Medycyna Wet. 52 (10) 1996

615

ANDRZEJ WERNICKI

artykut przeglgdowy

Profilaktyka zakazen jelitowych
wywolywanych u cielat przez
enterotoksyczne szczepy Escherichia coli

Katedra Prewencji i Klinika Choréb Ptakéw Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej AR, ul. Akademicka 12, 20-033 Lublin

W patologii okresu neonatalnego cielat, choroby
przewodu pokarmowego uznawane sa za zasadniczy
problem zdrowotny stad bydta mlecznego. Sa one
przyczyna okoto 50% zejs¢ Smiertelnych notowa-
nych wsréd cielat w wieku do trzeciego tygodnia.
Najwyzsze wskazZniki zachorowalnos$ci i $miertel-
nosci obserwuje si¢ u zwierzat 2-5-dniowych (52).

W ztozonej etiologii choréb przewodu pokarmo-
wego cielat, obok czynnikéw Srodowiskowych oraz
Zywienia zwierzat, najwicksze znaczenie odgrywaja
czynniki zakazne. Z przypadkéw klinicznych naj-
czgSciej izolowane s3 enterotoksyczne szczepy Es-
cherichia coli, rota- i coronawirusy oraz Crypto-
sporidium sp. (17, 39, 47). Znacznie rzadziej
stwierdza si¢ paleczki Salmonella, Campylobacter
sp. (39, 50), C. perfringens, Yersinia enterocolitica,
a takze astrowirus, parvowirus, wirus Breda (10,
33) oraz calici-like (47) i BVD (38).

Enteropatogenne mikroorganizmy izolowane sg
rowniez od zwierzat klinicznie zdrowych (7, 47,
59), wskazujac tym samym, Ze rozwéj choroby oraz
nasilenie objawéw klinicznych uwarunkowane jest
zar6wno poziomem odpornosci biernej (12, 35, 61)
jak i kompleksowym oddzialywaniem srodowiska
i zarazkéw na organizm gospodarza. Zwigkszona
podatnos¢ cielat noworodkéw na zakazenia prze-
wodu pokarmowego wynika ponadto z niewielkiej
produkcji kwasu solnego przez trawieniec, stabej mo-
toryki jelit oraz braku jelitowej flory konkurencyjne;.

Przyjmuje si¢, ze syndrom kliniczny charaktery-
zujacy sie uporczywa wodnista biegunka, hiperter-
mia, hipoglikemia oraz réznego stopnia odwodnieniem
i kwasica metaboliczng, wywolywany jest najcze-
Sciej przez kilka, synergistycznie oddziatywujacych,
wymienionych czynnikéw zakaznych (23, 39).

Jednym z najbardziej istotnych czynnikéw etio-
logicznych sa enterotoksyczne szczepy E. coli (ETEC),
uznawane za zasadnicza, badZz wspétdziatajaca z
innymi przyczyng okoto 50% biegunek zakaznych
(25, 39).

Pierwszym, a zarazem niezb¢dnym etapem w pa-
togenezie jelitowych zakazen E. coli jest kolonizacja
przewodu pokarmowego przez szczepy posiadajace
zdolno$¢ adhezji do enterocytéw Sluzéwki jelitowe;.

Wystepowanie zjawiska adhezji jest mozliwe dzigki
obecnos$ci na powierzchni niektérych szczepéw E.
coli nitkowatych struktur (fimbrie, pile), taczacych
si¢ swoiScie z komplementarnymi receptorami wy-
stepujacymi na komérkach nabtonka jelit cienkich.
Gtéwne znaczenie w procesie kolonizacji, ktéra obej-
muje 60% jelit cienkich juz po 16 godzinach od
zakazenia (45), posiadaja adhezyny swoiste, zawie-
rajace okreSlone typy antygenéw biatkowych. Naj-
bardziej typowe dla szczepdw izolowanych od cielat
sa antygeny K99(F5), F41, F17 oraz FY(Att25) (37).
Wystepuja one najczedciej u szczepdw posiadaja-
cych somatyczne antygeny O8, 09, 020 oraz O101.

Podstawowa cecha chorobotwérczosci ETEC jest
produkcja toksyn, ktére sa gtownymi czynnikami
odpowiedzialnymi za kliniczny obraz biegunek. Wsr6d
ETEC izolowanych od cielat, najwigksze znaczenie
w patogenezie biegunek, posiada toksyna cieptostata
(stable toxin), okreslana skrétem ST. Z przypadkow
klinicznych, najczesciej izolowane sa szczepy pro-
dukujace toksyne STa, ktére charakteryzuja sie ponadto
wytwarzaniem fimbrii z antygenem K99 (64).

W programach profilaktyki syndromu biegunko-
wego cielat mozna wyréznié kilka gtéwnych kie-
runkéw postgpowania. Podstawowym zatozeniem
wigkszos$ci proponowanych metod jest zahamowanie
adhezji, a tym samym kolonizacji jelit i toksycznego
oddziatywania ETEC. Realizowane jest to gtéwnie
poprzez wykorzystanie metod immunologicznych.
Specyficzny sposéb nabywania przez cieleta odpor-
nosci biernej a takze zbyt krétki okres migdzy po-
rodem a zakazeniem eliminuje mozliwo$¢ wyko-
rzystania czynnej immunizacji tych zwierzat i sprawia,
ze podstawowym zalozeniem immunoprofilaktyki
swoistej jest stymulacja syntezy matczynych przeciw-
cial siarowych. Pobrane wraz z siara, w pierwszych
godzinach zycia cielat, zapewniaja bierna obrone w
stosunku do wigkszosci patogendw, istotnych w pato-
logii choréb zakaZnych okresu neonatalnego.

Ochronne przeciwciata, w stosunku do antygenu
K99 oraz rotawirusa, zawarte sa w klasie IgM oraz
podklasie IgG1 immunoglobulin (21, 56, 62). Przy-
jete przez noworodki, swoiscie blokuja obecne na
powierzchni E. coli antygeny K99, hamujac tym
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samym mozliwo$¢ adhezji ETEC do receptorow na
enterocytach nabtonka jelitowego. W okresie pier-
wszych 36 godzin zycia cielat siarowe przeciwciata
ulegaja szybkiemu wchianianiu z jelit, a ich kon-
centracja w surowicy wykazuje korelacje migdzy
innymi z protekcja w chorobach przewodu pokar-
mowego. Jest to wynikiem zwrotnego przekazywa-
nia immunoglobulin surowiczych na powierzchnie
bton §luzowych. Besser i wsp. (6) wykazali migdzy
innymi, ze przyjecie przez noworodka bezposrednio
po urodzeniu 100 g siarowych immunoglobulin pod-
klasy IgG1 powoduje przechodzenie w okresie pier-
wszych 14 dni zycia z surowicy do przewodu po-
karmowego od 1 do 4 graméw tego biatka.
Pomimo, ze w warunkach naturalnych obecno$¢
przeciwcial w stosunku do antygenu K99, stwier-
dzana jest w siarze wielu kréw, ich miana sa zbyt
niskie aby zapewnié¢ noworodkom wilasciwg obrong
przed zakazeniem i rozwojem choroby. Z tych tez
wzgledéw, celem zwigkszenia koncentracji a takze
przedtuzenia okresu wydzielania przeciwciat siaro-
wych, powszechne zastosowanie znalazly metody
polegajace na czynnej, swoistej immunizacji krow
ciezarnych. Jako antygeny stosowane sa w tym celu,
w réznym stopniu oczyszczone adhezyny, a takze
pelne, inaktywowane komérki bakteryjne (1). Najko-
rzystniejszy efekt ochronny uzyskiwany jest po za-
stosowaniu antygenéw K99, F41 oraz FY, badz
szczepéw produkujacych te antygeny (13). Stoso-
wane szczepionki zawieraja czgsto w swoim sktadzie
takze rota-, corona- oraz parvowirusy. Poprzez wy-
korzystanie adiuwantéw, w tym wodorotlenku glinu,
saponiny oraz emulsji olejowych, zwigksza si¢ sku-
teczno$é stosowanych preparatéw, znacznie podno-
szac efektywnosé szczepieri. W tym celu prowadzone
sa réwniez proby zastosowania kompleksu immunosty-
mulujacego (Iscom) (42). Duze nadzieje wigzane sa
takze z mozliwoscia zastosowania szczepionek przy-
gotowanych z syntetyzowanej w warunkach laborato-
ryjnych toksyny STa potaczonej w celu zwigkszenia
jej immunogennodci z biatkiem nosnikowym (20, 37).
Przyjety powszechnie schemat szczepienia krow
ciezarnych polega na dwukrotnym, parenteralnym
(i.m. lub s.c.) podaniu szczepionki w ostatnim try-
mestrze ciazy. Istoty wptyw na efektywnos¢ szcze-
pienia posiada czas podania drugiej dawki szczepionki.
Za optymalny termin rewakcynaciji przyjmuje si¢ okres
miedzy 7 a 40 dniem przed porodem (1). Szczepienia
przypominajace wykonywane sa najczesciej po up-
tywie 12 miesiecy, jednak nie pézniej niz 7 dni
przed porodem. W efekcie parenteralnej immuniza-
cji, u wszystkich szczepionych zwierzat wysoki po-
ziom swoistych przeciwcial w siarze 1 mleku, utrzy-
muje si¢ do piatego dnia laktacji, natomiast u 80%
szczepionych kréw stwierdzano je jeszcze 6 dnia
po porodzie (3). Uzyskanie powyzszego efektu jest
niezwykle korzystne dla noworodkéw z uwagi na

najwyzsza ich podatnosé na zakazenia ETEC wy-
stepujace szczegdlnie w tym okresie Zycia.

W szczepionych stadach, efekty profilaktyki mie-
rzone wskaznikami zachorowalnosci i §miertelnosci
cielat w poréwnaniu do stad, w ktérych nie prowa-
dzono szczepieri, sa zadowalajace. Migdzy innymi,
Eichhorn i wsp. (16) uzyskali zmniejszenie przy-
padkéw zachorowan z 50-60% w okresie poprze-
dzajacym szczepienia do 15-20% po zastosowaniu
szczepionki, przy réwnoczesnym obnizeniu odsetka
cielat padtych z 10 do 0,6%. W podobnych obser-
wacjach Petermann i wsp. (46) uzyskali obnizenie
zachorowalnosci i §miertelnosci, odpowiednio o 84,8%
oraz 11,2%. W badaniach Bachmann i wsp. (4),
prowadzonych na 4161 cielgtach nalezacych do 209
stad, w okresie poprzedzajacym szczepienie Krow,
w 97,1% stad odsetek cielat chorych przekraczal
25%, przy czym w 50,3% stad $miertelnos¢ cielat
byta wyzszaniz 10%. Po przeprowadzeniu szczepien
42% stad bylo calkowicie wolnych od biegunki, a
w ponad 91% nie zanotowano padnigc cielgt w
pierwszych 14 dniach zycia. Jedynie u 8,9% cielat,
pochodzacych od szczepionych kréw obserwowano
kliniczne objawy choroby, przy czym wskaznik $mier-
telnosci nie przekraczat 2%. Podobne efekty, w postaci
obnizenia wskaZnikéw zachorowalnosci i Smiertelnosci
cielat uzyskali migdzy innymi Myers (41), Acres i
wsp. (1), Nagy i wsp. (43) oraz Carnaglia 1 wsp. (1D).

Zastosowanie doustnej drogi podania antygenow
szczepionkowych u kréw cigzarnych, w przeciwien-
stwie do ludzi oraz trzody chlewnej, nie przyniosto
oczekiwanych wynikow (38).

Istotny wplyw na warto$¢ immunologiczng siary,
w tym takze na koncentracje zawartych w niej immu-
noglobulin posiada zywienie kréw cigzarnych, diu-
g0s¢ okresu zasuszenia oraz stan zdrowotny gruczoh
mlekowego. Dla noworodkéw, ktore odlaczono od
matek bezposrednio po urodzeniu, decydujgce zna-
czenie w uzyskaniu optymalnego poziomu bierne]
odpornosci siarowej ma miedzy innymi czas pier-
wszego pojenia siara, jej ilo$¢, temperatura, Sposob
oraz czestotliwo$¢ podawania.

Poza obecnoscia swoistych przeciwcial, wydzie-
lina gruczotu mlekowego przezuwaczy zawiera takze
inne sktadniki, uczestniczace w reakcjach obronnych
noworodka, majace istotne znaczenie w odpornosci
przewodu pokarmowego (60). Doktadne poznanie
ich biologicznej aktywnosci umozliwito mi¢dzy in-
nymi efektywne zastosowanie w profilaktyce 1 te-
rapii choréb przewodu pokarmowego izolowanej z
siary laktoferyny oraz systemu laktoperoksydazy (54).

W profilaktyce i terapii wielu zakaZnych jednostek
chorobowych, wystepujacych zaréwno u ludzi jak
i zwierzat, coraz powszechniej wykorzystywane sa
przeciwciata heterologiczne (ksenogeniczne). Sto-
sowane przy ich udziale metody postgpowania po-
legaja na wzbogaceniu siary lub zamiennik6w mleka
frakcja globulinowa, uzyskang z siary i surowicy
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szczepionych zwierzat (14, 19) lub podawaniu nowo-
rodkom czystych immunoglobulin albo przeciwciat
monoklonalnych (9, 12, 55, 58). Wykazano, ze podanie
cieletom w pierwszych 12 godzinach zycia przeciwcial
monoklonalnych, swoistych dla antygenu K99 istotnie
redukuje kliniczne objawy zakazenia eksperymental-
nego oraz Smiertelno$¢ cielat o ponad 50% (51).

Mozliwosci jakie stwarzaja w profilaktyce i terapii
przeciwciala heterologiczne zainicjowaly zaintere-
sowanie z6ltkiem jaja kurzego jako alternatywnym
zrédiem przeciwciat w stosunku do biatek odporno-
Sciowych ssakéw. Szersze zainteresowanie ta pro-
blematyka oSrodkéw naukowych obserwowane jest
w okresie ostatnich dziesigciu lat i dotyczy mozli-
wosci wykorzystania przeciwciat z6ttkowych w pro-
filaktyce i terapii wirusowych i bakteryjnych choréb
przewodu pokarmowego. W doswiadczalnych za-
kazeniach rotawirusem u oseskGw mysich (5) i kociat
(24) uzyskano miedzy innymi wysoki stopiefi dzia-
tania ochronnego stosujac per os swoiste przeciw-
ciata wystepujace we frakcji biatek rozpuszczalnych
z6ltka jaja, ktére pochodzity od immunizowanych
rotawirusem kur. Zblizony efekt ochronny, polega-
jacy na niedopuszczeniu do rozwoju zakazenia wy-
wotanego przez ETEC uzyskal u krélikéw O’Far-
relly i wsp. (44).

Ostatnio grupa eksperymentator6w z Niemiec oraz
Japonii zainicjowata badania nad mozliwoscia wy-
korzystania przeciwciat zéttkowych w profilaktyce
i terapii kolibakteriozy trzody chlewnej (63, 65).
Ustalono, ze doustne podanie prosigtom przeciwciat,
0 mianie 625 lub 2500, w istotny sposéb lagodm
objawy choroby, caikow1c1e zapobiegajac zejSciom
Smiertelnym w kolibakteriozie indukowanej przez
ETEC z antygenami K88, K99 oraz 987P (65).
Podobny efekt profilaktyczne go wykorzystania prze-
ciwciat kurzych, zastosowanych w formie wysuszo-
nego proszku uzyskanego z frakcji biatek rozpusz-
czalnych z6itka jaja, wykazat Tkemori i wsp. (26)
w doSwiadczalnej kolibakteriozie cielat noworod-
kéw. Kuhlmann i wsp. (34) uwazaja, ze kliniczne
zastosowanie przeciwcial z6ttkowych moze z po-
wodzeniem obja¢ takze inne zakaZne choroby prze-
wodu pokarmowego takie jak: salmonelozy, zaka-
zenia corona- i rotawirusami cielat, a takze zakazenia
o podobnym charakterze, wystepujace u noworod-
kow innych gatunkéw zwierzat oraz ludzi.

Za pr oﬁ]aklyunym wykorzystaniem przeciwcial
z6ttkowych przemawia wiele wzgledow, wynikaja
one z ich wiaSciwosci biologicznych i fizykoche-
m:cmych oraz prostych metod izolacji. Nie bez
znaczenia sy takze wzgledy ekonomiczne, w tym
tatwo$¢ przechowywania, konserwacji oraz ewen-
tualnego konsumpcyjnego wykorzystania jaj.

Indukowane antygenem humoralne czynniki ob-
ronne obejmujg u ptakéw 1mmun0globu11ny klasy
IgG, IgM oraz IgA (48, 49). W okresie nies$nosci
kur znaczna cze$¢ tych immunoglobulin jest prze-

kazywana do jaja. Z6ttkowa koncentracja IgG, okre-
Slanych ze wzgledu na réznice strukturalne z IgG
ssakéw, takze jako IgY (2), przyjmuje warto$¢ od
3 do 25 mg/ml, co umozliwia uzyskanie z jednego
jaja od 40 do 500 mg immunoglobulin tej klasy
(22). W przeliczeniu na kilogram masy ciata, jest
to warto$¢ okolo 20-krotnie przewyzszajaca ilos¢
immunoglobulin uzyskiwanych z siary kréw (28).
Wazng cechg zéttkowych immunoglobulin jest
znaczna ich oporno$¢ na wptyw wysokiej tempera-
tury oraz obnizonego pH (27). Wedtug danych Lsch
1 wsp. (34), zéttkowe przeciwciata zachowuja okoto
80% pierwotnej aktywnos$ci, przy ponad 95% zawar-
tosci immunoglobulin, podczas 4 min. gotowania.
Natomiast 120-minutowe przetrzymywanie z6ttek
w Srodowisku o pH 1,2 redukuje jedynie okoto 50%
aktywnosci zawartych w nich przeciwcial. Ze wzgle-
du na doustna droge podania przeciwciat zéttkowych
istotne znaczenie odgrywa ich opornos$é na proteo-
lityczne oddzialywanie enzymoéw trawiennych. O
wyjatkowej stabilnosci przeciwciat zéttkowych
Swiadczy takze fakt zachowania powyzej 95% swois-
tych mian przeciwcial, po okoto 10-letnim przecho-
wywaniu w temp. 4°C w 0,9% NaCl z 0,1% za-
wartoScia NaN3 (31). Biologiczna aktywno$¢ tych
przeciwcial utrzymuje si¢ réwniez po 6-miesiecz-
nym przechowywaniu w temp. pokojowej oraz po
okoto 30-dniowym okresie, w temp. 37°C (32).
W modelu postepowania profilaktycznego, istotne
znaczenie odgrywaja takze inne sposoby zapobie-
gania adhezji, a tym samym kolonizacji jelit i tok-
sycznemu oddziatywaniu E. coli. Wykorzystywane
w tym celu metody polegaja migdzy innymi na
zastosowaniu chemioterapeutykéw, ktére hamuja
wytwarzanie adhezyn, a takze gotowych receptoréw
lub ich analogéw, bedacych alternatywnym substy-
tutem w stosunku do miejsc receptorowych na en-
terocytach Sluzéwki jelitowej (29, 36). Ograniczenie
ryzyka zakazefi w wyniku stosowania analogéw re-
ceptorow wykazano migdzy innymi po zastosowaniu
glikoproteinowych polisacharydéw, uzyskiwanych
z plazmy bydlecej (40) oraz po doustnym podaniu
roztworu mannozy. Pozytywne efekty zanotowano
takze w wyniku stosowania weglowodoréw aroma-
tycznych (18) oraz antybiotyk6w w dawkach niz-
szych od minimalnego st¢zenia hamujacego (15).
Mechanizm dziatania antybiotykéw polega w tym przy-
padku na hamowaniu wytwarzania adhezyn przez
komorke bakteryjng lub indukowaniu syntezy fim-
brii ostabionych funkcjonalnie. Ustalono miedzy in-
nymi, ze szczepy inkubowane na podlozach z za-
wartoscia streptomycyny wykazuja brak lub istotne
zmniejszenie ilosci wytwarzanych fimbrii. Zredu-
kowanie adhezyjnych wtasciwosci E. coli uzyskano
takze przy zastosowaniu pétsyntetycznej pochodne;
pleuromuliny — tiamuliny w dawce obejmujacej ste-
zenia od 1/10 do 1/40 minimalnego stezenia hamu-
Jacego w przypadku antygenu K88 oraz od 1/2 do
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1/10 MIC dla adhezyn K99 (30). Znaczacy wplyw
na ostabienie wytwarzania fimbrii K99 wywieraréw-
niez spiramycyna i tylozyna (35).

W celu zabezpieczenia przewodu pokarmowgo
przed kolonizacja wywotana przez ETEC, stosowane
sa ponadto metody wykorzystujace zjawisko tzw.
konkurencyjnej ekskluzji (competitive exclusion). W
mechanizmach tych, polegajacych na eliminacji ze
Srodowiska jelit jednych drobnoustrojow przez inne,
stosowana jest flora bakteryjna wspdtzawodniczaca
Z patogenem o miejsca receptorowe wystepujace na
enterocytach §luzéwki jelitowej. Zadowalajace efekty
uzyskiwane sa po zastosowaniu probiotykéw, ktore
wykazuja ponadto aktywnos¢ bakteriobdjcza, zdol-
no$¢ neutralizacji enterotoksyn, hamowanie syntezy
toksycznych amin oraz wlaSciwosSci immunosty-
mulujace (53). W celach profilaktycznych 1 leczni-
czych wykorzystuje si¢ najczesciej szczepy Str. fae-
cium, Bifidobacterium bifidum oraz Lactobacillus.

Réwnie istotnym elementem postgpowania profi-
laktycznego jest zapewnienie cielgtom optymalnych
warunkéw Srodowiska, w tym temperatury i wil-
gotnoSci powietrza, a takze odpowiedniej wielkosci
kojca. W stadach o duzej liczebnoSci nalezy prze-
strzegaé zasady grupowania cielat z uwzglednieniem
ich wieku, co zapobiega zbg¢dnej ekspozycji nowo-
rodkéw na patogeny wystgpujace u zwierzat star-
szych. Cielgta chore, b¢dace gtownym rezerwuarem
ETEC oraz Zrédfem bakteryjnego zanieczyszczenia
srodowiska, powinny by¢ izolowane 1 leczone.

Wazng rolg w profilaktyce syndromu biegunko-
wego cielat odgrywa dezynfekcja pomieszczen. Z
uwagi na znaczng wrazliwo$¢ E. coli na wigkszo$¢
stosowanych powszechnie preparatéw dezynfekcyj-
nych, przy ich wyborze nalezy uwzgledni¢ duza
oporno$¢ innych czynnikéw etiologicznych, szczegdl-
nie za$ rotawirusa i Cryptosporidium sp. Ustalono, ze
inaktywacja rotawirusa nastgpuje po 2-godzinnej eks-
pozycji na dziatanie 5% lizolu lub 10% roztwor for-
maldehydu. W przypadku Cryptosporidium sp. zale-
cana jest 18-godzinna ekspozycja na 5% amoniak,
10% formaldehyd lub 3% nadtlenek wodoru (57).

Reasumujac nalezy stwierdzié, ze w profilaktyce
swoistej zakazen przewodu pokarmowego cielat wy-
wotywanych przez ETEC, najwigksze znaczenie od-
grywaja metody immunologiczne. Postgp wiedzy w
zakresie patogenezy oraz rozwdj technologii pro-
dukcji preparatéw wykorzystywanych w immuno-
profilaktyce, w tym nowych generacji szczepionek,
adiuwantéw oraz przeciwcial heterologicznych w
tym monoklonalnych i zéttkowych, w potaczeniu z
przestrzeganiem podstawowych zasad higieny stwa-
rza obiecujace perspektywy profilaktyki syndromu
biegunkowego.
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