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Neospora caninum u zubrow zyjacych
w Bialowiezy
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Neospora caninum in European bison living in Biatowieza, Poland

Abstract: The prevalence of antibodies to Neospora caninum was examined in European
bison (Bison bonasus bonasus L.) living in Biatowieza, Poland. Sera of 67 European bison
selected and shot or immobilized in 2009 and up to March 2010, of various ages and sexes,
were tested for N. caninum antibodies using ELISA test. Positive antibody responses were
found in 9 bison (prevalence 13,43%). Additionally, all positive sera were tested by Western blot
to verify the ELISA results. The Western blot results confirmed the presence of antibodies to
Neospora tachyzoites antigens in all tested ELISA positive sera. Our results indicate strongly
the presence of N. caninum in the European bison in Poland. Farther studies are in progress
to evaluate the existence of a sylvatic cycle of N. caninum.
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Wstep

Neospora canminum jest pasozytniczym wewngtrzkomoérkowym pierwotniakiem
nalezgcym do typu Apicomplexa. Pasozyt ten zostal znaleziony po raz pierwszy
w Norwegii, w postaci cyst w mézgu i rdzeniu kregowym psOw z objawami
paralizu (Bjerkds i in. 1984). Kilka lat pdzniej w USA zidentyfikowano
pasozyta i wprowadzono do systematyki nowy rodzaj Neospora oraz gatunek N.
caninum (Dubey 1 in. 1988).

We wczeSniejszych pracach (Cabaj i in. 2005; 2008; 2009) opisano szczegétowo
wyniki badan ostatnich lat, z ktorych jednoznacznie wynika, ze neosporoza
wystepuje u polskich zubrow zyjacych w Bialowiezy. Wykrycie N. caninum
u wolno zyjacych przezuwaczy oraz zwierzat migsozernych potwierdza istnienie
sylwatycznego cyklu zyciowego tego pasozyta. Znaczenie zwierzat wolno
zyjacych w epidemiologii neosporozy nie zostato jak dotagd w pelni wyjasnione.

W przypadku bydta objawy kliniczne neosporozy wystepujg jedynie u mio-
dych zwierzat. Skutkiem neosporozy u zwierzgt dorostych (u kréw) sg trudnosci
w zacielaniu, nawracajgce poronienia, resorpcja lub mumifikacja plodu lub
narodziny martwego potomka. Z danych literaturowych oraz wczesniejszych
badan wilasnych wynika, ze ponad 90% potomstwa urodzonego przez krowy
zarazone N. caninum jest rOwniez zarazone, a cieleta padajg w mtodym wieku.
W Polsce w roku 2000 po raz pierwszy wykryto przeciwciala przeciw temu
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pasozytowi we krwi krow, u ktorych wcze$niej notowano poronienia (Cabaj
i in. 2000). Dodatkowo, pierwotniaka N. caninum wyizolowano z tkanek
naturalnie zarazonego cielecia, a izolat NC-PolB1 jest utrzymywany w stalej
hodowli komorkowej w Instytucie Parazytologii PAN (Gozdzik i Cabaj 2007).
Osrodkiem majacym najwigkszy wplyw na ksztaltowanie si¢ europejskiej
populacji linii nizinnej zubra jest Bialowieza i stad wynika nasze zaintereso-
wanie tym miejscem. Podejrzenie, ze pasozyt moze ostabiac potencjat rozrodczy,
a przez to wywiera negatywny wplyw bezposrednio na sam proces restytucji
podgatunku Bison bonasus bonasus, powinna by¢ brana pod uwage we wszystkich
programach dotyczacych poprawy stanu zdrowotnego tej populacji.

Material i metody
Hodowla pasozyta w komorkach nablonkowych — Vero cells

W Instytucie Parazytologii PAN prowadzona jest stala hodowla komorek Vero
(komorki endotelialne pochodzace z nerki malpy Cercopithecus aethiops, typu
monolayer). W warunkach laboratoryjnych komorki sg utrzymywane w medium
hodowlanym RPMI z dodatkiem 1% surowicy konskiej oraz antybiotykow;
penicyliny i streptomycyny. W tych komoérkach prowadzona jest stala hodowla
dwoch izolatow N. caninum NC-1 oraz NC-PolBl. Hodowle komoérkowe sg
utrzymywane w inkubatorze, w temperaturze 37°C i w atmosferze 5% CO,
(przy 100% wilgotnosci). Otrzymane tachyzoity po oczyszczeniu sg wykorzys-
tywane do sporzadzenia antygenow (Western blot) oraz do badan molekular-
nych (wzorzec DNA).

Test ELISA

Surowice uzyskane z krwi zubréw poddawanych zabiegom weterynaryjnym
badZ selekcyjnie odstrzeliwanych stanowily podstawowy material do badan.
Pozyskiwano je w réznym czasie i z r6znych miejsc bytowania zubréw, i do
czasu uzycia byly przetrzymywane w temperaturze -20°C.

Zubr jest zwierzeciem blisko spokrewnionym z bydiem, dlatego do diagnosty-
ki mozna bylto wykorzystac testy stosowane do oznaczania poziomu przeciwcial
u bydta. Badania przeprowadzono przy uzyciu komercyjnego zestawu Neospora
caninum Antibody Test Kit firmy IDEXX Laboratories, Inc. USA. W zestawach
znajdujg si¢ plytki oplaszczone antygenem, kontrolne surowice pozytywne
1 negatywne oraz standaryzowane rozcienczalniki i bufory. W teScie wykrywane
sg specyficzne przeciwciatla klasy IgG. Wynik reakcji odczytywany byt
w czytniku EL*800, Biotek, Instruments Inc. Wynik uznawano za pozytywny,
jesli wyliczony wspotczynnik S/P byt wigkszy lub rowny 0,3 (dla bydta 0,5).

Metoda Western blot (WB)

Metoda WB byla stosowana dodatkowo dla potwierdzania wynikéw dodatnich
w tescie ELISA oraz w celu identyfikacji i analizy antygenow pasozyta. Tylko
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wyniki pozytywne otrzymane w dwoch testach (ELISA i Western blot) byly
podstawa do uznania badanych prob za dodatnie/pozytywne. Antygen sporza-
dzano z tachyzoitéow N. caninum izolatu NC-1 badz NcBPol-1 pochodzacych
z wlasnej hodowli komoérkowej. Test WB byl przeprowadzony zgodnie
z procedurami opisanymi przez Bjorkman i in. (1994) oraz Bjorkman i in.
(1998). Po wywotaniu reakcji paski nitrocelulozy byly fotografowane i pod-
dawane analizie w zestawie do dokumentacji firmy KODAK.

Wyniki

Wyniki badan serologicznych w kierunku obecnosci przeciwcial przeciw N.
caninum w surowicach analizowanych 29 zubréw przedstawiono w Tabeli 1. W tej
grupie zwierzat trzy surowice okazatly si¢ pozytywne i pochodzily od 7 letniego
byka (nr 866), 23 letniej krowy (nr 867) oraz pigcioletniego byka o imieniu
Poliptyk (nr rodowodowy 10362), odstrzelonego w okolicach wsi Teremiski
w grudniu 2009 r. Warto§¢ wspoiczynnika SP powyzej 1 Swiadczy o bardzo
wysokim poziomie przeciwcial. Moze to wskazywac na wczesng inwazje 1 dlatego
tez, krew od tych dwoch osobnikéw wykorzystano do izolacji pierwotniaka N.
caninum z krwi obwodowej. Wyniki izolacji bedg przedmiotem oddzielnej pracy,
ale mozna juz powiedzieé, ze eksperyment zakonczyl si¢ sukcesem. Wyizolowano
dwa izolaty, oznaczono jako NC-PolBbl i NC-PolBb-2 (Bien i in. 2010).

Wcze$niej prowadzone badanie PCR wykonane na innym materiale bio-
logicznym niz krew (rdzen kregowy, watroba, serce) daly wynik negatywny,
stad zainteresowanie krwig okazalo si¢ strategia skuteczng.

Oprocz selekceyjnie odstrzeliwanych zubrow, co roku pewna liczba zwierzat
jest immobilizowana przez pracownikéw BPN i ZBS w Bialowiezy w celach
hodowli lub badan. W roku 2009 udato si¢ pozyska¢ krew od 38 osobnikow
w réznym wieku i obojga plci. Sposrdd nich szeS¢ mialo poziom przeciwcial
anty N. caninum wskazujacy na mozliwo$¢ zarazenia tym pasozytem, co
potwierdzity wyniki uzyskane Western blot.

Pozytywne zubry to: byk obrozowany w lutym 2009 r. (SP=0,42); krowa
ktadziona w oddz. 422 w marcu 2009 r. (SP=0,4); byk (SP=0,59); dziesigcioletni
byk (SP=1,03) oraz 2 samice przekazane do dalszej hodowli poza Bialowieza
(L418, 1419, S/P=0,43; 0,45).

Y.acznie wsrod 67 przebadanych zubrow u 9 osobnikéw stwierdzono wysoki
poziom przeciwcial wskazujacy na zarazenie tym pierwotniakiem, co stanowi
13,43% zbadanej populacji.

Podsumowanie

Dotychczasowe wyniki badan wskazujg jednoznacznie na obecnos$¢ pierwo-
tniaka N. caninum u zubrow zyjacych w Bialowiezy. Odsetek osobnikow
zarazonych byl zmienny w kolejnych latach badan. W latach 2004 do konca
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Tabela 1. Wyniki testu ELISA u zubrow eliminowanych w wolnej populacji w Puszczy
Bialowieskiej w roku 2009 do marca 2010.

Lp Nr zubra Pleé i wiek Wynik ELISA | Data eliminacji
1 854 B; 1,5 roku 0,2 20.01.2009
2 855 B; 5 lat 0,1 21.01.2009
3 856 K; 4 mies. 0 3.02.2009
4 857 K; 1,5 roku 0 4.02.2009
5 bez nr B; 4 mies. 0 26.01.2009
6 bez nr B; 2 lata 0 4.02.2009
7 bez nr B; 21 lat 0 5.02.2009
8 858 B; 3,5 roku 0 10.02.2009
9 859 B; 10 mies. 0 10.02.2009
10 bez nr K; 10 lat 0 23.02.2009
11 860 M; 6 mies. 0 25.02.2009
12 861 K; 6 mies. 0 25.02.2009
13 862 K; 7 mies. 0,1 3.03.2009
14 863 K; 8 mies. 0,1 3.03.2009
15 864 K; 8 mies. 0,1 4.03.2009
16 865 B; 1,8 roku 0,11 4.03.2009
17 bez nr B; 5 mies. 0 16.03.2009
18 866 B; 7 lat 1,32 1.12.2009
19 867 K; 23 lata 1,87 15.12.2009
20 868 B; 18 lat 0 16.12.2009
21 869 K; 20 lat 0 16.12.2009
22 bez nr B; 11 lat 0 9.12.2009
23 10362 B; 5 lat 0,5 3.12.2009
24 870 B; 2 lata 0,11 26.01.2010
25 871 B; 6 lat 0,2 26.01.2010
26 872 B; 6 lat 0,2 27.01.2010
27 873 B; 5 mies. 0,15 11.02.2010
28 874 K; 5 mies. 0 11.02.2010
29 875 B; 2,5 roku 0,2 11.02.2010

Objasnienia: K — krowa, B — byk, bez nr
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marca 2008 wynosit 13% (Cabaj i in. 2008). Z kolei w latach 2007 do marca
2009 wynosit 7%, w calym roku 2009 wynidst 13,43%. Poréwnujac wyniki z lat
1984-2003 (Cabaj i in. 2005) z wynikami uzyskanymi w latach 2004-2010
mozna dostrzec wzrost udzialu zarazonych zubrow. I tak, na 320 przebadanych
surowic pochodzgcych z lat 1984-2003, u 23 osobnikoéw stwierdzono pozytywne
miana przeciwcial w surowicach (7,1%) podczas gdy w latach 2004-2010
przebadano prawie 460 osobnikow i sposréd nich 50 prob bylo dodatnich
(10,9%). Poréwnujac te dwie wartosci uzyskane na dwoch liczebnie duzych
probach, mozemy stwierdzié, ze procent zarazonych zubrow wzrost i jezeli
tendencja ta utrzyma si¢ w kolejnych latach, to moze stanowi¢ problem dla
procesu restytucji tego gatunku.

Nie tylko zubry pochodzace z Bialowiezy mogg by¢ rezerwuarem dla tej
parazytozy. Jak wykazaly nasze wcze$niejsze badania (Cabaj i in. 2008), wysoki
poziom przeciwcial stwierdzano u zubréw zyjacych na Stowacji, w Holandii,
Witoszech, Hiszpanii, Danii oraz Niemczech. Poza Europg, Dubey i Thulliez
(2005) w Ameryce Pétnocnej wykryli przeciwciata N. caninum u 5 bizondéw na
249 przebadanych osobnikow.

Badania prowadzone przez nasz zesp6l sg kontynuowane i koncentrujg sie
na izolacji tego pierwotniaka z organizmu zywicielskiego zyjacego w tak
unikalnym ekosystemie, jakim jest Puszcza Biatowieska.
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