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oraz stosunkowo niska immunogenność szczepionek spra-
wia, że program szczepień przeciwko hardjo raz rozpo-
częty, musi być skrupulatnie kontynuowany. Przerwanie
cyklu endemicznego powoduje wstrzymanie naturalnej
i.mmunizacji młodych zwierząt. Ponowne wprowadzenie
h,ardjo do stada, które było przez jakiś czas szczepione,
a następnie zaniechano szczepień, może spowodować wy,
stąpienie klinicznej choroby, jak w stadzie wrażliwym
(23). Bydło należy szczepić w 4-6 miesiącu życia. Po-
daje się 2 dawki szczepionki co 4 tygodnie. Ochrona
poszczepienna trwa około B-12 miesięcy, zatem do-
szczepianie należy przeprowadzać raz w roku w stadach
zamkniętych lub co pół roku w stadach otwartych. Do-
datkowo, w stadach z leptospirozą endemiczną, należy
szczepić krowy w póznej ciąży. Uzyskuje się przez to
bierną ochronę cieląt (1B, 25).

Fakt szczepienia bydła przeciwko leptospirozie należy
uwzględniać przy interpretacji wyników badań serolo-
gicznych, ze lvzgJ,ędu na miana poszczepienne utrzymu-
jące się około 3 miesięcy (29). Różnice w budowie an-
tygenowej serowariantów 1eptospir sprawia ją, iż nie
występuje pomiędzy nimi zjawisko krzyżowe j odpor-
ności, Dlatego dla skutecznego zapobiegania lepto,spiro-
zie należy stosować szczepionki przygotowane z sero-
wariarrtów leptospir występujących endemicznie na da-
nym terenie (1B, 24). Z tego względu badania epizootio-
logiczne lcptospirozy są nieodzownym ogniwem każdego
programu zwalczania tej choroby,

Ważną rolę w zwalczantu leptospirozy bydła i jej za-
pobieganiu odgrywają dobre warunki zoohigieniczne sta-
da. Limitują one skuteczność kontroli leptospirozy, gdyż
redukują potencjalną ekspozycję na zakażenie. Zmniej-
szeniu ekspozycji na zakażenie leptospirami sprzyja
usuwanie ze stada chronicznych siewców, kontrola gry-
zoni rv środowisku oraz osuszanie terenu likwidująt-e
możliwość przetrwania leptospir poza organizmem ż\,-
wym.
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ANNA CZAJKOWSKA, ELZBIETA SOBIECH, ZBIGNIEW SEMKA

Odczyn koaglutynacji jest szybką i specyficzną meto-
dą wykrywania antygenów typowo-swoistych u bakterii
takich, jak: Dl,plococcus pneumonźae (9), Salmonell,a
(1, 17), czy Legionell,a pneumophila (4), Zna\azł także
zastorsowanie w diagnozowaniu antygenów CFA I i CFA
II u enterotoksycznych szczepów E. col.i (ETEC) pato-
gennych dla człowieka (5, ?) oraz antygenów fimbrial-
nych K88 i K99 u szczepów powodujących zachorowa-
nta zwierząt (14). Koaglutynacja jest testem bardziej
czułym od aglutynacji szkiełkowej, wykrywającym
znacznie mniejsze ilości antygenu, w tym również an-
tygenów znajdujących się w ekstraktach komórek bak-
teryjnych (5, ?, 1?). Do jej wykonania niezbędne są

odczynniki swoiście reagujące z odpowiednimi antyge-
nami badanych bakterii. Odczynniki te przygotowuje
się ptzez adsorpcję surowic diagnostycznych na komór-
kach gronkowców złocistych. W metodzie tej wykorzys-
tywana jest zdolność wybiórczego wiązania fragmentu
Fc cząsteczki IgG ptzez białko A, wytwarzane w znacz-
nej ilości przez szczep Cowan I S. aureus, W połączenia

koogtutynocii do wykrywonio onlygenów K88, K99, 987P
i F41 u Escherichio coli pologennych dlo zwierzqł *)

zakład Higieny weterynalyjnej, ul, Rodakowskiego 6, 50-966 tr\rrocław

Summary

The apply of coagglutination to detect K88, K99,
987P and F41 antigens in Escherichia coli patho-
genic for animals

Using of coagglutination test for the detection of adhe-
sive antigen K88, K99, 987P and Frll on E. coli pathogenic
for animals was investigated. The preparations of the atlhe-
sive antigens have been prepared from E. coli reference
strains: K12 : K88, K12 : K99, 09 : K103, 987P, O10l : F41 and
were inoculatećl into rabbits, The immune sera had been
used in preparing of the coagglutination reagents, employed
in the examinations. The same efficacy both of the tests
were stated when the results of the adhesive antigen de-
tection on the reference strains and on the strains isolated
from animals with colibacillosis by conventional aggluti-

the pathogenic E. coli.
*) Praca Zlealizowana ,w ramach tematu CPBR 33/10.4/86.
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te więc nie są zaangażowane fragmenty Fab cząsteczki
immunoglobuliny G, zawierające receptory dla anty-
genu. Zatem, plzy połączeniu się receptorów przeciw-
ciała z komplementarnymi receptorami antygenu na-
stępuje agregacja komórek gronkowców, obrazująca do-
datni wynik reakcji.

Celem podjętych badań była adaptacja odczynu
koaglutynacji do diagnozowania antygenów adhezyj-
nych K8B, K99, 98?P i F41 wytwatzanych ptzez ETEC
patogenne dla zwietząt Podjęto więc próbę wyproduko-
wania i zastosowania w rutynowej diagnostyce labora-
toryjnej odczynników koaglutynacyjnych, wykrywają-
cych adhezyny pałeczek okrężnicy, uznane za czynniki
chorobotwórczości tych bakterii.

wym umieszczano w komorze witgotnej na 24 godziny w
temp:raturze pokojowej, po czyIn odczytywano wyniki.

Wyniki i omówienie
przy towanych adhezyjnych

k o odc nami imm ezy i immu-
n e]owe wobec su w szczepom
użytym do ich produkcji oraz przectw przygotowanym
antygenom. Antygeny KB8, K99, i 987P w odczynie im-
munoe]ektrof orezy reagowały z homologi cznyml, prze-
cirvciałami wytworzeniem prążków precypitacyjnych w
strefie anody. Wskazuje to na ich ujemny ładunek elek-
tryczny, charakterystyczny dla tych odmi,an adhezyn
(11). Antygen F41 w podobnych badaniach wykazywał
dodatni ładunek elektryczny, co wg Morrisa i wsp. (12}
jest właściwości znamienną dla tych fimbrii swoistych.
Nie stwierdzono ożnic między preparatami tych samych
adhezyn uzyskanymi różnymi metodami, porównywa-
nymi w odczynie immunoelektroforezy (ryc. 1). Prze-
bieg prążków precypitacyj ych dowodzi bliskiego po-
dobieństwa, jeśli nie ident czności struktury immuno-
chemicznej porównywanych preparatów. Nie stwierdzo-
no także różnic między poszczegóInymi preparatami
antygenu K8B, otrzymanymi czy to ze szczepu labo-
ratoryjnego, czy pochodzącego od prosiąt z kolibakterio_
zą (ryc. 2). Uzyskane antygeny adhezyjne porsiadały
znaczną swoistość serologiczną, czego dowodzą ich do-
datnie reakcje w odczynie immunodyfuzji żelowej je-

Ryc. 1. Odczyn immunoelekttofotezy preparatów antygenu
K99, przygotowanych wg metody I (D) i II (d) wobec prze-

ciwciał anty- E. colź KIZ:Kgg

Materiał i metody

w Dreźnie. Ponadto antygen KB8 przygotowano także z te-
tere.nolwego szclze,pu, E. :]io|nego
od prosiąt padłych na każdój
adhezyny przygotowano w celu
poróv;nania jakości uzyskanych antygenów.

wsp. (2). Sz oli, wy-
wli w temp. podłożu
r, Difco), zm M bu-
pH 7,4 i pr arLo za-

wiesinę o koncentracji 101t bakterii L ml. Zawiesinę tę
Łromogenizowano przy 20 000 obr/mi przez 30 minut (ho-
mogenizer typ 302, Mechanika Pre yjna Warszawa)
umieszczając pojemnik homogenizera łaźni z lodem.

czano wg metody Bradforda (3), doprowadzając jego kon-
centrację do około 2,5 mglmI (ultrafiltracja, Amicoń, mem-
brana PM 1,0).
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Ryc. 2. Wyniki immunodyfuzji preparatów antygenu K88,
przygotowanych rneóodarni I i II z szczepów,. labora oryjnego
K12 : K88 i tere,nowego 0149 : K91, KBB wob,ec przeciwciał
anty-K88 (surowica OK149 : K91, K88 adsorbowana szcze-

pem E. colź 0149 : K91)
objaśnienia: Anty8en przygotowany ze szczep! 0149 : T<91, KBB

wg metody I (a) i II (b); antygen plzygotowany ze szczepu K].2: K88
w8 metody I (c) i II (d).

dynie w układzie homologicznym, przy braku reakcji
krzyżowych (ryc, 3).

Stwierdzono natomiast różnice w rcakcji antygcnów
I(BB w odczynie immunodyfuzji żelowej z monospecy-
ficznymi przeciwciałami anty KBB, pochodzącymi z su-
rowic: anty-Kl2 : KBB, absorbowanej szczepem K12 :K99
oraz anty-OK149 :K91, KBB, absorbowanej odmianą
bezfimbrialną tego szczepu. Te ostatnie przeciwciała
ujawniały podwójne prążki precypitacyjne (ryc. 2), pod-
czas gdy z pielwszymi występowały tylko pojedyncze
iinie (ryc. 3), Sugeruje to obecnośó w tych prepara-
tach determinant nie wykrywanycŁl przez przeciwcia-
ła indukowane pTzez 1aboratoryjny szczep K12 : KB8.

Powyższe badania wykazały awoistość przygotowa-
nych antygcnów adhezyjnych, wobec czego użyto ich
do produkcji surowic odpornościowych. potrzebnych do
przygotowania odczynników koaglutynacyjnych. Zało-
żono przy tym, że indukcja przeciwciał pTeparatami
adhezyn, a nie szczepami referencyjnymi, znacznie zre-
dukuje zakres odpowiedzi immunologicznej, ogranicza-
jąc ją w głównej mierze do dominującego antygenu.
Swoistość poszczegó]nych immunosurowic kontrolowano
odczynem mikroaglutynacji płytowej. Miana z antyge-
nami homologicznymi osiągały wysokość I : 1024 do
I :2048, a niskie miana w układach heterologicznych
usuwano przez absorpcję. Surowic tych uzyto do pro-
dukcji odczynników koaglutynujących antygeny adhe-
zyjne E. coli KBB, K99, 987P i F41, kontrolując ich
swoistość w reakcjach ze sżczeparni referencyjnymi oraz
I52 szczepami wyosobnionymi od prolsiąt, cieląt i jag-
niąt padłych na kolibakteriozę. Wyniki tych badań
przedstawiono w tabeli l. U około 200lo szczepów z przy-
padków chorobowych zdiagnozowano jedynie antyge-
ny adhezyjne, ponieważ dokonanie pełnej serotypizacji
nie było mozliwe przy pomocy posiadanego zestawu
surowic diagnostycznych. Nie stwierdzono jednak roz-
bieżności wyników identyf ikacji tvch antygenów do-
konanej za pomocą surowic diagnostycznych i odczyn-
ników koaglutynacyjnych. U kilku szczepów wyosobnio-
nych z przypadków chorobowych st,,l,uierdzono obec-
ność dwóch odmian fimbrii swoistych. Występowanie
drugiej adhezyny stwierdzono jedynie w odczynie koa-

Ryc. 3. Ocena swois ści preparatów antygenów adhezyj-
nych przy zastosowa u odczynu immunodyfuzji żelowej

objaśnienia: Surowice przeciw prepaTatom adl]ezyn: KB8 (I), K99
(II), gs?P (1II), F11 (lV). Antygeny adheZyJne K8B (1), K99 (2), 987P
(3), F41 (4).

Tab. 1. Ocena swoistości odczynników koaglutynacyjnych

Serotyp
Liczba
szcze-
pów

Liczba szczep ów reagu j ących
z odczynnikami koaglutyna-

cyJnyml
K99 987P K41

K12 : KB8*
Ol149 : K91, K88
0]141 :K85, KBB
o115 : K88
0147 : K89, K88
0157 : KB8*
08 : K97, KBB
O13B : K81
0138 : K82
0,141 : K85
09 : K103, 98?P*
o? : 987P
K12 : K99*
O'101 : K99
O? : K99
O101 : F4lx
O? : F41

1

74
7
2
2
1

4
3
6
3
1

1,2

1

19
I4

1

6

12

1

1
1

6

1-
74
7-

1-

==Ą-
19
1,4

objaśnienie: x 
- Szczepy leferencyjne.

glutynacji. Właściwości takie wykazano u 4 szczepów
serotypu 0149 : K91, K8B syntetyzujących również anty-
gen 9B?P oraz u 4 szczepów 987P+ o nie oznaczonej
przynależności serotypowej, które wytwarzały także
adhezynę KBB. Podobnie reagowały 2 pochodzące od
cieląt szczepy K99-, u których optócz K99 stwierdzono
także fimbrie F41.

Przygotowane odczynniki koaglutynacyjne zachowy-
wały przydatność diagnostyczną przez okres co naj-
mniej roku,

Odczyn koaglutynacji wykrywał antygeny KBB, K99,
9B7P i F41 u badanych szczepów E. coli tak samo efek-
tywnie, jak konwencjonalne testy aglutynacji szkiełko-
wej i probówkowej. Stwarza to więc możliwość łatwego
i szybkiego wykrywania tych adhezyn u pałeczck okręż-
nicy wyosobnionych z materiału patologicznego. Powta-
rzalność wyników gwarantuje stabilność i swoistość od-
czynników koaglutynacyjnych, wynikające z wybiór-
czego w).ązania frakcji IgG suror,ł,ic diagnostycznych
przez białko A wskaźnikowego szczepu Cowan I. Rzetel-
ność testu jest tym większa, im bardziej oczyszczonych
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antygenów trżywa się do produkcji przeciwciał. Posłuże-
nie się frakcją IgG r,v miejlsce pełnej suror,vicy do przy-
gotowania odczynnika koaglutynacyjnego w niewielkim
stopniu zwiększa jcgo srvoistość, ponieważ białko A
wybiórczo vrchodzi w połączenia tylko z fragmentem
Fc cząstcczki IgG (B). Stąd zastosowanie do indukcji
przecir.vciał możliwie wysoko oczyszczonych antygenów
zmniejsza liczbę epitopó-'v w matcriale antygenowym,
zmniejszając tym samym prawdopodobicństwo wystąpie-
nia reakcji krzyżowych surowicy.

Swoistość koaglutynacji, równą testowi immunoenzy-
rnatycznemu. w wykrywaniu fimbrii KBB i K99 wykazał
wcześniej Murray (14). Wydaje się zatem, że test ten ze
względu na dużą swoistość i prostotę wykonania po-
r,vinien znależć powszcchne zastosou,anie w diagnozo-
-łaniu ETEC patogcnnych dla zwiel:ząt przez labora-
1oria weterynaryjne, usprawniając, a często początkując
rv nich wykrywanie tych adhezyn.

U niektórych szczepów stwierdzono obccność dr,vóch
różnyclL odmian fimbrii swoistych np. KBB i 9B7P albo
K99 łącznie z F17. Do niedawna uważano, zc patogcnne
dla konkretnego gatunku zwierząt E, colź syntetyzują
charakteryrstyczny dla nich typ fimbrii swoistych i że
jedcn szczep wytwalza jedną odmianę tych adhezyn
(1B), Nicliczne doniesienia o wyosobni.eniu szczepów
z adhczynami uwazanyrni za swoistc dla jcdnego ga-
tunku zwietząt z zacbLorowań u innych, wydawały się
być lvyjątkami, potwierdzającymi regułę (12). Ostatnio
jednak wzrasta liczba izo],acji szczepów wytwarzających
więcej niż jedną odmianę fimbrii swoistych. Stwierdzo-
no je w rożnycŁl kombinacjach np. KBB + 9B7P (15) lub
K88 + F41 albo KBB + F41 + F165 (6). Być może u ta-
kich szczepów ujawniają się pod presją czynnikór,v eko-

logicznych detcrminowane genctycznic możliwości syn-
tez5r nowych adhezyn, zwiękrsza jących ich patogenną
aktywność.

Wnioski

1. Odczyn koaglut5lnacji jcst wysoce swoistym testem
umożliwiającym wykrywanie antygenów adhezyjnych
(fimbrii sr,voistych) u patogennych dla zwierząt pałeczek
okrężnicy.

2. Test ten ze wzg],ędu na dużą swoisiość i prostotę
r,vykonania moze \,v powaznym stopniu usprawnić ruty-
116q,ą diagnostykę laboratoryjną kolibaktertozy zwierząt.
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Nowolworzenie ioko formo bezłodnei,,regenerocii" tkonek

i G, (G 
- ,,8&p" - plzerwa, S - synieza, głównie

DNA), Stanem spcczynkowym komorek jest faza Go.
Wchodzenie komorek w cykl z fazy G" wymaga akty-
r.vacji i regulacji szeregu reakcji biochemicznych, np.
w komórkach dzielących się wzrasta ilość tzw. niesta-
bilnego białka - unstable protein U-protein (7).

W mome,ncie osiągnięcia przez narząd lub tkankę liczby
komorek charakterystycznych dla organizmu dorosłego
(np. u człowieka ok. 1015 komorek) liczba korrrórek będą-
cych w cyklu zmniejsza się, a następnie utrzymuje na
stałym pcziomie. Jest to stan homeostazy mitotycznej
(16).

Cykl zyciowy komorek prawidłowych nie różni się
specjalnie od obserwowanego w komórkach nowotwo-
rowych. Róznicę stanowi utrata przez komórki nowo-
tworowe mechanizmów regulujących podział komórek,
tj. umożliwiających komórkom prawidłowym przejście
lub pozostanie w fazie G. cyklu komórkowego (B).

Wśrod licznych czynników regulujących procesy
wzrostu wyroznia się poliptydowe czynniki wzrostu
(PGF 

- polypeptide growth factors) określane mianem
hormonów wzrostu (77, 23). Odpowiedź komorki na
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Wzrosi i rozwój organiziiru należą do bardzo złożo-
nych procesów, określanych mianem zmian rozplemo-
wych lub postępcwych. Przez wzrost rozutnie się nie-
odr,vracalne zwiększenie rozmiarów tkanki lub orga-
nizmu, natomiast rozwój czyli ontogeneza dotyczy osob-
niczego rozwoju usiroju. Ontogeneza związana jest za-
tem z wytrvarzaniem tkanek i organizmów, repro-
dukcją komórek, starzeniem się ich i w końcu z natu-
ralną śmiercią ustroju, A więc rozwój ontogenetyczny
jest to precyzyjnie kontrolowany proces wzrostu i róż-
nicowania się komórek. Oddzielenie obu po jęć, tj.
wzrostu i rozwoju jest prar,vie niemoż]iwe, gdyż oba te
procesy przebiegają z reguły równolegle i są ściśle ze
sobą powiązane (7).

I. Wzrost komórek

Okres wzrosiu komórek nosi miano cyklu komorko-
wego, długość ktorego z reguły trrva 18-24 godzin,
przy czym najdłużej przebiega interfaza, tj. czas od
zakończenia podziału komorek do rozpnczęcia nowej
fazy. W interfazi,e wyróżnia się takie fazy, jak: Gr, S


