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Wykaz skrotow

aEPEC ang. Atypical EPEC, atypowe enteropatogenne szczepy E. coli

AGID ang. Agar Gel Immunodiffuson Assay, immunodyfuzja w zelu agarozowym
AMR ang. Anti Microbial Resistance, opornos¢ na srodki przeciwdrobnoustrojowe
APEC ang. avian pathogenic Escherichia coli

ARGs ang. Antibiotic Resistance Genes, geny oporno$ci na antybiotyki

BADS ang. Beak Atrophy and Dwarfism Syndrome, syndrom kartowatosci i
skroconego dzioba

BFD ang. Budgerigar Fledgling Disease, francuskie pierzenie papuzek falistych
CE ang. Competitive Exclusion, wykluczanie kompetencyjne

CIlAs ang. Critically Important Antimicrobials, istotnie wazne zwigzki
przeciwdrobnoustrojowe

CLSI ang. Clinical Laboratory Standards Institute, Instytut Norm Klinicznych i
Laboratoryjnych

EMA ang. European Medicines Agency, Europejska Agencja Lekow

EPS ang. Extracellular Polymeric Substances, zewnatrzkoméorkowa matryca o
charakterze polimeru

EUCAST ang. European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing,
Europejski Komitet ds. Oznaczania Lekowrazliwosci

EWW - Europejski wskaznik wydajnosci

EXPEC ang. Extraintestinal Pathogenic E. coli, pozajelitowe patogenne szczepy E. coli
FAOSTAT ang. Food and Agriculture Organization of the United Nations

GBF ang. Goose Broken Feather Disease, choroba ztamanego piora gesi

GEF ang. Goose Embryo Fibroblasts, fibroblasty zarodkow gesich

GFL ang. Gosling Feather Loss Disease, choroba utraty upierzenia u ggsiat

GHPV ang. Goose Hemorrhagic Polyomavirus, wirus krwotocznego zapalenia jelit i
nerek u gesi

GOAstV ang. Goose Astrovirus, astrowirus gesi
GoCV ang. Goose Circovirus, cirkowirus gesi

GPV ang. Goose Parvovirus, parwowirus gesi


https://en.wikipedia.org/wiki/Food_and_Agriculture_Organization
https://en.wikipedia.org/wiki/United_Nations

HACCP ang. Hazard Analysis Critical Control Point, analiza zagrozen i krytyczne
punkty kontroli

HNEG ang. Hemorrhagic Nephritis Enteritis of Geese, krwotoczne zapalenie jelit i
nerek u gesi

HPAI ang. Highly Pathogenic Avian Influenza, wysoce zjadliwa grypa ptakow

ICTV ang. International Committee on Taxonomy of Viruses, Mi¢dzynarodowy
Komitet Taksonomii Wirusow

KOWR - Krajowy Osrodek Wsparcia Rolnictwa

MDA ang. Maternally Derived Antibody, przeciwciata matczyne
MDPV ang. Moscovy Duck Parvovirus, parwowirus kaczki pizmowej
MDR ang. multi drug resistance, wielolekoopornos¢

mg/PCU ang. milligrams of active substance sold per population correction unit,
mg/1 kg masy ciala zwierzecia poddanego leczeniu

MIC ang. Minimal Inhibitory Concetration, minimalne stezenie hamujace
NGPV ang. Novel Goose Parvovirus, nowy parwowirus gesi

NGVE ang. New Gosling Viral Enteritis, nowe wirusowe zapalenie jelit gesi
ORFs ang. Open Reading Frames, otwarta ramka odczytu

PBFDV ang. Psittacine Beak and Feather Disease Virus, wirus choroby dzioba i pior
papug

PMQR ang. Plasmid-Mediated Quinolone Resistance, mechanizmy opornos$ci
na chinolony kodowane plazmidowo

rMDPV ang. Recombinant MDPV, rekombinowany MDPV

SBDS ang. Short Beak and Dwarfism Syndrome, syndrom kartowatosci i skroconego
dzioba

SN ang. Serum Neutralization Test, test seroneutralizacji
VAGS ang. virulence-associated genes, geny zjadliwos$ci

Z\WD - Zaktad Wylegu Drobiu



1. Wstep
1.1 Rynek drobiu w Polsce

Stale rosnace pogtowie drobiu wodnego w Polsce sprawia ze staliSmy si¢ liderami
w produkcji gesiny na rynku Europejskim. Produkujemy okoto 1 min sztuk
(https://stat.gov.pl) gesi co daje okoto 31 tys. ton migsa rocznie. Podobnie jak Wegry,
nalezymy do najwiekszych producentéw gesiny w Europie, zajmujac trzecie miejsce,
zaraz po Chinach i Egipcie, pod wzgledem wielkosci produkcji na §wiecie (Food and
Agriculture Organization of the United Nations, FAOSTAT, 2021). W krajowej
produkcji gesi dominuje rasa wiloska, ktora uzyskala nazwe handlowa gesi Bialej
Kotudzkiej 1 stanowi 95% gesi w kraju, pozostale 5% to ptaki rodzimych stad
rodzicielskich objete programem ochrony zasoboéw genetycznych. Minister Rolnictwa i
Rozwoju Wsi w 2012 roku podjat decyzje o uznaniu gesi Biatej Kotudzkiej® jako
odrebnej, rodzimej rasy gesi, powierzajac Krajowej Radzie Drobiarstwa — lzbie
Gospodarczej w Warszawie prowadzenie ksiag hodowlanych dla jej dwoch rodow W-11
(niesny) 1 W-33 (migsny). W 2020 r. w ujeciu regionalnym produkcja gesi
skoncentrowana byta przede wszystkim w wojewodztwie todzkim (140,7 tys. szt.),
mazowieckim (138,9 tys. szt.) oraz podlaskim (133,5 tys. szt.) i wielkopolskim (129,6
tys. szt.). Laczny udziat tych czterech regiondéw w krajowym poglowiu gesi wynosit 54%

(KOWR opracowanie Biura Analiz i Strategii KOWR na podstawie danych GUS, 2021).

Pomorskie

Warminsko-
mazurskie

84,7
tvs. szt.

Zachodniopomorskie

Podlaskie
133,5
tys. szt.

Kujawsko-
pomorskie

Lubelskie

Podkarpackie
12,0

Matopolskie
35,8
tys. szt.

Rycina 1. Poglowie gesi w Polsce w 2020 r. z podzialem na wojewddztwa. Zrédto:
opracowanie Biura Analiz i Strategii KOWR na podstawie danych GUS
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Rosngce zainteresowanie konsumentéw migsem gegsim wynika nie tylko z jego
walorow zdrowotnych, smakowych czy dietetycznych, ale takze z licznych kampanii
reklamowych (,,Gesina na Swigtego Marcina”, ,, Kupuj Polskie™) wspierajacych lokalny
rynek. Ggsina eksportowana jest gtéwnie do krajow Europejskich, gtéwnie do Niemiec,
gdzie w 2020 roku sprzedano 12,8 tys. ton polskiej gesiny o wartosci 39 min EUR, co
stanowi ponad 77% przychoddéw eksportu tego asortymentu. Polska gesina trafia takze
do Hongkongu (1,3 tys. ton, 3,3 min EUR), Francji (1,6 tys. ton, 2,6 min EUR) i Czech
(blisko 1 tys. ton, 2,7 min EUR) (Opracowanie Biura Analiz i Strategii KOWR (Krajowy
Osrodek Wsparcia Rolnictwa) na podstawie danych GUS, 2021).

Austria; 1% Wegry; 1%

Wielka Brytania; 2% Pozostate kraje; 2%

Francja; 5%

Czechy; 5%

Hongkong; 7%

Niemcy ; 77%

Rycina 2. Kierunki eksportu migsa gesiego z Polski w 2020 r. Zrodto: opracowanie Biura
Analiz i Strategii KOWR na podstawie danych Ministerstwa Finansow

Gesi hodowane sg przez okoto 112 dni (16-17 tygodni tuczu) az do osiggniecia
sredniej wagi w granicach 6,2-6,6 kg, pod warunkiem przestrzegania zalecen
zywieniowych zwigzanych z ograniczeniem paszy tresciwej i jej wartosci pokarmowe;.
Bez ograniczen nalezy stosowac zielonkg¢ cieta lub swobodny wypas na pastwisku o
bioréznorodnos$ci runi. W koncowym okresie chowu tj. 3 tygodnie przed planowanym
ubojem gesi zywione sg ad libitum catym ziarnem owsa, ktorego spozywaja od 10-12 kg
na 1 sztuke (Bielinska i wsp., 2015). Technologia chowu gesi rozni si¢ zatem znacznie
jesli porownamy ja z technologia chowu drobiu grzebigcego, ktory w konwencjonalnej
produkcji nie korzysta z wybiegow. Koszt wyprodukowania 1kg migsa gesiego waha si¢
w granicach 60-70 zt w zalezno$ci od sposobu zywienia, ktory stanowi ponad 80%

naktadéw. Gesina charakteryzuje si¢ korzystng proporcja nienasyconych kwasoéw
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thuszczowych omega-3 i omega-6 oraz zawartoscig witamin z grupy B, witamin A i E.
Jeszcze kilka lat temu statystyczny Polak zjadat zaledwie 17 gramow gesiny, a obecnie

to juz ponad 300 gramow, czyli prawie 20-krotnie wiecej (Buzata i wsp., 2014).

Polska notuje staly przyrost wielkosci produkcji drobiu wodnego, w 2018 r.
wyprodukowano 49,5 tys. ton zywca, W 2019 r. 51,8 tys. ton zywca, jednakze koniunktura
zmieniata si¢ na przestrzeni lat. Niemate znaczenie miato podpisanie ustawy o ochronie
zdrowia zwierzat z dnia 21 sierpnia 1997 r. zakazujacej w zupelnosci hodowli gesi na
sttuszczone watroby (foie gras), w zwigzku z czym doszto do znacznego zmniejszenia
pogtowia drobiu wodnego. Sytuacja odmienita si¢ dopiero po wejsciu Polski do Unii
Europejskiej, co przyczynito si¢ do stopniowego zwigkszania produkcji z 10 tys. ton w
2003 roku do 18,4 ton w latach 2004-2011 (Gornowicz i Lewko, 2016). W tym okresie
udziat gesiny w sektorze drobiarskim krajowego rynku byt jednak niewielki i oscylowat
w granicach 1%, co dawato mimo wszystko 4 miejsce na $wiecie po Chinach, Egipcie i

Wegrzech w produkcji gesi (Utnik-Bana$ i Zmija, 2018).

Wedhug raportu ,,World Waterfowl Industry Development Conference, 2020” w
2019 r. sprzedano Iacznie 6,44 mld kaczek 1 720 mln ggsi jako ptactwo wodne stuzace do
produkcji zywnosci (Zhang i wsp., 2021). W zwigzku z tym, intensyfikacja produkcji gesi
oraz ogolnoswiatowy handel materiatem hodowlanym nieustannie prowadza do wzrostu
zagrozenia epidemiologicznego 1 w konsekwencji wybuchu chorob zakaznych. Wraz ze
wzrostem poglowia drobiu wodnego w Polsce, nie byly podejmowane kompleksowe
badania monitoringowe dotyczace oceny statusu zdrowotnego stad tuczowych gesi.
Notowane w ostatnich latach okresowe niedobory szczepionki stosowanej w
immunoprofilaktyce choroby Derzsy’ego u gesi oraz przypadki wysoce zjadliwej grypy
ptakéw (HPAI — Highly Pathogenic Avian Influenza) powaznie wptynety na status

zdrowotny gesi, a takze zdziesigtkowaty liczebnos¢ stad reprodukcyjnych i tuczowych

gesi.

1.2 Zakazenia bakteryjne i grzybicze w stadach gesi

Wsrod infekcji bakteryjnych gesi tuczowych dominujg zakazenia pateczkami E.
coli, ktore czesto wiklajg inne jednostki chorobowe, zwlaszcza wirusowe. Zakazenia
wloskowcem rozycy (Erysipelothrix rhusiopathiae) (Opriessnig i wsp., 2020) oraz
Pasteurella spp. (Varga i wsp., 2013) stanowig problem endemiczny i cz¢sto powtarzaja

si¢ w kolejnych wstawieniach na danej fermie. Ponadto, sezonowe utrzymywanie w tych



samych obiektach inwentarskich kaczek, sprzyja notowanym ostatnio zakazeniom
wywotanym przez Gallibacterium anatis (Persson i Bojesen, 2015, Karwanska i wsp.
2021). Odrebny problem stanowig zakazenia pateczkami Salmonella (Wang i wsp.,
2020), zwigzane z bezobjawowym nosicielstwem i siewstwem wérdd drobiu wodnego a
tym samym zagrozeniem dla zdrowia publicznego. Wsérod zakazen grzybiczych,
najczestszg przyczyng infekcji jest kropidlak - najczgéciej Aspergillus fumigatus bgdacy
przyczyng aspergilozy ptuc u gasiat (Zidtkowska i wsp., 2014).

1.2.1 Zakazenia wywolane bakteriami E. coli

Kolibakterioza ptakow wywolywana jest przez patogenne szczepy E. coli (APEC-
avian pathogenic Escherichia coli) i stanowi istotny problem w produkcji drobiarskiej na
catym $wiecie. Termin APEC uzywany jest do okreslania szczepow E. coli izolowanych
z przypadkow kolibakteriozy u drobiu. Poczatkowo uwazano, ze serogrupy O1, O2 czy
078 odpowiadaja w glownej mierze za przypadki kolibakteriozy na fermach drobiu.
Obecnie wiadomo, ze ponad potowa zbadanych szczepow nie nalezy do zadnej z tych
serogrup, a cze$¢ z nich jest w ogoble niesklasyfikowana. Wedlug Jeong 1 wsp. (2021),
sposrod 180 O-serogrup, O1, 02, 08, O35 i 078 sg najczesciej zwigzane z kolibakterioza
drobiu. Nie bez znaczenia jest wptyw szczepoéw E. coli izolowanych od drobiu na
ochrong zdrowia publicznego. Potencjat zoonotyczny E. coli i rozwdj opornosci na §rodki
przeciwdrobnoustrojowe sprawit, ze E. coli stata si¢ drobnoustrojem wskaznikowym. W
zwiazku z tatwoscig przekazywania genoOw opornosci na antybiotyki 1 chemioterapeutyki
przez E. coli, stanowi ona zagrozenie dla mozliwos$ci terapeutycznych zakazen szczepami

wielolekoopornymi (ang. multi drug resistance - MDR) (Zhang i wsp., 2021).

Coraz wigkszy problem stanowi roéwniez opornos¢ na kolistyne, ktora od wielu lat
jest szeroko stosowana w medycynie weterynaryjnej do leczenia zakazen jelitowych u
$win, drobiu i bydta wywotanych przez szczepy Enterobacteriaceae, w tym gtéwnie E.
coli i Salmonella spp. (Liu i wsp., 2016, Cwiek i wsp., 2021, Timmermans i wsp., 2021).
Z kolei w medycynie ludzkiej definiowana jest jako ,,antybiotyk ostatniej szansy”,
stosowany w leczeniu infekcji wywolywanych przez bakterie Gram-ujemne,
wielolekooporne. Z kolei Swiatowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health
Organization - WHO) zakwalifikowata kolistyng¢ do krytycznie waznych S$rodkow
przeciwdrobnoustrojowych (critically important antimicrobials — CIAs), stosowanych w

leczeniu cigzkich zakazen bakteryjnych wsrdd ludzi. W zwigzku z tak duzym znaczeniem
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kolistyny w lecznictwie, trwaja nieustanne badania nad mechanizmami opornosci bakterii

na ten antybiotyk.

W ostatnim czasie, oporno$¢ na kolistyne wsrod pateczek E. coli izolowanych od
zwierzat rzeznych, byla wielokrotnie raportowana na $§wiecie (Hussein i wsp., 2021).
Czgsto jest ona kodowana na chromosomie lub przez geny mcr zlokalizowane na
ruchomych elementach genetycznych w plazmidowym DNA. Opisano juz 10 réznych
wariantOw gendw Mcr, z czego mcr-1, mcr-2, mcr-3 zostaly pierwotnie opisane tylko w
rodzinie Enterobacteriaceae. Aktualniec ich obecno$¢ potwierdzono takze na
chromosomach innych bakterii m.in. Moraxella spp. czy Aeromonas veroni. Ponadto,
liczne badania potwierdzajace obecnos¢ genéw mcr na plazmidach wsrdd bakterii z
rodziny Enterobacteriaceae, $wiadczg o szerokim ich rozpowszechnieniu, zaréwno

wirod ludzi, zwierzat jak i srodowisku czy zywnosci (Cwiek i wsp., 2021).

Dzi¢ki adhezynom, inwazynom, systemowi pozyskiwania zelaza, protektynom i
toksynom E. coli ma mozliwos¢ unikania odpowiedzi immunologicznej gospodarza,
wnikania do jego komorek, kolonizacji i proliferacji, przez co bakteria szybko szerzy si¢
w stadzie (Dziva i Stevens, 2008). Adhezyny okreslane sg jako przydatki lub sktadniki
powierzchni blony komodrkowej bakterii, ulatwiajace przyleganie do komorek
gospodarza. Adherencja jest niezbednym etapem kolonizacji i patogenezy bakteryjnej,
ktorej celem jest zakazanie i kolonizacjia kolejnych komoérek zywiciela. Proces ten jest
mozliwy gtownie dzigki posiadaniu przez bakterie E. coli fimbrii np.: typu 1, typu P oraz
typu S. Za kodowanie wystepowania fimbrii typu P odpowiada migdzy innymi gen papC
(P-fimbriae). Inwazyny z kolei odgrywaja istotng rol¢ podczas wnikania do komorki
gospodarza na poczatku infekcji, a takze czynig niewrazliwe APEC na stres oksydacyjny
wywotany przez makrofagi gospodarza czy tez odpowiadajg za produkcje biofilmu.
Roéwnie istotng funkcje petni system pozyskiwania zelaza, mikroelementu niezbednego
APEC do wzrostu i1 proliferacji wewnatrz komoérek gospodarza. Genem kodujacym
system pobierania i transportu zelaza jest m.in. iucD (aerobactin) czy irp2 (iron
repressible protein), za$ termowrazliwg hemaglutynine koduje gen tsh (temperature-
sensitive haemagglutinin). Kolejnym czynnikiem wirulencji sa protektyny ktore petnig
funkcj¢ ochronng przed fagocytarnym dziataniem komoérek uktadu odpornosciowego
gospodarza, za ich wystgpienie odpowiada m.in. gen iss (increased serum survival).
Bakterie wykazuja takze zdolno$¢ do produkcji biologicznie czynnych toksyn, ktére

uszkadzajac komorki gospodarza utatwiaja im inwazje. Jednym z gendéw kodujacych
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produkcje¢ termostabilnej toksyny jest astA (enteroaggregative toxin). Z kolei gen vat
(vacuolating autotransporter toxin) odpowiada za wystgpienie wakuolujacej toksyny
autotransportera.  Istnieje wiele innych réznorodnych czynnikow ulatwiajacych
patogeneze APEC, czg$¢ z nich kodowana jest przez geny o nie poznanej jeszcze funkcji,

jak np. geny cva A/B, cvi, cvaC (colicin V plasmid operon genes) (Kathayat i wsp., 2021).

Niewlasciwe stosowanie antybiotykoterapii u ludzi i zwierzat przyczynito si¢ do
narastajacego zjawiska opornosci na srodki przeciwdrobnoustrojowe (ang. anti microbial
resistance - AMR) oraz podwyzszonych pozioméw transferu genow warunkujacych
opornos¢ na antybiotyki i chemioterapeutyki (ang. antibiotic resistance genes - ARGS).
Analiza genomowa izolatéw APEC z krajow Europy Srodkowej wykazata wystepowanie
genow wielolekowej opornosci na betalaktamy (28,1%), tetracykliny (37,5%) oraz
sulfonamidy (25%) (Papouskova i wsp., 2020). Badania Zhang i wsp. (2021) wskazuja
jednoznacznie, ze drob wodny moze by¢ bezobjawowym nosicielem szczepéw MDR
posiadajacych liczne geny opornosci na $rodki przeciwdrobnoustrojowe 1 geny
zjadliwosci, a co za tym idzie, moze petni¢ funkcje rezerwuaru tych genow w srodowisku

naturalnym.

Glownym czynnikiem wywotujacym kolibakteriozg u drobiu sa patogenne
szczepy APEC z podtypu EXPEC (extraintestinal pathogenic E. coli) - wykorzystujace
uktad krwiono$ny do rozprzestrzeniania si¢ poza przewod pokarmowy gospodarza i
doprowadzajgce do zakazen drog oddechowych, posocznicy, zapalenia skory i tkanki
podskornej (cellulitis) oraz zapalenia bton surowiczych. Szczepy APEC sa przyczyna
wystgpowania duzych strat w przemys$le drobiarskim na skutek wysokiej
zachorowalno$ci 1 $miertelno$ci ptakow, a takze obnizonych parametrow produkcyjnych,
jak koncowa masa ciata, europejski wskaznik wydajnosci (EWW) czy spadku niesnosci
i wylggowosci jaj. E. coli moze prowadzi¢ do infekcji ogdlnoustrojowych jako pierwotny
lub wtérny patogen, wiklajacy inne infekcje wirusowe (np. choroba Derzsy’ego czy
krwotoczne zapalenie jelit i nerek gesi) oraz bakteryjne (np. mykoplazmoza, rézyca czy
pastereloza) (Liu i wsp., 2018).

Szczepy APEC patogenne dla ptakéw wnikaja do przewodu pokarmowego droga
per o0s, a do uktadu oddechowego droga aerogenna, skad poprzez uszkodzony nabtonek
jelit lub tchawicy wraz z krwig dostajg si¢ do narzgdow wewnetrznych m.in. serca, ptuc,

$ledziony, watroby, nerek a takze uktadu rozrodczego - jajnika i jajowodu. Patogen
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szczerzy si¢ gldéwnie droga pozioma przez skazong wode i pasze. Udowodniono takze
przenoszenie si¢ APEC droga pionowa przez zakazone jaja (Dho-Moulin i Fairbrother,
1999, Dziva i Stevens, 2008, Guabiraba i Schouler, 2015). W zaleznoS$ci od statusu
immunologicznego, wieku ptakow i zjadliwosci szczepu dochodzi do posocznicy, po
ktorej nastepuje nagla $mier¢ lub zakazenie przechodzi w stan zapalny poszczegdlnych
narzadéw lub uktadéw. U pisklat rozwija si¢ zapalenie pgpka i woreczka zottkowego
(omphalitis) w wyniku niepelnego zrostu powtok brzusznych pisklecia, nastepstwem tego
jest otwarty kontakt ze srodowiskiem inkubacji jaj. Z kolei w czasie odchowu rozwija si¢
szereg trudnych do diagnozowania i leczenia jednostek chorobowych m.in. zapalenia
stawow, Sciegien, kosci (nekroza gtowki kosci udowej z osteomielitis), zapalenie skory
(dermatitis) i tkanki podskornej (cellulitis), w ktorym izoluje si¢ rowniez E. coli. U niosek
E. coli jest przyczyna odjajnikowego zapalenia otrzewnej lub zapalenia jajowodu
(salpingitis) (Marek i wsp., 2010). Wioknikowe zapalenie blon surowiczych na tle
zakazen E.coli jest nierzadko przyczynag licznych upadkoéw w przypadku gesi tuczowych,

brojleréw kurzych czy indykow.

Zwalczanie kolibakteriozy polega na zastosowaniu srodkoéw
przeciwdrobnoustrojowych, aczkolwiek w $wietle stale narastajacej opornosci na
chemioterapeutyki szczepow E. coli i doniesien o jej potencjale zoonotycznym nalezy
poszukiwac¢ alternatywnych metod leczenia. Jedng z nich moze by¢ zastosowanie
bakteriofagdw — wirusow, ktore infekujg i unicestwiajg bakterie. Ich skuteczno$¢ zostata
potwierdzona lecz nie przyj¢ta si¢ w szerokim zastosowaniu na fermach drobiu
(Kuzminska-Bajor i wsp., 2017). Dostepne sa rowniez szczepionki zywe zawierajace
mi.in. szczep E. coli z delecja genu aroA (Poulvac E. coli) oraz szczepionka
podjednostkowa (Nobilis E. coli inac.), zawierajaca antygen fimbrialny typu F-11 oraz
antygen rzeskowy FT, ktore zarejestrowane sg do uodparniania drobiu grzebigcego. W
zwigzku z brakiem komercyjnych szczepionek przeciwko kolibakteriozie dla drobiu
wodnego istnieje mozliwo$¢ zastosowania autoszczepionek, wytworzonych na podstawie

szczepow wyizolowanych z danej fermy.

Szczegodlne znaczenie w produkcji drobiarskiej ma podawanie lekow w wodzie,
co jest zwigzane z duzg liczba zwierzat na fermie, wydajnoscia ekonomiczna, tatwoscia
podania czy tez dorazng pomocg dla osobnikoéw chorych lub zagrozonych chorobg w
stadzie ptakow. Przed dotarciem do zwierzat, S$rodki przeciwdrobnoustrojowe

rozprowadzane w rurociggach wchodza w kontakt z czynnikami biotycznymi i
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abiotycznymi obecnymi w sieci wodociggowej, w tym takze z biofilmem. Terminem
biofilm okresla si¢ strukture wielokomérkowa, majaca zdolno$¢ przylegania do
powierzchni biologicznych jak i abiotycznych, otoczong zewnatrzkomorkowa matryca 0
charakterze polimeru (ang. extracellular polymeric substances - EPS) (Hahne i wsp.
2022). Bakterie osadzone w biofilmie sg bardziej oporne na dziatanie antybiotykdéw, m.in.
dzigki zwigkszonej horyzontalnej transmisji genoéw, modyfikacji celu antybiotykowego
czy zmianie przepuszczalnosci komoérek (Cwiek i wsp., 2021). Zaréwno gradienty stezen
jak 1 wzmocniony status mutacji wsrod bakterii obecnych w biofilmie, czynig go istotnym
miejscem do rozwoju antybiotykoopornosci. Badania przeprowadzane przez Hahne i
wsp. (2022) dowodza ze podczas kontaktu biofilmu z antybiotykami, ich st¢zenia nie
ulegaja znacznym wahaniom, istotniejszym problemem moze by¢ tutaj biodostepnosé

podawanego leku.

Nalezy podkresli¢ takze role bioasekuracji w zmniejszeniu ryzyka wybuchu i
rozprzestrzeniania si¢ choroby w gospodarstwie. Zasady bezpieczenstwa powinny by¢
dostosowane do danego typu produkcji drobiarskiej, gatunku ptakéw czy regionu

produkcji drobiarskiej (Delpont i wsp., 2021).

1.2.2 Zakazenia paleczkami Salmonella

Jaja 1 migso drobiu to jedne z najczgéciej spozywanych pokarmow na Swiecie,
ktorych produkcja odnotowuje staty rozwdj. Sektor migsa drobiowego reprezentuje 2/3
swiatowej produkcji migsa na $wiecie 1 szacuje si¢ ze do 2025 roku osiggnie najwigkszy
wzrost spozycia w ciggu dekady. Podobnie bylo w sektorze produkeji jaj, gdzie w 2019
r. odnotowano wzrost produkcji 0 18% w stosunku do ilosci jaj produkowanej 10 lat
wczesniej (Conway, 2019). W élad za tak znaczacg intensyfikacjg produkcji idzie rosngce
zagrozenie zanieczyszczenia pokarmow drobnoustrojami patogennymi dla ludzi m.in.
pateczkami Salmonella (S.), bedacymi po Campylobacter najczgstsza przyczyna zatrué

pokarmowych u ludzi na §wiecie (EFSA raport, 2021).

Jak wynika z raportu EFSA za rok 2020, przypadki salmonellozy u ludzi w UE,
przenoszonej przez zywnosc¢, byly spowodowane gtéwnie przez serowary S. Enteritidis
(48,7% oznaczonych szczepoéw), S. Typhimurium (12,4%) i jednofazowy S.
Typhimurium (11,1%). Trzema najczesciej diagnozowanymi zroédtami zatru¢ byly jaja i
produkty jajeczne, wieprzowina oraz jej produkty, a takze wyroby piekarnicze. W 2020

r. serotypowano ponad 17 tys. izolatow Salmonella pochodzacych od zwierzat (m.in.:
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brojlerow, bydta, indykéw, kur niosek i §win) oraz ich produktow. lIzolaty S. Enteritidis
pochodzity najczesciej ze stad brojlerow (59,3%) oraz kur niosek i jaj (34,8%). Z kolei,
izolaty S. Typhimurium pochodzity od brojlerow (37%) oraz swin (33,5%) (EFSA raport,
2021). Najnowsze badania przeprowadzone w Polsce przez Pasim i wsp., (2021) ktorzy
wyizolowali 94 szczepy Salmonella od drobiu wodnego, nalezace do 13 roznych
serowarow, dowodzg, ze niemal poloweg z nich (48,94%) stanowita S. Typhimurium.
Kolejnym dominujgcym serowarem byta S. Enteritidis (15,96%) oraz jednofazowy
wariant S. Typhimurium (8,51%). Pozostate serowary zidentyfikowano jako S. Indiana i
S. Kotthus (po 6,38%), S. Brandenburg, S. Bredeney, S. Infantis, S. Newport, S.
Schleissheim (po 2,13%) oraz S. Senftenberg, S. Anatum, S. Bispebjerg (po 1,06%). W
trzech (2,09%) gospodarstwach stwierdzono jednoczesne zakazenie dwoma roéznymi

serowarami Salmonella.

Krajowe programy monitorowania zakazen pateczkami Salmonella, wdrozone od
2007 roku obejmujg stada kur niosek reprodukcyjnych i towarowych, kurczat rzeznych
oraz indykow hodowlanych i rzeZznych, a takze $rodki zywienia zwierzat (
Rozporzadzenie Rady Ministrow z dnia 28 marca 2007 r. w sprawie wprowadzenia
,Krajowego programu zwalczania niektorych serotypéow Salmonelli w stadach
hodowlanych gatunku kura (Gallus gallus)” na lata 2007—2009). Programy te nie
obejmuja stad drobiu wodnego. Nie oznacza to jednak, ze gesi i kaczki nie sg badane
przed ubojem. Wynik ujemny w Kkierunku zakazenia paleczkami Samonella jest
niezbedny przed wprowadzeniem zwierzat do ubojni. Mozliwe jest takze leczenie stada
drobiu wodnego chemioterapeutykami w przypadku uzyskania wyniku dodatniego.
Nalezy jednak pamigta¢, ze drob wodny jest bezobjawowym nosicielem wielu gatunkow
pateczek Salmonella (Grigar i wsp., 2017, Pasim i wsp., 2021), u ktorego objawy
kliniczne mogg by¢ stabo wyrazone, a tym samym staje si¢ ukrytym zagrozeniem dla

zdrowia publicznego (Martelli i wsp., 2017).

Do zakazenia ptakow pateczkami Salmonella dochodzi zarowno drogg pozioma
jak i pionowa, przy czym po zakazeniu droga pionowa nastepuje kolonizacja jajnika i
jajowodu u nioski a tym samym znoszenia jaj z ktorych piskleta kluja si¢ z systemowa,
uogodlniong salmonelloza (Yu i wsp., 2008, Su i wsp., 2011). Wsrdd pisklat i mtodych
ptakéw dochodzi najczesciej do zej$¢ $miertelnych w skutek posocznicy. U dorostych
ptakow z kolei przebieg choroby jest zazwyczaj bezobjawowy. W przypadku drogi

poziomej do zakazen moze dochodzi¢ przez kontakt posredni z zanieczyszczong
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paleczkami Salmonella woda, pasza, $cidtka, kurzem oraz bezposredni m.in. poprzez
zjedzenie owaddéw bedacych nosicielami zarazka: karalucha czy macznika. Rowniez
myszy 1 szczury stanowig duze =zagrozenie epidemiologiczne zanieczyszczajac
odchodami pasze¢ i wode. Nie bez znaczenia pozostaje fakt, ze w przypadku chowu gesi
istnieje bezposredni dostgp ptakow do Srodowiska zewnetrznego poprzez korzystanie z
pastwisk i wybiegdéw. Badania srodowiskowe przeprowadzone przez Wang i wsp. (2020)
z prob katu, paszy, jaj a takze probek wody z ferm gesi, wskazywaly, ze najwyzszy

wskaznik izolacji pateczek Salmonella uzyskano w przypadku probek wody (40%).

Przebieg infekcji u drobiu wodnego moze by¢ subkliniczny, cho¢ zdarzajg si¢
takze przypadki przebiegu w pelni objawowego z wysoka $miertelnoscig (Wang i wsp.
2020). Pisklgta gesie padaja w przebiegu posocznicy oraz z objawami biegunki (YU i
wsp., 2008). U starszych gesi mozna zaobserwowaé zaburzenia w poruszaniu si¢ a takze
objawy porazenne i przewracanie si¢ na grzbiet. W obrazie sekcyjnym dominujg stany
zapalne (czesto wioknikowe) blon surowiczych, co ma zwigzek z zakazeniem

ogollnoustrojowym i powiktaniami bakteryjnymi (Yu i wsp., 2008).

Bioasekuracja fermy odgrywa istotng role w przerywaniu tancucha transmisji
wielu patogenow, aczkolwiek specyfika produkeji drobiu wodnego czgsto ogranicza jej
zalozenia, gldwnie ze wzgledu na ciagly kontakt ptakéw z Srodowiskiem zewnetrznym
podczas przebywania na wybiegach. Podstawowe strategie zwalczania zakazen
pateczkami Salmonella obejmuja: uzyskiwanie 1-dniowych pisklat wolnych od zakazen
pateczkami  Salmonella, przeprowadzanie szczepien, stosowanie preparatdOw
zasiedlajacych przewod pokarmowy ptakow zgodnie z zasadg tzw. kompetencyjnego
wykluczania (ang. competitive exclusion - CE) a takze eliminowania pateczek
Salmonella z pasz oraz $rodowiska fermy (Dar i wsp., 2017). Kluczowa rolg w
przerywaniu transmisji patogenu, odgrywa dezynfekcja budynkoéw inwentarskich,
zwlaszcza usuwanie zanieczyszczen resztkowych w poidtach czy karmidtach (Martelli i
wsp., 2017). Wiele lekow ogranicza $miertelnosé, ale nie jest w stanie catkowicie
wyeliminowac infekcji, jest to zwigzane z nosicielstwem u ptakéw po przechorowaniu
zakazenia. Dodatkowo problem narastajacej lekoopornosci i rozwijajacego si¢ udziatu
rolnictwa ekologicznego w rynku $wiatowym obliguje do poszukiwania metod
alternatywnych do antybiotykoterapii. Jedng z nich mogg okazaé si¢ szczepienia
ochronne (Shoaib i wsp., 2017). Obecnie na Polskim rynku dostgpna jest jedynie
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szczepionka dla kaczek AviPro Salmonella Duo (zywa szczepionka przeciwko

zakazeniom S. Enteritidis i S. Typhimurium), nadal brakuje produktu dla gesi.

Wszystkie panstwa cztonkowskie Unii Europejskiej sg objete koniecznoscig
realizacji postanowien zawartych w Dyrektywie Parlamentu Europejskiego i Rady nr
2003/99/WE z dnia 17 listopada 2003 roku w sprawie monitorowania chorob
odzwierzecych 1 odzwierzgcych czynnikéw chorobotwoérczych oraz Rozporzadzeniu nr
2160/2003 dotyczacym zwalczania salmonelli.  Przepisy te kontrolujg zakazenia
pateczkami Salmonella na kazdym etapie tancucha produkcyjnego drobiu grzebigcego,
lacznie z paszami zgodnie z zasadg ,,0d pola do stotu”. Mimo, ze regulacje te nie obejmuja
drobiu wodnego, jest on badany przed wprowadzeniem na ubojni¢ w kierunku zakazen
pateczkami Salmonella, w zwigzku z handlem zagranicznym i bezpieczenstwem
zywnosci konsumentdéw. Kontrola i zapobieganie wystapienia salmonellozy opiera si¢ o
przestrzeganie zasad HACCP (ang. Hazard Analysis Critical Control Point - HACCP),
ktore powinny zosta¢ wdrozone w kazdym gospodarstwie aby zapewni¢ konsumentowi
bezpieczny produkt o najwyzszej jako$ci. Zintegrowane podejscie do pojgcia zdrowia
publicznego, bezpieczenstwa zywnos$ci oraz zdrowia zwierzat wpisuje si¢ w ramy

strategii One Health, ktorej celem jest osiggnigcia optymalnego zdrowia ludzi i zwierzat.

Zasady postgpowania ze stadem podejrzanym, zakazonym lub chorym na
salmonelloze w przypadku drobiu grzebigcego, zostaly okreslone w krajowych
programach zwalczania salmonelloz. Badanie w kierunku wykrywania obecnos$ci
pateczek Salmonella oraz identyfikacje serologiczng wykonuje si¢ zgodnie z polska
normg PN-EN ISO 6579-1:2017- 04/A1:2020-09 Schemat White’a- Kauffmanna- Le
Minora 2007 bedaca metodg badawczg regulowang prawnie.

1.2.3 Zakazenia wloskowcem rézycy- Erysipelothrix rhusiopathiae

W ostatnich latach w krajowych stadach gesi, diagnozuje si¢ zakazenia
wloskowcem rozycy (Erysipelothrix rhusiopathiae)- Gram-dodatnig pateczka, szeroko
rozpowszechniong w Srodowisku. Drobnoustrdj ten moze infekowa¢ wiele gatunkow
ptakow i ssakow, a z uwagi na swoj potencjal zoonotyczny takze ludzi. Choroba moze
mie¢ charakter endemiczny i pojawia¢ si¢ cyklicznie w kolejnych wstawieniach na danej
fermie. Jej wystepowanie potwierdzono m.in. w stadach: indykow, brojlerow, kur niosek,
gesi, bazantow 1 przepidrek. Ekspozycja na chorobe w przypadku gesi jest Scisle

zwigzana z dostepem do wybiegdéw, gdzie zrodlem skazenia gleby sa odchody nosicieli
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wloskowca rozycy np. $win lub owiec (Bailie i wsp., 1970, Janowska i wsp., 1978).
Dodatkowo umozliwiony jest kontakt z wektorami zarazka: gryzoniami, dzikimi ptakami,
ssakami i owadami (Morgan i wsp., 1994, Mazaheri i wsp., 2006, Eriksson i wsp., 2009).
Nie bez znaczenia pozostanie kanibalizm i wydziobywanie pidr, ktore zdarzajg si¢ dos¢
czesto wsrod starszych gesi | sprzyjaja dostawaniu si¢ zarazka do organizmu przez

uszkodzong skorg 1 btony sluzowe.

Rozyca u drobiu przebiega w formie ostrej, a nawet piorunujacej, ktorg zwiastujg
pojedyncze padnigcia ptakow, po czym $miertelno$¢ gwaltownie rosnie. Przypadek
wybuchu rézycy w stadzie gesi opisata Bobrek 1 wsp. (2016). Gesi, ktore padaly byty w
dobrej kondycji, w tkance podskornej powstaty wybroczyny, migsnie piersiowe i udowe
miaty ciemny kolor. Obserwowano takze wybroczyny na sercu- mniejsze, pojedyncze na
powierzchni przedsionkow i wigksze obszary przekrwienia na powierzchni komor.
Trzustka pozostata blada z czerwonymi wybroczynami na powierzchni. Thuszcz w jamie
brzusznej byt czerwony, nerki lekko przekrwione, zyly w mozgu wypehione krwig ale
bez objawow przekrwienia na jego powierzchni. W badaniu histopatologicznym w
probkach migsnia sercowego zaobserwowano liczne, mate kolonie bakteryjne,
obwodowe miejscowe nacieki zapalne i degradacje kardiomiocytow. Wérod zakazonych
gesi dominowaly zmiany naczyniowe w narzadach miazszowych, wsrod ktorych
najbardziej dotknigte byly: watroba, $ledziona, serce i trzustka. Zmiany sugerowaty
uogdlniong posocznice, a badania histopatologiczne wykazaty skupiska bakterii otoczone

trombocytami w naczyniach wlosowatych oraz matych tetnicach 1 zytach.

Jak wynika z przegladu najnowszego piSmiennictwa dotyczacego rozycy ptakow
jest to choroba wystepujaca najczgsciej w matych gospodarstwach, zwlaszcza w
gospodarstwach  ekologicznych, dodatkowo zmiany klimatu, zanieczyszczenie
srodowiska czy spadek odpornosci gospodarza moga wptyna¢ na pojawienie si¢ choroby
u zwierzat (Oppriesnig 1 wsp., 2020). Niedawne przypadki rozycy wsrdd drobiu zostaty
opisane w stadach kur niosek (Wattrang i wsp., 2020), brojlerow (Wattrang i wsp., 2019)
a takze indykow (Silva i wsp., 2020). Ostatnie badania dotyczace wystepowania rézycy
wsrod gesi w Polsce zostaty przeprowadzone przez Dec i wsp. (2021). Autorzy wykazali,
ze wystepowanie rdzycy u drobiu wodnego jest skorelowane z wiekiem ptakéw i1 pora

roku, chorujg ptaki starsze, gtdwnie jesienig.
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Jedynym gatunkiem drobiu dla ktérego zarejestrowano szczepionki
inaktywowane przeciwko rézycy sa indyki (Bobrek i wsp., 2016). Wedtug Gawta (2008)
dwukrotne podanie gesiom szczepionki inaktywowanej Ruvax (zarejestrowanej dla
swin), podskornie w odstepie trzech tygodni, w dawce 0,5 ml na ptaka, dawato
zabezpieczenie przed zachorowaniem na fermach z endemicznie wystgpujaca rozyca.
Szczepionki autogenne (autoszczepionki) sg popularnym produktem w hodowli trzody
chlewnej oraz drobiu i wykorzystywane w momencie braku na lokalnym rynku
odpowiedniego produktu komercyjnego. Tego typu szczepionki majg ograniczone
zastosowanie, do takiego gospodarstwa z ktorego pochodzg izolaty, gdyz zawieraja
specyficzne szczepy bakterii. Majg takze swoje wady m.in. brak walidacji oraz

mozliwos¢ skazenia innym patogenem (Oppriesing i wsp., 2020).

Badanie anatomopatologiczne moze by¢ przydatne w diagnostyce rdzycy, jednak
z uwagi na podobny przebieg do pasterelozy czy grypy ptakow, powinno by¢ zawsze
rozszerzone o badanie bakteriologiczne, wirusologiczne i molekularne probek narzadoéw
(watroba, serce, stawy). Metody identyfikacji wloskowca rozycy opierajg si¢ o hodowle
drobnoustrojéw, potaczong z identyfikacja biochemiczng i/lub badaniem PCR
uzyskanego izolatu. Lekami z wyboru sg penicyliny i cefalosporyny (Veraldi i wsp.,
2009).

1.2.3 Zakazenia paleczkami Pasteurella multocida

Pasteurella multocida subsp. multocida to bakteria wywotujaca cholerg drobiu,
nalezaca do rodziny Pasteurellaceae. Do tej samej rodziny nalezy takze rodzaj
Gallibacterium- drobnoustrdj zasiedlajacy drogi oddechowe (jam¢ nosows, tchawice)
oraz uktad rozrodczy (jajnik, jajowod), a takze koncowy odcinek przewodu

pokarmowego u zdrowych ptakow (Bojesen i wsp., 2003).

Choler¢ drobiu notuje si¢ gltownie wsrod drobiu wodnego, utrzymywanego w
systemach polzamknietych, czesto z dostgpem do zbiornikéw wodnych. W Polsce w
wielu przypadkach choroba wystepuje endemicznie w stadach gesi i powtarza si¢ w
kazdym cyklu produkcyjnym. Epidemie cholery wsréd drobiu czgsto wigza si¢ z wysoka
$miertelnoscia, wystgpujaca w krotkim czasie. Ptaki padaja bez charakterystycznych
objawow klinicznych, czasem mozna zaobserwowa¢ wodnista biegunke koloru
zielonego, osowienie, zmierzwione upierzenie, ewentualnie sinice nieopierzonych czgsci

ciata. W przypadku postaci chronicznej moze dochodzi¢ do uogdlnionych stanow
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zapalnych uktadu oddechowego, stawow, jamy otrzewnowej lub jajowodu (Varga i wsp.,
2013). Bakterie dostaja si¢ do organizmu per 0S, poprzez blony §luzowe gornych drog

oddechowych, uszkodzong skore lub spojowki.

Dzikie ptactwo wodne moze by¢ dodatkowym zrodltem infekcji stad drobiu
(Samuel i wsp., 2003). Pateczka Pasteurella moze przezy¢ w srodowisku do 2 tygodni,
czas ten jest znacznie krotszy po oddzieleniu jej od materialu organicznego, staje si¢
wtedy bardzo wrazliwa na popularne srodki dezynfekcyjne, promieniowanie stoneczne,

suszenie i temperature >56°C (Blackall i Hofacre, 2020).

Przypadek wystapienia cholery drobiu u kaczek i1 kurczat brojlerow opisat w
ostatnim czasie Shalaby i wsp. (2021). Epidemie pasterelozy w danym stadzie czgsto
powtarzaja si¢ przy kolejnych wstawieniach w zwigzku z zasiedleniem obiektu przez
dany serotyp Pasteurella lub jego ponowne wprowadzenie do $rodowiska fermy (Varga
i wsp., 2013).

Obecnie od drobiu, w tym od drobiu wodnego, izoluje si¢ coraz czesciej bakterie
z rodzaju Gallibacterium, uprzednio okreslane jako Pasteurella haemolitica-like,
Actinobacillus salpingitis lub Pasteurella anatis. W przypadku Gallibacterium anatis,
zakazenie tym drobnoustrojem potwierdzono u kur, indykéw, kaczek, perliczek, gesi,
bazantow, gotebi, pawi i kuropatw (Narasinakuppe Krishnegowda i wsp., 2020). Na
patogennos¢ pateczek Gallibacterium maja wptyw rézne czynniki m.in.: rodzaj szczepu,
droga zakazenia czy stan fizjologiczny organizmu ptaka. Szczeg6lng patogennoscia
charakteryzuje si¢ biowar hemolityczny G. anatis, wywotujacy zapalenie jajnika,
zapalenie jajowodu, zapalenie otrzewnej, zapalenie torebki watrobowej, martwice
watroby, zapalenie osierdzia, zapalenie workdw powietrznych, zapalenie tchawicy,
zapalenie jelit czy posocznice u kurczat (Narasinakuppe Krishnegowda i wsp., 2020). Z
badania Bisgaard i wsp. (2009) wynika, ze moze wystgpowac tez nowo wyodrgbniony
takson- Gallibacterium salpingitidis sp. nov, wywolujacy zapalenie jajnika, jajowodu i
otrzewnej u gesi. W Polsce doniesienia na temat Gallibacterium u drobiu, w tym u gesi,
zostaly przedstawione w 2021 r. na konferencji drobiarskiej przez Karwanska 1 wsp.
(2021).

Szczepienia s3 jedng z metod zapobiegania wystgpienia pasterelozy w stadach
drobiu. Na swiecie dostepnych jest kilka komercyjnych szczepionek przeznaczonych dla

drobiu opartych na bakterynach i/lub ich toksynach, jednak nie sg one zarejestrowane dla
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gesi w Polsce. Obecnie trwaja prace nad szczepionkami nowej generacji
(podjednostkowe, rekombinowane czy DNA), ktoére moga zosta¢ w przyszitosci
wykorzystane do immunizacji indykow i kur (Mostaan i wsp., 2020). W Polsce rutynowo

nie szczepi si¢ stad gesi przeciwko pasterelozie.

1.2.4 Zakazenia grzybicze drobiu wodnego - aspergiloza

Zakres badan w pierwotnej wersji nie obejmowat zakazen grzybiczych wsrod
gesi, jednak z uwagi na ich czeste wystepowanie w stadach drobiu wodnego, uznatam, ze
nalezy przytoczy¢ chocéby liczbe przypadkow aspergilozy pluc potwierdzonych w grupie
badawczej.

Wsréd zakazen grzybiczych u drobiu wodnego najczg$ciej stwierdzana jest
aspergiloza pluc, ktérej czynnikiem etiologicznym sa grzyby plesniowe z rodzaju
Aspergillus, najczesciej Aspergillus fumigatus, na drugim miejscu plasuje si¢ Aspergillus
flavus (Mahmud i wsp., 2017). W zwiazku z jego ubikwitarnym charakterem
wystepowania, mozna go z latwo$cig wyizolowac ze srodowiska bytowania ptakow m.in.
z karmidet, $ciotki a takze wilgotnego i cieptego srodowiska fermy (Shirin Sultana i wsp.,
2014). Ponadto do zakazen moze dochodzi¢ takze podczas pozyskiwania jaj wylegowych,
l¢zenia jaj niezdezynfekowanych i w zanieczyszczonych Aspergillus spp. aparatach
wylegowych. Piskleta, ktore sg najbardziej podatne na infekcje grzybicze, zakazajg sie w
Klujniku. Wysoka temperatura i wilgotnos¢ powietrza, ktore sg czgsto spotykane na
fermach drobiu, sprzyjaja szybkiemu rozmnazaniu bezplciowemu grzybow oraz
wzrostowi ich strzepek. W rezultacie dochodzi do powstania hydrofobowej zawiesiny
konidi w powietrzu wdychanym przez ptaki (Arné i wsp., 2011). Konidia sg bez trudu
wdychane 1 osadzajg si¢ w dolnych drogach oddechowych powodujac choroby uktadu
oddechowego 1 immunosupresj¢. Po wniknigciu do pluc zarodniki mogg przenosic si¢
drogg krwi do mézgu i oka. Jensen i wsp., (1994) opisat takze mozliwos$¢ przenoszenia
si¢ ziarniniakow grzyba z workdéw powietrznych na blony surowicze pobliskich
narzadow.

Objawy kliniczne r6éznicujg si¢ w zaleznos$ci od rodzaju stada, wieku ptakow czy
poziomu narazenia. Powszechnie wiadomo, Zze najbardziej wrazliwe sa mtode ptaki, u
ktérych moze rozwinaé si¢ posta¢ ostra przebiegajaca z niewydolno$cia oddechowa,
dusznoscia, czesto skutkujaca wysoka zachorowalnoscig 1 $miertelnoscig a tym samym
stratami ekonomicznymi w stadzie (Sajid i wsp, 2006). Gasigta chorujgce na grzybice

charakteryzuja zaburzenia oddechowe, apatia, duszno$¢, problemy z poruszaniem sig¢.
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Nie osiagaja one fizjologicznych przyrostow masy ciata i odstaja od stada (Nururrozi i
wsp., 2020). Lagodniejsze przypadki obserwuje si¢ u osobnikow starszych, u ktorych
wystepuje glownie posta¢ przewlekla, ze stabo wyrazonymi, czesto nietypowymi
objawami (duszno$¢, letarg, odwodnienie i objawy neurologiczne, takie jak ataksja,
drgawki, niedowlad i kulawizna) (Beernaert i wsp., 2010). Przewlekta forma choroby
wystepuje rzadziej, zazwyczaj u ptakodw reprodukcyjnych i1 przebiega z mniejsza

$miertelnoscig (Femenia i wsp., 2007).

W badaniu sekcyjnym u gasiat widoczne sg zo6tto-biate ziarniniaki na powierzchni
ptuc, ktérych wielko$¢ waha si¢ od prosowkowatych do guzéw o $rednicy 1 cm,
powodujac obliteracje duzej czesci ptatow phucnych. Sciana workéw powietrznych jest
widocznie zgrubiona, pokryta gesto biatym nalotem grzybiczym. Drobne ziarniniaki
moga lokalizowa¢ si¢ takze wewnatrz tchawicy, przetyku, zotadka, jelita oraz na
powierzchni bton surowiczych watroby, §ledziony, nerek, jelita cienkiego doprowadzajac

do catkowitego zniszczenia jego $ciany.

Rokowania w przypadku wystapienia aspergilozy u drobiu sg zte, glownie ze
wzgledu na ograniczone mozliwo$ci terapeutyczne. Badania przeprowadzone przez
Zi6tkowska 1 wsp. (2014) dotyczace grzybicy u gesi wykazaly, ze wyizolowane szczepy
A. fumigatus prezentowaty wysoki stopien opornosci na powszechnie stosowane §rodki
przeciwgrzybicze. Autorzy wykazali, ze 100% szczepdéw, niezaleznie od zrodta izolacji
(gardto, pluca lub woda) bylo opornych na mikonazol, a nast¢pnie malejaco na:
amfoterycyng B (90,6%), klotrimazol (84,7%), ketokonazol (84,7%) i tiokonazol
(70,6%). Natomiast ostatnie wyniki badan opublikowane przez Nawrot i wsp. (2019),
wskazujg ze prawie wszystkie (98%) badane szczepy Aspergillus wyizolowane od
brojlerow, gesi, indykéw 1 kaczek (59/60) byly wrazliwe na itrakonazol. Wedlug opinii
Nawrot i wsp. (2019), w =zwigzku z szerokim zastosowaniem $rodkow
przeciwgrzybiczych w przemys$le rolniczym opartych na pochodnych imidazolu-
enilkonazol/imazalil (Janssen Pharmaceutica), temat rozwoju opornosci grzybow na

triazole powinien by¢ cyklicznie monitorowany.
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1.3 Zakazenia wirusowe w stadach gesi

Najczescie] notowang chorobg wirusowa wsrod gesi tuczowych w kraju jest
choroba Derzsy’ego wywolywana przez parwowirus gesi (GPV). Rownie czgsto
notowane sa ostatnio zakazenia polyomawirusem (GHPV) oraz cirkowirusem (GoCV)
gesi. W swoich badaniach Kozdrun i wsp. (2019) potwierdzili GPV w 33,3% badanych
stad, GHPV w 40,9% badanych stad, a GoCV w 72,7% stad, na przestrzeni lat 2010-
2018. W przypadku zakazen GoCV stwierdzono w takich stadach dodatkowo znaczny
odsetek (ponad 80%) wtornych zakazen bakteryjnych.

1.3.1 Zakazenia parwowirusem gesi (GPV- Goose Parvovirus Infection)

W intensywnej hodowli drobiu wodnego najczesciej stwierdzang choroba
wirusowa jest choroba Derzsy'ego. Stanowi ona powazny problem epizootyczny oraz
ekonomiczny w wielkostadnej produkcji drobiu wodnego i podlega obowigzkowi
urzgdowej rejestracji  (Dz. U. 2004 nr 69, poz.625;1). Wyrdznia si¢ 2 warianty
parwowirusa drobiu wodnego: GPV wywotujacy chorobg Derzsy’ego u gesi oraz MDPV
(ang. Moscovy Duck Parvovirus - MDPV) wywotujacy parowirozg kaczek pizmowych.
GPV powoduje zakazenia nie tylko gesi ale takze kaczek pizmowych, fabedzi czy gesi
tabedzionosej (Anser cygnoies), natomiast MDPV powoduje zachorowania wytgcznie u
kaczek pizmowych. Wszystkie wymienione wyzej parwowirusy naleza do tego samego
gatunku Anseriform dependoparvovirus 1 z rodzaju Dependoparovirus, podrodziny
Parvovirinae i rodziny Parvoviridae (wg. International
Committee on Taxonomy of Viruses - ICTV). Wirusy nalezace do tego gatunku
posiadaja liniowe, jednoniciowe DNA oraz genom o dtugos$¢ 5-kb, w ktorym wystepuja
2 gléwne ramki odczytu (ang. open reading frames - ORFs): ORF rep kodujacy proteiny
Rep (biatka regulatorowe) oraz strukturalng ORF kodujaca biatka kapsydu: Vpl, Vp2
oraz Vp3, ktore maja kontakt z przeciwciatami i komorkami kompetentnymi. Biatko Vp3
jest najsilniej ekspresjonowane oraz najbardziej zmienne spo$rod wszystkich trzech
biatek a takze odpowiedzialne za indukcje powstawania przeciwcial neutralizujacych i
rozwoj odpornosci u drobiu wodnego (Palya wsp., 2020). Brak otoczki sprawia, ze wirus

jest bardzo oporny na czynniki fizyczne jak i chemiczne.

Choroba Derzsy’ego ma niemate znaczenie dla produkcji gesi. Od pierwszego
przypadku jej zdiagnozowania we wczesnych latach 60-tych, do dzisiejszego dnia

powoduje dotkliwe straty w przemys$le drobiarskim na catym $wiecie. Niedawne
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wybuchy parwowirozy w stadach gesi w Turcji opisali Isidan i wsp. (2021) a takze w
Chinach Li i wsp., (2019). Notowane sa takze przypadki koinfekcji m.in. z astrowirusami
(Liu i wsp., 2020). W Polsce ostatnie przypadki choroby Derzsy’ego opisali

Wozniakowski i wsp. w 2012 1.

W ostatnim czasie pojawily si¢ doniesienia m.in. z Chin o licznych
zachorowaniach kaczek Pekin powodowanych przez nowy wariant genetyczny GPV
(ang. Novel Goose Parvovirus - nGPV) wywotujacy syndrom kartowatos$ci i skroconego
dzioba (‘ang. Short Beak and Dwarfism Syndrome - SBDS lub inaczej Beak Atrophy and
Dwarfism Syndrome - BADS). Zdiagnozowany izolat oznaczono jako SDLCO1, a
wstepna analiza genomu wykazata, ze zawiera on 90,8-94,6% nukleotydow tozsamych z
GPV i 78,6-81,6% nukleotydow identycznych jak MDPV (Chen i wsp., 2015). W Polsce
pierwsze przypadki SBDS na tle nGPV pojawiaty si¢ w 2019 roku, kiedy to na fermach
zaczeto obserwowac kaczki z objawami skroconego dzioba, dysplazji jezyka, ubytkami
W pierzeniu i zmniejszonymi przyrostami masy ciata. Przeprowadzone w kraju badania
diagnostyczne wraz z sekwencjonowaniem materialu genetycznego wirusa wykazaty
98.57-99.28% podobienstwo ze szczepami izolowanymi wczesniej w Chinach podczas
wybuchow SBDS (Matczuk i wsp., 2020).

Analizujac polskie szczepy parwowirusOw gesi, Wozniakowski 1 wsp. (2009)
potwierdzili ze sekwencja nukleotydow regionow kodujacych biatka kapsydu wirusa
szczepow terenowych jest podobna do szczepow szczepionkowych stosowanych w

profilaktyce choroby Derzsy'ego.

Wirus rozprzestrzenia si¢ zarowno drogg pionowg poprzez zakazone jaja jak i
poziomg: bezposrednio poprzez zakazony kal, a takze posrednio przez zanieczyszczony
sprzet, wodg, pasze, a nawet za posrednictwem ludzi i samochodow przemieszczajacych
si¢ pomigdzy fermami. Przebieg choroby rozni si¢ w zaleznosci od statusu
immunologicznego pisklat oraz wieku ptakéw. W przypadku kilkudniowych pisklat, w
pelni wrazliwych na zakazenie dochodzi do wysokich upadkéw, czgsto bez
charakterystycznych objawow klinicznych, a $miertelno$¢ w stadzie moze sigga¢ nawet
100%. Analiza objawdéw klinicznych wystepujacych podczas zakaZenia terenowego,
przeprowadzona przez Wozniakowskiego 1 wsp. (2012) wykazata, ze manifestowaty si¢
one zaburzeniem w pierzeniu oraz apatig, gldwnie u ptakow powyzej 3 tygodnia zycia.

Podobnie objawy sekcyjne: wodobrzusze, zapalenie osierdzia, powigkszenie watroby i
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nerek bylo widoczne u ptakéw powyzej 3 tygodnia zycia. Udowodniono takze, ze
najwigksza ilo$¢ kopii wirusa wystgpowata w watrobie i w sercu, co korelowato z
obserwowanymi objawami klinicznymi i anatomopatologicznymi u 3-5 tygodniowych

ptakow.

Nie bez znaczenia pozostaje kwestia wprowadzenia szczepien, ktdére w znacznej
mierze przyczynily si¢ do ograniczenia wystepowania ostrej postaci choroby Derzsy’ego.
Obecnie czesciej obserwowana jest postaé przewlekla choroby przebiegajaca z utrata
apetytu, biegunka i znacznym zroéznicowaniem stada. Smiertelno$é moze siega¢ 19-30%.
Z kolei w przypadku postaci ostrej, dotyczacej gtownie pisklat, Smiertelnos¢ moze
wynosi¢ 60-80% stada. Charakterystycznym objawem jest rOwniez zaburzenie w
opierzaniu si¢ gesi oraz ,,postawa- pingwina” pojawiajaca si¢ w efekcie wystepowania
wodobrzusza. Do tego procesu dotaczaja si¢ powiktania bakteryjne, co w obrazie
sekcyjnym obserwowane jest jako wtoknikowe zapalenie bton surowiczych. Najczesciej
pojawiajace si¢ zmiany w watrobie obejmowaty blado$¢ lub przekrwienie, powigkszenie
narzadu, wioknikowe zapalenie torebki watrobowej oraz pojedyncze ogniska martwicze

(Kozdrun i wsp., 2012, Kozdrun, 2019).

Dostepnych jest wiele metod identyfikacji parwowiruséw gesich, poczynajac od
detekcji w mikroskopie elektronowym, poprzez izolacj¢ i identyfikacje na zarodkach
gesich lub hodowlach komorkowych, a konczac na metodach serologicznych 1 biologii
molekularnej. Test hamowania hemaglutynacji (HI- hemagglutination inhibition) oraz
dyfuzji w zelu agarozowym (ang. Agar Gel Immunodiffuson Assay - AGID) sa obecnie
rzadziej stosowane ze wzgledu na duza pracochtonno$¢. Alternatywa dla nich sg testy
immunoenzymatyczne (ELISA) w ktorych wykorzystuje si¢ cate, oczyszczone czasteczki
wirusa lub rekombinowane biatka kapsydu jako antygenu optaszczajacego. Tarasiuk i
wsp. (2019) w PIW-PIB w Putawach opracowali test ELISA, do wykrywania przeciwciat
anty-GPV z uzyciem biatka VP3ep4—6 jako antygenu optaszczajacego, czynigc ten test

latwiejszym, wysoce czutym i specyficznym.

Metody molekularne, Real-Time PCR jest porownywalny z klasycznym PCR pod
wzgledem czulosci, pozwala takze na ilo§ciowa ocene materialu genetycznego w badanej
probce. Alternatywa dla tych testéw moze by¢ metoda LAMP (loop-mediated isothermal
amplification), bedgca modyfikacja PCR jednak nie wymaga ona naprzemiennego

grzania i chlodzenia mieszaniny reakcyjnej dzigki czemu procedura staje si¢ szybsza.
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Real-Time PCR dzigki ilosciowej ocenie liczby kopii wirusa GPV oraz MDPV moze by¢
wykorzystywany do monitoringu miana wirusa oraz jego korelacji z rozwojem choroby.
Wozniakowski i wsp. (2012) potwierdzili w swoich badaniach, ze liczba kopii wirusa
scisle koreluje z przebiegiem klinicznym choroby. U mtodych gesi i kaczek pizmowych
(do 2 tygodnia zycia), nie wykazujacych zadnych objawéw klinicznych choroby, liczba
kopii wirusa byta znaczgco nizsza niz u ptakéw w wieku 3-5 tygodni zycia z objawami
wodobrzusza, zaburzeniami pierzenia, zapaleniem osierdzia, watroby i jelit. Dowodzi to
wystepowania silniejszej infekcji u ptakow starszych. Yang i wsp. (2009) stwierdzili, ze
mozna zastosowaé¢ Real-Time PCR do wykrywania i ilo$ciowego oznaczania GPV u
pisklat gesich juz w 2 dobie po zakazeniu (zakazenia transowarialne). Materiat
genetyczny wirusa GPV jest wykrywalny we krwi, sercu, watrobie, $ledzionie, nerkach,
torbie Fabrycjusza, grasicy, gruczole Hardera juz po 4 godzinach po inokulacji (Yang i
wsp., 2009)

Przeciwciata matczyne utrzymujg si¢ we krwi pisklat srednio do 35 doby, za$ po
immunizacji wykrywane sa do 20 tygodnia zycia. Z badan Ting i wsp. (2021) wynika,
ze jesli ptak przechoruje chorobe Derzsy’ego staje si¢ nosicielem wirusa do konca zycia,
a przeciwciala anty-GPV wykrywane s3 do 80 tygodni po infekcji. Eksperymentalne
zakazenie parwowirusem wywoluje wczesng i silng odpowiedZ immunologiczng, miano
przeciwcial wzrasta tydzien po zakazeniu i dlugo utrzymuje si¢ na wysokim poziomie.
Ponadto wykazano, ze miana przeciwcial pozostawaty na wyzszym poziomie jesli do
zakazenia dochodzilo u ptakéw powyzej 3 tygodnia zycia, co dowodzi silniejszej

odpowiedzi immunologicznej u ptakéw starszych (Glavits i wsp., 2005).

Przelom w ograniczeniu wystepowania choroby Derzsy’ego W Kraju nastapit po
wprowadzeniu szczepien stad reprodukcyjnych oraz towarowych gesi. Na polskim rynku
dostepna jest jedna szczepionka przeznaczona dla gesi 1 kaczek pizmowych, ktora
zawiera w swoim skladzie inaktywowany parwowirus kaczek (szczep FM) oraz
inaktywowany szczep parwowirusa gesiego (szczep LB). Obserwacje Kozdrunia i wsp.
(2012) potwierdzaja teze, ze wprowadzenie szczepionki biwalentnej przyczynito si¢ do
znacznego ograniczenia zachorowalnos$ci ptakow na t¢ chorobg. Na dowdd tego
$miertelnos¢ gesi w kraju z powodu choroby Derzsy’ego w roku 2008 wynosita 17,4% a
w roku 2010 juz tylko 5,4%. W Polsce wszystkie stada gesi, zarowno towarowe jak i
reprodukcyjne sg szczepione przeciwko chorobie Derzsy’ego. Mimo to na przestrzeni

ostatnich lat pojawiaty si¢ przypadki parwowirozy u gesi co miato zwigzek z okresowymi
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niedoborami szczepionki na rynku i zastgpieniem jej Szczepionka zywa zarejestrowana
dla kaczki pizmowej, po podaniu ktorej odpowiedz uktadu immunologicznego byta
silniejsza ale utrzymywata si¢ krocej. (cyt.: Kozdrun, wyniki badan niepublikowanych

oraz obserwacje wlasne)

1.3.2 Zakazenia polyomawirusem gesi (GHPV - Goose Hemorrhagic Polyomavirus
Infection)

Krwotoczne zapalenie nerek i jelit u gesi (ang. Hemorrhagic Nephritis and
Enteritis of Geese - HNEG) to zakazenie wywotywane przez wirus nalezacy do rodziny
Polyomaviridae, nazywane poczatkowo jako "choroba mtodych gesi" lub "p6zna choroba
Derzsy’ego". Polyomawirus gesi (GHPV) posiada dwuniciowe DNA i nalezy do rodziny
Polyomaviridae, rodzaju Gammapolyomavirus. Genom GHPV zbudowany jest z 5252-
5256 par zasad zawierajacych geny kodujace biatka strukturalne VP1-VP3, mate i duze
antygeny nowotworow (LTA i STA) oraz ORF-X o nieznanej funkcji (Kaszab i wsp.,
2020a). Ze wzgledu na duzg ilo$¢ konserwatywnych sekwencji genomowych wolno
ewoluuje i ma ograniczong liczbe zywicieli (Torres, 2020). Co ciekawe, GHPV ma tylko
59% podobienstwa sekwencji aminokwasowych z polyomawirusem wywotujacym
chorobe papug zwang francuskim pierzeniem papuzek falistych (ang. Budgerigar
Fledgling Disease - BFD), co sugeruje, ze wirusy te znacznie rdznig si¢ od siebie.
Przypuszcza si¢ nawet, ze mogg stanowi¢ odrgbny gatunek (Guerin i wsp., 2000). Na
poziomie komoérkowym wirus replikuje w limfocytach B czego skutkiem jest ich liza w
rdzeniu Bursy Fabrycjusza. Podobne zjawisko (replikacja w limfocytach B) ma miejsce
podczas infekcji BFD u papug.

Choroba u ggsi zostala po raz pierwszy zdiagnozowana w 1969 r. na Wegrzech,
nastepnie w innych krajach Europy, takich jak Niemcy, Francja, Polska i Belgia
(Schettler, 1980, Guerin i wsp., 2000, Gawet i wsp., 2014; Garmyn i wsp., 2017) a w
ostatnim czasie potwierdzono jej wystepowanie na Tajwanie (Tu i wsp., 2021).
Udowodniono takze wystepowanie GHPV w stadach kaczek, ktore staja sig
bezobjawowymi nosicielami wirusa (Pingret i wsp., 2008, Corrand i wsp., 2011, badania
wlasne, dane nieopublikowane).

Polyomawirusy odpowiadaja za zakazenia subkliniczne o tagodnym przebiegu u
wielu ssakéw, w tym u ludzi, zwlaszcza u pacjentéw z obnizong odpornoscig. Jedynie
zakazenia wirusem BFD wystepujace m.in. U papug, zieb, sokoldéw majg nadostry

przebieg, zmienny w zaleznoS$ci od gatunku (Guerin i wsp., 2000). Patogeneza zakazenia
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zwigzana jest z tropizmem wirusa do komorek $rodbtonka naczyn krwiono$nych,
zwlaszcza przewodu pokarmowego i1 uktadu moczo-ptciowego. Konsekwencja tego jest
martwica beztlenowa kanalikow nerkowych zlokalizowanych wokoét duzych zyt a
nastepnie zaburzenia w krazeniu powodujace obrzeki, przekrwienie i martwic¢ migzszu
nerek. W przypadku zakazenia pisklat ggsich obserwuje si¢ wodobrzusze 1 obrzgki
zwigzane ze zmianami naczyniowymi. Jesli dojdzie do zakazenia starszych ptakow
przebieg kliniczny jest wolniejszy, zwigzany z odkladaniem si¢ moczandéw na skutek
uszkodzenia nerek (Lacroux i wsp., 2004). Krwotoczne zapalenie jelit i nerek wystepuje
najczesciej u ptakow miedzy 3 a 6 tygodniem zycia, cho¢ zdarzaja si¢ przypadki
zachorowan gasiat jak i ptakow dorostych. Wirus przenosi si¢ przede wszystkim droga
poziomg cho¢ zdarza si¢ transmisja pionowa poprzez wprowadzenie do ,,czystej fermy”
pisklat ze stad trwale zakazonych polyomawirusem (Palya i wsp., 2004). Wedtug
Kozdrunia (2019) i Piekarskiej i wsp. (2021), zakazenia polyomawirusem stad gesi w
Polsce na przestrzeni ostatnich lat ksztattuja si¢ na wysokim poziomie (od 37,6% do
40,9%).

Diagnostyka zakazen GHPV polega na izolacji wirusa i/lub wykryciu jego
materiatu genetycznego z uzyciem metody PCR i jej modyfikacji (Real-Time PCR).
Badania Leon i wsp. (2013) wskazuja, ze 80% prob ujemnych w klasycznym teécie PCR
byto dodatnich po badaniu Real-Time PCR, co $§wiadczy o znacznie wigkszej czutosci
tego testu. Mimo, ze proby do badan prowadzonych przez Leon i wsp. (2013) byly
pobierane ze stad nie wykazujacych objawow zakazenia, wigkszo$¢ z nich byta dodatnia,

co sugeruje ze GHPV przenosi si¢ miedzy zdrowymi ptakami.

Brak jest komercyjnej szczepionki przeciwko GHPV lecz wcze$niejsze badania
eksperymentalne Maté i wsp. (2009) oraz Gelfi i wsp. (2010) sugeruja, ze podanie
dwukrotne szczepionki podjednostkowej zapewnia 100% odporno$¢ szczepionych
ptakow. W zwigzku z niewielkg zmienno$cig genomu wirusa mozna przepuszczac ze
immunoprofilaktyka bylaby wysoce skuteczna w zwalczaniu krwotocznego zapalenia

jelit i nerek u gesi.

1.3.3 Zakazenia cirkowirusem gesi (GoCV - Goose Circovirus Infections)
Cirkowirus gesi nalezy do rodziny Circoviridae, do rodzaju Circovirus. Posiada

jednoniciowe i koliste DNA (SSDNA) bedac tym samym jednym z najmniejszych

znanych drobnoustrojow (Rosario i wsp., 2017). Obecnie rodzina Cirkoviridae obejmuje

2 rodzaje: Circowirus i Cyclovirus. Do rodzaju Cirkowirus zalicza si¢: cirkowirus $win
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typ I, typ 111 typ 11l (PCV1, PCV2 i PCV3), wirus choroby dzioba i pidr papug (ang.
Psittacine Beak and Feather Disease Virus - PBFDV), cirkowirus golebi (PiCV),
cirkowirus ptakow z rodzaju got¢biowych (CoCV), cirkowirus tabe¢dzia niemego
(SwCV), cirkowirus kaczek (DuCV) oraz cirkowirus gesi (GoCV). Choroba u ggsi
zostata zdiagnozowana po raz pierwszy w Niemczech w 1999 r. przez Soike 1 wsp.
(1999), nastepnie pojawiaty si¢ doniesienia z Europy 1 Azji potwierdzajace wystapienie
GoCV (Yang i wsp., 2020). Po przeprowadzonych badaniach histologicznych i
strukturalnych wtretow komoérkowych stwierdzono, ze opisane zmiany wykazuja duze
podobienstwo do tych, ktore wystepuja w przypadku choroby dzioba i pidr u papug
(BFDF) (Ritchie i wsp., 1989) oraz u gotebi zakazonych cirkowirusem (PiCV) (Stenzel i
wsp., 2020)

Gesi  zakazone GoCV wykazuja niespecyficzne objawy zwigzane z
zahamowaniem tempa wzrostu, biegunka oraz zaburzeniami pierzenia. W badaniach
sekcyjnych mozna zaobserwowac powickszenie §ledziony, grasicy i watroby oraz
wybroczyny na nasierdziu, wsierdziu, ptucach i grasicy. Najbardziej charakterystycznymi
zmianami histopatologicznymi jest zanik limfocytéw T w tkance limfoidalnej $ledziony,
grasicy oraz bursy Fabrycjusza. Nalezy podkresli¢, ze sg to wirusy immunosupresyjne,
obnizajace ogoélng odporno$¢ organizmu ptaka. Na podstawie eksperymentalnych
zakazen stwierdzono, ze czynniki takie jak dawka wirusa, szczep wirusa, droga
inokulacji, obecno$¢ lub brak koinfekcji czy rasa gesi moga znaczaco wptywaé na
przebieg choroby (Guo i wsp., 2011).

Badania przeprowadzone przez Ball i wsp. (2004) sugeruja, ze przeciwciata
matczyne-MDA (ang. Maternally Derived Antibody - MDA) chronig ptaki przez okres
3-4 tygodni po wykluciu, jednakze ich poziom moze by¢ na tyle zmienny u
poszczegbdlnych osobnikow, Zze nie zapewnia protekcji dla catego stada. Dodatkowo,
ustalono Ze narastanie przeciwciat anty-GoCV koreluje z wiekiem ptakow, im starsze
osobniki tym wyzszy poziom przeciwcial. Po przebadaniu 5 tygodniowych ptakow
okazato si¢, ze wiekszos$¢ z nich (90,5%) byla dodatnia w tescie PCR w kierunku
zakazenia GoCV co dowodzi, ze ptaki zakazaja si¢ w momencie obnizenia MDA.

Nalezy podkresli¢, ze cirkowirus gesi moze wystepowac¢ W infekcjach mieszanych
w danym stadzie, na dowdd czego, badania przeprowadzone przez Czekaj i wsp., (2021)
w latach 2012-2020 wykazaly, ze mieszane zakazenia wirusem GPV i GoCV czy tez
GoCV oraz GHPV stwierdzane sa w okolo 20% badanych stad. Taka sytuacja
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epidemiczna, wskazuje na potrzebe stalego monitorowania zakazen GoCV, zwlaszcza w

swietle rosnacej populacji gesi w Polsce.
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2. Cel pracy

Celem badan byto okreslenie statusu zdrowotnego gesi przeznaczonych do tuczu
w chowie intensywnym, w dwuletnim cyklu obserwacji. Grupg badawcza stanowity ptaki
pochodzace z réznych zaktadow wylegowych (ZWD). W badaniach uwzglgdniono tez
wpltyw obecnos$ci przeciwcial matczynych przeciwko parwowirusowi gesi (GPV) na

zdrowotno$¢ ptakow oraz termin dostarczania pisklat na ferme (tzw. ,,Sezon”)

Dodatkowo, przeprowadzona zostata analiza filogenetyczna uzyskanych w toku projektu
szczepOw bakteryjnych oraz materiatu genetycznego wirusow pochodzacego od gesi w
celu okreslenia stopnia ich zréznicowania genetycznego oraz okreSlenia statusu

epidemiologicznego stad.

Cel ten realizowatam poprzez:

- badania bakteriologiczne, izolacj¢ drobnoustrojow i tworzenie kolekcji szczepow

- okre$lenie wrazliwos$ci szczepow E. coli na wybrane antybiotyki i chemioterapeutyki

- Charakterystyke molekularng izolatow bakteryjnych (E. coli) dotyczaca oceny
prewalencji wybranych genow opornosci na antybiotyki i chemioterapeutyki oraz oceny

prewalencji genow zjadliwosci
- okreslenie zdolnos$ci tworzenia biofilmu przez szczepy E. coli

- typizacj¢ wyizolowanych bakterii z rodzaju Salmonella, Gallibacterium oraz

Erysipelothrix a takze okreslenie wrazliwosci na antybiotyki i chemioterapeutyki
badania mikologiczne
- okreslenie poziomu specyficznych przeciwcial przeciwko parwowirusowi gesi (GPV)

- badania w kierunku zakazen wirusowych (GPV, GoCV, GHPV) z wykorzystaniem
metod biologii molekularnej oraz analiza filogenetyczna uzyskanego materiatu

genetycznego parwowirusow i cirkowirusow gesi.
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3. Material i metody

Badania prowadzone byly w dwuletnim cyklu obserwacyjnym tj. 2019 i 2020
roku. Gasieta wstawiane na fermy pochodzity z 3 réznych zaktadow wylegu (X, Y, Z).
Program monitorowania stad prowadzony byt przez caly okres odchowu oraz tuczu i
obejmowat 27 stad gesi w obsadzie od 3000 do 13000 sztuk. Fermy zlokalizowane byty
w potudniowo-zachodniej i centralnej czeSci Polski (wojewddztwo dolnos$lgskie,
wielkopolskie i todzkie). Ponadto, ze wzgledu na immunoprofilaktyke choroby
Derzsy’ego w stadach rodzicielskich gesi i wydluzony sezon nie$no$ci w analizie
zdrowotnosci stad uwzgledniono 2 okresy wstawien gasiat na fermg: pierwszy (I) sezon
wylegowy obejmujacy wylegi w okresie luty-marzec-kwiecien oraz drugi (Il) sezon

wylegowy obejmujacy wylegi w okresie: maj-czerwiec-lipiec (Tabela 1).

Material do badan stanowity:

» piskleta 1-3 dniowe, padle w transporcie lub na fermie;

* wycinki narzadéw wewnetrznych pobierane w trakcie sekcji diagnostycznych
ptakow padtych na fermie lub przeznaczonych do badan przez lekarza weterynarii
opiekujacego si¢ ferma gesi;

+  krew;

» kali/lub wymazy kalowe
Zatozenia do realizacji pracy doktorskiej obejmowaty badania tych samych ferm

w dwuletnim cyklu produkcyjnym, jednak ze wzgledu na nawracajace przypadki wysoce
zjadliwej grypy ptakéw (HPAI) w regionie skad pochodzita grupa badawcza, zatozenia
te ulegly niewielkiej modyfikacji. W trakcie wystapienia HPAI (H5N8) w Polsce w latach
2016/2017 wyznaczono 65 ognisk grypy ptakow z czego 38 u drobiu fermowego.
Spowodowalo to nie tylko usmiercanie czesci stad reprodukcyjnych w regionie ale tez
blokad¢ wstawien ptakow na fermy, w momencie znalezienia si¢ jej w obszarze
zapowietrzonym lub zagrozonym. Konsekwencja tych dziatan byla tez ograniczona
liczba pisklat gesich w kolejnych latach, z uwagi na brak stad reprodukcyjnych gesi. W
zwigzku z tym powtarzalno$¢ wstawien pisklat z mojej grupy badawcze] na
poszczeg6lnych fermach ulegta zmianom. Czgs¢ hodowcow otrzymato tylko jedno stado
zamiast dwoch lub w kolejnym roku wstawiali tylko kaczki. Dlatego tez do projektu
zaangazowano wicksza liczbe ferm niz pierwotnie zaktadano. W konsekwencji tego,
Hodowca D otrzymat tylko jedno wstawienie w roku 2019 (w 1 sezonie). Z kolei,

hodowcy F i G otrzymali ggsieta tylko w 2019 roku (w I i II sezonie), dlatego w 2020

32



roku dotaczono do badan 2 fermy — hodowcoéw H oraz I, ktorzy otrzymali gasigta w obu

sezonach, aby utrzymaé reprezentatywna liczb¢ badanych stad. Ponadto, warunki

utrzymania gesi hodowcow H oraz I byly bardzo zblizone do tych jakie byly na fermie F

i G. Schemat ten obrazuje tabela 1.

Tabela 1. Charakterystyka grupy badawczej gesi

Rok 2019 2020 Sezon wylegowy
L.p. |Hodowca | ZWD | Wielkos¢ stada | Hodowca | ZWD | Wielkosé stada pisklat
1 A X 6700 A X 7500
2 B X 13000 B Y 13000
3 C X 4500 C X 3000 Sezon |
4 D Y 6900 D Y 7500 (luty, marzec,
5 E X 1777 E X 7000 kwiecien)
6 F X 8000 H Y 3700
7 G Z 4500 | Y 7200
8 A X 7500 A X 8000
9 B X 11300 B Y 8000
10 C X 4500 C X 3500 Sezon 1l
11 - - - D Y 7000 (maj, czerwiec,
12 E X 7500 E X 4500 lipiec)
13 F X 7500 H Y 4000
14 G Z 4500 | Y 7000

Pobieranie probek do badan odbywalo si¢ zgodnie z ponizszym schematem:

1-3 dzien zZycia gasiagt (wizyta na fermie). Oceniano stan zdrowotny pisklat,

pobierano standardowo probki do badan bakteriologicznych, w tym w kierunku

Salmonella, oraz do badan mikologicznych; z wyizolowanych bakterii utworzono

bank szczepow.

12-16 dzien zycia ptakow (wizyta na fermie). Ocena stanu zdrowotnego stada,

pobranie probek krwi (15 sztuk/stado) do badania serologicznego celem

okreslenie poziom przeciwcial matczynych anty- GPV (przeciwko wirusowi

choroby Derzsy’ego). W tym okresie wykonywano szczepienie przeciwko

chorobie Derzsy’ego. Pobieranie wycinkéw narzadéw wewnetrznych od padtych

sztuk i/lub wymazéw katowych przyzyciowo do badan w kierunku zakazen

bakteryjnych oraz wirusowych.
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e 21-98 dzien zycia ptakow (wizyta na fermie). Pobieranie wycinkéw narzadow
wewnetrznych od padtych sztuk i/lub wymazow katowych przyzyciowo do badan
w kierunku zakazen bakteryjnych oraz wirusowych.

e 0d 98 dnia zycia ptakow do konca tuczu (wizyta na fermie). Pobieranie wycinkow
narzagdow od padtych sztuk i/lub wymazdéw katowych przyzyciowo do badan w
kierunku zakazen bakteryjnych i wirusowych. Ponadto z kazdego stada, na 3
tygodnie przed odstawg ptakéw do ubojni pobierano prébki srodowiskowe (kat)

do badan w kierunku Salmonella.

Schemat pobierania probek do badan zostal przedstawiony na rycinie 3.

; ; ; i Badania bakteriologiczne
Badanlr?qitl)(%liger;g;?]glczne : Badania bakteriologiczne, Badania bakteriologiczne 9
g mikologiczne, serologiczne . Badania molekularne (PCR) z
. Badania molekulame narzadéw i/lub wymazow
Badania molekularne (PCR)  (PCR) z narzadow i/lub katowych

z narzadow i/lub wymazow  wymazoéw kalowych.

katowych ) Badanie mikrobiologiczne w
Tworzenie banku szczepoW  |iarunku Salmonella

Tworzenie banku szczepow

Tworzenie banku szczepow
Tworzenie banku szczepow

1-3 dzien 12-16 dzien 21-98 dzien od 98 dnia do
konca tuczu

Wstawienie gasiat na

ferme/liczba gasigt/ZWD Szczepienie gesi Pobranie wycinkow Pobranie wycinkow
Pobrani bek d przeciwko chorobie narzgdow i/lub wymazow narzagdow i/lub wymazow
obranie probek do Derzsy’ego Kkat h
. od padtych sztuk alowyc
badar Pobranie krwi do padiy
badan/15 sztuk Probki katu/srodowiskowe

Rycina 3. Schematyczne przedstawienie procedury pobierana probek do badan

3.1. Badania w kierunku zakazen bakteryjnych i grzybiczych

3.1.1 Badania bakteriologiczne

W trakcie wizyt na fermach pobierano padle piskleta i/lub narzady ptakow
poddawanych badaniu anatomopatologicznemu w dalszych etapach tuczu. Byly to
najczesciej narzady wewngtrzne: pluca, serce, watroba, Sledziona oraz probki katu
(badania $rodowiskowe). Izolacje bakterii przeprowadzano na podlozach statych na
plytce Petriego (agar odzywczy - Nutrient agar, agar z dodatkiem 5% odwtoknionej krwi
baraniej - Columbia Blood Agar Base oraz MacConkey) (Oxoid, United Kingdom),
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inkubacja odbywala si¢ w warunkach tlenowych przez 18-24 godz. Uzyskane kolonie
bakteryjne przesiewano na agar odzywczy oraz w przypadku podejrzenia rézycy,
pasterelozy lub wzrostu Gallibacterium, na agar z dodatkiem 5% odwloknionej krwi
baraniej celem uzyskania czystej kultury bakteryjnej. W przypadku pateczek Salmonella
izolacja odbywata si¢ zgodne z Polska Norma PN-EN ISO 6579 zalacznik 3 1:2017-
04/A1:2020-09 + Schemat White’a- Kaufmanna- Le Minora 2007. W przypadku
Gallibacterium i Erysipelothrix przynaleznos¢ do gatunku potwierdzano badaniem
molekularnym (PCR). Z uzyskanych czystych hodowli bakterii: Escherichia coli,
Erysipelothrix rhusiopathiae, Gallibacterium anatis oraz Salmonella Typhimurium
utworzono kolekcje szczepdéw, ktore nastgpnie zamrozono na kriobankach w
temperaturze -80°C do czasu wykonywania dalszych badan. W przypadku E. coli dalsze

badania obejmowaty:

- oznaczanie wartosci MIC dla wybranych antybiotykéw i chemioterapeutykow

- izolacje bakteryjnego DNA

- oceng¢ prewalencji wybranych gendw opornosci na antybiotyki i chemioterapeutyki
- oceng¢ prewalencji wybranych gendw zjadliwos$ci szczepdw

- ocen¢ zdolnos$ci tworzenia biofilmu

Dla bakterii z rodzaju Erysipelothrix, Gallibacterium oraz Salmonella okres$lono:
przynaleznos¢ do gatunku/serowaru oraz lekowrazliwo$¢ metoda dyfuzyjno-krazkows,
zgodnie z instrukcja producenta (Antibiotic Disc - Liofilchem oraz Oxoid Antimicrobial
Susceptability Test Discs, UK).

3.1.2. Badania mikologiczne

Materiat do badan stanowily ptuca, pobrane losowo, od 1 — 14 dniowych pisklat.
Pobrany materiat posiewano na podtoze Sabourauda z dodatkiem chloramfenikolu
(Sabouraud Dextrose Agar z chloramfenikolem, GrasoBiotech Polska), ktore nastgpnie
inkubowano 72h w warunkach tlenowych i temperaturze 30-35°C. Wynik dodatni

stanowit wzrost kolonii grzybow na plytce o typowym zabarwieniu i morfologii.
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3.1.3 Charakterystyka wyizolowanych szczepéw E. coli
3.1.3.1 OKkreslenie wrazliwosci szczepow E. coli na wybrane antybiotyki i
chemioterapeutykKi.

Okreslenie wrazliwosci  szczepow E. coli na wybrane antybiotyki i
chemioterapeutyki zostalo przeprowadzone dzigki wyznaczeniu minimalnych stezen
hamujacych (ang. Minimal Inhibitory Concentration, MIC). W tym celu uzyto testu
Thermo Scientific™ Sensititre™ Avian AVIANI1F AST Plate (Thermo Fisher Scientific

Inc., USA), ktory zawiera rozcienczenia dla 16 antybiotykdéw i chemioterapeutykow.

3.1.3.1.1 Wykonanie oznaczenia wartosci MIC wybranych antybiotykéw i

chemioterapeutykow

Procedura wyznaczenia minimalnego stezenia hamujacego (MIC) wybranych
zwigzkow przeciwbakteryjnych przeprowadzona zostala zgodnie z zaleceniami
producenta. Hodowla szczepoéw E. coli odbywatla si¢ na podtozu statym - agar odzywczy
(Nutrient agar, Oxoid, UK). Z czystej hodowli pobierano 3-5 kolonii, ktére zawieszano
w 0,9% NaCl — soli fizjologicznej do uzyskania gestosci optycznej 0,5 McFerlanda.
Nastepnie przenoszono 10 pl zawiesiny bakteryjnej do 11 ml podtoza Mueller-Hinton
Broth (MHB) (Thermo Scientific, USA). Przy uzyciu pipety wielokanatowej
przenoszono po 50 pl zawiesiny bakteryjnej w MHB do kazdego dotka na plytce
Sensititre™ Avian AVIANIF AST Plate, po czym inkubowano jag w temp. 37°C przez
24 godziny. Jako szczep referencyjny zostal uzyty Escherichia coli ATCC 25922,
zgodnie z zaleceniami Europejskiego Komitetu ds. Oznaczenia Lekowrazliwosci
EUCAST (ang. European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing -

EUCAST) do okreslania lekowrazliwosci pateczek Enterobacteriaceae.

Na rycinie 4 przedstawiono schemat rozmieszczenia szeregu rozcienczen antybiotykow i
chemioterapeutykow na plytce Thermo Scientific™ Sensititre™ Avian AVIANIF AST
Plate.
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Legenda: ENRO - enrofloksacyna, GEN - gentmycyna, XNL - ceftiofur, NEO -
neomycycna, ERY - erytromycyna, OXY - oksytetracyklina, TET - tetracyklina, AMX -
amoksycylina, SPE - spektynomycyna, SDM - sulfadimetoksyna, SXT - trimetoprim/
sulfametoksazol, FFN - florfenikol, STZ - sulfatiazol, PEN - penicylina, STR -

streptomycyna, NOV - nowobiocyna, TYLT - tylozyna, CLI - klindamycyna, POS -
kontrola pozytywna, NEG - kontrola negatywna
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Rycina 4. Schemat rozmieszczenia szeregu rozcienczen antybiotykow i
chemioterapeutykdw na ptytce Thermo Scientific™ Sensititre™ Avian AVIANIF AST
Plate. Fotografia pochodzi z instrukcji-Sensititre Plate Guide, Sensititre™ Avian
AVIAN1F AST Plate.
3.1.3.1.2 Odczyt i interpretacja wynikow oznaczania warto$ci MIC wybranych
antybiotykow i chemioterapeutykow

Po 24 godzinnej inkubacji w temp. 37°C dokonano odczytu wartosci MIC na
podstawie oceny wizualnej plytki. Wartos¢ MIC to najnizsza warto$¢ stezenia
antybiotyku, ktéra jest w stanie zahamowal wzrost danego szczepu bakterii. Po
wyznaczeniu wartosci MIC, wrazliwo$¢ (ang. susceptibile, S), érednia wrazliwos¢ (ang.
intermediate, 1) opornos¢ (ang. resistant, R) badanych szczepoéw oceniono na podstawie
wytycznych EUCAST- wersja V12, 2022 (EUCAST, 2022) przedstawionych w tabeli 2.
W  przypadku braku warto$ci granicznych dla danego antybiotyku lub
chemioterapeutyku, wykorzystano wytyczne Instytutu Norm Klinicznych i
Laboratoryjnych (ang. Clinical Laboratory Standards Institute CLSI) (CLSI-M100 oraz
VET01S ED5:2020). W przypadku braku wyznaczonych granicznych wartosci w
EUCAST jak i CLSI, w omoéwieniu podano tylko wartosci MIC bez okreslenia
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wrazliwosci. Dotyczyto to: neomycyny, streptomycyny, spektynomycyny, penicyliny,

erytromycyny, tylozyny oraz klindamycyny.

Tabela 2. Wartosci graniczne minimalnego st¢zenia hamujacego (MIC) [pg/ml]
wybranych antybiotykow i1 chemioterapeutykow wobec pateczek Enterobacteriaceae
opracowano na podstawie wytycznych EUCAST oraz CLSI (M100 oraz VETO1S
ED5:2020)

EUSAST CLSI
Grupa Antybiotyk/chemioterapeutyk | S< R> S< I R>
GEN - gentmycyna 2 2
NEO - neomycycna
Aminoglikozydy yey
STR - streptomycyna
SPE - spektynomycyna
AMX - amoksycylina 8 8
Betalaktamy . y Y
PEN - penicylina
Cefalosporyny XNL - ceftiofur 2 4 8
Chinolony ENRO - enrofloksacyna 0,5 1-2 4
Amfenikole FFN - florfenikol 4 8 16
. ERY - erytromycyna
Makrolid
y TYLT - tylozyna
) OXY - oksytetracyklina 4 8 16
Tetracykliny y . vl
TET - tetracyklina 4 8 16
SDM - sulfadimetoksyna 256 512
Sulfonamidy SXT - trimetoprim/sulfametoksazol 2/38 4/76
STZ - sulfatiazol 256 512
Linkozamidy CLI - klindamycyna
Polimyksyny COL - kolistyna 2 2

Legenda: S (ang. susceptible) = wrazliwy, I (ang. intermediate) = $rednio wrazliwy, R

(ang. resistant) = oporny

Na podstawie granicznych wartosci MIC wyznaczono szczepy wielolekooporne (ang.
MDR) tj.
antybiotyk/chemioterapeutyk  z  co

Multidrug Resistant- posiadajagce oporno$¢ na przynajmniej jeden

najmniej trzech  grup  zwigzkoéw

przeciwdrobnoustrojowych.

3.1.3.1.3 Okreslenie wartosci MIC dla kolistyny z uzyciem testu mikrorozcienczen
MIC stripy/ stripped plates

Oznaczenie wartosci MIC dla kolistyny zostato przeprowadzone przy uzyciu testu
mikrorozcienczen MIC stripy/ stripped plates (DIAGNOSTICS s.r.0., Stowenia). Test

sktada si¢ z paska z 7 rozcienczeniami antybiotyku (0,25-16 mg/l) oraz dotka kontroli
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wzrostu drobnoustrojow. Hodowla szczepoéw E. coli odbywata si¢ na podtozu statym -
agar odzywczy (Nutrient agar, Oxoid, United Kingdom). Z czystej hodowli pobierano 3-
4 kolonie, ktére zawieszano w soli fizjologicznej do uzyskania gestosci optycznej 0,5
McFerlanda. Nastepnie przenoszono 60 pl zawiesiny bakteryjnej do ptynnego podioza
(suspension media) dotaczonego do testu przez producenta. Przy uzyciu pipety
wielokanatowej przenoszono po 100 pl zawiesiny bakteryjnej do kazdego dotka na plytce
MIC stripy/stripped plates, po czym inkubowano ja w temp. 35+1°C przez 16-20 godzin.
Jako szczep referencyjny zostal uzyty Escherichia coli ATCC 25922, zgodnie z
zaleceniami Europejskiego Komitetu ds. Oznaczenia Lekowrazliwosci EUCAST do
okreslania lekowrazliwo$ci pateczek Enterobacteriaceae. Nastepnie dokonano oceny
zmiany zabarwienia studzienek, w poréwnaniu do mikrostudzienki kontrolnej (K). Za
warto$¢ MIC uznaje si¢ pierwsza studzienk¢ o zabarwieniu fioletowym, czyli innym niz
mikrostudzienka kontrolna (K), ktéra jest rozowa. Rozklad stezen antybiotyku na

poszczegblnym pasku znajduje si¢ na rycinie 5.

) . Ref. / Lot.: Datum: / Date: / Datum:
diagn@stics MICCOL
w.1,01
Krmedi £ f Strain no.: f Kmen £ § Térzs sz Sprac.: f Processed by: f Zprac: | Pozndrmky: [ Notes: [
Feldolgozott: Megjegyoasek:

Rozlofenie ATE f ATE dilution layout [mg/l]

Komtroda rastu [

16 B a 2 1 0,5 0,25 Grow contral

O|lO0O|O|O|O|]O|O|O

Hodnota MIC § MIC value

DIAGKOSTICS sr.o., Hodskd B8, Galarta, 92401, 58 wea.dagnostics sk Info@diagnostics sk

Rycina 5. Rozktad stezen kolistyny na pasku MIC stripy/stripped plate
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Rycina 6. Ptytka MIC stripy/stripped plate z hodowlg bakteryjng po inkubacji, gotowa
do odczytu

3.1.3.2 Ocena prewalencji wybranych genéw opornosci na antybiotyki i
chemioterapeutyki

Wszystkie szczepy E. coli zostaly zbadane na obecnos¢ wystgpowania wybranych
gendw opornosci na chemioterapeutyki. Do tego celu przeprowadzono reakcje simplex-
i multiplex-PCR (Song i wsp., 2020, Domniguez i wsp., 2018, Tiirkyilmaz i wsp., 2009).
W tabeli 3 przedstawiono wykaz wybranych gendéw opornosci na antybiotyki i

chemioterapeutyki.
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Tabela 3. Wybrane geny opornosci na chemioterapeutyki wg. Song, 2019%; Domniguez,
20182; Tiirky1lmaz 20093 Rebelo, 2018*

Grupy antybiotykow i

chemioterapeutykow Badane geny

Betalaktamy blaCTX-M, blaSHV, blaTEM*

Fluorochinolony gnrA, gnrB, gnrC, gnrD, gnrsS, gepA, acc(6’)-1b-cr 2
Amfenikole catl, cat2, cat3?

Tetracykliny

Sulfonamidy

Polimyksyny

tetA, tetB, tetC, tetD?

sull, sul2, sul3?

mcr-1, mer-2, mer-3, mer-4, mer-5*

Do reakcji wykorzystano materiat genetyczny E. coli opisany w podrozdziale 3.1.3.2.1

Startery uzyte do reakcji, wraz z ich sekwencjami, temperatura przylaczania i wielko$cia

uzyskiwanych produktow przedstawia tabela 4.

Tabela 4. Nazwy starterow, ich sekwencje, wielko$¢ produktéw oraz temperatury

przylaczania starterow uzytych do amplifikacji wybranych genéw opornosci na

chemioterapeutyki

Produkt Temperatura
Gen Sekwencje oligonukleotydow PCR [pZ] przylaczania
[°C]
blaCTX-M F-AGTGAAAGCGAACCGAATC 365 55
R-CTGTCACCAATGCTTTACC
F-ATGCGTATATTCGCCTGTG
blaSHV" | 2 ccTcATTCAGTTCCGTTTCE S02 >
blaTEM F-CAGAAACGCTGGTGAAAGTA 719 55
R-ACTCCCCGTCGTGTAGATAA
gnrA F-AGAGGATTTCTCACGCCAGG 580 54
R- TGCCAGGCACAGATCTTGAC
qnrB F-GGMATHGAAAATCGCCACTG 264 54
R- TTTGCYGYYCGCCAGTCGAA
gnrC F-GGGTTGTACATTTATTGAATCG 330 50
R-CACCTACCCATTTATTTTCA
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gD |F-CGAGATCAATTTACGGGGAATA 582 50
R-AACAAGCTGAAGCGCCTG

qnrs F-GCAAGTTCATTGAACAGGGT 428 54
R-TCTAAACCGTCGAGTTCGGCG

qepA  |F-ACATCTACGGCTTCTTCGTCG 501 50
R-AACTGCTTGAGCCCGTAGATC

1c (6 |F-CGATCTCATATCGTCGAGTGTT 447 50
R-TTAGGCATCACTGCGTGTTC
F- CCTATAACCAGACCGTTCAG

cat1 491 56
R- TCACAGACGGCATGATGAAC

o F- CCGGATTGACCTGAATACCT o o
R- TCACATACTGCATGATGAAC
F- CCCACAATTCACCGTATTCC

cat3 310 58
R- GAACCTGTACTGAGAGCGGC
F-GGCCTCAATTTCCTGACG

teth R-AAGCAGGATGTAGCCTGTGC 37 >

o F-GAGACGCAATCGAATTCGG e -
R-TTTAGTGGCTATTCTTCCTGCC
F-CTTGAGAGCCTTCAACCCAG

tetC R-ATGGTCGTCATCTACCTGCC 18 o0
F-GGAATATCTCCCGGAAGCGG

tetD 187 60
R-CACATTGGACAGTGCCAGCAG
F-GTGACGGTGTTCGGCATTCT

sull 779 68
R-TCCGAGAAGGTGATTGCGCT
F-CGGCATCGTCAACATAACCT

sul2 721 66
R-TGTGCGGATGAAGTCAGCTC

i F-GAGCAAGATTTTTGGAATCG o0 o
R-CATCTGCAGCTAACCTAGGGCTTTGGA

. |F-AGTCCGTTTGTTCTTGTGGC 20 -
R- AGATCCTTGGTCTCGGCTTG

5 |F-CAAGTGTGTTGGTCGCAGTT e -
R- TCTAGCCCGACAAGCATACC
F- AAATAAAAATTGTTCCGCTTATG

mcr-3 929 58
R- AATGGAGATCCCCGTTTTT
F- TCACTTTCATCACTGCGTTG

o4 |R- TTGGTCCATGACTACCAATG L8 >

. |FATGCGGTTGTCTGCATTTATC s -

R- TCATTGTGGTTGTCCTTTTCTG
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3.1.3.2.1 Procedura izolacji DNA bakterii Gram ujemnych przez gotowanie
Materiat genetyczny w postaci genomowego DNA poszczegdlnych szczepow E.
coli zostat wyizolowany z 24 godzinnej hodowli szczepow E. coli na podtozu statym —
agar odzywczy (Nutrient agar, Oxoid, UK) inkubowanej w temp. 37°C przez 24h.
Nastepnie, w 200ul jatowej wody destylowanej zawieszano po 10 kolonii bakteryjnych i
inkubowano w 100°C przez 20 minut. Po uplywie tego czasu probki schtadzano w temp.
-20°C przez okres 5 minut. Uzyskana zawiesina zostala poddana wirowaniu o predkosci
13000 rpm przez 3 minuty a powstaly supernatant w ilosci 180ul przenoszono do
jatowych probéwek typu eppendorf. Stezenie DNA w otrzymanym produkcie zostato
zbadane przy uzyciu spektrofotometru (NanoDrop). Uzyskany materiat genetyczny E.

coli zostat zabezpieczony i przechowywany w temp. -20°C do dalszych badan

3.1.3.2.2 Reakcje simplex PCR — geny opornosci na betalaktamy, fluorochinolony

amfenikole tetracykliny oraz sulfonamidy

Reakcja simplex-PCR zostata przeprowadzona dla wybranych genéw opornosci
na antybiotyki i chemioterapeutyki: blaCTX-M, blaSHV, blaTEM (betalaktamy), tetA,
tetB, tetC, tetD (tetracykliny), sull, sul2, sul3 (sulfonamidy) wg. metodyki opisanej przez
Song i wsp. (2020), gnrC, gnrD, gnrA, gnrB, gnrS, gepA, acc (6°)-1b-cr (fluorochinolony)
wg. Dominguez i wsp. (2018) oraz catl, cat2, cat3 (amfenikole) wg. Tiirkyilmaz i wsp.
(2009).

Mieszanina reakcyjna przygotowana zostata wedlug ponizszego schematu w
objetosci 25 pl. Do reakcji wykorzystano material genetyczny, ktdrego procedura

pozyskania poprzez gotowanie zostata opisana w podrozdziale 3.1.3.2.1

10x Dream Taq™Green Buffer (Thermo Scientific, USA) 2,5ul
Starter (Forward, Reverse) po 0,25 ul
dNTP Mix 10mM (Thermo Scientific, USA) 0,5 ul

Taq polymerase DNA DreamTaq™Green (Thermo Scientific, USA) 2U

Genomowe DNA 2ul

Woda MiliQ dopeti¢ do 25 pl

Reakcje simplex - PCR po uprzednich optymalizacjach przeprowadzono w termocyklerze

DNA Thermal Cycler T100tm (Bio-Rad, USA) wedtug profilu termiczno-czasowego:
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Etap Temperatura [°C] Czas

Wstepna denaturacja 95 3 min

Denaturacja 95 30s

Przyltaczanie starteréw ** 30s 30 cykli
Wydhuzanie nici DNA 72 30s

Koncowe wydluzanie 72 5 min

** Informacja na temat temperatury przylaczania danego startera znajduje si¢ w tabeli 4.

3.1.3.2.3 Reakcje multipleks-PCR- geny opornosci na kolistyne

Reakcje multipleks-PCR przeprowadzono dla genow opornosci na polimyksyny:

mcr-1, mcr-2, mer-3, mer-4, mer-5 wg. Rebelo (2018).

Mieszanina reakcyjna zostala przygotowana zgodnie z ponizszym schematem w objetosci

25ul:
10x Dream Taq™Green Buffer (Thermo Scientific, USA) 2,5 ul
Starter (Forward, Reverse) po 0,25 ul
dNTP Mix 10mM (Thermo Scientific, USA) 0,5 ul

Taq polymerase DNA DreamTaq™Green (Thermo Scientific, USA) 2U

Genomowe DNA

2ul

Woda MiliQ

dopetni¢ do 25 pl

Reakcje multiplex-PCR  (mcr-1+mcr-2+mcr-3+mcr-4+mcr-5) przeprowadzono w

termocyklerze DNA Thermal Cycler T100tm (Bio-Rad, USA) wedlug nastepujacego

profilu termiczno-czasowego:
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Etap Temperatura [°C] Czas

Wstepna denaturacja 95 15 min

Denaturacja 95 30s

Przyltaczanie starteréw 51 1,5 min 30 cykli
Wydhuzanie nici DNA 72 1 min

Koncowe wydluzanie 72 10 min

Kontrole dodatnie dla genow mcr-1, mcr-2 stanowity odpowiednio szczepy E. coli KP81
oraz E. coli KP37 udostepnione przez Christine Lammens z Uniwersytetu w Antwerpii
(Belgia). Dla gené6w mcr-3, mcr-4 oraz mcr-5 wykorzystano szczepy E. coli SQ352, E.
coli DH50. oraz Salmonella paratyphi B-SA01718 pozyskane z Laboratorium
referencyjnego  Unii  Europejskiej ds. Opornosci Przeciwdrobnoustrojowej w
Narodowym Instytucie Zywnosci Uniwersytetu Technicznego w Danii. Wszystkie
szczepy kontrolne byly udostgpnione do badan naukowych prowadzonych w Katedrze

Epizootiologii z Klinikg Ptakow i1 Zwierzat Egzotycznych we Wroctawiu.

3.1.3.2.4 Elektroforeza w zelu agarozowym

Produkty uzyskane w reakcji simplex- i multiplex-PCR poddano rozdziatowi
elektroforetycznemu w staltym napieciu elektrycznym w buforze TAE (Thermo
Scientific, Litwa), w 2,0% zelu agarozowym. Wizualizacje produktéw uzyskano dzigki
uzyciu barwnika Midori Green DNA (Nippon Genetics, Niemcy). GeneRuler™ 100bp
DNA Ladder (Thermo Scientific, USA) zostal uzyty jako marker masy. Rozdzial
elektroforetyczny przeprowadzono w stalym napieciu elektrycznym 110V przez okoto 60

minut przy uzyciu zasilacza PowerPac™ Basic Power Supply (Bio Rad, USA).

Zdjecia elektroforogramow przeprowadzono z uzyciem aparatu Gel-Doc UV Trans
[lluminator System (Bio-Rad, USA), a ich analiz¢ przeprowadzono przy uzyciu
oprogramowanie Quantity One (Bio-Rad, USA). Wszystkie reakcje PCR

przeprowadzono w co najmniej dwoch powtorzeniach.

3.1.3.3 Prewalencja wybranych genow zjadliwosci

Na podstawie przegladu literatury okre$lono wystgpowanie poszczegolnych

gendéw zjadliwosci charakterystycznych dla szczepow E. coli. Reakcja multipleks-PCR
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potwierdzajaca obecno$¢ gendw zjadliwosci zostata przeprowadzona zgodnie z

metodyka Ewers i wsp. (2005). Startery wykorzystane w reakcji, wraz z wielkosciag

produktu zostaty przedstawione w tabeli 5.

Tabela 5. Geny zjadliwosci, sekwencje starterow i wielko$¢ produktow PCR

Gen Sekwencje oligonukleotydow (5°-3°) PrOdl[in;t] PCR
astA F-TGCCATCAACACAGTATATCC 116
R-TCAGGTCGCGAGTGACGGC
Iss F-ATCACATAGGATTCTGCCG 309
R-CAGCGGAGTATAGATGCCA
Ip2 F-AAGGATTCGCTGTTACCGGAC 413
R-AACTCCTGATACAGGTGGC
F-TGATATCACGCAGTCAGTAGC
papC 501
R-CCGGCCATATTCACATAA
_ F-ACAAAAAGTTCTATCGCTTCC
WD R CCTGATCCAGATGATGCTC i
tsh F-ACTATTCTCTGCAGGAAGTC 824
R-CTTCCGATGTTCTGAACGT
F-TCCTGGGACATAATGGTCAG
vat 981
R-GTGTCAGAACGGAATTGT
cvaA/B  |F-TGGTAGAATGTGCCAGAGCAAG 1181
cvicvaC  [R-GAGCTGTTTGTAGCGAAGCC

Reakcje multiplex-PCR przeprowadzono w termocyklerze DNA Thermal Cycler T100tm

(Bio-Rad, USA) wedltug nastepujacego profilu termiczno-czasowego:

Etap Temperatura [°C] Czas

Wstepna denaturacja 95 15 min

Denaturacja 95 30s

Przyltaczanie starteréw 51 1,5 min 30 cykli
Wydhuzanie nici DNA 72 1 min

Koncowe wydluzanie 72 10 min

Elektroforeza w zelu agarozowym stuzaca do rozdzialu produktow PCR zostala

przeprowadzona zgodnie z opisem w podrozdziale 3.1.3.2.4
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3.1.3.4 Ocena zdolnosci tworzenia biofilmu przez E. coli

Szczepy E. coli hodowano na 96-dotkowych ptytkach titracyjnych (Corning Inc.,
USA), ktére nastepnie barwiono fioletem krystalicznym zgodnie z metodyka Stepanovic¢
1 wsp. (2004). Barwnik ten faczy si¢ z ujemnie natadowanymi czasteczkami biofilmu,
takimi jak: kwasy nukleinowe i kwasne polisacharydy, dzigki czemu mozliwe staje si¢
okreslenie ilosci powstatego biofilmu (Burmele i wsp. 2006). Metodyka badania, wraz z
modyfikacjami zakresu temperatur i czasu inkubacji, zostata przeprowadzona zgodnie z
Lamas 1 wsp. (2016). Eksperyment wykonano w co najmniej dwoch powtorzeniach.
Kontrole ujemne stanowito podtoze LB (Biocorp, Polska) bez zawiesiny bakteryjnej, a
kontrol¢ dodatnig izolat E. coli ATCC 25922.

3.1.3.4.1 Przygotowanie hodowli szczepéw E. coli

W do$wiadczeniu wykorzystano podtoze LB (BIOCORP, Polska) na ktorym
przeprowadzono 18 godzinng hodowle szczepow E. coli. Do sterylnych 96-dotkowych
plytek ptaskodennych dodano po 230 ul podtoza LB a nastepnie do kazdego dotka dodano
20 pl hodowli odpowiedniego szczepu E. coli (1 McF, pomiar na densytometrze). Test
wykonano w pigciu powtdrzeniach dla kazdego szczepu E. coli (1 szczep powtdrzono
pigciokrotnie w dotkach ptytki). Na kazdej ptytce 5 dotkdéw stanowito kontrole ujemna.
Ptytki zabezpieczono przed parowaniem poprzez umieszczenie ich w zamknigtych
pojemnikach plastikowych, wyS$cielonych zwilzona, jatlowa gaza. Przygotowane plytki
byly inkubowane przez okres 18-24 godzin w temp. 37°C.

3.1.3.4.2 Plukanie plytek i barwienie biofilmu

Po zakonczonej inkubacji, hodowle bakteryjne zostaty usunigte z pltytek poprzez
odessanie ptynu pipeta wielokanatowa, a nastepnie trzykrotnie przeptukano dotki 300 pl
PBS (Fisher BioReagnts™, USA). Po osuszeniu dotki zalano 250 pl 0,1% fioletu
krystalicznego (Sigma-Aldrich, USA) i inkubowano w temperaturze pokojowej przez 15
minut. Nastepnie zlano ostroznie fiolet krystaliczny i ponownie ptukano dwukrotnie PBS.
Po osuszeniu ptytek w suszarce laboratoryjnej, dotki napetniono 250 ul 95% alkoholu
etylowego (CHEMPUR, Polska). Do odczytu w spektrofotometrze przeniesiono 200 pl

otrzymanego roztworu po barwieniu do nowych ptaskodennych 96-dotkowych ptytek.

3.1.3.4.3 Pomiar i odczyt OD

Absorbancje mierzono z wykorzystaniem czytnika Spark (TECAN, Szwajcaria)

przy dhugosci fali 590 nm.
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3.1.3.4.4 Zdolno$¢ tworzenia biofilmu
Ocena warto$ci OD postuzyta do kwalifikacji szczepu do silnie tworzacych
biofilm, srednio, stabo oraz nie tworzacych biofilmu. Warto$ci pomiaréw zestawiono i

interpretowano zgodnie z ponizszymi wytycznymi:

OD<0ODc Szczep nie tworzacy biofilmu
ODc <OD <20Dc Szczep stabo tworzacy biofilm
20Dc < 0OD <£40Dc Szczep $rednio tworzacy biofilm
40Dc<0OD Szczep mocno tworzacy biofilm

ODc - gestos$¢ optyczna kontroli; OD - gesto$¢ optyczna badanej proby

3.1.4 Typizacja wyizolowanych bakterii z rodzaju Salmonella, Erysipelothrix oraz
Gallibacterium

Typizacje pateczki Salmonella przeprowadzono zgodnie z normg ISO-TR 6579-3 oraz w

oparciu 0 Schemat White’a- Kauffmanna- Le Minora 2007.
e  Wybor Kolonii do badan potwierdzajacych

Z dwoéch pozywek selektywnych: XLD (Biomaxima, Polska) oraz Chromogenic
Salmonella Selective LAB-AGAR (Biomaxima, Polska) pobrano jedng lub kilka
podejrzanych kolonii (do 5), ktore nastepnie przesiano na agar odzywczy (Argenta,
Polska) tak aby uzyskac¢ pojedyncze kolonie. Ptytki z agarem odzywczym inkubowano w
temp. 34°C-38°C przez 24h + 3h.

e Testy biochemiczne

Nastepnie przeprowadzono testy biochemiczne potwierdzajgce przynalezno$¢ badanych
bakterii do gatunku Salmonella. Testy biochemiczne obejmowaly: pozywka TSI,
pozywka do dekarboksylacji L-lizyny, pozywka z mocznikiem (Biomaxima, Polska).
Inkubacje ww. pozywek przeprowadzono w temp. 34°C-38°C przez 24h + 3h. Po

zakonczeniu inkubacji przeprowadzono interpretacje wynikow.
e Serologiczna typizacja Salmonella

Po wykluczeniu szczepdw autoaglutynujacych, z uzyciem testu aglutynacji szkietkowe;j
z 3% roztworem NaCl, dokonano potwierdzen serologicznych wg Schematu Whiet’a-

Kauffmana-Le Minora. Najnowsze wytyczne dotyczace serotypizacji pateczek
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Salmonella zawarte sg w przewodniku do serotypizacji- ISO/TR 6579-3, Microbiology
of the food chain-Horizontal method for the detection, enumeration and serotyping of
Salmonella- Part 3. W celu potwierdzenia przynalezno$ci pateczek Salmonella do danego
serowaru przeprowadzono aglutynacje z poliwalentng surowica HM, nastepnie z
surowicami somatycznymi i rzgskowymi. W przypadku Salmonella Typhimurium
pozytywny wynik z uzyciem surowicy somatycznej O:4, pozwolit na okreslenie grupy
serologicznej, negatywny z kolei wskazywalby na konieczno$¢ prowadzenia dalszych

badan z surowicami dla antygenow grupowych.

W dalszym toku postepowania identyfikacyjnego, w celu okreslenia serowaru badanego
SzCzepu uzyto surowic zawierajacych przeciwciata przeciwko antygenom rzeskowym. W
tym celu material pobrany z czystej kolonii, nie wykazujacej wiasciwosci
autoaglutynujacych (z agaru odzywczego) posiano na podloze migkkie wg Garda i
inkubowano w temp. 34°C-38°C przez 24h + 3h. Nastepnie przeprowadzono aglutynacje
z surowicami rzgskowymi np. H:i oraz H:2 ktore sa dodatnie w przypadku Salmonella

Typhimurium (tzw. szczep dwufazowy).

Typizacje bakterii z rodzaju Erysipelothrix przeprowadzono zgodnie z procedura
opisang przez Takeshi i wsp. (1999). Primery zsyntetyzowano w firmie Genomed S.A.,
Warszawa. Profil termiczny reakcji oraz sklad mieszaniny reakcyjnej dobrano
eksperymentalnie w oparciu o wytyczne producenta zestawu odczynnikow do reakcji
PCR z firmy Eurx Sp. z o0.0. (Gdansk, Polska). Kontrole dodatnig (PC) do reakcji Real-
Time PCR stanowit szczep referencyjny Erysipelothrix rhusiopathiae uzyskany z PIW
w Putawach do wcze$niejszych badan prowadzonych przez dr K. Bobrek w Katedrze

Epizootiologii z Klinikg Ptakow 1 Zwierzat Egzotycznych we Wroclawiu.

Primer Sekwencja
MO101-F 5’-AGATGCCCATAGAAACTGGTA-3’
MO102-R 5’-CTGTATCCGCCATAACTA-3’
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Sktad mieszaniny reakcyjnej (50ul):

H20 22,6 pl
Color OptiTag PCR Master Mix (2x) | 25 ul
MO101-F 100uM 0,2 ul
MO102-R 100pM 0,2 ul
DNA 2 ul

Reakcje PCR przeprowadzono zgodnie z ponizszym profilem termicznym:

95°C 03:00 min
94°C 00:20 min
54°C 00:30 min x 35
72°C 00:30 min
72°C 03:00 min
12°C 20:00 min

Wielkos¢ produktu wynosita 407 pz.

Wszystkie reakcje zostaty przeprowadzone z uzyciem termocyklera C1000 Touch z firmy
Bio-Rad z dostawka do Real-Time PCR - CFX96 Deep Well. Analiz¢ sygnalow
fluorescencyjnych prowadzono w oparciu 0 oprogramowanie Bio-Rad CFX Manager

Industrial Diagnostic Edition 2.2.

Typizacje bakterii z rodzaju Gallibacterium przeprowadzono zgodnie z procedura
opisang przez Bojesen 1 wsp. (2007). Primery oraz sond¢ zsyntetyzowano w firmie
Genomed S.A., Warszawa. Profil termiczny reakcji oraz sktad mieszaniny reakcyjnej
dobrano eksperymentalnie w oparciu o wytyczne producenta zestawu odczynnikow do
reakcji Real-Time PCR z sondg z firmy Eurx Sp. z o0.0. (Gdansk, Polska). Kontrole
dodatnig (PC) do reakcji Real-Time PCR stanowit szczep referencyjny Gallibacterium
anatis DSM 166844

Pimer Sekwencja
1133fgal 5’-TATTCTTTGTTACCArCGG -3’
114r 5’- GGTTTCCCCATTCGG -3’
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Sktad mieszaniny reakcyjnej (50ul):

H20 22,6 ul
Color Tag PCR MM EurX 25 ul
1133fgal (100uM) 0,2 ul
114r (100pM) 0,2 ul
DNA 2 ul

Reakcje PCR przeprowadzano zgodnie z ponizszym profilem cieplnym.

95°C 03:00 min
94°C 00:20 min
55°C 00:50 min x 35
72°C 01:10 min
72°C 03:00 min
12°C 20:00 min

Wielkos¢ produktu wynosita 1030-1080 pz.

3.1.4.1 Elektroforeza w zelu agarozowym produktow reakceji PCR

Procedura elektroforezy w zelu agarozowym zostata opisana w podrozdziale
3.1.3.24

3.2 Okreslenie poziomu specyficznych przeciwcial anty-GPV

Krew pobrang od gesi odwirowano przy 3000 x g przez 5 min. Uzyskang surowice
przenoszono do jalowych probdéwek typu eppendorf. Do 96 dotkowych ptytek
optaszczonych oczyszczonym wirusem GPV (namnozonym uprzednio na hodowli
fibroblastow zarodka gesiego (ang. Goose Embryo Fibroblasts - GEF) dodawano po 100
ul reagentow. Kontrolg dodatnig stanowita surowica pozyskana od gesi immunizowanych
szczepem GPV. Kontrole ujemng z kolei, surowica pozyskana od dorostych gesi
odchowywanych w $cisle izolowanych pomieszczeniach. Koniugatem uzytym do reakcji
byly immunoglobuliny krélicze przeciwko immunoglobulinie gesiej sprzggnigte z
enzymem peroksydaza chrzanowa. Rozcienczenie koniugatu stanowilo proporcje:
1:1000. Badania zostaly wykonane w Zaktadzie Chordéb Drobiu w Piwet-PIB Putawy z
wykorzystaniem  opatentowanego przez zespét Piwet-PIB  Pulawy, testu

immunoenzymatycznego ELISA (nr patentu 183936).

51



3.2.1 Odczyt i interpretacja wynikow

Odczyt OD (ggstosci optycznej) odbywat si¢ przy dtugosci fali 405 nm. Za wynik
ujemny przyjmowano warto§¢ OD surowicy <150, za wynik watpliwy wartos$¢
150>0D<200, a za wynik dodatni wartos¢ OD>200.

3.3 Badania w kierunku zakazen wirusowych

3.3.1 Izolacja materialu genetycznego

Wirusowe DNA zostalo wyizolowane z wymazow katowych pobieranych od gesi
przyzyciowo i/lub z narzadow wewnetrznych (watroba, S$ledziona, nerki, serce)
pobieranych od ptakow podczas sekcji. Do izolacji wykorzystano zestaw komercyjny
Syngen Viral Mini PLUS (Syngen Biotech) i postgpowano zgodnie z protokotem
dostarczonym przez producenta. Po izolacji jakos$¢ oraz ilo§¢ wyizolowanego materiatu

genetycznego bylta potwierdzana spektrofotometrycznie (Genova Nano, Jenway).

3.3.2 Procedura wykrywania materialu genetycznego parwowirusa gesi
Identyfikacj¢ parwowirusa ggsiego prowadzono metodg Real-Time PCR z sondg
typu Tag-Man, w oparciu 0 metodyke opisang przez Wozniakowski i wsp. (2012).
Primery oraz sond¢ zsyntetyzowano w firmie Genomed S.A. (Warszawa). Profil
termiczny reakcji oraz sktad mieszaniny reakcyjnej dobrano eksperymentalnie w oparciu
o wytyczne producenta zestawu odczynnikoéw do reakcji Real-Time PCR z sondg z firmy
Eurx Sp. z 0.0 (Probe gPCR Master Mix (2x), Polska). Kontrole dodatnig (PC) do reakcji
Real-Time PCR — parwowirusa gesiego stanowil material genetyczny wirusa

wyizolowany ze szczepionki Pamivax (Merial, obecnie Boehringer Ingeheim).

Primer Sekwencja

Parwo-WF (WfParvF ) 5’-ACCGGAAGTCACGTGAC-3’

Parwo-WR (WfParvR) 5’-GTTCGTTCGTTCGAACC-3’

Parwo Probe (WfParvPro) | 5’-FAM ACCGGAAGCAYGTGACCGGAA TAMRA(Q)-3’

Sktad mieszaniny reakcyjnej (25ul):

H,0 wolna od nukleaz ‘ 8,95 ul
Probe gPCR Master Mix (2x) ‘ 12,5 ul
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Parwo- WF 10 uM 0,5 ul
Parwo- WR 10uM 0,5 ul
Parwo Probe 10 uM 0,3 ul
UNG Enzyme 0,25ul
ssSDNA*/PC/NC 2ul

*do kazdej reakcji PCR dodawano ok. 100 ng DNA lub H20O wolnego od nukleaz w
przypadku NC

Reakcje PCR przeprowadzono zgodnie z ponizszym profilem cieplnym:

50°C 02:00 min
95°C 10:00 min
94°C 00:15 min
60°C 01:00 min } x 40

Reakcje zostaty przeprowadzone z uzyciem termocyklera C1000 Touch z firmy Bio-Rad
z dostawka do Real-Time PCR - CFX96 Deep Well. Analizg sygnatow fluorescencyjnych
prowadzono w oparciu o oprogramowanie Bio-Rad CFX Manager Industrial Diagnostic
Edition 2.2.

3.3.3 Procedura wykrywania materialu genetycznego polyomawirusa gesi
Identyfikacj¢ polyomawirusa gesiego prowadzono metoda PCR w oparciu o
metodyke opisang przez Stys$-Fijot i wsp. (2016). Primery zsyntetyzowano w firmie
Genomed S.A. (Warszawa). Profil termiczny reakcji oraz sktad mieszaniny reakcyjnej
dobrano eksperymentalnie w oparciu 0 wytyczne producenta zestawu odczynnikow do
reakcji PCR z firmy Eurx Sp. z 0.0. (Gdansk, Polska). Kontrole dodatnig (PC) do reakcji
Real-Time PCR — polyomawirusa ggsiego uzyskano z Laboratorium Weterynaryjnego
Agro-Vet we Wroctawiu, stanowil ja izolat pochodzacy z pozytywnego przypadku

klinicznego, potwierdzonego sekwencjonowaniem.

Primer Sekwencja
POLVP1-F (5’-ACC CGT GCT TCC ATT CAC AA-3’)
POLVP1-R (5’-CTG CTC CCC AAA CCT GTC AA-3)
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Mieszaniny reakcyjne przygotowano w objetosci 50 pul w odpowiednich proporcjach:

H-0 22,6 pl
Color Tag PCR Master Mix (2x) 25 ul
POLVP1-F 100uM 0,2 ul
POLVP1-R 100uM 0,2 ul
Ss DNA*/PC/NC 2 ul

*do kazdej reakcji PCR dodawano ok. 100 ng DNA lub H2O wolnego od nukleaz w
przypadku NC

Reakcje PCR przeprowadzano zgodnie z ponizszym profilem cieplnym:

95°C 03:00 min
94°C 00:20 min
62°C 00:30 min } X 38
72°C 00:20 min
72°C 03:00 min
12°C 10:00 min

Wielko$¢ produktu wynosita 379 pz. Reakcje przeprowadzono w cyklerze T100 Thermal
Cycler z firmy Bio-Rad.

3.3.4 Procedura wykrywania materialu genetycznego cirkowirusa gesi

Identyfikacje cirkowirusa gesiego prowadzono metoda PCR w oparciu o metodyke
opisang przez Ball i wsp. (2004 r). Primery zsyntetyzowano w firmie Genomed S.A.,
Warszawa. Profil termiczny reakcji oraz sktad mieszaniny reakcyjnej dobrano
eksperymentalnie w oparciu o wytyczne producenta zestawu odczynnikéw do reakeji
PCR z firmy Eurx Sp. z 0.0. (Gdansk, Polska). Kontrolg¢ dodatnig (PC) do reakcji Real-
Time PCR — cirkowirusa ggsiego uzyskano z Katedry Epizootiologii z Klinikg Ptakow i
Zwierzat Egzotycznych we Wroctawiu, stanowit jg izolat cirkowirusa gesiego z

pozytywnego przypadku klinicznego, potwierdzonego sekwencjonowaniem.

Primer Sekwencja
GOCVP1-F 5’-TAAATGCGAGTTTGATGTGTCT 3°
GOCVP2-R 5’ -CATTTAACCCCTTCCAAAGAGT 3’

Mieszaniny reakcyjne przygotowano w ilosci 50 ul, w odpowiednich proporcjach:
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H-0 22,6 ul
Color Tag PCR Master Mix (2x) 25ul
GOCVP1-F 100uM 0,2 ul
GOCVP2-R 100uM 0,2 ul
sSDNA*/PC/NC 2ul

*do kazdej reakcji PCR dodawano ok. 100ng DNA lub H20 wolnego od nukleaz w
przypadku NC

Reakcje PCR przeprowadzano zgodnie z ponizszym profilem cieplnym:

95°C 03:00 min
94°C 00:20 min
60°C 00:30 min
72°C 01:00 min
72°C 03:00 min X 38
12°C 20:00 min

Wielko$¢ produktu wyniosta 565 pz. Reakcje przeprowadzono w cyklerze T100 Thermal
Cycler z firmy Bio-Rad.

3.3.5 Elektroforeza w zelu agarozowym produktéw reakcji PCR

3.3.5.1. Przygotowanie 2% Zeli agarozowych

Skladniki zelu:

e Woda dejonizowana — 98 mi

e Agaroza -2 g (Prona Agarose, Bio Standard, Abo, Gdansk)

e 50 x TAE -2 ml (Eurx, Gdansk)

e Midori Green Advance DNA Stain - 3ul (Nippon Genetics, Niemcy)

e Midori Green Extra - 3ul (Nippon Genetics, MG10) — tylko dla préb
przygotowywanych do sekwencjonowania, w celu ich wizualizacji w $wietle
niebieskim

Do przygotowanej nawazki agarozy, dodawano odmierzone objetosci wody
dejonizowanej oraz buforu 50 x TAE. Catos$¢ podgrzewano w kuchence mikrofalowej do
catkowitego rozpuszczenia agarozy. Po przestygni¢ciu dodawano barwnik Midori Green.

Do przygotowania zeli korzystano z systemu do wylewania zeli z firmy Bio-Rad (Sub-
Cell GT Gel Caster)

55




3.3.5.2 Przeprowadzanie elektroforezy agarozowej produktow reakcji PCR

Rozdziat elektroforetyczny odbywat si¢ w statym napigciu 100V przez 40 minut
przy uzyciu zestawu do elektroforezy poziomej z firmy Bio-Rad (Sub-Cell GT). Prazki
zostaly zwizualizowane z uzyciem-zestawu do wizualizacji Gel-Doc XR+ Imaging
System (Bio-Rad, USA). Elektroforogramy analizowano przy uzyciu oprogramowania
Image Lab (Bio-Rad, USA). Wielkosci uzyskanych produktéw PCR poréwnywano do
markera masy — Perfect 100bp DNA Ladder (Eurx, Gdansk).

3.3.6 Przygotowanie produktéow do sekwencjonowania

Do reakcji wykorzystano matrycowe DNA uzyskane z wymazow i/lub narzagdow.
Wszystkie reakcje przeprowadzono w cyklerze T100 Thermal Cycler z firmy Bio-Rad
(USA). Do reakcji PCR wykorzystano polimeraz¢ o wysokiej wiernosci amplifikacji:

One-Phusion high-speed-fidelity DNA polymerase z firmy Gene-On (Niemcy).

Mieszaniny reakcyjne przygotowano w objetosci 50 pl zgodnie z ponizszymi

schematami:
a) Parwowirus gesi:

Do reakcji sekwencjonowania wykorzystano primery zaprojektowane w oparciu 0
metodyke Bian i wsp. (2019). Primery zsyntetyzowano w firmie Genomed S.A. z

Warszawy. Warunki reakcji oraz sktad mieszaniny reakcyjnej dobrano eksperymentalnie.

Primer Sekwencja Wielkos¢
produktu PCR
[pz]
P5nF 5’-TTG CGATTC CCA ATG GAT G 3~ 1171
P5nR 5’-CCCAAATAGGTCCCTGTAGATA - 3’

Mieszaniny reakcyjne przygotowano w ilosci 50 ul, w odpowiednich proporcjach:

H20 23,6 ul
2,5x UNI Buffer 20 ul
10mM dNTPS 1 ul
P5nF 100uM 0,2 ul
P5nR 100uM 0,2 ul
One-Phusion DNA Polymerase (2U/ul) 1wl
DNA*/PC/NC 2l
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*do kazdej reakcji PCR dodawano ok. 100ng DNA

Reakcje PCR przeprowadzano zgodnie z ponizszym profilem cieplnym:

98°C  03.00 min

98°C  00:10 min
61°C  00:20 min } X 39
72°C  01:00 min
72°C  05:00 min

12°C  10:00 min

b) Cirkowirus gesi:

Do reakcji sekwencjonowania wykorzystano 3 pary primerow. Pary primerow | i 11l
zaprojektowanych w oparciu o dostgpne w bazie GenBank sekwencje genomowe
znanych cirkowiruséw gesich oraz pare primeréw nr |1, zaprojektowanych w oparciu o
metodyke opisang przez Ball i wsp. (2004 r.) - procedura 3.1.4. Primery zsyntetyzowano
w firmie Genomed S.A. (Warszawa). Warunki reakcji oraz sktad mieszanin reakcyjnych

dobrano eksperymentalnie.

Primer zestaw | Sekwencja Wielko$¢
produktu [pz]
F1GOCVFor (5’-CGT CCG ATG TGT AGC CTT CGT-3)
1100
F1GOCVRev (5’-CAT AAA CTC GGG GGC GGG TG-3)
Primer zestaw 1l Sekwencja Wielko$¢
produktu [pz]
GOCVP1-F 5’-TAAATGCGAGTTTGATGTGTCT 3’
565
GOCVP1-R 5’ -CATTTAACCCCTTCCAAAGAGT 3’
Primer zestaw |11 Sekwencja Wielko$¢
produktu [pz]
F3GOCVFor (5-GCCCAG TCCATT GTC CGA ATC-3%)
750
F3GOCVRev (5’-GCC CAT CAT GCC GCT GTA TCG-3")
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Mieszaniny reakcyjne przygotowano w ilosci 50 pl, w odpowiednich proporcjach:

H20 23,6 ul
2,5x UNI Buffer 20 ul
10mM dNTPS 1 ul
MIX | MIX 11 MIX I
F1GOCVFor GOCVP1-F F3GOCVFor

0,2 ul
100uM 100uM 100uM
F1GOCVRev GOCVP1-R F3GOCVRev

0,2 pl
100uM 100uM 100uM
One-Phusion DNA Polymerase (2U/pl) 1wl
DNA*/PC/NC 2 ul

*do kazdej reakcji PCR dodawano ok. 100ng DNA lub H20 wolnego od nukleaz w

przypadku NC

Reakcje PCR przeprowadzano zgodnie z ponizszym profilem cieplnym:

Profil 1 (Primery 1)

98°C

98°C

57°C

72°C

72°C

12°C

03:00 min
00:10 min
00:20 min 39y
01:00 min
05:00 min

10:00 min

Profil 2 (Primery II)

98°C

98°C

60°C

72°C

72°C

12°C

03:00 min

00:10 min

00:20 min

00:32 min

05:00 min

10:00 min

39x

Profil 3 (Primery 111)

98°C

98°C

57°C

72°C

72°C

12°C

03:00 min

00:20 min

00:20 min

01:00 min

05:00 min

10:00 min

Do uzyskanych w reakcji PCR produktéw, dodawano roztwor obcigznika roztworu 6x

loading buffer blue (Eurx, Gdansk) w ilo$ci 5ul, na 50ul produktu PCR. Calosé

umieszczano w studzienkach zelu agarozowego, prowadzono rozdziat elektroforetyczny

(procedury 3.1.5.1 1 3.1.5.2), a nastgpnie produkty wizualizowano w $wietle niebieskim
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(transilluminator safeView-Mini2, Cleaver Scientific) i wycinano z zelu za pomoca
skalpela. Tak przygotowany produkt oczyszczano komercyjnym zestawem do
oczyszczania produktow PCR z zelu — Geneclean Kit (MP Biomedicals, USA), zgodnie
z protokotem zalgczonym przez producenta. Jakos$¢ i stezenie oczyszczonego produktu
PCR potwierdzano elektroforetycznie. W tym celu do oczyszczonego produktu PCR w
ilosci 4pul dodawano 2ul obcigznika 6x loading buffer i rozdzielano wzgledem 4 pl

markera mas.

Produkty PCR wysytano do sekwencjonowania do firmy Genomed S.A., (Warszawa).
Kazdy produkt poddawano sekwencjonowaniu metoda Sangera w obu kierunkach (5 —

393 -5,

3.3.7 Sekwencjonowanie - opracowanie wynikow

Otrzymane chromatogramy sprawdzano za pomocg programu Finch. W
programie MEGA7 opracowywano wspolny kontig dla sekwencji otrzymanych w
wyniku sekwencjonowania z 2 stron. Sekwencje porownywano do sekwencji

zdeponowanych w bazie danych GenBank za pomoca programu Blast (NCBI).

Analize filogenetyczng przeprowadzono w programie MEGA7. Aligment
przeprowadzono za pomoca algorytmu ClustalW, a analiz¢ filogenetyczng sekwencji
metoda najblizszego sgsiada (N-J- neighbour-joining) z warto$cig bootstrap wynoszaca
1000.

Uzyskane sekwencje zdeponowano w bazie GenBank, pod numerami GPV:
OK085819.1, OK085812.1, OK085818.1, OK085811.1, OK085817.1, OK085813.1,
OK085815.1, OK085822.1, OK085820.1, OK085816.1, OK085823.1, OK085814.1,
OK085821.1 oraz GoCV: OKO070800.1, OK070801.1, OK070802.1, OK070807.1,
OKO070803.1, OK070804.1, OK070810.1, OK070811.1, OK070805.1, OK070808.1,
OKO070809.1, OK070806.1.
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4. Wyniki

4.1 Wyniki badan w kierunku zakazen bakteryjnych i grzybiczych
Uzyskane wyniki badan bakteriologicznych i mikologicznych przedstawiono w

tabelach nr 6,8 i 9.

Tabela 6. Izolaty bakteryjne i grzybicze uzyskane w latach 2019/2020 z materiatu

pobranego od gesi
Rok | Sezon Izolaty drobnoustrojow

Escherichia | Erysipelothrix | Gallibacterium Salmonella | Aspergillus
coli rhusiopathiae anatis Typhimurium | fumigatus

2019 | 14 0 1 0 3

] 9 0 0 0 4

2020 I 8 0 0 0 2

] 12 2 1 1 1

Razem 43 2 2 1 10

4.2 Wyniki badan w kierunku zakazen bakteryjnych
Z pobranego materialu pochodzacego od gesi ze wszystkich stad, zaré6wno w

2019 jak i w 2020 roku, w obu sezonach odchowu, najczesciej izolowano pateczki E. coli.
Praktyczne z kazdego stada, drobnoustroje te izolowano zaréwno od pisklat
jednodniowych jak i od ptakow starszych w okresie odchowu. Nierzadko, w stadach, w
ktorych potwierdzono kliniczng posta¢ kolibakteriozy, diagnozowano takze zakazenia
wirusowe GPV, GoCV lub GHPV a takze mieszane zakazenia wirusowe np.
GPV+GoCV+GHPV, GPV+GHPV, GPV+GoCV. Lacznie potwierdzono obecnos¢ E.
coli w 43 przypadkach (tabela 8 i 9). Izolaty E. coli poddano dalszym badaniom.

Ponadto, w 2020 roku potwierdzono dwukrotnie obecno$¢ wiloskowca rozycy -
Erysipelothrix rhusiopathiae w badanym materiale pochodzacym od gesi wstawionych
w Il sezonie, co stanowito 14,28% wszystkich badanych stad w tym roku. Obecno$¢ E.
rhusiopathiae potwierdzono w stadzie 91 dniowych gesi (hodowca B) oraz gesi 126
dniowych (hodowca C) (tabela 9). W przypadku rézycy u gesi, w badanych stadach
robwniez obserwowano zwigkszone upadki oraz

charakterystyczne zmiany

anatomopatologiczne.

Z kolei Gallibacterium anatis wyizolowano jednokrotnie w 2019 roku w | sezonie

odowca 0 -dniowych gesi, co stanowito 7,69% badanych stad i réwniez
(Hod A) od 35-dniowych gesi ito 7,69% bad h stad i rowni
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jednokrotnie w 2020 roku (hodowca B), tym razem od 91- dniowych ptakow, w Il
sezonie, co stanowito 7,14% badanych stad (tabela 8 i 9).

Wzrost pateczek Salmonella Typhimurium potwierdzono tylko w 2020 roku, w
stadzie gesi wstawionych w Il sezonie odchowu (hodowca I) co stanowito 7,14%
badanych stad (tabela 9). Stado to wykazywato problemy zdrowotne zwigzane z

zaburzeniami lokomotorycznymi oraz okresowa biegunka.

Kazdorazowo, w przypadku objawoéw Klinicznych oraz zwigkszonych upadkow,
podejmowano terapi¢ poprzedzong badaniami laboratoryjnymi, izolacja drobnoustrojow
oraz okre$leniem ich wrazliwo$ci na antybiotyki i chemioterapeutyki. Leczenie ptakow

odbywalo si¢ zgodnie z oznaczong lekowrazliwoscig danego szczepu (antybiogramem).

Tabela 7. Wyniki wrazliwo$ci szczepow E. rhusiopathiae, G. anatis oraz S.
Typhimurium na wybrane antybiotyki i chemioterapeutyki

Drobnoustrdj
E. rhusiopathiae G. anatis S. Typhimurium
_ ) Hodowca Hodowca |Hodowca Hodowca Hodowca |
Antybiotyk/chemioterapeutyk  C,sezon = B, sezon Il | A, sezon B, sezonll | -~ " o
112020 2020 12019 2020
Amoksycylina (20 pg) S S S S I
Amoksiklav (30 pg) S S S S S
Doksycylina (30 pg) S S S R S
Oksytetracyklina (30 pg) R S S S S
Enrofloksacyna (5 pg) R S S R R
Flumechina (30 pg) R S S R R
Norfloksacyna (10 pg) R S S S -
Linco-Spectin (109 pg) S S S S -
Neomycyna (30 pg) S R S S S
Spektynomycyna (100 pg) R S S R -
Florfenikol (30 pg) S S S S S
Kolistyna (10 pg) S R S S S
Tylmikozyna (15 pg) S S R R -
Tylozyna (30 pg) S S R S -
Trimetoprim/sulfametoksazol (25 pg) S S S R -

Badany szczep E. rhusiopathiae pochodzacy od gesi hodowcy C (sezon 11, 2020
r.) byt wrazliwy na amoksycyling, amoksiklav, doksycyling, linco-spectin, neomycyne,
florfenikol, kolistyne, tylmikozyne, tylozyne oraz trimetoprim/sulfametoksazol. Z kolei,
oporno$¢ potwierdzono na oksytetracykling, enrofloksacyne, flumeching, norfloksacyne,

spektynomycyne. Szczep E. rhusiopathiae pochodzacy ze stad od hodowcy B (sezon I,
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2020 r.) byt wrazliwy na wszystkie badane antybiotyki/chemioterapeutyki z wyjatkiem

neomycyny oraz kolistyny, na ktére byt oporny.

W przypadku szczepu G. anatis pochodzacego ze stada od hodowcy A (sezon I,
2019 r.), potwierdzono jego wrazliwo$¢ wszystkie badane chemioterapeutyki z
wyjatkiem tylmikozyny i tylozyny. lIzolat G. anatis pozyskany ze stada od hodowcy B
(sezon II, 2020 r.) wykazywal wrazliwo$¢ na amoksycyling, amoksiklav,
oksytetracykling, norfloksacyne, linko-spectin, neomycyne, florfenikol, kolistyne oraz
tylozyng. Opornos¢ z kolei, zostala potwierdzona na doksycyline, enrofloksacyne,
flumechine, spektynomycyne, tylmikozyne oraz trimetoprim/sulfametoksazol.

Wyizolowany szczep S. Typhimurium wykazywat wrazliwos¢ na amoksiklav,
doksycyling, oksytetracykling, neomycyne, florfenikol i kolistyne. Srednig wrazliwo$é
potwierdzono w stosunku do amoksycyliny. Oporno$¢ natomiast, wystgpowata na

enrofloksacyne oraz flumeching.

62



Tabela 8. Wyniki badan bakteriologicznych, mikologicznych oraz w kierunku zakazen wirusowych, stad gesi przebadanych w 2019 roku w

i1l sezonie
I1zolaty bakteryjne/grzybicze Wyniki badan w Kie runku zakaze i wirusowych
. , : . , Nr
Sezon | ZWD |Hodowca Wiek pt_akow wynik Nr szczepu Aspergillus | Wiek pt_akow GPV sekw. | GoCV | sekw. | GHPV | matrycy/tkanki
(dni) spp. (dni)
do PCR
X A 3 E.coli A01 - 35 + + - - + M/18/2019
35 E.coli, G. anatis A04 - 70 + - + + M/23/2019
2 E.coli A07 + 56 + - M/4/2019
X B 35 E.coli A06 -
+ - - - -
o2 E coli 208 . 105 M/19/2019
. 56 + - - - + M/6/2019
X c 28 E. coli AlL2 ; 28 N - - - T M/8/20219
| v D 2 E.coli Al3 + 21 + - - - - M/5/2019
42 E.coli Al4 - 91 + + - - + M/20/2019
1 E.coli Al7 +
X E = E coli A8 . 63 + + + + + M/10/19
X E 10 E. coli A21 - 56 + - - - - M/7/2019
28 E.coli Al19 - 98 + + - - + M/14/19
7 G 1 E.coli A23 - 15 + - - - - M/13/2019
35 E.coli Al5 - 35 + - + + - M/3/19
= E coll A% . 63 + : : : + M/9/2019
X A 56 E.coli A02 -
91 E.coli A05 - 35 + - - - - M/12/2019
X B 1 E.coli A09 49 + - + + - M/1/2019
14 E. coli All 98 + - + + - M/15/2019
1 X C . 112 + + + - + M/22/2019
42 E.coli ALD ) 14 N - - - T M/25/2019
. 98 + - - - M/2/19
E ! E.coli AL i 105 N - - - T M/21/2019
X F 9 E.coli A20 - 98 + - - + M/24/2019
Z G 14 E.coli A22 - 77 + - - - M/11/19
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Tabela 9. Wyniki badan bakteriologicznych, mikologicznych oraz w kierunku zakazen wirusowych, stad gesi przebadanych w 2020 roku w

i1l sezonie

I1zolaty bakte ryjne/grzybicze Wyniki badan wkierunku zakazen wirusowych
i i N E. | A ill i i
Sezon | ZwD | Hodovca [ MVick Plakow Wynik rozezepu e, | Aspergilius | Wiek plakow | gy, sekw. | Goov | sekw | aHpy [ Nrmatmoytkanki
(dni) coli spp. (dni) do PCR
X A 14 E. coli B01 + 98 + - + + - M/4/2020
v B 5 E. coli B04 - 21 + + - - - M/18/2020
105 E.coli B06 - 35 + - - - + M/19/2020
35 + - - - - M/5/2020
X C 63 E.coli B08 -
105 + - - - - M/20/2020
l v b 2 pojedyncza E.coli - + 21 + - - - - M/17/2020
28 E.coli B1l - 84 + - - - - M/14/2020
X E 1 pojedynicza E.coli - - 35 + - y - - M/16/2020
v H 1 E.coli B15 - 28 + + - - - M/10/2020
28 E.coli B14 - 91 + - - - - M/12/2020
Y | 63 E.coli B16 - 56 + - - - - M3/2020
1 E.coli BO2 + 63 - + M/13/2020
X A 98 + - - M/7/2020
63 E.coli B03 - 112 + - - - - M/11/2020
49 E.coli B05 -
Y B E.coli, E. rhusiopathiae, 42 + - - - + M/15/2020
a G. anatis B2 B
. 21 + + - - + M/2/2020
| N c 2 E.coll B10 ) 35 - . ; . M/1/2020
126 E.coli, E. rhusiopathiae B09 - 126 + - - - - M/23/2020
v D 3 E.coli B12 - 63 - + + - M/9/2020
63 E.coli B13 - 119 - - - + M/22/2020
Y E 42 E.coli B0O7 - 49 + + + - M/24/2020
14 E.coli B18 -
Y H - 21 + - + + - M/8/2020
56 E.coli B19 -
Y | 28 E.coli, S. Typhimurium B17 - 28 + - - - + M/6/2020
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4.3 Wyniki badan w kierunku zakazen grzybiczych

Wyniki w kierunku zakazen grzybiczych zostaty przedstawione w tabeli 6, 8 1 9.

Zakazenia grzybicze nie stanowily celu powyzszej pracy, jednak z uwagi na ich czeste
wystepowanie w stadach drobiu wodnego, a zwlaszcza pisklat w pierwszych etapach

odchowu, zostaty ujete w trakcie badan oraz omawiania wynikow.

W roku 2019 w I sezonie wstawienia ptakow, potwierdzono obecnos¢ Aspergillus
fumigatus w plucach pisklat gesich pochodzacych z 3 stad (tj. 23,07%) (Hodowca B, E -
ZWD X, Hodowca D - ZWD Y). W sezonie drugim z kolei potwierdzono obecno$¢
grzybow A. fumigatus w materiale pochodzacym z 4 stad gesi (Hodowca A, B, C, E -
ZWD X)), co stanowito 30,77% badanych stad.

W roku 2020 dodatni wynik badania mikologicznego uzyskaly 2 stada (Hodowca A -
ZWD X, Hodowca D — ZWD Y) w | sezonie (tj. 14,29%) i tylko 1 stado w Il sezonie
(Hodowca A - ZWD X) (tj. 7,14%). We wszystkich dodatnich stadach obserwowano
nieco zwigkszone upadki na wczesnych etapach odchowu pisklat. Zastosowano
niezbedne leczenie tj. siarczan miedzi, jodek potasu, preparaty ziotowe udrazniajace
drogi oddechowe do picia oraz w inhalacji a takze enilkonazol stosowany w formie

aerozolu.

4.4 OKkreslenie wartosci MIC dla szczepéw E. coli

Oceny lekowrazliwosci badanych szczepow E. coli dokonano na podstawie
wyznaczonych minimalnych stezen hamujgcych (MIC). W badaniach zastosowano
komercyjne zestawy do oznaczen granicznych warto$ci MIC, zawierajace szeroki zakres
mikrorozcienczen wybranych antybiotykow 1 chemioterapeutykdw, stosowanych w
leczeniu drobiu oraz ptakow ozdobnych. Badane szczepy E. coli klasyfikowano zgodnie
z wytycznymi EUCAST jako wrazliwe (ang. susceptible, S) lub oporne (ang. resistant,
R) na dany antybiotyk/chemioterapeutyk. Natomiast zgodnie z CLSI szczepy oznaczano
jako wrazliwe, $redniowrazliwe (ang. intermediate, 1) lub oporne. Wykorzystane do
interpretacji wartosci graniczne minimalnych st¢zen hamujacych wybranych zwigzkow,

zostaty zebrane w tabeli 2 w podrozdziale 3.1.3.1.2.

W zaleznosci od dostgpnosci wartosci granicznych w rekomendacjach EUCAST lub
CLSI, dokonano interpretacji otrzymanych wynikow MIC. Dla czgsci antybiotykow i
chemioterapeutykdw nie wyznaczono wartosci granicznej ze wzgledu na brak

wytycznych dotyczacych lekoopornosci dla gatunku Enterobacteriaceae (w tym E. coli)
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zarowno w wytycznych EUCAST jak i CLSI. W konsekwencji, dla takich preparatow
przeciwdrobnoustrojowych  jak: neomycyna, streptomycyna, spektynomycyna,
penicylina, erytromycyna, tylozyna oraz klindamycyna wyznaczono graniczng wartosci
MIC, jednak nie okreslono czy szczepy sa wrazliwe, $redniowrazliwe czy oporne na

powyzsze chemioterapeutyki.

441 Odczyt i interpretacja wynikow oznaczenia granicznych wartosci MIC
wybranych antybiotykow i chemioterapeutykow dla izolatow E. coli otrzymanych w
2019 roku

Otrzymane wartoSci MIC dla szczepoéw E. coli zostaly zebrane w tabeli 10.
Ponadto na rycinie 7 zostat przedstawiony udzial procentowy szczepow E. coli
wrazliwych,  $redniowrazliwych 1 opornych  na  dzialanie  danego

antybiotyku/chemioterapeutyku.

Wszystkie szczepy E. coli wyizolowane od gesi w roku 2019 (n=23) wykazaty
wrazliwo$¢ na gentamycyne oraz ceftiofur (100%). Natomiast wysoki odsetek izolatow
wykazywalo oporno$¢ na  amoksycyling (78,26%), a takze na sulfonamidy:
sulfadimetoksyna (73,91%), sulfametoksazol i trimetoprim (52,17%) oraz sulfatiazol
(52,17%). W przypadku tetracyklin, odsetek szczepow E. coli opornych na tetracykling
wynosit 56,52%, a w przypadku oksytetracykliny 52,17%. Odsetek izolatow opornych na
enrofloksacyne oraz florfenikol wynosit odpowiednio: 34,78% i 13,04%. Tylko 1 szczep
(4,35%) byt oporny na kolistyne.

Szczepy Sredniowrazliwe na enrofloksacyne wykazywaly wartos¢ MIC rowng 2 pg/ml
(13,04%) oraz 1 pg/ml (17,39%), z kolei wrazliwe: <0,12 ug/ml (4,35%), 0,12 pg/ml
(8,69%) 0,25 png/ml (4,35%) oraz 0,5 ng/ml (17,39%). W przypadku szczepow opornych
warto$¢ MIC przekraczata 2 pg/ml (34,78%).

Zdecydowana wigkszo$¢ szczepoOw byla wrazliwa lub §redniowrazliwa na florfenikol, a
stezenia: 2 pg/ml (4,35%), 4 pg/ml (60,87%) oraz 8 png/ml (21,74%) hamowaty ich
wzrost. Trzy izolaty (13,04%), ktére wykazywaty oporno$¢, wzrastaty na podtozu przy

stezeniu antybiotyku przekraczajagcym 8 pg/ml.

Wartosci MIC dla gentamycyny wynosity <0,5ug/ml (21,74%), 0,5ug/ml (34,78%),
lug/ml (39,13%) oraz 2 pg/ml (4,35%).

66



W odniesieniu do neomycyny, warto§¢ MIC wynoszaca 2ug/ml wykazywato 34,78%
szczepow, z kolei rowna 2ug/ml obserwowano wsrdd 43,48% szczepdéw. Po jednym
szczepie wykazywato warto$¢ 4 pg/ml oraz 16 pg/ml co stanowito 4,35%. Wzrost dwoch
(8,69%) szczepow zostal zahamowany przez st¢zenia neomycyny wynoszace 32ug/ml.

Tylko jeden szczep E. coli (4,35%) wykazywat wzrost przy st¢zeniach >32ug/ml.

Rozktad wartosci MIC dla streptomycyny byt zréznicowany 1 wynosit kolejno <8ug/ml
(17,4%), 8ug/ml (30,43), 16 pg/ml (13,04%), 32 ng/ml (4,35%), 128 pg/ml (4,35%), 256
pg/ml (13,04%), 1024 pg/ml (4,35%) oraz >1024 ng/ml (13,04%).

Wartos¢ MIC dla ponad potowy (52,17%) badanych szczepoéw wynosita 16 pg/ml w
przypadku spektynomycyny. Wzrost tylko jednego szczepu zostal zahamowany przez
stezenia spektynomycyny wynoszace 32 pg/ml (4,35%), wzrost pozostalych izolatow
hamowaty st¢zenia 64 ng/ml (13,04%) oraz >64 ng/ml (30,43%).

Ponad 78% badanych szczepdéw byta oporna na amoksycyling i wykazata wartos¢ MIC
przekraczajaca 16 pg/ml. Pozostate szczepy byly wrazliwe, a wartos¢ MIC wynosita dla
nich 4 pg/ml (8,69%) oraz 8 pg/ml (13,04%).

W przypadku penicyliny wzrost 91,30% izolatdw nie zostal zahamowany przez stezenia
antybiotyku przekraczajace 8 ug/ml. Z kolei tylko dwa szczepy (8,69%) nie wykazywaly

wzrostu przy st¢zeniu penicyliny rownym 8 pg/ml.

Wysoki odsetek izolatow E. coli wykazal wartos¢ MIC réowng 0,5 pg/ml (91,30%) w
przypadku ceftiofuru. Wzrost jednego szczepu (4,35%) zahamowato stezenie <0,25
ug/ml i tylez samo (4,35%) w przypadku stgzenia 0,25 pg/ml.

Warto$¢ MIC dla erytromycyny wynosita 4 pg/ml dla jednego izolatu (4,35%) oraz >4
pg/ml w przypadku pozostalych szczepéw (95,65%). Wartos¢ MIC dla tylozyny
przekraczata 20ug/ml dla wszystkich badanych izolatow (100%).

Ponad polowa szczepoéw byla oporna na tetracykling (56,52%) 1 oksytetracykling
(52,17%), a wzrost E. coli obserwowano przy stezeniu antybiotyku przekraczajacym 8
ug/ml. Pozostate szczepy byly wrazliwe lub $redniowrazliwe na tetracykling, a warto$¢
MIC wynosita: 1 pg/ml (4,35%), 2 pg/ml (30,43%) 4 pg/ml (4,35%) oraz 8ug/ml
(4,35%). Podobnie ksztaltowala si¢ wartos¢ MIC dla szczepow wrazliwych na
oksytetracykline: 2 pg/ml (26,09%), 4 ng/ml (13,04%) oraz $redniowrazliwych 8 pg/ml
(8,7%).
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Wigkszos¢ badanych szczepéw E. coli byla oporna na sulfonamidy. Opornos¢ na
dzialanie sulfadimetoksyny wykazato 73,91% szczepdw, natomiast pozostate szczepy
byly wrazliwe 1 wykazaty warto§¢ MIC: 64 pg/ml (4,35%), 128 pg/ml (13,04%) oraz 256
png/ml (8,69%). Oporno$¢ na sulfametoksazol 1 trimetoprim wykazato 52,17% szczepow.
Wartosci: <0,5/9,5 pg/ml (8,69%), 0,5/9,5 pg/ml (26,09%) oraz 2/38 pg/ml (13,04%)
hamowaty wzrost badanych szczepow. Polowa szczepoéw byta takze oporna na sulfatiazol
(52,17%). Wartosci MIC <32 pg/ml (4,35%), 32 pg/ml (13,04%), 64 pg/ml (17,39%),
128 pg/ml (4,35%) oraz 256 pg/ml (8,69%) hamowaty wzrost badanych szczepow.

Wzrost wszystkich szczepow zostal zahamowany przez st¢zenia klindamycyny

wynoszace >4pug/ml.

Tylko 1 szczep byt oporny na kolistyne i wykazywat wzrost przy stezeniu antybiotyku
przekraczajacym 4 pg/ml (4,35%). Pozostate szczepy E. coli pozostaty wrazliwe i nie
wykazywaty wzrostu przy st¢zeniu antybiotyku rownemu 0,5 pug/ml (26,08%) i 1 ug/ml
(69,57%).

442 Odczyt i interpretacja wynikéw oznaczenia granicznych wartosci MIC
wybranych antybiotykow i chemioterapeutykow dla izolatow E. coli otrzymanych w
2020 roku

Otrzymane warto$ci MIC dla szczepoéw E. coli zostaly zebrane w tabeli 11. Na
rycinie 8 przedstawiono udzial procentowy szczepow E. coli wrazliwych i opornych na

dziatanie danego antybiotyku/chemioterapeutyku.

Wszystkie badane szczepy E. coli izolowane od gesi w 2020 roku (n=20) wykazywaty
wrazliwos¢ na ceftiofur oraz gentamycyn¢ (100%). Natomiast badane izolaty
wykazywaly znaczng oporno$¢ na tetracykling (70%) oraz oksytetracykling (70%).
Dodatkowo w przypadku oksytetracykliny 2 szczepy (10%) byty $redniowrazliwe. Na
sulfonamidy opornych byto odpowiednio: 75% na sulfadimetoksyne, 60% na sulfatiazol
I 35% na trimetoprim i sulfametoksazol. Z kolei, 50% badanych izolatow wykazywata
oporno$¢ na amoksycyling, a tylko 20% byto opornych na florfenikol, enrofloksacyng

oraz kolistyne.

W przypadku gentamycyny dla zdecydowanej wigkszosci szczepow E. coli (85%)
warto§¢ MIC nie przekraczata 0,5 pg/ml. Wzrost pozostalych szczepdéw zostal

zahamowany przez st¢zenia 1 ug/ml (10%) lub 2 pg/ml (5%).
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Tylko dwa szczepy (10%) w przypadku neomycyny wykazywalty wartos¢ MIC
przekraczajaca 32 ug/ml. Pozostate izolaty nie wykazywaly wzrostu przy stezeniu <2

png/ml (65%) oraz 4 png/ml (25%).

W odniesieniu do streptomycyny, 35% izolatow nie wykazywato wzrostu przy stezeniu
antybiotyku <8 pg/ml a 20% przy stgzeniu 16 pg/ml. Stezenia streptomycyny wynoszace
64 png/ml hamowaly wzrost 1 izolatu, 128 pg/ml 4 izolatow (20%), a st¢Zzenia wynoszace
256 pg/ml 3 izolatow (15%). Dla jednego szczepu wartos¢ MIC przekraczata 1024 pg/ml
(5%). Wartos¢ MIC dla spektynomycyny wyznaczono przy st¢zeniach: <8ug/ml (10%),
8 ng/ml (5%) 16 pg/ml (50%), 32 ng/ml (20%) oraz >64 pg/ml w 3 przypadkach (15%).

Dla potowy (50%) szczepéw opornych na amoksycyling warto§¢ MIC przekraczata 16
ng/ml. Wérdd pozostatych wzrost zostal zahamowany przez stezenia: 1 pg/ml (5%), 2

png/ml (5%) oraz 4 pg/ml (40%).

Wszystkie badane szczepy byly wrazliwe na ceftiofur (100%). Ich wzrost byl hamowany
przez stgzenia <0,25 pg/ml (45%), 0,5ug/ml (50%) oraz 1 pg/ml (5%).

W przypadku enrofloksacyny 4 szczepy (20%) byly oporne 1 wykazywaty wzrost przy
stezeniu antybiotyku: >2 pg/ml, pozostale szczepy byty wrazliwe lub $redniowrazliwe, a
ich wzrost hamowaly stezenia: <0,12 pg/ml (30%), 0,25 pg/ml (10%), 0,5 pg/ml (30%),
1 pg/ml (5%) oraz 2 pg/ml(10%).

W odniesieniu do florfenikolu wzrost 15 szczepow byl hamowany przez stezenia
chemioterapeutyku wynoszace: 2 ug/ml (35%) 4 ug/ml (40%). Jeden izolat (5%)
wykazywat $rednig wrazliwosc¢ przy stezeniu florfenikolu na poziomie 8 pg/ml. Pozostate

4 izolaty (20%) wykazywaly wzrost przy stezeniu przekraczajagcym 8ug/ml.

W przypadku erytromycyny, wzrost drobnoustrojow zostal zahamowany przez stezenia:
>4 ng/ml (80%), 4 pg/ml (5%), 1 ng/ml (10%) oraz 0,5 ng/ml (5%). Wartos¢ MIC dla
tylozyny wynosita >20 pg/ml w przypadku 19 szczepow (95%), tylko jeden z badanych
1zolatow nie rost na plytce przy stezeniu 20 pg/ml (5%).

Az 70% szczepdw wykazywalo opornos¢ na tetracykling i oksytetracykling, a wartosci
MIC przekraczaly dla nich 8 pg/ml. Pozostate szczepy nie wykazywaty wzrostu przy
stezeniu tetracykliny wynoszacym: 0,5 pg/ml (10%), 2 pg/ml (15%) oraz 4 pg/ml (5%).
Z kolei oksytetracyklina hamowata wzrost drobnoustrojow wrazliwych przy st¢zeniu 0,5

png/ml (10%), 4 ng/ml (10%) oraz sredniowrazliwych przy stezeniu 8 pg/ml (10%).
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Badane szczepy E.coli izolowane od ggsi cechowaly si¢ wysoka opornoscia na
chemioterapeutyki nalezace do grupy sulfonamidow. W przypadku sulfadimetoksyny
75% badanych izolatow nie wykazywato wzrost przy stezeniu chemioterapeutyku
przekraczajacym 256 pg/ml. Wérod izolatow wrazliwych na sulfadimetoksyne wartos¢
MIC wynosita 128 pg/ml (10%) oraz 256 pg/ml (15%). Z kolei sulfatiazol nie byt
skuteczny przy stezeniu przekraczajacym 256ug/ml w 60% przypadkow. W odniesieniu
do sulfatiazolu rozktad warto$ci MIC przedstawiat si¢ nastepujaco: <32 pug/ml (10%), 64
png/ml (10%), 128 pg/ml (10%) oraz 256 pg/ml (10%). Trimetoprim/sulfametoksazol nie
zahamowal wzrostu 35% szczepdw przy stezeniu 2/38 pg/ml, z kolei wzrost izolatow
zostat zahamowany przez stezenia wynoszace: 2/38 ug/ml (10%), 1/19 pg/ml (10%) oraz
<0,5/9,5 ng/ml (45%).

Wzrost wszystkich szczepéw zostal zahamowany przez st¢zenia klindamycyny

wynoszace >4ug/ml.

Oporno$¢ na kolistyng, obserwowano w przypadku 4 szczepdéw, ktore wykazywaly
wzrost przy stezeniu antybiotyku przekraczajagcym 4 pg/ml (20%). Pozostate izolaty nie
wykazywaty wzrostu przy stgzeniach antybiotyku wynoszacych: 1 pug/ml (60%) oraz 2
ng/ml (20%).

Na podstawie interpretacji granicznych wartosci MIC wg. EUCAST oraz CLSI
wyznaczono profile opornosci szczepow E. coli wyizolowanych od gesi. Termin
wielolekoopornos¢ (ang. Multiple Drug Resistance, MDR) dotyczy braku wrazliwo$ci
drobnoustrojéw (szczepy oporne oraz Srednio wrazliwe) na przynajmniej jeden

antybiotyk/chemioterapeutyk z co najmniej trzech grup zwigzkow przeciwbakteryjnych.

Analiza otrzymanych wynikow potwierdzita, ze 18 szczepoéw wyizolowanych w 2019 r.
wykazywato fenotyp wielolekooporny, co stanowilo 78,26%. Z kolei, w 2020 r.
wyizolowano 12 szczepow wykazujacych fenotyp wielolekooporny (MDR), co stanowito
60% wszystkich badanych szczepow. Ponadto, wyznaczono tacznie 12 réznych profili
wielolekoopornosci dla izolatow E. coli z 2019 r. oraz 10 profili wielolekopornosci dla

izolatow z 2020 r. Zostaly one przedstawione w tabeli 1211 13
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Tabela 10. Wyznaczone warto$ci minimalnych st¢zen hamujacych [pug/ml] wzrost szczepdéw E. coli wyizolowanych od gesi [n=23] w

2019 r., dla wybranych antybiotykow i chemioterapeutykow

Antybiotyk/ chemioterapeutyk (warto§¢ MIC pg/ml)
Sezon | ZWD |Hodowcal Szczep Aminoglikozydy Betalaktamy | Cefalosporyny | Chinolony | Fenikole Makrolidy Tetracykliny Sulfonamidy LinkozamidyPolimyksyny
GEN | Neo | strR | spe | amox| PeEN XNL ENRO | FEN | ERY | tviTt | oxy  TET | spm | sxt | stz CLI coL
A A0L 05 2 8 32 >16 >8 05 05 8 >4 >20 >8 >8 >256 >2/38 >256 >4 05
A Al4 <05 2 <8 16 8 >8 05 1 4 >4 >20 2 2 64 0,5/9,5 <32 >4 1
B A07 1 4 8 16 >16 >8 05 0,12 4 >4 >20 2 2 >256 >2/38 >256 >4 1
B A06 05 32 256 >64 >16 >8 05 1 4 >4 >20 >8 >8 >256 >2/38 >256 >4 1
X B A08 <05 <2 <8 >64 >16 >8 05 >2 >8 >4 >20 >8 >8 >256 >2/38 >256 >4 1
C Al2 05 32 16 64 8 8 05 0,12 >8 >4 >20 8 >8 >256 0,595 64 >4 4
| E Al7 05 2 8 16 >16 8 05 >2 4 >4 >20 >8 >8 256 2/38 256 >4 05
E Al8 05 2 128 >64 >16 >8 05 >2 >8 >4 >20 >8 2 >256 >2/38 >256 >4 1
F A19 1 2 256 >64 >16 >8 05 >2 4 >4 >20 >8 >8 >256 >2/38 >256 >4 05
F A2l 2 2 8 16 >16 >8 05 2 4 >4 >20 2 >8 >256 0,5/9,5 64 >4 1
v D Al3 05 2 16 16 >16 >8 05 1 4 >4 >20 2 2 >256 2/38 64 >4 05
D Al4 <05 <2 <8 >64 >16 >8 05 <0,12 4 >4 >20 >8 1 >256 <0,5/9,5 256 >4 1
7 G A23 05 16 32 16 4 >8 05 0,25 8 >4 >20 8 >8 >256 0,5/9,5 32 >4 1
G Al15 1 <2 >1024 16 >16 >8 05 05 8 >4 >20 >8 >8 >256 >2/38 >256 >4 1
A A03 1 2 8 16 4 >8 05 05 4 >4 >20 4 2 128 2/38 32 >4 1
A A02 1 2 8 16 >16 >8 05 1 8 >4 >20 4 4 128 0,595 32 >4 05
A A05 <05 <2 <8 16 >16 >8 05 2 4 >4 >20 >8 >8 128 <0,5/95 64 >4 1
X B A09 1 <2 256 64 >16 >8 05 >2 4 >4 >20 >8 >8 >256 >2/38 >256 >4 1
1] C All 1 >32 >1024 16 >16 >8 05 0,5 4 4 >20 2 2 >256 >2/38 >256 >4 05
C A10 1 <2 >1024 64 >16 >8 05 >2 4 >4 >20 >8 >8 >256 >2/38 >256 >4 1
E Al6 05 2 8 16 8 >8 0,25 2 4 >4 >20 4 >8 256 0,5/9,5 128 >4 1
F A20 <05 <2 16 >64 >16 >8 05 >2 8 >4 >20 2 2 >256 >2/38 >256 >4 1
Z G A22 1 <2 1024 >64 >16 >8 <0.25 >2 2 >4 >20 >8 8 >256 >2/38 >256 >4 1

Szczepy wrazliwe (S)

Szczepy $redniowrazliwe (1)

Szczepy oporne (R)
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Tabela 11. Wyznaczone warto$ci minimalnych st¢zen hamujacych [pug/ml] wzrost szczepdéw E. coli wyizolowanych od gesi [n=20] w

2020 r., dla wybranych antybiotykow i chemioterapeutykow

Antybiotyk/ chemioterapeutyk (warto§¢ MIC pg/ml)
Sezon | ZWD |Hodowca Aminoglikozydy Betalaktamy [Cefalosporyny|Chinolony| Fenikole Makrolidy Tetracykliny Sulfonamidy Linkozamidy| Polimyksyny
Szezep [~y | neo | strR | spE | amox]| PeEN XNL ENRO | FFN | ERY [ TviT | oxy  TET | som | sxt | stz CLI coL

X A BO1 <05 >32 16 >64 4 >8 05 2 4 >4 >20 >8 >8 >256 <0,55/95 >256 >4 4

C B08 <05 <2 >1024 16 4 >8 05 0,5 4 >4 >20 >8 >8 256 <0,5/9,5 64 >4 1

B B04 <05 <2 <8 16 4 >8 05 05 4 >4 >20 >8 >8 >256 <0,5/9,5 256 >4 1

I B B06 <05 <2 <8 16 4 >8 <0,25 05 2 >4 >20 4 2 128 <0,5/9,5 <32 >4 1
v D B11 <05 <2 128 32 >16 >8 05 05 4 >4 >20 >8 >8 >256 >2/38 >256 >4 4

H B15 1 4 <8 <8 1 >8 <0,25 <0,12 2 1 >20 05 05 >256 >2/38 >256 >4 1

H B14 <05 <2 <8 16 >16 >8 05 05 4 >4 >20 4 4 >256 1,/19 128 >4 1

| B16 <05 <2 128 32 >16 >8 0,5 >2 4 >4 >20 >8 >8 >256 >2/38 >256 >4 1

A B02 <05 >32 16 >64 4 >8 05 2 8 >4 >20 >8 >8 >256 <0595 | >256 >4 4

X A B03 <05 <2 256 16 >16 >8 <0,25 <0,12 2 >4 >20 8 2 >256 >2/38 >256 >4 4

C B10 <05 <2 256 16 >16 >8 05 >2 >8 >4 >20 >8 >8 >256 <05/95 | >256 >4 2

C B09 2 4 16 32 >16 >8 <0,25 >2 2 4 >20 >8 >8 >256 >2/38 >256 >4 1

B B05 <05 <2 <8 16 4 >8 05 0,25 4 >4 >20 >8 >8 256 <0,5/9,5 256 >4 2

I E BO7 <05 4 <8 <8 4 >8 <0,25 0,25 2 1 >20 05 05 >256 2/38 64 >4 1
D B12 <05 4 128 16 2 >8 <0,25 <0,12 2 >4 >20 8 2 128 1/19 <32 >4 1

v D B13 <05 <2 64 32 >16 >8 05 05 >8 >4 >20 >8 >8 >256 >2/38 >256 >4 2

H B18 <05 <2 16 16 >16 >8 <0,25 <0,12 4 >4 >20 >8 >8 256 <05/95 | >256 >4 1

H B19 <05 <2 256 16 4 >8 <0,25 1 >8 >4 >20 >8 >8 >256 <05/95 | >256 >4 1

B B20 1 4 <8 8 >16 >8 <0,25 <0,12 2 05 >20 >8 >8 >256 2/38 128 >4 1

| B17 <05 <2 128 >64 >16 >8 1 >2 >8 >4 20 >8 >8 >256 >2/38 >256 >4 2

Szczepy wrazliwe (S)

Szczepy $redniowrazliwe (1)

Szczepy oporne (R)
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Rycina 7. Procentowy rozktad szczepoéw E. coli izolowanych od gesi w 2019 r. [n=23], wrazliwych, $redniowrazliwych i opornych na

dzialanie wybranych antybiotykdéw i1 chemioterapeutykow

Procentowy udziat szczepdw [%]

B % wrazliwych

B % Sredniowrazliwych

B % opornych

100%

90%

80%

70%

60%

50%

40%

30%

20%

10%

0%

21,7
78,3
GEN AMOX
100,0 21,7
0,0 0,0
0,0 78,3

100,0
XNL ENRO
100,0 34,8
0,0 30,4
0,0 34,8

FFN OXY TET
65,2 39,1 39,1
21,7 8,7 43
13,0 52,2 56,5

antybiotyk/chemioterapeutyk

SDM
26,1
0,0
73,9

SXT
47,8
0,0

52,2

95,7

4,3
coL

95,7
0,0
4,3
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Rycina 8. Procentowy rozktad szczepoéw E. coli izolowanych od gesi w 2020 r. [n=20], wrazliwych, $redniowrazliwych i opornych na

dziatanie wybranych antybiotykoéw i chemioterapeutykow

100%
90%
30
80% 40
< 50
= 70%
2 65
0
=%
g 60% 80
3
=
5 50% 100 100
=}
>
H 40%
= 70
3
o 30% 60
& 50
20%
35
10% 20
0%
GEN AMOX XNL ENRO FFN OXY TET SDM SXT STZ COoL
H % wrazliwych 100 50 100 65 75 20 30 25 65 40 80
B % Sredniowrazliwych 0 0 0 15 5 10 0 0 0 0 0
B % opornych 0 50 0 20 20 70 70 75 35 60 20

antybiotyk/chemioterapeutyk
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Tabela 12. Profile wielolekoopornosci pateczek E. coli wyizolowanych od ggsi w 2019

roku

L.p. Profil lekoopornosci Szczep

1 AMOX ENRO FFN OXY TET SDM SXT STZ | A08

2 AMOX ENRO FFN OXY SDM SXT STZ Al8

3 AMOX ENRO OXY TET SDM SXT STZ A06, A09, A10, Al19, A22
4 AMOX ENRO FFEN SDM SXT STZ A20

5 AMOX FFEN OXY TET SDM SXT STZ A01, Al15
6 AMOX ENRO TET SDM A21

7 FFN OXY TET SDM COL Al2

8 AMOX ENRO OXY TET A05, A17
9 FFN OXY TET SDM A23

10 AMOX OXY SDM Al4

11 AMOX ENRO FFN A02

12 AMOX ENRO SDM Al3

Tabela 13. Profile wielolekoopornosci pateczek E. coli wyizolowanych w 2020 roku

L.p. Profil lekoopornosci Szczep

1 AMOX ENRO FFN OXY TET SDM SXT STZ |B17,B10
2 ENRO FFN OXY TET SDM SXT STZ COL B02

3 AMOX ENRO OXY TET SDM SXT STZ B16, B09
4 AMOX FFN OXY TET SDM SXT STZ B13

5 ENRO FFN OXY TET SDM STZ B19

6 ENRO OXY TET SDM STZ COL B0O1

7 AMOX OXY TET SDM SXT STZ COL B11

8 AMOX OXY SDM SXT STZ COL B03

9 AMOX OXY TET SDM B20

10 AMOX OXY TET STZ B18

Al7.

Najczesciej wystepujacym profilem wielolekoopornosci w 2019 r. byl: AMOX
ENRO OXY TET SDM SXT STZ, ktory wyznaczono dla 5 szczepow E. coli (A06, AQ9,
A10, A19, A22) i profile: AMOX FFN OXY TET SDM SXT STZ wyznaczony dla
szczepow A0l 1 A15 oraz AMOX ENRO OXY TET wyznaczony dla szczepow AO05 i

Z kolei, w 2020 roku dla 2 szczepow E. coli wyznaczono profil: AMOX ENRO FFN
OXY TET SDM SXT STZ (B17, B10). Réwniez 2 szczepy posiadaty profil: AMOX
ENRO OXY TET SDM SXT STZ (B16, B09). Analiza wartosci MIC wykazata, ze
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najwyzsza opornoscia charakteryzowaty si¢ szczepy A08, A18, B02, B10 i B17 sa oporne

na chemioterapeutyki z 5 réznych grup $rodkoéw przeciwdrobnoustrojowych.

4.5 Ocena prewalencji wybranych genow opornosci na antybiotyki
I chemioterapeutyki

W ramach badan szczepéw E. coli dokonano detekcji gendéw warunkujacych
oporno$¢ na wybrane $rodki przeciwdrobnoustrojowe. Wybrano 25 genéw opornosci na

ponizsze antybiotyki i chemoterapeutyki:

e Betalaktamy: blaCTX-M, blaSHV, blaTEM

e Fluorochinolony: gnrA, gqnrB, gnrC, gnrD, gnrsS, gepA, acc(6’)-1b-cr
e Amfenikole: catl, cat2, cat3

e Tetracykliny: tetA, tetB, tetC, tetD

e Sulfonamidy: sull, sul2, sul3

e Polimyksyny: mcr-1, mcr-2, mcr-3, mer-4, mcr-5

Techniki PCR niezb¢edne do wykonania powyzszych badan zostaly omoéwione w
podrozdziale 3.1.3.2. Na podstawie elektroforogramow z produktami PCR 0 znanej
wielkosci, utworzono ryciny przedstawiajace prewalencj¢ wszystkich gendéw opornosci,
ktére zostaly poddane badaniu. Dodatkowo na rycinach uwzgledniono dwa sezony
pobierania prob do badan oraz zaktad wylegu drobiu z ktorego pochodzity gasigta. Rycina
9 przedstawia rozktad obecnych gendow opornosci wsrod szczepéw E. coli
wyizolowanych od gesi, pochodzacych z pierwszego lub drugiego sezonu wylegu w roku
2019. Rycina 10, analogicznie ukazuje prewalencje genow opornosci w grupie szczepow

E. coli wyizolowanych w roku 2020.

Na podstawie przeprowadzonych badan wykazano, ze wsrod szczepow E. coli
pochodzacych od gesi w 2019 roku najczesciej stwierdzano obecno$¢ genu
warunkujgcego oporno$¢ na betalaktamy blaTEM (65,20%). Ponadto, 9 szczepow
(39,13%) posiadato gen tetA warunkujacy oporno$¢ na tetracykliny. Wsrod izolatow E.
coli pochodzacych od gesi wykryto wszystkie trzy badane geny opornosci na
sulfonamidy: sull, sul2, sul3, z czego po 3 szczepy (13,04%) posiadaty gen sul2 oraz

sul3, a u dwoch szczepow potwierdzono wystepowanie genu sull (8,69%).

76



Z kolei tylko jeden szczep (4,34%) posiadal gen mcr-1 warunkujacy oporno$¢ na
polimyksyny. Wystepowanie genu catl potwierdzono u jednego izolatu E . coli (4,34%),
a u trzech (13,04%) potwierdzono wystepowanie genu cat2. Zaden z badanych szczepow

nie posiadal genéw warunkujgcych opornos$¢ na fluorochinolony.

Analizujac wyniki, wykazano, ze 82,6% badanych szczepow E. coli wyizolowanych od
gesi 2019 r. posiadalo co najmniej jeden gen opornosci. Sposrod badanych izolatow,
geny opornosci na dwa zwigzki przeciwdrobnoustrojowe posiadato 26,08% szczepow,
geny opornos$ci na trzy zwiagzki przeciwdrobnoustrojowe posiadato 6 szczepow (26,08%)
i byly to: AO1, A08, A12, A23, A151 A10. Ponadto, tylko 4 (17,40%) szczepy E. coli nie
posiadaty zadnego z poszukiwanych gendow opornosci, byty to szczepy: A04, A07, A09
i A22.

Podobnie jak w 2019 r., w roku 2020 na wysokim poziomie ksztaltowatl si¢ odsetek
szczepow E. coli (55%), ktore posiadaty gen blaTEM odpowiedzialny za oporno$é na
betalaktamy. Na wyzszym poziomie (50%) ksztattowata si¢ czgstotliwo$é wystgpowania
genu opornos$ci na tetracykliny- tetA, z kolei gen tetB posiadaty tylko 2 szczepy (10%).
Odsetek izolatow E. coli posiadajacych gen opornosci na sulfonamidy sull, sul2 i sul3
wynosit odpowiednio 25%, 35% 1 5%. Tylko jeden szczep posiadat gen opornosci na
amfenikole — cat2 (5%). Podobnie jak w roku 2019, wsrod badanych izolatéw, zaden nie
posiadat genéw warunkujacych opornosc na fluorochinolony. Ponadto, nie potwierdzono

obecnosci genow determinujgcych opornos¢ na polimyksyny.

Analizujagc wyniki uzyskane dla szczepow w 2020 roku, stwierdzono, ze
czestotliwo$¢  wystgpowania co najmniej jednego genu opornosci na Srodki
przeciwdrobnoustrojowe wérod badanych izolatow byta wysoka i wynosita 80%. Z kolei
wystepowanie dwoch genow opornosci potwierdzono w 25% przypadkow (B08, B03,
B10, B18, B19), trzech genow opornosci w 25% przypadkow (BO1, B09, B13, B20, B17),
a cztery geny opornosci posiadato 10% szczepow (B11 i B16). Ponadto, tylko 4 (20%)
izolaty nie posiadaly zadnego genu opornosci na srodki przeciwdrobnoustrojowe, byty to

szczepy: B06, B14, B15 i BO7.

Nie zaobserwowano istotnych roéznic w obecnosci genow opornosci na Srodki
przeciwdrobnoustrojowe w odniesieniu do szczepdéw izolowanych w I lub II sezonie, a

takze izolatach pochodzacych od ggsi z r6znych ZWD.
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Na rycinie 11 poréwnano procentowy udziat genow opornosci badanych szczepow E.
coli, wyizolowanych od ggsi w 2019 oraz 2020 roku. Analizujac powyzszy wykres mozna
dostrzec zwiekszajacg sie liczbg szczepow E. coli z obecno$cig gendw opornosci na
sulfonamidy (sull i sul2) oraz tetracykliny (tetA, tetB), ktorych czestotliwos¢ detekceji
wzrosta w roku 2020 w porownaniu z rokiem 2019 (wzrost detekcji genu tetA z 39%
wsrod szezepoéw E. coli z 2019 r. do 50% - wsrod izolatow z 2020r.). Z kolei analizujac
obecno$¢ genow odpowiedzialnych za wystgpienie opornosci na amfenikole (catl i cat2)
oraz betalaktamy (blaTEM), zauwazalny jest spadek czgstotliwosci ich detekcji w roku
2020 w porownaniu z rokiem 2019 (np. obecno$¢ genu blaTEM na poziomie 65,2%-
szczepy E. coli z 2019 r i 55% - izolaty z 2020 r.).
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Rycina 9. Prewalencja wybranych gendéw opornosci na antybiotyki i chemioterapeutyki badanych szczepoéw E. coli, izolowanych od gesi w
2019r. [n=23]

Geny opornosci

sszir;eb;lz bIIESetaIaktamy Fluorochinolony Amfenikole Tetracyklin Sulfonamidy Polimyksyny
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Rycina 10. Prewalencja wybranych gendw opornosci na antybiotyki i chemioterapeutyki badanych szczepoéw E. coli, izolowanych od gesi w

2020 r. [n=20]

Sezon | ZWD |Hodowcy

Symbol
szczepu

Geny opornosci

Betalaktamy

Fluorochinolony

Amfenikole

Tetracyklin

Sulfonamidy

Polimyksyny
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Rycina 11. Poréwnanie udziatu procentowego obecnosci genéw opornosci u szczepoéw E. coli wyizolowanych od gesi [n=43] w roku 2019
i 2020
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4.6 Ocena prewalencji wybranych genow zjadliwosci

Kolejnym etapem badan bylo okreslenie czestotliwosci wystepowania gendow
zjadliwosci wérdd badanych szczepow E. coli. W tym celu wybrano 8 genow zjadliwosci:
astA, iss, irp2, papC, iucD, tsh, vat, cva A/B cvi cvaC. Techniki PCR niezbedne do
wykonania powyzszych badan zostaty oméwione w podrozdziale 3.1.3.3. Na podstawie
elektroforograméw z produktami PCR o znanej wielko$ci, utworzono ryciny
przedstawiajace prewalencje wszystkich gendéw zjadliwosci, ktére zostaly poddane
badaniu (rycina 12). Dodatkowo na rycinie 12 uwzgledniono dwa sezony pobierania prob
do badan oraz rodzaj ZWD, z ktorego pochodzity pisklgta. Z kolei rycina 13 przedstawia
rozktad obecnych gendéw zjadliwosci wérod szczepow E. coli wyizolowanych od gesi, w

roku 2019 [n=23] i 2020 [n=20].

Na podstawie przeprowadzonych badan wykazano, ze wsrdd szczepow
pochodzacych od gesi w 2019 roku najczesciej stwierdzano obecno$¢ genu iss (56,5%),
z kolei najrzadziej genu papC, ktérego potwierdzono tylko u 1 szczepu (4,35%). Dos¢
czesto potwierdzano wystepowanie genu iucD (39,1%), cvaA/B cvi cvaC (30,4%) oraz
vat (26,1%). Potwierdzono, ze 5 szczepow (21,7%) posiadato gen irp2 i tylez samo
(21,7%) gen tsh. Stosunkowo rzadko pojawiat si¢ gen ast2 (8,7%). Natomiast 6 szczepow
(26,1%) nie posiadato Zzadnego z poszukiwanych genow zjadliwosci, byly to szczepy:

A01, A04, Al12, Al15, AO3, A09.

W roku 2020 najczescie) wystepujacym genem zjadliwosci wsrdd wyizolowanych
szczepow E. coli byt iucD (75%) oraz podobnie jak w roku poprzedzajacym gen iSS
(70%). Rownie czgsto pojawiajacym sie genem zjadliwosci byt gen irp2 (65%).
Potwierdzono, ze 6 szczepow posiadato gen tsh (30%) i tylez samo gen cva A/B cvi cvaC
(30%). Najrzadziej z kolei wystepowat gen astA, ktorego posiadat tylko jeden izolat (5%).
Stosunkowo rzadko potwierdzano obecnos¢ genow papC (15%) i vat (10%). Tylko 3
(15%) z badanych szczepow E. coli wyizolowanych w 2020 roku nie posiadaty zadnego

genu zjadliwosci, byly to szczepy: B09, BO7 i B18.

Z analizy danych wynika, Ze sezon wstawienia ptakéw 1 pochodzenie gasiat (ZWD) nie
mialy wptywu na czgstotliwos¢ wystepowania genow zjadliwosci u szczepow E. coli

izolowanych od gesi.

Na rycinie 13 poréwnano procentowy udziat gendw zjadliwosci badanych szczepow E.

coli, wyizolowanych od gesi w 2019 oraz 2020 roku. Po przeanalizowaniu danych, mozna
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zauwazy¢ wyzsza czestotliwo$¢ wystepowania gendw iss, irp2, papC, iucD oraz tsh w
izolatach E. coli z roku 2020 w poréwnaniu z rokiem 2019 (np. czgstotliwosé
wystepowania genu iSS wzrosta z 56,5% do 70%, czestotliwos¢ wystepowania genu irp2
wzrosta z 21,7 do 65%, czgstotliwos¢ wystepowania genu iucD wzrosta z 39,1% do 75%).
Z Kolei, analizujac obecno$¢ gendéw astA i vat zauwazalny jest spadek czestotliwosci ich
detekcji w roku 2020 w poréwnaniu z rokiem 2019. Obecno$¢ genu cvaA/B cvi cvaC

pozostawata na poréwnywalnym poziomie w latach 2019 i 2020.
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Rycina 12. Prewalencja wybranych genow zjadliwosci szczepdéw E. coli izolowanych od
gesi [n=23] w roku 2019 oraz 2020 [n=20]
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Rycina 13. Poréwnanie udziatu procentowego wystgpowania genoéw zjadliwosci u szczepow E. coli wyizolowanych od gesi w roku 2019

[n=23] i 2020 [n=20]

80,0
75,0
70,0
70,0
65,0

60,0 56.5
=, 50,0
:
=
8 40,0 39.1
2 ® 2019
o
g 30,0 30,4 30,0 = 2020
< 30,0
3 30 26,1

21,7 21,7
20,0
10,0
10,0
. 43 I
0,0 .
iss irp2 papC iucD tsh vat cvaA/B cvi cvaC

geny zjadliwos$ci

85



4.7 Ocena produkcji biofilmu przez szczepy E. coli

W dalszym etapie badan dokonano oceny zdolnosci tworzenia biofilmu przez
zgromadzone szczepy E. coli. Zadanie to realizowano poprzez pomiar intensywnoS$ci
wzrostu biofilmu w poditozu LB, a hodowle prowadzono w 96-dotkowych ptytkach, w
czterech powtorzeniach dla danego szczepu. Metodyka dla tego badania zostata opisana
w podrozdziale 3.1.3.4. Intensywnos$¢ wzrostu biofilmu zostata przyporzadkowana do

czterech klas, zgodnie z metodyka Stepanovi¢ i wsp. (2004) i ponizszym schematem:

Zakres wartosci OD Ocena intensywnosci tworzenia | Ocena intensywnosci
biofilmu tworzenia biofilmu
OD<0ODc Szczep nie tworzacy biofilmu 0
ODc <OD <20Dc Szczep stabo tworzacy biofilm 1
20Dc <OD <40Dc Szczep $rednio tworzacy biofilm 2
40Dc < OD Szczep mocno tworzacy biofilm 3

W tabeli 14 zostaly przedstawione wyniki przeprowadzonych eksperymentow
hodowli biofilmu z wyizolowanych od gesi w 2019 i 2020 roku szczepoéw E. coli.
Wartosci OD znajdujace si¢ w tabeli sg usrednionymi wartosciami ze wszystkich

powtdrzen eksperymentu.

Z przeprowadzonych badan wynika, ze wszystkie badane szczepy produkowaty
biofilm na podtozu LB w temp. 37°C, cho¢ na r6znym poziomie intensywnos$ci. Zarowno
w roku 2019 jak i 2020 wigkszos$¢ izolatow tworzyta biofilm na Srednim poziomie,
dotyczyt on odpowiednio 82,6% i 70% szczepow. Tylko jeden szczep — Al3 (4,35%) w
roku 2019 i dwa szczepy — B03, B18 (10%) w roku 2020 silnie produkowaty biofilm.
Staba produkcja biofilmu cechowaty si¢ 3 szczepy (13,04%) w 2019 r. i 4 szczepy (20%)
w 2020 r., byty to odpowiednio szczepy: A12, A0S, A09 oraz B16, B02, B10 1 B0O7.

Analiza zdolno$ci tworzenia biofilmu przez szczepy E coli, nie wskazala
jednoznacznie na zréznicowanie wynikow ze wzgledu na pochodzenia pisklat (ZWD),
sezonu wstawienia ptakow na ferme (I lub 11) lub hodowcg, chociaz dwa szczepy (B03,

B18) z 2020 r. produkujace silnie biofilm to izolaty z Il sezonu wstawienia gesi.
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Tabela 14. Wartos¢ OD oraz ocena zdolno$ci tworzenia biofilmu szczepoéw E. coli

wyizolowanych od gesi [n=43] w roku 2019 oraz 2020

Rok | Sezon|ZWD | Hodowca | Symbol | Wartosé Intensywnos$¢
szczepu oD tworzenia biofilmu
2019 I X A A0l 0,381 2
A A04 0,568 2
B AQ7 0,558 2
B A06 0,450 2
B A08 0,485 2
C Al2 0,340 1
E Al7 0,535 2
E Al8 0,652 2
F Al9 0,483 2
F A21 0,479 2
Y D Al3 0,922 3
D Al4 0,458 2
z G A23 0,614 2
G Al5 0,403 2
I X A A03 0,423 2
A AQ2 0,530 2
A A05 0,314 1
B AQ9 0,324 1
C All 0,461 2
C Al0 0,349 2
E Al6 0,397 2
F A20 0,483 2
Z G A22 0,338 2
2020 I X A BO1 0,475 2
C B08 0,545 2
Y B B04 0,338 2
B B06 0,338 2
D B11 0,375 2
H B15 0,394 2
H B14 0,362 2
I B16 0,345 1
I X A B02 0,332 1
A B03 0,777 3
C B10 0,310 1
C B09 0,677 2
Y B B05 0,469 2
E BO7 0,340 1
D B12 0,561 2
D B13 0,401 2
H B18 3,335 3
H B19 0,549 2
B B20 0,470 2
I B17 0,738 2
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Tabela 15. Zbiorcze zestawienie prewalencji wystgpowania genéw opornosci na srodki przeciwdrobnoustrojowe, genow zjadliwosci a
takze profili opornosci i zdolno$¢ tworzenia biofilmu u szczepoéw E. coli wyizolowanych w 2019 r. od gesi

Symbol Geny opornosci Geny zjadliwo$ ci — . o Mtensmo§é
Sezon [ ZWD Hodowcy o zezepu fe e e Sl Lllen ! &7 et |2 €25 [0 [ [ |8 | & e quo Sl e E\, zvp, Profil lekowrazliwosci nbng;ﬁ?La

A A0L AMOX FFN OXY TET SDM SXT STZ 2

A A04 ENRO 2

B A07 AMOX SDM SXT STZ 2

B A06 I AMOX ENRO OXY TET SDM SXT STZ 2

X B A08 - AMOX ENRO FFN OXY TET SDM SXT STZ 2

C Al2 FFN OXY TET SDM COL 1

| E Al7 AMOX ENRO OXY TET 2
E Al8 AMOX ENRO FEN OXY SDM SXT STZ 2

F Al19 AMOX ENRO OXY TET SDM SXT STZ 2

F A21 .. AMOX ENRO TET SDM 2

v D Al13 AMOX ENRO SDM 3

D Al4 AMOX OXY SDM 2

G A23 FEN OXY TET SDM 2

z G Al5 I AMOX FFN OXY TET SDM SXT STZ 2

A A03 2

A A02 AMOX ENRO FFN 2

A A05 - AMOX ENRO OXY TET 1

X B A09 AMOX ENRO OXY TET SDM SXT STZ 1

1l C All - AMOX SDM SXT STZ 2
C Al0 - - AMOX ENRO OXY TET SDM SXT STZ 2

E Al6 TET 2

F A20 AMOX ENRO FFN SDM SXT STZ 2

A G A22 AMOX ENRO OXY TET SDM SXT STZ 2
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Tabela 16. Zbiorcze zestawienie prewalencji wystgpowania genow opornos$ci na srodki przeciwdrobnoustrojowe, genow zjadliwosci a
takze profili opornosci i zdolno$¢ tworzenia biofilmu u szczepoéw E. coli wyizolowanych w 2020 r. od gesi

Geny oporno$ci Geny zjadliwo$ ci Intensywno$é
Sezon| ZWD |Hodowc Symbol | && o o d ol d ¢l ol © NI o @ Profil oporno$ci tworzenia
szczepu @& Kol I IR R R IR RS N A 1PAg Ag g R IES] g e N RN DGR IR I 5 IR It B B I g R ol g biofilmu
N A BO1 ENRO OXY TET SDM STZ COL 2
C BOS TET 2
B BO4 OXY TET SDM 2
| B BO6 2
v D B11 || | AMOX OXY TET SDM SXT STZ COL 2
H B15 SDM SXT STZ 2
H B14 AMOX SDM 2
I B16 || AMOX ENRO OXY TET SDM SXT STZ 1
A BO2 ENRO FFN OXY TET SDM SXT STZ COL 1
X A BO3 AMOX OXY SDM SXT STZ COL 3
C B10 AMOX ENRO FFN OXY TET SDM SXT STZ 1
C B09 AMOX ENRO OXY TET SDM SXT STZ 2
B BO5 OXY TET 2
E BO7 SDM 1
' D B12 oY 2
v D B13 | AMOX FFN OXY TET SDM SXT STZ 2
H B18 AMOX OXY TET STZ 3
H B19 ENRO FFN OXY TET SDM STZ 2
B B20 AMOX OXY TET SDM 2
I B17 AMOX ENRO FFN OXY TET SDM SXT STZ 2
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Analiza wynikow zawartych w tabeli 15 i 16 wskazuje, ze nie zawsze szczepy MDR
charakteryzowaly si¢ obecnoscia licznych genow opornosci na
antybiotyki/chemioterapeutyki np. szczep Al8 wyizolowany w 2019 wykazywat
opornos$ci na 5 réznych grup srodkéw przeciwdrobnoustrojowych, a posiadat tylko 1 gen
oporno$ci na betalaktamy (blaTEM). Podobnie w 2020 r. szczep B10 wykazywal
opornos¢ na 5 roznych grup antybiotykdw przy czym posiadat tylko 2 geny opornosci na
srodki przeciwdrobnoustrojowe: tetracykliny (tetA) i sulfonamidy (sul2).

Podobnie byto w przypadku wyst¢powania genoéw zjadliwosci. Szczepy wielolekooporne
jak np. A01, A12, Al15 z 2019 r. czy B09, B17, B18 z 2020 r. nie posiadaty zadnych

gendw zjadliwosci.

Ponadto, wigkszo$¢ szczepow tworzyta biofilm na $rednim poziomie (2), bez wzgledu na
lekoopornos¢. Zdarzato sig, ze szczepy MDR (np. A05, A09, A12 z2019r. czy B02, B10,
B16 z 2020 r.) produkowaty biofilm na niskim poziomie (1).
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4.8 Wyniki badan serologicznych

Krew do badan serologicznych pobierano od gasiat w przedziale wiekowym od
10 (hodowca F, sezon Il 2019 r.) do 18 dnia zycia ptakow (hodowca A, sezon | 2020 r.).
Niemniej, w wigkszos$ci stad (14/24=58,33%) krew pobierano w 13-14 dobie zycia gasiat.
Z 3 stad nie pobrano krwi gdyz hodowca nie wyrazil na to zgody, byty to stada hodowcy
G (w obu sezonach 2019 r.) oraz stado hodowcy E w 1l sezonie 2020 r. Uzyskane warto$ci

mian ELISA (warto$¢ OD) przedstawiono w tabeli 17.

We wszystkich badanych surowicach pobranych od gesi zarowno w roku 2019
jak i 2020, potwierdzono obecno$¢ swoistych przeciwciat anty-GPV. Otrzymane wartos$ci
OD w dniu pobierania probek byty juz stosunkowo niskie i zr6znicowane w zaleznosci
od stada. W 2019 r. na 11 badanych stad, tylko w 8 stadach uzyskano wartosci OD
surowicy wskazujace na wynik dodatni w odniesieniu do wszystkich badanych surowic
ze stada (100%), przy czym najwyzsza wartos¢ OD wynosita 0,387 (hodowca F, Sezon
I1), za$ najnizsza 0,211 (hodowca C, sezon Il). Natomiast w pozostatych 3 stadach,
warto$ci OD wskazujace na wynik dodatni w zakresie obecno$ci swoistych przeciwciat
anty-GPV uzyskano tylko u 20% gasiat (hodowca A, sezon I), 53,34 % (hodowca E,
sezon 1) oraz 85,8% (hodowca B, sezon I). Pozostate wartosci OD uzyskane dla surowic
gasiat z ww. stad wskazywatly na wynik watpliwy (odpowiednio: 80%, 46,7%, 14,2%). Z
kolei w 2020 r. wszystkie surowice we wszystkich badanych stadach [n=13] uzyskaty
wynik dodatni, a warto$¢ OD surowicy wahata si¢ od 0,210 (hodowca I, sezon I) do 0,653

(hodowca D, sezon I1).

Podkresli¢ nalezy, ze najnizszy przedziat wartosci OD wynosit 0,155-0,202 1 okre$lono
go dla surowic pobranych od gesi w pierwszym sezonie produkcyjnym w 2019 roku
(hodowca A). Z kolei najwyzszy przedzial wartosci OD wynosit 0,227-0,653 i
odnotowano go w drugim sezonie produkcyjnym 2020 roku (hodowca D).

Generalnie, wyzsze poziomy przeciwciat anty-GPV stwierdzano w probkach surowicy
pobranej od gasigt w 2020 r., zar6wno w | jak 1 w II sezonie wstawienia gasiat. Nie
zaobserwowano zaleznosci w wysokosci poziomu przeciwcial anty-GPV a

pochodzeniem pisklat (ZWD).
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Tabela 17. Zakres wartosci OD przeciwcial anty-GPV wystepujacych w surowicy gesi,
pobranej w roku 2019 i 2020 r.

Rok lsezonl 2wD | Hodowea Wiek _ Liczba bad_anych War_toéc’ oD _ % wyn‘ikéw :
stada (dni) surowic (min-max) [dodatnie |watpliwe [ujemne
A 14 15 0,155-0,202 20,0 80,0 0
B 14 14 0,190-0,280 85,8 14,2 0
X C 14 15 0,222-0,276 100 0 0
| E 11 15 0,170-0,237 533 46,7 0
F 13 14 0,229-0,345 100 0 0
Y D 14 13 0,243-0,298 100 0 0
2019 Z G - - - - - -
A 14 12 0,223-0,276 100 0 0
B 14 4 0,262-0,356 100 0 0
I X C 13 14 0,211-0,304 100 0 0
E 12 5 02130256 100 0 0
F 10 1 0231-0387 100 0 0
Z G i i i i i i
A 18 6 0,222-0,276 100 0 0
X C 14 13 0,286-0,596 100 0 0
E 12 13 0,277-0,376 100 0 0
| B 13 10 0,234-0,298 100 0 0
v D 15 15 0,489-0,543 100 0 0
H 14 13 0,287-0,307 100 0 0
2020 | 14 13 0,210-0,312 100 0 0
A 16 10 0,234-0,298 100 0 0
X C 14 13 0,284-0,596 100 0 0
E - - - - - -
1 B 15 10 0,230-0,303 100 0 0
v D 16 7 0,227-0,653 100 0 0
H 14 5 0,369-0,499 100 0 0
| 12 7 0,292-0,388 100 0 0
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4.9 Wyniki badan w kierunku zakazen wirusowych

Zgodnie z zalozeniami projektu, ocenie podlegata czestotliwos¢ wystepowania
zakazen wirusowych w stadach gesi, obserwowana w dwuletnim cyklu produkcyjnym
(2019-2020). Materiat do badan pochodzit tgcznie z 27 stad gesi tuczowych. Ptaki byly
poddawane badaniu anatomopatologicznemu, podczas ktorego pobierano wycinki
narzagdow wewnetrznych (watroba, $ledziona, jelita, nerki) i/lub wymazy katowe, do

dalszych badan w kierunku zakazen wirusowych.

Wyniki badan w kierunku zakazen wirusowych przedstawiono w tabeli 18, 19 i 20 oraz

na rycinach nr 14 i 15, a wczesniej w tabeli zbiorczej 8 i 9.

W roku 2019 przebadano 13 stad ggsi z czego 7 w I sezonie i 6 w II sezonie.
Metoda Real-Time PCR potwierdzono wystgpowanie materialu genetycznego
parwowirusa gesi (GPV) we wszystkich probach (100%) w obu sezonach produkcyjnych
(tj. 1'i I). Metoda Real-Time PCR cechuje si¢ wysoka czutoscig i mozliwoscig wykrycia
niewielkiej ilo$ci materiatu genetycznego wirusa, nie zawsze jednak wystarczajacej do
przeprowadzenia sekwencjonowania. W zwigzku z tym nie przeprowadzono
sekwencjonowania materiatu genetycznego pochodzacego ze stad hodowcy C i G w |

sezonie oraz hodowcy A, B oraz E w drugim sezonie (tabela 19).

Z kolei zakazenie cirkowirusem ggsi (GoCV) potwierdzono w 6 stadach
(46,15%), z czego w 4 stadach (57,14%) w | sezonie (hodowca A, B, E — ZWD X oraz
hodowca G — ZWD Z) i w 2 stadach w Il drugim sezonie (33,33%) (hodowca B i C —
ZWD X).

W przypadku polyomawirusa gesi (GHPV), 10 stad (76,92%) uzyskalo wynik
pozytywny z czego w I sezonie 6 stad byto dodatnich (85,71%) (hodowca A, B, C, E, F
—ZWD X oraz hodowca D — ZWD Y) a w drugim 4 stada (66,66%) (hodowca A, C, E i
F - ZWD X) uzyskaty wynik pozytywny.

Przeanalizowano rowniez wystepowanie zakazen mieszanych w stadach ggsi,
m.in. GPV+GHPV, ktore potwierdzono w 10 stadach (76,92%), z czego 6 stad w I
sezonie (85,71%) (hodowcy A, B, C, D, F - ZWD X, hodowca D - ZWD Y) oraz 4 stada
w Il sezonie (66,66%) (hodowca A, C, E i F—ZWD X).
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Z kolei w przypadku zakazen GPV + GoCV wynik dodatni potwierdzono w 6
przypadkach (46,15%), z czego 4 dodatnie stada wstawiono w | sezonie (57,14%)
(hodowca A, B i E — ZWD X oraz hodowca G — ZWD Z) a 2 stada (33,33%) (hodowca
B i C—ZWD X) wstawiono w Il sezonie.

Analizowano réwniez obecno$¢ koinfekcji wywolanej trzema wirusami .
GPV+GHPV+GoCV, ktore potwierdzono w 4 stadach (30,77%) w 2019 r. z czego w 3
stadach (42,85%) (hodowca A, B i E — ZWD X) w pierwszym sezonie i w 1 stadzie
(16,66%) (hodowca C — ZWD X) w drugim sezonie.

W roku 2020 przebadano w kierunku zakazen wirusowych 14 stad gesi z czego 7
w pierwszym sezonie i 7 w drugim sezonie. Zarowno w I jak 1 w II sezonie, potwierdzono
zakazenia GPV we wszystkich badanych probkach (100%). Uzyskana ilo$¢ materiatu
genetycznego parwowirusa gesi nie pozwolita na przeprowadzenie sekwencjonowania
GPV od gesi ze stad hodowcy A, C, D, E, | w | sezonie oraz hodowcy A, B, D, H, I w 1I

sezonie wstawienia pisklat (tabela 20).

W przypadku wystapienia klinicznej postaci choroby Derzsy’ego | zaburzenia opierzania
u gesi, sekwencjonowano dwukrotnie material genetyczny wirusOw uzyskany z tego
samego stada na rdéznych etapach odchowu, celem weryfikacji tozsamosci szczepow.
Taka sytuacja miata miejsce w stadzie hodowcy C w II sezonie 2020 r. Obie badane
sekwencje wirusa choroby Derzsy’ego (materiatl pobrany w 21 1 35 dobie zycia ptakow)

nalezaty do wariantu klasycznego GPV (OK085812.1, OK085811.1).

Zakazenia GOCV potwierdzono w 1 przypadku (14,28%) (hodowca A — ZWD X)
w | sezonie i w 5 przypadkach (71,43%) (hodowca A, C — ZWD X, hodowca D, E, H —
ZWD Y) w Il sezonie. W sumie w 6 stadach (42,86%) w 2020 r. potwierdzono zakazenie
GoCV. Z kolei, sekwencjonowanie materiatu genetycznego GoCV przeprowadzono ze
stad hodowcy A w | sezonie oraz A, C, D, E oraz H w 1l sezonie. Analiza wynikow
wskazuje, ze zakazenia cirkowirusem ggsi diagnozowano z podobng czestotliwo$cia

zaro6wno w roku 2019 (46,15%) jak 1 2020 r. (42,86%).

W zwiazku z wystgpujacymi problemami zdrowotnymi i podwyzszong $miertelnosciag w

stadzie hodowcy A (II sezon 2020 r.) sekwencjonowano dwukrotnie materiat
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genetyczny GoCV pobrany od gesi w 63 1 98 dobie zycia. Wykazano, ze nalezy on do tej
samej grupy filogenetycznej. W zwigzku z powyzszym zaprzestano dwukrotnego

sekwencjonowania materialu genetycznego wirusow z tego samego stada.

Podsumowujac zakazenia cirkowirusem gesi, nieco czesciej stwierdzano w 2019 r. niz w
2020 r. (odpowiednio 46,15% 1 42,86%), przy czym w 2019 r. zakazenia te dominowaty

w I sezonie, za§ w 2020 r. w Il sezonie.

Réwniez zakazenia mieszane GPV+GoCV oraz  GPV+GoCV+GHPV  czesciej
wystepowaty w 2019 r. niz w 2020 r. (tabela 18).

Wynik dodatni w kierunku zakazen polyomawirusem gesi (GHPV) potwierdzono w 6
stadach (42,86%), z czego w | sezonie uzyskano wynik pozytywny w 1 stadzie (14,28%)
(hodowca B — ZWD Y) a w Il sezonie w 5 stadach (71,43%) (hodowca A, C — ZWD X,
hodowca B, D, | - ZWD Y).

Wsrod zakazen mieszanych w 2020 r. dominowaly zakazenia GPV+GHPV, ktore
potwierdzono w 6 stadach (42,86%), z czego w 1 stadzie (14,28 %) (hodowca B - ZWD
Y) w | sezonie i w 5 stadach (A, C — ZWD X, hodowca B, D, | - ZWD Y) w Il sezonie
(71,43%). Podobnie, zakazenia mieszane GPV+GoCV, potwierdzono takze w 6 stadach
(42,86%), z czego w 1 stadzie (14,28%) (hodowca A- ZWD X) w | sezonie i w 5 stadach
(71,43%) (A, C—-ZWD X, hodowca D, E, H—-ZWD Y) w Il sezonie. Stosunkowo rzadko
w 2020 r. potwierdzono zakazenia mieszane GPV+ GHPV+GoCV. Wynik dodatni
uzyskaly tylko 2 stada (28,57%) (hodowca A i C — ZWD X) w drugim sezonie, co na

przestrzeni catego roku 2020 stanowito 14,28%.

Generalnie, zakazenia polyomawirusem gesi notowano czesciej w 2019 r. niz w 2020 r.,
odpowiednio: 76,92% i 42,86%. Roéwniez zakazenia mieszane GPV+GHPV oraz
GPV+GHPV+GoCV czgsciej] wykrywano w stadach gesi w 2019 r. niz w 2020 r.
(odpowiednio: 76,92%-42,86% i 30,77%-14,28%).

Reasumujgc zakazenia wirusowe (GOCV, GHPV oraz zakazenia mieszane), czesciej

stwierdzano w 2019 r. niz w 2020 r., przy czym w 2019 r. byt to sezon 1.
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Tabela 18. Wyniki badan w kierunku zakazen GPV, GoCV, GHPV oraz zakazen mieszanych uzyskane w probkach pobranych od gesi w

201912020 .
Rok Sezon Liczba stad dodatnich/ liczba stad badanych oraz udzial % dodatnich
GPV GoCV GHPV GPV+GHPV GPV+GoCV GPV+GHPV+GoCV

2019 I 7/ 7 (100) 417 (57,14) 6/7 (85,71) 6/7(85,71) 417 (57,14) 317 (42,85)
I 6/6 (100) 2/6(33,33) 4/ 6 (66,66) 416 (66,66) 2/6(33,33) 1/6 (16,66)
Razem 13/13(100) 6 /13 (46,15) 10/13(76,92) 10/13(76,92) 6 /13 (46,15) 4/13(30,77)

I 717 (100) 1/7(14,28) 1/7(14,28) 1/7(14,28) 1/7(14,28) 0/7(0)
2020 I 717 (100) 5/7(71,43) 5/7(71,43) 5/7(71,43) 5/7(71,43) 217 (28,57)
Razem 14/ 14 (100) 6/14(42,86) 6/14(42,86) 6/ 14 (42,86) 6/14(42,86) 2114 (14,28)

Lacznie w 2 letnim

cyklu obserwacji 27/27 (100) 12/27 (44,44) 16/27 (59,26) 16/27 (59,26) 12/27 (44,44) 6/27 (22,22)
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Tabela 19. Wyniki badan w kierunku zakazen GPV, GoCV, GHPV oraz zakazen mieszanych uzyskane w probkach pobranych od ggsi w

2019r.
sezon | zZWD | Hodowca | N7 MatTYCY/tkanki do | Wiek ptakow Wyniki badar Zakazenia mieszane
PCR (dni) GPV sekw. Nr GenBank GoCV sekw. Nr GenBank GHPV GPV+GHPV | GPV+GoCV GPV+GHPV+GoCV

X A M/18/2019 35 + + 0OKO085817.1 - - + + R R
M/23/2019 70 + - + + 0OKO070807.1 + + + +
X B M/4/2019 56 + + OKO085816.1 + - + + + +
M/19/2019 105 + - - - - -
M/6/2019 56 + - - - - -

X C
M/8/20219 28 + - - - - -
v D M/5/2019 21 + - - - - - - -
M/20/2019 91 + + 0OK085819.1 - - + + - -
X E M/10/2019 63 + + OKO085813.1 + + OKO070804.1 + + + +
M/7/2019 56 + - - - - - - -

X F
M/14/2019 98 + + OKO085823.1 - - + + - -
z G M/13/2019 15 + - - - - - R R
M/3/2019 35 + - + + OKO070801.1 - - + -
M/9/2019 63 + - - - + + - -

X A
M/12/2019 35 + - - - - - -
X B M/1/2019 49 + - + 0OK070800.1 - - + -
M/15/2019 98 + - + OKO070806.1 - - + -
" X C M/22/2019 112 + + 0K085820.1 + - + + + +
M/25/2019 14 + - - - + + _ _
M/2/2019 98 + - - - - - - -

X E
M/21/2019 105 + - - - - -
F M/24/2019 98 + OKO085821.1 - - + + - -
A G M/11/2019 7 + + 0OK085815.1 - - - - - -
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Tabela 20. Wyniki badan w kierunku zakazen GPV, GoCV, GHPV oraz zakazen mieszanych uzyskane w probkach pobranych od ggsi w 2020 r.

sezon | zZwp | Hodowea | " m?{%’é/;kan ki [Wiek ptak 6w Wiyniki badan Zakazenia mieszane
(dni) GPV sekw. Nr GenBank GoCV sekw. Nr GenBank GHPV GPV+GHPV | GPV+GoCV | GPV+GHPV+GoCV

X A M/4/2020 98 + - + + 0OKO070808.1 - - + -

v B M/18/2020 21 + + 0OK085818.1 - - - - - -
M/19/2020 35 + - - - + + - R

X c M/5/2020 35 + - - - - - - R
M/20/2020 105 + - - - - - - R

| v D M/17/2020 21 + - - - - - - R
M/14/2020 84 + - - - - - - R

X E M/16/2020 35 + - - - - - - -

v " M/10/2020 28 + + 0OK085814.1 - - - - - -
M/12/2020 91 + - - - - - - -

Y | M/3/2020 56 + - - - - - - -
M/13/2020 63 + - + 0OKO070805.1 + + +

X A M/7/2020 98 - + OK070809.1 - - -
M/11/2020 112 + - - - - - - -

Y B M/15/2020 42 + - - R + + - _

M/2/2020 21 + + OK085812.1 - - - -

I X C M/1/2020 35 + + OKO085811.1 + + OKO070803.1 + + +
M/23/2020 126 + - - - - - - -

v b M/9/2020 63 + - + + OKO070811.1 - - + -
M/22/2020 119 + - - - + + - R

Y M/24/2020 49 + + 0K085822.1 + + 0KO070802.1 - - + -

Y H M/8/2020 21 + - + + 0OK070810.1 - - + -

Y | M/6/2020 28 + - - - + + - -
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4.9.1 Wyniki analizy filogenetycznej w oparciu o uzyskane sekwencje GPV

Analize filogenetyczng przeprowadzono w oparciu o fragment genu kodujacego
biatkko VP1 i poréownano do sekwencji GPV zdeponowanych w bazie GenBank.
Otrzymane sekwencje zaklasyfikowano do 2 odrebnych grup filogenetycznych: 9
sekwencji nalezy do grupy tworzonej przez klasyczny szczep wirusa GPV (cGPV) {j.:
OK085819.1, OK085812.1, OK085818.1, OK085811.1, OK085817.1, OK085813.1,
OK085815.1, OK085822.1, OK085820.1 zas pozostate 4 do grupy szczepu okreslanego
jako novel GPV (nGPV) tj.: OK085816.1, OK085823.1, OK085814.1, OK085821.1.
Wylacznie 1 sekwencja jest zgodna z sekwencja szczepu Hoekstra (M/14/2020)
(szczepionkowego). Sekwencje z filogrupy cGPV sg podobne do sekwencji izolowanych
wczesniej w Polsce i na Wegrzech. W grupie filogenetycznej utworzonej ze szczepu
nGPV znajdowaly si¢ takze sekwencje pochodzace z badanych w Polsce stad kaczek
pekin. Sekwencje wirusa nGPV pochodzace ze wspomnianej pracy, tworza odrgbng
grupe filogenetyczng wraz ze szczepami pochodzacymi z Chin, za$ homologia miedzy

nimi jest na poziomie miedzy 98,57% a 99,28% (rycina 14).
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Rycina 14. Drzewo filogenetyczne skonstruowane metoda najblizszego sgsiada (ang. neighbor-
joining method) dla pelnych sekwencji genomow badanych parwowirusow pochodzacych od
gesi (2019 1 2020 r.) oraz sekwencji referencyjnych pochodzacych z bazy GenBank. Ocene
istotno$ci statystycznej analizy filogenetycznej przeprowadzono przy uzyciu testu typu

bootstrap, wykonujac 1000 powtorzen.
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4.9.2 Wyniki analizy filogenetycznej w oparciu o uzyskane sekwencje GoCV

Analize filogenetyczng przeprowadzono w oparciu o caly genom
cirkowirusa gesi liczacy 1821 par zasad. Sekwencje pordwnano z innymi dostepnymi w
bazie GenBank genomami cirkowirusa gesi oraz fragmentami genomu z sekwencji
izolowanych w latach wczes$niejszych w Polsce. Z analizy wtasnych wynikow badan
wynika, ze 11 sekwencji (OK070800.1, OK070801.1, OK070802.1, OK070807.1,
OKO070803.1, OK070804.1, OK070810.1, OK070811.1, OK070805.1, OK070808.1,
0OKO070809.1) wykazywato si¢ wysoka homologig do siebie i do izolowanego wczesniej
w Polsce szczepu DG1 z 2014 r. Tylko jedna sekwencja (OK070806.1 - hodowca C, 11
sezon 2019 r.) byta podobna do sekwencji wegierskich i polskich izolowanych na
przetomie lat 2013-2016 (rycina 15).
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Rycina 15. Drzewo filogenetyczne skonstruowane metoda najblizszego sgsiada (ang.

neighbor-joining method) dla pelnych sekwencji genoméw badanych cirkowiruséw

pochodzacych od gesi (2019 i 2020 r.) oraz sekwencji referencyjnych pochodzacych z

bazy GenBank. Oceng istotnos$ci statystycznej analizy filogenetycznej przeprowadzono

przy uzyciu testu typu bootstrap, wykonujac 1000 powtdrzen.
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KT808558.1 G15 Polska 2014
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Tabela 21. Podsumowanie stanu zdrowotnego stad gesi badanych w 20191 2020 r.

Rok Sezon |Hodowca] ZWD W;il;;(:c tu[:xg[o;:i] Smli;ﬁinosc Uwagi
A X 6700 112 6 2 krotne wystapienie kolibakteriozy, infekcja Gallibacterium anatis, GoCV + GHPV
B X 13000 114 8 kolibakterioza, aspergilloza, GoCV + GHPV
C X 4500 98 3 GHPV
| D Y 6900 99 4 2 krotne wystapienie kolibakteriozy, aspegilloza, GHPV
E X 7777 110 6 aspergilloza, kolibakterioza, zaburzenie opierzania u gesi, GoCV + GHPV
F X 8000 112 5 kolibakterioza, GHPV
2019 G Z 4500 100 6 kolibakterioza, zaburzenie opierzania u gesi, GoCV
A X 7500 114 4 E. coli, aspergilloza, GHPV
B X 11300 116 8 aspergilloza, kolibakterioza, GoCV
" C X 4500 120 10 aspergilloza, 2 krotne wystapienie kolibakteriozy w stadzie, GoCV + kliniczna posat¢ HNEG
E X 7500 98 4 E. coli, aspergilloza, GHPV
F X 7500 120 5 kolibakterioza, GHPV
G Z 4500 116 3 E. coli
A X 7500 114 4 E. coli, aspergilloza, GoCV
B Y 13000 100 7 2 krotne wystapienie kolibakteriozy, GHPV
C X 3000 120 3 E. coli
| D Y 7500 135 5 aspergilloza, kolibakterioza
E X 7000 122 3 E. coli
H Y 3700 118 4 kolibakterioza
2020 I Y 7200 120 5 kolibakterioza
A X 8000 140 7 aspergilloza, kolibakterioza, zaburzenie opierzania u gesi, GoCV + GHPV
B Y 8000 135 10 kolibakterioza, r6zyca, infekcja Gallibacterium anatis, GHPV
C X 3500 140 11 kolibakterioza, r6zyca,zaburzenia opierzania u gesi, GPV + GoCV + GHPV, kliniczna posta¢ ch. Derzsy'ego
1 D Y 7000 139 6 kolibakterioza, GoCV + GHPV
E X 4500 123 4 kolibakterioza, GoCV
H Y 4000 133 5 2 krotne wystapienie kolibakteriozy, GoCV
I Y 7000 125 6 kolibakterioza, salmonelloza, GHPV

*$redni wskaznik $miertelnosci dla stada gesi wynosi do 5%
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Tabela 21 przedstawia status zdrowotny stad gesi stanowigcych grupe badawcza,
analizowany w 2 letnim cyklu produkcyjnym tj. 2019-2020. Jak wynika z oceny wynikow
badan najczesciej stwierdzano infekcj¢ E. coli, cho¢ nie zawsze oznaczata ona kliniczng
postac kolibakteriozy, co miato miejsce w stadach A, E i G (Il sezon 2019r.) oraz A, C i
E (I sezon 2020 r.).

Przyczyna zwigkszonych upadkéw na wczesnych etapach odchowu byta takze
aspergiloza, stwierdzana czesciej u gasiat w 2019 r. W przypadku infekcji Gallibacterium
anatis nie mozna powiedzie¢ jednoznacznie czy byta bezposrednig przyczyng wzrostu
$miertelnosci w stadzie gesi (hodowca A, | sezon 2019 r. i hodowca B, Il sezon 2020 r.),
z uwagi na potwierdzenie we wspomnianych stadach dodatkowych czynnikow
wiktajacych jak E. rhusiopathiae, GoCV czy GHPV.

Ponadto, w stadach zainfekowanych wtoskowcem rozycy (hodowca B i C, Il sezon 2020
r.) obserwowano znaczny wzrost upadkow wsrod ptakow starszych, w wieku powyzej 13
tygodni. Z kolei salmonelloza, nie miata znacznego wplywu na wzrost $§miertelnosci w
stadzie. Wplywala natomiast na pojawienie si¢ probleméw lokomotorycznych i

zrdéznicowania masy ciata badanych ptakow.

We wszystkich stadach potwierdzono obecno$¢ materialu genetycznego parwowirusa
gesi, co nie oznaczalo wystgpienia klinicznej postaci choroby Derzsy’ego. Infekcja mogta
mie¢ natomiast wptyw na status zdrowotny badanych stad a takze petni¢ rolg czynnika

immunosupresyjnego (zdjecie 1).

W przypadku potwierdzenia obecnos$ci materiatu genetycznego GoCV wsrdd badanych
stad, nie zawsze wynik dodatni wigzat si¢ z zaburzeniami opierzenia u ptakow, cho¢ w 4
przypadkach miato to miejsce (hodowca E i G, sezon 1 2019 r. oraz hodowca A i C, sezon
I1 2020 r.). We wspomnianych stadach potwierdzono takze koinfekcje GHPV a takze
zakazenia bakteryjne (E. coli, Erysipelothrix rhusiopathiae) i grzybicze (zdjgcie 1).

Pomimo wysokiej czgstotliwosci izolacji materiatu genetycznego polyomawirusa gesi z
badanych stad, tylko w jednym zanotowano kliniczng posta¢ HNEG (hodowca C, sezon
I1 2019 r.). W tym przypadku potwierdzono takze koinfekcje¢ GoCV i GPV, a stado 2
krotnie leczono w trakcie tuczu na kolibakterioze. W tym samym stadzie zdiagnozowano
aspergilloz¢ na etapie odchowu gesi (zdjecie 2,3.4).
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Reasumujac, przyczyna gorszych efektow produkcyjnych w badanych stadach gesi byty
zakazenia wirusowe wraz z koinfekcjg bakteryjng, gtownie E. coli, rzadziej E.

rhusiopathiae i G. anatis oraz grzybiczymi na wczesnych etapach odchowu.

Zdj. 1. Kliniczna posat¢ choroby Derzsy’ego a takze zaburzenia opierzania ggsi w wieku 4 tygodni, w

przebiegu koinfekcji GPV+GoCV+GHPV (hodowca C, 11 sezon 2020 r.) (M. Chmielewska-Wtadyka).
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Zdj. 2. 8-tygodniowa ges$ pochodzaca ze stada w ktorym zdiagnozowano HNEG (hodowca C, sezon 11 2019
r.). Widoczne objawy porazenia nog, skrzydet oraz skret szyi, wyptyw z dzioba (M. Chmielewska-
Wiadyka).

Zdj. 3. Krysztaty moczanow zalegajace w nerkach w przebiegu HNEG u gesi wieku 8 tygodni (hodowca
C, sezon 1l 2019 r.) (M. Chmielewska-Wtadyka).
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Zdj.4. Krwotoczne zapalenie jelit w przebiegu HNEG u gesi w wieku 8 tygodni (hodowca C, sezon 11 2019
r.) (M. Chmielewska-Wtadyka).
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5. Omowienie wynikow i dyskusja

Polska zalicza si¢ do grona lideréw w produkcji drobiarskiej w Europie, w tym
drobiu wodnego. Od 2018 r. rynek gegsiny w naszym kraju pozostaje wzglednie stabilny,
a poglowie gesi oscyluje w granicach 1 min sztuk. Glowny udziat w tych ilo$ciach
stanowig gesi tuczowe, z ktorych to, otrzymywane jest wysokiej jakosci migso a takze

podroby czy puch i pierze, stanowigce cenny surowiec o wlasciwosciach termicznych.

Stada gesi objete badaniami byly zlokalizowane w wojewodztwie dolnoslaskim,
wielkopolskim oraz todzkim. Piskleta wstawiane na fermy pochodzity z 3 réznych
zakladow wylegu drobiu. Liczebno$¢ stad wahata si¢ od 3 do 13 tys. sztuk, przy czym
srednio stanowila okoto 7 tys. sztuk. Gegsi z grupy badawczej byly utrzymywane w
systemach poélintensywnych, zawsze z dostgpem do wolnego wybiegu. Ptaki zywiono
gotowymi mieszankami paszowymi lub koncentratem z udzialem zbo6z (pszenicy,
kukurydzy, soi, owsa). W okresie letnim, cze¢$¢ stad miata dostep do pastwisk lub §wiezej
zielonki. Sredni okres tuczu wynosit 98 dni, cho¢ w roku 2020, kiedy wybuchta pandemia
COVID-19, zdarzaly si¢ przypadki ubijania gesi w wieku 140 dni. Masa ubojowa ptakéw
wahata si¢ w granicach 5,5-6,8 kg, a stada o mniejszej liczebno$ci czesto uzyskiwaty
wyzsza mas¢ ubojowa. Wspotczynnik zuzycia paszy rowniez byt zmienny, w zaleznosci
od zadawania ptakom zielonki. Srednie zuzycie paszy na kg przyrostu masy ciata
wynosito 5,5 kg i mozna go byto obnizy¢ do okoto 5 kg poprzez zadawanie ptakom

zielonki/siana.

W niniejszej rozprawie doktorskiej, podjeto probe okreslenia statusu zdrowotnego stad
gesi tuczowych w Polsce, ze szczegdlnym uwzglednieniem poziomu przeciwciat
matczynych przeciwko parwowirusowi gesi (anty-GPV). Monitoring stad prowadzono w
dwuletnim cyklu obserwacji i dotyczyt on 27 stad gesi tuczowych. Badania prowadzone
podczas pracy nad niniejszg rozprawa, dotyczyty gléwnie zakazen bakteryjnych oraz
wirusowych w stadach gesi. Dodatkowo omowiono takze zakazenia grzybicze, ktére dos¢
czegsto wystepuja w stadach drobiu wodnego i1 rzutuja w konsekwencji na warto$¢
biologiczng pisklat oraz dalszy odchow. Badania obejmowaty roéwniez analiz¢ opornosci
na antybiotyki i chemioterapeutyki wyizolowanych szczepow E. coli oraz zdolnosé¢
tworzenia biofilmu przez te szczepy. Diagnostyka opornosci na  $rodki

przeciwdrobnoustrojowe obejmowata oprocz okreslenia wartosci MIC dla kazdego ze
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szczepow, takze ocene¢ wystepowania genOw opornosci na antybiotyki oraz

chemioterapeutyki. Okreslono rowniez prewalencje wstepowania genow zjadliwosci.

Badania w kierunku zakazen wirusowych dotyczyly z kolei, oceny zakazen badanych
stad parwowirusem gesi (GPV), cirkowirusem (GoCV) oraz polyomawirusem gesi
(GHPV). Wyizolowany material genetyczny GPV i GoCV poddano sekwencjonowaniu
genetycznemu aby okresli¢ pokrewienstwo filogenetyczne dla tych wirusow. Ponadto, z
uwagi na réznice w dost¢pnosci na rynku w okresie badawczym szczepionek dla gesi
przeciwko chorobie Derzsy’ego, podj¢to si¢ analizy obecnosci i poziomu swoistych
przeciwcial przeciwko parwowirusowi u gasigt. Uwazam, ze wyniki powyzszej pracy

uzupetnig luke informacyjng dotyczaca aktualnej zdrowotnosci stad gesi w Polsce.

W ostatnich latach obserwujemy intensyfikacje produkcji drobiarskiej, jej
zwigkszong koncentracj¢ oraz wzrost liczby cykli produkcyjnych w danym roku. Wiaze
si¢ to z takimi konsekwencjami jak rosngce ryzyko wystapienia choréb zakaznych.
Analiza przeprowadzonych badan bakteriologicznych wykazala, Ze najczesciej
izolowano od gesi pateczke E. coli. Bakterie te stwierdzano w materiale badawczym
niezaleznie od wieku ptakéw (okresu tuczu), przy czym w przypadku ptakoéw starszych,
zdarzato si¢ ze izolacja E. coli byta zwigzana z wystgpieniem kolibakteriozy w stadzie.
Nie mniej jednak, nalezy podkresli¢, ze w stadach z kliniczng postacig kolibakteriozy
diagnozowano takze GPV, GoCV lub GHPV a takze mieszane infekcje wirusowe, CO
zdecydowanie przyczynilo si¢ do obnizenia koncowych efektow produkcyjnych. Do
dalszych badan zabezpieczono 43 szczepy E. coli. Ponadto, z poszczegdlnych stad
wyizolowano takze 2 szczepy E. rhusiopathiae, 2 szczepy G. anatis oraz 1 szczep S.
Typhimurium.

Istnieje wiele doniesien dotyczacych wystepowania zakazen paleczka E. coli
wsrod ludzi, gdzie Zrodlem zakazenia moga by¢ zwierzeta a takze Zywnos$¢ z nich
wytwarzana. Niektore patotypy E. coli majg zdolnos¢ zakazania ludzi i zwierzat, cho¢
nalezy pamigtac, ze jest to bakteria wchodzgca w sklad naturalnej mikroflory jelitowe;.
Atypowa enteropatogenna E. coli (ang. Atypical EPEC - aEPEC) moze zakaza¢ zaréwno
ludzi jak 1 zwierzeta, a takze nasila¢ objawy juz trwajacych infekcji. Adorjan 1 wsp.
(2021) zidentyfikowali 7 enteropatogennych szczepdéw E. coli (aEPEC) pochodzacych od
ptakoéw (kaczek, gesi, indykoéw, kurczat 1 gotebi), w tym 2 od gesi. [zolaty te wykazywaly
fenotyp wielolekooporny (MDR), ktory zdaniem autoréw moze by¢ skutkiem

okresowego podawania ptakom $rodkoéw przeciwdrobnoustrojowych.

109



Zagadnienie wystepowania pateczek E. coli u drobiu jest istotne takze z punktu
narastajacej oporno$ci na srodki przeciwdrobnoustrojowe co stanowi zagrozenie dla
zdrowia publicznego. W zwigzku z tym, $cistej kontroli poddaje si¢ powstawanie,
rozprzestrzenianie si¢ i utrzymywanie w $rodowisku bakterii opornych na antybiotyki.
Pateczka E. coli moze petnic role donora, wektora a takze biorcy gendw opornosci na
antybiotyki, ktéore moga by¢ przenoszone ze zwierzat na ludzi poprzez kontakt
bezposredni, zywnos$¢ a takze przez Srodowisko. Badania Massaccesi i wsp. (2021)
wskazujg, ze rowniez gesi mogg zanieczyszczaé srodowisko bakteriami opornymi na
antybiotyki, rozsiewajac je wraz z kalem. Jednakze ryzyko to moze zostaé
zminimalizowane poprzez przestrzeganie dobrych praktyk hodowlanych, w tym
rozwaznego stosowania antybiotykOdw oraz zmniejszenie zaggszczenia ptakow.

Badania wlasne wykazaty, ze szczepy bakteryjne izolowane od gg¢si, szczegdlnie
E. coli charakteryzowaly si¢ wysoka opornoscig i wielolekoopornoscia (MDR) na
antybiotyki i chemioterapeutyki. Panujacy obecnie trend w Unii Europejskiej zmierza do
ograniczenia ilosci stosowanych antybiotykdw u zwierzat. Jak wynika z raportu EMA
(ang. European Medicines Agency - EMA) catkowita sprzedaz antybiotykoéw
weterynaryjnych w krajach europejskich spadta o ponad 34% w latach 2011-2018.
Sprzedaz cefalosporyn III i IV generacji spadta o 24%, polimyksyn o 70%,
fluorochinolondéw o 4% a pozostalych chinolondéw o 74%. Pocieszajacy jest fakt, ze dane
splywajace z 25 krajow raportujacych do EMA, potwierdzaja spadek sprzedazy srodkow
przeciwdrobnoustrojowych (mg/PCU — milligrams of active substance sold per
population correction unit) na poziomie 43%, rowniez w latach 2011-2020, zwtaszcza w
tych krajach gdzie sprzedaz byla najwigksza tj. Francja, Niemcy, Holandia, Hiszpania
czy Wielka Brytania. Najwigksze ilosci sprzedanych srodkow
przeciwdrobnoustrojowych w stosunku do tacznej ilosci mg/PCU, w 31 krajach
europejskich stanowity: penicyliny 31,1%, tetracykliny 26,7% 1 sulfonamidy 9,9%.
Ogolnie te trzy grupy obejmowaty 67,7% catkowitej sprzedazy w 31 krajach.
Analiza wynikdéw badan wilasnych wykazala, Zze na wyzej wymienione 3 grupy lekow
przeciwdrobnoustrojowych byto opornych 11 szczepow E. coli wyizolowanych od ggsi
w 2019 1. (47,82%) oraz 9 szczepow E. coli wyizolowanych w 2020 r. (45%).

Wyznaczenie wartosci MIC a takze ocena prewalencji wystepowania gendéw
zjadliwosci oraz opornosci na $rodki przeciwdrobnoustrojowe, pozwolita na wstepna

oceng zjawiska lekoopornosci wsréd badanych izolatow E. coli wyizolowanych od gesi.
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Wysoka opornos¢ wzgledem badanych antybiotykow i chemioterapeutykéw odnotowat
Zhang i wsp. (2021), ktérzy potwierdzili oporno$¢ na przynajmniej 3 grupy srodkow
przeciwdrobnoustrojowych u 80,7% izolatow E. coli pozyskanych od zdrowego drobiu
wodnego w Chinach, sklasyfikowanych nast¢pnie jako szczepy MDR. Najwyzsza
oporno$¢ autorzy zanotowali w przypadku amoksycyliny, sulfametoksazolu,
chloramfenikolu oraz doksycyliny, co stanowi odzwierciedlenie najczesciej stosowanych
lekow w stadach drobiu wodnego w Chinach. Jednak zaden z szczepéw MDR nie byt
oporny na wszystkie 10 testowanych przez Zhang i wsp. (2021) zwigzkow
przeciwdrobnoustrojowych. Podobne wyniki zanotowat zespot Sgariglia i wsp. (2019),
gdzie sposrod 19 badanych antybiotykow tylko 2 wykazywaty petng skutecznos¢ (100%)
wobec szczepoéw E. coli izolowanych od drobiu we Wtoszech, w tym od gesi i byly to
antybiotyki z grupy cefalosporyn: ceftazydym oraz cefoksytyna. Z kolei najwigksza
oporno$¢ zanotowano w odniesieniu do penicyliny i kwasu nalidyksowego. Wysoka
wrazliwo$¢ na leki z grupy cefalosporyn potwierdzili takze Dube i Mbanga (2018), gdzie
89% izolatow pobranych od drobiu (w tym gesi 1 kaczek) w Zimbabwe, byto wrazliwych
na ciprofloksacyne. Rowniez wyniki badan Liu 1 wsp. (2018), wskazuja na znaczng
opornos¢ pateczek E. coli izolowanych od drobiu wodnego, poniewaz 22 szczepy
(34,4%) byly oporne na wszystkie badane $rodki przeciwdrobnoustrojowe. Tylko 19 z 64
szczepow E. coli (29,7%) byto wrazliwych na florfenikol.

Analiza wlasnych wynikéw badan wskazuje na wystgpowanie opornosci wsrod
wyizolowanych szczepow E. coli na amoksycyling na poziomie 78,26% (izolowanych w
2019 r.) 1 50% (izolowanych w 2020 r.). Ta wysoka opornos$¢ koreluje z wysokim
odsetkiem szczepéw E. coli posiadajacych gen opornosci na betalaktamy, ktorych
obecno$¢ potwierdzono u 62,5% szczepdw badanych w 2019 r. oraz 55% szczepdw
pozyskanych w 2020 r. Rowniez wysoka oporno$¢ na amoksycyling odnotowat zespo6t
Zhang i wsp. (2021), ktora potwierdzono wsrod 79,7% izolatéw E. coli uzyskanych z
wymazow z kloaki od klinicznie zdrowych gesi 1 kaczek w Chinach. Wyniki badan Liu 1
wsp. (2013) rowniez potwierdzaja wystgpowanie gendéw opornosci m. in. na betalaktamy
(blaCTX-M-55) i fluorochinolony (ogxAB floR), z izolatu pochodzacego od gesi.
Ponadto, profil oporno$ci wspomnianego szczepu obejmowat kwas nalidyksowy,
ciprofloksacyne, cefotaksym, ampicyling, chloramfenikol, florfenikol, tetracykling i
ceftiofur.

W przypadku enrofloksacyny, ktora jest chemioterapeutykiem szeroko

stosowanym na fermach drobiu, wykazano, ze w 2019 r. 34,78% szczepow E. coli byto
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opornych na ten lek, z kolei w 2020 r. odsetek ten zmniejszyt si¢ do 20%. Wsrod
badanych izolatow E. coli nie wykazano obecnosci gendéw warunkujacych opornos¢ na
flurochinolony. W dostgpnym przegladzie piSmiennictwa brak jest danych odnosnie
potwierdzenia wystepowania genéw opornosci na fluorochinolony (gnrA, gnrB, gnrC, gnrD,
gnrS, aac(6’)-1b-cr) wsrdd izolatow E. coli pochodzacych od gesi. Potwierdzono natomiast,
obecno$¢ gendéw warunkujacych opornos¢ na fluorochinolony wsrod pateczek E. coli
izolowanych u innych gatunkéw drobiu m.in. brojlerow czy kur niosek (Seo i Lee, 2020).
Natomiast Chen i wsp. (2012) opisali wystepowanie gendéw zlokalizowanych na
ruchomych elementach genetycznych - plazmidach (ang. Plasmid-Mediated Quinolone
Resistance - PMQR): gnrA1, gnrA3, gnrB2, gnrB4, gqnrB9, gqnrB10, gnrS1, gnrS2 u 15%
izolatow E. coli pochodzacych od ggsi.

Z kolei, wigkszos¢ badanych wilasnych szczepéw E. coli wyizolowanych od gesi
wykazywata wrazliwo$¢ na florfenikol. Tylko 3 izolaty (13,04%) w 2019 r. oraz 4 izolaty
(20%) pochodzace z 2020 r., wykazywaly wzrost na podtozu mimo stezenia antybiotyku
przekraczajacego 8ug/ml. Jak wynika z badan wlasnych rowniez prewalencja
wystepowania genow opornosci na amfenikole byta niewielka. Odsetek szczepow E. coli
wyizolowanych w 2019 r., ktory posiadat sekwencje charakterystyczng dla genu catl
wynosit 4,43%, cat2 z kolei 8,69%. W 2020 r. udalo si¢ potwierdzi¢ wystgpowanie genu
cat? tylko u jednego szczepu (5%). Odmienne wyniki zaprezentowal Liu 1 wsp. (2013),
ktorzy potwierdzili wystepowanie genu floR z izolatu E. coli pochodzacego od gesi,
wykazujacego takze opornos¢ na florfenikol. Podobnie Zhang 1 wsp. (2021) takze
potwierdzili wystepowanie genu floR wsrod 94,5% badanych izolatow, wykazujgcych
opornos¢ na chloramfenikol (65% szczepow opornych).

Ponad potowa badanych szczepow z 2019 r. byta oporna na tetracykling (56,52%) i
oksytetracykling (52,17%), a w kolejnym roku 2020, odsetek szczepdéw opornych wzrost
do 70%. Ponadto, 9 szczepoéw (39,13%) pochodzacych z 2019 r. 1 10 szczepow (50%)
wyizolowanych w 2020 r., posiadato gen tetA warunkujacy oporno$¢ na tetracykliny.
Podobnie Zhang i wsp. (2021) wykazali takze wysoka opornos¢ na tetracykliny (63,5%
szczepOw opornych), oraz wysoka prewalencje wystepowania genow determinujacych
opornos$¢ na tetracykliny (94,2% w przypadku genu tetA oraz 44,4% dla genu tetB). W
badaniach wtasnych, w 2020 r. potwierdzono u 2 szczepow (10%) wystgpowanie genu
tetB. Rowniez wysoki odsetek szczepow E. coli opornych na tetracykliny (43%)

potwierdzita Sgariglia i wsp. (2019), ktorzy pobierali proby do badan z r6znych systemow
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hodowli i gatunku ptakéw (brojlerow, kur, gesi, kogutow, perliczek, kaczek oraz golebi i
indykow).

W rozprawie przeanalizowano takze wyniki dotyczace wystgpowania opornosci
szczepow E. coli na sulfonamidy, ktora ksztaltowata si¢ na wysokim poziomie zaréwno
w roku 2019 jak 1 2020. Oporno$¢ na sulfadimetoksyne stwierdzono u 73,91% szczepow
izolowanych w 2019 r. i 75% szczepow izolowanych w 2020 r., z kolei dla sulfadiazyng
1 trimetoprim opornych bylo 52,17% w 2019 r. 1 35% w 2020 r. Wysokie poziomy
opornos$ci na sulfonamidy odnotowat Zhang 1 wsp. (2021), gdzie opornos¢ szczepow E.
coli osiaggneta poziom 69,8%, natomiast odmiennie prezentujg si¢ wyniki Sgariglia i wsp.

(2019), ktorzy stwierdzili tylko 25% szczepdw E. coli opornych na sulfametoksazol.

W badaniach wlasnych ponad polowa izolatow wykazywala opornos¢ na sulfatiazol
(52,17% w 2019 r. i 60% w 2020 r.). Wsrod izolatow E. coli pochodzacych od gesi
wykryto wszystkie trzy badane geny opornosci na sulfonamidy sull, sul2, sul3, z czego
po 3 szczepy (13,04%) posiadaty gen sul2 oraz sul3 a u dwoch szczepoéw potwierdzono
wystepowanie genu sull (8,69%). Wystepowanie genow sull i sul2 u izolatu E. coli

pochodzacego od gesi potwierdzita takze Cwiek i wsp. (2021)

Podkre$li¢ nalezy stosunkowo niskg oporno$é szczepow E. coli na kolistyne,
szczegolnie izolatow z 2019 1. (4,35%) 1 wyzsza izolatéw z 2020 r. (20%). Uzyskane
wyniki sg niezwykle istotne w konteks$cie problemu narastania opornosci na kolistyne,
ktora okreslana jest w medycynie cztowieka jako antybiotyk ostatniej szansy. Podobne
wyniki przedstawiaja Zhang i wsp. (2021), ktorzy wyizolowali tylko 10% szczepow E.
coli opornych na kolistyng, pochodzacych od gg¢si w Chinach. Natomiast Massaccesi i
wsp. (2021) nie odnotowali oporno$ci na kolistyng wsrod badanych szczepow E. coli

pochodzacych od gesi we Wtoszech.

W badaniach wtasnych, potwierdzono tylko u 1 szczepu obecno$¢ genu opornosci na
polimyksyny (mcr-1) u izolatu E. coli z 2019 r., natomiast odmienne wyniki prezentuja
Zhang i wsp. (2018), ktorzy potwierdzili obecnos$¢ genu mcr-1 na poziomie 71,6%, wsrod
szczepow E. coli pozyskanych z wymazow z kloaki oraz nosogardzieli od zdrowych gesi.
Ponadto, badania Zhang i wsp. (2018) potwierdzaja wystgpowanie genow mcr-2 U 5,5%
oraz mcr-3 u 11,9% szczepdéw E. coli izolowanych od tych gesi. Z kolei, Jarma i wsp.
(2021), nie potwierdzili obecnosci genu mcer-1 wérdd szezepoéw E. coli wyizolowanych

od gesi gegawej (Anser anser).
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Jednym z elementow badan bylo wyznaczeni profili opornosci, ktérych
utworzono 12 w roku 2019 i 10 w roku 2020. Najczgéciej wystepujacym profilem
wielolekoopornosci (21,74% szczepdéw E. coli) w 2019 r. byl: AMOX ENRO OXY TET
SDM SXT STZ oraz profile AMOX FFN OXY TET SDM SXT STZ (8,69% szczepow
E. coli) i AMOX ENRO OXY TET (8,69% szczepow E. coli). W roku 2020, najczesciej
wyznaczono profil opornosci na 5 grup chmeioterapeuykéw: AMOX ENRO FFN OXY
TET SDM SXT STZ (10%) oraz profil AMOX ENRO OXY TET SDM SXT STZ (10%
szczepow E. coli). Z Kolei, najczesciej wyznaczanym profilem wielolekoopornosci w
badaniach przeprowadzonych przez zespot Zhang (2021) byt profil AML-CTX-CRO-
SXT-DO-C (amoksycylina-cefotaksym-ceftriakson-trimetoprim i sulfametoksazol-
doksycylina-chloramfenikol), ktory wystepowal w przypadku 24 izolatow co stanowito
7,7% szczepow. Podobne wyniki przedstawit zespot Liu (2013), ktory wyznaczyt
nastepujacy  profil  wielolekoopornosci:  AMP-CHL-FFC-TET-CTI  (ampicylina,
chloramfenikol, florfenikol, tetracyklina, ciprofloksacyna) dla wyizolowanego od gesi
szczepu E. coli. Odmienne wyniki przedstawili z kolei Dube i Mbanga (2018), ktorzy z
probek katu zdrowych gesi, wyizolowali 29 szczepéw E. coli, ktore najczeSciej
prezentowaty profil opornosci: AMP-CX-BA (4 szczepy) oraz CX-BA (2 szczepy)
(ampicylina, kloksacylina, bacytracyna). Z kolei badania Cwiek i wsp. (2021) wskazuja,
ze izolat  pochodzacy @ od  gesi, byt oporny na 9 réznych
antybiotykow/chemioterapeutykow: ampicylina, kw. nalidyksowy, ciprofloksayna,
chloramfenikol, kolistyna, tetracyklina, tigecyklina, sulfametoksazol, trimetoprim. Profil
opornosci badanego przez Cwiek i wsp. (2021) szczepu E. coli pochodzacego od gesi,
sktadat si¢ z 6 roznych klas srodkow przeciwdrobnoustrojowych: AMP NAL CIP CHL
CST TET TGC SMX TMP.

Poza okresleniem prewalencji genow opornos$ci na antybiotyki, podjeto si¢ takze
oceny czestosci wystgpowania gendéw wirulencji wsrod badanych szczepow E. coli
wyizolowanych od gesi. NajczesSciej potwierdzano obecnos$¢ genu iss (56,5%) oraz iucD
(39,1%) u szczepow z 2019 r. Podobne wyniki uzyskano wsrod szczepow E. coli w
kolejnym roku, kiedy najczgsciej stwierdzano gen iucD (75%), iss (70%) oraz irp2 (65%).
Wysoka czestotliwo$é wystepowania gendw iucD, cva A/B cvi cvaC, irp2 oraz iss wsrod
wszystkich badanych szczepéw [n=16] APEC oraz non-APEC izolowanych m.in. od ge¢si
potwierdzita takze Sgariglia i wsp. (2019). Obecnos¢ tych genow w przypadku obu grup
E. coli (APEC i non-APEC) moze sugerowac, ze nie sg one zwigzane ze zjadliwos$cia,

cho¢ istniejg badania potwierdzajace wirulencje genu iss, obecnego u szczepow E. coli
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izolowanych od kurczat (Ellis i wsp. 1988). Ponadto, Sgariglia i wsp. (2019) wykazali,
ze geny irp2 i iucD, odpowiedzialne za pozyskiwanie zelaza, majg tendencje do
jednoczesnej obecno$ci na danym szczepie E. coli. Teza ta, znajduje potwierdzenie takze
w badaniach wlasnych, gdzie w 2019 r. stwierdzono jednoczesnag obecnos¢ gendéw irp2
oraz iucD na 3 szczepach E. coli, a w roku 2020 az na 12 szczepach E. coli. Rowniez
wyniki badan Zhang 1 wsp. (2021) dowodza wysokiej prewalencji wystgpowania genow
iucD (99,7%) oraz iss (98,4%) wérod szczepow E. coli wyizolowanych od zdrowych gesi.
Badania Zhang i wsp. (2021) obejmowaty takze korelacj¢ obecnosci gendéw opornosci na
antybiotyki (ang. ARGS) z wystgpowaniem genow wirulencji (ang. VAGS). W rezultacie
autorzy potwierdzili pozytywna korelacje pomiedzy obecno$cig gendéw opornosci na
antybiotyki (np. qnrS) a genami zjadliwosci (np. iss). Doktadne znaczenie takiego
potaczenia nie jest do konca zbadane, wiadomo jednak, ze gen isS jest na ogot
zlokalizowany na koniugacyjnym plazmidzie R, ktory koduje opornos¢ na tetracykling i
ampicyling, z kolei gen gnrS warunkuje oporno$é¢ na fluorochinolony (Johnson i wsp.,
2002). W rezultacie potrzebne sa dalsze badania stuzace ocenie ryzyka przenoszenia
genow zjadliwosci oraz opornosci na antybiotyki przez ptactwo wodne, ktore jest
niewatpliwie rezerwuarem wyzej wymienionych genow.

Analiza wynikow wilasnych badan wskazuje, ze najrzadziej w roku 2019 diagnozowano
geny zjadliwosci papC (4,35%) oraz ast2 (8,7%), zas w roku 2020 gen astA (5%), papC
(15%) i vat (10%). Odmienne wyniki zaprezentowal zespot Zhang S. (2021), ktory
potwierdzit wystepowanie gen vat wsrod 92 izolatoéw E. coli (29,58%). Gen papC, z kolei,
uwazany jest za wazny gen wirulencji, ktory jak wynika z badan Sgariglia i wsp. (2019)
wystepuje wsrod szczepow APEC.

Zhang i wsp. (2021) oraz Sgariglia i wsp. (2019) potwierdzili wystgpowanie co najmnie;j
jednego genu wirulencji we wszystkich badanych szczepach E. coli pochodzacych od
gesi, natomiast analiza wynikow wiasnych wskazuje, ze 15% (izolaty z 2019 r.) i 26,1%
(izolaty z 2020 r.) nie posiadato zadnego z badanych genoéw zjadliwosci.

System chowu drobiu wodnego znacznie rézni si¢ od systemOw utrzymania
drobiu grzebigcego. Rodzaj konstrukcji linii pojenia oraz ilo$¢ zuzywanej wody przez
ptaki wptywa znaczgco na tworzenie si¢ biofilmu. Ponadto, praktykowany dos$¢ czesto
,»chow na zaktadke”, sprzyja przenoszeniu drobnoustrojow pomiedzy stadami z r6znych
grup wiekowych. Przemyst drobiarski interesuje si¢ problematyka biofilmu gtownie w
aspekcie skutecznosci podawania $rodkoéw przeciwdrobnoustrojowych. Powstawanie

biofilmu jest rowniez jednym z punktow krytycznych w przemysle spozywczym, ze
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wzgledu na potencjalng mozliwo$¢ zanieczyszczenia zywno$ci patogenami
wywolujacymi zatrucia u ludzi. Struktura biofilmu to duze wyzwanie dla produkcji
zwierzegcej z uwagi na mozliwo$¢ formowania si¢ na powierzchniach metalowych oraz
plastikowych, ktore sg powszechnie obecne w systemach pojenia czy karmienia zwierzat.
Ponadto, biofilm nadaje bakteriom specyficzne wtasciwosci, dzigki ktorym sg bardziej
odporne na mycie 1 dezynfekcje a takze utrudnia penetracje $rodkow

przeciwdrobnoustrojowych do komorki bakteryjnej (Rodrigues i wsp., 2019).

W badaniach wtasnych dokonano oceny intensywnos$ci tworzenia biofilmu przez
pateczki E. coli izolowane od gesi na wszystkich etapach produkcji. Wykazano, ze
wszystkie szczepy E. coli produkowaty biofilm na réznym poziomie intensywnosci.
Najwyzszy odsetek szczepow E. coli tworzyt biofilm na srednim poziomie, odpowiednio
82,6% (2019 r.) i 70% (2020 r.). Otrzymane wyniki sa spojne z badaniami Cwiek i wsp.
(2021), ktorzy takze ocenili zdolnos¢ tworzenia biofilmu przez szczep E. coli na srednim
poziomie, w przypadku izolatu pochodzacego od ggsi, za$ na niskim poziomie (58,82%)
szczepy E. coli pochodzace od brojlerow oraz indykéw. Takze Skyberg i wsp. (2007),
ocenili zdolno$¢ tworzenia biofilmu na srednim poziomie przez izolaty AFEC oraz APEC
pochodzacych od brojlerow oraz indykow (odpowiednio 75,7% i 55,2%). Niewatpliwie,
pewne rozbiezno$ci W ocenie mogg wynika¢ z ograniczen samej metody badawczej
prowadzonej na ptytkach mikrotitracyjnych. Warto podkresli¢, ze pojedyncze kultury
bakterii pochodzace od danego gatunku drobnoustrojow mogg inaczej zachowywac si¢ W
warunkach in vitro, niz réznorodna populacja bakterii wyst¢pujaca w $rodowisku
naturalnym. Badania Skyberg i wsp. (2007), wykazaty, ze zaden z badanych przez nich
szczepow E. coli nie tworzyt jednocze$nie silnie biofilmu na réznych badanych trzech
podtozach (tj. 1/20 TSB, BHI oraz M61).

Ostatnie badania Pyzik i1 wsp. (2022) potwierdzily zdolnos¢ bakteriofagow
wyizolowanych od kaczek do eradykacji biofilmu tworzonego przez E. coli. Wskazuje to
na mozliwo$¢ wykorzystania bakteriofagdbw do kontroli tworzenia biofilmu przez
patogenne szczepy E. coli, niezaleznie od gatunku drobiu.

Badania Cepas i wsp. (2020) nie potwierdzity z kolei, zwigzku pomiedzy oporno$cia
wielolekowa a tworzeniem biofilmu i podobnie jak we wczesniejszych analizach,
wspomniani badacze stwierdzili poréwnywalny poziom tworzenia biofilmu zaréwno w

izolatach E. coli wielolekoopornych jak i nie opornych wielolekowo.
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Wsrod zakazen bakteryjnych, potwierdzono takze zakazenie wloskowcem rézycy
(Erysipelothrix rhusiopathiae) w badanych fermach gesi. Wczesniejsze badania Bobrek
i wsp. (2016) przeprowadzone w roku 2015 potwierdzaja rowniez wystepowanie rozycy
u gesi. Ptaki badane przez Bobrek i wsp. (2016) pochodzity z 11-tygodniowego stada,
ktore miato dostgp do wybiegéw. Podobnie, we wlasnej grupie badawczej, 2 stada
zakazone E. rhusiopathiae, korzystaty z wybiegdéw, na ktoérych mogty przebywac dziki
bedace rezerwuarem wloskowca rozycy.

Izolowane od gesi szczepy E. rhusiopathiae charakteryzowaly wrazliwoscig na
amoksycyling, amoksiklav, florfenikol i enrofloksacyne podobnie jak izolaty opisane

przez Gawta i wsp. (2007).

Ostatnie wyniki badan Dec 1 wsp. (2021) wskazuja, na wystgpowanie réznych serowarow
E. rhusiopathiae u drobiu wodnego. Zebrany material badawczy z lat 2015-2020,
stanowily wymazy z narzadow wewnetrznych gesi (47 sztuk) oraz kaczek (3 sztuki)
pobranych podczas badan anatomopatologicznych, z ktérych wyizolowano w sumie 50
szczepow wiloskowca rozycy. Wykazano, ze serotypem najczesciej izolowanym od
drobiu wodnego byt serotyp 5 (46%) oraz 1b (28%). Natomiast szczepy pochodzace od
swin, naleza z reguly do serotypu la i 2. Ponadto, zespot Dec (2021) potwierdzil, ze
rozyca jest skorelowana z wiekiem ptakow oraz porg roku - jej wystgpowanie notuje si¢
zazwyczaj jesienig u ptakow starszych.

Roézyce diagnozowano tez sporadycznie w USA, na co wskazujg badania Silva i wsp.
(2020), ktorzy na przestrzeni lat 2000-2019 potwierdzili 2 przypadki (5,26%) rézycy u
gesi w grupie 38 sztuk ptakow (kaczek, przepiorek, kur niosek i gesi).

Z uwagi na charakter zoonotyczny wioskowca rézycy, moze on stanowi¢ zagrozenie dla
ludzi. W ostatnim czasie ukazata si¢ praca Meier i wsp. (2021) dotyczaca wystapienia
rézycy u 58-letniej kobiety, ktora ulegta zakazeniu podczas przeprowadzania badanie

sekcyjnego gesi ze stada, w ktorym zdiagnozowano nastgpnie rozyce.

W badaniach wtasnych wyizolowano takze, jeden szczep S. Typhimurium, ktory
pochodzit ze stada 4-tygodniowych gesi, liczacego 7000 sztuk. Po przeprowadzonej
antybiotykoterapii oraz podaniu preparatow uzupetniajacych fizjologiczng flore
bakteryjng i dezynfekcj¢ biezaca, nie stwierdzano pateczek Salmonella w probkach katu
pobranych przed ubojem. Natomiast niepokojace sg informacje podane ostatnio przez

Pasim i wsp. (2021), dotyczace obecnosci pateczek Salmonella w probkach katu
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pobieranych ze stad gesi na terenie naszego kraju. Ze 143 probek katu pobieranych przez
powiatowych lekarzy, az 52 uznano za dodatnie w kierunku obecno$ci pateczek
Salmonella (36,36%). Uzyskane szczepy Salmonella nalezaty do 13 r6znych serowarow,
z czego dominujgca wickszos¢ stanowita S. Typhimurium (48,94%), nastepnie S.
Enteritidis (15,96%) jednofazowy wariant S. Typhimurium (8,51%), S. Indiana i S.
Kottbus (po 6,38%) oraz inne rzadziej spotykane serowary np.: S. Brandenburg, S.

Bredeney, S. Infantis, S. Newport, S. Schleissheim.

Wystepowanie S. Typhimurium w catym tancuchu produkcyjnym gesi, obejmujacym
wylegarnie, stada towarowe, ubojni¢ oraz sie¢ dystrybucji, potwierdzil zespot Wang i
wsp. (2020). Proby do badan pobierano w latach 2017-2018 z wielkotowarowej fermy
gesi reprodukcyjnych (20 tys. sztuk) oraz gesi tuczowych (100 tys. sztuk). Wyniki badan
innych autorow wskazuja réowniez na duza roéznorodnos¢ serowaréw Salmonella
izolowanych od gg¢si na réznych etapach produkcji, a takze inkubacji jaj ggsich. Su i wsp.
(2011) donosza, ze z pobieranych przez nich wymazéw z bton podskorupowych w
wylegani drobiu wodnego, najczgséciej izolowane byly pateczki S. Potsdam oraz S.
Montevideo nalezace do serogrupy Cl oraz S. Albany nalezaca do serogrupy C2.
Ponadto, podejrzewa si¢ ze S. Potsdam wyewoluowata genotypy specyficzne dla drobiu
wodnego np. 3 i 4 dla gesi i kaczek oraz 5 dla ggsi. Izolaty Salmonella pozyskane na
wylegarni z bton podskorupowych jaj gesi 1 kaczek, utworzyty w sumie 5 réznych grup
antybiogramoéw w zalezno$ci od: genotypu, gatunku czy miejsca pobrania. Wigkszo$¢
izolatow nalezata do ,,antybiogramu A”, ktory oznaczat wrazliwo$¢ na wszystkie badane
srodki przeciwdrobnoustrojowe. Antybiogram dla 7 wykrytych izolatow S. Potsdam
rowniez nalezal do grupy A i wskazywal, ze 95,33% badanych szczepow byto
wrazliwych na wszystkie testowane przez zesp6t Su 1 wsp. (2011) S$rodki

przeciwdrobnoustrojowe.

Roéznorodnosé serowarow Salmonella wystepujaca u drobiu wodnego na $wiecie jest
bardzo duza. Wskazujg na to badania przeprowadzone na przestrzeni lat 2008-2010 w
Iranie, ktoére wykazaty, ze najczgéciej izolowanym serowarem od gesi i kaczek jest S.
Thompson (65,4%), za$ pozostale izolaty jak: S. Enteritidis (9.3%), S. Paratyphi C
(8.4%), S. Hadar/S. Virginia (7.5%) oraz S. Typhimurium (1.9%) stanowity znacznie
mniejszy odsetek. Wyizolowane szczepy byly oporne na tetracykline (63,6%), kwas
nalidyksowy 40.2%, streptomycyne 29.9% oraz trimetoprim 28%. Ponadto, 32,7%
izolatow Salmonella spp. byty szczepami MDR. (Jamali i wsp., 2014)
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Liu i wsp. (2018) potwierdzit wrazliwos¢ szczepow Salmonella spp. na enrofloksacyng
oraz florfenikol. Z kolei, badania Cao i wsp. (2020) wskazujg na znaczng, bo az 71,4%
opornos¢ pateczek Salmonella izolowanych z farm gesi w poétnocnych Chinach. Autor
wykazat, ze najwigcej szczepdéw bylo opornych na amoksycyling, tetracykling,
trimetoprim/sulfametoksazol, chloramfenikol i florfenikol. Ponadto, Chen i wsp. (2019)
potwierdzili, ze ponad 85% szczepow Salmonella wyizolowanych ze Srodowiska ubojni,
supermarketow oraz Srodowiska chlewni i kurnikow byto opornych na co najmniej jeden
antybiotyk a 50,43% izolatow byly to szczepy MDR. Pateczki Salmonella wyizolowane
z probek pobranych w supermarketach i rzezniach wykazywaty oporno$¢ na tetracykline
(73,04%), ampicyling (66,96%) 1 doksycyling (59,13%). Uzyskany w badaniach
wlasnych szczep S. Typhimurium byl oporny na enrofloksacyn¢ oraz flumeching i

sredniowrazliwy na amoksycyling.

Zagrozenie w produkcji drobiarskiej stanowig takze bakterie warunkowo
chorobotworcze, ktorych patogenno$¢ koreluje ze szczepem bakteryjnym, stanem
fizjologicznym gospodarza czy droga zakazenia. Jednym z przedstawicieli bakterii
oportunistycznych jest Gallibacterium anatis, diagnozowana u klinicznie zdrowych
kurczat w wymazach z gérnych drég oddechowych, uktadu rozrodczego oraz koncowego
odcinka przewodu pokarmowego. Istnieja doniesienia, ze koinfekcja z innymi
patogenami m.in. wirusem IBV, E. coli, Avibacerium paragallinarum oraz Mycoplasma
gallisepticum moze nasila¢ przebieg choroby u kurczat powodujac zwigkszong
zachorowalnos$¢ oraz $miertelnos¢ (Singh i wsp., 2015).

W badaniach wlasnych wyizolowano 2 szczepy G. anatis, z ktorych jeden byt oporny na
tylozyne i tylmikozyne a drugi, wielolekooporny tj. oporny na doksycyling,
enrofloksacyne, flumechine, spektynomycyne, tylmikozyng,
trimetoprim/sulfametoksazol. Ponadto, zakazenia Gallibacterium anatis diagnozowano
w stadach réwnolegle zakazonych E. coli i/lub E. rhusiopathiae oraz polyomawirusem.
Z przegladu piSmiennictwa wynika, ze Bisgaard i wsp. (2009) wyodrebnili nowy takson
Gallibacterium u gesi - Gallibacterum salpingitidis sub. Nov (takson 2). Badania tych
autorow obejmowaly 23 izolaty pochodzace z krajow europejskich, zebrane w ciagu
ostatnich 30 lat.

W kraju brakuje badan nad tymi drobnoustrojami. Ostatnie krajowe badania wskazuja, ze
G. anatis coraz czesciej izoluje si¢ od roznych gatunkéw drobiu, najczesciej z gornych

drég oddechowych ale tez z ukladu rozrodczego ptakow w okresie niesnosci oraz z
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koncowego odcinka przewodu pokarmowego (Karwanska i wsp., 2021). Zrdznicowana
jest rowniez oporno$¢ na antybiotyki i chemioterapeutyki tych bakterii. Hess i wsp.
(2020) wykazali, ze 96% badanych szczepow to szczepy MDR oporne na tetracykling
(89%), tylozyne (95%), enrofloksacyn¢ (58%), kwas nalidyksowy (77%) oraz
sulfametoksazol (77%). Réwniez Bojesen i wsp. (2011) potwierdzili az 92% szczepoéw
opornych na tetracykling i az 97% szczepdéw opornych na sulfametoksazol,
wyizolowanych w latach 2000-2001 od brojlerow w Danii. Rownie wysoka byta
opornos$¢ na antybiotyki/chemioterapeutyki szczepow G. anatis wyizolowanych w
Niemczech od brojlerow, indykow i kuropatw (ElI-Adway i wsp., 2018). Autorzy
potwierdzili opornos¢ na sulfametoksym (93,3%), spektynomycyne (93,9%), tylozyne
(86,7%) 1 oksytetracykling (80%).

W badaniach wlasnych nie wyizolowano od gg¢si pateczek Pasteurella, chociaz
wyniki badan wielu autoréw wskazuja na czeste wystepowanie tych drobnoustrojow w
stadach drobiu wodnego. Badania przeprowadzone przez Kuczkowskiego i wsp. (2006)
dotyczace wystepowania P. multocida w stadach drobiu w Polsce w latach 2001-2003
pozwolity wyizolowaé 43 szczepy Pasteurella spp. a 36 (83,7%) z nich stanowito
podgatunek Pasteurella multocida spp. multocida (30 izolatow od gesi, 6 izolatow od
indykéw). Co ciekawe, na 975 przebadanych stad kurczat i kur niosek w latach 2001-
2003 pateczki Pasteurella wyizolowano tylko z 2 stad kur niosek (0,2%). Pateczki
Pasteurella izoluje si¢ od indykow i innych gatunkow ptakéw na co wskazuja ostatnie
wyniki badan Smith i wsp. (2021). Wyniki badan Liu i wsp. (2018), wskazuja ze
wyizolowane od drobiu wodnego szczepy Pasturella multocida byly wrazliwe na
cefazoling (60%) oraz florfenikol (60%), za$ szczepy wyizolowane przez Kuczkowskiego
1 wsp. (2006) wrazliwe byly na amoksycyling, amoksycyling z kwasem klawulonowym,

kolistyne 1 gentamycyne.

Istotnym problemem w produkcji drobiu wodnego sa zakazenia grzybicze, ktore
w badaniach wlasnych zdiagnozowano w ponad potowie stad gasiat w 2019 r. (53,84%).
Natomiast, w roku 2020 czgstotliwo$¢ infekcji Aspergillus fumigatus w stadach ggsi byta
zdecydowanie nizsza - 21,42%. Badania przeprowadzone na terenie Turcji w latach 2000-
2002 przez Beytut i wsp. (2004) potwierdzaja znaczng cze¢stotliwos¢ izolacji grzybow z
rodzaju Aspergillus u gasiat, a takze pojawienie si¢ postaci ukladowej zwigzanej z
wystapieniem guzkow grzybiczych w obrebie blony surowiczej narzadéw migzszowych

jamy brzusznej, bursy Fabrycjusza oraz migsni dtugich szyi (m. longus colli) tgcznie ze
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zmianami w ptucach i workach powietrznych. Izolacje grzybow z gatunku Aspergillus
od gesi, opisuje w swoich badaniach takze Zidtkowska i wsp., (2014) ktorzy uzyskali 85
izolatow A. fumigatus pochodzgcych z 8 ferm gesi hodowanych w Polsce. Materiat do
badan stanowity wymazy z jamy dziobowej pobierane przyzyciowo od zdrowych ptakow
oraz posmiertnie ptuca i worki powietrzne od ptakéw wykazujacych objawy chorobowe.
Leczenie zakazen grzybiczych zardwno u ludzi jak 1 zwierzat jest problematyczne, stad
wiele preparatow przeciwgrzybiczych jest nieskutecznych, na co wskazujga badania
Zidtkowskiej i wsp. (2014). Autorzy wykazali, ze wszystkie szczepy [n=85] pochodzace
od gesi byly oporne na mikonazol, a oporno$¢ na pozostate azole oraz amfoterycyne B
wahata si¢ w granicach 90,6-70,6%. Z kolei, badania Nawrot i wsp. (2019) wykazaty, ze
wigkszo$¢ badanych szczepow A. fumigatus wyizolowanych m.in. od gesi, byto
wrazliwych na itrakonazol (59/60 badanych szczepdw) a wszystkie wykazaly wrazliwos¢
na posakonazol, worykonazol i izawukonazol.

Waznym zagadnieniem poruszanym w niniejszej rozprawie doktorskiej byla
ocena obecnosci 1 poziomu przeciwciatl matczynych anty-GPV, wystepujacych we krwi
badanych gesiagt. Jak wynika z badan we wszystkich surowicach pobranych od gesi,
zardwno w roku 2019 jak i 2020 wystepowaty swoiste przeciwciata matczyne anty-GPV.
Fakt zr6znicowania poziomu przeciwciat nalezy thumaczy¢ wiekiem ptakéw, od ktérych
pobierano krew. Nie byly to 1-3 dniowe piskleta lecz gasieta w wieku 10-18 dni.
Najnizsza wartos¢ OD z wszystkich przebadanych stad wynosita 0,155, za§ najwyzsza
0,653. Nalezy uzna¢, ze gasicta z badanych stad byly dobrze zabezpieczone
przeciwciatami matczynymi anty-GPV na pierwszy okres odchowu. Natomiast badania
Piekarskiej i wsp. (2021a), wskazujg na wyzsze zakresy mian przeciwciatl anty-GPV,
jednak te przeciwciata stwierdzano w surowicach 1-dniowych gasiat. Wyzej wymienieni
autorzy, w surowicach pobranych w 2018 r. od ggsi, okreslili najwyzsze $rednie wartosci
OD na poziomie 0,552, w roku 2019 - 0,518; w 2020 - 0,513 aw 2021 r. - 0,281. Ponadto,
autorzy wykazali, ze 91,18% wynikow to wyniki dodatnie, 6,44% - watpliwe oraz tylko
2,38% to wyniki ujemne, co $wiadczy o skutecznym programie immunoprofilaktyki.
Weczesniejsze badania Samorek-Salamonowicz i Kozdrunia (2012) z lat 1998-2011
wskazujg na obecno$¢ przeciwcial przeciwko GPV we wszystkich badanych stadach
ptakow (n=122) do 5 tygodnia zycia. Badane gesi pochodzity ze stad reprodukcyjnych
szczepionych dwu- lub trzykrotnie przeciwko chorobie Derzsy’ego, zar6wno

szczepionka zywa jak i inaktywowang. Wartosci OD w tym przypadku, ksztattowaly sie
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w przedziale od 0,150 do 0,220 u ptakow do 3 tygodnia zycia, co moglo $wiadczy¢ o
obecnosci przeciwcial matczynych.

Zastosowany we wilasnych badaniach test ELISA do oznaczania swoistych przeciwciat
anty-GPV zostat opracowany 1 opatentowany przez PIW- PIB w Pulawach, a antygen
stanowit w tym przypadku oczyszczony wirus GPV (namnozony wcze$niej na hodowli
fibroblastow zarodka gesiego, ang. GEF). Do wykrywania swoistych przeciwciat anty-
GPV na $wiecie, oprocz standardowych testow ELISA stosuje si¢ posredni test ELISA (i
— ELISA ang. indirect ELISA), wykorzystujacy oczyszczone biatko wirusa VP2 jako
antygen do wykrywania swoistych przeciwcial w surowicy oraz test SN (ang. Serum
Neutralization Test- SN) (Fan i wsp., 2013). W Chinach z kolei, opracowano test ELISA,
ktory pozwala roznicowac przeciwciata powstate w surowicy gasigt immunizowanych od
tych powstajacych po zakazeniu (Zhang i wsp., 2020).

Niezwykle istotny element pracy stanowity badania dotyczace zakazen
wirusowych, skutkujace czesto wysokimi upadkami, zréznicowaniem stada czy
powiktaniami w postaci trudno leczacej si¢ kolibakteriozy. Nie ulega watpliwosci, ze
straty spowodowane przez infekcje wirusowe i bakteryjne (w tym E. coli), wynikaja
glownie ze wzrostu $miertelno$ci, obnizonej masy ubojowej, podwyzszenia
Europejskiego Wskaznika Wydajnosci (EWW), a takze wysokich kosztéw leczenia. Do
najgrozniejszych choréb wystgpujacych u gesi nalezy choroba Derzsy’ego. Mimo
dostepnej immunoprofilaktyki, zarowno w kraju jak i na $wiecie, rokrocznie notowane sg
kolejne przypadki wystapienia tej jednostki chorobowej. Jak wynika z analizy wtasnych
wynikow badan, we wszystkich stadach (100%) zar6wno w roku 2019 jak i 2020
stwierdzono obecno$¢ materiatu genetycznego wirusa GPV. Nalezy jednak podkreslic,
ze identyfikacja materialu genetycznego GPV w badanym stadzie nie zawsze wigzala si¢
z wystapieniem klinicznej postaci choroby Dersy’ego. Cho¢ zdarzaly si¢ przypadki,
utraty upierzenia u ptakoéw, zwickszonych upadkow 1 charlactwa w stadzie, zwlaszcza
jesli u badanych ptakow potwierdzono koinfekcje cirkowirusem gesi. Natomiast z badan
Czekaj i wsp. (2021) wynika, ze na 85 przebadanych stad gesi tuczowych oraz
reprodukcyjnych na przestrzeni lat 2012-2020, prewalencja wystgpowania GPV byta

znacznie mniejsza — na poziomie 31,8%.

Analiza filogenetyczna materiatu genetycznego parwowirusa gesi, uzyskanego w trakcie
badan wtasnych wykazata, ze wiekszo$¢ sekwencji nalezata do wariantu klasycznego

GPV. Pozostate 4 sekwencje, z kolei nalezaty do grupy szczepu okreslanego jako novel
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GPV (nGPV). Wystepowanie nGPV potwierdzono dos¢ niedawno (emerging virus) - po
raz pierwszy wirus zostatopisany przez Palya i wsp. (2009), ktérzy badali probki
narzadow wewnetrznych (watroby, §ledziony, serca) pobrane w latach 2002-2006 ze stad

kaczek mallard.

Potwierdzenie obecno$¢ nGPV na badanych fermach ggsi wynikato prawdopodobnie z
faktu utrzymywania w tych samych obiektach inwentarskich kaczek pekin, bedacych
rezerwuarem nGPV. Nalezy podkresli¢c, ze  wirus ten jest takze czynnikiem
etiologicznym syndromu kartowatosci i1 skréconego dzioba kaczek (SBDS). Przypadki
zakazenia kaczek pekin nGPV potwierdzono w Chinach w 2015 r. a 0od 2019 r. nGPV jest
wykrywany roéwniez w Polsce (Matczuk i wsp. 2020).

Jak wynika z badan Zhang i wsp. (2019), nGPV nie zakaza gesich fibroblastow, natomiast
namnaza si¢ na fibroblastach kaczych. Sugeruje to takze odrebny tropizm nGPV w
stosunku do klasycznego GPV (cGPV). W literaturze brak jest danych o mozliwoS$ci

zakazenia nGPV gesi.

Potwierdzono takze obecno$¢ jednej sekwencji zgodnej z sekwencja szczepu
szczepionkowego Hoekstra (M/14/2020), ktorg wyizolowano na fermie utrzymujacej
jednoczesnie stado kaczek pekin, ktore zostalo wczesniej poddane szczepieniu

szczepionka Palmivax zawierajaca w swoim sktadzie wspomniany szczep parwowirusa.

Rowniez badania Samorek-Salamonowicz i Kozdrunia (2012), prowadzone w latach
1998-2011 potwierdzity bliskie pokrewienstwo szczepéw GPV (92-100%) oraz ich
europejskie pochodzenie. Ponadto, autorzy potwierdzili w 6 badanych stadach gesi w

wieku 5-6 tygodni, mieszane zakazenie GPV i GoCV.

Kolejne badania przeprowadzone przez Wozniakowskiego i wsp. (2009) pozwolily
zakwalifikowac polskie szczepy GPV do grupy 1 na podstawie analizy filogenetycznej
opartej na sekwencji nukleotydowej produktow PCR regionu VP1, z kolei analiza
fragmentu VP2 pozwolita wyznaczy¢ 6 grup, z czego polskie szczepy znalazly si¢ w
grupie 4 i 6 a réznice migdzy nimi potwierdzono poprzez analiz¢ znanej sekwencji
aminokwasow biatka VP2. Analiza biatka VP3 polskich 1 zagranicznych szczepoéw
zebranych w bazie danych GenBank pozwolila wyodrgbni¢ 9 grup filogenetycznych a

trzy z nich (1,5 1 9) stanowily szczepy Polskie.
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W zwiazku z licznymi przypadkami choroby Derzsy’ego w 2019 r. w Turcji, Isidan i wsp.
(2021) podjeli si¢ analizy obecno$ci materialu genetycznego wirusa zar6wno w
zalezonych jajach gesich jak i narzadach ggsigt wykazujacych objawy zakazenia wirusem
GPV. Autorzy zaprojektowali w tym celu nowy, zdegenerowany zestaw starteréw do
identyfikacji regionu kodujacego biatko VP3 wirusa GPV. Analiza uzyskanych sekwencji
wykazala, ze szczepy tureckie byly powigzane klastrami ze szczepami europejskimi i
szczepami szczepionkowymi. Jak sie okazato geny strukturalne GPV sg bardzo stabilne
w $rodowisku 1 wykazaly tylko 0,3% zmienno$ci w ciggu ostatnich 20 lat. Analiza
filogenetyczna GPV oparta o fragment A genéw VP1-VP2 przeprowadzona przez Isidan
I wsp. (2021), wykazata ze badane szczepy terenowe byty blisko spokrewnione ze
szczepami europejskimi (grupa 2), w ktorej zawieraty si¢ szczepy szwedzkie, szczepy

wegierskie oraz szczepy stabo patogenne i szczepionkowe.

Obecnie coraz czgéciej diagnozowane sa zakazenia kaczek 1 gesi nowymi
rekombinantami parwowiruséw drobiu wodnego. Infekcje gesi szczepem 20-0910G,
bedacym rekombinantem parwowirusa kaczki pizmowej (ang. Recombinant MDPV -
rMDPV) odnotowat zesp6t Li i wsp. (2021) w 2021 r. Za powstanie nowego wariantu
parwowirusa odpowiadaja klasyczny wirus kaczki pizmowej (MDPV) oraz klasyczny
parwowirus gesi (GPV), u ktorych doszto do rekombinacji na promotorze P9 oraz
czgsciowo w obrebie regionu VP3. Podczas eksperymentalnego zakazenia gesi okazato
si¢, ze jest on wysoce zjadliwy dla zarodkow gesi a takze pisklat, wywotujac u nich 100%
smiertelnos¢. Rezerwuarem nowego wariantu sg prawdopodobnie dzikie gesi, ktore moga
przenosi¢ go na dalekie odleglosci w trakcie migracji. Rekombinacja wirusoéw to istotny
mechanizm ewolucji, dzigki ktoremu patogeny moga poszerzy¢ liczbe gospodarzy i
pozwoli¢ wirusowi na unikni¢cie odpowiedzi immunologicznej gospodarza. Dlatego
transpozycja w obrebie regionu VP3, ktory jest kluczowym biatkiem strukturalnym
parwowirusOw ptactwa wodnego, stanowi powazne zagrozenie epidemiologiczne.
Zaistnienie tego procesu jest powodem dla ktérego rMDPV tak tatwo zakaza ggsi.
Powyzsze doniesienia ukazaly si¢ bardzo niedawno, w zwiazku z czym w badaniach
wilasnych nie podjeto si¢ analizy fragmentu VP3. Nie mniej jednak, podkresli¢ nalezy, ze
najlepsza metoda identyfikacji szczepow wirusoéw jest sekwencjonowanie catego genomu

wirusa, co wiaze si¢ z konieczno$cig namnazania wirusa na zarodkach gesi.

Wysoka homologia genomu parwowirusOw sprawia, ze zwigzek genetyczny pomig¢dzy

chorobg Derzsy’ego, parwowirozg kaczki pizmowej a odkrytym catkiem niedawno
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nowym wariantem syndromu kartowatosci i skroconego dzioba (novel Goose Parvovirus
- nGPV), pozostaje w obrgbie zainteresowan wielu osrodkow naukowych. Jak donosi
zespot Chen i wsp. (2021), dopasowanie sekwencji parwowirusow na podstawie analizy
genu VP pomiedzy nGPV a klasycznym GPV wynosi 90,9-97,5% oraz 80,9-91,5% w
przypadku parwowirusa kaczki pizmowej — MDPV. Z kolei, w przypadku badania
sekwencji aminokwasow genu VP, homologia pomigdzy nGPV a klasycznym GPV
wynosita 95,1-98,2%, a migdzy nGPV a MDPV 88,0-92,6%, co ma niewatpliwe
znaczenie w dalszych badaniach nad opracowaniem szczepionki przeciwko
parwowirozie. Badania Wan i wsp. (2018) takze potwierdzaja wysoki stopien tozsamosci
nukleotydéw genu NS w klastrze MDPV (>98,1%) oraz w klastrze GPV (=93,9%).

Analiza wynikow wlasnych wskazuje, ze zakazenia cirkowirusem gesi s3
stosunkowo czesto diagnozowane w stadach tuczowych gesi w kraju. Az 46,15% stad w
2019 r. i 42,85% stad w 2020 r. uznano za dodatnie pod katem wystepowania GoCV.
Wczesniejsze badania Kuczkowskiego i wsp. (2010) przeprowadzone w 2005 r.
wykazaly, Zze ponad 60% stad gesi towarowych powyzej 5 tygodnia zycia bylo
zakazonych GoCV. Analiza filogenetyczna tych szczepow GoCV potwierdzita wysokie
podobienstwo (84-99%) analizowanych sekwencji nukleotydow genu C1 (kodujacego
biatko kapsydu) z sekwencjami izolatow z Niemiec, Chin i Tajwanu. Z Kolei, badania
przeprowadzone przez Yao 1 wsp. (2022) wykazaly nieco nizsza czestotliwos¢

wystepowania GoCV (35,5%) w stadach ggsi w Chinach.

Rowniez wykryte w latach 2002-2003, przez Ting i wsp. (2021) szczepy cirkowirusa
pochodzace od gesi, byly wysoce stabilne w rejonie Tajwanu, a homologia genomu
miedzy nimi wynosita 97%. Badania wlasne, rowniez wskazuja na wysoka homologi¢
sekwencji wyizolowanych szczepow GoCV wzgledem siebie, a takze zdiagnozowanego
w roku 2014 w Polsce szczepu DG1 pochodzacego od gesi domowej (Anser anser)
(Stenzel 1 wsp. 2018). Takze badania Yao i wsp. (2022) wskazujg na wysoka homologi¢
wyizolowanych 37 sekwencji GoCV wzgledem siebie (89,8-99,9%) a takze wzgledem

szczepow GoCV izolowanych wezesniej w Chinach (89,8-99,7%).

Z kolei analiza filogenetyczna szczepow z Tajwanu przeprowadzona przez Chen 1 wsp.
(2003), wskazuje ze tajwanskie izolaty GoCV naleza do trzech grup filogenetycznych,
gdzie réznice wynosily 7.0-7.7% pomiedzy wirusami 1 0.2-1.0% pomigdzy
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poszczegblnymi grupami, co po raz kolejny dowodzi bliskiego pokrewienstwa badanych
szczepow.
Podkresli¢ nalezy, ze w krajach azjatyckich, w populacji drobiu wodnego stwierdza si¢
bardzo rézne zakazenia mieszane, w tym GoCV lacznie z wirusem grypy ptakoéw H9 na
co wskazuja wyniki badan z Chin (Niu i wsp., 2018). Autorzy wspomnianej pracy, zbadali
127 stad gesi w okresie jednego roku (od 1.12.2014 do 31.12.2015) wskazujac, ze
czestotliwos¢ infekcji wynosita 40,4% w przypadku grypy ptakow H9 i1 42,3 % w
przypadku GoCV. Ponadto, Niu i wsp. (2018) wykazali, ze czestotliwos¢ tych infekcji
zwigkszata si¢ wraz z wiekiem ptakow.
Najnowsze badania przeprowadzone przez Chen J. i wsp. (2021a), trwajace od grudnia
2019 do sierpnia 2020 r. w Chinach, pozwolity na uzyskanie 31 kompletnych genoméw
GoCV uzyskanych ze 164 probek dodatnich potwierdzonych badaniem PCR. Autorzy
wykazali, ze ponad potowa badanych probek byta dodatnia w kierunku GoCV, a 31,1%
z nich pochodzita z koinfekcji przynajmniej jednym dodatkowym wirusem (np. wirusem
Tembusu, paramyksowirusem drobiu wodnego, wirusem grypy ptakéw, adenowirusem
typu 4 (hypervirulent fowl adenovirus serotype 4 - FAdV-4) a takze wirusem pomoru
kaczek).
Przesiewowe badania Stenzla i wsp. (2018) dotyczace infekcji GoCV u gesi dzikich i
domowych wykazaty Zze warianty GoCV od dzikich i domowych ggsi wystepuja w
roznych grupach genotypowych. Autorzy potwierdzili takze rekombinacje pomigdzy
»domowymi” a ,,dzikimi” genotypami cirkowirusow. Wskazuje to na ryzyko zakazenia
ptakow domowych patogenami od ptakow dzikich, ktore przemieszczajg si¢ na odlegle
obszary geograficzne (Stenzel i wsp. 2018). Réwniez Matczuk i wsp. (2015) potwierdzili
spokrewnienie cirkowirusa kaczek domowych (DuCV) i dzikich z rodziny kaczkowatych
(tj. uhla- Melanitta fusca) jednak bez oznak rekombinacji. Ostatnie badania,
przeprowadzone przez Kaszab i wsp. (2020), dotyczace wystepowania GoCV u ptactwa
dzikiego na Wegrzech, potwierdzity jego wystepowanie u 9 ré6znych gatunkow ptakow z
rodzaju Anseriformes, Suliformes, Pelecaniformes, Passeriformes i Accipitriformes.
Wegierskie szczepy GoCV (GoCV-Hunl, -Hun2 and -Hun3) analizowane przez Kaszab
I wsp. (2020), wykazywaty 97,0-99,4% pokrewienstwa ze szczepami referencyjnymi
cirkowiruséw zgromadzonymi w GenBank, izolowanymi od dzikich ptakéw w Polsce.
W badaniach wlasnych potwierdzono wysoka czgstotliwos¢ wystepowania
infekcji polyomawirusem gesi, zwtaszcza w 2019 r. kiedy to wykazano 76,9% wynikow

dodatnich. W kolejnym 2020 r. odsetek stad zakazonych byt znacznie nizszy i wynosit
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42,85%. W wigkszo$ci badanych stad zakazonych polyomawirusem nie obserwowano
typowych dla HNEG objawow klinicznych oraz zmian patologicznych w trakcie badania
sekcyjnego. Natomiast ptaki ze stada z kliniczng postaciag HNEG wykazywaly biegunke,
zielony wyplyw z dzioba oraz skret szyi poprzedzajacy $mier¢ ptakow. W badaniach
sekcyjnych padtych gesi stwierdzano krwotoczne zapalnie btony Sluzowej jelit gtdwnie
dwunastnicy oraz jelita cienkiego, obrzek nerek, zaleganie krysztatow moczanowych w
moczowodach oraz surowiczy ptyn w jamie brzuszne;j.

Gawetl i wsp. (2014) opisali w Polsce przypadek HNEG w stadzie 4 tygodniowych gesi,
w ktorym $miertelno$¢ wyniosta 32%. Ptaki padaty z objawami biegunki, zaburzeniami
lokomotorycznymi oraz nerwowymi. W trakcie badan sekcyjnych zaobserwowano
surowiczy 1 krwisty wysiek z nosa, obrzgk ptuc z krwotokami, galaretowaty obrzek tkanki
podskérnej w okolicach migéni piersiowych. Watroba i nerki byly powigkszone i
przekrwione a w jamie brzusznej zalegat jasny, z6tty wysigk. U kilku osobnikdéw pojawito
si¢ wodosierdzie, wszystkie ptaki wykazywaty objawy krwotocznego zapalenia jelit.
Ostatnie badania Piekarskiej i wsp. (2021) przeprowadzone w latach 2019-2020 w
stadach gesi, kaczek oraz kaczek reprodukcyjnych wskazujg na rosngce zagrozenie stad
gesi polyomawirusem. We wspomnianych badaniach z roku 2019 w 2 stadach
potwierdzono wystapienie HNEG, a w roku 2020 infekcja ta dotyczyta juz 8 stad gesi
przeznaczonych na tucz. Autorzy przypuszczaja, ze mozliwa jest transmisja pionowa
polyomawirusa gesi, poniewaz wykrywano obecno$¢ materiatu genetycznego GHPV w
jajach oraz zarodkach i u 1 dniowych pisklat gesich (dane nie publikowane).

Badania krajowe przeprowadzone przez Wozniakowskiego I Tarasiuk (2015) w latach
2008-2014 z uzyciem metody LAMP, potwierdzity obecnosci materiatu genetycznego
GHPV w 16,7% badanych probek pochodzacych od gesi i kaczek. Wystepowanie
zakazen polyomawirusem ggsi opisano takze w innych krajach Europy, m.in. we Francji,
Niemczech oraz w Belgii (Garmyn i wsp. 2017). Badania przeprowadzone przez Kaszab
i wsp. (2020a) w latach 2005-2019 na Wegrzech, wskazaly, ze 384 (34,6%) z 1111 prob
pobranych od gesi uznano za dodatnie w kierunku GHPV, co pozwolito na uzyskanie 22
genomo6w polyomawirusa. Dalsza analiza filogenetyczna tych szczepéw wskazuje, ze
wykryte zmienne sekwencje biatka kapsydu u roznych zywicieli sg przyczyng dla ktorej,
polyomawirusy nie sg specyficzne dla danego gatunku. Dlatego tez, migrujace ptaki
moga petic rolg rezerwuaru wirusa 1 przenosi¢ go na dalekie odlegtosci.

Detekcja polyomawirusa zostala takze potwierdzona na Tajwanie w roku 2015 przez Tu

i wsp. (2021). Z kolei, badania przesiewowe z uzyciem surowic 15 tygodniowych gesi,
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przeprowadzone przez Leon i wsp. (2013) wskazuja, ze 53,3% (16/30) stad bylo
dodatnich w kierunku polyomawirusa gesi w klasycznym tescie PCR. Natomiast, badania
przeprowadzone z uzyciem testu Real-Time PCR potwierdzity 100% wynikow dodatnich
w kierunku GHPV. Potwierdzono takze wystepowanie materialu genetycznego
polyomawirusa gesi u kaczek pekin w Chinach (Jiang i Zhang, 2012) a w ostatnim czasie
takze u innych gatunkow kaczek. Stanowi to niewatpliwie zagrozenie infekcja dla gesi
hodowanych w Chinach, gdzie do tej pory nie byly notowane przypadki HNEG u ggsi
(Wan i wsp. 2018).

Istotnym problemem zdrowotnym w stadach gesi sa koinfekcje parwowirusa gesi z
innymi wirusami np. cirkowirusem, polyomawirusem czy astrowirusem (ang. Goose
Astrovirus - GoAstV) (Liu i wsp., 2020). Jak wynika z badan wtasnych 76,92% stad w
2019 r. i 46,15% stad w 2020 bylo zainfekowanych jednoczesnie GPV oraz GHPV.
Rownie wysoki byt odsetek stad zakazonych GPV+GoCV (odpowiednio 38,46% w 2019
r. i 46,15% w 2020 r.). Zanotowano takze wystgpienie triady wirusowej
GPV+GHPV+GoCV, ktorg diagnozowano w 30,77% stad w 2019 r. i w 15,38% stad w
roku 2020.

Czekaj i wsp. (2021) takze potwierdzili wystepowanie zakazen mieszanych GPV+GoCV
w 17 stadach (20%) a triade wirusowa GPV+GoCV+GHPV w 8 stadach gesi (9,4%).

Badanie te prowadzone byty w latach 2012-2020 na terenie naszego kraju.

Istniejg takze doniesienia Liu 1 wsp. (2020) dotyczace wystepowania zakazen mieszanych
GPV 1 GoAatV. Jak wynika z powyzszych badan, material genetyczny obu wirusow
zostal wykryty we wszystkich badanych tkankach ptakow zakazonych tj. nerce, watrobie,
sercu, $ledzionie, ptucach, bursie Fabrycjusza, mozgu oraz jelitach cienkich. Materiat do
badan pochodzit z 12 stad gesi, w ktorych wystapita cigzka posta¢ skazy moczanowej,
stad podejrzenie synergistycznego wplywu koinfekcji GPV 1 GoAstV na ,,zaostrzenie”

procesu chorobowego.

Takze Ting 1 wsp. (2021) opisali koinfekcje parwowirusa i1 cirkowirusa gesi, skutkujaca
utratg upierzenia u gasigt. W trakcie do§wiadczenia pobierano krew tacznie od 92 sztuki
gesi z 40 farm, u ktorych widoczna byta utrata pidr, oraz 60 sztuk gesi klinicznie
zdrowych (30 gesi i1 30 gasiat), ktore stanowity kontrolg negatywna. Otrzymane wyniki
potwierdzity brak infekcji GHPV oraz NGVE (ang. New Gosling Viral Enteritis -
NGVE). Stwierdzono natomiast, ze w 94,6% przypadkow utraty upierzenia u gasiat (ang.

Gosling Feather Loss Disease - GFL) diagnozowano infekcje cirkowirusem ggsi oraz
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GPV (60,7%). Z kolei, w przypadku utraty upierzenia u starszych ptakéw (ang. Goose
Broken Feather Disease - GBF) odsetek ten wynosit 83,3% - GoCV 1 72% - GPV. Wyniki

te wskazujg na istotng role¢ tych czynnikow wirusowych w patogenezie utraty pior u gesi.

Wyniki badan wtasnych wskazuja, ze istotnym problemem jest wystgpowanie koinfekcji
wirusowych i bakteryjnych w stadach gesi. Rzadko jeden z tych czynnikow wyraznie
rzutowal na status zdrowotny stada. Zazwyczaj mieszane infekcje wirusowe
(GPV+GoCV+GHPV) a takze bakteryjne (E. coli, E. rhusiopathiae, G. anatis, S.
Typhimurium) czy grzybicze, prowadza do wzrostu S$miertelnosci w stadzie,

zroznicowania ptakow a tym samym obnizenia wskaznikow produkcyjnych.
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6. Whnioski

1.

Najczgsciej stwierdzane zakazenia bakteryjne w stadach gesi tuczowych bytly
wywotywane przez bakterie: E. coli, Erysipelothrix rhusiopathiae i Gallibacterium
anatis. W przypadku zakazen G. anatis diagnozowano koinfekcj¢ z E. coli i/lub E.
rhusiopathiae oraz polyomawirusem gesi (GHPV).

Wyizolowane szczepy E. coli w znacznym stopniu (69,9%) wykazywatly fenotyp
wielolekooporny (MDR). Najczestszym profilem wielolekoopornosci byt AMOX
ENRO OXY TET SDM SXT STZ.

Badane szczepy E. coli charakteryzowaly si¢ wysokg prewalencjg gendw opornosci
na betalaktamy (gen blaTEM), tetracykliny (gen tetA) oraz izolaty z 2020 r. na
sulfonamidy (gen sull i sul2). Tylko 1 szczep E. coli posiadatl gen opornosci na
kolistyne - mcr-1.

Najczesciej wystepujacymi genami zjadliwosci wsrod szczepow E. coli byly: gen iss,
gen jucD, ponadto wérdd szczepow z 2020 r. gen irp2. Wszystkie szczepy E. coli
wyizolowane od gesi tworzyly biofilm na podlozu LB, najczgéciej na $rednim
poziomie.

Obecnos¢ swoistych przeciwcial matczynych anty-GPV  wykazano w surowicy
wszystkich gesi, przy czym wyzsze wartosci mian ELISA potwierdzono w
surowicach pobranych od gesi w 2020 r. Nie zaobserwowano zaleznos$ci pomiedzy
wysokoscig poziomu przeciwcial anty-GPV a pochodzeniem pisklat (ZWD).

We wszystkich badanych stadach potwierdzono obecno$¢ materialu genetycznego
parwowirusa gesiego (GPV), co jednak tylko w jednym stadzie laczylo si¢ z
zaburzeniem opierzania u gesi 1 zmianami patologicznymi wskazujacymi na chorobg
Derzsy’ego.

Zakazenia cirkowirusem gesi (GoCV) potwierdzono w 44,5% wszystkich badanych
stad, natomiast polyomawirusem gesi (GHPV) w 59,3% stad. Charakterystyczny byt
rok 2019, kiedy az 76,9% stad byto zainfekowanych polyomawirusem gesi.
Wykazano wysoki odsetek stad gesi zakazonych rownoczesnie GPV+ GHPV (59,3%
stad dodatnich), GPV+GoCV (44,4%) oraz GPV+GHPV+GoCV (22,2%). Wszystkie
zakazenia mieszane stwierdzano czg¢$ciej w stadach gesi badanych w 2019 r.

Na podstawie analizy filogenetycznej materiatu genetycznego GPV otrzymane
sekwencje zakwalifikowano w wigkszosci do grupy klasycznego szczepu cGPV

(69,2%), pozostate do nGPV (30,1%). Z kolei 91,7% sekwencji GoCV cechowata sig¢
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wysoka homologia do siebie i do izolowanego w 2014 r. w Polsce szczepu DGI.
Tylko jedna sekwencja byta podobna do sekwencji wegierskich i polskich GoCV
izolowanych na przetomie lat 2013-2016.

10. W sposoéb istotny o statusie zdrowotnym gesi decydowaly zakazenia mieszane - tak
bakteryjne (E. coli, E. rhusiopathiae, G. anatis) jak tez wirusowe (GPV, GoCV,
GHPYV). Ponadto, zakazenia grzybicze (A. fumigatus) obnizaty warto$¢ biologiczng
wstawianych pisklat.

11. Nie zaobserwowano zalezno$ci pomi¢dzy pochodzeniem gegsi (ZWD) 1 okresem

wstawiania gesi na ferm¢ (I 1 II sezon) a koncowym stanem zdrowotnym gesi.
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7. Streszczenie pracy

Zakazenia bakteryjne i wirusowe w stadach gesi tuczowych. Badania wybranych

stad w 2-letnim cyklu obserwacji.

Intensyfikacja produkcji 1 stale rosngca liczebno$¢ stad gesi w kraju sprzyja
rozwojowi zakazen bakteryjnych i wirusowych. Mimo wystepowania tego zjawiska, w
ostatnich latach w Polsce nie podejmowane byly badania monitorujace wystgpowanie
chorob zakaznych w stadach drobiu wodnego. Ponadto, notowane byly okresowe
niedobory szczepionki stosowanej w immunoprofilaktyce choroby Derzsy’ego u gesi
oraz przypadki wysoce zjadliwej grypy ptakow. Stad tez celem podjetych badan bylo
okreslenie statusu zdrowotnego gesi ze stad towarowych przeznaczonych do tuczu w

chowie intensywnym.

Badania prowadzone byly w dwuletnim cyklu obserwacyjnym tj. 2019 1 2020
roku. Gasigta wstawiane na fermy pochodzily z 3 réznych zaktadow wyleguProgram
monitorowania stad prowadzony byl przez caly okres odchowu oraz tuczu i obejmowat
27 stad gesi o liczebnosci od 3000 do 13000 sztuk. Ponadto ze wzgledu na
immunoprofilaktyke choroby Derzsy’go w stadach rodzicielskich gesi i wydtuzony sezon
niesnosci w analizie zdrowotnosci stad uwzgledniono 2 okresy wstawien gasiat na ferme:
| sezon wylegowy obejmujacy wylegi w okresie luty-marzec-kwiecien oraz Il sezon

wylggowy obejmujacy wylegi w okresie: maj-czerwiec-lipiec.

Z przeprowadzonych badan wynika, ze najczeSciej Stwierdzane zakazenia w
stadach gesi byly wywotywane przez bakterie: E. coli, E. rhusiopathiae, G. anatis oraz
S. Typhimurium, przy czym, zakazenie G. anatis stanowito zazwyczaj koinfekcje z
innym drobnoustrojem i/lub wirusem. W niemal potowie badanych stad w 2019 r.
potwierdzono takze infekcje¢ Aspergillus fumigatus. Charakterystyka wyizolowanych
szczepoéw E. coli wykazata, ze wiekszo$¢ izolatow prezentuje fenotyp MDR. Najczesciej
diagnozowanym profilem opornosci w roku 2019 bytl: AMOX ENRO OXY TET SDM
SXT STZ a w roku 2020 byt to profil: AMOX ENRO FFN OXY TET SDM SXT STZ.
Wyizolowane szczepy E. coli charakteryzowaly si¢ wysoka prewalencjg genow
opornosci na betalaktamy (gen blaTEM) oraz tetracykliny (gen tetA). Ponadto, wsrod
izolatow z 2020 r. stwierdzano czesto geny opornosci na sulfonamidy (gen sull i sul2).

W przypadku gendéw zjadliwos$ci, najczesciej diagnozowano w roku 2019 gen iss, a w
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roku 2020 gen iucD. Wszystkie zgromadzone izolaty E. coli pochodzace od gesi tworzyty
biofilm na podtozu LB, najczgsciej na $rednim poziomie. Ponadto analiza poziomu
przeciwcial anty-GPV w badanych surowicach pobranych od gesi w obu latach
badawczych, potwierdzita obecno$¢ swoistych przeciwcial anty-GPV we wszystkich
probkach. Nie zaobserwowano natomiast zaleznosci pomigdzy wysokoscia poziomu
przeciwcial anty-GPV a pochodzeniem pisklat (ZWD). Z badan wynika, Ze nie istnieje
zalezno$¢ pomiedzy wartos$cig biologiczng pisklat gesich a ZWD czy sezonem

wstawienia gasigt na ferme.

Badania wirusologiczne wykazaty, ze we wszystkich badanych stadach
potwierdzono obecno$¢ materiatu genetycznego GPV, w obu latach badawczych.
Przeprowadzona analiza filogenetyczna materialu genetycznego GPV wykazata zZe
wickszos¢ sekwencji nalezy do grupy szczepu klasycznego GPV. Tylko 4 sekwencje
nalezaly do grupy szczepu okreslanego jako novel GPV a jedna pochodzita z grupy
szczepu szczepionkowego. Z kolei, czestotliwos¢ diagnozowania zakazen GoCV w
latach 2019-2020 wynosita odpowiednio 46,15% i 42,86%. Analiza filogenetyczna
materiatu genetycznego GoCV  wykazata wysoka homologi¢ badanych sekwenciji.
Odnotowano takze wysoki odsetek stad zakazonych polyomawirusem gesi zar6wno w
2019 r. (76,92%) jak i w 2020 r. (42,86%). Niepokoi fakt wystepowania zakazen
mieszanych (GPV+GoCV+GHPV) w 30,77% stad w 2019 r. i 14,28% stad w 2020 r.
Wspomniane konfekcje wirusowe 1/lub bakteryjne mialy negatywny wplyw na koncowy
wynik tuczu. Nie zaobserwowano z kolei, zalezno$ci pomigdzy statusem zdrowotnym

pisklat pochodzacych z danego ZWD a czgstoscig stwierdzanych zakazen wirusowych.
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8. Abstract

Bacterial and viral infections in flocks of fattening geese. Research on selected herds

in a 2-year observation cycle.

The intensification of production and the constantly growing number of geese flocks in
the country favor the development of bacterial and viral infections. Despite the
occurrence of this phenomenon, in recent years, no studies have been undertaken in
Poland to monitor the occurrence of infectious diseases in waterfowl herds. Moreover,
periodic shortages of vaccine used in immunoprophylaxis of Derzsy's disease in geese
and cases of highly pathogenic avian influenza have been reported. Hence, the aim of the
undertaken research was to determine the health status of geese from commercial herds

intended for fattening in intensive farming.

The research was conducted in a two-year observation cycle, i.e. 2019 and 2020. The
geese placed on farms came from 3 different hatcheries. The herd monitoring program
was carried out throughout the rearing and fattening period and included 27 flocks of
geese ranging in size from 3,000 to 13,000 heads. In addition, due to the
immunoprophylaxis of Derzsy's disease in the parent stock of geese and the extended
laying season, the analysis of the health of the flocks includes 2 periods of insertion of
geese on the farm: 1st hatching season including broods in February-March- April and

the second hatching season including broods in the period: May-June-July.

The conducted research shows that the most common infections found in goose herds
were caused by the bacteria: E. coli, E. rhusiopathiae, G. anatis and S. Typhimurium,
while the infection with G. anatis was usually a co-infection with another microorganism
and / or virus. . In 2019, infection with Aspergillus fumigatus was also confirmed in
almost half of the flocks studied. Characterization of the isolated E. coli strains showed
that most of the isolates presented the MDR phenotype. The most frequently diagnosed
resistance profile in 2019 was: AMOX ENRO OXY TET SDM SXT STZ and in 2020 it
was the profile: AMOX ENRO FFN OXY TET SDM SXT STZ. The isolated strains of
E. coli were characterized by a high prevalence of beta-lactam resistance genes (blaTEM
gene) and tetracyclines (tetA gene). In addition, genes for resistance to sulphonamides
(sull and sul2 genes) were frequently found among the isolates from 2020. In the case of

virulence genes, the most common diagnosis was iss in 2019 and iucD in 2020. All
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collected E. coli isolates derived from geese formed a biofilm (biofilm) on LB broth, most
often at an average level. Moreover, the analysis of the level of anti-GPV antibodies in
the tested sera collected from geese in both research years confirmed the presence of
specific anti-GPV antibodies in all samples. However, no relationship was observed
between the level of anti-GPV antibodies and the origin of the chicks hatcheries. The
research shows that there is no relationship between the biological value of goose chicks

and hatcheries or the season of geese insertion on the farm.

The viral infection tests showed that the presence of GPV genetic material was confirmed
in all herds in both research years. The conducted phylogenetic analysis of GPV genetic
material showed that most of the sequences belong to the group of classic GPV strain.
Only 4 sequences belonged to the novel GPV strain group and one was from the vaccine
strain group. In turn, the frequency of diagnosis of GoCV infections in 2019-2020 was
46.15% and 42.86%, respectively. Phylogenetic analysis of GoCV genetic material
showed high homology of the studied sequences. There was also a high percentage of
geese infected flocks both in 2019 (76.92%) and in 2020 (42.86%). The presence of mixed
infections (GPV + GoCV + GHPV) in 30.77% of herds in 2019 and 14.28% of herds in
2020 is worrying. These viral and / or bacterial confections had a negative impact on the
final production result. On the other hand, no correlation was observed between the health

status of chicks from a given ZWD and the frequency of viral infection.
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