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Przydolność leslu ogregocii komórek bokteryinych (SAT)
do wykrywonio fimbrii Escherichio coli

zakład Miklobiologii, Instytut wetelynalii, Al. PaIt),Zantów 5?, 24-100 Pu}awy

Summary

The usefulness of cell aggregation test (SAT) to detect of
Escherichia coli fimbria

The aim of the work was to determine by the use of the
haemagglutination tcst and slide agglutination test specific
and unspecific fimłrria of Escherichia coli isolated from
diarrhoeic and normal piglets. The obtained results were
compared with the ce|l aggregation test (SAT) in order to
evaluate its efficiency to determine fimbria of E. coli. It
was found a close relationship between a hydrophobic pro-
perties of bacterial ceII surface (positive SAT) and thepres€nce antigens K88 and and
83.60/a of the §AT with the test)"Only 33.7 having unspecific f sesed
hydropho s. It was found t testmay be applied for screening of the specific fimbria of
E. coli.

Fimbric sr,voiste (3), a być może również nieswoiste
(9, 10, 19) Escherżchia coli odgrywają, obok enterotoksyn
(16, 17, 23), ważną rolę w patogenezie enterotoksycznej
postaci kolibaktcriozy prosiąt osesków (24) i prosiąt od-
sadzonych od macior (1?).

W większości przypadków obecność fimbrii srvoistych
od nieswoistych odróżnia się na podstawie wyniku testu
emaglutynacji czynnej z dodatkiem mannozy. Szczcpy
. coli, posiadające fimbrie swoistc, mimo obecności

mannozy powodują aglutynację krwinek czerwonych,
lv przccirvicństwie do szczcpów z fimbriami nicswoisty-
rni, których rvłaściwości hemaglutynacyjne są zahamo-
wane pIzcz wspomniany cukier (3).

Fimbric swoistc, zawierające antygeny KBB (1B), gB?P
(15), K99 (13), F41 (14), F17 (B), F165 (2) lub inne, okreś-
la się przy pomocy aglutynacji ze swoilstymi surowicami.

Z badań Wadstrijma i wsp. (22) oraz Smytha i wsp.
(20) r,vynika, iz szczepy E. coli posiaclające fimbrie
swoiste, a znacznie rzadziej też nieswoiste, odznaczają
się hydrofoborvymi właściwościami powicrzchni komór-
ki baktcryjncj. Cccha ta może być r,vykryta prostym
testcm ,,wysalania" (Saltink Out Test), na jczęścic j rv
obecności siarczanu amonu (Salt Aggregation Tel;t, SAT).

W pracy obecncj zbadano, używając testów lremaglu-
tvnacji i aglutynaccji szkicłkowej, występowanie fimbrii
syloistych i nieswoistych u szczepów E, coli, izolorvanych
od prosiąt z biegunką i od prosiąt zdrowych, a uzyskane
lvyniki porównano z rczultatami otrzymanymi r,v teście
SAT Cel,.m była zatcm ocena rvymicnioncgc tcstu pod
kątem jcgo przydatności do oznaczania fimbrii srvoistvch
i nieswoistych szczepóv,, E. colż.

Ii{ateriał i metodv
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nione od prosiąt również szczepów kon-
trolnych, posiadaj B, K99, 987P, F41 i Fl
otaz bez tych czy ch.

Odczyn hemaglutynacj ej.
maglutynacji czynnej wykonano ami
cielęcia, konia, kury, prosięcia mo
przeprowadzono metodą probówkową, używając równych
objętości (0,2 ml) 1% zawiesiny krwinek czerwonych w PBS
oraz zawiesiny bakteryjnej (5X1010 CFU/ml), stosując pół-
czynnik rozcieńczeń 2, Odczyn rvykonano z dodatki rah
D-mannozy oraz bez tego cukru, Za wynlk dodatni, tzn.
wskazujący na obecność u badanych szczepów fimbrii hema-
glutynacyjnych, uznawano wystąpienie aglutynacji krwinekczerrvonychwro Wprzy_padku zahamo,n-a jmowano,
iż badany szczep 1 (Fl).

Oznaczanie maglu-tynacyjnych. obecnośc
fimbrii lv odczynie hemaglutynacji z mannozą,
pomocy testu aglutynacji sz_kiełkowej z surolvi
rni KB8, K99 i F41. Dodatkowo, u wszvstkic
pów E. coli oznaczano występowanie niehemagluiynacyj-
nych fimbrii 9B7P. Swoiste surowice antyfimbrialne uzyska-no dług metodyki opisanej poprzednio (21). Szczepy dooCc u aglutynacji hodowano na podłożach: CFA agar(1) dla oznaczania fimbrii K8B, Minca (5) - celem
określenia fimbrii K99 i F41 oTaz agarze z krrvią (fimbrie
9B7P). Wszystkie hodow]e inkubowano przez 20 h w 37oC.Okreśtanie właści,"vości hydrofobor,vych

chni k yjnej. Cechy hy-komórki testem SAT, uży-
tępu jącyc amonu: 0,062 M"
Z M, 2,0 lu{ fosforanie sodo-

wym, o pĘ 6,8. Odczyn wykonano na szkiełkach mikrosko-
powych, mieszając po jednej kropli zawieslny bakteryjnej
rv 0,0 anie sodo-wym i siarczanu amonu o poda-
nych wystąpienie agregacji ]<omórek bakteryj-nych o lv ciągu 2 m,inut. miesza jąc delikatrlie

lvystąpienie agregacji bakterii w stężeniu siatczanu amonu

Wyniki i o}Trówienie

,Iak rvynika z cianych tabeli 1. większość szczepó..łr
(62,2Dlc), izolo"wanych oC prosiąt z biegr-rnką, posiadała
fimbrie swoiste, aglutynuiącc użyte \\r pracy krwinki
cucrv/onc. Dodatko.;ro 15,B0/o 57ę2gpów, pochodzących od.
plosiąt chotych wykazywałc obecność fimbrii nics-wois-
tych Fi (odczyn hemaglutynacji zahamov,lan:I przez
mannozę).

W przypadku szczepórv izolowanych od prosiąt zdro-
\^/ych, występujące fimbrie były na jczęściei typu F1
(27,70lo szczepóv/), a tylko 5 szczepów (0,?J/c) a.qJutyno-
wało krwinki czer.łonc w obecności mannozy (fimbrie
swoiste).

Ogółem wyka.zano, iż spośróC 2995 badan_vch s;czepów,
i478 (47,3Dla) posiadało s-woiste fimbrie hemaglutynacyj-
nc, a 554 szczcpy (1B,50io) wykazywały obccność fimbrii
nieswoistych, tr'1 .

Celem oznaczcnia IoCzaju antygcnu fimbrii s"ń-oistych
posiadanc szczepy badano odczynem aglr-rtl-nacji szkicł-
kovrcj 7, llżycicm surowic anty-finlrrialnych. Rezu_ltaty
iych badań są zebranc vr tabeli 2. Wynika z niej, iż
najczęściej wykazano antygcn K88, a w kolejności 93?P



i K99. Niektóre badane szczepy, pochodzące zarówno od
prosiąt z biegunką (5 szczepów), jak też od prosiąt zdro-
wych (4 szczepy), posiadały fimbrie swoiiste, których
antygenów nie udało się określić użytyrni w pracy su-
howica_mi antyfimbrialnymi. Fimbrie te oznaczono F?.
U żadncgo badanego szczepu E. coli nie stlvicrdzono
obecności fimbrii z antygenem F41.

Dalszym ctapem pracy było określenie współzaież-
ności między obecnością lub brakiem fimbrii a właści-
wościami hydrofobowymi lub hydrofitnymi powierzchni
komórki bakteryjnej ol:az porównanic uzyskanych wy-
ników z rezu].tatarni testów hemaglutynacji i agluty-
nacji szkiełkowej.

Jak wynika z danych tabeli 3, stwierdzono ścisłą za_
leżnośc między właściwościami hydrofobowymi po-
wier;chni komó;:ki bakteryjnej a obecnością swoistych
f iirrbrii, zwłaszcza z antyge nami KBB, 98?P i K99.
Z więkl;zością szczepów, posiadających tego typu fim-
brie, uzyskiwano dodatni wynik odczynu agregacji ko-
mórck bakteryjnych z siarczanem amonu o stężeniu po-
niżej 2,0 M. Tylko B,39lo s2ę7ęoów, u których nie stwier-
dzono ani fimbrii swoistych, ani nieswoistych, odzna-
czało się właściwościami hydrofobowymi. Ccchy hydro-
tjlne zaznaczały się najwyraźniej u szczepów bez fim-
brii (91,?0/o szczepów), jak również w przypadku Bzcze_
pów z f imbriami nicswoistymi F1 (66,30/o szczcpórł,
o cechach hydrofilnych).

Porównując wyniki uzyskane testem SAT z rezulta-
tami odczynu aglutynacji, określająccgo antygeny fim-
brii swoistych wykazano, iz reakcja dodatnia w stężeniu
poniżej 2,0 M (właściwości hydrofobowe) występowała
najczęściej przy szczepach z fimbriami KBB (95,70/o yly-
ników dodatnich) oraz gB?P (83,60/o wyników dodat-
ntcb,). Znacznie niższa zgodność wyników została stwier-
dzona przy fimbriach swoistych o nieoznaczonym anty-
genie (22,20lo) oraz w przypadku szczepów porsiadających
fimbric nieswoiste F1 (33,?'Dń zgodności testów hemaglu-
tynacji i aglutynacji z siarczancm amonu w stężcniu
poniżej 2,0 M).

Podobne rezultaty, w odnicsieniu do testu SAT, uzys-
kali Wadstróm i wsp. (22) oraz Gonzalcz i wsp. (4).
Z ich danych wynika, iż największa korclacja rniędzy
hydrofobowymi właściwościami polvierzchni komórki
bakteryjnej a testem aglutynacji występorł,ała w pTzy-
padku fimbrii KBB i 98?P. Lindahl i wsp. (12), podobnic
jak w przedstawionych wynikach własnych, najmniej
szczepów dodatnich w teście SAT oznaczyli w przypadku
fimbrii nieswoistych F1. Fimbric te zbudowane ,są bo-
wiem z większej liczby, w porównaniu z fimbriami
swoistymi, apolarnych aminokwasów, odpowiedzialnych
za cechy hydrofilne, Z tego też względu do wykrywa-
nia obecności fimbrii nieswoistych, test hemaglutynacji
zahamowany pIzez mannozę daje najlepsze rezu].taty,
Wykazano to również w obecnej pracy.

Ogółem, szczepy u których testami hemaglutynacji
i/lub aglutynacji wykazano fimbrie swoiste, w 94,BD/0
przypadków porsiadały cechy hydrofobowe (tabela 3),
wykrywane testem SAT. Właściwości takie wykazano
dodatkowo u niektórych szczepów, u których fimbrie
nie były wykryte przy pomocy aglutynacji swoistej, w
związku z czyrn uzyskany wynik może wskazywać na
obecność fimbrii swoistych o nieokreślonym antygenie.
Podobne sugestie, odnośnie przydatności testu SAT do
wykazania bliżej nieokreślonych fimbrii o cechach hy-
drofobowych, wysuwają Gonzalez i wsp, (4) oraz Lin-
dahl i wsp. (12).

Na podstawie uzyskanych w pracy wyników można
wnioskować, że: tetst SAT jest prostą metodą ozflacza-

Tab. 1. Występowanie fimbrii swoistych i wspóinych u szcze-
pów E. colż badanych odczynem hemaglutynacji

pochodzenie
szczepów

z

ProSięta
z biegunką 1473 (62,2) | ,uu ,ru,u, l uoo ,rr,o,227l

Prosięta
zdrowe 5 (0,?) l ,nu ,rr,r, | ,r, ,rr,r,

Razem i t+re (łz,s) l ssą (ta,s) l tozs (r+,z)

Tab. 2. Rodza je antygenów fimbrii swoistych u szczepów
E. colż badanych testem aglutynacji szkiełkowej

Ltczba
szczepów
dodatnich
w teście
hemaglu-
tynacji

z mannozą
(ogólna
Iiczba

Liczba (0/o,) szczepów
z fimbriami

K99 F41

Liczba
(oio )pochodzenie

szczepów

165
7,3)

Prosięta
zdrowe 5 (724) 

| ( ,0)|
1-

(20,0)

Razem 141B (2995) l'11?,u, ',1,n,
9|165
(0,6) (5,5)

ob jaśnienie: + SZcZepy z limbf iami Swoistymi o nieustalonym
lntygeni3.

Tab. 3. Porównanie wyników testów hemaglutynacji i aglu-
tynacji z właściwościami hydrofobowymi/hydrofilnymi po-

wierzchni komórki bakteryjnej

Hemaglutynac ji

- Z manl]ozą
(fimbrie
swoiste)

- bez mannozy
(fimbrie F1)

- u]emny
(fimbrie F-)

141B (47,3)

554 (18,5)

1023 (34,2)

1B7 (33,7)

85 (8,3)

7 4 (5,2)

367 (66,3)

938 (91,?)

Aglutynac ji
K8B
K99
F?
987P

1382 (46,1)
27 (0,9)
9 (0,3)

165 (5,5)

(95,7)
(74,1,)
(22,2)
(B3,6)

20
2

138

60

7
27

(4,3)
(25,9)
(77,8)
(16,4)

objaśnienia: *-agregacja baktelii plzy stężeniu siaTczanu an]onu
poniżej 2,(l M, *x 

- agregacja baktelii prży Stężeniu Sialczanu amonu
powyże j 2,0 M, *** 

- waTtości okleśla jąCe swoistośó odczynu SAT
w Stosunku do testów l]ema8lutynacji i a8lutynacji,

nia cech hydrofobowych powierzchni komórki bakte-
ryjnej szczepów E. coli, związanych z obecnością fim-
brii. Wysoka zgodność testu SAT z wynikami odczynu
aglutynacji szkiełkowej, szczegóInie w przypadku fim-
brii KBB, ale również 9B7P i K99, pozwala na użycie
tego odczynu w screeningowych badaniach szczepów
E. colź w kierunku obecności fimbrii swoistvch.
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(3). Straub (20) podajc, że zona peliucżda jest nieprzc-
puszczalna d],a BLV i chroni Zarodek ptzed ZakażC-
niem. Ta ceclra błony przejrzyrstej pozwala na wyko-
rzystanie zarodków pochodzących od matek zakażo-
nych do transplantacji u nic zakażonych biorczyń
celem pozyskania wartościor,vego potomstwa wolncgo
od zakażcń BLV.

Celem pracy było okrcślcnic istoty i częstotliwości
prenatalnych zakażeń BLV u bydła oraz ocena plzy-
datności wybranych metod diagnostyczn;,ch.

Materiał i metody
Materiał do badań stanowiła krelv i siara pobrana oC

74 krów oraz krew oci ?4 cieląt pobrana przed podaniern
i 21 godz po napojeniu siarą. Zwierzęta pochodziły ze sta-
da ,,W" i ,,B" o odsetku zakażeń BLV .łylroszącym po-
naC 9J /r-

Do badań serologicznych r,v kierunku trBB wykorzystano
powszechnie siosor,vany w świecie te st AGID, używa jąc
antygenu firmy Behringwerke oraz test ELISA, uŻy-
wając got zestawów tej samej firmy. Oba testy wy-
konano zgodnie z obowiązującymr zasadami i zalcceniami
producenta.

Wyniki i omówicnie

Wyniki badań testcm AGID i ELISA surowicy krwi
i siary krów oraz surowicy krwi ich potomstwa przed
podaniem i po napojeniu siarą w gospodarstwie ,,W''
i ,,B" przedstawiono w tabeli 1. U badanvch 20 cieltlt
w gospodarrstwie ,,W", pochodzących o, 90o/o, od matek
zakażonycŁl BLV, str,vicrdzono przed podaniem siary
u d.rvóch z nich (10D/o) swoiste przcciwciała w teście
AGTD, a u trzech (tr5D/l) w tcście ELISA. !V analogicz-
nych badaniach 54 cicląt w gospodarstwie ,,B", po-
chodzących od krów w &70ll, zakażonych BLV, wyka-
zano przcd podaniem siary obecność swoistych prze-
ciwciał testcm AGID u ? (13'r/o), a testcm ELISA
w 12 (220lr,) cieląt Warto także podkreślić, że w gośpo-
darstwie ,,W" tylko u 1 cieJ.ęcia (5'/o), natomiast w
gospodarstwie,,B" u 10 cieląt (1B,5l/0) odnotowano
ujemne wyniki badań ,serologicznych po poda,nirr siary
zawiera jące j przeciwciała anty-BLV, co mogło być
związanc z czascm i sposobcm odpajania sierą or3,z
stanem przewodu pokarmov,/cgo

Zokqżeniq prenololne BLV (Bovine Leukemio Virus) u bydło

Katedf a Epizootiologii i Klinika C}rof ób Zakaźnvcl) Wvdziału wetef ynal yjnego ĄR,
Pl. G1 unwaldzki 45- 50-366 Wl oCłaW

Surnrnary

PrenataI infection with lrovine leukaemi::l lvirtrs (BLV) in
cattle

Tlre aim of the wnrk was to deterrnine the freąuency of
prenatal infectiorr witłi BLV and assessrnent of selected
diagnostic rEethccls. Elacd and colostrunr oli}ected from 74
cows and ?4 cąives were tlken hefore coiostrurn admini-
stration and 24 hours after feedine colostrrrm. The animals
derivetl from the herds w and B infected with BLy in
900/a. Serological etąminations for antibodies against BLV
rvere carried out łły tlre .Ą,GID test and IrŁES,Ą, On the W
and B farms positive results were found in laqlo and lT]ltl
of calves lry means of the AGFD and 1,50lo and 220lo by
ELnSA, respectiveiy. 'Ihe findings indicated that ELi§A
rvas much mnre usefui correpar,e,rl r"l,ith the A,GID for sero-
logical examinations of new-bor-nr caives. Xu addition, onc
should anticipate that prenatai infecfion with BŁV consti-
tuóed an esqential epizootiologicai problem expressiną the
c)anger of rlirus spreading by calves housed together in tłe
first six months of |ife i.e. when first serologicnl tests ttlok
place.

Rozrvinięcic w 1atach siedemdziesiątych badań wi-
rrłsologicznych i serologtcznych pozwoliło bliżej po-
znać sposoby przenoszenia się BLV w okrcsic prena-
talnym i postnatalnym.

Badania przcpro1.1zadzanc przcz Ferrera i wsp. (4),
Clsona i wsp. (13) wykazały przed podanicm siary
obccność przeciwciał anty-BLV u nowo narodzonych
cieląt pochodzącycŁl od zakażonych król,v. Odsetek cie-
ląŁ zakażonych w życiu płodowym wyniósł w bada-
niach Ferrera i wsp. (5) 

- ZS'Jlo, Fcrrera i wsp (4)

oraz Pipera i wsp. (1B) - 14-1BO/g Łosieczki (11) -140/c, 1i6".-anna i wsp. (10), Miłliera i wsp. (72) oraz
Perlbcrga i wsp. (1?) 

- B-lOJ/o. Uogótniając wyniki
powyższych autorów oraz innych badaczy (9, 15, 19,
2I, 22) zakażenia transplaccntarne wynosiły średnio
150/c,, nie przekraczając jednak 30D/o,.

Z dużym prawdopodobieństwem można stwicrdzić,
żc zakażcnia ślódmaciczne nie występują w pierw-
szych tygodniach, czego dow-odem są badania zarod-
ków na obccność BLV przeprorł,adzone przez Olsona
i wsp. (14), Bouillanta i wsp (1) oraz Eaglesome i wsp,


