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Summary

Morphological and funcional properties of Escheri-
chia coli adhesive antigens

The morphology of fimbriae of pathogenic strains
of Escherichia coli cultivated on the Minc and MPA
media was studied under an electronmicroscope. Fim-
briae are synthesized during incubation of bacterial
culture at 37°C. The diameter of fimbriae of type
K99 was 540,25 nm ranged from 3.5 to 7.0 nm; the
overall length ranged from 0.4 to 2.5 nm. The dia-
meter of fimbriae of type F-41 was 3+0,5 nm and
ranged from 2.1 to 4.0 nm, and its length ranged
from 0.5 to 3.0 nm. The diameter of fimbriae of type
K88 was 2405 nm and ranged from 1.5 to 3.5 nm,
and its length ranged from 0.5 to 2.0 nm. Generally,
the morphology of the fimbriae was identical, and
their base was situated under the cytoplasmic bacte-
rial membrane.

Chorobotwo6rczo$é pateczki Escherichia coli, wy-
wolujacej zachorowania zwierzat i ludzi, jest uwa-
runkowana strukturg powierzchni komérki (fimbrial-
nymi adhezynami, antygenami otoczkowymi, kom-
pleksem lipowielocukrowo-biatkowym w $cianie
komérki), wytwarzaniem ektotoksyn i hemolizyn
oraz niektérymi wiaSciwosciami metabolizmu ko-
morki bakteryjnej umozliwiajacymi jej przezywanie
w zmieniajgcych si¢ warunkach Srodowiska. Przyj-
muje sie, Ze istotnym czynnikiem chorobotwérczosci
jest adhezyjno$¢ — zdolno$¢ syntezy antygenéw ad-
hezyjnych, przy pomocy ktérych bakterie przycze-
piaja sie do komérek epitelialnych makroorganizmu
i uczynniaja swoj potencjat chorobotwérezy (1, 2).
Adhezyny sa to makromolekularne struktury na po-
wierzchni bakterii, za pomoca ktérych tacza si¢ one
z receptorami enterocytow jelitowych. Wigkszos¢
adhezyn stanowig nitkowate wypustki, skiadajace
si¢ z podjednostek biatkowych, ktére Duguid i Gil-
lies (5) nazwali fimbriami (od tacifiskiego stowa —
nié, wiékno), a Brinton (3) pili (od tacifiskiego —
wlos). Termin adhezyny fimbrialne jest uzywany
dla podkreslenia tak ich morfologii, jak i funkcji.

W rozpoznawaniu i kolonizacji enterocytéw biorg
udzial adhezyny E. coli, oznaczone jako CFA1, CFALI,
K99, K88, F41 i 987P. Adhezyny CFA1 i CFAlI
sg swoiste dla szczep6w wywolujacych enterotok-
semi¢ u ludzi (6, 7). Adhezyng K99 wykryto u

szczepéw enterotoksynogennych dla cielat, jagniat
i prosiat (8, 12). Adhezyny K88 i 987P sg swoiste
dla szczepéw wywolujacych biegunki u prosiat (11).
Adhezyne F41 wykryto u szczepéw patogennych dla
cielat (4).

Przy badaniu ultracienkich skrawkéw E. coli w
mikroskopie elektronowym stwierdza si¢ na powierz-
chni bakterii rzeski i pili. Srednica rzgsek wynosi
22-23 nm. Posiadaja one ostonki i tworza na po-
wierzchni komérki bakteryjnej nieregularne spirale.
Fimbrie w odréznieniu od rzeseck umocowane sg
pod btona cytoplazmatyczna i dlatego zachowuja
sic w bakteriach pozbawionych §ciany komérkowej.
Fimbrie typu F maja kanat §rednicy 2,0-2,5 nm i
zdolne sa adsorbowaé czasteczki fagowe na swojej
powierzchni (3, 10).

Wigkszo$¢ fimbrii jest dobrze widoczna przy ba-
daniu bakterii w mikroskopie elektronowym w pre-
paratach negatywnie kontrastowanych (9). Fimbrie
moga wystgpowaé na biegunach lub na obrzezach
l;akterii, a ich liczba waha sie od kilku do kilkuset.
Srednica fimbrii waha si¢ od 2 do 7 nm, a ich
dlugo$é dochodzi do 4 pm.

Celem pracy byto zbadanie metoda mikroskopii
elektronowej zdolno§ci syntezy oraz morfologii fim-
brii przez adhezyno-pozytywne szczepy E. coli w
zaleznos$ci od sktadu podtoza odzywczego oraz tem-
peratury inkubacji hodowli.

Materiatl i metody

Do badania uzyto 16-godzinnych hodowli wytypowa-
nych chorobotwérezych i niechorobotwérczych szcze-
péw E. coli namnazanych na pétsyntetycznym podlozu
Minca oraz agarze MPA w temperaturach 37 i 18°C. Za
pomoca ezy pobierano zeskrobing z powierzchni kolonii
i rozpuszczano w kropli 0,01 M FBR o pH 7,2. Nastepnie
na zawiesine nakladano siatke pokryta parlodionowa bto-
na i preparat kontrastowano 2% roztworem fosforo-wol-
fromianu potasu. Tak przygotowane preparaty badano w
mikroskopie elektronowym EM — 125K przy przyspie-
szajacym napieciu 75 kilowolt, stosujac powigkszenia
8000—41 000. W pracy postugiwano si¢ btonami fotogra-
ficznymi do badafi jadrowych o grubodci emulsji 10-15
mikronéw. Z kazdego szczepu badano po 50 komorek
bakteryjnych.
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Wyniki i oméwienie

Wyniki przeprowadzonych badari wykazaty, ze na
stopiel wytwarzania antygenéw adhezyjnych K99 i
F41 wplywa tak sktad podloza, jak i temperatura
inkubacji hodowli testowanych szczepdéw E. coli.
Najsilniejsza produkcj¢ uzyskano na podtozu Minca
przy inkubacji w 37°C. Spoéréd 50 zbadanych ko-
morek bakteryjnych szczepu 09:K99 fimbrie na ca-
tej powierzchni stwierdzono u 41 (82%), a szczepu
O141:F41 u 45 (50%) komoérek. Liczby fimbrii nie
udato si¢ jednak ustalié, gdyz na niektérych frag-
mentach komérek byty one utozone bardzo gesto i
niekiedy si¢ ze soba przeplataty. Oprocz komdrek
catkowicie pokrytych fimbriami wystgpowaty row-
niez takie, na ktérych liczba tych elementéw wahata
si¢ od 10 do 30 sztuk. Prawdopodobnie byto to
zwigzane z ré6znymi fazami wzrostu bakterii, choc
nie mozna wykluczy¢ uszkodzen fimbrii przy przy-
gotowaniu preparatéw. W hodowlach tych samych
szczepéw namnozonych na agarze MPA tylko u
25-28% komorek stwierdzono obecno$¢ fimbrii. Wy-
niki te korelowalty z odczynem hemaglutynacji. Za-
wiesiny bakteryjne uzyskane z hodowli na podtozu
Minca dawaly odczyny silnie dodatnie (++++), na-
tomiast z kultur na podtozu agarowym stabo-dodat-
nie lub nawet ujemne. Prawdopodobnie sktad podtoza
Minca wplywal na silniejszg syntezg adhezyn K99 i
F41, mimo iz to péisyntetyczne podtoze nie zawiera
alaniny i innych sktadnikéw wystepujacych w podlozu
MPA. W preparatach kontrolnych przygotowanych z
hodowli inkubowanych w 18°C na 50 badanych stwier-
dzono pojedyncze fimbrie u 1-1,5% komorek.

Pomiary 50 fimbrii szczepu E. coli 09:K99 wy-
kazaty, ze §rednica fimbrii K99 wynosi 5+0,25 nm i
waha si¢ od 3,5 do 7,0 nm. Dtugosé tych fimbrii byta
zréznicowana i wahala si¢ od 0,4 do 2,5 pum, dlatego
tez nie udato si¢ ustali¢ wartodci Sredniej (ryc. 1).

Ryc. |. Mikrofotografia komérki E. coli szczepu 09:K99 z hodowli
na podlozu Minca inkubowanej w 37°C. Powierzchnia i obrzeza komérki
pokryte sa fimbrialnymi adhezynami. Preparat negatywnie kontrastowany
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Srednia warto$¢ $rednicy fimbrii F41 wynosita
34+0,5 nm i wahata sie od 2,1 do 4,0 nm, natomiast
diugos¢ od 0,5 do 3,0 um. Na otrzymanych zdjeciach
mikroskopowych widoczne byto, ze podstawa fim-
brii znajduje si¢ pod btona cytoplazmatyczng bak-
terii. Wedtug wtasnych obserwacji, fimbrie sg Scisle
i trwale ztaczone z komoérka bakteryjna. Stwierdza-
liSmy bowiem ich obecno$¢ u bakterii z uszkodzong
$ciang komoérkowa, a nawet u pozbawionych cat-
kowicie tego elementu. Na ryc. 1 wida¢, ze komoérka
bakteryjna jest pokryta fimbriami réznej dtugosci.
Jest to wynikiem niewielkiej ich $rednicy 1 zwigzana
z tym mozliwoscia tamania si¢ fimbrii w réznych
miejscach. Natomiast $rednice fimbrii K99 1 F41
byty jednakowe na calej zachowanej dtugosci, co
wskazuje na ich strukturalna identycznosé.

Do badania morfologii fimbrialnej adhezyny K88
uzyto szczepdw E. coli K12, K88ab, K12, K88ac
i K12, K88ad. Szczepy te namnazano na agarze
migsno-peptonowym w 37°C przez 16 godzin i przy-
gotowywano preparaty do badania w mikroskopie
elektronowym w opisany sposéb. W uzyskanych
hodowlach potwierdzono obecno$¢ antygenu K88
odczynem aglutynacji przy uzyciu swoistych prze-
ciwcial monoklonalnych. Sposréd 50 badanych fim-
brie stwierdzono u 36 (72%) komérek, przy czym
wystepowa}y one na calej powierzchni i byly znacz-
nie liczniejsze niz u szczepow E. coli zawierajacych
adhezyny K99 i F41. Srednica fimbrialnej adhezyny
K88 wynosita 2+0,5 nm i1 wahata si¢ od 1,5 do 3,5
nm, natomiast dtugos¢ od 0,5 do 2,0 pum. Podstawa
tych fimbrii znajdowata si¢ rowniez pod biona cyto-
plazmatyczng bakterii. Negatywna kontrol¢ stano-
wity preparaty przygotowane z niechorobotwérczych
szczepdw E. coli, wyizolowanych od zdrowych pro-
siat 1 reagujacych ujemnie z monoklonalnymi prze-
ciwcialami dla antygenu K88. W komorkach tych
bakterii fimbrii nie stwierdzono.

Przeprowadzone badania adhezyno-pozytywnych
szczepdw E. coli w mikroskopie elektronowym wy-
kazaly, ze fimbrialne adhezyny maja $cisle okreSlona
strukturg. Jednoczes$nie stwierdzono, ze synteza fim-
brialnych adhezyn K99 i F41 jest najsilniejsza przy
namnazaniu odno$nych szczepéw na poisyntetycz-
nym podtozu Minca, natomiast obniza si¢ przy ho-
dowli na agarze migsno-peptonowym. Struktura
morfologiczna fimbrii K99, F41 i K88 jest w za-
sadzie identyczna. Sg one $ciSle zwiazane zZ komérka
bakteryjna, a ich podstawy znajduja si¢ pod btona
cytoplazmatyczng. Wykazano, ze najwi¢cej bakterii
pokrytych fimbriami wystepuje u szczepow z ad-
hezyna, F41, natomiast mniej u szczepdéw z adhe-
zynami K99 i K88. Prawdopodobnie jest to zwigzane
z faktem, ze synteza adhezyny F41 jest determino-
wana przez DNA chromosomu, a synteza adhezyn
K99 1K88 przez DNA plazmidéw. Autorzy wyrazaja
poglad, Ze nieco nizszy odsetek bakterii z wyksztat-
conymi fimbriami u szczepéw z adhezyng K88 jest
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kompensowany znacznie wigksza liczbg tych ele-
mentéw na poszczegdlnych komérkach w porow-
naniu do szczepéw z adhezyng F41.
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Efektywnosé¢ uzytkowania krow
w zaleznosci od wieku
przy pierwszym wycieleniu
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Summary

Milk yield efficiency of cows in relation to their age
at first calving

Life efficiency of 335 black-and white cows from
a herd that was cultivated for milk production by
means of HF breed was studied in relation to their
age at first calving. Four groups of animals were
distinguished according to their age (given in months)
at which they started their milk production: below
24, 24-27, 27-30, and above 30. The highest efficiency
of milk production was found in cows that calved for
the first time at the age of up to 27 months, and
especially in those that started their milk production
at the age of 24 to 27 months. Cows from these two
groups had the longest period of milk production,
and the most favourable ratio of the number of
milking days to rearing days. They also showed the
highest FCM efficiency per day and per year of their
lives the highest number of calvings, and the best
fertility after the first, the first three, and all other
calvings.

Wiek kréw przy pierwszym wycieleniu jest czyn-
nikiem Srodowiskowym, ktéry oddziatywuje istotnie
na wydajno$¢ mleczna kréw. Powoduje on 15-30%
zmienno$ci fenotypowej w zakresie wydajnosci mle-
ka i tluszczu (3). Wptywa on réwniez w duzym
stopniu — obok ptodnosci i dlugosci uzytkowania
krow — na optacalno$¢ produkcji mleka (7, 11).

Przy przeksztalcaniu w Polsce czedci populacji
kré6w czarno-biatych (cb) na typ bardziej mleczny
przy uzyciu rasy holsztynsko-fryzyjskiej (hf), waz-
nym problemem jest ustalenie optymalnego wieku
rozpoczynania uzytkowania mlecznego mieszancow
posiadajacych w genotypie duzy udzial genéw rasy

hf. Dotychczasowe badania wykazaty, ze juz u mie-
szaficéw F1 (hf X cb) wystepuje wyraZne obnizenie
wieku przy pierwszym wycieleniu, spowodowane
ich szybszym tempem wzrostu w okresie odchowu,
co pozwala na wczesniejsze rozpoczecie cyklu pro-
dukcyjnego (4, 8, 10).

Celem pracy byta ocena efektywnoSci uzytkowa-
nia mlecznego w okresie calego zZycia mieszaficow
hf X cb z duzym udziatem genéw rasy hf w genotypie
w zalezno$ci od ich wieku przy pierwszym wycie-
leniu.

Material i metody

Badania przeprowadzono w Zaktadzie DoSwiadczal-
nym w Bezku w stadzie kréw czarno-biatych doskonalo-
nych w kierunku mlecznym przy uzyciu rasy holsztyn-
sko-fryzyjskiej. Materialem do§wiadczalnym byto 335
mieszaficéw hf X cb wycielonych po raz pierwszy w la-
tach 1983-1991. Ponad 80% kréw posiadato w genotypie
udzial genéw bydta hf wyzszy od 50%. Wyodrebniono 4
grupy zwierzat rozpoczynajacych uzytkowanie mleczne
w wieku: ponizej 24 (x=22,8), 24,1-27 (x=25,6), 27,1-30
(x=28,2) i powyzej 30,1 (x=32,6) miesigcy zycia. W okre-
sie catego zycia kréw zbierano informacje dotyczace wy-
dajnosci mleka, thuszczu, biatka i FCM ( wydajno$¢ mleka
0 4% zawarto$ci thuszczu); plodnosci (masa ciala przy
1 zacieleniu, indeks unasienien, dlugo§¢ trwania okresu
miedzyciazowego i miedzyocieleniowego); liczby wycie-
leri; dlugosci zycia i uzytkowania oraz zyciowej liczby
dni doju. Produkcyjno$¢ zyciowa zwierzat obliczono su-
mujac ich wydajno$ci mleczne w kolejnych laktacjach
pelnych skorygowane na sezon ocielenia (13). Efektyw-
no$¢ uzytkowania mlecznego kréw oceniono przy pomo-
cy nastepujacych wskaznikéw: stosunku dlugosci uzytko-
wania do dlugosci zycia; stosunku zyciowej liczby dni



