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Dowymieniowe uodpornianie kréw chorobotwérczymi
dla cielgt szczepami Escherichia coli

Z Instytutu Chordb Zakaznych i Inwazyjnych Wydzialu Weterynaryjnego SGGW-AR w Warszawie

Wykazana przed pie¢dziesieciu laty mozli-
wo$¢ pobudzenia miejscowego wytwarzania
przeciwcial w gruczole mlecznym krowy (11),
nasunela mysl o wykorzystaniu tego zjawiska
dla latwego otrzymywania duzych ilo$ci spe-
cyficznych przeciwciat (12). Doustne podawa-
nie cieletom lub prosietom mleka uodpornio-
nych dowymieniowo kréw moze dziata¢ zapo-
biegawczo oraz leczniczo w przebiegu infekeji
jelitowych. Szczegdélna wartos¢ tego rodzaju
postepowania ma polega¢ na tym, ze mleko
takie zawiera znaczne iloSci przeciwcial nale-
zgcych do wydzielniczych IgA. Immunoglobu-
liny tej klasy, dzieki swej opornosci na enzy-
my trawienne, wykazuja dituzszg niz inne im-
munoglobuliny aktywnos¢ w przewodzie po-
karmowym (10). Celem podjetej pracy byla
ocena immunogenno$ci wybranych chorobo-
tworezych dla cielat serotypow E. coli oraz
okreslenie mian i dynamiki tworzenia prze-
ciwcial siary i mleka przy dostrzykowej dro-
dze uodporniania.

Material i metody

Badania przeprowadzono na 10 krowach rasy hizin-
nej czarnobialej w wieku od 2 do 5 lat. Do uodpor-
niania uzyto wyizolowanych od cielat szczepow E. coli:
08:K87, K88; 09:K9:H12 oraz 078:K80, otrzymanych ze
Specjalistycznego O$rodka Kolekeji Drobnoustrojéw
Zakladu Mikrobiologii Instytutu Weterynarii w Pula-
wach. Ze szezepdw tych sporzgdzono formolizowane
szezepionki wedlug opisu podanego przez Wilsona i
Svendsena (13). Uodpornianie przeprowadzano dwu-
krotnie: na dwa tygodnie i na tydzien przed spodzie-
wanym porodem, podajgc dostrzykowo za pierwszym
razem 5 ml a za drugim 10 ml szczepionki. U wszyst-
kich kréw prawg przednig ¢éwiartke wymienia uodpor-
niano szczepem 08, lewa przednig szczepem 09 a prawag
tylng szczepem 078. Do lewe] tylnej déwiartki wy-
mienia nie podawano zadne] szczepionKi.

W czasie pierwszych 24 godzin po porodzie pobie-
rano z kazdej ¢wiartki wymienia siare a nastepnie po
trzech dniach, tygodniu i co tydzien do czwartego ty-
godnia mleko. Siare:i mleko odwirowywano przy
3000 g a nastepnie usuwano kazeine wirowaniem przy
44 000 g w temperaturze 4°C przez 2 godziny (Ultra-
centrifuge Vac 601, H. Janetzki, NRD), (2). Préby do
badan serologicznych przechowywano w temperaturze
—20°C. Po rozmrozeniu préby inaktywowano w tem-
peraturze 56°C w ciggu 30 minut, a nastepnie Wysy-
cano naturalnie wystepujgce w mleku hemolizyny. W
tym celu do 2 ml 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 ml krwinek, ktdre od-
wirowywano po 18 godzinach inkubacji w temperatu-
rze 4°C.

Poziom przeciwcial w siarze i mleku oznaczano me-
todg hemaglutynacji biernej. Antygeny somatyczne
uzyte do oplaszczania krwinek czerwonych barana
otrzymywano przez ogrzewanie zawiesiny bakterii w
temperaturze 100°C w ciggu jednej godziny. Oplaszcze-
nie uprzednio formolizowanych krwinek przeprowadza-
no wedlug metody opisanej przez Herberta (3). Hema-
glutynacje wykonywano na plytach pleksiglasowych,
rozcienczajge préoby w objetosci 0,025 ml przy pomocy
ez Takatsy’ego (Takatsy microtitrator, Labor, Wegry).
W kazdej probie okreS§lano poziom przeciwcial w sto-
sunku do wszystkich uzytych do uodporniania szczepow
bakteryjnych

Wyniki

Uzyskane wyniki przedstawiono w tab. 11 2.
Najwyzszy poziom przeciwcial w stosunku
do poszczegdlnych szczepow E. coli stwierdza-
no w siarze, pochodzgcej z ¢wiartek wymienia
uodpornionych tymi szczepami w okresie za-
suszania. Miano przeciwciat przeciwko homo-
logicznemu szczepowi byto dwu lub cztero-
krotnie wyzsze od miana przeciwcial przeciw-
ko pozostalym serotypom. W siarze pochodzg-
cej z nieuodpornianej c¢wiartki wymienia
stwierdzano wysokie miana przeciwcial prze-

Tab. 1. Miano przeciwcial w siarze i mleku 10 kréw uodpornionych dowymieniowo (warto$¢ modalna oraz
warto$¢ najnizsza i najwyzsza)

Cwiartka wymieniaf Dzien po porodzie | Fdni po porodzie | 7yazien po poroa'zie
$ZCz8p, ktorym Miano hemaglutynacyine z Rrwenkame oplaszczonymi antygenem
uodporniana 08 09 078 08 09 078 08 09 078
Prawa prrednia/os] 1:1024 | 1:256 | 1:256 | 7:256 1:32 1:128 | 1:128 1:16 1:32
(1:512- |(1:64~- |(1:64— |(7:256- | (1:32- |(1:64~ |(1:32- | (1:8 = | (1:16~
1:7024) | 1:256) | 1:512) | 1:512) | 1:64) | 1:128) | 1:128) | 1:64) 1:64)
Lewa przednia /09| 1:256 | 1:2048 | 1:512 1:64 | 7:256 1:64 1:16 1:256 7:64
(1:64- |(1:1024~| (1:64~ |(71:32- | (1:728- |(1:32~ | (1:16- |(1:164- | (1:16~
1:256) | 1:2048)| 1:512) | 1:64) | 1:512) | /:/28) | 1:64) | 1:512) | 1:64)
Prawa tylna /078 | 7:5712 | 7:256 | 1:2048 | 7:128 7:64 1:256 1:8 1:32 7:128
(1:256- |(1:64~ | (1:512-|(1:64~ |(1:32- |(1:256-| (1:8- |(1:6- |(1:64~-
1:4024)| 1:256) | 1:2048)| 1:256) | 1:128) | i:512} | 1:32) 1:64) | 1:256)
Lewa tylna — 7:512 | 1:572 7:512 | 1:64 7:32 7:64 1:32 1:16 7:16
nieuodporniona |(1:128- |(1:128~ | (1:256~|(1:16~ | (1:16= |(1:16~ | (1:8- | (1:6- | (1:8-
1:512) | 1:512) | 1:9024) | 1:64) | 1:32) | 7:728) | 1:32) | 1:32) | 7:32)
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ciwko wszystkim uzytym do uodporniania se-
rotypom. Poziom tych przeciwcial byl jednak
w kazdym przypadku nizszy niz stwierdzany
w uodpornianych ¢wiartkach. W tydzien po
porodzie poziom przeciwcial w mleku uodpor-
nianych ¢wiartek byt 5—8 krotnie wyzszy niz
w mleku ¢wiartki nieuodpornianej. W trzecim
tygodniu po porodzie miano przeciwcial w
mleku z nieuodpornianej éwiartki bylo 30
krotnie mniejsze niz w siarze z tej samej
¢wiartki. Spadek miana w uodpornianych
¢wiartkach wymienia byl réiny w stosunku
do poszczegolnych szczepow. W przypadku
szczepu 08 byt okoto 10 krotny a w stosunku
do szczepéw 09 i 078 okoto 30 krotny.
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Obecnoéé przeciwcial w siarze i mleku nie-
uodporniane]j ¢wiartki wskazuje jednak na to,
ze pobudzenie antygenowe nie ograniczalo sig
jedynie do stymulacji miejscowej. Dowymie-
niowe podanie szczepionki wywoluje bowiem
réwniez pojawienie sig, przewyzszajgcych
zwykle poziom przeciwcial w mleku, wyso-
kich mian w surowicy (7). Wskazuje to na
przedostawanie sie antygenow szczepionkowych
do innych poza gruczolem mlecznym miejsc
wytwarzania przeciwcial, badZz na migracje
pobudzonych komoérek limfoidalnych. We
wstepie, na podstawie wynikéow uzyskanych
przez Portera (8), podkreslono szczegélng war-
tose wydzielniczych IgA w odpornosci jelito-

Tab. 2. Miano przeciwcial w siarze i mleku 10 krow uodpormonych dowymieniowo (wartosé modalna oraz
warto$¢é najnizsza i najwyzsza)

Cwiartka wymieniaf 2 ¢ygodnie po porodzie | 3 éygoanie po porozie | 4 lygodnie po porodzie
szczep, kéoryrm Miano hemaglutyrnacyyne = Krwtnkami oplasrczonymi antygenem
uoaporniaro o8 o9 a78 08 09 or8 o8 o9 o078
Pfa»'a/orzea'ma /08| 7:128 1:16 1:16 7:128 1:32 1:16 7:728 1:32 1:16
(7:64~ | (1:4- | (1:4- |(1:32- | (1:8- | (1:8~ |(1:64- | (1:16- | (1:8~
| 7:572) | 1:64) | 1:64) | 1:128) | 1:64) | 1:64) | 1:256)| 1:64) | 1:32)
Lewa przea’m'a/ogﬁ 1:16 1:64 7:32 1:16 1:64 1716 1:76 1:64 1:8
(r:/6- 1:32- | (1:8~ | (1:8- | (1:32~ | {(#:8- | (1:8— | (1:16- | (1:8-
1:64) | 4:428) | 1:32) | 1:32) | r:428) | 1:32) | 1:32) | 7:64) 1:16)
Prawa éyina 078 | 1:32 1:16 1:128 7:32 1:16 164 7:32 1:4 1:64
(7:16- | (1:16- | (1:64- | (1:16- | (1:16= | (1:32~ | (1:16~ | (1:4- | (1:8-
1:32) | t:32) | 1:728) | 1:32) | 1:32) | [:728)| 1:32) | 1:16) | 1:64)
lewa tylna 7:32 1:/6 116 7:16 7:32 1:/6 7:16 1:16 1:16
nieuodporniona | (1:8~ | (1:4= | (1:4~ | (7:8~ (1:6~ | (r:a- | (1:9= | (1:6- | (1:8-
. | re32) | re) | f16) | 1:32) | 1:32) | 1u6) | £:16) | 1:f6) | 7:32)

Omoéowienie wynikow

Odmiennie niz u innych gatunkéw zwierzat,
w siarze krow wydzielnicze IgA stanowiag tyl-
ko 2% wszystkich immunoglobulin (1). Ponad-
to w ciggu trzech pierwszych dni laktacji spa-
da poziom immunoglobulin wszystkich klas w
siarze, wskutek czego mleko zawiera niewielks
ilo§¢ globulin odpornosciowych. Uwaza sie, ze
niski poziom immunoglobulin wydzielniczych
w mleku sprawia, iz nie moze ono odgrywac
roli w miejscowej odpornosci jelit cielecia (8).
Z prac Wilsona i wsp. (12, 14) wynika jednak,
ze dowymieniowe podanie w okresie zasusza-
nia formolizowanej zawiesiny E. coli nie wply-
wajgc wprawdzie na poziom IgA w siarze,
znaczenie zwieksza ich ilo$¢ w mleku. Pod-
wyzszony poziom immunoglobulin w mleku
uodpornionych ¢wiartek utrzymuje sie jesz-
cze do 28 dnia po porodzie.

Wyniki naszych doswiadczen réwniez zdajg
sie przemawia¢ za miejscowg syntezg czesci
przeciwcial stwierdzanych w siarze i mleku.
Najwyzszy poziom przeciwcial w stosunku do
kaZdego uzytego szczepu stwierdzano bowiem
w siarze i mleku, pochodzacym z éwiartki wy-
mienia uodpornianej tym szczepem. Zrédlem
tych przeciwciat sg prawdopodobnie komoérki
limfoidalne, pojawiajace sig¢ w okresie zasu-
szania w tkance gruczolowej wymienia (5).

wej u cielagt. Z przeprowadzonych przez niego
badan wynika bowiem, Ze znaczna czeS¢ prze-
ciwciat siary przeciwko E. coli jest reprezen-
towana przez globuliny tej klasy.

Odmienny poglad przedstawili ostatnio Lo-
gan i wsp. (6), ktorym nie udalo sie wykaza¢
aktywnosci siarowych IgA w stosunku E. coli.
Nie podwaza to jednak idei uodporniania do-
wymieniowego, poniewaz stymuluje ono miej-
scowe wytwarzanie przeciwcial w obrebie
wszystkich klas immunoglobulin. Wykazywa-
ne przez nas w odczynie hemaglutynacji bier-
nej przec1W01ala przeciwko E. coli naleza do
klasy IgG i IgM, gdyz immunoglobuliny klasy
A nie powodujg aglutynacji. W piSmiennic-
twie spotyka sie rozbiezne poglady na temat
wplywu dowymieniowego uodporniania Kkrow
na czestos¢ wystepowania infekcji jelitowych
u cielgt. Kurek w swej obszernej pracy na te-
mat odpornosci diatelicznej u kréow (4) poda-
je, ze dzieki zastosowaniu takiej szczepionki
uzyskano spadek Smiertelnosci cielat z powo-
du kolibakteriozy z 24,48% do 1,15%. Z drugie]
jednak strony inni autorzy (9) nie stwierdzali
korzystniejszych efektéw po dostrzykowym
podaniu szeczepionki niz po uodpornianiu pod-
skornym. Pewng wadg dowymieniowej drogi
uodporniania jest latwos¢ zakazenia gruczolu
mlecznego w czasie podawania szczepionki.
W naszym do$wiadczeniu, mimo zachowania
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koniecznej ostroznosci na 10 uodpornianych
krow w trzech przypadkach wystapilty stany
zapalne pojedynczych ¢wiartek wymienia. Nie
zaobserwowano natomiast ujemnego wplywu
uodporniania na ilo§¢ mleka wydzielanego z
uodpornianych ¢wiartek.
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Adres autora: dr Antoni Schollenberger, ul. Grochowska 272,
03-849 Warszawa.

lITonneuboprop A. — BeHyTpuIMcTepHANIbLHAS WMMY-
HUAALUA KOPOB TATCTEHHBIMM [JIH TeJAT CepoTHIaMN
Escherichia coli.

Tpu 4eTBePTM BBIMEHNM MMMYHU3UPOBAIM KUBBIMU
hOopManMHU3MPOBAHHEIMU KyJbTypamu Escherichia coli.

Kaxayo uerBepTh MMMYHM3MPOBANMU MHBLIM CePOTUIIOM.
MeTomOM ©acCMBHOM TeMarrjOTUHANUKY YCTAHOBUIN
Pa3HMILI B AQKTUBHOCTU HOPOTMBOTEN B MOJO3UBE M B
MOJIOKe M3 Pa3HbIX dYeTBepTell. B TedeHue 4 Helelb
TOCJIe POJAOB CaMbIi BBICOKMI TUTP HPOTUBOTEJ yCTa~
HOBJIVIBAJM B MOJO3UBE U B MOJICKE YETBEPTEI BLIMEHN
MMMYHU3NPOBAHHBIX I'OMOJIOTMYECKUM IiTaMMoM E. coli.
TUTP MOJIO3UMBA M MOJOKA M3 HEVMMMYHU3MPOBAHHBIX
geTBEPTEN ObI 3HAYMTENBHO Huxe, OOCyAMIM 3Ha-
4YeHMe BHYTPUIIMCTEPHAJBHOM MMMYyHM3aLMM KOPOB NPU
UMMYHOIIPOMOUNAKTUKE 3200IeBaHNI TEJAT.

Schollenberger A. — Intramammary vaccination of
cows 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 all used serotypes.
The value of intramammary vaccination of cows in
the immune protection of calves was discussed.

ZDZISLAW SWIATEK

Préby identyfikacji Salmonella dublin
i Corynebacterium pyogenes za pomocq OIF

7 Pracowni Badania Choréb Mlodych Zwierzat Instytutu Weterynarii w Pulawach

Zagadnienie szybkiego rozpoznania bakte-
riologicznego  drobnoustrojow  chorobotwor-
czych, bedgcych czynnikiem etiologicznym

w enzootycznym zapaleniu pluc u cielgt jest
ciggle problemem otwartym. Usprawnienie
rozpoznawania drobnoustrojéw z rodzajow
Salmonella i Corynebacterium ma duze zna-
czenie w selekeji zwierzat dla hodowli wiel-
kostadnej, a takze dla celow profilaktycznych
i terapeutycznych.

Niewielu autoréw doniosto o probach zasto-
sowania odczynu immunofluorescencji do ba-
dan naukowych i diagnostyki laboratoryjnej
Salmonella. Uzyskane przez nich wyniki sg
ciggle niezadowalajgce a poglady roézne, czesto
nawet sprzeczne (1, 2, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10). Na-
tomiast na podstawie dostepnego pismiennic-
twa, nie prébowano zastosowania tego odczy-
nu do identyfikowania Corynebacterium pyo-
genes. Zatem celem pracy bylo sprawdzenie
przydatno$ci odczynu immuhofluorescencji do
wykrywania drobnoustrojéw z rodzajow Sal-
monella i Corynebacterium.
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Materiat i metody

Do badan uzyto szczepow: Salmonella dublin nr 496
i Corynebacterium pyogenes nr 518. Szczepy te otrzy-
mano z Zakladu Mikrobiologii Instytutu Weterynarii
w Pulawach. Za pomocg tych szczepéw wyprodukowa-
no kroélicze surowice aglutynacyjne dla wymienionych
drobnoustrojéw. W tym celu kroliki wagi okolo 3 kg,
zdrowe i w dobrej kondycji, szczepiono dozylnie czte-
rokrotnie co pieé¢ dni 24-godzinng bulionowg hodowla
Salmonella dublin, odwirowang i zawieszong w plynie
fizjologicznym z dodatkiem 0,6% formaliny. Gestos$é za-
wiesiny ustalano wedlug skali Mc Farlanda nr 3.
Zwierzeta szczepiono nastepujacymi dawkami: 0,5 ml;
2 ml; 3 mli3 ml W ten sposéb otrzymano surowice
aglutynujaca Salmonella dublin w rozcienczeniu 1:1600.
Surowice aglutynujgcg Corynebacterium pyogenes wy-
produkowano w nastepujgcy sposob. Kroéliki wagi okolo
3 kg, zdrowe i w dobrej kondycji, szczepiono cztero-
krotnie co pie¢ dni dozylnie zawiesing Corynebac-
terium pyogenes w plynie fizjologicznym 2z dodatkiem
0,6% formaliny. Gesto$¢ zawiesiny ustalano wedlug
skali Mc Farlanda nr 2, Zwierzeta szczepiono dawkami
w objetosci: 0,5 ml; 1 ml; 2 ml i 2 ml. Po immunizacji
zwierzat zawiesing Corynebacterium pyogenes z do-
datkiem formaliny stwierdzono, ze w ten sposéb spo-
rzadzona zawiesina nie jest immunogenna. Zastosowa-
no dodatkowe jedno szczepienie zawiesing bakteryjng
zywg bez formaliny w objetosci 3 ml. Po 48 godzinach



