Analysis of in vivo fertilizing capacity of boar sperm depending on diluent composition

Summary

The aim of this study was to prepare a modification of a diluent used for preservation of boar semen using two antibiotics: flor-
fenicol and polymyxin B. The experiment was performed in order to obtain a diluent maintaining high biological value of semen
preserved in liquid storage for six days. Semen from five boars (23 ejaculates) was diluted in a control extender (R0) and in
extenders R1 and R2, containing florfenicol and polymyxin B, respectively. The quality of the stored semen was verified using
the CASA system, evaluating total and progressive motility, and on the basis of apoptotic changes, by determining the percent-
age of viable spermatozoa (YO-PRO-1/PI-), spermatozoa with apoptotic changes (YO-PRO-1*/PI) and spermatozoa with high
mitochondrial activity (JC-1%). The fertilizing capacity of the preserved spermatozoa was verified on the basis of the quality of
preimplantation embryos. The study showed that the addition of florfenicol to the extender as antibacterial protection ensures

the high quality and fertilizing capacity of boar spermatozoa.
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Escherichia coli, zwana pateczkg okreznicy, nalezy do rodzaju
Escherichia i wchodzi w skfad rodziny Enterobacteriaceae, ktora
zostata zaklasyfikowana do rzedu bakterii wtasciwych Entero-
bacteriales. Bakterie z gatunku E. coli zostaty po raz pierwszy
opisane w 1885 roku przez Theodora Eschericha, ktory wyizolo-
wat je z katu niemowlecia i nazwat Bacterium coli commune [58].
Bakterie te wchodzg w sktad fizjologicznej flory bakteryjnej jelita
grubego cztowieka oraz zwierzat statocieplnych [25]. Petnigce
funkcje symbiontéw i komensali E. coli odgrywajg znaczgcg role
w rozktadzie substancji pokarmowych oraz w syntezie zwigzkow
egzogennych — aminokwasow i witamin, gtéwnie witaminy C
oraz witamin z grupy B i K [6, 41]. Ponadto, dzieki zdolnosci do
wytwarzania bakteriocyn — kolicyn, stanowig konkurencyjng mi-
kroflore dla mikroorganizméw chorobotwérczych [3, 7]. Przy ob-
nizonej odpornosci organizmu obecne w jelicie niepatogenne
szczepy pateczki okreznicy, w momencie przejscia do tkanek
poza przewodem pokarmowym, mogg stac sie przyczyng wy-
stgpienia wielu powaznych infekcji. Patogenne szczepy E. coli
powodujg zaburzenia allostazy przewodu pokarmowego z po-
wodu wzrostu sekrecji i ostabienia absorpcji jelitowej, co skutku-
je rozwojem biegunek, ktdérym towarzyszg objawy kliniczne wy-
nikajgce z utraty wody, elektrolitow, zaburzenia rownowagi kwa-
sowo-zasadowej oraz obnizenia temperatury ciata. Patogenne
szczepy E. coli mogg tez sta¢ sie przyczyng krwotocznego nie-
zytu jelita grubego, infekcji pecherza moczowego, infekcji nerek,
wystgpienia zespotu hemolityczno-mocznicowego (HUS), mato-
ptytkowej plamicy zakrzepowej, zapalenia ptuc i opon mézgo-
wych, a takze zapalenia woreczka zo6tciowego i drog zétciowych
oraz posocznicy [10, 28, 34, 39, 40, 63].

U swin kolibakterioza wywotana przez E. coli moze przebie-
ga¢ w postaci jelitowej (czyli biegunki), zakazenia ogdlnego
badz intoksykaciji. W zaleznosci od wieku zwierzat, w jakim ten
syndrom chorobowy sie pojawia, mozna wyrozni¢: kolibakterio-
ze prosigt noworodkoéw (do 3. dnia zycia), kolibakterioze ada-
ptacyjng (okres wystgpienia tzw. siodta immunologicznego, {j.
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migdzy 2. a 4. tygodniem zycia) oraz kolibakterioze okresu od-
sadzeniowego (1.-2. tydzien po odsadzeniu od lochy). Straty
bezposrednie i posrednie generowane przez biegunki stanowig
jeden z najpowazniejszych ekonomicznie probleméw okresu
odchowu prosigt [35]. Znajomos$¢ patogenezy, jak i szybkiej
identyfikacji drobnoustrojow wywotujgcych choroby, stwarza
Szanse znacznego ograniczenia zachorowan, wprowadzenia
skutecznej immunoprofilaktyki, a tym samym ograniczenia sto-
sowania chemioterapeutykéw.

Etiologicznym czynnikiem inicjujgcym powstanie biegunki
wywotanej przez bakterie E. coli jest obecno$¢ w przewodzie
pokarmowym szczepu badz szczepdw posiadajgcych na po-
wierzchni komérki tak zwane czynniki patogennosci, warunku-
jace stopien zjadliwosci. Zalezy on od: obecnosci fimbrii umoz-
liwiajgcych adhezje do komdrek gospodarza, obecnosci otoczki
o wiasciwosciach antyfagocytarnych oraz od zdolnosci do wy-
twarzania substancji toksycznych.

Kolibakterioza rozpoczyna sie w momencie adhezji pato-
gennych szczepow E. coli do charakterystycznych dla nich re-
ceptorow zlokalizowanych na powierzchni komorek jelita cien-
kiego lub grubego, budujgcych nabtonek btony sluzowej jelita
[4]. Kolejny etap rozwoju kolibakteriozy rézni sie w zaleznosci
od charakterystycznych dla okreslonego szczepu markerow
patogennosci.

Escherichia coli jest Gram-ujemng, wzglednie beztlenowa,
nieprzetrwalnikujgca, zdolng do ruchu pateczkg o przecietnej
dtugosci 1,5 ym oraz $rednicy 0,5 ym, z utozonymi perytrychal-
nie wiciami, warunkowo wytwarzajgcg otoczke i wykazujaca
obecnos¢ fimbrii [29, 57]. Ze wzgledu na optymalng temperatu-
re wzrostu (37°C) pateczki te sg klasyfikowane jako mezofile.
Charakteryzujg sie prawidtowym rozwojem w zakresie tempe-
ratur od 21°C do nawet 48,5°C, ging juz po 20 minutach ogrze-
wania w temperaturze 60°C, ale np. w kale mogg przezy¢ nawet
do roku w temperaturze bliskiej 0°C [51]. Ponadto sg prototrofa-
mi, tolerujgcymi srodowisko o pH w granicach 4,5-9,0 (optymal-
nie 6,0-8,0).

W obrebie gatunku E. coli, w zaleznosci od typu oddziatywa-
nia na organizm gospodarza, wyréznia sie cztery podstawowe
grupy tych bakterii: 1) komensale i bakterie symbiotyczne natu-
ralnej mikroflory jelitowej; 2) szczepy bedace fakultatywnymi
symbiontami; 3) niepatogenne szczepy potencjalnie chorobo-
tworcze oraz 4) szczepy patogenne wywotujace infekcje i zatru-
cia pokarmowe [25].

Chorobotwércze szczepy E. coli dzieli sie ze wzgledu na
strukture antygenowg (serotypy) oraz syntetyzowane czynniki
wirulencji, zwane tez czynnikami patogennosci (patotypy).
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Struktura antygenowa E. coli jest ztozona. Identyfikuje sie
trzy podstawowe rodzaje antygenéw: somatyczne — O (stano-
wigce czes$¢ LPS), powierzchniowe/otoczkowe — K oraz rzesko-
we — H. Dodatkowo niektére szczepy E. coli wytwarzajg antyge-
ny sluzowe — M. Udowodniono istnienie korelacji pomiedzy wita-
Sciwosciami antygenowymi a wtasciwosciami chorobotworczy-
mi E. coli, dzieki czemu na podstawie serotypu mozna okresli¢
stopien zjadliwosci danej bakterii [52].

Antygen O jest polisacharydem zbudowanym z wielu powta-
rzajacych sie sekwencji oligosacharydowych (1-40 jednostek
O) i stanowi najbardziej zewnetrzny komponent lipopolisachary-
du budujgcego $ciane komérkowg bakterii Gram-ujemnych
[50]. Przeciwciatami dla tego antygenu sg gtéwnie immunoglo-
buliny klasy M (IgM). Kazdy szczep E. coli charakteryzuje sie
wystepowaniem jednej okreslonej formy antygenu somatyczne-
go, ktéra ma za zadanie zapewni¢ mu przewage w kolonizowa-
niu danej niszy sSrodowiskowej [51]. Rodzaj antygenu somatycz-
nego definiuje zatem grupe serologiczng E. coli, a poniewaz
obecnie wyrdznia sie 166 odmian tego antygenu, mozliwe jest
ulokowanie bakterii w 166 serogrupach [18, 19].

Do tej pory opisano okoto sto r6znych antygenéw powierzch-
niowych. Na podstawie izolacji i chemicznej analizy niektérych
K-specyficznych substancji, antygeny te opisano jako rozpusz-
czalne w wodzie kwasne polisacharydy [45], a niektore, jak na
przyktad antygen fimbrialny K88, zidentyfikowano jako biatka
[22]. Ze wzgledu na antyfagocytarne wtasciwosci otoczki, anty-
geny K uwazane sg za podstawowy czynnik wirulencji E. coli.
Szczepy wytwarzajgce otoczke ostabiajg zdolnos¢ przeciwciat i
sktadowych dopetniacza do przylegania do powierzchni komor-
ki bakteryjnej, jak réwniez utrudniajg komérkom fagocytarnym
mozliwos¢ jej rozpoznania i pochtoniecia. Najlepiej poznanym
antygenem otoczkowym jest antygen K1, bedacy polimerem
kwasu sialowego [61].

Antygeny H zlokalizowane sg na rzeskach, czyli wystepujg
tylko u ruchliwych form pateczki okreznicy. Rzeski zbudowane
sg z biatka — flagelliny, dlatego tez biatkowe antygeny H stosun-
kowo tatwo ulegajg zniszczeniu w podwyzszonej temperaturze
i alkoholu. Obecnie wyréznia sie 50 ré6znych antygendw rzesko-
wych [50].

W zalezno$ci od sposobu interakcji z komoérkami gospoda-
rza mozna wyréznic¢ 7 réznych patotypéw E. coli:

— EPEC - enteropatogenne E. coli,

— DAEC - przylegajace dyfuzyjnie E. coli,

— EHEC (VTEC) — enterokrwotoczne (werotoksyczne) E. coli,

— EIEC - enteroinwazyjne E. coli,

— EAEC (EAggEC) — enteroagregujgce E. coli,

— AIEC — adherencyjno-inwazyjne E. coli,

— ETEC - enterotoksyczne E. coli.

U Swin najczesciej izoluje sie szczepy ETEC, rzadziej EPEC
oraz EHEC. Ponizej przedstawiono charakterystyke poszcze-
golnych patotypow oraz mechanizm powstawania biegunek se-
krecyjnych.

Enteropatogenne Escherichia coli (EPEC)

Pod koniec lat 70. XX wieku na podstawie przeprowadzonych
obserwacji opisano, ze szczepy nalezgce do niektérych seroty-
pow enteropatogennych przylegajg w tescie in vitro do komérek
nabtonkowych linii Hep-2 oraz komoérek raka szyjki macicy
Hela w postaci charakterystycznych skupisk [54]. Zjawisko to
okreslono mianem zlokalizowanej adherencji (LA). Pozostate
serotypy EPEC oraz wiele niepatogennych E. coli wykazujg in
vitro rozsiany typ adhezji (SA) [37]. Zlokalizowany typ adhez;ji
warunkuje obecnos¢ plazmidu EAF (czynnika adherencji E.
coli), ktory jest odpowiedzialny za kodowanie fimbrii BFP [14].
Po6zniejsze badania przeprowadzone in vivo potwierdzity obser-
wacje in vitro, ujawniajgc zalezno$¢ pomiedzy obecnoscig
czynnika EAF a zdolnoscig do wywotywania kolibakteriozy [27].

Ponadto wykazano, iz szczepy zawierajgce plazmid EAF nie
tylko tworzg na btonie sluzowej jelita skupiska identyczne z ob-
serwowanymi in vitro, ale dodatkowo wywotujg w enterocytach
zmiany histopatologiczne — przyleganie i zacieranie charaktery-
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stycznej struktury kosmkow jelitowych [27]. Potgczenie bakterii
z enterocytem jest skomplikowanym procesem, w ktérym biorg
udziat obecne na powierzchni kosmka komorki nabtonka oraz
na powierzchni komorki bakteryjnej receptory. W przypadku
EPEC za Scisty kontakt E. coli z enterocytem odpowiada intimi-
na — bakteryjne biatko btony zewnetrznej kodowane przez chro-
mosomalny gen eae [24]. Gen ten zlokalizowany jest na tzw.
wyspie patogennej LEE, gdzie znajdujg sie geny umozliwiajgce
kodowanie aparatu sekrecji, ktéory ma na celu wprowadzenie w
btone cytoplazmatyczng komoérki nabtonka jelita intiminy [26].
Biatko to, po wprowadzeniu do komorki gospodarza staje sie
swoistym receptorem dla biatek Tir, umiejscowionych w bakte-
ryjnej btonie komorkowej [26]. W miejscu adhezji dochodzi do
reorganizacji struktury cytoszkieletu komorki nabtonka. Skut-
kiem powstatych zmian jest deformacja btony cytoplazmatycz-
nej i utworzenie struktury zblizonej ksztattem do piedestatu,
wewnatrz ktérego gromadzg sie aktyna i inne biatka cytoszkie-
letu. Powstaty piedestat stanowi ptaszczyzne utatwiajacg przy-
leganie bakterii do nabtonka jelita i jest przyczyng zaniku mikro-
kosmkow na powierzchni enterocytu, co w konsekwencji prowa-
dzi do zaburzen transportu elektrolitéw [31]. Szczepy EPEC
dzieli sie na dwie podstawowe grupy obejmujgce: klasyczne —
zdolne do wywotywania zmian w strukturze kosmkow jelitowych
i wykazujgce zlokalizowany typ adhezji szczepy Escherichia
coli, oraz nieklasyczne — nie posiadajace genu eae i wykazujg-
ce adherencje typu SA [59]. Rola szczepow SA w etiologii bie-
gunek jest obecnie szeroko dyskutowana. Wielu badaczy uwa-
za za wysoce watpliwy wptyw bakterii wykazujgcych rozsiany
typ adhezji na wywotywanie biegunki, poniewaz szczepy te
réwnie czesto izolowane sg od zdrowych, jak i chorych osobni-
kow. Istniejg jednakze doniesienia wskazujgce na ich chorobo-
tworcze dziatanie [20, 23].

Przylegajace dyfuzyjnie Escherichia coli (DAEC)

Niektore typy enteropatogennych E. coli, ze wzgledu na charak-
terystyczny sposoéb przylegania do komorek jelita, nazywane sg
dyfuzyjnie przylegajgcymi. Zjawisko przylegania, podczas kt6-
rego bakterie rownomiernie pokrywajg catg powierzchnie ko-
morek nabtonka jelita nosi miano dyfuzyjnej adherencji (DA) i
jest zalezne od obecnosci klastera genéw daa, odpowiedzialne-
go za kodowanie fimbrialnej adhezyny F1845 [54]. DAEC zosta-
ty podzielone na dwie podgrupy: przejawiajgce ekspresje adhe-
zyn Afa/Dr ( Afa/Dr DAEC ) oraz nie przejawiajgce takiej eks-
presji [53]. Warto zauwazyg, iz niektore szczepy DAEC (przeja-
wiajgce ekspresje genu aidA) nalezy przyporzadkowac do
nowo zdefiniowanej podgrupy szczepow EPEC, nazywanej
»atypowymi szczepami EPEC” (aEPEC) [12]. W zwigzku z obec-
noscig szczepow Afa/Dr DAEC obserwuje sie u ludzi zakazenia
uktadu moczowego, komplikacje przebiegu cigzy oraz biegunke
u dzieci w wieku od 18 miesiecy do 5 lat. Szczepy te moga réw-
niez wystepowac jako flora oportunistyczna przewodu pokar-
mowego dzieci i dorostych [53].

Enterokrwotoczne Escherichia coli (EHEC, VTEC)

Poza EPEC charakterystyczne zmiany histopatologiczne zwig-
zane z obecnoscig genu eae (przyleganie do kosmkéw jelito-
wych i zacieranie ich struktury) wykazujg réwniez enterokrwo-
toczne szczepy [59]. Szczepy tego typu zdolne sg do produkcji
toksyn (Shiga-like toxins), praktycznie identycznych z produko-
wanymi przez bakterie Shigella spp., nazywanych zwyczajowo
werotoksynami [2]. Wiekszos¢ EHEC charakteryzuje réwniez
obecnos¢ plazmidu p0157, o podobnym do EAF ciezarze czg-
steczkowym, ktory zawiera geny odpowiedzialne za kodowanie
wirulentnych cech bakterii. Plazmid ten koduje miedzy innymi
fimbrie odpowiedzialne za adhezje i ekspresje enterohemolizy-
ny — toksyny wywotujace;j lize erytrocytow [32, 38]. Wszystkie te
cechy powoduja, iz EHEC uwazane sg za rodzaj genetycznej
modyfikacji pateczki czerwonki (od ktoérej uzyskaty gen odpo-
wiedzialny za synteze toksyny Shiga-Stx) oraz enteropatogen-
nych szczepdw E. coli posiadajgcych gen eae odpowiedzialny
za synteze intiminy i geny odpowiedzialne za reorganizacje cy-
toszkieletu enterocytéw. Szczepy EHEC kolonizuja jelito grube,
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przylegajgc do komoérek nabtonka (LA), a nastepnie rozpoczy-
najg wydzielanie werotoksyny, powodujgcej uszkodzenia ente-
rocytéw i naczyn krwionosnych. Prowadzi to do wystgpienia
krwawienia wewnatrzjelitowego, zwykle zwigzanego z biegun-
kg [38]. W obrebie EHEC istnieje grupa szczepoéw wytwarzajg-
cych werotoksyne, ale nieposiadajgcych gendw kodujgcych inti-
mine, okreslanych mianem STEC (Shiga-toksyczne E. coli).
Gtoéwnym czynnikiem wirulencji bakterii STEC sg produkowane
przez nie toksyny Shiga. Geny kodujace te toksyny (Stx1 i Stx2)
zlokalizowane sg w genomach bakteriofagéw, wystepujacych w
bakteriach w postaci profagéow. Rodzaj produkowanej toksyny
ma znaczgcy wptyw na kliniczny przebieg zakazenia. Biatko
Stx1 enterohemolitycznych Escherichia coli jest identyczne do
toksyny Shiga, pochodzgcej ze szczepu Shigella desynteriae .
Natomiast biatko Stx2 jest homologiczne z Stx1 w 55% w pod-
jednostce A i w 57% w podjednostce B. Do tego mozna wyroz-
ni¢ kilka wariantow toksyny Stx2 réznigcych sie od siebie se-
kwencjg aminokwasowa: Stx2c, Stx2d, Stx2e, Stx2f, Stx2v i
inne. Komodrka bakteryjna szczepu EHEC moze kodowac tylko
toksyne Stx1 lub Stx2, moze kodowac tez obie toksyny lub réz-
ne warianty biatka Stx2 [32, 38].

Do najbardziej patogennych szczepéw EHEC zalicza sie E.
coli o serotypie O157:H7 [36]. Szczep ten najczesciej koduje
toksyne Stx2, ktoéra jest bardziej toksyczna dla komérek nabton-
ka jelita i nerek oraz czesciej powoduje HUS (zespét hemoli-
tyczno-mocznicowy) niz toksyny Stx1 [36, 59]. Receptory dla
toksyny Shiga (Gb3Cer) znajdujg sie gtéwnie na powierzchni
Srodbtonka drobnych naczyh krwionosnych nerek, co czyni te
narzady wrazliwymi na dziatanie toksyny, a skutkiem jej dziata-
nia jest zaburzenie krgzenia nerkowego prowadzace do wystg-
pienia zespotu hemolityczno-mocznicowego, poprzedzonego
krwotocznym zapaleniem jelit i krwawymi biegunkami.

Enteroinwazyjne Escherichia coli (EIEC)

Szczepy tego typu pod wzgledem mechanizméw patogennosci
bardzo przypominajg bakterie Shigella spp. i wywotujg zakaze-
nia klinicznie przypominajgce czerwonke bakteryjng. Podobnie
jak Shigella posiadajg wirulentny plazmid pINV, zawierajgcy
gen ipaH, warunkujgcy zdolno$¢ do wnikania do wnetrza komé-
rek nabtonka jelit (gtéwnie jelita grubego), jak réwniez do prze-
mieszczania sie z komorki do komérki [33, 47]. Skutkiem inwaz;ji
EIEC sg uporczywe czerwonko-podobne biegunki, charaktery-
zujgce sie obecnoscig krwi i Sluzu w stolcu.

Enteroagregujace Escherichia coli (EAEC)

Bakterie te kolonizujg zaréwno jelito cienkie, jak i jelito grube.
Najwazniejszg cechg wirulencji EAEC jest ich zdolno$¢ do agre-
gacyjnej adhezji (AA) do nabtonka jelita oraz stymulacji enterocy-
téw do produkcji grubej warstwy sluzu [22]. Wtasciwosci te wa-
runkowane sg obecnoscig genu aggR — podstawowego regulato-
ra wirulencji EAEC i aktywatora transkrypcji. Jego rola polega
miedzy innymi na regulacji ekspresji genéw: aggA, aafA oraz
agg-3, odpowiedzialnych za tworzenie agregacyjnie adhezyj-
nych fimbrii mannozopodobnych (AAF) [8]. Fimbrie te umozliwia-
ja charakterystyczne dla EAEC przyleganie komorki bakteryjnej
do komorki nabtonka jelit [15]. Przytgczone komorki bakteryjne
agreguja tworzac biofilm, sktadajgcy sie z prokariotycznych ko-
morek otoczonych przez macierz wydzielanych przez nie biomo-
lekut. Obecnos¢ biofilmu na powierzchni enterocytéw znacznie
uposledza ich zdolno$¢ do wchtaniania wody i sktadnikow od-
zywczych, co jest przyczyng powstawania biegunki. W tworzeniu
biofilmu istotng role odgrywa biatko dyspersyna, kodowane przez
gen aap, bedacy pod kontrolg aggR [56]. Szczepy EAEC posia-
dajg réwniez geny kodujgce toksyny: cieptostabilng enterotoksy-
ne EAST-1, enterotoksyne Pet oraz toksyne ShET1 [9, 62].
Adherencyjno-inwazyjne Escherichia coli (AIEC)

Szczepy te tgczg cechy wirulencji adherentnych oraz inwazyj-
nych E. coli. Najczesciej opisywane sg jako patotyp powigzany
z wystepowaniem choroby Lesniowskiego-Crohna. AIEC cha-

rakteryzujg sie zdolnoscig do przylegania i wnikania do wnetrza
enterocytow, jak rowniez sg w stanie, podobnie jak EIEC, prze-
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trwac i przeprowadzac proces replikacji wewnatrz komoérek ma-
krofagéw [13]. Obecnie ten patotyp mozna zidentyfikowac tylko
na podstawie cech fenotypowych, gdyz do tej pory nie odkryto
genow kodujgcych cechy wirulencji [40]. Ponadto, poniewaz
identyczne szczepy identyfikowano i izolowano z przewodu po-
karmowego kotow, pséw czy swin, postawiono teze, iz AIEC sg
patogenami specyficznymi wzgledem wywotywanej choroby, a
nie infekowanego organizmu gospodarza.

Enterotoksyczne Escherichia coli (ETEC)

Szczepy te stanowig najczestszg przyczyne kolibakteriozy u
prosigt. Izolowane z przewodu pokarmowego $win szczepy
ETEC produkujg pie¢ rodzajow antygenowych czynnikéw kolo-
nizacji (CFA) zaliczanych do adhezyn fimbrialnych: F4 (dawniej
K88), F5 (dawniej K99), F6 (dawniej 987P), F41 i F18 [42, 45,
66]. Enterotoksyny wytwarzane przez ETEC to najczesciej ze-
wnatrzkomaorkowe proteiny lub peptydy klasyfikowane do trzech
podstawowych grup: termostabilne enterotoksyny typu A, B, 1
(STa, STh, EAST1), termolabilne enterotoksyny (LTh-I, LTp-l,
LTlla, LTIIb) oraz toksyny Shiga typu 2e (Stx2e) [9, 21, 33, 45].
ETEC wytwarzaja fimbrie typu | (CFA/I), ktére sg niezbedne w
procesie adhezji do enterocytéw i kolonizacji jelita cienkiego
[44, 64]. Dtugie cienkie filamenty powierzchniowe fimbrii CFA/I
posredniczg w tworzeniu wigzania ETEC-receptor na po-
wierzchni enterocytu, co nie pozwala na mechaniczne usuwa-
nie tych bakterii z jelita cienkiego, zgodnie z ruchami perystal-
tycznymi wraz z trescig pokarmowg [16]. Nastepuje woéwczas
szybkie namnazanie sie bakterii oraz wytwarzanie toksyn bak-
teryjnych. U $win wykazano, ze nie u wszystkich osobnikow wy-
stepujg takie receptory. Te prosieta, ktére sg ich pozbawione sg
niewrazliwe na zakazenia ETEC z okreslonymi fimbriami [55].
Enterotoksyny wzmagajg sekrecje jonéw chloru do $wiatta jelita
(LT), hamujg sekrecje jonéw sodu (LT, STa, EAST-1), a takze
aktywujg zakonczenia nerwowe w jelitach (Stb).

Czasteczki enterotoksyn LT i ST sktadajg sie z komponent A
i B. Komponenta A wykazuje dziatanie toksyczne na enterocyty
$luzowki jelita, natomiast komponenta B jest biatkiem tgczagcym
bez dziatania toksycznego. W przypadku toksyny LT mecha-
nizm dziatania opiera sie na stymulacji cyklazy adenylowej po-
przez przytgczony przez enterocyt komponent A. Efektem sty-
mulacji jest wzrost ilosci cAMP. Natomiast enterotoksyna ST
aktywuje cyklaze guanylowa, stymulujgc powstawanie cGMP.
Wzmozone powstawanie cAMP jak i cGMP stymuluje wzmozo-
ng sekrecje CI” w kryptach Lieberkuhna w jelicie oraz hamuje
resorpcje NaCl w obszarze kosmkow jelitowych. Aniony chloru
koncentrujg sie w Swietle jelita, generujgc przeptyw kationow
sodowych i wody w tymze kierunku. Czesciowe zastgpienie
chlorkéw przez nabtonkowy mechanizm wymiany jonéw Cl/
HCO3 powoduje wzrost koncentracji wodoroweglanéw w swie-
tle jelita. Gromadzacy sie w nadmiarze ptyn, rozciggajgc sciany
jelit, generuje wzmozong perystaltyke. Jezeli zwrotna zdolnos¢
resorpcji jelita grubego dla elektrolitéw i wody zostanie przekro-
czona dochodzi do wystgpienia biegunki sekrecyjnej o charak-
terze zasadowym [30, 65].

Mechanizm powstawania biegunki sekrecyjnej wywotanej
przez E. coli sktada sie zatem z dwdch podstawowych etapow:
kolonizacji jelita cienkiego przy udziale CFA oraz hipersekreciji
wody i elektrolitow wywotanej dziataniem enterotoksyn ST i/lub
LT. Enterotoksyczne Escherichia coli posiadajgce adhezyny fim-
brialne K88, wywotujgce biegunki wsréd nowo narodzonych i
wczesénie odsadzonych prosigt, sg przyczyng najwiekszej ilosci
upadkow prosiat rocznie [43]. Wyréznia sie trzy rodzaje adhezyn
K88: adhezyny K88ab oraz K88ac wystepujg gtéwnie w jelicie
czczym, za$ K88ad znalez¢é mozna w jelicie kretym [5]. Opisane
powyzej szczepy sg zdolne do wytwarzania wszystkich charak-
terystycznych dla ETEC enterotoksyn: LT, ST, Stx [46, 65].

Enterotoksyczne szczepy posiadajgce adhezyny fimbrialne
K99 réwniez sg czestym czynnikiem etiologicznym biegunek u
swin. Wykazano jednak, ze szczepy K99 charakteryzujg sie
4-8-krotnie bardziej ograniczong adhezjg do enterocytu niz K88
[11]. Ponadto, po zwigzaniu sie¢ z komdrkami nabtonka ETEC K99
sg zdolne do wytwarzania jedynie toksyn termostabilnych [34].
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Podsumowanie

Biegunki sekrecyjne o podtozu bakteryjnym sg uznawane za
najczestszg infekcyjng przyczyne upadkow prosigt [1, 17, 44].
Rozwojowi choroby sprzyja uwarunkowana genetycznie wrazli-
wos$¢ osobnicza, niedojrzatos¢ przewodu pokarmowego, w tym
przede wszystkim brak wydzielania dostatecznej ilosci enzy-
mow trawiennych oraz wysokie pH soku zotgdkowego. Po od-
sadzeniu od matki te niekorzystne predyspozycje potegowane
sg stresem zwigzanym ze zmiang warunkéw utrzymania (brak
mleka lochy, czesto utrudniony dostep do paszy, a przede
wszystkim przegrupowywanie), a to z kolei sprzyja obnizeniu
odpornosci [60].

W diagnostyce bakteriologicznej u prosigt ssgcych, u wyizo-
lowanych bakterii nalezy potwierdzi¢ wystepowanie fimbrii F4,
F5, F6, F41 oraz toksyn LT bgdz ST, a u prosigt odsadzonych
przede wszystkim F18 oraz Stx2e, mogg tez wystepowac fim-
brie F4 i F5 oraz toksyny LT i ST.

Wystepowaniu biegunek u prosigt wywotywanych przez en-
terotoksyczne szczepy E. coli zapobiega sie doraznie poprzez
stosowanie antybiotykéw i chemioterapeutykéw, co odznacza
sie wysokg skuteczno$cia, ale i potencjalnym zjawiskiem nara-
stania opornosci [49]. By ograniczy¢ straty powodowane przez
kolibakterioze prosigt oseskow wprowadza sie immunizacje cie-
zarnych macior szczepionkg parenteralng, zawierajgcg inakty-
wowane pateczki okreznicy, posiadajgce antygeny i wytwarza-
jace enterotoksyny. W efekcie uzyskuje sie wzrost miana swo-
istych przeciwciat w siarze i mleku loch, ktore tg drogg pobiera-
ne sg przez oseski. W ten sposdb prosieta chronione sg przed
namnazaniem sie chorobotwdérczych szczepdw E. coli, ich od-
dziatywaniem w $wietle jelit i w dalszej konsekwencji przed wy-
stepowaniem biegunek do konca okresu przebywania z matka
[48, 49, 66]. Ze wzgledu na statg obecnos$¢ w srodowisku pato-
gennych szczepow E. coli wskazane jest dalsze uodpornianie
prosigt. Specyfika rozwoju odpowiedzi immunologicznej wyma-
ga, by te zabiegi byly przeprowadzane jeszcze na 7-10 dni
przed odsadzeniem. Na ten okres proponowane sg doustne
szczepionki zywe lub podjednostkowe przeciw kolibakteriozie
prosigt. Pobudzajg one GALT (gut associated lymphoid tissue),
czyli tkanke limfatyczng bton $luzowych przewodu pokarmowe-
go. Stymuluje to miejscowg odpowiedz immunologiczng mani-
festujgcy sie przede wszystkim produkcjg sekrecyjnych immu-
noglobulin SIgA oraz w mniejszej ilosci SIgM. Oprocz typowych
szczepionek, obiecujgca alternatywg wobec stosowania anty-
biotykéw i chemioterapeutykéw w walce z biegunkg u prosiat i
obnizonym tempem wzrostu jest immunizacja bierna przy uzy-
ciu podawanych doustnie przeciwciat pochodzgcych z surowi-
cy, siary lub zottka jaj. Szczegdlnie duzo uwagi poswieca sie
ostatniemu z wymienionych, z6ttko jest bowiem bogatym zré-
dtem immunoglobulin, ktére w prosty sposéb mogg by¢ pozy-
skane w duzej ilosci [60].
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Problem osteochondrozy
u koni — definicje i
znaczenie hodowlane

Dorota Lewczuk', Andrzej Berezowski?

'Instytut Genetyki i Hodowli Zwierzat PAN w Jastrzebcu
2Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie

Selekcja koni osigga limity w wielu aspektach fizjologicznych, a
sportowy potencjat koni czesto nie moze by¢ uzewnetrzniony z
powodu barier zdrowotnych. Przyktadem choroby o takim
wptywie na uzytkowos¢ koni jest osteochondroza, nazywana
takze martwicg chrzestno-kostng. Obecnie populacje koni
sportowych obarczone sg tg chorobg w okoto 30% [4]. Dlatego
tez jest to jeden z bardziej istotnych problemow w selekcji koni
sportowych. W wielu wiodgcych zwigzkach sportowych selek-
cja w kierunku zwalczenia osteochondrozy wydaje sie jednak
by¢ niewystarczajaca, poniewaz po 30 juz latach jej stosowa-
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nia nie odnotowuje sie spadku liczby koni chorych. Istnieje wie-
le strategii hodowlanych majgcych na celu eliminacje oste-
ochondrozy z populacji, niezbedne jest jednak stworzenie kla-
rownej definicji tej choroby.

Termin osteochondroza zostat wprowadzony po raz pierw-
szy w medycynie ludzkiej i oznaczat obecnos¢ luznych frag-
mentéw kostno-chrzestnych w jamach stawowych. Zostaty
zdiagnozowane trzy rozne stadia choroby: ostre — klasyfikowa-
ne jako ciezki uraz, przewlekte — moggce prowadzi¢ do ztaman
zmeczeniowych oraz trzecie — przebiegajgce bez widocznych
uszkodzen, ale bedace zaburzeniem w kostnieniu $réodchrzest-
nym [15]. Wedtug van Weerena [14] w medycynie weterynaryj-
nej tylko ostatnia kategoria jest traktowana jako problem we-
wnatrzchrzestnego kostnienia i tylko ta kategoria nazywana
jest osteochondrozg. Pozostate formy sg klasyfikowane jako
ztamania brzezne lub pekniecia kosci. W angielskiej definicji
choroby stowo ,osteochondritis” — zapalenie kostno-chrzestne,
zostato zmienione na ,osteochondrosis” — osteochondroze,
martwice kostno-chrzestng, gdyz stwierdzono, ze proces za-
palny nie jest konsekwencjg pierwotnego uszkodzenia. Cze$¢
naukowcow zgadza sie takze, ze dyschondroplazja wykazuje
wiele podobienstw do osteochondrozy u ssakéw, co moze po-
wodowacé takze wiele nieporozumien [14]. Niektérzy autorzy
sugeruja, ze osteochondroza moze rozpocza¢ sie jako ogdlne
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