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Summary

Protective immunity of two-component auto vaccine Di-
pervac against anaerobic calf diarrhea

Effectiveness of the auto vaccine Dipervac prepared by
the authors and containing toxoids alpha and beta of C.
perfringens A and C in protecting calves against a toxic
diarrhea was examined. The vaccine was used in pregnant
cows at 7 and 2-3 weeks before parturition. The vaccine
induced a high level of antitoxic antibodies (4-64 ai/ml
for alpha and 8-64 ai/ml for beta toxin) without negative
effects on immunized animals. Dipervac used in 375 cows
on two farms with endemic toxic anaerobic calf diarrhea
decreased losses of calves from 22.3% to 3.1%. Dipervac
can be used in prophylaxis of diarrhea in calves induced
by alpha and beta toxin of C. perfringens A and B.

Beztlenowcowa biegunka cielat pozostaje wciaz niedoce-
niana, mimo ze coraz cze$ciej wystepuje w réznych krajach
(6,7.9, 12, 16, 17), w tym takie w Polsce (1, 4). Jej etiologie
~ znajdujaca odbicie w przebiegu enzootii — warunkuje dzia-
tanie toksyny beta (1, 4, 12), a najprawdopodobniej takze
alfa C. perfringens (serotyp A, C. wg 5, 14, 19). Straty z po-
wodu padnig¢ cielat, jakie wywotuje choroba, sa powazne
i moga siggac nawet 26% stanu stada (wg 1, 4). Jednoczes$nie
zwalczanie zachorowai jest ucigzliwe ze wzgledu na ostry,
w dodatku czesto uporczywy jej przebieg (1, 4, 5, 9). Klopot-
liwos¢ sytuacji zwigksza nadto potrzeba nakladu duzego wysitku
dla likwidacji 7Zrédta zakazen (czeste nosicielstwo zarazka,
duza jego opornos¢ na srodki dezynfekcyjne, nawroty prze-
dluzajace czas trwania infekcji, cyt. wg 8). Poza tym pono-
szone koszty leczenia sg wysokie (1, 4) — zwlaszcza przy
stosowaniu metody tradycyjnej antybiotykoterapii — natomiast
mozliwos¢ uodporniania zagrozonych stad bydta niedostatecz-
nie poznana (5).

Fakty te inspirowaty podjecie badai nad opracowaniem dwu-
komponentowej szczepionki swoistej (preparat 0 proponowanej
nazwie Dipervac) — przeciwko toksynom alfa, beta C. perfrin-

*) Praca finansowana przez KBN.

gens, a oznaczenie jej aktywno$ci immunogennej (poziomu
stymulowanych antytoksyn) oraz efektywnosci profilaktycznej
(ograniczania zachorowari w ogniskach choroby) stanowito eta-
powe cele niniejszej pracy.

Materiat | metody

1. Autoszczepionka. Preparat przygotowano z ho-
dowli toksynogennych szczepéw C. perfringens A (izolat A-
2) oraz C. perfringens C (szczep B-10) wyosobnionych od
padtych cielat w poprzednich badaniach (1, 3). Uzyskane ho-
dowle, po namnozeniu szczepdw w pozywce VF z 0,5% glukozy
(inkubacja 14-godzinna w 37°C), odwirowano (4000 obr/min.),
a nastgpnic sprawdzano na aktywno$¢ toksyczng dla myszy
(alfa 4 — 8 DLM350/ml, beta 8 DLMso/ml), po ¢czym neutralizo-
wano dodatkiem 0,6% formaliny (w 37°C przez 10 dni) i
dodawano adjuwant (ohjetoéciowo 10%). Przygotowana w ten
sposob autoszczepionke Dipervac kontrolowano na jalowosd
(wysiewy na podtoze Wrzoska i Zeisslera, inkubacja w atmo-
sferze tlenowej oraz beztlenowej metoda GasPak), a takze na
nieszkodliwos¢ (inokulacja podskérna myszy dawka 0,5 ml,
nadto domig$niowa $winki morskiej obj¢toscia 1 ml).

2.Badane préby. Badaniom poddano ogétem 171 préb
obejmujacych krew od 57 kréw i 57 cielat, a takze siare 57
kréw. Krowy byty immunizowane dwukrotnie, tj. w 7-8 1 2-3
tygodniu przed terminem porodu, dawka 10 ml autoszcze-
pionki Dipervac podanej podskérnie (miejsce iniekcji — oko-
lica nad topatka). Préby od uodpornionych kréw, jak réwniez
od pochodzacych od nich cielat, pobierano w kazdym przy-
padku jednocze$nie (1-4 dni po porodzie, zatem w odniesie-
niu do narodzonych zwierzat pokrywalo sie to z wiekiem ich
zycia).

3. Oznaczanie antytoksyn. Badanie przeprowa-
dzono odczynem seroneutralizacji SN (wirowanie krwi przy
3000 obr/min. — 15 min., siary 60 000 obr/min. — 1 godz.,
Zrédtem toksyny alfa i beta — odwirowane 14-godzinne hodowle
szczepéw A-2 1 B-10 w pozywce VF z 0,5% glukozy, czas
wigzania reagentéw — 1 godzina w 37°C). Stopiefi uodpornienia
zwierzat wyrazano liczba jednostek antytoksycznych zawartych
w 1 ml (1 jedn. antyt. = najwyzsze rozcieficzenie surowicy i sia-
ry zobojetniajace 1 DLMs5g toksyny alfa oraz beta).
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Wyniki i oméwienie

Aktywno$¢ immunogenna autoszczepionki Dipervac prze-
badano na ogdélnej liczbie 114 zwierzat (krew pobrano od 57
kréw, a takze od 57 pochodzacych od nich cielat) 1 57 prébach
siary (tacznie 171 préb, tab. 1). W materiatach tych skontrolo-
wano poziom stymulowanych uodpornieniem antytoksyn prze-
ciwko toksynie alfa i beta C. perfringens A i C, a wyniki
tych oznaczeii przedstawiaja kolejne ryciny 1-4.

W pierwszym etapie badai przes§ledzono wplyw immuni-
zacyjny pojedynczej i dwukrotnej iniekcji autoszczepionki Di-
pervac na stan indukowanej u 10 kréw odpornosci. Z ryc. 1
wynika, ze jednorazowe podanie preparatu (2-3 tydzien przed
porodem) wzbudzato u wigkszosdei zwierzat (6 na 10 krow)
koncentracje antytoksyny alfa siggajace 4-8 jedn. antyt./ml
(u 4 osobnikéw 16 jedn. antyt./ml). Dla antytoksyny beta war-
tosci te wynosily odpowiednio 16 jedn. (6 kréw) 1 32 jedn.
antyt./ml (pozostale 4 zwierzg¢ta). Natomiast po dwukrotnym
uodpornieniu (w 7-8 oraz 2-3 tygodniu przed porodem) poziom
dla antytoksyny alfa i beta znacznie wzrastat osiagajac odpo-
wiednio 16-32 jedn. antyt./m] oraz 32-64 jedn. antyt./ml. Zatem
w odniesieniu do jadu beta C. perfringens C indukowana wy-
soko$é odpornosci u kréw byta poréwnywalna z koncentracja
przeciwcial osiagnietych u $win po dwukrotnej ich immuni-
zacji monowalentng szczepionka Clopervac (wigkszos¢ zwie-
rzat z 32 jedn. antyt./ml, wg 2).

Wyniki te zadecydowaly o stosowaniu — w dalszych bada-
niach — dwukrotnych szczepien kréw, a ich procentowy udziat
skorelowany z poziomem wzbudzonych przeciwcial ilustruje
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jedn. antyt./mi

10 nr krowy

1 2 3 4 5 6 71 8 9

BZ8 poziom antytoksyny alfa po jednokrotnym uodpornieniu
(_Jpoziom antytoksyny beta po jednokrotnym uodpornieniu
EZpoziom antytoksyny alfa lub beta po dwukrotnym uedpornieniu

Ryc. 1. Poziom antytoksyny w surowicy kréw immunizowanych jedno-
krotnie i dwukrotnie anatoksyna alfa i beta
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Ryc. 2. Poziom antytoksyny aifa i beta w surowicy kréw immunizowa-
nych dwukrotnie

ryc. 2. Wytworzenie cial odpornos$ciowych, co prawda w zréz-
nicowanej koncentracji (alfa 4—-64 jedn. antyt./ml, beta 8-64
jedn. antyt./m.), wykazano u wszystkich zwierzat, a wysoki
stopiei uodpornienia w odniesieniu do antytoksyny alfa do-
tyczyt 86% kréw (przy 16-64 jedn. antyt./ml), natomiast w
przypadku antytoksyny beta byl jeszcze wyzszy i obejmowal
92% stada (16 — 64 jedn. antyt./ml). U przezuwaczy wystepuje
— wedlug klasyfikacji Grossera — syndesmochorialny typ to-
zyska (5 warstw tkankowych oddzielajacych krwiobieg ptodu
1 matki). Przy tej budowie anatomicznej niemozliwa jest trans-
misja przeciwciat droga krwionosna (9, 18). Zatem nowo na-
rodzone cieleta moga uzyskiwaé odporno$é wylacznie poprzez
siare (via colostrum, wg 18). Okre§lenie w niej poziomu sty-
mulowanych antytoksyn stanowilo — w przypadku niniejszej
pracy — kolejny etap podjetych badan (ryc. 3). Wynika z nich,
ze w pierwszych dniach po porodzie (1-4 dni) zawarto$¢ prze-
ciwcial w siarze wykazywala zréznicowanie (anatoksyny: alfa
4-64 jedn. antyt./ml, beta 8—64 jedn. antyt./ml). Zastuguje na
podkrelenie, ze wysoki procent kréw zareagowal na podanie
szczepionki silng odpowiedzia immunologiczna 87% zwierzat
z koncentracjg antytoksyny alfa 8—64 jedn. antyt./ml, au 92%
kréw poziom antytoksyny beta osiagal 16-64 jedn. antyt./ml.
Zatem stwierdzono korelacje poziomu antytoksyn we krwi kréw
i pochodzacej od nich siarze. Co wigcej, stopiefi uodpornienia
zwierzat dwukomponentowym preparatem Dipervac odpowiadal
aktywnos$ci wprowadzonej niedawno dla §wiii jednosktadnikowej
szczepionki Clopervac (2), aczkolwiek w sktadzie obu tych
preparatéw wystepuje tylko jeden wspdlny komponent anty-
genowy {toxoid beta).
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Ryc. 3. Poziom antytoksyny alfa i beta w siarze kréw w pierwszych
(1-4) dniach po porodzie
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Tab. 1. Liczba badanych zwierzat i pobranych préb

" | Rodzaj prob Ogétem
Zwierzeta ?\i‘:izt - F zbu:lun)'ch
" rew S1arn ]}J'Cjb
Krowy 57 57 S7 4
Cieleta 57 ;37 57
Razem e | 14| 57 171

Tab. 2. Najczestsze relacje w ksztaltowaniu si¢ poziomu antytoksyn* al-
fa, beta w uktadzie transmisyjnym krew krowy — siara — krew cielecia

Krowa Krowa Ciele
krew siara krew

1 6464 | 64 (64) 64 (64)

2 64 (32) 64 (32) 64 (32)

3 64 (16) 64 (16) 64 (16)
_ 4 32 (16) 32 (16) 32 (16)

5 32 (16) 32 (16) 32 U6
— 6 16 (16) 16 (16) 16 (16)

7 ! 16 (16) 16 (16) 16 (16)
- 8 16 (8) 16 (8) 16 (8)

Objasnienia: * - jedn. antyt./ml, liczba bez nawiasu — antytoksyna beta,
liczba w nawiasie — antytoksyna alfa.

Tab. 3. Straty z powodu padnigé cielat w stadach kréw uodparnianych
i nie immunizowanych autoszczepionkg Dipervac

BadameI Liczba cielat od krow %/padni'ec‘
statlo e spos$réd zwierzat
kréw | _nie uodparnianych uodparnianych  |nie uodpar-| uodparnia-
urodzonych| padtych |urodzonych| padiych | mianych nych
A 103 23 193 3 23 | 15
B 531 120 164 8 | 226 | 49
Razem| 634 | 143 357 11 26 | 31

Mozliwos¢ przekazania przeciwcial droga laktogenna przed-
stawiaryc. 4. Wynika z niej, Ze ten spos6b transmisji zapewniat
92,5% wszystkich zwierzat wyjatkowo wysoki poziom anty-
toksyny alfa (wartos¢ rzedu 8~64 jedn. antyt./ml). Co wiecej,
Jeszcze wyzszy procent uodpornionych zwierzat — przy takiej
samej koncentracji przeciwcial — uzyskano dla toksyny beta
(98% reagujacych na immunizacje cielat).

Analizowanie dynamiki przekazywania antytoksyn w ukta-
dzie transmisyjnym krowa — jej cielg pozwolilo wykazaé —
w przypadku obu typéw przeciwciat (anty jadom alfa, beta)
- r6zna co prawda ich koncentracje (przewaznie 16, 64 jedn.
antyt./ml), ale za to najczesciej linearnie identyczna (dla krwi
matki, noworodka, nadto siary zwykle na poziomie 16, 32,
64 jedn. antyt./ml, tab. 2). Inna, rzadziej jednak stwierdzana
formute charakteryzowata dominacja zawartosci przeciwciat
we krwi krow i cielat nad obecnoscia w siarze (zwykle ponize;j
tylko jednego rzedu wartosci), co mogto wynikac z istotniej-
szych dla siary niz krwi réznic w czasie pobierania préb (w
1-4 dniu po porodzie). Kiedy indziej znowu poziom prze-
ciwcial byt u cielat nizszy niz u kréw. Takie przypadki, zreszta
niezbyt liczne, ttumaczy¢ z kolei mozna pobraniem przez no-
worodka niedostatecznej jeszcze — w chwili badania — masy
mleka (dotyczy zwierzat w pierwszym dniu ich zycia). Czyn-
nikowi temu przypisuja znaczenie takze inni autorzy (13, 15).

Wyniki niniejszej pracy wiasnej wskazuja na tatwosé wchta-
niania immunoprotein z przewodu pokarmowego cielat. Uzy-
skiwaly one zatem potrzebna odporno$é w czasie nasilonych
zachorowan na biegunk¢ toksyczna (pierwsze 2-3 dni, wg 1,
4). Wyrazem tego byla wysoka efektywnos¢ przeprowadzonych
w dwdch oborach szczepie ochronnych (357 kréw immuni-
zowanych). Z tab. 3 wynika, ze wskaZnik padnie¢ w przypadku
cielat nieuodpornionych siggajacy $rednio 22,3% (obora A —
22,3% stado B - 22,6) gwaltownie zmalal po wakcynacji pre-
paratem Dipervac do 3,1% (w stadzie A — 1,5%, w B — 4,9%).
Dowodzi to duzej aktywnos$ci immunogennej tej autoszcze-
pionki, nawet po zastosowaniu w ogniskach choroby (toksy-
cznej biegunki beztlenowcowej). Poza tym wynik ten wspiera
tez¢ o zasadniczej, nawet dominujacej roli przeciwcial anty-
toksycznych alfa i beta sposréd wszystkich antygenéw C. per-
Sringens A, C bioracych udzial w dziataniu ochronnym (10, 11).
Walorem preparatu, nader pozadanym, jest niewywotanie jakich-
kolwiek niekorzystnych oddziatywari ubocznych (ogélnych i
w miejscu iniekcji), nawet przy immunizacji kréw w wysokicj
ciazy (2-3 tygodnie przed terminem porodu).

Wnioski

1. Immunogennos¢ autoszczepionki Dipervac A, C — charak-
teryzowana poziomem stymulowanych przez nig antytoksyn
alfa i beta (najczesciej 16, 32, 64 jedn. antyt./ml) jest wyjat-
kowo wysoka, a po zastosowaniu w ognisku toksycznej bie-
gunki beztlenowcowej (na tle C. perfringens A, C) powoduje
istotne zmniejszenie ponoszonych strat z powodu padnie¢ cielat.

2. Preparat powinien wejsé niezwlocznie do przemystowej
produkeji dla potrzeb krajowych, poniewaz przypadki choroby
-z reguly nie rozpoznawane — sg czgste, natomiast szczepienia
kréw zapewniaja efekt ochronny i sa catkowicie bezpieczne
(brak oddziatywan ubocznych u immunizowanych zwierzat
w wysokiej ciazy).
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