licznych, przez co przyczynia sig do zwigkszenia optacalnosci
hodowli [24, 39].

Podsumowanie

Systematyczne kontrolowanie bilansu energetycznego u wy-
sokomlecznych krow jest uzasadnione z uwagi na niekorzy-
stne nastepstwa wigzace si¢ z niedostatecznym zaopatrze-
niem tych zwierzat w energig. Wéréd nich najwazniejsze to:
utrata masy ciata, spadek wydajnosci mlecznej, choroby me-
taboliczne i pogorszenie parametrow rozrodu. Nie bez zna-
czenia pozostaje wiec fakt znalezienia obiektywnej i w miare
precyzyjnej metody szacowania zapasow energetycznych
krow mlecznych. Pozwoli to hodowcom na zminimalizowanie
strat ekonomicznych spowodowanych ujemnym bilansem e-
nergetycznym, poprzez odpowiednie modyfikowanie dawek
pokarmowych, zastosowanie preparatow energetycznych
i mineralnych oraz leczenie farmakologiczne. Ustalenie zalez-
nosci pomiedzy wielkoscig utraty kondycji oraz wynikajacymi
z tego zmianami parametréw metabolicznych w okresie oko-
towycieleniowym i we wczesnej laktacji to istotne informacie,
majace wptyw na zdrowotnos¢ oraz wyniki produkcyjne stada
[25]. Wedlug McGuier'a i wsp. [36], jedng z mozliwosci skro-
cenia okresu trwania ujemnego bilansu energetycznego i zmi-
nimalizowania jego negatywnych skutkéw jest dazenie do
zmaksymalizowania pobrania paszy przez wysoko wydajne
krowy na poczatku laktacii.
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Zastosowanie
szczepionek w terapii
mastitis

Magdalena Ferlas, Karol Fijatkowski,
Danuta Czernomysy-Furowicz

Akademmia Rolnicza w Szczecinie

Najczesciej wystepujgcymi chorobami krow sg schorzenia wy-
mienia, przede wszystkim zapalenie gruczotu mlekowego
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(mastitis) [16]. Choroba ta jest przyczyng najwiekszych strat
ekonomicznych w hodowli bydta mlecznego zardowno w Pol-
sce, jak i na $wiecie Powoduje ona zmniejszenie wydajnosci
mlecznej (czesto nieodwracalne) lub rzadziej catkowite za-
przestanie wytwarzania mleka. Zanieczyszczenie mleka ba-
kteriami chorobotwdrczymi ogranicza jego przydatnosé, a na-
wet prowadzi do dyskwalifikacji tego produktu do przetworst-
wa. Mleko pozyskane od krow z zapaleniem gruczotu mieko-
wego moze byé ponadto przyczyng zakazen pokarmowych
zaréwno ludzi, jak i zwierzat [11, 15, 16, 20, 34]. Do podsta-
wowych przyczyn wystepowania mastitis nalezg zakazenia
bakteryjne, w ktorych gtébwnym czynnikiem etiologicznym jest
Staphylococcus sp., a przede wszystkim gatunek S. aureus.
W Swietle najnowszych doniesien bakteria ta odpowiedzialna
jest za 19-40% przypadkow mastitis u krow mlecznych. Z po-
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wodu bardzo duzej liczby czynnikow i zrodet infekcji, jak row-
niez nie do konca jeszcze zbadanych mechanizméw wirulen-
cji drobnoustrojow oraz czynnikéw obronnych w organizmie
krowy, bioracych udziat w eliminacji procesu zapalnego, po-
dejmowane sg dziatania, majgce na celu eliminacje tego
schorzenia [8, 11, 15, 20, 21].

Czynniki warunkujace trudnosci w leczeniu gronkowca

Staphylococcus aureus moze wywotywacé réznego rodzaju in-
fekcje bakteryjne zardwno u ludzi, jak i u zwierzat. Jest ba-
kterig wykazujacq bardzo duzg zjadliwos¢. Do czynnikow zja-
dliwoéci S. aureus nalezg enzymy, sktadniki éciany komérko-
wej i toksyny [21, 30]. Bakterie te wyksztalcity szereg mecha-
nizmoéw umozliwiajgcych im ,oszukanie” uktadu odpornoscio-
wego gospodarza. Potrafig wyprodukowac biatka, ktore nie
dopuszczajg do aktywacji dopetniacza, mogg wytwarzaé
substancje hamujgce chemotaksje neutrofiléw oraz opsoniza-
cie, zaréwno przez przeciwciala jak i biatka uktadu dopetnia-
cza. Budowa sciany komérkowej, a takze wytwarzanie mikro-
otoczki polisacharydowej i otoczki $luzowej pozwala temu
drobnoustrojowi udaremni¢ lub przetrwaé fagocytoze [10].
Toksyny, takie jak: a-hemolizyna, B-hemolizyna, y-hemolizy-
na, A-hemolizyna, leukocydyna i Paton-Valentine leukocydy-
na powodujg efekt cytolityczny, a takze uszkadzajg tkanki.
Staphylococcus aureus wytwarza réwniez biatka powierz-
chniowe, sprzyjajace adhezji bakterii do uszkodzonej tkanki
i powierzchni komorek gospodarza oraz produkuje proteiny
wigzace sig z biatkami i komorkami krwi (biatko A, clumping
factor CF), co pomaga oming¢ odpowiedz immunologiczng
i odgrywa wazng rolg w inicjacji i/lub nasileniu zapalenia [5,
6, 28, 29]. Superantygeny wytwarzane przez S. aureus ,0szu-
kuja” prawidtowg odpowiedz immunologiczng, zapobiegajac
proliferacji limfocytow T w odpowiedzi na antygeny prezento-
wane przez MHC klasy I, powodujac anergie [3]. Konsekwen-
cja anergii jest immunosupresja wywotana brakiem indukcji
antygenowo specyficznych limfocytow T, ktére nie moga ule-
gac aktywaciji i proliferacji w odpowiedzi na prezentowany
antygen. Niektore enterotoksyny (TSST-1) majg ponadto
zdolnos¢ do hamowania odpornosci humoralnej, wplywajac
supresyjnie na produkcje i wydzielanie przeciwciat [4, 6, 13,
23, 24].

Ogolna terapia mastitis

Efektywnos¢ terapii przeciwbakteryjnej w duzej mierze zalezy
od sprawnoéci systemu immunologicznego wymienia, wrazli-
woéci drobnoustroju na lek oraz osiggnigcia w miejscu infek-
cji odpowiedniego stezenia leku i utrzymania go przez dtugi
okres czasu. O skutecznoéci terapii decydujg wiec farmako-
kinetyczne wtasciwosci preparatu, brak zmian patologicznych
w wymieniu, ktére utrudniajg jego penetracje, a takze droga
i czestos¢ podawania preparatu. Powodzenie antybiotykote-
rapii zalezy rowniez od stanu odpornosci catego organizmu
zwierzecia [21]. Najczeéciej w przypadku zapalenia wymienia
wykorzystuje sig tzw. terapie ogoélna, na ktdrg sktadajg sig
antybiotyki, ptyny elektrolitowe, glukoza, preparaty wapniowe,
witaminy i hormony.

Leczenie przy uzyciu antybiotykéw i innych érodkéw anty-
bakteryjnych czesto jednak nie daje zadowalajgcych wyni-
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kow, szczegolnie podczas leczenia zapalenia na tle S. au-
reus. Skutecznoé¢ antybiotykoterapii w okresie laktacji waha
sie w granicach od 30 do 90%, co jest wynikiem narastajgcej
opornosci szczepow bakteryjnych na antybiotyki, powszech-
nie stosowane w terapii mastitis [15, 16, 20, 21].

Coraz czestsze izolacje szczepdw MRSA (meticilin-resis-
tant Staphylococcus aureus) opornych réwniez na wankomy-
cyne — lek, na ktéry mikroorganizmy byty to tej pory wrazliwe,
zmusza do podjecia dziatan, majacych na celu opracowanie
alternatywnych metod walki z gronkowcami.

Szczepionki wykorzystywane w profilaktyce mastitis

Wielokrotne podejmowano proby szczepien preparatami wy-
konanymi na bazie atenuowanych lub zabitych komorek
Staphylococcus aureus, wyizolowanych peptydoglikandw,
toksoidéw, adhezyn. Szczepionkite zwigkszaly czestos¢ wy-
leczen i tagodzily ostry przebieg infekcji, ale nie zapobiegalty
pojawianiu sie nowych infekcji [8]. Szczepionka opracowana
przeciw mastitis krow przez Giraudo i wsp. [8], oparta byta na
inaktywowanych otoczkowych komarkach S. aureus, egzopo-
lisacharydowym ekstrakcie S. aureus oraz inaktywowanych
bezotoczkowych komérkach S. aureus i Streptococcus sp.
Podanie tej szczepionki powodowato wyrazne zmniejszenie
infekcji wymienia na tle S. aureus, ale nie wplywalo na liczbe
komorek somatycznych. Nordhaug i wsp. [25] opracowali
szczepionke przeciw mastitis z catych inaktywowanych ba-
kterii S. aureus z pseudootoczkag oraz o i § toksoidami,
a takze z adiuwantem w postaci oleju mineralnego. U zadnej
z zaszczepionych kréw nie zaobserwowano klinicznego mas-
titis, a u 8,6% kréow odnotowano podkliniczny stan zapalenia
gruczotu mlekowego. Wynikiem zastosowania tej szczepionki
byta zmniejszona zapadalnos¢ na mastitis na tle gronkowco-
wym. Ochronny efekt podania tego typu szczepionki utrzymy-
wat sig przez caly okres laktacji.

Niektérzy autorzy dowiedli, ze immunogenne i bezpieczne
szczepionki mozna uzyskaé poprzez podanie wyselekcjono-
wanych, oczyszczonych i dobrze poznanych bakteryjnych
antygenow zamiast szczepionek petnokomoérkowych. | tak
Mamo i wsp. [22] stwierdzili, ze relatywnie niewielka ilos¢
biatka wigzacego fibronektyng moze indukowa¢ wysoki po-
ziom obrony w przypadku infekcji S. aureus u myszy. Fattom
i wsp. [2] stworzyli szczepionke opartg na wyizolowanym z S.
aureus egzopolisacharydzie potgczonym z nosnikiem biatko-
wym, jako adiuwantem. Podczas prac nad skuteczng szcze-
pionkg gronkowcowg Yoshida i wsp. [35] oraz Watson
i Schwartzkoff [33] wykorzystali egzopolisacharydy otoczko-
we szczepow S. aureus. W badaniach tych ostatnich autorow
[33] wykazano rowniez, ze straty mleka na skutek zapalenia
wymienia mozna ograniczy¢ dzieki pozajelitowej wakcynacji
szczepionkg zawierajgca zabite bakterie oraz toksoid S. au-
reus (o-hemolizyne). U myszy z eksperymentalnie wywota-
nym zapaleniem gruczotu mlekowego, Garcia i wsp. [7] ba-
dali immunologiczne i mikrobiologiczne agpekty dowymienio-
wej immunizaciji atenuowanym, termowrazliwym szczepem S.
aureus. Dowiedli oni, ze u zwierzat poddanych takiej wakcy-
nacji doszto do indukcji odpowiedzi immunologicznej w obre-
bie gruczotu mlekowego. Pozytywne wyniki tych badan mo-
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glyby zosta¢ wykorzystane do opracowania szczepionki za-
pobiegajgcej mastitis na tle S. aureus u przezuwaczy. Z kolei
Leitner i wsp. [18, 19] podjeli badania majgce na celu oceng
efektywnoséci szczepionki ,MASTIVACS [”, opartej na trzech
szczepach S. aureus (nie hemolizujgcym, wywotujgcym he-
molize oraz wywotujacym hemolize o + f3). Autorzy ci stwier-
dzili, ze szczepionka ta w pozytywny sposéb wptywa na nie-
swoiste i swoiste mechanizmy obronne wymienia i w rezulta-
cie chroni w 70% przed infekcjg na tle S. aureus i w 100%
przed wystapieniem objawéw zapalenia.

Oprocz prac nad szczepionkami przeciw gronkowcowi zlo-
cistemu, prowadzone sg badania nad profilaktyka infekcji gru-
czolu mlekowego na tle innych drobnoustrojow. Szczepionki
takie jak J5-bacterin i J-VAC sa szczepionkami chronigcymi
przed mastitis na tle Escherichia coli. Szczepionka J5-bacte-
rin oparta jest na antygenie pochodzacym ze zmutowanego
szczepu E. coli 0111:B4 i po jej podaniu pobudzona zostaje
odpornosé nieswoista. W efekcie zredukowane zostajg obja-
wy kliniczne, czas trwania infekcji, a takze liczba bakterii
w zainfekowanych éwiartkach wymienia. Jednak w przypad-
ku zastosowania tej szczepionki konieczne jest uzycie dawek
przypominajgcych i pomimo to wakcyna ta nie przyczynia sig
do zmniejszenia czestotliwosci wystgpowania mastitis na tle
E. coli [31].

Bolton i wsp. [1] opracowali szczepionke na bazie biatek
zwigzanych z powierzchnig komorki Streptococcus dysgala-
ctie — GapC, CAMP-3, Mig. Immunizacja rekombinowanymi
formami tych protein dawata skuteczng ochrong przed poja-
wieniem sig mastitis i przyczyniata sig do zmniejszenia liczby
komorek somatycznych.

Najnowsze strategie w produkcji wakcyn zapobiegajacych
mastitis odnoszg sie do produkcji szczepionek DNA, wyko-
rzystujgcych m.in. wektory plazmidowe, stanowigce noéniki
genéw, ktore koduja wybrane czynniki wirulencji. Geny plaz-
midowe wprowadzone do organizmu zwierzgcego ulegajg eks-
presiji i prowadzg do aktywacji odpowiedzi humoralnej i ko-
morkowej. Talbot i wsp. [31] skonstruowali szereg plazmidow
i rekombinowanych biatek, ktére reprezentujg gtobwne czyn-
niki wirulencji S. aureus. Najbardziej obiecujgcymi, obecnie
testowanymi genami, sg czasteczki adhezyny bakteryjnej
i pozakomérkowe enzymy. Rezultatem takiej wakcynacji DNA
jest wzrost produkcji swoistych przeciwciat biorgcych udziat
w unieszkodliwianiu S. aureus. Ohwada i wsp. [26] oraz Sen-
na i wsp. [28] opracowali szczepionkg DNA przeciw metycy-
linoopornym szczepom Staphylococcus aureus, zawierajg-
cym gen MecA. Kolejnymi dwoma genami, ktére bedg mogty
mieé¢ potencjalne zastosowanie w produkcji szczepionek
przeciw S. aureus, sg gen GapC kodujgcy biatka powierzchnio-
we [9] i zelazo-zalezne biatka powierzchniowe [32]. Leight
[17] podjat probe opracowania szczepionki podjednostkowej
przeciw aktywatorowi pau A plazminogenu Streptococcus u-
beris.

Szczepionki wykorzystywane w terapii mastitis

W przypadkach, kiedy antybiotykoterapia okazuje sie by¢
nieskuteczna, schorzenie ma charakter nawracajacy, a takze
gdy zastosowanie szczepionek fabrycznych nie przynosi za-
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mierzonych efektow, wowczas pomocne okazuje sie by¢ za-
stosowanie autoszczepionek [12, 14]. Autoszczepionki sg
preparatami, ktére oprocz szybkiego i prostego wykonania,
charakteryzuja sie bardzo dobrymi wtasciwosciami immuno-
gennymi. Autoszczepionka, zwana rowniez szczepionka
wilasna, jest preparatem przygotowanym z zabitych drobno-
ustrojow, izolowanych uprzednio z ogniska zakazenia od cho-
rego i stanowigcych odpowiedzialny za to zakazenie czynnik
etiologiczny. Autoszczepionka jest wigc przeznaczona wy-
tagcznie do podawania choremu, od ktdrego uzyskano okre-
slony szczep bakteryjny [14].

Na powierzchni komérki gronkowca wystgpuje wiele roz-
nych determinant antygenowych. Standardowa szczepionka
zawiera okreslone antygeny, ktére moga byé nieobecne
w szczepie zakazajgcym, moze rowniez zawierac¢ zbyt mate
stezenie antygenow, niewystarczajgce do wywolania skutecz-
nej odpowiedzi immunologicznej. Jest to wiec przyczyng zbyt
matej skutecznoéci immunizacji standardowymi szczepion-
kami gronkowcowymi. Autoszczepionka zawiera natomiast
wszystkie antygeny komérki bakteryjnej bedacej czynnikiem
etiologicznym zakazenia, zarbwno antygeny komérkowe, jak
i toksyny oraz enzymy. Dlatego tez po immunizacji auto-
szczepionka nastepuje synteza swoistych immunoglobulin
przeciwko wszystkim determinantom antygenowych szczepow
wywotujacych zakazenie [12].

Stosowanie autoszczepionki ma na celu pobudzenie od-
pornoéci organizmu gtéwnie na skutek aktywacji nieswoistych
mechanizméw obronnych, nie mozna jednak pomina¢ ele-
mentéw swoistych. W przypadku zapalenia przewlektego, na
skutek szczelnej lokalizacji procesu zapalnego, uniemozliwio-
ne zostaje przenikanie dostatecznej iloéci antygenu do tkanki
limfoidalnej, prezentacja antygenu i wywotanie odpowiedzi
immunologicznej na dostatecznie wysokim poziomie. Zasto-
sowanie autoszczepionek uruchamia wiec swoiste mechani-
zmy obronne poprzez dostarczenie antygenu w odpowiedniej
ilosci, jak rowniez skierowanego przeciw patogenowi bedace-
mu czynnikiem etiologicznym danego schorzenia [27].

Podsumowanie

Zastosowanie szczepionek i autoszczepionek w terapii i pro-
filaktyce mastitis staje sig coraz bardziej popularne, a w sto-
sunku do antybiotykoterapii nie prowadzi do narastania an-
tybiotykoopornosci. Klasyczne szczepionki bakteryjne, ktore
mimo iz przez lata byly ulepszane poprzez zmienianie sposo-
bu podawania oraz podnoszenie ich immunogennoéci, nie
zawsze sg skuteczne w profilaktyce zapalenia gruczotu mle-
kowego. W zwiazku z intensywnym rozwojem biologii mole-
kularne] i zastosowaniem nowych technik inzynierii genetycz-
nej, mozliwe staje sie opracowanie nowoczesnych szczepio-
nek, zawierajgcych fragmenty DNA, rekombinowane wektory
wirusowe, a takze zmodyfikowane czgsteczki biatek. Wydaje
sig, ze do wyprodukowania szczepionki, ktéra wywota zado-
walajgcy poziom ochrony przeciwko wszystkim czynnikom
chorobotwérczym powodujgcym mastitis, konieczne bedzie
potaczenie tradycyjnych szczepionek bakteryjnych z najno-
wszymi osiggnieciami biotechnologii.
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