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ANTONI SCHOLLENBERGER

Dowymieniowe uodpornionie krów chorobotwórczyml
dlo cielqt szczepomi Escherichio coli

Z Instytutu Chorób zakażnych i Inwazyjnych Wydziału weterynaryjnego SGGW-AR w Warszawie

Wykazana przed pięćdziesięciu laty możli-
wość pobudzenia miejscowego wytwarzanir
przeciwciał w gruczole mlecznym krowy (11),
nasunęł,a myśl o wykorzystaniu tego zjawiska
dla łatwego otrzymywania dużych ilości spe-
cyficznych przeciwciał (12). Doustne podawa-
nie cielętorn l,ub prosiętom mleka uodpornio-
ny.ch dowymieniowo krów może działać zap,o-
biegawcz,o oraz leczniczo w przebiegu infekcji
jelitowych. SzozegóIna wartość tego rodzaju
postępowania ma połegać na tym, że mlekc
ta,kie zawieTa znaczne ilości przeci,wciał nale-
żących do wydzielniczych IgA. Immunoi§lobu-
liny tej klasy, dzięki swej oporności na ervy-
my trawienne, wylkazulą dłuższą niż inne im-
munoglobuliny aktywnośc w przewo,dzie po-
karmowym (10). Cele,m podjętej pracy była
ocena imlmunogenności wybranych chorobo-
twórczych dla cieląt serotypów E. coli oTaz
określenie mian i dynamiki tworzenia prze-
ciwciał siary i mleka przy dostrzykorvej dro-
dze uodporniania.

Materiał i metody
Badania przeprorvadzono na 10 krowach rasy nizin-

nej czarnobiałej w wieku od 2 do 5 lat. Do uodpol,-
niania użyto wyizolowanych od cieląt szczepów E. colż:
0B:K87, KBB; 09:K9:HlZ oraz 07B:KB0, otrzymanych ze
Specjalistycznego Ośrodka Kolekcji Drobnoustrojów
Zakład:u Mikrobio]ogii Instytutu Weterynarii w Puła-
wach. Ze szczepów tych sporządzono formolizowane
szczepionki według opisu podanego przez Wilsclna i
Svendsena (13). Uodpornianie przeprowadzano dwu-
krotnie: na dwa tygodnie i na tydzień przed spodzie-
wanym porodem, podając dostrzykor,vo za pielrvszym
razem 5 ml a za drugim 10 ml szczepionki. U wszyst-
kich krów prawą przednią ćwiartkę wymienia uodpor--
niano szczepem 0B, lewą przednią szczepem 09 a prawą
tylną szczepem 07B, Do lewej tylnej ćwiartki wy-
mienia nie podawano żadnej szczepionki

Tab. 1. Miano przeciwciał w siarze i mleku 10 krórv uodpornionych dowyrnienior,vo (wartoŚĆ modalna oraz
wartość najniższa i najr,vyższa)

W czasie pierwszych 24 godzin po porodzie pobie-
rano z kaźdej ćwiartki wymienia siarę a następnie po
trzech dniach, tygodniu i co tydzień do czwartego ty-
godnia mleko. Siarę , i mleko odwirowywano przy
3000 g a następnie usuwano kazeinę wirowaniem przy
44 000 g w temperaturze 4aC przez 2 godziny (Ultra-
centrifuge Vac 601, H, Janetzki, NRD), (2). Próby do
badań serologicznych przechowywano w temperaturze
-20oC. Po rozmrożeniu próby inaktywowano w tem-
peraturze 56oC rł, ciągu 30 minut, a następnie wysy-
cano naturalnie występujące w mleku hemolizyny. W
t),m celu do 2 m1 siary lub mleka dodawano 0,1 ml
przemytych krwinek czerwonych barana, mieszano i
pozostawiano na 3 godziny w temperaturze pokojowej.
Po odwirowaniu dodawano 0,2 mI krwinek, które od-
w-irowywano po 1B godzinach inkubacji w temperatu-
rze 4aC.

Poziom przeciwciał w siarze i mleku oznaczano me-
todą hemaglutynacji biernej. Antygeny somatyczne
użyte do opłaszczania krwinek czerwonych barana
otrzymywano przez ogtzewanie zawiesiny bakterii w
temperaturze 100oC w ciągu jednej godziny. Opłaszcze-
nie uprzednio formolizowanych krwinek przeprowadza-
no wedtrug metody opisanej przez Herberta (3). Hema-
glutynację rvykonywano na płytach pleksiglasowych,
rozcieiczając próby w objętości 0,025 ml przy pomocy
ez Takatsy'ego (Takatsy microtitrator, Labor, Węgry).
W każdej próbie określano poziom przeciwciał w sto-
sunku do r.vszystkich użytych do uodporniania szczepów
bakteryjnych

,Wyniki
Uzyskane wyniki przedstawiono w tab. 1 i 2.

Najwyższy poziom przeciwciał w stosunku
do poszczegółnych szczepów E, colż stwierdza-
no w siarze, pochodzącej z ćwiartek wyrnienia
uodpornionych tymi szczepami w okresie za-
suszania. l\,[iano przeciwciał przeciwko homo-
logicznernu szczepowi było dwu lub cztero-
krotnie wyższe od miana przeciwciał przeciw-
ko pozostałym serotypom, W siarze pochodzą-
cej z nieuodpcrnianej ćwiartki wymienia
stwierdzano wysokie miana przeciwciał plze-
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ciwko wszystkim użytym do uodporniania se-
rotypom. Poziom tych przeciwciał był jednak
w każdym przypadku niższy niż stwierdzany
w uodp,ornianych ćwiartkach. W tydzień po
porodzie poziorn prze,ciwciał w mleku uodpor-
nianych cwiartek był 5-B krotnie wyż,szy niż
w mleku cwiartki nieuodpornianej. W trzecim
tygodniu po por,odzie miano przeciwciał w
mleku z nieu,o,dpornianej ćwiartki było 30
krotnie mniejsze niż w siarze z te1 samej
ćwiartki. Spadek miana w uodpornianych
cwiartkach wymienia był rożny w stosunku
do poszczególnych szczepów. W przypadku
szczepu 0B był około 10 krotny a w stosunku
do szczepow 09 i 078 około 30 krotny.

Obecność przeciwciał w siarze i rnleku nie-
uodpornianej ćwiartki wskazuje jednak na to,
że pobudzenie antygenowe nie ograniczało się
jedynie do styrnulacji miejscowej. Dowymie-
niowe podanie szczepionki wywołuje bowiern
rownież pojawienie się, przewyż-szających
zwyk]e po,ziorn przeciwciał w mleku, wyso-
kich Lnian w suro,wicy (7). Wskazuje to na
przedosta,"vanie się antygenów szczepionkowych
do innych poza gruczołem mlecznym miejsc
wytwarzania p,rzeciwciał, bądź na migrację
pobudzonych komórek limfoidalnych. We
wstępie, na podstawie wyników uzyskanych
przez Portera (B), podkreślono szczególną war-
tośc wydzielniczych IgA w o,dporności jelito-

Tab. 2, Miano przeciwciał w siarze i mleku 10 krów 96flp9lnionych dowymieniowo (wartoŚĆ modalna oraz
rł,artość najniższa i najwyższa)
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Omówienie wynikow

Odmiennie niż u innych gatunków zwierząt|
w siarze kro,w wydzielnicze IgA stanowią tyl-
ko 2% wszystkich immunoglobulin (1). Ponad-
to w ciągu trzech pierwszych dni laktacji spa-
da poziom im,munoglobulin wszystkich klas w
siarze, wskutek czelgo mleko zawiera niewielką
ilość globulin odpornościowych. Uważa się, że
niski poziom immunoglobulin wydzielniczych
w mleku .sprawia, iż nie może ono odgry,wać
ro].i w miejscowej odporności jelit cielęcia (8).
Z prac Wilsona i wsp. (I2, 14) wynika jednak,
że dowymieniowe podani,e w okresie zasusza-
nia forrnolizowanej zawiesiny E. coli nie wpły-
wając wprawdzie na poziom IgA ,"v siarze,
znaczenie zwiększa ich ilośc w mleku. Po,d-
wyższony poziom immunoglobulin w m]eku
uodpornionych cwiartek utrzymuje się jesz-
cze do 28 dnia po po,r,odzie.

Wyniki naszych doświadczeń również zdają
się przemawtać za miejscową syntezą części
przeciwciał stwierdzanych w siarze i mleku.
Najwyższy poziom przeciwciał w stosunku do
każdego użytego szczep! stwier,dzano bowiem
w siarze i mleku, po,chodzącym z ćwiartki wy-
mienia uodpornianej tym szczepem. Zrodłern
tych przeciwciał są prawdopodobnie komó,rki
Iimfoidalne, pojawiające się w okresie zasu-
szania w tkance gruczołowej wymienia (5).
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wej u cieląt. Z przeprowadzonych ptzez niego
badań wynika bowiem, że znaczna część prze-
ciwciał siary przeciwko -D. colź jest reprezen-
towana przez globuliny tej klasy.

Odmienny pogląd przedstar,vili ostatnio Lo-
gan i wsp. (6), którym nie udało się wykazać
aktywności siarowych igA w stosunku E. colż.
Nie podważa to jednak idei uodporniania do-
wymieniowego, ponie,waż stymuluje ono miej-
scowe wytwarzanie przeciwciał w obrębie
wszystkich klas immunoglobulin. Wykazywa-
ne pTzez nas w o,dczynie hemaglutynacji bier-
nej przeciwciała przeciwko E. colż należą do
klasy IgG i IgM, gdyż immunoglobuliny klasy
A nie powodują aglutynacji. W piśmiennic-
twie spotyka się rozbieżne poglądy na temat
wpływu dowymieniowego uodporniania krów
na częstośc występowania infekcji jelitowych
u cieląt. Kurek w swej obszernej pracy na te-
mat odporności diatelicznej u krów (4) poda-
je, że dzięki zastosowaniu takiej szczepionki
uzyskano spadek śmiertelności cieląt z tr}owo-
du kolibakteriozy z 24,4Bło do 1,150/o. Z drugiej
jednak strony inni autorzy (9) nie stwierdza]i
korzystniejszych efektów po dostrzykowym
podaniu szczepio,nki niż po uodpornianiu pod-
skórnym. Pewną wadą dor,vymienio,wej drogi
uo,dporniania jest łatwośc zakażenia gruczołu
mlecznego w czasie podawania szczepionki.
W naszym doświadczeniu, mimo zachowania
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koniec,znej ostrożności na 10 uo,dpo,rnianych
krów w trzedn przypadkach wystąpiły stany
zapalne pojedynczych ćwiartek wymie,nia. Nie
zaobserwo,wano natomiast ujemnego wpływu
uodporniania na ilość mleka wydzielanego z
uodpornianych ćwiartek.
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ulłlłyHonpoSLIJ7aKT:',r:xe sa6o.[eeaHilż rengT.

Schollenberger A. - Intramammary vaccination of
eows with Escherichia coli serotypes pathogenic for
calves.

Cows were vaccinated in three quarters of the
mammary gland with live, formalin treated Esche-
richia coli vaccine. Each quarter was immunized
with different E. coli serotypes. There were found
differences in indirect hemagglutinating antibody
activity in mammary secretions among the immuniz-
ed quarters. It was also noted that during four weeks
after calving the highest antibody activity appeared
in the colostrum and milk from quarters immuni-
zed with homologous strain of E, coli. Colostrum and
milk from non-vaccinated quarter had significantly
lower titres of antibodies to the a1l used serotypes.
The va]ue of intramammary vaccination of cows in
the immune protection of calves was discussed.
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ZDZISŁAW ŚWIĄTEK

Próby identyfikocji Solmonello dublin
i Corynebocterium pyogenes zo pomocq O!F

z Pracowni Badania chorób Młodych Zwj,erząt Instytutu Weterynalii \V Puławach

Zagadnienie szybkiego rozpoznania bakte-
riologicznego drobnoustrojów chorobotwór-
czych, będących czynni,kiem etiologicznym
w enzootycznym zapaleniu płuc u cieląt jest
ciągie problemem otwartym, Usprałvnienie
rozpoznawania drobno,ustrojów z ro,dzalów
Salmonella ź Corynebacterżum ma duże zna-
czenie w selekcji zwierząt dla ho,dowli wiel-
kostadnej, a także dla celów profilaktycznych
i terapeutycznych.

Niewielu autorów doniosło o probach zasto-
sowania odczynu immunofluo,rescencji do ba-
dań naukowych i diagno,styki laboratoryjnej
Salmonella.. Uzyskane przez nich wyniki są
ciągle niezadowalające a poglądy różne, często
nawet sprzeczne (!,2,4,5,6,7, B, 9, 10). Na-
torniast na podstawie dostępnego piśmiennic-
twa, nie probowano zastoso]wania tego o,dczy-
nu do identyfikowania Corynebacterżum pyo-
genes. Zatern cełem pracy było sp,rawdzenie
przydatności odczynu immunof]uorescencji do
wykrywania drobn,oustrojów z rodzajów Sal-
monella i CorEnebacterlum.
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Materiał i metody
Do badań użyto szczepów: Salmonella dublin nr 496

i Corgnebacterżuln pgogenes nt 518. Szczepy te otrz,y-
rrLaDo z Zakładu Mikrobiologii Instytutu Weterynarii
w Puławach. Za porulocą tych szczepów wyprodukowa-
no króIicze surowice aglutynacyjne dla wymienionych
drobnoustrojów. W tym celu króliki wagi około 3 kg,
zdrowe i w dobrej kondycji, szczepiono dożylnie czte-
rokrotnie co pięć dni z4.godzinną bullonową hodowlą
Salmonella dublżn, odwirowaną i zawieszoną w płynie
fizjologicznym z dodatkiem 0,60/o formaliny. Gęstość za,
wiesiny ustalano według ska].i Mc Farlanda nr 3.
Zwierzęta szczepiono następującymi dawkami: 0,5 m1 ;

2 ml; 3 ml i 3 ml. W ten sposób otrzymano surowicę
aglutynującą Salmonella dubli,n w rozcieńczeniu 1:1600.
Surowicę aglutynującą Corgnebacterium pgogenes wy-
produkowano w następujący sposób. Króliki wagi około
3 kg, zdrowe i w dobrej kondycji, szczepiono cztero-
krotnie co pięć dni dożylnie zawiesiną Coranebac,
terżum paogenes w płynie lizjologicznym z dodatkiem
0,60/o formaliny. Gęstość zawiesiny ustalano według
skali Mc Farlanda nl 2. Zwierzęta szczepiono dawkami
w objętości: 0,5 ml; I m7: 2,m]. i 2 ml. Po immunizacji
zwl,erząl zawiesiną Col"gnebtlcterżum pgogenes z do-
datkiem formaliny stwierdzono, że w ten sposób spo-
t,ządzona zawiesina nie jest immunogenna. Zastosowa-
no dodatkowe jedno szczepienie zawiesiną bakteryjną
żywą bez formaliny w objętości 3 m1. Po 48 godzinach


