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Dunikowskiego

Aktywno$é immunogenna autoszczepionki Closeptivac przygotowanej
przeciwko bradsotowi owiec

Zaklad Higieny Weterynaryjnej, ul. Stowicza 2, 20-336 Lublin

Bradsot owiec powoduje  czesto powazne
straty siegajace nawet 50 proc. padlych zwie-
rzat w dtadzie (wg 1, 21). Wobec gwaltownos-
ci zachorowan tylko dostepnosé swoistej szcze-
pionki stanowi realng mozliwos¢ wygaszenia
takich enzootycznych ognick (8). Odpowie-
dzialna za toksoinfekcje laseczka C. septicum
wystepuje dosé powszechnie w przewodzie po-
karmowym roéznych zwierzat (9), a takze w
ziemi niekitérych rejondw (1, 2, 9, 10), stajac
sie — w sprzyjajacych okolicznosciach — 2Zro-
dtem nekajacych zakazen wychodzgcych z blo-
ny Sluzowej trawienca (9, 16), gdzie nastepuje
rozw6i i penefracja zarazka w glagb tkamek,
warunkowana wplywem roznych toksyn, prze-
de wszystkim letalnej alfa (10, 11, 15). Wspom-
niany drobmoustroj jest poza  tym sprawcg
przyrannych i endogennych schorzen u bydia
oraz koni (12, 18, 20, 22).

Wylktadnie zwalczania bradsotu tworzy sta-
la gotowosté do stosowania czynnej immuniza-
cii zagrozomych zwierzat (8). Warunikiem jed-
nak uzyskania aktywmej szczepionki, dotych-
czas nie produkowanej w kraju, jest wyizolo-
wanie chorobotwérczych szczepdéw, w dodatku
o ustabilizowanych wtasciwosciach  toksyno-
gennych.

W zwiazku z powyzszym celem niniejszych
badan bylo wyosobnienie — od padiych na
bradsot owiec — izolatéw C. septicum, scha-
rakteryzowanie ich toksyn, nadto wyproduko-
wanie immunogennej autoszczepionlki, okresle-
nie. dawek i gprawdzenie jej wartosci ochron-
nych w czynmym ognisku choroby.

6

Material i metody

Izolacja szczepow. Krople plynu wysiekowego z ja-
my otrzewnowej, a takze zawartodci trawienca, wy-
sfewano na podloze Zeisslera, inkubowamne przez 2
dni metoda pyrogallolowag (19). Podejrzane kolonie
wycinano wraz z agarem 1 wprowadzano na dno
prohéwek z podlozem VF wzbogaconym o dodatek
0.5% elukozy (czas namnazania w 37°C — kilkana$cie
godzin, uzyskane hodowle sprawdzano na brak za-
nieczyszezen mikroflorg tlenowsy).

Tdentytikacja. Dla ustalenia gatunku bakteryjnego
storowann seroneutralizacje (SN) w oparciu o odezyn
letalny przeprowadzony na zakazanych dootrzewno-
wo myszach (reagenty: odwirowany plyn z 24-go-
dzonej kultury bakteryjnej w pozywce VF jako
zrodto toksyny, dawka 05 ml zohojetnianie aktyw-
noéci letalnej surowica antytoksyczng produkeji Well-
come Reagents Ltd., czas wigzania — 60 min.).

Badane toksyny:

— alfa wykrywana odczynem letalnym j charakte-

rvzowana liczhg DLMjy/ml hodowli;
— heta (dezoksyrybonukleaza) mianowana metodg
leukocytowa wg Warrack § wsp. (23) oraz Meisla
i wsp., (14). wyniki przedstawiane w tzw. dawkach
wskazujgeych (,dosis indicating”) w przeliczeniu na
1 ml supernatantu hodowli (miano toksyny = naj-
wviszZe jej rozcienczenie powodujgce destrukcje jader
53% leukocytéw);

— gammg (hialuronidaza) oznaczana metoda ACRA,
adavtowang przez Oakleya i Warrack (17), przy czym
7a 1 Jednostke hialuronidazy przyjeto najmniejsza
ile4é toksyny powodujaca uirate lepkosei 1 dawki
wsk. substratu (mieszanina kwasu hialuronowego z
czerwienia Kongo);

— delta (hemolizyna) wykrywana wg techniki za-
stcsowanej w pracy Meisla i Albrycht (13, 1 jedn.
cktywnosei hemolityezne] — dosis haemolytica mi-
nima DHM = najmniejsza dawka toksyny powoduja-
ca wyrazny $lad hemolizy, koncowe wyniki przeli-
czane na ilosé DHM/m]l).

Autoszezepionka Closeptivac. Przygotowano jg z ho-
dowli najhardziej toksynogennych szczepoéw C. septi-
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cum (C88, i C88;3), inaktywowanej dodatkiem forma-
liny (0,7%) i adsorhowanej w pH 6,3 wodorotlenkiem
glinu (10%).

Préby, Badaniom poddano proby krwi (ogdlem 68)
pochodzace od 28 immunizowanych owiec (8 doswiad-
czalnych, dawki zréznicowane 5—25 ml, sprawdzanie
szesciokrotne poziomu przeciweial, a 20 zwierzat te-
renowych z miejscowosci E, okreélanie antytoksyn
jednokrotne, dawka 10 ml, s.c.).

Mianowanie antytoksyn. Wykonywano odczyn se-
roneutralizacji z uzyciem — jako reagentéw — od-
wirowanej krwi (3000 obr./min. — 15 min.) oraz tok-
syny alfa (wirowanie 4500 obr./min. — 1 godz.).
Akiywnoi¢ toksyny alfa oznaczano w- DLM,q/ml
(dawka dla myszy 0,5 ml, i.p, czas obserwacji zwie-
rzat 24 godz). Inkubacja reagentéw w 37°C w ciggu
1 ¢odz., a wyniki wyrazano liczbg jednostek anty-
loksycznych zawartych w ml (1 jedn. antyt.=najwyz-
sze rozcienczenie surowicy zobojetniajace 1 dawke
DLM,,, toksyny).

Wyniki | omoéwienie

Z badanych materiatow (wysiek z jamy
otrzewnowej i tre$¢ trawienca), pobranych od
padiych nagle 6 owiec (wiek 1—6 lat, 3 ogni-
ska choroby — 83, 86, 88), wyosobniono 6
szezepow (C85, C86,, C86,, C88,, C88, C88,),

tore zidentyfikowano jako C. septicum (pet-
na neulralizacja wiasciwosei letalnych zarazka
mozliwa jedynie surowicg antytoksyczng C.
septicum). Moc wytwarzanej — przez POszcze-
golne izolaty — toksyny alfa nie byla jedna-
kowa (ryc. 1). Najbardziej toksynogenne szcze-
py C88, i C88, produkowaly czynnik letalny
w koncentracji 16 DLM,,/m! wykazujac sta-
bilnos¢ w tej aktywnosci (wahania w zakresie
8—16 DLM,,/ml).

Wlasciwosei  toksynogenne wszystkich 6
izolatéw zbadanych pod wzgledem wytwarza-
nia pozostalych czymnikéw chorobotworczych,
ti. beta (dezoksyrybonukleaza), gamma (hialu-
ronidaza) i delta  (hemolizyna), przedstawia
tab. 1. Wynika z niej, ze tylko antygen delta
wystepowal w jednakowej koncentracii
(2 DHM/ml), podczas gdy zawartos¢ dalszych
toksyn byla zréznicowana (beta od 320 do
2560 dawek wsk./mil, a gamma 64 — 256 da-
wek wsk./ml), ale 'najak‘tyw‘meysze SZCZEPY
(88, i C88, wyrdznialy sie rowniez dobrg pro-
dukecija obu tych enzymow (poziom dezoksy-
rybonukleazy i hialuronidazy kolejno 1280 1
128 d;aineik wsk./ml). Izolaty te charateryzowa-
ta zatem, ohok wysokiej mocy letalnej (tok-
svna alta 8 — 16 DLM,,,/ml), takze silna in-
wazyinosé (jej determinanty — antygeny heta
i gamma). Dlatego tylko one zostaly wykorzy-
stane do przygotowania autoszezepionki Clo-
septivac.

Na wsltepie prowadzonej oceny preparaiu
Closeptivac, sporzadzonego z bardzo toksycz-
nei hodowli (toksyna alfa w mianie 16
DLM,,/ml), sprawdzono zdolnos¢ stymulowa-
nia nim antytoksyn — w dodatku réznymi
diwmml (5—25 ml) — i czas utrzymywania
ie cial odpornosciowych w krwi — po jed-
nom?owo] iniekeji — u 8 owiec doSwiadezal-
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Ryc. 1. Wytwarzanie toksyny alfa przez wyosobnione
szczepy C. septicum

Tab. 1. Aktywnosé toksynogenna szczepow C. sep-

ticum w zakresie innych toksyn
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Tab. 2. Utrzymywanie sie antytoksyn przec1wko tok-
synie alfa w krwi immunizowanych roznym1 dawkami
owiec
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Tab. 3. Koncentracja antytoksyn w krwi uodpornie-
nych owiec ze stada terenowego L
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nych (tab. 2). Okazalo sie, ze poziom przeciw-
cial, jeszcze jednakowy w 8 dniu (2 jedn.
antyft./ml), zmieniat sie szybko osiggajac w 15
dniu apogeum wynoszagce 2 — 16 jedn.
antyt./ml (najwyzsza koncentracja przy dawce
10 ml wynosita 8 — 16 jedn. antyt./ml), aby
w 51 dniu spas¢ u wszystkich zwierzat z wy-
jatkiem owiec 3 i 4 (zawarto$é od 1 do 2
jedn. antyt./ml po dawce 10 ml uznanej za op-
tymalng).

Preparat Closeptivac dobrze spelnit oczeki-
wania praktykdéw, gdyz zastosowany podczas
enzootii bradsotu w f. (Smieré 27 sposrod 100
owiec w stadzie) catkowicie zlikwidowal dal-
sze padniecia. Zatem nie zaskakuje wysoki
poziom wykrywanych antytoksyn wynoszacy
— po 4 tyg. od uodpornienia zwierzat — od 1
do 16 jedn. antyt./ml, najczeéciej jednak 4
jedn. antyt./ml (tab. 3). Wynik ten popiera te-
ze o zasadniczej, moze mawet dominujgcej roli
przeciweiat antytoksycznych sposrod wszyst-
kich antygenow C. septicum biorgeych udzial
w dzialaniu ochronmyim (3). Poza tym wydaje
sie, ze jednokrotng mnawet iniekcjg autoszcze-
pionki Closeptivac mozna uzyskaé¢ pelng pro-
telkcje owiec na zakazemie, co przeczyloby
postulowanej zasadzie o potrzebie dwukrotnej
immunizacji (11, 16).

Wyzszg jeszcze miz owce wrazliwosé ma in-
fekeje C. septicum wykazuje bydlo (9). Scho-
rzenia tej etiologii, opisywane u mas od daw-
na (4, 5, 6), stawaly sie nawet niekiedy pramw-
dziwym problemem (60 kréow padlych w miei-
scowosci P, wig 7, kiedy indziej 356 przypad-
kow Smierci bukatéw podezas enzootii w K,
wg 6). W takich ogniskach czynne uo"d\por;n,ia-
nia zwierzat stanowia majlepszy sposob ogra-
niczenia strat (w USA zuzywa sie rocznie 7
milionow dawek, cyt. wg 3).

Wnioski
1. Autoszezepionka Closeptivac s‘tylmt_ﬂvu je
wvysoka odpornosé antytoksyczng —przeciwko

bradsotowi owiec (poziom przeciwciat najwczzes'f
ciej 4 — 16 jedn. antyt./ml po jednokrotnej
dawece 10 ml), a zastosowana w czynnym o09-
nisku tei choroby catkowicie likwiduje pad-
niecia zwierzat.

2. Powstaly bezwzgdlednie uzasadnienia do
uruchomienia w kraju produkcii tego prepa-
ratu na wiekiszg skale.
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Cvean Z. — Tmmunoegenic activity of an autovaecine
Closeptivac prepared against braxy

Six <trains of Clostridium septicum were isolated
from the content of the abomasum and the exudation
of the peritoneal cavity of the suddenly died sheep.
The disease occurred in three different flocks. Two
isnlates, €88, and (88;, most pathogenic producing
amone others alpha toxin at the concentration of
316 DLM;m/ml. were used to prepare an autovaccine
Closeptivac, The vaccine administered in the flock
atflicted with the disease (out of 100 sheep 17 died)
elicited a high antitoxic immune response following
a single injection of the vaccine. The level of antibo-
dies ranged between 4—I16 units/ml and protected
all the animals from the disease.

PETERS A. R.: Zmiany w oporze elektrycznym S§lu-
z6wki pochwy kréw, u ktérych zastosowane presta-
glandyne. (Changes in electrical resistance of the
vaginal mucusa in prostaglindin treated ewes). Vet.
Rec. 124, 505—507, 1989 (19)

Dziesieé kréow (krzyzdwka hereford-fryzy) otrzymalo
w iniekcji podskérnej miedzy 5 a 6 dniem ecyklu
jajnikowego po 1 mg fenoprostalenu. Iniekcie powté-
rzono po 17 dniach. Przebieg cyklu jajnikowego
kontrolowano oznaczajac codziennie steienie proge-
steronu w plazmie krwi Réwnoczeénie dokonywano
pomiarow oporu elektrycznego $luzowki pochwy apa-
ratem Wallsmeta. Luteoliza pojawiala sie po wykona-
niu 13 z 20 iniekeji, zaé stezenie progesteronu w
plazmie tych kréw osiagalo warto$é minimalna w
okresie 40 h po iniekcji (Srednio 7.60+0,40 ng/ml).
Wséréd 13 przypadkéw szybkiej luteolizy, lktéra wy-
kryto w oparciu o spadek poziomu progesteronu, opor
elekiryczny $luzéwki pochwy obnizyl sie w 10 przy-
padkach, nie wzrastal w trzech przypadkach (wyniki
falszywie ujemne). W trzech przypadkach uzyskano
wyniki falszywie dodatnie — przy braku spadku po-
ziomu progesteronu po iniekeji fenoprostalenu obni-
zal sie opor elekiryezny blony §luzowej pochwy.
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