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w stanie $wiezym. Ponadto préby nadsylane do G5 S DTiACH WA
ZHW powinny byC zaopatrzone w pelna infor- 1. Instrukecja Tymeczasowa Nr 19 Min. Roln. — Dep. Wet.

macje odnos$nie wyniku badania alergicznego,
klinicznego, anatomo-patclogicznego, pochodze-
nia materiatu, wieku zwierzecia. Tak dostarczo-
ny material ulatwia diagnoze laboratoryjna,
gwarantuje osiggniecie wlasciwych wynikow jak
réwniez wykorzystanie materialu dla celow
naukowo-statystyeznych.

7z dn. 22IV.63 r. w sprawie przeprowadzania mikrobiolo-
gicznych badan nn gruzlice zwierzat.

. Instrukeja Min, Roln. — Dep. Wet. z dn. 25.IV.1969 r. WET
¢b-641-1/69 W sprawie rozpoznawania gruzlicy zwierzat i
postepowania stuzby weterynaryjnej w zakresie zwalczania
gruzlicy bydia.

3, Nassal J.: Mh. Tierhlk., Sonderteil die Rindertuberkulose,

1956.
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Adres autora: dr Teresa Maciak, Warszawa, ul. Lechicka 21.

ZDZISLAW SWIATEK

Wykrywanie patogennych pateczek Escherichia coli u $win
za pomoca odczynu immunofluorescencii

Pracownia Badania Choréb Miodych Zwierzat Inslytutu Weterynarii w Putawach
Kierownik: sam. prac. nauk. dr W. RADOMINSKI

Zaburzenia jelitowe i choroba obrzekowa u
prosiat, wywolane przez warunkowo chorobo-
tworcze pateczki okreznicy, powoduja duze
straty w hodowli trzody chlewnej. W Polsce
nie jest znana dokladna wysokos¢ strat spowo-
dowanych kolibakterioza, poniewaz nie wszyst-
kie padle zwierzeta sg badane bakteriologicz-
nie. Na podstawie wynikéow badan bakteriolo-
gicznych Zakladow Higieny Weterynaryjne],
rozpoznania epizootiologicznego lekarzy wete-
rynaryjnych w terenie oraz analizy materialow

statystycznych dotyczacych upadkow prosiat,
przyjmuje sie, ze stanowia one S$rednio 20%
strat, ktéorych powodem sa choroby zakazne

pochodzenia bakteryjnego.

Wielu autorow w kraju (10, 11, 12, 13, 16,
17, 18, 19, 35, 41, 42, 43, 44) zajmowalo sig
identyfikacja serologiczng oraz budowsg anty-
genowg paleczek okreznicy wyosobnionych od
§win chorych i padlych na kolibakterioze. W
badaniach tych stwierdzono, ze najczescie]
wystepujacym w Polsce czynnikiem etiologicz-
nym choroby sg nastgpujace serotypy paleczek
E. coli: 08:K87,K88; 0138:K81; 0139:K82;
0141:K85, K88; 0147:K89, K88; 0149:K91.

W poszukiwaniu szybkiej metody rozpozna-
wania i okreslania serotypéw palteczek okrez-
nicy, wielu autoréw (1, 4, 14, 32, 36, 37, 38, 39,
40) zwrécilo uwage na opracowana przez
Coonsa (5) technike fluoryzujgcych przeciw-
cial. Zastosowali oni te metode do bezposred-
niego wykrywania i identyfikowania seroty-
pow paleczek E. coli w kale dzieci chorych na
zaburzenia jelitowe. Liczne prace o zastosowa-
niu fluoryzujacych przeciwcial do wykrywa-
nia patogennych serotypow paleczek okrezni-
¢y u dzieci i nieliczne doniesienia (23, 31) do-
tyczace zastosowania te] metody do wykrywa-
nia iokreslania serotypow E. coli u $win, sklo-
nity autora do wykonania pracy do$wiadczal-

nej na ten temal. Praca jest priba przedsta-
wienia oceny wartosei diagnostycznej odczynu
immunofluorescencji, zastosowanego w bada-
niu laboratoryjnym do identyfikacji seroty-
pow pateczek okreznicy.

Materiat i metody

Do badan uzvio nastepujacych serotypéw E. coli:
08:X87K88; 0138:K81; 0O139:K82; 0141:K85,K88;
0147:K89,K88; 0140:K81,K83. Szczepy te otrzyma-
no z Zakladu Mikrobiologii Instytutu Weterynarii w
Putawach.

Do wyprodukowania surowic odpornosciowyeh
anty-IE. eoli dla antygenow OK i O wymienionych
serotypow, uzyto krélikow wagi okolo 3 kg, Z.LII‘O‘W}‘C}‘I
i w dobrej kondycii. Krdliki szczepiono dozvinie, w
sposob podany przez Sojke  (33). Wyprm]ul—;r_m'an_n
surowice poliwalentne i typowo swoiste. Z surowic
lyeh sporzadzono koniugaty fluorescencyjne wg me-
tody Coonsa i Kaplana w modylikacji Riggsa i Mar—
shala (20, 30). EKoniugaty zakr_n'm'erwowann_me}"nola—
tem oraz sprawdzono ich akiywnos¢ i swoistose,

Doéwiadcezenia przeprowadzono na trzech grupach
zwierzal. .

Pierwszg grupe zwierzat doswiadezalnych w licz-
bie 63 szt. stanowily biale myszy. 21 myszek podzie-
lono na 7 grup, zakazono 6 grup zwierzat, 7 grupa
myszek mniezakazonych stanowila kontrole dodwiad-
czenia, Myszy zakazano dooirzewnowo 18 godz, ]_10~
dowla bulionowa E. coli w objetosci 0,2 ml. Kazda
grupa ofrzymala inny serotyp. Doswiadezenie to pow-
torzono trzykrotnie.

Druga grupe zwierzat w liczbie 33 szt stanowily
4winie. klinieznie zdrowe, w wieku okolo 3 miesig-
cv, z tuezarni w W., od ktorych zbadano probki kalu,
Trzecia grupe zwierziat w liczbie 13 szt. w wielku
3 tvegodni stanowily prosigla przy maciorach, heda-
ce wiasnodécia Zakladu Badania Chordb Swin Insty-
tutu Weterynarii w Pulawach. Od wszysikich prn.;si{:;!
pobrano wymazy lalowe, po wystapieniu u niekto-
rych biegunki. _

7. Zakladu Badania Choréb Swin Instytutu Wete-
rynarii otrzvmano do badania czter_y nieokreslone
szezepy E. coli wyizolowane od prosigt w gospodar-
stwie prywalnym.

Material zakazny (narzady wewnetrzne) padlych
myszelk oraz kal pobrany od $win i wymazy l;alowe
od prosiat byly badane za pomoca odczynu immu-
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nofluorescencji oraz metoda hodowlana. Wyrosle na
pozywkach szezepy badano biochemicznie i identyfi-
kowano serologicznie w aglutynacji szkielkowej i pro-
béwkowe].
Wyniki

Obie koniugaty poliwalentne wykazaly re-
akcje krzyzowe z innymi serotypami E. coli
(tab. 1). Z serotypami tymi wykonano odczyny

Tab. 1. Reakcje krzyzowe w odczynie

immunotluorescencji z serotypami rodzaju Escherichiq.
Nr [Koniu~| poyl poiil o8 01380[390141014?!0149
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niugaty Poli zawieraja przeciwciala dla wymienionych obok
serotypow E. coli.
za pomoca koniugat typowo swoistych dla an-
tygenéw OK i O. Koniugata typowo swoista
anty OK dla serotypu 0147:K89, K88 reago-
wala dodatnio z serotypami O13 i O19, za$ ko-
niugata anty OK dla serotypu 0O149: ‘K91, K88
reagowala z serotypem O50. Natomiast nie
stwierdzono reakcji krzyzowych pomiedzy ko-
niugatami typowo swoistymi dla antygenow O
z innymi serotypami paleczek okreznicy.
Wyniki badania odczynem immunofluores-
cencji narzadow wewnetrznych (Sledziony i
watroby) myszy zakazonych dodwiadezalnie
przedstawiajg tab. 2 i 3. Z tabel tych wynika,
ze tak koniugaty typowo swoiste, jak tez ko-
niugaty poliwalentne wykrywaly w narzadach
padlych myszy uzyte do zakazenia serotypy
E. coli. Intensywnos¢ fluoryzowania drobno-
ustrojéw oplaszezonych przeciwcialami  byla
duza ale rézna i wydaje sie by¢ zalezna od
typu koniugaty. Koniugaty dla antygenéw OK

powodujg silniejsze Swiecenie niz koniugaty
dla antygenéw O.

W prébkach katu od éwin klinicznie zdro-
wych z tuczarni w W. wykryto odczynem im-
munofluorescencji cztery serotypy pateczek E.
coli: ~ 08:K87,K88; 0138:K81; 0139:K82;

0147:K89, K88. W cztery tygodnie pdiniej w

tej samej tuczarni, w probce kalu od $win
chorej na kolibakterioze wykryto serotyp
0139:K82.

U jednego z prosiat, stanowigcych wilasnosé
Zakladu Badania Choréb Swin Instytutu We-:
terynarii w Pulawach, zidentyfikowano sero-
typ O149:K91, K88.

Cztery szczepy E. coli izolowane od prosiat
chorych na kolibakterioze w prywatnym gos-
podarstwie okreslono jako serotyp 08:K87,
K88.

Dyskusja

Wyniki uzyskane za pomoca metody fluory-
zZujacych przeciwcial wydajg sie przemawiaé
za celowosciag wprowadzenia tego odeczynu do
praktycznego zastosowania w diagnostyce la-
boratoryjnej. Poréwnanie warto$ci rozpoznaw-
cze] odezynu immunofluorescencji z metoda-
mi hodowlang i aglutynacyjna upowaznia do
stwierdzenia, Zze jest ona wystarczajgco czula,
latwa i prosta w wykonaniu oraz bardzo szyb-
ko umozliwia rozpoznanie zarazka. Mozliwos¢
szybkiego okreslenia serotypu E. coli ma szcze-
golne znaczenie w zwalczaniu kolibakteriozy.
Wykonane do$wiadczenia potwierdzajg przy-
datno$¢ tej metody do badan epizootiologicz-
nych. Wydaje sie, ze niezaleznie od watpli-
wosel niektorych autoréw co do wartosei roz-
poznawcze] odczynu, posiada on zalety, ktore
pozwalajg na zastosowanie tej metody w pra-
cowniach bakteriologicznych.

Pozytywna ocene tej metody wyrazaja Geck
i wsp. (15). Badali oni zaburzenia jelitowe u
dzieci wywolane przez patogenne szczepy pa-
leczek okreznicy. Badania wykonywali jedno-
cze$nie metodg konwencjonalng i technikg flu-
oryzujacych przeciwcial.

Roéwniez Nelson i Whitaker (25) oraz Nelson
1 wsp. (26) potwierdzajg wyzszos$¢ tej metody
od standardowych metod stosowanych w dia-
gnostyce laboratoryjnej. Podkreslajg oni, ze
reakcje krzyzowe z innymi drobnoustrojami
nie sprawiaja trudnosci w interpretacji wyni-

Tab. 2. Intensywno$é [luoryzowania z materialu zakaznego kompleksu antygen -+ przeciwcialo anty-E. coli
Gl RyEC o\ B — .
N Koniugata i “ |
i - ua ’*‘ Toli 08 0138 0139 0141 0147 0149
szczepu Serotyp | |
. ] L
728 | O8:K87, K88 +r++ | ++++ - — — — ‘
723 0138:K81 +44++ = - _ u
722 0139:K82 +4++ — - -4+ | ==
724 0141:K85, K88 —+-+ — = = [ — -
G1253 0147:K89, K88 R e = — | — —+—++ -
SW420 | O149:K91, K88 ++++ = = — . — e o
_+;:+, +4+ = od-czyn dodatni, — = odeczyn ujemny. Koniugata Poli zawiera przeciwciala dla wymienionych obok se-

rotypow E., coli. Do kazdego odcezynu uzywano po 9 myszy.
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kow. Wypowiadaja takze poglad o przydat-
nosci tej metody do badan epidemiologicz-
nych.

cji reprezentuja Davis i Ewing (8). Na podsta-
wie analizy wynikéw 12 prac do$wiadczalnych
réznych autorow twierdza, ze z powodu wyste-

Tab. 3. Intensywnosé fluoryzowania z materialu zakaznego kompleksu antygen 4 przeciwcialo anty-E. coli
dla antygenow o

Koniugata

Nr ‘ . y [ "
szezepu | Serotyp Poli ’ 08 0138 0139 ‘ 0141 | 0147 ‘ 0149
\ 1 . = l -
728 | O8:K87, K88 bt | - _ = i il -
723 | O138:K81 4+ - +++ | — e — -
722 | O139:K82 +4+ — == _|__|_ 2~ ‘ —
724 | O141:K85, K88 ++ — = =1 = o
G1253 | O147:K89, K88 L - - — ‘ 444 |
SW420 ‘ 0149:K91, K88 +++ | —_ | — — | + .}..
+++, ++ = odezyn dodatnl, — = odczyn ujemny. Koniugata Poli zawiera przeciwciala dla wymienionych obok sero-

typow E. coli. Do kazdego odeczynu uzywano po 9 myszy.

Badania poréwnawcze metody nodowlane] z
metoda fluoryzujgcych przeciwcial w wykry-
waniu patogennych serotypéw paleczek okrez-
nicy wykonal! Martineau (22). Wykazal on nie-
zgodno$¢ pomiedzy wynikami olrzymanymi
tymi metodami w granicach od 4,6% do 7,6%.
Wedlug jego pogladu nie stanowi to przeszko-
dy w stosowaniu tej metody do szybkiego wy-
krywania patogennych serotypoéw E. coli w
probkach kalu.

Cherry i wsp. (2) w badaniach terenowych
dzieci z Puerto Rico stwierdzili, ze w diagno-
styce patogennych paleczek okreznicy, szybsza
od aglutynacji szkielkowej jest metoda fluory-
zujacych przeciwcial. Podobny wniosek sta-
wiajg Cowart i Thomason (6), ktérzy uzywali
surowic anty-E. coli dla antygenéw O i K oraz
sporzadzonych z tych surowic koniugat fluo-
rescencyjnych do badania kalu dzieci w wieku
ponizej dwoch lat, chorych na biegunke.

Danielsson 1 Laurell (7) w pracy nad wy-
krywaniem i okre§laniem serotypow E. coli w
wodzie rzecznej za pomoca fluoryzujacych
przeciwcial stwierdzili, ze metoda jest bardzo
czula 1 dokladna. W tej samej liczbie probek
wody, odczynem immunofluorescencji okreslili
48 szczepdéw, nalezacych do 10 grup serolo-
gicznych, za$ metoda konwencjonalna 9 szcze-
pow, nalezacych do 6 grup serologicznych.

Matthias (23) stosowal te metode do badania
lokalizacji patogennych paleczek okreznicy u
S§win z choroba obrzekows, a Schimmelpfen-
ning i Burtscher (31) okreslali szczepy E. coli
wyosobnione od $win, stosujac koniugaty
fluorescencyjne anty-E. coli dla antygenéw
OK i O.

Pozytywng ocene w swoich pracach na te-
mat zastosowania odezynu immunofluorescen-
cji do wykrywania paleczek okreznicy wya-
zajg: Drees i Waxler (9), Martin i O’Brien (21),
Thomason i Cherry (37), Page i Stulberg (27,
28), Michajlow 1 Pers (24), Reimers (29),
Shauhnessy i wsp. (32), Stulberg i wsp. (34).

Inny poglad identyfikacji serotypéw palteczek
E. coli za pomoca odczynu immunofluorescen-

powania nieswoistych reakcji pomiedzy fluory-
zujacymi przeciwcialami anty-E. coli i innymi
drobnoustrojami, zaden serotyp pateczki okrez-
nicy nie moze byé zidentyfikowany wylacznie
za pomoca odczynu immunofluorescencji.

Zdaniem autora nie dyskwalifikuje to meto-
dy, pomimo ze w pewnym stopniu obniza jej
wartosé rozpoznawezg. Wyniki niniejszej pracy
wydajg sie takze wskazywac¢ na celowos¢ wpro-
wadzenia odczynu immunofluorescencji do
praktyki laboratoryjnej przy wykrywaniu i
okreslaniu patogennych serotypow E. coli u
Swin,

Wnioski

1. Koniugaty poliwalentne anty-E. coli dla
antygenéw OK 1 O, zawierajace przeciwciala
dla serotypow: 08, 0138, 0139, 0141, O147 i
0149 wykrywaly w materiale zakaznym 1 w
hodowli wymienione serotypy paleczek okrez-
nicy. Poza tymi typami wykrywaly one dodat-
kowo nastepujace serotypy E. coli: 012, O13,
019, 021, 024, 025, 028, 032, 050, 054, 064,
077, 0109, O135.

2. Koniugaty typowo swoiste anty-E. coli dla
antygenéw OK serotypow: 08, 0138, 0139 i
0141 nie wykazaly dodatnich odezyndéw nie-
swolstych z innymi serotypami paleczek okrez-
niey.

3. Koniugata typowo swoista anty-E. coli dla
antygenu OK serotypu 0147 wykazala dodatni
odezyn i nieswoisty z serotypami O13 i 019, a
keniugata typowo swoista dla antygenu OK
serotypu 0149 wykazala cdezyn krzyzowy z
serotypem 0O50.

4. Koniugaty typowo swoiste anty-E.coli dla
antygenow O, uzytych w pracy serotypdéw pa-
leczek okreznicy nie wykazaly reakeji krzyzo-
wych z innymi serotypami E. coli.

5. Odezyn immunofluorescencyjny nadaje
sie do wykrywania i identyfikowania seroty-
péw E. coli warunkowo chorobotworczych dla
Swin.
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PAPADOPOULOS ., LEONTIDES S.: Zapalenie wy-
mienia u owiec po doswiadezalnym zakazeniu chla-

mydiami wywolujacymi ronienie owiec. (Mastitis
produced experimentally in sheep with an ovine
abortion chlamydia). Zbl. Vet. Med. 19, 655—665,

1972 (8).

Badania przeprowadzono na owcach w wieku 3—4
lat pochodzgcych ze stad, w ktdrych nie wystepowaly
ronienia. Miano przeciwcial pko chlamydiom w OWD
nie przekraczalo 1:4. Owce w okresie laktacji (2 ty-
godnie po odstawieniu jagnigt) zakazono do kanalu
strzykowego 2,5% zawiesing woreczka z6ltkowego za-
rodkéw kurzych zakazonych szczepem DY Chlamydia
(5 pasazy przez zarodki kurze). Szczep DY wyosobnio-
no z przypadkdéw ronienia owiec. Wielko§é dawki za-
kaznej wymnosita 10° lub 10" ELD50. U wszystkich
zakazonych sztuk wystapity silne objawy zapalenia
wymienia po 2--3 dniach pc zakazeniu oraz spadek
mleczno$ci. Chlamydia izolowano z mleka pcchodzgce-
go ze zmienionych ¢wiartek wymienia oraz z tkanki
gruczolowej wymienia. Badanie histologiczne tkanek
zakazonych ¢wiartek wymicenia wykazalo zwyrodnie-
nia nabionka pecherzykowego, martwice nablonka i
jego zluszczanie przy braku lub jedynie nieznacznym
odezynie ze strony przyleglej tkanki $rdodmigzszowej.
Przy dalej zaawansowanym procesie zapalnym docho-
dzilo do silnego nacieku limfocytami, makrofagami,
plazmatocytami i neutrofilami, gromadzenia wtokni-
ka w pecherzykach. Przy daleko posunietym zapale-
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ChbBHOHT3K 3. — OOHAPYXMBAHME IATOI€HHBIX IITaAM-

moB Escherichia coli mpy noMomtM Dearmyy UMMYHO-
dayopecuenuin (PVi®).

Hicecneporann addertuziiocts PVD B maboparop-
HOW JMATHOCTUKC RoJmubagrepmosa ceuHel, KOHDIO-
raThbl TPOTUBOTEJN TPMIOTOBMIM M3 ChIBOPOTOK KpPOJN-
KOB WMMYHM3UPOBOHHBIX CHEAVIOUIMMM  CePOTUIIaAMN
E. coli: O8:K87, K88; 0O138:K81; 0O139:K82; O141:K35.
K88; 0147:K85 K88; 0O149:K91, K88. Iloam y 3OHO-
RAJEHTHBIS KOHBIOTSTLI Aad anturenos OK m O no-
ayuanu no serogy Coonsa um Kaplana B Mmoamdmxa-
muu Riggsa m Marshala, Pe3yasTarbl IEPDOBEPAAM Ny -
TeM TOCEBOB PeaKIUH YCKOPEHHON arrIiorTHMHALNUMY Ha
IPeJIMETOM CTEKJE ¢ CBIBOPOTKAMM JMAA  AlfiMICIIOR
OK m pearumn UPOSHPOUHON ArTJIFOTUHALMM ¢ Cbi-
BOPOTKaMM [N &HTHTEeHOB O, YceTaHo3uAM 4YTd pe-
3yALTATL] oAyuUCcHITRIe mo Mereny PUMd 1 1o xaac-
CUYECKOMY, MCTCAY BIOJHE € ¢GOOM COBIAARIOT.

Swigtek Z. — Determination of pathogenic strains of
Escherichia coli in pigs by the nse of immunofluores-
cent test.

There was examined the usefulness of immuno-
fluorescent technique for the laboratory diagnosis of
colibacteriosis in pigs. In the experiment there were
applied antibodies produced in rabbits. For immuniza-
tion and experimental infections there were used the
following strains of E. coli: 0O8:K§7, K88; 0138:K81;
0139: K82; 0141:K85, K88; O147:K89,K88; 0149:K91,K88.
For OK and O antigens there were prepared polyva-
lent and type specific conjugates acc. to Cooms and
Caplan’s methods modified by Riggs and Marshall.
The results obtained in fluorescent test were checked
culturally and serologicelly in slide agglutination test

with the sera for G antigens. There was noted
[ull agreement between the results obtained with
these two metohods.

niu wystepowatlo masowe nacieczenie tkanki $réd-

migzszowej wymienia, bujania $rodzrazikowej ikanki
lgcznej oraz zanik tkanki gruczolowej.
G.

LOGAN E, F,, PENHALE W. J.: Badania nad odpor-
no$cia cielat na kolibakierioze. V. BoSwiadczalne wy-
wolywanie kolibakteriozy jelitowej, (Studies on the
immunizy of the calf to colibacillosis. V. The expe-
rimental reproduction of enteric colibacillosis).
Vet. Rec, 91, 419—423, 1972 (18).

Badania nad do$wiadezalnym wywolaniem  koli-
bakteriozy przeprowadzono na cieletach pozbawio-
nych siary. Cieletom przed zakazeniem doustnym
enteropatogennym szczepem Escherichia coli
OlOlK?(A) podanc dozylnie w celu zavobiczenia
posocznicy TgM. U wszystkicli 13 zakaZonycn sztuk
wystapita silna biegunka i padio 11 sztuk. Badania
hodowlane wykazaly, ze u zadnej z padiych sztuk nie
wystepowata bakteriemia. E. coli izolowano kazdora-
zowo z przedniego odcinka jzlita clenkicgo 1 kalu
wszystkich sztuk padlych oraz z kalu dwédch sztuk
ktoére przezyly zakazenie. U zakazonych sztuk docho-
dzito bardzo szybko do wychudzenia, silnej hiegunki
i oligurii. W kale po 24 godz. po zakazeniu wystgpily
immunoglobuliny typu IgG i IgM. Immunoglobuliny
typu IgA pojawily sie natomiast po 24—48 godz. po
zakazeniu.

G.



