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Przydatnos¢ testu agregacji komérek bakteryjnych (SAT)
do wykrywania fimbrii Escherichia coli

Zaklad Mikrobiologii, Instytut Weterynarii, Al. Partyzantéw 57, 24-100 Pulawy

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 fimbria of Escherichia c¢nli isolated from
diarrhoeic and normal piglets. The obtained results were
compared with the cell 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 cell surface (positive SAT) and the
presence of fimbrial antigens K88 and 987P (95.7% and
82.6° of agreement of the SAT with the agglutination test).
Only 33.7%/y of strains having unspecific fimbria F, possesed
hydrophobic properties. It was found that the SAT test
may be applied for screening of the specific fimbria of
E. coli.

Fimbric swoiste (3), a byé moze rowniez nieswoiste
(9, 10, 19) Escherichia coli odgrywaja, obok enterotoksyn
(16, 17, 23), wazna role w patogenezie enterotoksycznej
postaci kolibakteriozy prosiat oseskéw (24) i prosigt od-
sadzonych od macior (17).

W wiekszosel przypadkéw obecnosé fimbrii swoistych
od nieswoistych odréznia sie na podstawie wyniku testu
hemaglutynacji czynnej z dodatkiem mannozy. Szczepy
E. coli, posiadajace fimbrie swoiste, mimo obecnosci
mannozy powoduja aglutynacje krwinek czerwonych,
w przeciwicnstwie do szezepéw z fimbriami nieswoisty-
mi, ktérych wiasciwosei hemaglutynacyjne sa zahamo-
wane przcz wsgomniany cukier (3).

Fimbrie swoiste, zawierajace antygeny K88 (18), 987P
(15), K99 (13), F41 (14), F17 (8), F165 (2) lub inne, okres-
la sie przy pomocy aglutynacji ze swoistymi surowicami.

7 badan Wadstroma i wsp. (22) oraz Smytha i wsp.
{20) wynika, iz szezepy E. coli posiadajace fimbrie
swoiste, a znacznie rzadzie] tez nieswoiste, odznaczajg
sig hydrofobowymi wlasciwos$ciami powicrzchni komér-
ki bakteryjnej. Cecha ta moze by¢ wykryta prostym
testem ,,wysalania” (Saltink Out Test), najczescici w
obecnosicl siarczanu amonu (Salt Aggregation Test, SAT).

W pracy obecnej zhadano, uzywajac testéw hemaglu-
tynacji i aglutynaceji szkictkowej, wystepowanie fimbrii
swoistych i nieswoistych u szezepow E. coli, izolowanych
od prosiat z biegunks i od prosiat zdrowych, a uzyskane
wyniki porownano z rezultatemi otrzymanymi w tescie
SAT. Celem byta zatem ocena wymienionego testu pod
katem jego przydatnosci do oznaczania fimbrii swoistych
i nieswoistych szczepow E. coli.

Material i metody
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nione od prosiat zdrowych. Uzyto réwniez szczepéw kon-
trolnych, posiadajacych fimbrie K88, K99, 987P, F41 i F1
oraz bez tych czynnikbéw adhezyjnych.

Odczyn hemaglutynacji czynnej. Odezyn he-
maglutynacji czynnej wykonano z krwinkami czerwonvmi
cielgcia, konia, kury, prosiecia i s$winki morskiej, Test
przeprowadzono metodg probéwkows, uzywajac réwnych
objetosci (0,2 ml) 1% zawiesiny krwinek czerwonych w PBS
oraz zawiesiny bakteryjnej (5X 10 CFU/ml), stosujagc wspol-
czynnik rozcieficzenn 2. Odeczyn wykonano z dodatkiem 1%
D-mannozy oraz bez tego cukru. Za wynik dodatni, tzn.
wskazujgcy na obecnosé u badanych szczepéw fimbrii hema-
glutynacyjnych, uznawano wystapienie aglutynazji krwinek
czerwonych w rozcienczeniu bakterii powyzej 1:8. W przy-
padku zahamowania odczynu przez mannoze przyjmowano
iz badany szczep posiada fimbrie nieswoiste, typu 1 (F1).

Oznaczanie serologiczne fimbrii hemaglu-
tynacyjnych. Wszystkie szezepy, wykazujace obecho$é
fimbrii w odczynie hemaglutynacji z mannoza, zbadanag preyv
pomocy testu aglutynacji szkielkowej z surowicami swoisty-
mi K88, K99 i F41. Dodatkowo, u wszystkich 2995 szeze-
poéw E. coli oznaczano wystepowanie niehemaglutynacyj-
nych fimbrii 987P. Swoiste surowice antyfimbrialne uzyska-
no wedlug metodyki opisanej poprzednio (21). Szczepy do
odczynu aglutynacji hodowano na podlozach: CFA agar
(1) — dla oznaczania fimbrii K88, Minca (3) — celem
okreslenia fimbrii K99 i F41 oraz agarze z krwiag (fimbrie
687P). Wszystkie hodowle inkubowano przez 20 h w 37°C.

Okreslanie wtasciwosci hydrofobowych
powierzchni komérki bakteryjnej. Cechy hy-
drofobowe komorki bakteryjnej badano testem SAT, uzy-
wajgc nastgpujacych stefen siarczanu amonu: 0,062 M,
0,125 M, 02 M, 20 M 1 32 M w 0,002 M fosforanie sodo-
wym, o pH 6,8. Odczyn wykonano na szkielkach mikrosko-
powych, mieszajgc po jednej kropli zawiesiny bakteryjnej
w 0,002 M fosforanie sodowym i siarczanu amonu o poda-
nych stgzeniach. Wystgpienie agregacji komorek bakteryj-
nych odezyiyvwano w clagu 2 minut, mieszajge delikatnie
iolkiem w wperaturze pokojowej. Na wlasciwosel hy-
drofobowe powierzchni komorki bakteryjnej wskazywalo
wystgpienie agregacji bakterii w stezeniu siarczanu amonu
ponize] 2,0 M. W przypadku reakeji dodatniej w wyiszych
stezeniach soli vznawano, iz powierzehnia bakterii posiada
cechy hydrofilne.

5

Wyniki I omdwienie

Jak wynika z danych tabeli 1, wiekszos¢ szczepéw
(62,2"), izolowanych od prosiat z biegunka, posiadala
fimbrie swoiste, aglutynuijace uzyte w pracy krwinki
czerwone. Dodatkowo 15,8% szczepéw, pochodzacych od
prosiat chorych wykazywalo obecnoéé fimbrii nicswois-
tych ¥l (odezyn hemaglutynacji zahamowany przez
mannoze).

W przypadku szczepéw izolowanych od prosiat zdro-
wych, wystepujgee fimbrie byly najezeiciej typu F1
(27,1% szczepow), a tylko 5 szczepow (0,7%¢) aglutyno-
walo krwinki czerwonc w obecnoci mannozy (fimbrie
swoiste).

Ogélem wykazano, iz sposréd 2995 badanych szczepdw,
1418 (47,3%4) posiadalo swoiste fimbrie hemaglutynacyj-
ne, a 554 szezepy (18,5%) wykazywaly obecnosé fimbrii
nieswoistych, F1.

Celem oznaczenia rodzaju antygenu fimbrii swoistych
posiadane szczepy badano odczynem aglutynacji szkiet-
kowej z uzyciem surowic anty-fimabrialnych. Rezultaty
tych badan sy zebranc w tabeli 2. Wynika z niej, iz
najczeSciej wykazano antygen K88, a w kolejnosci 287P
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i K99. Niektére badane szczepy, pochodzace zaréwno od
prosiat z biegunka (5 szczepow), jak tez od prosiat zdro-
wych (4 szczepy), posiadaly fimbrie swoiste, ktérych
antygenéw nie udalo sie okreslié uzytymi w pracy su-
howicami antyfimbrialnymi. Fimbrie te oznaczono F?.
U Zadnecgo badanego szczepu E. coli nie stwierdzono
obecnoéci fimbrii z antygenem F41.

Dalszym etapem pracy bylo okreslenie wspolzales-
nosci miedzy obecnoscig lub brakiem fimbrii a wiasci-
wosciami hydrofobowymi lub hydrofilnymi powierzehni
komoérki bakteryjnej oraz poréwnanie uzyskanych wy-
nikéw z rezultatami testow hemaglutynacii i agluty-
nacji szkietkowej.

Jak wynika z danych tabeli 3, stwierdzono $cisly za-
leznos¢ miedzy wlasciwosciami hydrofobowymi po-
wierzchni komoérki bakteryjnej a obecnoscia swoistych
fimbrii, zwilaszcza z antygenami K88, 987P i K99.
Z wiekszoscia szezepdw, posiadajacych tego typu fim-
brie, uzyskiwano dodatni wynik odeczynu agregacji ko-
morck bakteryjnych z siarczanem amonu o stezeniu po-
nizej 2,0 M. Tylko 8,3% szezepow, u ktérych nie stwier-
dzono ani fimbrii swoistych, ani nieswoistych, odzna-
czalo sig¢ wlasciwodciami hydrofobowymi. Cechy hydro-
filne zaznaczaly sie najwyrazniej u szczepéow bez fim-
brii (91,7% szczepow), jak réwniez w przypadku szcze-
poéw z fimbriami nieswoistymi F1 (66,3% szczepow
o cechach hydrofilnych).

Poréwnujac wyniki uzyskane testem SAT z rezulta-
tami odezynu aglutynacji, okreslajacego antygeny fim-
brii swoistych wykazano, iz reakcja dodatnia w stezeniu
ponizej 2,0 M (wia$ciwosci hydrofobowe) wystepowata
najczgscie] przy szczepach z fimbriami K88 (95,7% wy-
nik6w dodatnich) oraz 987P (83,6% wynikéw dodat-
nich). Znacznie nizsza zgodno$é wynikéw zostala stwier-
dzona przy fimbriach swoistych o nieoznaczonym anty-
genie (22,20) oraz w przypadku szczepow posiadajgcych
fimbric nieswoiste F1 (33,7%v zgodnosci testow hemaglu-
tynacji i aglutynacji z slarczanem amonu w stezeniu
ponizej 2,0 M).

Podobne rezultaty, w odniesieniu do testu SAT, uzys-
kali Wadstrom i wsp. (22) oraz Gonzalez i wsp. (4).
Z ich danych wynika, iz najwieksza korclacja miedzy
hydrofobowymi wla$ciwosciami powierzchni komérki
bakteryjnej a testem aglutynacji wystepowala w przy-
padku fimbrii K88 i 987P. Lindahl i wsp. (12), podobnic
jak w przedstawionych wynikach wlasnych, najmniej
szezepow dodatnich w tescie SAT oznaczyli w przypadku
fimbrii nieswoistych F1. Fimbric te zbudowane sg bo-
wiem z wigkszej liczby, w poréwnaniu z fimbriami
swoistymi, apolarnych aminokwaséw, odpowiedzialnych
za cechy hydrofilne. Z tego tez wzgledu do wykrywa-
nia obecno$ci fimbrii nieswoistych, test hemaglutynaciji
zahamowany przez mannoze daje najlepsze rezultaty.
Wykazano to réwniez w obecnej pracy.

Ogolem, szczepy u ktérych testami hemaglutynacii
i/lub aglutynacji wykazano fimbrie swoiste, w 94,80
przypadkéw posiadaly cechy hydrofobowe (tabela 3),
wykrywane testem SAT. Wiasciwosei takie wykazano
dodatkowo u niektérych szezepdéw, u ktérych fimbrie
nie byly wykryte przy pomocy aglutynacji swoistej, w
zwigzku z czym uzyskany wynik moze wskazywaé na
obecno$c fimbrii swoistych o nieokreslonym antygenie.
Podobne sugestie, odnosnie przydatnosci testu SAT do
wykazania blizej nieckreslonych fimbrii o cechach hy-
drofobowych, wysuwaja Gonzalez i wsp. (4) oraz Lin-
dahl i wsp. (12).

Na podstawie uzyskanych w pracy wynikéw mozna
wnioskowaé, ze: test SAT jest prosta metody oznacza-
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Tab. 1. Wystepowanie fimbrii swoistych i wspdinych u szcze-
péw E. coli badanych odczynem hemaglutynaciji

Liczba (s) szezepow | Liczba (%)
Liesha dodatnich w odezynie SZCZEPOW
Pochodzenie | _ 3 hemaglutynacji ujemnych
szczepow bfcz'epow.l — — | w tescie
badanych z mannozg | bez manno- hemagluty-
| (fimbrie zy (fimbrie naeji i
I swoiste) wspolne)
Prosieta | l \
z biegunkg 2271 | 1413 (62,2) 358 (15,_8) 500 (22,0)
Prosieta ‘ ‘
zdrowe | 724 | 5 (0,7 | 196 (27,1) | 523 (712,2)
Razem | 2005 | 1418 (47,3) | 554 (18,5) | 1023 (34.2)

Tab. 2. Rodzaje antygendéw fimbrii swoistych u szczepow
E. coli badanych testem aglutynacji szkietkowej

Liczba
SzZCzZepOwW |
dodatnich ) | Liczba
) w tescie Liczba (o) szczepow | (/)
Pochodzenie | hemaglu- | z fimbriami szezEpOW
szezepow tynacji | _ oy |2 fimbra-
 SEOETEGE, ‘ K83 K99 Fal Foé [2TEE
(ogbdlna |
| liczba
- szezepow) | Y
Prosieta a ronnqy 1382 26 — 5 | 165
z biesunka | 413 (2271) | V974 (1 g) 04 7.3)
Prosieta . — 1 — 4 \
zdrowe | g (724)’ ) (20,0) _(ﬂLJ,O)
] 1382 27 =g 165
Razem 1418 (2995) ‘ (97‘5). (1.9) (0.6) ‘_ L5’5)
Objasnienie: * —szczepy z {imbriami swoistymi o nieustalonym
antygeniz.

Tab. 3. Poréwnanie wynikéw testow hemaglutynchi i .aglu-
tynacji z witasciwosdciami hydrofobowymi/hydrofilnymi po-
wierzchni komdrki bakteryjnej

| Liczba (%) | Liczba szczepﬂ_w o cechach

Test szezepow hydro- hvdro-
| dodatnich fobowyeh * | Tfilnych ** )
Hemaglutynaciji l |
— Z mannozg 1418 (47,3) | 1344 (94.8) #=* | 74 (5,2)
(fimbrie
swoiste) |
— bez mannozy 554 (18,5) 187 (33,7) 367 (66,3)
(fimbrie F1)
— ujemny 1023 (34,2) 85 (8,3) 938 (91,7)
(fimbrie F-) _
Aglutynacji ‘ | |
K338 1382 (46,1) | 1322 (95,7) 60 (4,3)
K99 27 (0,9) 20 (74,1) ‘ T (25,9)
F? 9 (0,3) | 2 (22,2) 7 (77,8)
165 (5,5) | 138 (83,6) ‘ 27 (16,4)

987P

Objasnienia: * — agregacja bakterii przy stezeniu siarczanu amonu
ponizej 2,0 M, ** — agregacja bakterii przy stezeniu siarczanu amonu
powyzej 2,0 M, *** —wartoéci okreslajace swoistosé odezynu SAT
w stosunku do testow hemaglutynacji i aglutynacji.

nia cech hydrofobowych powierzchni komérki bakte-
ryjnej szczepow E. coli, zwigzanych z obecnoscig fim-
brii. Wysoka zgodno$¢ testu SAT z wynikami odezynu
aglutynacji szkietkowej, szczegdlnie w przypadku fim-
brii K88, ale rowniez 987P i K99, pozwala na uzycie
tego odeczynu w screeningowych badaniach szczepow
E. coli w kierunku obecnosci fimbrii swoistych.
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STANISEAW KLIMENTOWSKI

Zakazenia prenatalne BLV (Bovine Leukemia Virus) u bydta

Katedra Epizootiologii i Klinika Chorob Zakaznvch Wydziatu Weterynaryjnego AR,
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Summary

Prenatal infection with bovine leukaemin wirus (BLV) in

cattle

The aim of the wnrk was to determine the freguency of
prenatal infectieon with BLV and assessment of selected
diagnostic methods., Bleod and colostrum coilected from 74
cows and T4 czlves were taken before colestrum admini-
stration and 24 hours after feeding colestrum, The animals
derived from the herds W and B infected with BLV in
90%c. Serological examinations for antibodies against BLV
were carried out by the AGID test and ELISA, On the W
and B farms positive resuits were found in 18% and 13%
of calves by means of the AGID and 15% and 22% by
ELISA, respectively. The {indings indicated that ELISA
was much mere useful compared with the AGIP for serc-
logical examinaticns ¢f new-borm calves, In additior, cne
should anticigate that prenatal infection with BLV consti-
tuted an essential epizooticlsgical problem expressing the
danger of virus spreading by calves housed fogether in the
first six months of life i.e. when first serclogical tests took
place.

Rozwiniecic w latach siedemdziesigtych badan wi-
rusologicznych 1 serologicznych pozwolilo blizej po-
znaé¢ sposoby przenoszenia sie BLV w okresic prena-
talnym 1 postnatalnym.

Badania przeprowadzone przcez Ferrera 1 wsp. (4),
Olsona i wsp. (13) wykazaty przed podanicm siary
obecnos$¢ przeciwciat anty-BLV u nowo narodzonych
cielat pochodzgcych od zakazonych krow. Odsetek cie-
lat zakazonych w zyciu plodowym wyniosl w bada-
niach Ferrera 1 wsp. (5) — 25%, Ferrera i wsp. (4)
oraz Pipera i wsp. (18) — 14—18"e Fosieczki (11) —
14%, Libermanna i wsp. (10), Millera i wsp. (12) oraz
Perlberga i wsp. (17) — 8—10%. Uogélniajac wyniki
powyzszych autoréw oraz innych badaczy (9, 15, 19,
21, 22) zakazenia transplacentarne wynosity srednio
15%e, nie przekraczajgc jednak 30%.

7Z duzym prawdopodobienstwem mozna stwierdzié¢,
zc zakazenia Srodmaciczne nie wystepujag w plerw-
szych tygodniach, czego dowodem sg badania zarod-
kow na obeccnos¢é BLV przeprowadzone przez Olsona
1 wsp. (14), Bouillanta i wsp. (1) oraz Eaglesome 1 wsp.

(3). Straub (20) podaje, ze zona pellucida jest nieprze-
puszczalna dla BLV i chroni zarodek przed zakaze-
niem. Ta cecha blony przejrzyste] pozwala na wyko-
rzystanie zarodkéw pochodzgcych od matek zakazo-
nych do transplantacji u nic zakazonych biorezyn
celem pozyskania warto$ciowego potomstwa wolnego
od zakazen BLV.

Celem pracy bylo okreslenic istoty 1 czestotliwoscl
prenatalnych zakazen BLV u bydla oraz ocena przy-
datnosci wybranych metod diagnostycznych.

Material i metody

Material do badan stanowila krew i siara pobrana od
74 krow oraz krew od 74 cielat pobrana przed podaniem
1 24 godz. po napojeniu siara. Zwierzeta pochodzily ze sta-
da ,W” i ,B” o odsetku zakazen BLV wynoszacym po-
nad 90%.

Do badan serologicznych w kierunku EBB wykorzystano

powszechnie stosowany w $wiecie test AGID, uzywajac
antygenu gp-il firmy Behringwerke oraz test ELISA, uzy-
wajgc gotowych zestawow tej samej firmy. Oba testy wy-

konano zgodnie z obowigzujacymi zasadami i zaleceniami
producenta.

Wyniki i oméwicenie

Wyniki badan testem AGID i ELISA surowicy krwi
1 slary kréw oraz surowicy krwi ich potomstwa przed
podaniem i po napojeniu siara w gospodarstwie ,W”
1 ,B” przedstawiono w tabeli 1. U badanych 20 cielat
w gospodarstwie ,W”, pochodzgcych w 90% od matek
zakazonych BLV, stwicrdzono przed podaniem siary
u dwéch z nich (10%) swoiste przeciweiala w tescie
AGID, a u trzeeh (15%) w tescie ELISA. W analogicz-
nych badaniach 54 cielat w gospodarstwie ,B”, po-
chodzacych od kréw w 87% zakazonych BLV, wyka-
zano przed podaniem siary obecnosé swoistych prze-
ciweial testem AGID u 7 (13%), a testem ELISA
u 12 (22%) cielat. Warto takze podkreslié, ze w g0Spo-
darstwie ,W” tylko u 1 cielecia (5%), natomiast w
gospodarstwie ,,B” u 10 cielgt (18,5%) odnotowano
ujemne wyniki badan serologicznych po podaniu siary
zawierajacej przeciwciata anty-BLV, co moglo byé
zwigzanc z czasem i sposobem odpajania  siarg oraz
gtanem przewodu pokarmowego.



