazenie E. acervulina
i E. tenella. Badaniem PCR nie stwierdzono obecnosci
materialu genetycznego E. brunetti, E. mitis i E. pra-
ecox. Wyniki badan metoda PCR w duzym stopniu
pokrywaly si¢ z badaniami mikroskopowymi na obec-
nos$¢ oocyst w zeskrobinach z nabtonka jelit. Badaniem
mikroskopowym w 19 przypadkach na 25 wynikéw
dodatnich uzyskanych metoda PCR potwierdzono
obecnos¢ oocyst w zeskrobinach z btony sluzowe;j jelit.
Natezenie zmian anatomopatologicznych w obrgbie
przewodu pokarmowego ptakéw, u ktorych technika
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Tab. 2. Identyfikacja gatunkowa Eimeria spp. z uzyciem PCR,
badan anatomopatologicznych i mikroskopowych

Zmiany
anatomopatologiczne Obecnos¢ oocyst
wg skali Johnsona- w zeskrobinach
Zidentyfikowane -Reida (13)
Nr gatunki Eimeria @ ®
prébki | spp. z uzyciem S|ig|2 g 8|g|2|a
meotyPcR | =B S| S| 2 | E|
Ele|S || 8|25 e
= E = = = E =
1 E. tenella 2 +
2 E. tenella 2 +
3 | E tenella 2 +
4 E. tenella 3 +
5 E. tenella 3 +
6 E. tenella 3 +
7 E. tenella 2 +
8 | E. tenella 3 +
9 | E. tenella 3 +
10 | E. tenella 3 +
1 E. tenella 4 +
12 E. tenella 3 +
13 E. tenella 3 +
14 E. tenella 3 +
E. tenella
L E. acervulina 2 g * *
E. tenella
e E. acervulina . . + +
17 E. acervulina 3 +
18 | E. acervulina 3 +
19 | E. acervulina 3 +
20 | E. acervulina 2 +
21 E. acervulina 2 +
22 E. acervulina 2 +
23 E. maxima 2 2 + +
24 E. maxima 2 2 + +
25 E. necatrix 3 3 + +

PCR potwierdzono zarazenie kokcydlaml przedsta-
wiono w tab. 2. Wynika z niej, iZ obserwowane zmiany
dotyczyly glownie jelit Slepych i wynosity w 6 przy-
padkach 2 punkty, a w 9 przypadkach 3 punkty w skali
Johnsona 1 Reida. Najwyzsze natezenie zmian anato-
mopatologicznych, ocenione na 4 punkty, wystapito
u 1 osobnika. U osobnikéw zarazonych E. acervulina
zmiany anatomopatologiczne w obrgbie dwunastnicy
w 5 przypadkach oceniono na 2 punkty, a u 3 ptakow
na 3 punkty. Z kolei u ptakdéw zarazonych E. maxima
natqunie zmian u obu osobnikOw wynosito 2 punkty,
za$ u jednego ptaka zarazonego E. necatrix —3 punkty

Z przeprowadzonych badan wynika, iz zarazenia
kokcydiami potwierdzono u 18% stad, u ktérych ob-
serwowano zmiany patologiczne w obrebie przewodu
pokarmowego, zobrazowane w tabeli 2. Fakt, iz na
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podstawie badan mikroskopowych zeskrobin nablonka
btony $luzowej jelit stwierdzono 19, a w badaniach
genetycznych 25 prébek dodatnich $wiadczy, iz ba-
danie przy uzyciu techniki PCR pozwala na wczesne
potwierdzenie zarazenia kokcydiami, jeszcze przed
pojawieniem si¢ oocyst wykrywanych podczas badania
mikroskopowego zeskrobin z nabtonka jelit. W bada-
niu PCR z uzyciem specyficznych starteréw okresla si¢
nie tylko obecnos¢ kokcydiow, ale i gatunek pasoZyta
(16) Z przeprowadzonych badan wynika, iz najczg-
$ciej wystepujacymi gatunkami byty E. tenella, ktora
zdiagnozowana zostala na podstawie zmian anatomo-
patologicznych, a nastgpnie potwierdzona z uzyciem
PCR, w 64% badanych probek i E. acervulina stwier-
dzona w 32% probek. Az 92% przypadkdéw zarazen
spowodowanych byto jednym gatunkiem kokcydiow.
Dominacja poszczegdlnych gatunkoéw kokcydiow jest
zmienna 1 zalezy nie tylko od obszaru, ale moze row-
niez na tym samym terenie zmieniac si¢ w czasie. W la-
tach siedemdziesigtych, w 6wczesnym wojewodztwie
opolskim izolowano E. tenella w 61,4% przypadkow,
E. maxima 1 E. necatrix w 30,1% oraz E. acervulina
w3,4% (17). W tym samym czasie na terenie Dolnego
Slqska stwierdzono, ze kokcydioza kur wywotana byta
gtéwnie przez E. maxima — 48% przypadkow, a takze
E. tenella —29,5% 1 E. acervulina —24,9%, natomiast
udziat E. brunettii E. necatrix nie przekracza1 7% (25).
Trzydziesci lat pozmeJ na terenie Dolnego Slaska
u kurczat i kur najczesciej wystgpowaly cztery gatun-
ki kokcydidw: E. acervulina, E. tenella, E. maxima
i E. necatrix, przy czym najczesciej diagnozowane byty
E. acervulina — 83% 1 E. tenella — 65% przypadkow
(2). Stwierdzenie w badaniach wtasnych wysokiego
odsetka zarazen wywolanych przez E. tenella i E. acer-
vulina nie odbiega od danych uzyskanych przez innych
badaczy. Z doniesien naukowych z réznych krajow,
m.in. Czech, Francji, Holandii, Iranu, Korei, Norwegii,
Rumunii i Turcji wynika, Ze najcze¢$ciej stwierdzanymi
gatunkami kokcydidéw, podobnie jak w naszym kra-
Ju, byly E. acervulina i E. tenella (7-11, 15, 19, 36).
Uwaza sig, ze za czgste wystepowanie tych kokcydiow
odpowiadaja ich cechy gatunkowe — wysoki potencjat
rozrodczy oraz niska immunogennos¢, ktore sprawiaja,
ze w krotkim czasie dochodzi do zasiedlenia $rodo-
wiska duza liczbg oocyst tych gatunkow, co sprzyja
wystapieniu klinicznej postaci kokcydlozy (20 29, 35)
Istotny wptyw na wyniki badan moze mie¢ rowniez
rodzaj materiatu pobranego do badan — wycinki prze-
wodu pokarmowego czy probki katu. Wielu badaczy
wykazywato przewage inwazji wywolywanych przez
jeden lub dwa gatunki kokcydidéw, gdy materiatem do
badan byly przewody pokarmowe ptakow (1,2, 7, 10).
W przypadku, gdy materiat do badan stanowity probki
katu, dominujgcymi okazywaly si¢ zarazenia kilkoma
gatunkami kokcydidéw (19, 23, 36). Zaleznos¢ te po-
twierdzajg r6znice miedzy wynikami badan wiasnych
1 zespotu Doner 1 Szeleszczuk (5), ktore prowadzone
byly w podobnym czasie. W przypadku badan wta-
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snych materiat do badan stanowity przewody pokar-
mowe ptakow z wyraznymi zmianami anatomopatolo-
gicznymi, a w badaniach zespotu Doner i Szeleszczuk
— prébki katu. W badaniach wtasnych wykazano
dominacj¢ zarazen 1 gatunkiem kokcydiow z wy-
razng przewagg E. tenella, natomiast badania Doner
1 Szeleszczuka wykazaty, iz na terenie kraju u kurczat
brojlerow dominowaty zarazenia kilkoma gatunkami
(E. acervulina, E. mitis 1 E. maxima), a zarazenia
E. tenella stanowﬂy 29%. Odmienne wyniki uzyskali
Gyorke i wsp. (9), ktorzy badajac w kale wystepowanie
gatunkow kokcydiow w duzych przemystowych fer-
mach brojlerow kurzych, stwierdzili przewage zarazen
jednym gatunkiem kokcydiow. Duzy odsetek zarazen
E. tenella wykazany w badaniach wtasnych tej same;j
grupy produkcyjnej ptakow moze wynikaé rowniez
z charakterystycznych zmian, ktore obserwowane sa
w jelitach $lepych podczas zarazenia (krwista tres¢
jelit Slepych). Takze zmiany anatomopatologiczne
wywolywane przez E. acervulina, s charakterystyczne
1 fatwo rozpoznawalne (13). Wystepowanie tatwych
do rozpoznania zmian makroskopowych miato bez
watpienia wplyw na powzigci¢ podejrzenia kokcydiozy
1 wybor materialu do badan.

Reasumujac, przeprowadzone badania wykazaty, iz
na terenie Polski u kur najczesciej wystepuja 4 gatunki
kokcydiow: E. acervulina, E. maxima, E. necatrix
1 E. tenella. Sposrod tych gatunkéw dominujgcymi
okazaly si¢ E. tenella — 64% i E. acervulina 32%.
W przeprowadzonych badaniach nie stwierdzono
obecnosci E. brunetti, E. mitis, E. praecox.
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