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Summary

The effect of immunoprophylaxis on the eccurence
of entercotoxigenic Escherichia coli strains with ad-
hesive fimbriae in the faeces of piglets

Pregnant sows were immunized against colibacillosis with
3 different commercial vaccines containning K88, K99, F41,
and 987P fimbriae. E. coli strains isolated from the faeces
of the newborn piglets were subsequently investigated for
the presence of the mentioned fimbrial adhesins by the
use of hemagglutination and slide agglutination tests. LT
and STa enterotoxins were determined by ELISA and
inhibition ELISA, respectively, using monoclonal antibo-
dies. The results were compared with non — immunized
controls. It was shown that all 3 vaccines used, had signi-
ficant effect on the reduction of enterotoxigenic E. coli
strains, with adhesive fimbriae, in newborn piglets. Only
2 out of 89 strains tested possessed K88 fimbriae whereas
18 and 10 strains isolated from control piglets (out of 83
strains examined) had K88 and K99 fimbrial adhesins,
respectively. Only 1 strain isolated from immunized pig-
lets was enterotoxigenic as compared to 40 enterotoxin-
-positive strains from control animals. These results show
that immunization of sows with vaccines containing E. coli
strains with adhesive fimbriae is effective in reducing the
number of pathogenic E. coli strains in faeces of newborn
piglets.

Kolibakterioza prosigt pozostaje glowna przyczyng
strat prosigt noworodkow oraz prosiat w okresie okoto-
odsadzeniowym. Czynnikiem etiologicznym tej choroby
sa patogenne szczepy Escherichia coli, ktére w odroz-
nicniu od wystepujacych w przewodzie pokarmowym
niechorobotwérezych szczepdéw pateczki okreznicy (ko-
mensali), charakteryzuja sie obecnos$cig czynnikéw pato-
gennosci. Sg nimi fimbrie swoiste oraz enterotoksyny
(2, 3, 6). Szczepy o wymienionych wiasciwosciach (szcze-
py enterotoksyczne — ETEC) z reguly nalezg do ogra-
niczonej liczby serotypow (2, 11, 12).

W patogenezie kolibakteriozy istotne znaczenie ma
zdolnos¢ kolonizacji nabltonka jelit cienkich przez pa-
leczke okreznicy. Podstawowg role w tym procesie od-
grywaja fimbrie swoiste, oznaczone jako K88 (F'4), 987P
(F6), K99 (F5), F 41, F1 656, CS 31 A i inne (2, 3). De-
cydujacy wplyw na rozwo6j objawow kolibakteriozy ma-
ja uwalniane przez szczepy ETEC enterotoksyny: cie-
plochwiejna LT i cieplostala ST (odmiany STa i STb).
Wielokrotnie obserwowano rownoczesnie wytwarzanie
enterotoksyny LT i'lub ST oraz obecnosé fimbrii K88
(F4) u tego samego szczepu, izolowanego od prosigt
z objawami biegunki (3).

W zapobieganiu kolibakteriozie prosiat oseskow sku-
teczne okazalo sie ich bierne uodpornienie przy pomocy
siary matek, szczepionych w ostatnim trymestrze cigzy.
Indukowane w wyniku immunizacji przeciwciala swoiste
skierowane przeciwko fimbriom, jak rowniez entero-
toksynom, zwilaszcza LT, przekazywane sa prosietom
z siarg i chronig je w znacznym stopniu przed rozwo-
jem biegunki (3, 8). Odpornos¢ nowo narodzonych pro-

sigt zalezy gldéwnie od poziomu przeciwcial w siarze
oraz od jej ilo$ci, pobranej przez prosie; wazny jest tez,
liczgc od porodu, czas jej pozyskania.

Celem prezentowanej pracy bylo okreslenie wplywu
kilku szczepionek przeciw kolibaktcriozie na wystepe-
wanie w kale prosigt pochodzacych od uodpornianych
macior — szezepow E. coli wytwarzajacych enterotok-
syny LT i/lub STa oraz fimbric swoiste.

Materiat i metody

Szczepionki. Do
stepujacych preparatow:

— Enterit 1 (prod. Solco-Ambico, USA), zawierajgcy za-
wiesine szczepow E. coli z antygenami {fimbrialnym K88,
K99, F41 i 987P, z dodatkiem wodorotlenku glinu jako
adiuwantem. Szczepionke w dawce a 2 ml podawano sa-
micom prosnym domie$niowo (i.m.), dwukrotnie w okresie
51 2 tygodni przed porodem.

— Enterit 2 (prod. Solco-Ambico, USA), szczepionka wie-
lowazna, zawierajgca zawiesine szczepéw E. coli z podany-
mi wyzej antygenami oraz atenuowane serotypy A; i A,
rotawirusa. Jako adjuwant zastosowano wodorotlenek gli-
nu. Szczepionke podawano w sposéb taki sam, jak Enterit 1.

— Nobi-Vac-Porcoli (Intervet, Holandia), zawiesina inak-
tywowanych szczepéw E. coli z antygenami fimbrialnymi
K88ab, K88ac, K88ad, K99, F41 i 987P, z dodatkiem oleju
mineralnego jako adiuwantu. Szczepionke w dawce a 2 ml
podawano samicom prosnym im., dwukrotnie, w okresie
8§12 tygodni przed porodem,

Szczepy bakteryjne. Do badan baktericlogicznych
pobierano kal z odbytu od prosiat 1-—7-dniowych, pocho-
dzgcych od macior immunizowanych podanymi uprzednio
szczepionkami oraz od prosigt pochodzacych od macior nie
uodpornionych. Kal posiewano na podloze MacConkey’a
i agar z krwig. Kolonie o typowym dla szczepow E. coli
wygladzie badano biochemicznie i po 3 szczepy, z kazde]
badanej probki katu, zaliczone do gatunku E, coli, uzZy-
wano do dalszych badan.

Oznaczanie antygenoéw fimbrialnych. Fim-
brie K88, K99, F41 i 987P identyfikowano testem agluty-
nacji szkietkowej z surowicami swoistymi (12). Obecnos¢
fimbrii F1 okreslano testem hemaglutynacji czynnej z man-
noza =z udzialem krwinek czerwonych Swinki morskie]j
2, 12).

Okreslanie enterotoksyn LT i STa. Wytwarza-
nie enterotyksyn LT i STa przez izolowane szczepy E. coli
oznaczano testem ELISA z udziatem przeciwecial monoklo-
nalnych * (10). Szczepy do badan hodowano w mikropiyt-
kach oplaszczonych uprzednio swoistym dla enterotoksyn
receptorem GM; (Sigma, USA). Zwiazang z receptorem
enterotoksyne LT oznaczono na drodze reakcji enzymatycz-
nej, uzywajac przeciwcial monoklonalnych anty-LT i swoi-
stego koniugatu z peroksydazg chrzanowa (Jackson, USA).
Reakcje barwng wywolywano przez dodanie substratu
enzymatycznego (ortofenylodwuaminy OPD, w obecnosci
H:0,, w buforze cytrynianowym, pH 4,5) a wynik odczyty-
wano spektrofotometrycznie przy ditugosci fali 450 nm.

Do oznaczania enterotoksyny STa zastosowano test ELISA
w odmianie ,blocking”. Do oplaszczonych GM; mikroply-
tek dodawano kompleks enterotoksyny STa z podjednost-
kg B enterotoksyny Vibrio cholerae (STa-CTB). Po 60 mi-
nutach inkubacji w temperaturze pokojowe]j i przeptukaniu
plytek PBS, dodawano hodowle badanych szczepdéw E. coli
(z plytek uzywanych do oznaczania enterotoksyny LT, po
50 wul) i réwnoczesnie taka samg objetos¢ przeciwcial mo-

immunizacji macior uzywano ha-

* Przeciweiala monoklonalne anty-LT, anty-CT i anty-STa oraz
kompleks STa-CTB uzyskano od Profesor A. M. Svennerholm, Go-
teborg, Szwecja, za co autorzy wyrazaja podzigkowanie.
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Tab. 1. Wystepowanie fimbrii oraz wytwarzanie enterotoksyn przez szczepy E. coli izolowane od prosigt pochodzacych
od macior 1mmumzowanych oraz kontrolnych

Liczba szczep OW Z flmbrlaml

LlC.{bd uc ze pow

|
Stosowana Liczba i = wytw arza]gc;«ch
szezepionka | szczepow | Kag 1 K99 | 987P ‘ F4l \ ogélem | swoistymi ’_eil‘ter"t“k”’“ﬁf -
__ 4 | | LT | STa
Enterit 1 | s0 1 2 [ o | o | o | | s | 2 |
Enterit 2 | 30 | o | | o [ o T s [ 8 1 o 1 o | o
Nobi-Vac-Porcoli | A20 | o | o | o | o | 14 | 14 | o 0 | o
Kontrola | a8 | 18 | 10 | o | o | o | 3 | e | aax | gex
Objagnienie: * — roznice statystycznie istotne przy p < 0,05.

5

noklonalnych anty-STa. W przypadku, gdy badany szczep
wytwarzal enterotoksyne STa -— reagowala ona z badany-
mi przeciwciatami anty-STa. Kompleks ten (toksyna —
przeciwcialo), jako nie zwigzany z receptorem GM;, byl na-
stepnie wyplukiwany przy pomocy PBS i enzymatyczna
reakcja barwna nie mogla by¢ oznaczona. Natomiast, gdy
badany szczep E. coli nie wytwarzal STa, przeciwciata
anty-STa reagowaly z enterotoksyna STa zwigzanezo z GM;
kompleksu STa-CTB, a reakcja mogla byé wykazana bar-
wnie przy pomocy wspomnianego uprzednio koniugatu
z substratem enzymatycznym.

Obliczenia statystyczne. Uzyskane wyniki pod-
dano analizie statystycznej przy pomocy testéow t-Studenta
oraz chi-kwadrat z poprawka Yatesa.

Wyniki i oméwienie

Wyniki badan dotyczacych wystepowania fimbrii oraz
wytwarzania enterokosyn przez szczepy E. coli izolowa-
ne od prosigt, urodzonych przez samice immunizowane
szczepionkami przeciw kolibakteriozie oraz maciory kon-
trolne, zebrano w tab. 1.

Z przedstawionych danych wynika, ze tylko u 2 szcze-
péw (z 30 badanych) wyosobnionych od prosigt pocho-
dzacych od macior szczepionych preparatem Enterit 1,
stwicrdzono fimbrie swoiste typu K88. W pozostalych
grupach prosigt, pochodzgcych od samic immunizowa-
nych nie wykazano szczepdw majacych fimbric swoiste.
Stwierdzono, ze niektore szczepy E. coli, pochodzace od
prosigt uredzonych przez samice immunizowane, posia-
daly fimbrie typu FI, ktérych rola w patogenezie bie-
gunki nic jest, w aspekcie patogenezy kolibakteriozy,
Jednoznacznie okre$lona. W grupie kontrolnej (prosiat
od macior nie udopornionych), sposréd 83 izolowanych
szczepow E. coli 28 charakteryzowalo sie obecnoscia
fimbrii swoistych (z antygenami: K88 — 18 BZCZEPOW
1987 P — 10 szczepow). Stanowi to réznice statystycz-
nie istotng (p < 0,05) w stosunku do szczepow izolowa-
nych od prosigt grup do$wiadczalnych. Ogélem, na 83
szczepy E. coli wyosobnione od zwierzat kontrolnych
az 37 posiadalo fimbrie, w tym 28 fimbrie swoiste i 9
fimbri F1.

W tab. 1 przedstawiono réwniez wyniki badan do-
tyczaeych wytwarzania przez badane szezepy E. coli
enterotoksyn LT i STa. Wérod szczepow izolowanych
od prosigt pochodzacych od macior immunizowanych,
stwierdzono tylko jeden enterotoksyczny szezep E. coli
(wytwarzajacy enterotoksyne LT). W grupie kontrolnej
(maciory nie immunizowane) w$réd 83 szezepoéw bada-
nych az 40 bylo enterotoksycznych. Wytwarzaly one
enterotoksyny LT (14 szczepéw) oraz STa (26 szczepow).
Wskazuje to na réznice statystycznie istotne (p < 0,05)
w porownaniu do wynikéw grupy doswiadezalnej.

Uzyskane wyniki potwierdzaja celowo$¢ uodpornia-

nia ciezarnych macior przeciw kolibakteriozie jako sku-
tecznej metody zapobiegania jej wystepowania u prosigt.

Wskazuja one dodatkowo, ze w ten sposéb eliminowa-
ne 53 ze srodowiska bytowania $win szczepy E. coli,
ktére wytwarzaja cnterotoksyny i fimbrie adhezyjne —
istotne w powstawaniu kolibakteriozy.

Reasumujace, nic stwierdzono zasadniczych réznic, za-
leznie od stosowanej szczepionki, w stopniu eliminowa-
nia z katu prosigt oseskow szczepéw E. coli, cechuja-
cych si¢ obecnoscig fimbrii adhezyjnych i zdolnoscia
wytwarzania enterotoksyn. Na nieznaczng réznice moze
wskazywaé¢ fakt izolowania 2 takich szczepéw wyosob-
nionych z katu prosiat, ktérych matki immunizowane
byly szczepionka o nazwic Enterit 1. Mogloby to ewen-
tualnie przemawiaé za jej mniejsza skutecznoécia niz
pozostalych poréwnywanych szczepionek.
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Co majmniej trzy gatunki Sarcocystis
(S. cruzi, S, hirsuta i S, hominis). Najezedciej u bydla wy-
stgpuje S. cruzi, ktory przy masowej inwazji prowadz do
padania zwierzat. Najodpowiedniejszym sposobem rozpo-
znania chorpby jest trawienie materialu przesianeso do ba-
dania, zas okreslenie przynaleznosci gatunkowej pasozyvta
jest mozliwe wylgeznie na podstawie morfologii cvst. Ba-
dajac 202 sztuki bydla poddane ubojowi u 125 (62%) stwier
dzono cysty Salcocystls Odsetek  wynikéw pozytywnych
zalezal od rodzaju materialu poddawanego badaniu. Stosu-
jac przepone uzyskano 53% wynikow dodatnich, nrzelyk
370, migsnie zZuchwy 32% (érednio 60%). Stosujac badanie
histologiczne wyniki pozytywne uzyskano badajac przepo-
ng w 12%, przelyk w 22% i miesien zuchwy w 25% (ogo-
tem 36%). Nasilenie inwazji mierzone liczbg cyst przypa-
dajgca na cm? badanego narzadu wynosilo w miesniach
zuchwy érednio 16/cm2, w przelvku 1/em? | w przeponie
0.6 cysty/em® Najwigksza ilos¢ cyst przypadajgea na em?
badanego narzadu wynosita 13.8/cm! Nasilenie zarazen SpO-
wodowanych przez 5, cruzi jest w Kanadzie niewielkie
i przebiega z reguly w formie chronicznej.

stepuja u bydia
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