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Włościwości immunizocyine avloszczepionki Perlrinvoc D-)

zakład Higieny weterynaryjneJ, ul. Słowicza 2, 20-336 Lublin. Instytut c]noTób zakażnyctl i Inwazyjnych wydziału weterynaryjnego
ul. Akademic] a 12, 20-033 Lublin

Beztlenowcowa enterotoksemia (choroba mięk-
kiej nerł<i) - wywołan\a przez C. perfringensD

- należy ,do najczęstszych chorób bakteryjnych
owiec (1, 5, 6, 9, 10, 11, 73, l4, 17). Powodowa-
ne pTzez,nią straty sięgają 30% wszystkich pad-
nięć zwierząt w stadzie (2, 7). Co więcej, szyb-
ki przeważnie przebieg scho,rzenia, pr,aktycznie
bez objawóvl zwiastuno,wych, niemal całkowi-
cie wyklucza możliwość jakiejkolwiek ingeren-
cji leczniczej (5). Stąd wynika szczegóIne zna-
czenie dla immunoprof ilaktykl,, zwłaszcza czy,n-
nej, ale warunkiem jej wprowa,dzenia jest uzy-
skanie bioprepa,ratu w oparciu o izolat C. per-
fringer,s D o silnych właściwościach toksyno-
gennych, prze,de wszystkim w zakresie toksyny
epsilon determinującej immunogennośó oTaz
e,kspresję wszystkich objawów i zmian choro-
bowvch (14).

Celem niniejszych badań - 
lpodjętych z za-

1niarem opracowania po,dstaw produkcji szcze-
pionki prze,ciwko beztle,nowcowej enterotokse-
mii owiec - było wy.osobnie,nie chorobotwór-
sz5zch szczelpów c. perfringensD i poznanie ich
aktywności w zakresie wytwarzania czynnika
epsilon, poza tym przygotowanie aktywnego
preparatu oTaz przeprowadzenie oceny jego
właściwości immunizacyjnych.

Materiał i metody
Pad łe ow ce. Badaniom ba'kteriologricznym podda-

no 13 pa,dły,ch jagniąt (wiek 1-8 miesięcy), pócho-
dzĄcych z 7 różnych stad (A, B, C, D, E, F, G). Wy-
buchłe w rrich schorzenie miało przebieg nadostry, a
objawy toksemii, zaburzen nerwowych i biegunki były
rzadko zauważalne.

Wykrywaniie i identyfikacja oksyny
e p s,il on, Z zawartości jelit cienkich, głównie odcin-
ka biodrowego, sporządzano 509o wyciągi w płynie
fizjołogioznym, wirowarre i trypsynowane według me-
todykri Sterne i Bat y (17). Następnie zakażono nimi
myszy dawką 0,5 ml (i.p.) onaz śródskórnie ś,,vinki
tnorskie (0,i ml). W p,odobny sposób wykrywano
toł<synę eps,ilon w supernatancie z 24 go,dz. hodowli
zarazka w pożywce VF (dowód obecności toksyny -śmierć myszy wśród sympt,ornów nerwowych i bia-
ło-czer.wona ,rnartwica u świnki morskiej, czas obser-
wacji zwierząt zwykle 3-72 g,odz.). Jad epsilo,n iden-
tyfikowano odcżynem seroneutralizacji (SN) z uży-
ciem rnonowalentnych surowic antytoksycznych prze-
ciwko C. perfrźngens (Wellcome Reagents Ltd., Angtia).
Wyniki aktywności letalnej p,rzedstawiono w DLM1oo/ml
płynu.

Izolacja i identyfikacj a zaTazka. Prze-
prowadzano wysiewy treści jelit i narządów miąższo-
wych na podłoże Zeisslera (inkubacja rnetodą pyro-
gallol'ową we,dług Pestiego, 11). Kolonie przypołnina-
jące C. perfrźngens wycinano wtaz z agarem i wpro_
wadzano na dno probówki z pożywką VF (identyfi-
kacja gatunk:u zarazka odczynem SN według meto-
dyki wcześniej stosowanej, 6),
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Autoszczepionka. Porównawczo sprawdzo-
no 2 anatoksyny, tj. ho,dowle najbardziej toksycznę-
go szczepu C. perJringens D (CB7-88) w pożywkach
VF i A?0 (wg receptury Drwalewskrich Zakładów
Przemysłu Biowet.), inaktywowane formaliną (0,450ń)

i adsorbowane wodorotle.rł<iem glinu (100/o). Do badań
terenowych użyto autoszczepionki przygotowanej z
hodowli w podł,ożu VF (preparat określany jako
Perfrinvac D), podaną jednokrotnie owcom ciężarnym
(na 3 tyg, przed poro,dem) oraz ,niekotnym (w obu
przypadkach dawka 10 ml, ,podskórnie w przyp,iersio-
wy rejon szyi), nad,to jagniętom (3-7 miesięcy, dawki
od4do6ml).

Ozna czanie ptzeciwciał. Badanie przepro-
wadzano odczynem SN (wirowanie krwi przy 3000
obr./min. - 15 min., s,iary w 60 000 obr./inin. - 1 g,odz.,
źródło toksyny epsilon: 18 godz. ho,dowld szczepu,
C87-BB w pożywce VF, trypsynowanie w pH, 7,8-8,2
w ciągu 1 godz., dawka enzymu 2 mglml, producent

- WSS Warszawa, czas wiązania reagentów t g,odz,
w 37'C). Wyniki wyrażarro iiczbą jednostek antyto-
ksycznych w ml (1 jedn. antyt. : naiwyższe .rozcień-
czenie surowiicy i siary zob,ojętniające 1 DLM169 toksy-
ny epsilon).

Wyniki i omówienie

W 7 różnych stadach owiec (A-G, tab, 1)
wystąpiły zachorowania i nagłe padnięcia ja-
gniąt (wiek 1 - B miesięcy), rza.dko poprzedza-
ne objawami biegunki i zaburzeń nerwowych,
mylnie jednak wtedy uznawanych za ]isterio-
zę, natomiast nie identyfikowanych z entero-
toksemią, którą mógłby sugerować tak charak-
teryzowany przebieg schorzenia (9, 14). Podję-
te badania dowodziły obecności letalnej i mar-
twicotwórczej toksyny w wyciągu z jelit i w
hodow]i bakt'eryjnej wszystkich 13 wyosobnio-
nych szczePów (tab. 1). Powodowała ona bo-
wiem śrnierć m)zszy, zwykle w ciągu 1-4 go-
dzin, wśród charakterystycznych symptomów
nerwowych (stany pobudzenia przechodzące
w porażenie). U inokulowanych natomiast
śródskóririe świnek morskich powstawała jesz-
cze szybciej .----. w miejscu iniekcji - biało-
czel\Mona martwica, typowa dla oddziaływań
toksyny epsilon (15, 17). Poza tym chorobo-
twórczość płynów wzrastała znacznie w wyni-
ku trypsynizacji (wpływy letalne natywnych
ekstraktów i supernatantów hodowli oraz po
ich uczynnieniu charakteryzowały odpo-
wiednie dawki 10_160 DLM166/ml i 2-512
DLM106/m1). Stwierdzenie zatem toksyczności
aktywowanej w jad o dużej mocy letalnej
(vryciąg 160 DLM1OoimI, hodowle nawet 5l2
DLM166/m1), popierało sugestię obecności tok-
syny epsilon, uznawanej powszechnie właŚnie
za protoksynę (3, l5, lV, 18, 19). Ostatecznie
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Tab. 1. Aktywność letalna toksyny epsilon w wyciąga,ch. z lelit Padłych jagniąt i w hodowli bakteryjnej
: szczepów C. perfrżngens D
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Tab, 2. Miano toksyny epsilo,n w hodowli szczepion---'- 
ko,wej a właściwości i,m,munizacyjne anakultur
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Tab. 3, poziom anatoksyny u owiec i jagniąt immunizowanych autoszczepionką perfrinvac D
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Tab. 4. Koncentracja przeciwcriał we krwi uodporni,o-
rrych siarą jagniąt
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i najpewniej jednak zidentyfikowano czynnik
chorobotwórczy odczynem SN (całkowita neu-
tralizacja letalnych i nekrotyzujących oddzia-
ływań wyłącznie antytoksyną przeciwko jado-

rvi epsilon). Wszystkie zatem izolaty uznano
za C. perJringens D, a najbardziej chorobo-
twórczy szczep C B? - 88, w dodatku najlepiej

piśmiennictwie światowym
i<ich enzootii powodujących
sze jeszcze padnięcia (2,7).

znane są opisy ta-
podobne i liczniej-
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iniekcją anakultur w VF i A70 (w większości
przypadków odpowiednio 32 -256 

jedn.
antyt./ml i 4- 16 jedn, antyt./ml). Dlatego w
daiszej pracy nad preparatem wykorzystyłva-
no tylko hodowle zarazka w podłożu VF.

Wstępnej immunizacji autoszczepionką Per-
frinvac D poddano 76 owiec (dawka 10 ml s.c.)
i 52 jagnięta (dawka 4 - 6 ml, tab. 3). Jej
immunogenność okazała się wielce obiecująca,
Poziom bowiem stymulowanej antytoksyny
wahał się u 710/o owiec (wiek 1 - 5 lat) od 64
do 256 jedn. antyt.f rr'I, a u BBło jagniąt (3 - 7

miesięcy) oscylował pomiędzy 16 - 128 jedn.
anty't./ml. Równie wysoką koncentrację prze-
ciwciał zawierała siara od uodpornionych, na
3 tyg, przed wykotem, rnatek (670lo od 32 do
128 jedn. antyt,/m}).

Proces wchłaniania immunoprotein z prze,
wodu pokarmowego zachodzlł łatwo, co suge-
ruje wysoka zawartość antytoksy,ny we krwi
uodpornionych drogą laktogenną jagniąt (tab.
4). Miano bowiem przeciwciał sięgało - jesz-
cze po 4 tygodniach - u 1 jagnięcia 128 jedn.
antyt./ml, a u 6 spośród 9 pozostałych mieści-
ło Śię w granicach 32 - 64 jedn. arrtyt./ml.
Było ono zatem poróWnywalne z poziomem
antytoksyn stwierdzanych w siarze.

Pozytywne wyniki oceny preparatu Perfrin-
vac D znalazły pełne potwierdzenie w prakty-
ce klinicznej. Zastosowany bowiem interwen-
cyjnie w 2 ogniskach enterotoksemii owiec
(stado E i F) pozwolił uzyskaó - po jedno-
krotnej iniekcji - całkowitą likwidację pad-
nięć z powodu tej choroby (ustąpiełrie również
biegunki),

W piśmiennictwie ptzytaczane są fakty, że
zawartol$ antytoksyn we krwi o mianie 10-20
jedn. m./ml chroni przed działaniem jadu w
dawce nawet 10 000 - 20 000 DLM166/g treści
jelitowej (4), Ich wpływ zabezpieczający wy-
stępuje nkach naturalnych - jesz-
cze przy niższej koneentracji, tj. w;moszącej
od 0,15 jedn. m./ml (3, B) do 0,3 jedn. m./ml
(16). Tłumaczy się to opornością bariery jelito-
wej i przechodzeniem toksyny do krwi w ma-
łych porcjach (3). W świetle tych danych in-
dukowana - autoszczepionką Perfrinvac D -odporność chociaż dotychczas nie scharaktery-
zowana w jedn. międzyn., wydaje się osiągaó,
a nawet znacznie przekraczać poziom przeciw-
ciał gwarantujących wpływ ochronny,

Wnioski

1. Irnmunogenność autoszczepionki Perfrin-
vac D - determinowana dawką antygenu e-
psilon (l2B -256 DLM166/m1) _- zapewnia
wytworzenie antytoks;m w koncentracji zabez-
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pieczającej przed zachorowaniem na entero-
toksemię.

2, Zastosowanie preparatu u cięzarnych o-
wiec stymuluje u nich wysoki poziom przeciw-
ciał (przeważnie ponad 64 jedn. antyt./mI), ła-
two przekazywanych poptzez siarę (na ogółż3ż
jedn, antykt./ml) jagniętom (miano w 4 tyg.
najczęściej 32 - 64 jedn. antyi./ml).

3. Powstała potrzeba produkcji szczepionki
Perfrinvac D w skali ogólnokrajowej z prze-
znaczeniem do stałego stosowania w fermach
prowadzących tucz przemysłowy (szczepienie
ciężarnych owiec, doszczepianie 2 - 3-miesięcz-
nych jagniąt).
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Cy,gan Z., Buczek J. - An imrnunostimmulant action
of an autovaccine perfrinvac D

Thirteen strains of C, perfringens D ulere isołated
from dead lairnbs (age 1-B months) in 7 outbreaks of
enterotoxaeimia. The most virulent isolate C 87-88
produc,ing epsilon toxlin at a titre 512 DT-M1oo/rnl wa,s
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 colostrurn
(generally more than 32 au/nrI) to lanrbs (in 4 weeks
o d la,rnbs a titre of antibodie,s reached 31-64 au/ml),
In outbreaks of enzootic form of enterotoxaemia
this titre protected larrrrbs cornpletely against disease"
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