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zmiane pH kalu z kwasnego na zasadowy, bie-
gunke u licznych prosigt oraz nagle zejscia
$miertelne niektérych z nich.

2. Podawanie w -analogicznych warunkach
tylozyny oraz zwiekszonych dawek enteramidu,
tego ostatniego w odstepach kilku dni, nie
powodowalo zmian podanych w p-keie 1 ani
zachorowan i padnie¢ prosiat.

3. Sztuczne zmniejszenie liczby i zahamo-
wanie mamnazania paleczek Lacto w przewo-
dzie pokarmowym zdrowych prosigt powoduje
liczebng i funkcjonalng przewage pateczek
E. coli; formy te staja sie przyczyna zaburzen
czynno$ci przewodu pokarmowego (biegunka)
oraz padnie¢ prosiat.

Adres autora: prof. dr Henryk Janowski, Olsztyn-Kor-

towo, Wydzial Weterynarii WSR.
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Wptyw preparatu Lactovac na flore bakteryjng jelit u prosigt

Zaklad Badania Choréob Swin Instytutu Weterynarii

w Putawach

Kierownik: prof. dr H. JANOWSKI *)

Przedmiotem badan opisanych ponizej **)
jest zywa liofilizowana hodowla mutantéow
szczepu Lactobacillus acidophilus Lgy (Ligs),
przeznaczona jako preparat Lactovac do profi-
laktyki i leczenia schorzen przewodu pokarmo-
wego wywolanych przez E. coli u cielgt, pro-
sigt, psoéw, kotow i zwierzat futerkowych oraz
biegunek tych zwierzat o niewyja$nionej etio-
logii jak tez powstalych w wyniku leczenia ich
antybiotykami. Niektére  wtadciwosel tego
szczepu oraz odpowiednie podloze namnazajgce
opisali Denis i Gosiewska (2).

Badania wlasne mialy na celu okre$lenie
warto$ci preparatu przed dopuszczeniem go do
szerokiego stosowania w terenie. W tym celu
postanowiono wykona¢ nastepujgce badania
szczegblowe:

1. zbada¢ cechy ogdlne preparatu podane w
projekcie normy producenta tj. Drwalewskich
Zakladéw Przemystu Bioweterynaryjnego,

2) zbada¢ in vitro wplyw szczepu Lj; na

niektore bakterie chorobotwoércze — w tym
gtownie na szczepy E. coli izolowane z kalu
prosiat,

3) podawa¢ preparat per os prosietom, ce-
lem zbadania jego wplywu in vivo na niektore
sktadniki flory bakteryjnej jelit. ’

Material i metody

Badanie cech ogélnych preparatu obejmowalo: a)
badanie barwy, strukiury i konsystencji liofilizatu
b) zawieszalnodci — wokre§lanej stopniem latwoéei two-
rzenia homogennej zawiesiny w roztworze fizjologicz-
nym, c¢) zanieczyszczen bakteryjnych w preparacie
mikroskopowym barwionym metoda Grama, d) zy-
wotnosci zliofilizowanego szczepu i ewent. obecnos$ci
zanieczyszczen bakteryjnych (prébki 0,2 ml zregene-
rowanego preparatu posiewano na agar sko$ny zwy-
kty, agar stupkowy cukrowy, agar sko$ny octanowy
o skladzie: agaro-bulion na Stauba — 1000 ml, gli-
koza — 5 g, octan sodu bezwodny — 5 g, agar Difco
— 18—20 g i plynnag pozywke LO zawierajacg w
1000 ml H,O dest. glikozy — 5 g, octanu sodu bez-
wodnego — 5 g i ekstraktu drozdzowego Difco —
5 g. Posiewy inkubowano przez 72 godz. w temp.
37°C), e) opornoéci na antybiotyki — okre§lonej ma

*) Obecne miejsce pracy: Instytut Chordb Zakaznych
i Inwazyjnych Wydz. Wet. WSR w Olsztynie.

**) Badania zostaly podjete na proshe Zjednoczenia Prze-
mystu Bioweterynaryjnego i Zootechnicznego w W-wie.

stalym podiozu L.O. przy uzyciu krazkow bibutowych
nasyconych chloromycetyng, streptomycyna, aureomy-
cyna, terramycyng i tetracykling, f) stopnia nieszko-
dliwosci — zregenerowany preparat wstrzykiwanc
w dawce 0,5 ml dootrzewnowo 5 zdrowym myszkom,
ktore obserwowano przez nastepne 7 dni, oraz
g) stopnia wilgotnosci, ktory okreslano posrednig me-
toda wagowa po wysuszeniu preparatu nad P,Os przy
cisnieniu ok. 1 Tr,

AktywnoS¢ szczepu Ly; in vitro w stosunku do
szezepow Salmonella choleraesuis **#*), Pseudomonas
aeruginosa ***), Erysipelothrix insidiosa ***) oraz E.
coli wyizolowanych z kalu prosigt uzytych w dalsze]
czeSci badan, okreSlano wg metodyki Vincenta (10)
oraz Frederiq’a (3) stosowanej przy badaniu lakto-
cydyny i kolicyn. Jako pozywke uzywano podloze
APT 2z dodatkiem purpury bromokrezolowej. Czas
inkubacji wynosit: dla pateczek Lacto 72 godz., dla
pozostatych bakterii — 24 godz.

W trzeciej czesci badan uzyto 16 zdrowych prosiat
w wieku 8 tyg. rasy pulawskiej, o ciezarze ciata po
ok. 20 kg. Zwierzeta zywiono mieszanka, P w iloSct
1 kg/sztuke dziennie z dodatkiem niewielkiej ilo$ci
mleka i parowanych ziemniakéw. Prosieta te podzie-
lono losowo na 4 grupy liczgce po 4 prosieta, z kto-
rych gr. I — otrzymywata z karmg badany preparat
w postaci liofilizatu przez 10 kolejnych dni, gr. IT za$
stanowila kontrole. Dawka preparatu wynosita, zgod-
nie z zaleceniami Wytworni, 6 ampulek liofilizatu na
prosie. W czasie skarmiania szczepionki od prosiagt
pobierano prébki kalu, w ktérym po rozciehczeniu do
10— i 10—7 okreS§lano: liczbe kolonii E. coli na pod-
tozu McConkey’a, odsetek kolonii hemolizujacych na
agarze z dodatkiem 5% krwinek baranich i 2 j/ml
penicyliny oraz liczbe kolonii drobnoustrojéw z gru-
py Lactobacillus na podlozu APT z dodatkiem kwasu
octowego o pH 5,3.

Prosietom gr. IITI dodawano do cieptej karmy tzw.
mleko acidowe w ilosci 1,5 litra na prosie dziennie.
Prosieta gr. IV stanowily kontrole tego do$wiadcze-
nia. Mleko acidowe otrzymywano przez dodanie do
przegotowanego i ostudzonego mleka odtiuszczonego,
liofilizowanej hodowli szczepu L;s w stosunku 1 am-
pulka na 2,5 litra. Mleko to przetrzymywano nastep-
nie przez 48—172 godz. w temp. 37°C, po czym spraw-
dzano je badaniem bakteriologicznym.

Badanie bakteriologiczne kalu prosiat wykonywano
wg metodyki opisanej poprzednio.

Wyniki
Wyglad zewnetrzny oraz cechy fizyczne ba-

danych liofilizatéw nie budzilty zastrzezen. Sto-
pien ich wilgotnosci byt prawidlowy, gdy nie

)y Spezepy pochodzily z Muzeum Szczepow IWet w Pu-
lawach oraz ZHW w Kielcach.
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przekraczat 3%. W preparacie mikroskopowym
z liofilizatu stwierdzano pojedyncze komorki
bakteryjne morfologicznie rézne od bakterii
kwasomlekowych. Jednak wobec stwierdzenia
czystego wzrostu szczepu Ly; namnazajgcego
sie obficie na pozywkach LO i braku wzrostu
na innych pozywkach, mozna przyja¢, ze w
liofilizatach stwierdzano zabite drobnoustroje,
ktére dostaly sie najprawdopodobniej z mle-
kiem uzytym do liofilizacji. Posiewy klute na
stupku agaru cukrowego wykazaly, ze szczep
L5 namnazal sie w tych warunkach. Jednakze
namnazaniu temu nie towarzyszylto wytwarza-
nie gazu i rozrywanie podloza, co jest charak-
terystyczne dla wzrostu innych, niepozadanych
gatunkow beztlenowcdw.

Badany szczep ckazal sie oporny na uzyte
antybiotvki w stopniv podanym przez Wy-
twornie i byl nieszkodliwy dla myszy, ktore
w  okresie 7-dniowej obserwacji pozostaly
zdrowe.

Szczep Lys in vitro hamowal wzrost wszyst-
kich uzytych w badaniu szczepow E. coli, izo-
lowanych z kahlu prosigt doswiadczalnych.

Ryc. 1

Fot. J. Pacewicz

Wzdluz $rednicy plytki posiano w szerokiej
linii badany szczep Ly; a w liniach prostopad-

tych — szczepy E. coli wyizolowane od prosiat
uzytych w do$wiadczeniu.
Jak wida¢ na ryc. 1 — w poblizu kolonii

szezepu l.; zostal calkowicie zahamowany
wzrost szezepow E. coli.

To samo zjawisko, wykazane przy uzyciu
nieco innej techniki, widoczne jest na ryc. 2.

Na plytke posiang jak poprzednio badanym
szczepem L5 ktorego kolonie po 48 godz. in-
kubacji zabito parami chloroformu, nalano roz-
cienczong  1:1000 bodowle bulionowa szczepu
E. coli wyizolowanego od prosiecia. Po 24 godz.
inkubacji widoczne jest hamujace dziatanie
szczepu Li; ma rozwdj pateczek okreznicy.
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Ryec. 2
Tot. J. Pacewicz
Dzialanie in wvitro badanego szczepu Ly; na
hodowle paleczek z grupy Salmonelia, Pseudo-
monas ceruginosa i E. insidiosa przedstawione
jest na ryc. 3.

Ryc. 3. Wzdluz Srednicy plytki posiano szczep Lactobacillus
acidophilus, w liniach poprzecznych 1, 2 — =zczepy z grupy
Salmonella, 3 — Pseudomonas aeruginbsa 1 4 — Erysipelo-
ilhrix insiliosa, ktérego wzrost nie uwidocznil #i¢ na rycinie.

Fot. J. Pacewicz

W doswiadczeniu tym stwierdzono rowniez
hamujacy wplyw szczepu Ly; na wzrost bada-
nych gatunkéw drcbnoustrojéw. Szczegolnie
silnie hamowany byt wzrost wloskoweow rod-
ZyCy.

Wyniki badania bakteriologicznego kalu
prosigt, ktére otrzymywaly Lactovac, przedsta-
wiono na ryc. 4.

Na wykresie tym na osi rzednych zaznaczo-
no liczby bakterii: kwasomlecznych w miliar-
dach i E. coli w milionach na gram masy katu.
Na osi odcietych zaznaczono dni przed i w
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czasie pcdawania Lactovacu a takze po za-
konczeniu jego podawania. Rozpoczecie i za-
konczenie podawania zaznaczono strzatkami.
Gorna krzywa ciaggla przedstawia zmiany ilos-
ciowe pateczek z gr. Lactobacillus (wyrostych
na podiozu APT) w kale prosiat, ktore otrzy-
mywaly Lactovac, natomiast goérna krzywa
przerywana — analogiczne dane u prosigt kon-
trolnych.

Dwie dolne krzywe przedstawiajg zmiany w
zakresie liczby pateczek E. coli: krzywa ciagla
— w kale prosigt, ktére otrzymywaty Lacto-
vac, krzywa przerywana — w grupie kontrol-
nej.

Z ryc. 4 wynika, ze u prosigt, ktore otrzy-
mywaly Lactovac liczba palteczek Lacto byla
kilkunastokrotnie wyzsza, niz w grupie kon-
trolnej i najwyzszg warto$¢ osiggneta w pia-
tym dniu stosowania preparatu.

Przy badaniu paleczek okreznicy nie stwier-
dzono wiekszych roznic ilosciowych u prosiat
obydwu grup, chociaz liczba E. coli w grupie
kontrolnej byta nieco wieksza. Nie obserwowa-
no réwniez wystepowania form beta-hemoli-
tycznych tych pateczek.

Nieco inne wyniki stwierdzono przy bada-
niu kalu prosiat, ktére otrzymywaly mleko
acidowe. Przedstawiono je na ryc. 5.

Uklad i oznaczenia danych na tym wykresie
sa takie same jak na ryc. 4. Dodatkowo stup-.
kami i liczbami oznaczono odsetki szczepoéw
beta-hemolitycznych E. coli, ktore stwierdzono

w tym doswiadczeniu. Z ryc. b wynika, ze 2
i 3 dnia po rozpoczeciu skarmiania mleka aci-
dowego liczby pateczek z grupy Lactobacillus
w kale prosigt byly mniejsze niz u prosigt
grupy kontrolnej. Rownoczesnie wzrosta ok.
20-krotnie ogélna liczba pateczek E. coli i po-
jawily sie szczepy beta-hemolityczne w ilosci
ok. 80% wszystkich izolowanych kolonii. Naj-
wiekszy wzrost liczby pateczek okreznicy miat
miejsce 10 dnia, a najwiecej szczepéw hemoli-
zujgeych stwierdzono 3 dnia po rozpoczeciu
skarmiania mleka. Procent szczepéw hemoli-
tycznych ulegal zmniejszeniu, ale utrzymywa-
ly sie one przez caly czas zywienia do$wiad-
czalnego. Dodaé¢ nalery, ze w {ym czasie w
stanie zdrowia prosiat nie stwierdzono innych
odchylen od normy.
Omdéwienie

W wykonanych badaniach stwierdzono, ze
prébki Lactovacu odpowiadaly wymaganiom
zawartym w projekcie normy zakladowej za-
réwno co do cech fizycznych preparatu, jak i
wladciwosei uzytego szezepu.

Wyniki badania wplywu szczepu L,z na inne
bakterie in vitro sa zgodne z wynikami uzy-
skanymi przez Denisa i Gosiewska (2) oraz
przez Woltoszyna (11): badany szczep hamowat
wzrost pateczek okreznicy wyizolowanych od
Swin.

Stosunkowo niewielka liczba prosigt uzytych
do badan nad wplywem szczepu Lz na flore
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bakteryjng jelit utrudnia wyprowadzenie ogoél-
niejszych wnioskéw. Poniewaz jednak uzyska-
ne wyniki sg zgodne z wynikami badan wy-
konanych na wiekszym materiale (4), wydaja
sie one zastlugiwaé¢ na omoéwienie. Znaczny
wzrost ogélnej liczby paleczek okreznicy oraz
wystepowanie znacznej liczby beta-hemolitycz-
nych szczepow tych paleczek w kale prosiat,
stwierdzany byl wielokrotnie w badaniach
wplywu roznych diet, naglej zmiany karmy
oraz skarmiania antybiotykéw i sulfonamidéw
(6). Z reguty wystepowaly one takze u ok. 50%
prosigt po odlgczeniu ich od macior (5). Zjawi-
ska te stwierdzano tez bezposrednio przed wy-
stgpieniem biegunki wzgl. innych objawow
kolibakterioz.

RYC. 5. Wptyw mieka acidowego na liczbe pateczek
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sowanie budzi pewne obawy. Produkcja mleka
acidowego, stosunkowo tatwa w warunkach la-
boratoryjnych i w warunkach niektérych
mleczarn, moze okazaé sie trudna w warun-
kach wielu gospodarstw rolnych. Mleko acido-
we stanowi nietrwatg hodowle bakterii kwa-
somlecznych. Stad wynika konieczno$¢ stosun-
kowo szybkiego jej zuzycia, a w przypadkach
przyrzadzania jej np. w mleczarniach
sprawne] organizacji zbytu i transportu. Przy
tym konieczne jest przestrzeganie rygoréw
sanitarnych oraz odpowiednie przeszkolenie
personelu. Przypomnie¢ réwniez nalezy, ze od-
tltuszczone mleko przed zakwaszeniem powinno
by¢ pasteryzowane lub przegotowane, co sta-
nowi dodatkowe utrudnienie. Nalezy doda¢
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Podobne wyniki uzyskiwali rowniez inni
autorzy w kraju i za granicg. Zmiany takie we
florze bakteryjnej przewodu pokarmowego
uwaza¢ nalezy za niewykorzystane. Stwier-
dzono je rowniez po podaniu mleka acidowego,
ktére w uzytej w badaniach ilosci — zgodnej
z zaleceniami Wytwoérni — wydaje sie oddzia-
lywa¢ na flore bakteryjng jelit podobnie jak
nagla zmiana karmy wzgl. inne czynniki szko-
dliwe. Z badan wykonanych przez nas uprzed-
nio wynika, Ze optymalna dawka mleka za-
rowno stodkiego jak i zsiadlego dla prosigt w
tym wieku nie powinna przekracza¢ 1 1 na
sztuke. Mleko acidowe ma te zalete, Ze jest
znacznie tansze od liofilizowanej hodowli
szczepu Lys ale ewentualne szerokie jego sto-
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takze, ze skarmianie mleka, w ktéorym proces
kwaszenia przebiegal niewlasciwie stanowi za-
grozenie dla zdrowia zwierzat.

Uzyskane wyniki badan oraz przytoczone
wyzej wnioski zdajg sie przemawia¢ za pogla-
dem, ze korzystniejsze jest zatem stosowanie
Lactovacu w postaci liofilizowanej, zwlaszcza
u prosigt zywionych z malym dodatkiem mle-
ka. Liofilizaty nie tylko nie powodujg wtedy
niekorzystnych zmian we florze bakteryjnej
jelit, ale wywoluja korzystny dla zwierzat
wzrost liczby bakterii z grupy Lacto.

Wlasciwosci biologiczne szczepu Lys sa bar-
dzo korzystne, totez jego uzycie do produkeji
Lactovacu wolno uwazaé¢ za celowe. Mechanizm
jego dzialania wydaje sie polegaé¢ nie tylko na
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wywoltywaniu zmian iloSciowych, lecz takze
na jego wilasciwosciach antybiotykoopornych
oraz ha dzialaniu antagonistycznym w stosun-
ku do pateczek okreznicy w przewodzie pokar-
mowym.

Potrzeba wprowadzenia do lecznictwa wete-
rynaryjnego tego preparatu wynika ze znacz-
nych strat powodowanych przez kolibakteriozy
(5), oraz z wiasciwosci bakterii kwasomlecz-
nych. W przewodzie pokarmowym zdrowych
zwierzat stanowia one najliczniejsza grupe
bakterii (7). Natomiast po odlgczeniu prosigt
od macior oraz w chorobach przewodu pokar-
mowego, przewage liczbowg uzyskujg inne
bakterie — giéwnie za E. coli. Wzrost wielu
szezepow E. coli uwazanych za przyczyne ko-
libakterioz jest hamowany in vitro przez pro-
dukty hodowli bakterii kwasomlecznych. Do
produktéw tych zaliczany jest kwas mlekowy
oraz substancje o charakterze antybiotyku
zwana laktocydyng (11). Z publikacji Kinga
(9) znany jest rowniez korzystny wplyw skar-
miania kultur Lactobacillus acidophilus w for-
mie handlowego preparatu, rna produkcje be-
konu. Wydaje sie on by¢ miedzy innymi wy-
nikiem dziatania witamin z grupy B, wytwa-
rzanych przez te drobnoustroje. Takze u $win
chowanych w warunkach krajowego tuczu prze-
mystowego, najwieksze przyrosty cigzaru ciala
stwierdzat Bartosz (1) w okresie wystepowania
w ich kale znacznej przewagi liczebnej pale-
czek Lacto nad pateczkami E. coli.

Reasumujgc zatem cato$¢ wynikéw badan i
przytoczonych rozwazan, wolno stwierdzi¢, ze
preparat Lactovac nadaje si¢ do szerokiego za-
stosowania w praktyce.

Wnioski

1. Zliofilizowana hodowla szczepu L;; Lacto-
bacillus acidophilus przeznaczona jako prepa-
rat Lactovac do zapobiegania i leczenia choréb
przewodu pokarmowego u zwierzgt mlodych
ma odpowiednie cechy fizyczne, jest wolna od
zanieczyszczen bakteryjnych i nieszkodliwa dla
zwierzat laboratoryjnych,.

2. Zawarty w preparacie szezep Ly; Lacto-
bacillus acidophilus jest oporny in vitro na
chloromycetyne, streptomycyne, aureomycyne,
terramycyne i tetracykline oraz hamuje w sze-
rokiej strefie wzrost szczepdéw Salmonella cho-
leraesuis, Pseudomonas aeruginosa, Erysipelo-
thrix insidiosa i E. coli. Najwiecksze zahamo-
wanie stwierdzono w stosunku do E. insidiosa.

3. Preparat podany prosietom per os w ilo§~
ci 6 ampulek liofilizatu dziennie na prosie
przez 10 dni — powodowal znaczny wzrost licz-
by pateczek Lacto w kale (najwyzszy 5 dnia)
— przy niezmiennej liczbie pateczek E. coli
i braku ich form hemolitycznych.

4. Ten sam preparat podany prosietom w
postaci tzw. mleka acidowego (zakwaszonego

szczepem L;s po uprzednim przegotowaniu)
powodowal 2—3 dnia spadek liczhy paleczek
Lacto, ktéremu towarzyszyt wzrost liczby pa-
leczek E. coli oraz wystapienie do 80% ich po-
staci hemolitycznych.

5. Preparat Lactovac produkcji Drwalew-
skich Zakladéw Przemystu Bioweterynaryj-
nego w Drwalewie, nadaje sie, w postaci liofi-
lizatéow, do szerokiego stosowania w praktyce
jako $rodek leczniczy i zapobiegawczy przy
kolibakteriozach prosiat.
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LOZANO E, A, CATLIN J. E.,, HAWKINS W. W.:
Wplyw antytoksyny beta Clostridium periringens i
adsorpcji siary na wystepowanie bialej biegunki cie-
lat. (Effect of Clostridium perfringens beta antitoxin
and colostral absorption on incidence of calf scours).
Cornell Vet., 61, 296-310, 1971(2).

Przebadano role jakg wodgrywa antytoksyna typu
beta ze szczepow Clostridium perfringens w biale]
biegunce cielat. Cieleta otrzymywaty antytoksyne albo
z siarg kroéw uodpornionych toksoidem :Cl. perfrin-
gens, wzglednie cieletom podawano dousthie lub pod-
skérnie surowice odpornosciowg koni zawierajgca
60000 jednostek miedzynarodowych antytoksyny beta.
Antytoksyne stosowano u cielgt ktore nie przekro-
czyly 14 godzin zycia. U cielat badanych nie zaob-
serwowano statystycznie istotnego spadku ilosci za-
chorowan na bialg biegunke w poréwnaniu do cielat
z grupy kontrolnej.

Z.
WARD G. M.: Doswiadczalne zakazenie ci¢zarnych
owiec wirusem biegunki bydla-choroby blon $luzo-
wych. (Experimental infection of pregnant sheep with
bovine viral diarrhea-mucosal disease virus). Cornell
Vet. 61, 179—191, 1971(1).

Z 39 wrazliwych ciezarnych owiec zakazonych do-
zylnie wirusem biegunki bydia~choroby bton $luzo-
wych (BVD-MD) siedem maciorek urodzito w terminie
12 zdrowych jagnigt, u 5 zaé w dwoch przypadkach
wystepowata mumifikacja plodow, w dwoéch przy-
padkach autolize plodow w jednym przypadku hy-
poplasia cerebri, wodoglowie i wrodzone znieksztal-
cenie tylnych koriczyn. Owce ciezarne zakazono po-
miedzy 22—105 dniem po pokryciu, szczepem cyto-
patogennym NADL (19 sztuk) lub dozylnie niecytopa-
togennym szczepem 8610. W surowicy jednego jagnie-
cia, ktore padio po 4 godzinach od chwili urodzenia
i nie bylo karmione siarg wystepowaly swoiste prze-
ciwciala w mianie 1:6. U zakazonych maciorek swo-
iste przeciwciaja wystepowaly 90 dnia po zakazeniu.
U jednej sztuki miano swoistych przeciwcial 4 mie-
sigca po zakazeniu wynosito jeszcze 1:256. Z tkanek
poroniomych ptodéw oraz z narzadéw maciorek ktére
poronily nie udalo sie wyizolowaé wirusa BVD-MD.
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