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STRESZCZENIE
Badania dotyczyly okreslenia u bakterii Campylobacter spp. czestotliwosci wystepowa-
nia wybranych genéw wirulencji (cadF, flaA, iam) oraz genéw odpowiedzialnych za po-
wstawanie cytotoksyny CDT (cdtA, cdtB, cdtC). Obiekt badawczy stanowilo 100 probek katu
pobranych od ogieréw niewykazujacych objawéw kampylobakteriozy. Obecnosé bakterii
z rodzaju Campylobacter spp. stwierdzono u 25 osobnikéw (25%). Zastosowane w bada-
niach techniki biologii molekularnej pozwolily sposréd probek pozytywnych wyodrebnié
nastepujace gatunki bakterii: C. jejuni (68%); C. coli (28%) i C. lari (4%). Lacznie w obrebie
oznaczonych gatunkéw stwierdzono wystepowanie genéw: cadF (n=10); flaA (n=5); iam
(n=3); cdtA (n=1); cdtB (n=10) i cdtC (n=2). U zadnego z pozyskanych izolatéw nie stwierdzo-
no jednoczesnego wystepowania genéw odpowiedzialnych za synteze toksyny CDT.

WSTEP

Wystepowanie biegunek u koni czesto jest lekcewazone, sa one traktowane
jako skutek radykalnej zmiany diety [1]. Dopiero od niedawna zaczeto zwracac
uwage na czynniki zakazne, ktére moga by¢ przyczyna pewnych dolegliwosci
u koni. Prébki katu koni bada sie gtéwnie pod wzgledem wystepowania w nich
jaj i larw nicieni [2], toksyn bakterii z rodzaju Clostridium [3], enteropatogendw,
obecnosci krwi i piasku. Lagodnie przebiegajace biegunki czesto obserwowane
sa u Zrebiagt. Wigze sie to ze zmiang mikrobioty przewodu pokarmowego Zre-
biat, ktére zaczynaja spozywac w diecie siano i ziarno. Biegunki bakteryjne maja
natomiast ostrzejszy przebieg i obserwowane moga by¢ u osobnikéw dorostych.
Konie staja si¢ apatyczne, nie majq apetytu, czesto maja podwyzszona tempera-
ture, a ich odchody sa wodniste o ostrym, nieprzyjemnym zapachu. Konieczne
staje sie w tym czasie leczenie antybiotykami, uzupetnianie utraconych ptynéw
i elektrolitéw oraz opieka weterynaryjna. Coraz wiekszego znaczenia nabiera
fakt, ze za biegunki u koni odpowiedzialne sa bakterie z rodzaju Campylobacter
[4]. Termotolerancyjne bakterie z rodzaju Campylobacter (np. C. jejuni, C. colii C.
lari) stanowia czes¢ naturalnej bioty jelitowej ssakoéw, gléwnie ptakéw, sa row-
niez obecne w zanieczyszczonej odchodami wodzie i glebie [5].

Bliski kontakt pomiedzy chorymi zwierzetami i brak podstawowych zasad hi-
gieny moze by¢ wektorem powodujacym kampylobakteriozy u zwierzat i ludzi
[6]. W ostatnich latach w Europie odnotowano wzmozong zapadalnoéc na kam-
pylobakterioze wsréd ludzi. W 2019 r. ogélna czestosé wystepowania zakazen w
Unii Europejskiej wynosita 22 682 potwierdzonych przypadkéw [7]. Prawie 40%
zakazen wsréd ludzi bylo wywolane kontaktem z drobiem lub miesem drobio-
wym [8]. Niepokojacy wydaje sie fakt, ze izolaty Campylobacter spp. pochodzace
od zwierzat i ludzi wykazujg opornos¢ na stosowane chemioterapeutyki z grupy
chinolonéw [9] czy antybiotyki z grupy aminoglikozydéw oraz makrolidéw, co
stanowi ogromne zagrozenie dla zdrowia publicznego [10]. WzmoZona antybio-
tykoopornosé jest zapewne zwigzana z wystepowaniem spontanicznych muta-
cji punktowych genéw kodujacych enzymy syntetyzowane przez Campylobacter
spp. [11]. Zréznicowane wlasciwosci patogenne bakterii z rodzaju Campylobacter,
moga by¢ uwarunkowane duzym zréznicowaniem genetycznym szczepéw. Za
patogennosé tych bakterii odpowiadaja geny, ktére warunkuja np. ruchliwosé,
przyczepnosé, inwazyjnosé i synteze toksyny CDT (ang. CDT-cytolethal disten-
ding toxin), kodowanej przez trzy geny: cdtA, cdtB i cdtC. Cytotoksyna ta odpo-
wiedzialna jest za zatrzymanie cyklu komoérkowego w fazie G2/M [12]. Wérod
ogromnej puli genéw wirulencji u Campylobacter spp. wymieni¢ mozna: fla, cad,
rac, vir, cia, pld, iam. Geny fla (flaA i flaB) odpowiadaja za ruchliwosé¢ bakterii,
koduja biatka rzeski (flageling), umozliwiajaca ruch komorek bakterii. Gen cadF
koduje biatko wigzace fibronektyne enterocytéw uczestniczace w adherencji. Ist-
nieja opracowania w ktérych czytamy, ze gen ten, niezbedny do wywotania ob-
jawow kampylobakteriozy, jest genem konserwatywnym u C. jejunii C. coli. Gen
vir z kolei znajduje sie¢ w plazmidzie Campylobacter spp. (plazmid nie zawsze jest
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Tabela 1. Zestaw starterow uzytych do identyfikacji genow cad, flaA, iam

cadF-F TGGAGGGTAATTTAGATATTG

cadF-R CTAATACCTAAAGTTGAAAC

flaA-F GGATTTCGTATTAACACAAATGGTGC
flaA-R CTGTAGTAATCITAAAACATTTTG
iam-F GCGCAAAATATTATCACCC

iam-R TTCACGACTACTATGCGG

400 [14]
1728 [15]
518 [16]

obecny) i réwniez koduje biatka odpowiedzialne za pato-
genno$¢. Produkt biatkowy genu iam jest odpowiedzialny
za przyczepnos¢ i inwazyjnosé, wystepuje on czesciej u C.
coli niz u C. jejuni [13]. Ekspresja wyzej wymienionych ge-
néw moze prowadzi¢ do zaburzeri we wchlanianiu tresci
pokarmowej w jelitach.

Celem podjetych badan byto:

e okreslenie czestotliwoéci wystepowania pateczek z ro-
dzaju Campylobacter w kale badanych koni;

* wykorzystanie techniki BAX System Real-Time PCR As-
say for Campylobacter do molekularnego réznicowania
szczepow Campylobacter izolowanych z probek katu;

* identyfikacja wybranych genéw zjadliwosci u wyizolo-
wanych szczepéw bakterii oraz

* genéw zwiazanych z synteza toksyny CDT. Nalezy za-
znaczy¢, ze prowadzone badania sa kontynuacja wcze-
$niej prowadzonych oznaczen w Wojewé6dztwie Wielko-
polskim i Podkarpackim, prowadzonych przez ten sam
zesp6l badawczy.

MATERIALY I METODY

Materiat do badan stanowily probki kalu pobranego (wy-
mazéwki z podlozem transportowym) od 100 zdrowych
ogieréw (bez objawow biegunki) w wieku do 10 lat ze stajni
potozonych na terenie Wojewoédztwa Dolnoslgskiego. Préb-
ki transportowano do laboratorium w temperaturze 4°C, do
6 godzin od momentu pobrania.

POZYSKANIE IZOLATOW CAMPYLOBACTER SPP.

Prébki kalu umieszczano w 3 ml ptynnego podloza se-
lektywnego Karmali (Oxoid). Inkubowano w anaerostacie
CampyGen (Oxoid) w temp. 42°C/24 h w atmosferze mi-
kroaerofilnej (5% O,, 10% CO,, 85% N,). Hodowle Campy-
lobacter spp. po inkubacji zwirowano (1400 x g/15 min.),
zlano supernatant, a osad dodano do 1 ml podioza Karmali.
Inokulowano 200 pl zawiesiny i rozprowadzono za pomoca
glaszczki na podiozu selektywnym Karmali, inkubowano w

anaerostacie w temp. 42°C/24 h w warunkach mikroaero-
filnych. W celu potwierdzenia obecnosci Campylobacter spp.
wykonano test biochemiczny API Campy (BioMerieux).

ROZNICOWANIE GATUNKOWE
SZCZEPOW CAMPYLOBACTER

Do réznicowania gatunkéw bakterii zastosowano meto-
de Real-time PCR z systemem BAX System Real-Time PCR
Assay for Campylobacter (product No. D12683449 KIT2018,
Hygiena). Ta samg procedure zastosowano w stosunku
do szczepoéw referencyjnych: C. jejuni ATCC 33291, C. coli
ATCC 335591 C. lari ATCC 35221.

WYKRYWANIE GENOW ZJADLIWOSCI W
BADANYCH SZCZEPACH BAKTERII METODA PCR

Wykrywania genéw cadF, flaA, iam dokonano z zasto-
sowaniem starteréw, ktérych sekwencje przedstawiono
w tabeli 1. Reakcje prowadzono w calkowitej objetosci 25
ul, skfad mieszaniny: 2,5 ul 10 x PCR bufor, 2,5 ul MgCl,
(25 mM), 1 pl ANTP (2,5 mM), 1 pl starteréw (5 pM), 0,2
ul (1U) U Taq polimerazy DNA (Promega Corporation), 2
ul DNA, (5 pl). Profil temperaturowy reakcji: wstepna de-
naturacja 94°C/1 min., nastepnie 30 cykli, z ktérych kazdy
skladat sie z: denaturacji 94°C/0,5 min., przylaczania star-
teréw 45°C/1 min., wydtuzania 72°C/3 min. i 72°C/5 min.
Uzyskane produkty weryfikowano metoda elektroforezy w
1,5% zelu agarozowym (dokumentacji zelu dokonano syste-
mem VWR, Smart 3).

OZNACZANIE GENOW CDTA, CDTB, CDTC
ZWIAZANYCH Z SYNTEZA TOKSYNY CDT

Identyfikacji genéw cdtA, cdtB, cdtC dokonano z uzyciem
starteréw zestawionych w tabeli 2. W reakcji PCR zastoso-
wano 25 ul mieszaniny reakcyjnej o skladzie: 2,5 pl 10 x PCR
bufor, 6 x 1 pl starteréw (5 pM), 1 ul ANTP (2,5 mM), 0,2 pl
Tag polimerazy, 1,8 ul DNA, (5 ul). Warunki temperaturowe
reakcji: wstepna denaturacja 94°C/2 min., nastepnie 30 cy-
Kkli, z ktérych kazdy sktadat sie z: denaturacji 94°C/0,5 min.,
przylaczania starteréw 50°C/0,5 min., wydtuzania 72°C/1
min. i 72°C/5 min. Uzyskane produkty weryfikowano me-
toda elektroforezy w 1,5% zelu agarozowym (dokumentacji
zelu dokonano systemem VWR, Smart 3).

Tabela 2. Zestaw starteréw uzytych do identyfikacji genéw cdtA, cdtB, cdtC

cdtA-F CTA TTA CTC CTA TTA CCC CACC
cdtA-R AAT TTG AAC CGCTGT ATT GCT C
cdtB-F AGG AACTIT ACCAAG AACAGCC
cdtB-R GGT GGA GTATAG GTT TGT TGT C
cdtC-F ACT CCT ACT GGA GATTTG AAA G
cdtC-R CAC AGC TGA AGT TGT TGT TGG C
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WYNIKI I DYSKUSJA

Na podstawie przeprowadzonych analiz mikrobiologicz-
nych wystepowanie bakterii z rodzaju Campylobacter wykry-
to u 25 (n=25) ogieréw sposéréd 100 (n=100) badanych osob-
nikéw, co stanowito 25% prébek pozytywnych. Zastosowa-
nie technik biologii molekularnej pozwolito na wyodrebnie-
nie poszczegdlnych gatunkéw Campylobacter z pozyskanych
izolatow. W 17 (n=17) przypadkach zidentyfikowano C.
jejuni, co stanowito 68% wszystkich prébek pozytywnych;
w 7 (n=7) C. coli (28%) i w 1 (n=1) C. lari (4%). Oznaczone
do poziomu gatunku izolaty postuzyly do dalszych badan
nad wystepowaniem wybranych genéw wirulencji: cadF,
flaA, iam oraz gendéw cdtA, cdtB, cdtC zwigzanych z synteza
toksyny CDT. W tabeli 3 przedstawiono zestawienie ozna-
czonych genéw dla C. jejuni, C. colii C. lari. W przypadku C.
jejuni u 7 izolatéw stwierdzono obecnosé¢ genu cadF (41,2%)
u 3 genu flaA (17,6%) i u 2 genu iam (11,8%). Relatywnie u
tego gatunku stwierdzono obecnosé genu cdtA i cdtC w 1
izolacie (5,9%) i gen cdtB u 9 izolatéw (52,9%). Analizujac
C. coli gen cadF oznaczono u 2 izolatow (28,6%), gen flaA
w 1 izolacie (14,3%), gen iam w 1 izolacie (14,3%), gen cdtB
w jednym izolacie (14,3%), gen cdtC w 1 izolacie (14,3%),
nie stwierdzono wystepowania genu cdtA. Jeden oznaczony
izolat C. lari cechowala obecnos¢ genu cadF i genu flaA, nie
odnotowano wystepowania genow: iam, cdtA, cdtB i cdtC.
Na podstawie otrzymanych wynikéw mozna stwierdzic,
ze zaden z pozyskanych od ogieréw izolatéw nie posiadat

Tabela 3. Geny cadF, flaA, iam oznaczone u C. jejuni, C. coli, C. lari

1 + +
2 +
3 +

4 +

5 + +
6

7 +
8 +

9 +
10 A

11 A
12 +

13 +
14 4k
15

16 + +
17 + +
1 o

2 +

3

4 +
5 + +

6

7 +
1 + +
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calej puli wybranych do analiz genéw wirulengji i genoéw
odpowiedzialnych za tworzenie toksyny CDT. Najwiek-
szg czestotliwos¢é wystepowania w obrebie 3 oznaczonych
gatunkéw Campylobacter zaobserwowano dla genéw cadF i
cdtB i wynosita ona 40%.

W literaturze $wiatowej istnieje niewiele opracowan do-
tyczacych wystepowania Campylobacter spp. u koniowatych.
Analizujac wyniki badart wiasnych jak i opracowar innych
autoré6w mozna dokona¢ pewnej dyskusji uzyskanych wy-
nikéw. Obecnosé¢ Campylobacter spp. u koni byta odnotowy-
wana bardzo rzadko [18]. Obecnie istnieja poglady wska-
zujace na bardziej rutynowe monitorowanie czestotliwosci
wystepowania paleczek z rodzaju Campylobacter jako poten-
gjalnych czynnikéw etiologicznych przewlektych biegunek
w tym takze u koni [4]. Nalezy mie¢ na uwadze liczebnosé
osobnikéw w badanych populacjach koni. Moriarty i in. [19]
badajac populacje 59 osobnikéw koni oznaczyli tylko w 2
probkach wystepowanie Campylobacter spp. Stosujac tech-
nike PCR, autorzy jako pierwsi na terenie Nowej Zelandii
oznaczyli obecnos¢ w prébkach katu jednego izolatu termo-
tolerancyjnego gatunku C. jejuni, ktéry zostal pozyskany
od zdrowego dorostego osobnika (co stanowito 3,4%). W
literaturze mozna znalez¢ duze rozbieznosci dotyczace cze-
stotliwosci pozyskiwanych od koniowatych izolatéw Cam-
pylobacter spp. Baserisalehi i in. [20] prowadzac badania w
poludniowym Iranie oznaczyli w populacji 78 koni wyste-
powanie bakterii z rodzaju Campylobacter u 27 % osobnikéw.
Biorac pod uwage zréznicowanie gatunkowe Campylobacter
spp. autorzy oznaczyli: 10 izolatéw C. jejuni (47%); 5 izola-
tow C. coli (23%) i 6 izolatéw oznaczonych do rodzaju (28%).
Autorzy nie odnotowali wystepowania C. lari. Komba i in.
[21] w Tanzanii oznaczyli obecnoé¢ Campylobacter spp. w 5
prébkach na 8 zbadanych co stanowito 62,5%. W 2 prébkach
pozytywnych (40%) zidentyfikowano gatunek C. jejuni, a w
jednej probee C. coli. Wyniki badari wiasnych opublikowa-
nych w latach wczeéniejszych [22] prowadzonych na terenie
Wielkopolski pozwolily stwierdzi¢ obecnosé Campylobacter
spp- u 36 ze 100 badanych klaczy (36%). W 16 przypadkach
(44%) oznaczono wystepowanie C. jejuni, nie stwierdzono
obecnosci C. coli. Badaniami nie byl objety gatunek C. lari.
W badaniach, ktérymi objeto 100 klaczy prymitywnej rasy
koni Huculskich [23] z rejonu Wojewo6dztwa Podkarpackie-
go posrdd pozyskanych izolatéw oznaczono jedynie 9 jako
Campylobacter spp. (9%). Techniki biologii molekularnej po-
zwolily przypisac 8 izolatow (89%) do gatunku C. jejuni, nie
wykryto wystepowania C. coli i C. lari. Nowoczesne metody
molekularne np. real-time PCR moga stanowi¢ skuteczne i
szybkie narzedzie do detekcji C. coli i C. jejuni w réznych
probkach srodowiskowych [24]. Jednoczesnie stosowanie
technik PCR w celu detekcji genéw pozwala na odréznie-
nie gatunkéw, ktérych nie mozna oznaczy¢ metodami tra-
dycyjnymi [25]. Wyniki badar wlasnych uzyskanych w la-
tach 2019 [22] i 2020 [23] przeprowadzone na koniach nie
potwierdzily wystepowania C. coli i C. lari. Wystepowanie
genoéw wirulencji i odpowiedzialnych za powstawanie tok-
syny CDT oznaczano tylko dla C. jejuni. Gen cadF odpowie-
dzialny za potaczenie enterocytéw nabtonka jelit z fibronek-
tyna, prowadzac internalizacje komoérek bakteryjnych [26]
oznaczono u 41,2% izolatoéw. W latach 2019 i 2020 czestotli-
wos¢ ta byla wyzsza i wynosila odpowiednio 62,5% i 56%;
nie wykryto obecnosci genéw flaA iiam. Gen flaA jest odpo-
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wiedzialny za powstawania bialka - flageliny FlaA, bedacej
jedna z dwoch podjednostek budujacej rzeski Campylobac-
ter. Gen iam koduje marker odpowiedzialny za inwazyjnosc¢
(IAM, invasion associated marker) i przezywalnos¢ w ko-
morkach gospodarza [27]. Badania prowadzone na terenie
Wojewo6dztwa Dolnoslaskiego wykazaly obecnosé genéw
flaA iiam u dwéch gatunkéw C. jejuni i C. coli.

Toksyna CDT jest jedna z najlepiej scharakteryzowanych
toksyn wystepujacych u Campylobacter spp. [28]. Badania
wlasne wykazaly, Ze sposréd genéw warunkujacych po-
wstawanie genotoksyny CDT najwyzsza czestotliwosé wy-
stepowania wykazat gen cdtB (52,9%) oznaczony u C. jejuni.
W wynikach badan wlasnych z lat 2019 i 2020 réwniez ten
gen oznaczano najczesciej, odpowiednio: 37,5% i 33% u C.
jejuni. Geny cdtA i cdtC wystepowaly w przypadku C. jejuni
i C coli w niewielkim procencie (5,9%) lub wcale u C. lari.
U zZadnego z pozyskanych izolatéow nie oznaczono wyste-
powanie trzech genéw jednoczesnie. Toksyna CDT nalezy
do nowej klasy toksyn AB,. Buduja ja trzy jednostki CdtA,
CdtB i CdtC, ktore kodowane sa odpowiednio przez geny
cdtA, cdtB i cdtC. Za aktywno$¢ enzymatyczng w toksynie
odpowiedzialna jest podjednostka CdtB, natomiast CdtA
i CdtC prawdopodobnie sa odpowiedzialne za rozpozna-
nie komorek gospodarza i transport podjednostki CdtB do
wnetrza komorki [29]. Nalezy zaznaczy¢, ze powszechnosé
badan nad wystepowaniem genéw cdtA, cdtB i cdtC u ko-
niowatych jest niewielka. Wystepowanie tych gendéw jest
rozpowszechnione u ludzi i takich zwierzat gospodarskich
jak dréb, koty, psy lub trzoda chlewna [14].

Podsumowujac nalezy zwréci¢ szczegélng uwage na
wzrost czestodci stosowania nowoczesnych technik mo-
lekularnych w monitorowaniu kampylobakterioz. Bada-
niach te powinny koncentrowac sie na zwiekszaniu liczby
analizowanych prébek, zmniejszaniu czasu oczekiwania i
poniesionych kosztéw analiz. Réznice w czestotliwosci wy-
stepowania wybranych genéw u bakterii z rodzaju Campy-
lobacter moga w duzej mierze by¢ spowodowane dobrosta-
nem zwierzat czy tez uwarunkowaniami genetycznymi lub
transmisjg pomiedzy ré6znymi gatunkami. Bardzo waznym
jednak pozostaje koniecznosc statego monitorowania mikro-
biomu koni na obecnosé¢ Campylobacter spp. i czestotliwosé
wystepowania u tych bakterii genéw odpowiedzialnych za
wirulencje i toksycznos¢.
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ABSTRACT

The research concerned the determination of the frequency of occurrence of selected virulence genes (cadF, flaA, iam) and genes responsible
for the formation of the CDT cytotoxin (cdtA, cdtB, cdtC) in Campylobacter spp. The research object consisted of 100 faecal samples collect-
ed from stallions showing no symptoms of campylobacteriosis. The presence of bacteria of the genus Campylobacter spp. Was found in 25
individuals (25%). The molecular biology techniques used in the research allowed us to distinguish the following species from the positive
samples: C. jejuni (68%); C. coli (28%) and C. lari (4%). In total, the following genes were found within the marked species: cadF (n=10); flaA
(n=5); iam (n=3); cdtA (n=1); cdtB (n=10) and cdtC (n=2). In none of the obtained isolates, the simultaneous presence of genes responsible for
the synthesis of CDT toxin was found.
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