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Praca oryginalna Original paper

Badania nad odporno�ci¹ biern¹ �rebi¹t by³y tema-
tem prac wielu autorów. �ledzenie przez nich dyna-
miki zmian poziomu immunoglobulin siarowych mia³o
na celu okre�lenie najbardziej newralgicznych momen-
tów okresie wychowu �rebiêcia. Jednak nie uda³o siê
do tej pory wyja�niæ w pe³ni wszystkich zagadnieñ
zwi¹zanych z zanikaniem odporno�ci biernej i naras-
taniem w³asnej odpowiedzi immunologicznej. Naj-
mniej poznane s¹ zagadnienia zwi¹zane z kszta³towa-
niem siê odpowiedzi swoistej.

Celem badañ by³o okre�lenie w wybranych momen-
tach wychowu �rebiêcia poziomu przeciwcia³ klasy
IgM i IgG, swoistych wobec bakterii �rodowiskowych.

Materia³ i metody
Badania przeprowadzono na terenie stadniny koni pe³-

nej krwi angielskiej, w czterech sezonach wy�rebieñ. �re-
biêta przebywa³y z matkami na terenie stajni matek do od-
sadzenia. Po odsadzeniu �rebiêta ³¹czone by³y w pary
i pozostawa³y na terenie stajni matek a¿ do zakoñczenia
sezonu odsadzeniowego (listopad). Potem parami przecho-
dzi³y do stajni dla roczniaków. Od kwietnia do pa�dzierni-

ka klacze ze �rebiêtami korzysta³y z pastwiska. W okresie
prowadzonych badañ klacze i ich �rebiêta by³y pod sta³¹
opiek¹ lekarsko-weterynaryjn¹ i by³y klinicznie zdrowe.

Do badañ pobierano krew od �rebi¹t w trakcie porodu
z têtni¹cej ¿y³y pêpowinowej przed napojeniem siar¹ (su-
rowica �0�), z ¿y³y szyjnej zewnêtrznej od klaczy � matek
i ich �rebi¹t w 36.-48. godzinie od porodu oraz w 3.-4. tygod-
niu ¿ycia i po odsadzeniu (8.-9. miesi¹c ¿ycia). W sezonie
2001 r. pobierano g³êbokie wymazy z lewej czê�ci nosowej
gard³a od �rebi¹t odsadzonych. Drobnoustroje namna¿ano
i izolowano najczê�ciej wystêpuj¹ce szczepy bakteryjne.
Identyfikowano je testem Api. Z wybranych szczepów przy-
gotowano zawiesiny do dalszej analizy testem ELISA.

W przeprowadzonych badaniach w³asnych oznaczono
poziom bia³ka ca³kowitego, gamma globulin oraz poziom
przeciwcia³ swoistych wobec 12 drobnoustrojów. Bia³ko
ca³kowite oznaczono metod¹ biuretow¹. Rozdzia³y elek-
troforetyczne surowic wykonano na paskach bibu³y What-
mana nr 1, w buforze weronalowym o pH 8,6. Czas elek-
troforezy: 5 h, napiêcie 200 V, natê¿enie 10 mA na 8 pas-
ków. Okre�lono procentow¹ zawarto�æ poszczególnych
frakcji bia³ka w badanych surowicach i wyliczono ich za-
warto�ci bezwzglêdne w bia³ku ca³kowitym.

Kszta³towanie siê u �rebi¹t, w okresie od urodzenia
do odsadzenia, poziomu swoistych przeciwcia³
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Adaptive humoral response against selected pathogens in foals from birth to weaning
Summary

The aim of the study was to investigate the level of IgM and IgG class antibodies, specific to selected patho-
gens in foals at particular stages during their nursing period. The tests were conducted in a thoroughbred
stable. Twelve sera from mares and 12 sera from foals were examined and total protein and gamma globulin
fraction levels were estimated as well as the relative level of specific antibodies in IgM and IgG class using the
ELISA test and expressed as the value of optical density (OD) against the following strains of bacteria anti-
gens: Staphylococcus sciuri (1), Staphylococcus sciuri (2), Staphylococcus sciuri (3), Staphylococcus xylosus
(4), Staphylococcus xylosus (5), Staphylococcus aureus (6), Staphylococcus aureus (7), Streptococcus equi
subsp. Zooepidemicus (8), Streptococcus equi subsp. Zooepidemicus (9), Enterobacter aglomerans (10),
Rhodococcus equi (11), Salmonella enterica ser Typhimurium (12). Traces of specific Ig R. equi were indicated
in the foal�s sera before suckling whereas the OD value increased to 0.35 in sera following the absorption of
colostrum. The profile of specific humoral response against environmental pathogens in nursing foals is
dependent not only on antigenic moiety of the pathogen but also on the immunological status of the individual.
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Do oznaczania poziomu immunoglobulin opracowano
test ELISA, wzoruj¹c siê na pracy Stefaniaka (15). Ka¿d¹
próbkê badano w trzech powtórzeniach, na p³askodennych
p³ytkach mikrotitracyjnych z polichlorku winylu (Nunc)
jako fazie sta³ej. Warto�æ gêsto�ci optycznej (OD � optic
density) badanych prób odczytano przy d³ugo�ci fali
492 nm, w czytniku do mikrop³ytek (ImmunReade NJ-2000,
InterMed). Jako antygenu kontrolnego u¿yto albuminy byd-
lêcej.

W przeprowadzonych badaniach poziom przeciwcia³
swoistych w klasie IgM i IgG okre�lono wobec 12 szcze-
pów bakteryjnych. Szczepy od nr 1 do nr 10 wyizolowano
z dróg oddechowych �rebi¹t odsadzanych. Szczepy 11 i 12
to wybrane patogeny szczególnie chorobotwórcze w okre-
sie oko³ourodzeniowym i wychowu �rebi¹t pochodz¹ce
z kolekcji Zak³adu Mikrobiologii. Szczepom nadano nu-
mery porz¹dkowe (podane w nawiasach): Staphylococcus
sciuri (1), Staphylococcus sciuri (2), Staphylococcus sciu-
ri (3), Staphylococcus xylosus (4), Staphylococcus xylosus
(5), Staphylococcus aureus (6), Staphylococcus aureus (7),
Streptococcus equi subsp. Zooepidemicus (8), Streptococ-
cus equi subsp. Zooepidemicus (9), Enterobacter aglome-
rans (10), Rhodococcus equi (11), Salmonella enterica ser
Typhimurium (12).

Oznaczenie poziomu przeciwcia³ swoistych wobec wy-
mienionych patogenów wykonano w surowicy 12 klaczy
i ich �rebi¹t. Wyniki uzyskane w surowicy klinicznie zdro-
wych klaczy traktowano jako odwo³awcze dla oceny po-
ziomów przeciwcia³ swoistych w surowicy �rebi¹t. Anty-
genem do op³aszczenia fazy sta³ej by³y bakterie o koncen-
tracji 109/ml zawieszone w PBS. Przed analiz¹ poddawano
je gwa³townemu zamro¿eniu do temp �20°C, a nastêpnie
gotowano przez 2 godziny na wolnym ogniu. Uzyskana
zawiesina inaktywowanych bakterii by³a rozcieñczana
w buforze wêglanowym w stosunku objêto�ciowym 1 : 10.
Uzyskan¹ zawiesinê robocz¹ nanoszono po 50 µl do base-
nika. Pierwsze przeciwcia³o zawiera³a surowica badana
rozcieñczona 1 : 100 w PBS. Drugie przeciwcia³o pocho-
dzi³o z koziej surowicy handlowej przeciw IgG (H+L) ko-
nia znakowanej peroksydaz¹ chrzanow¹ (Goat Anti-
-Equine IgG (H+L), Horseradish Peroxidase (HRP) Con-
jugate, Southern IgG Biotechnology. Cat. No. 6040-05)
w rozcieñczeniu 1 : 4000 w PBS oraz z koziej surowicy
handlowej przeciw IgM konia znakowanej peroksydaz¹
chrzanow¹ (Goat Anti-Equine IgM, Horseradish Peroxida-
se (HRP) Conjugate, Serotec, Cat. No.AA I33P) w rozcieñ-
czeniu 1 : 10 000 w PBS.

Uzyskane wyniki opracowano statystycznie metod¹ ana-
lizy wariancji w uk³adzie nieortogonalnym. Istotno�æ ró¿-
nic oszacowano testem wielokrotnego rozstêpu Duncana.
Obliczenia wykonano przy wykorzystaniu pakietu progra-
mów statystycznych SAS.

Wyniki i omówienie
Poziom bia³ka ca³kowitego w surowicy �rebi¹t przed

piciem siary wynosi³ 37,90 g/L. Nieznaczny procent
tej warto�ci stanowi³y gamma globuliny (tab. 1). Prze-
ciwcia³a swoiste klasy IgM i IgG w surowicach �0�
stwierdzono wobec wszystkich badanych drobnoustro-
jów. Warto�æ gêsto�ci optycznej (OD) przeciwcia³

swoistych klasy IgM by³a najwy¿sza wobec S. aureus
(6), S. enterica ser Typhimurium (12), S. aureus (7),
a najni¿sza wobec E. aglomerans (10), S. equi subsp.
Zooepidemicus (8) i S. sciuri (1). Dla przeciwcia³
klasy IgG stwierdzono wysokie warto�ci OD wobec
S. aureus (6) i E. aglomerans (10). Bardzo niskie od-
czyty OD, sugeruj¹ce jedynie �ladow¹ obecno�æ prze-
ciwcia³ swoistych odnotowano w przypadku S. sciuri
(3), R. equi (11).

Po zakoñczonej absorpcji jelitowej immunoglobu-
lin siarowych poziom bia³ka ca³kowitego wynosi³
56,78 g/L, a ponad 25% tej warto�ci stanowi³y gamma
globuliny (tab. 1). Prawid³owo, stê¿enie surowiczych
immunoglobulin siarowych powinno przekroczyæ 8 g/L
w 24. godzinie ¿ycia �rebiêcia (10, 16).

Najwy¿sze poabsorpcyjne OD przeciwcia³ klasy
IgM stwierdzono wobec S. enterica ser Typhimurium
(12), E. aglomerans (10), natomiast najni¿sze w przy-
padku R. equi (11) i S. xylosus (4). Wy¿szy ni¿ w suro-
wicy klaczy poziom przeciwcia³ swoistych klasy IgG
odnotowano u �rebi¹t wobec S. equi subsp. Zooepide-
micus (8) i S. sciuri (1), a niski poziom stwierdzono
dla E. aglomerans (10) i S. aureus (7). Pozosta³e war-
to�ci IgG wobec bakterii by³y zbli¿one do odpowied-
nich gêsto�ci optycznych w surowicy matek. Od oko-
³o 4. dnia ¿ycia rozpoczyna siê spadek siarowych bia-
³ek odporno�ciowych (14). Poziom IgG oznaczony
w 10. dniu od narodzin jest ju¿ wyra�nie ni¿szy i utrzy-
muje siê na wzglêdnie sta³ym poziomie do 32. dnia
¿ycia �rebiêcia (13).

W 3.-4. tygodniu ¿ycia, w surowicy 12 badanych
�rebi¹t stwierdzono spadek warto�ci bia³ka ca³kowi-
tego oraz frakcji gamma globulinowej (tab. 1). Gêsto�æ
optyczna dla przeciwcia³ IgM by³a najwy¿sza wobec
S. enterica ser Typhimurium (12), niska natomiast
wobec S. sciuri (3), S. sciuri (1), E. aglomerans (10).
Dla przeciwcia³ klasy IgG, warto�ci OD by³y najwy¿-
sze w przypadku S. equi subsp. Zooepidemicus (8),
wy¿sze nawet od poziomu przeciwcia³ wobec tego
drobnoustroju w surowicy klaczy. Znacznie ni¿sze od
pozosta³ych warto�ci OD oznaczono wobec E. aglo-
merans (10).

ainadabsazC
ok³aiB

etiwok³ac
L/g

³aizdu%
ammag
nilubolg

eine¿êtS
ammag

L/gnilubolg

aciworuS � t¹iber
�0�.zdog 98,3±09,73 1 47,1±03,4 1 37,0±56,1
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aicy¿.zdog.84-.63 28,8±87,65 08,6±75,52 77,5±90,51
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yzcalkaciworuS
udoropdo.zdog.84-.63 08,2±59,86 29,4±85,02 34,3±97,31

Tab. 1. Poziom bia³ka ca³kowitego w surowicy klaczy i ich
�rebi¹t w 2001 r.
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Odnotowany w badaniach w³asnych spadek im-
munoglobulin w 3.-4. tygodniu jest zgodny z wynika-
mi badañ innych autorów. Ju¿ w 1974 r. stwierdzono,
¿e poziom immunoglobulin siarowych w surowicy pra-
wid³owo zabezpieczonych �rebi¹t spada do najni¿szej
warto�ci w 4. tygodniu ¿ycia (6). Niewielk¹ ich ilo�æ
mo¿na jeszcze stwierdziæ u 5-6-miesiêcznych �rebi¹t
(8). Natomiast swoiste przeciwcia³a siarowe spadaj¹
stopniowo do 3. miesi¹ca ¿ycia, a nastêpnie utrzymu-
j¹ siê na sta³ym niskim poziomie do 5. miesi¹ca (7).
Zaobserwowano najni¿szy poziom IgG w 42. dniu ¿y-
cia w grupie kontrolnej i w 56. dniu w grupie �rebi¹t
stymulowanych klaczy. Szybszy by³ spadek IgG(T),
w tych grupach odnotowany ju¿ w 28. dniu ¿ycia (9).

U �rebi¹t odsadzonych stwierdzono wzrost bia³ka
ca³kowitego, z jednoczesnym spadkiem procentowe-
go udzia³u w nim gamma globulin. Bezwzglêdna war-
to�æ tej frakcji by³a zbli¿ona do oznaczonej w 3.-4.
tygodniu ¿ycia (tab. 1).

U �rebi¹t odsadzonych stwierdzono bardzo wyso-
kie warto�ci gêsto�ci optycznej przeciwcia³ klasy IgM,
porównywalne z poziomami w surowicy klaczy z wy-
j¹tkiem bardzo niskiego poziomu wobec S. equi subsp.
Zooepidemicus (9). W przypadku S. aureus (6) odno-
towano oko³o dwa razy wy¿sz¹ warto�æ OD dla IgG
od pozosta³ych. Warto�æ OD najni¿sz¹ stwierdzono
wobec S. xylosus (4) oraz, podobnie jak dla przeciw-
cia³ klasy IgM wobec S. equi subsp. Zooepidemicus

Ryc. 6. Poziom przeciwcia³ swoistych wobec S equi � (11)Ryc. 5. Poziom przeciwcia³ swoistych wobec E. aglomerans �
(10)
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Zooepidemicus � (9)
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(9). W chwili obecnej wiadomo, ¿e powy¿ej 50. dnia
¿ycia organizm �rebiêcia chroniony jest przed infek-
cjami w³asn¹ pul¹ przeciwcia³ (5, 11).

Infekcja �rebiêcia np. rotawirusami powoduje po-
cz¹tkowy gwa³towny spadek przeciwcia³ swoistych
z nastêpuj¹cym gwa³townym ich wzrostem od 28. dnia
¿ycia. Poziom IgG, przy braku kontaktu z tym antyge-
nem, osi¹gn¹³ najni¿sz¹ warto�æ w 42. dniu ¿ycia, po
czym ³agodnie wzrasta³. Natomiast poziom swoistych
przeciwcia³ IgG wykazywa³ sta³y ³agodny spadek od
absorpcji immunoglobulin siarowych do zakoñczenia
badañ (2). Po oko³o 14 dniach od infekcji EHV-4,
u �rebi¹t wzrasta poziom IgGb i IgGa. Subizotypy IgGc
i IgG(T) wykazuj¹ jedynie nieznaczny wzrost stê¿e-
nia (12).

Na podstawie stwierdzonych w badaniach w³asnych
warto�ci OD przeciwcia³ swoistych klasy IgM i IgG,
wykre�lono krzywe obrazuj¹ce narastanie, w surowi-
cy �rebi¹t, odpowiedzi humoralnej wobec badanych
12 drobnoustrojów. Bior¹c pod uwagê wyniki badañ
innych autorów np. Flaminio (3, 4), w których stwier-
dzono u �rebi¹t tendencjê wzrostow¹ dla IgM od 1. do
6. miesi¹ca ¿ycia, a dla IgG drugi szczyt krzywej w 3.
miesi¹cu z pó�niejszym spadkiem do 6. miesi¹ca ¿y-
cia, w badaniach w³asnych tak¿e oczekiwano okre�lo-
nego zachowania siê obu tych krzywych. Spodzie-
wano siê mianowicie niskiego poziomu przeciwcia³
w klasie IgM i IgG w chwili narodzin, nieznacznego
wzrostu w klasie IgM i wysokiego w klasie IgG po
absorpcji immunoglobulin siarowych, spadku w oby-
dwu klasach w badaniu kontrolnym z 3.-4. tyg. ¿ycia
�rebi¹t i wzrostu IgM u �rebi¹t odsadzonych, przy nis-
kim jeszcze poziomie swoistych przeciwcia³ w klasie
IgG. Taki przebieg krzywych zaobserwowano w przy-
padku S. sciuri (1), S. sciuri (3), R. equi (11) (ryc. 6).
Natomiast odbiega³y od tego schematu krzywe dla
S. aureus (7) (ryc. 2) i S. sciurii (2) oraz S. Typhimu-
rium (12). Wykazuj¹ one wcze�niejszy, bo ju¿ w 3.-4.
tygodniu ¿ycia, wzrost przeciwcia³ swoistych w kla-
sie IgG. Wzrost taki mo¿e �wiadczyæ o du¿ym napo-
rze antygenowym tych drobnoustrojów �rodowisko-
wych i o wcze�niejszym zaanga¿owaniu w³asnych
mechanizmów obronnych w ochronê zdrowia. Sta³¹
tendencjê wzrostow¹ krzywej dla przeciwcia³ klasy
IgM przy spadku poziomu IgG oznaczono dla S. Zoo-
epidemicus (8) (ryc. 3) i S. xylosus (4). Narastanie od-
powiedzi humoralnej w klasie IgM i IgG od 3-4 ty-
godnia ¿ycia obserwowano wobec S. aureus (6) (ryc. 1)
i S. xylosus (5).

Natomiast w przypadku E. aglomerans (10) (ryc. 5)
zaobserwowano najwy¿sze warto�ci OD dla przeciw-
cia³ klasy IgM po zakoñczonej absorpcji jelitowej
z pó�niejsz¹ tendencj¹ spadkow¹. Najwy¿sze stê¿e-
nie przeciwcia³ swoistych klasy IgG stwierdzono
w surowicy �0�. W okresie wychowu �rebi¹t obser-
wowano spadek poziomu przeciwcia³ IgG. Natomiast
po odsadzeniu warto�æ OD przeciwcia³ swoistych klasy
IgG by³a bardzo wysoka przy niskich warto�ciach

w klasie IgM. Dla szczepu S. Zooepidemicus (9)
(ryc. 4) spadek obydwu krzywych, obrazuj¹cych po-
ziomy przeciwcia³ swoistych, mo¿e sugerowaæ brak
tego drobnoustroju w �rodowisku lub stan tolerancji
immunologicznej nabytej w okresie rozwoju p³odo-
wego, gdy¿ bakteria ta bytuje w uk³adzie rozrodczym
klaczy.

Warto podkre�liæ, ¿e w przypadku ró¿nych szcze-
pów tego samego gatunku drobnoustroju stwierdzono
ró¿nice w kszta³towaniu siê swoistej odpowiedzi hu-
moralnej wobec nich. Szczególnie widaæ to na przy-
k³adzie obydwu szczepów S. Zooepidemicus (ryc. 3,
ryc. 4). Odmienna odpowied� immunologiczna wo-
bec tych szczepów mo¿e byæ spowodowana du¿¹ ró¿-
norodno�ci¹ antygenow¹ tego patogenu (1). Kszta³to-
wanie siê swoistej odpowiedzi humoralnej w okresie
wychowu �rebi¹t wobec patogenów �rodowiskowych,
zale¿y w du¿ej mierze od w³a�ciwo�ci antygenowych
poszczególnych szczepów oraz osobniczego statusu
immunologicznego.
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