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Beztlenowcowa enterotoksemia (choroba miek-
kiej nerki) — wywolana przez C. perfringens D
— nalezy do najczestszych choréb bakteryjnych
owiec (1, 5, 6, 9, 10, 11, 13, 14, 17). Powodowa-
ne przez nig straty siegaja 30% wszystkich pad-
nie¢ zwierzat w stadzie (2, 7). Co wiecej, szyb-
ki przewaznie przebieg schorzenia, praktycznie
bez objawow zwiastunowych, niemal catkowi-
cie wyklucza mozliwosé jakiejkolwiek ingeren-
cji leczniczej (B). Stad wynika szczegblne zna-
czenie dla immunoprofilaktyki, zwlaszcza czyn-
nej, ale warunkiem jej wprowadzenia jest uzy-
skanie biopreparatu w oparciu o izolat C. per-
fringens D o silnych wlasciwosciach toksyno-
gennych, przede wszystkim w zakresie toksyny
epsilon determinujgcej immunogennosé oraz
ekspresje wszystkich objawoéw i zmian choro-
bowych (14).

Celem niniejszych badan — podjetych z za-
miarem opracowania podstaw produkcji szcze-
pionki przeciwko beztlenowcowej enterotokse-
mii owiec — bylo wyosobnienie chorobotwér-
szych szczepow C. perfringens D i poznanie ich
aktywnosci w zakresie wytwarzania czynnika
epsilon, poza tym przygotowanie aktywnego
preparatu oraz przeprowadzenie oceny jego
wlasciwosci immunizacyjnych.

Materialt i metody

Padtle owce. Badaniom bakteriologicznym podda-
no 13 padiych jagniat (wiek 1-—8 miesiecy), pocho-
dzacych z 7 réznych stad (A, B, C, D, E, F, G). Wy-
huchle w nich schorzenie miato przebieg madostry, a
objawy toksemii, zaburzen nerwowych i biegunki byly
rzadko zauwazalne.

Wykrywande i identyfikacja toksyny
epsilon, Z zawartodci jelit cienkich, gtéwnie odcin-
ka biodrowego, sporzadzano 50% wyciagi w plynie
fizjologicznym, wirowane i trypsynowane wediug me-
todyki Sterne i Batty (17). Nastepnie zakazono nimi
myszy dawkg 0,5 ml (i.p.) oraz $rédskérnie §winki
morskie (0,1 ml). W podobny sposéb wykrywano
toksyne epsilon w supernatancie z 24 godz. hodowli
zarazka w pozywce VI {(dowd6d obecnosci toksyny —
Smieré myszy wsérod symptomoéow nerwowych i bia-
lo-czerwona martwica u swinki morskiej, czas obser-
wacji zwierzat zwykle 3—12 godz). Jad epsilon iden-
tyfikowano odczynem seroneutralizacji
ciem monowalentnych surowic antytoksycznych prze-
ciwko C. perfringens (Wellcome Reagents Ltd., Anglia).
Wyniki aktywnosci letalnej przedstawiono w DLM;4e/ml
plynu.

Izolacja i identyfikacja zarazka. Prze-
prowadzano wysiewy tresci jelit i narzgadéw miagzszo-
wych na podloze Zeisslera (inkubacja metodg pyro-
gallolowg wedtug Pestiego, 11). Kolonie przypomina-
jace C. perfringens wycinano wraz z agarem i wpro-
wadzano na dno probowki z pozywks VF (identyfi-
kacja gatunku zarazka odczynem SN wedlug meto-
dyki wczeéniej stosowanej, 6).

—‘)' Praca zrealizowana w temacie RR-II-24
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(SN) z uzy-.

Autoszczepionka. Porédwnawczo sprawdzo-
no 2 anatoksyny, tj. hodowle najbardziej tcksyczne-
go szczepu C. perfringens D (C87—88) w pozywkach
VF i A70 (wg receptury Drwalewskich Zakladow
Przemystu Biowet.), inaktywowane formaling (0,45%)
i adsorbowane wodorotlenkiem glinu (10%). Do badan
terenowych uzyto autoszczepionki przygotowanej z
hodowli w podlozu VF (preparat okre$lany jako
Perfrinvac D), podang jednokrotnie owcom ciezarnym
(na 3 tyg. przed porodem) oraz niekotnym (w obu
przypadkach dawka 10 ml, podskdérnie w przypiersio-
wy rejon szyi), nadto jagnietom (3—7 miesiecy, dawki
od 4 do 6 ml).

Oznaczanie przeciwcial Badanie przepro-
wadzano odczynem SN (wirowanie krwi przy 3000
obr./min. — 15 min., siary w 60000 obr./min.—1 godz.,
zrodlo toksyny epsilon: 18 godz. hodowla szczepu
C87—88 w pozywce VF, trypsynowanie w pH, 7,8—8,2
w ciggu 1 godz., dawka enzymu 2 mg/ml, producent
— WSS Warszawa, czas wigzania reagentéw 1 godz.
w 37°C). Wyniki wyrazano liczba jednostek antyto-
ksyecznych w ml (1 jedn. antyt. = najwyzsze rozcien-
czenie surowicy i siary zobojetniajgce 1 DLM,;q, toksy-
ny epsilon).

Wyniki i omoéwienie

W 7 réinych stadach owiec (A— G, tab. 1)
wystapity zachorowania i nagle padniecia ja-
gniat (wiek 1 — 8 miesiecy), rzadko poprzedza-
ne objawami biegunki i zaburzen nerwowych,
mylnie jednak wtedy uznawanych za listerio-
z¢, natomiast nie identyfikowanych z entero-
toksemia, ktérg moéglby sugerowac¢ tak charak-
teryzowany przebieg schorzenia (9, 14). Podje-
te badania dowodzily obecnosci letalnej i mar-
twicotwdrczej toksyny w wyciggu z jelit i w
hodowli bakteryjnej wszystkich 13 wyosobnio-
nych szczepow (tab. 1). Powodowala ona bo-
wiem $mieré myszy, zwykle w ciggu 1—4 go-
dzin, wséréd charakterystycznych symptoméw
nerwowych (stany pobudzenia przechodzace
w porazenie). U inokulowanych natomiast
$rédskérnie swinek morskich powstawata jesz-
cze szybhciej — w miejscu iniekcji — biato-
czerwona martwica, typowa dla oddziatywan
toksyny epsilon (15, 17). Poza tym chorobo-
tworczost plyndéw wzrastala znacznie w wyni-
ku trypsynizacji (wplywy letalne natywnych
ekstraktéw i supernatantow hodowli oraz po
ich uczynnieniu charakteryzowaly  odpo-
wiednie dawki 10-—160 DLMjg/ml i 2 — 512
DLM;y0/ml). Stwierdzenie zatem toksycznosci
aktywowanej w jad o duzej mocy letalnej
(wycigg 160 DLMyy/ml, hodowle nawet 512
DLM,g/ml), popieralo sugestie obecnosci tok-
syny epsilon, uznawanej powszechnie wlasnie
za protoksyne (3, 15, 17, 18, 19). Ostatecznie
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Tab. 1. Aktywno$é letalna toksyny epsilon w wyciggach z jelit padlych jagniat i w hodowli bakteryjnej
. i szezepow C. perfringens D

Liczba Toksyna epsibor (w DLMioo/mi)* Odczyn SN Jdentyfika-

2&%23&%9 wyciag = jelit hodowla bakteryjra S e A ko

stado nolywny irypsynowany Ralywno trypsynowana® WEOrCOWR
2-A 10 40 % e %2  antyepsitor CperringeasD
1-B 20 80 e Va2 anyepsion. Cperringens D
1-B 20 4160 Yie Vey ontyepsvton. Cperfringens D
2-C 40 160 Y8, % 4/64, Yeu  anlyepsiton CperringensD
2-D 80 160 Y% e e, V256 andyepsiton CpurfringensD
2-E 80 160 Y. Yie V256, /512 aniycpsilon CperfringensD
1-F 80 4160 Yie %56 anly epsitor. CperfrirgersD
2-G 20 80 L) . % %2 . 452 only epsilon. CperfrirgersD

Tab. 2. Miano toksyny epsilon w hodowli szczepion-

! ok w ho ustabilizowany pod wzgledem mocy wytwa-
kowej a wilasciwo$ci immunizacyjne anakultur

rzanej toksyny (miano hodowli w pozywce VF
zwykle 128 — 256 DLMj/ml, wyjatkowo 912
DLM,q/ml), wykorzystano w pracach nad
autoszczepionka. Zastosowano jg w 2 fermach,

Liczbo  Poziom siymulowone)

Hodowla Miano 2
owiec anatoksyny (wjedr

szezepionr” toksyny

kowa w  epsior immun antyt. /m}) . E et ; e =
podfozu (W DLMgo/mt) zowanych gdzie wystapily padnigcia jagnigt — nie li-
& Y*u 84632 64128 856 | igowane antybiotykoterapia — a bedace
VE 25 15 123 5 3 1 przyczyng dotkliwych strat siegajacych w sta-
6 dzie E 14% ($mieré 70 jagniat spoéréd 500),

A10 16 15 3651

a w F nawet 17% (17 na 100 posiadanych). W

Tab. 3. Poziom anatoksyny u owiec i jagniat immunizowanych autoszczepionka Perfrinvac D

Badaneowce . Dawka Miaro praeciwciad (w jednr anrlyl /ml)

Grupa {ioic Liczba PIEPY

ratu Krew Siaro
wmlo oL 8 46 32 6L 128 256 4 8 46 52 64 428
LRy e 10 ol ?3_:450_/ 1 e e Y2 e iz
¢ 67%
agrigta 52 u4-6 2 2 2 26 9 8 5
i (‘Ls-?m.ig‘siqcy) T %

128

Tab. 4. Koncentracja przeciwcial we krwi uodpornio-

pi$miennictwie $wiatowym znane s3 opisy ta-
nych siarg jagnigt

kich enzootii powodujacych podobne i liczniej-
sze jeszcze paduiecia (2, 7).

Daq”'w‘ta‘ P¢§§ggfgg,§3§5fﬂ%} Istotny w trakcie przygotowywania auto-
Wigk Liczba 45 22 64 728  szezepionki stal sie wybér podioza dla osiggnie-
4 tygodnie 9 2 a a A cia maksymalnych w nim zbioréw toksyny

epsilon odpowiedzialnej — jako antygen — za
immunogennoéé preparatu oraz poziom stymu-
lowanej antytoksyny (15). Rezultaty przepro-
wadzonych w tym kierunku badan przedsta-
wia tab. 2. Wynika z niej, ze aktywnosé letal-

i najpewniej jednak zidentyfikowano czynnik
chorobotworczy odczynem SN (catkowita neu-

tralizacja letalnych i nekrotyzujgcych oddzia-
lywan wylacznie antytoksyna przeciwko jado-
wi epsilon). Wszystkie zatem izolaty uznano
za C. perfringens D, a najbardziej chorobo-
tworczy szczep C 87 — 88, w dodatku najlepie]

na hodowli byla zdecydowanie wyzsza W po-
zywce VF niz A70 (miano toksyny 256
DLM;igo/ml wobec 16 DLMjgg/ml). Duze rézni-
ce wystapily rowniez w koncentracji przeciw-
cial wzbudzonych u 30 owiec jednokrotng
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iniekecjg anakultur w VF i A70 (w wiekszosci
przypadkéw  odpowiednio 32 —256  jedn.
antyt./ml i 4—16 jedn. antyt./ml). Dlatego w
dalszej pracy nad preparatem wykorzystywa-
no tylko hodowle zarazka w podlozu VF.

Wstepnej immunizacji autoszczepionka Per-
frinvac D poddano 76 owiec (dawka 10 ml s.c.)
i 52 jagnieta (dawka 4 —6 ml, tab. 3). Jej
immunogenno$¢ okazata si¢ wielce obiecujgca.
Poziom bowiem stymulowanej antyloksyny
wahal sie u 71% owiec (wiek 1 —5 lat) od 64
do 256 jedn. antyt./ml, a u 88% jagnigt (3 —7
mie;»iecy) oscylowal pomiedzy 16 — 128 jedn.
antyt./ml. Réwnie wysokag koncentracje prze-
ciwcial zawierala siara od uodpornionych, na
3 tyg. przed wykotem, matek (67% od 32 do
128 jedn. antyt./ml).

Proces wchlaniania immunoprotein z prze-
wodu pokarmowego zachodzit latwo, co suge-
ruje wysoka zawartos¢ antytoksyny we krwi
uodpornionych drogg laktogenng jagniat (tab.
4). Miano bowiem przeciwcial siegalo — jesz-
cze po 4 tygodniach — u 1 jagniecia 128 jedn.
antyt./ml, a u 6 sposréd 9 pozostatych miesci-
lo sie w granicach 32 —64 jedn. antyt./ml.
Bylo ono zatem poréwnywalne z poziomem
antytoksyn stwierdzanych w siarze.

Poiytywne wyniki oceny preparatu Perfrin-
vac D znalazly pele potwierdzenie w prakty-
ce klinicznej. Zastosowany bowiem interwen-
cyjnie w 2 ogniskach enterotoksemii owiec
(stado E i F) pozwolil uzyskaé — po jedno-
krotnej iniekecji — catkowita likwidacje pad-
nie¢ z powodu tej choroby (ustgpienie réwniez
biegunki).

W pismiennictwie przytaczane sa fakty, ze

zawartosé antytoksyn we krwi o mianie 10—20 .

jedn. m./ml chroni przed dzialaniem jadu w
dawce nawet 10000 — 20 000 DLMjgg/g treéci
jelitowej (4). Ich wplyw zabezpieczajacy wy-
stepuje — w warunkach naturalnych — jesz-
cze przy nizszej koncentracji, tj. wymoszace]
od 0,15 jedn. m./ml (3, 8) do 0,3 jedn. m./ml
(16). Ttumaczy sie to opornoscig bariery jelito-
wej i przechodzeniem toksyny do krwi w ma-
tych porcjach (3). W $wietle tych danych in-
dukowana — autoszczepionks Perfrinvac D —
odpornoéé chociaz dotychczas nie scharaktery-
zowana w jedn. miedzyn., wydaje sie osiggac,
a nawet znacznie przekracza¢ poziom przeciw-
cial gwarantujgcych wplyw ochronny.

Wnioski

1. Immunogenno$¢ autoszczepionki Perfrin-
vac D — determinowana dawka antygenu e-
psilon (128 — 256 DLMjgg/ml)- — zapewnia
wytworzenie antytoksyn w koncentracji zabez-
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pieczajacej przed zachorowaniem na entero-
toksemie.

2. Zastosowanie preparatu u ciezarnych o-
wiec stymuluje u nich wysoki poziom przeciw-
cial (przewaznie ponad 64 jedn. antyt./ml), ta-
two przekazywanych poprzez siare (na ogdi>32
jedn. antykt./ml) jagnietom (miano w 4 tyg.
najczesciej 32 — 64 jedn. antyt./ml).

3. Powstala potrzeba produkecji szczepionki
Perfrinvac D w skali ogélnokrajowej z prze-
znaczeniem do stalego stosowania w fermach
prowadzgcych tucz przemystowy (szczepienie
ciezarnych owiec, doszczepianie 2 — 3-miesiecz-
nych jagniat).
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Cygan Z., Buczek J. — An immunostimmulant action
of an autovaccine Perfrinvac D

Thirteen strains of C. perfringens D were isolated
from dead lambs (age 1—8 months) in 7 outbreaks of
enterotoxaemia. The most virulent isolate C 87—88
producing epsilon toxin at a titre 512 DLM,y,/ml was
used to produce an autovaccine Perfrinvac D. The
autovaccine injected once induced in pregnant sheep
a high level of antitoxic antibodies (mostly more than
64 antitoxic units/ml), easily transferred via colostrum
(generally more than 32 au/ml) to lambs (in 4 weeks
old lambs a titre of antibodies reached 31—64 au/ml).
In outbreaks of enzootic form of enterotoxaemia
this titre protected lambs completely against disease.



