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Summary

Immunogenic properties of a two-component autovaccine
Perseptivac based on C. perfringens D and C. septicum
toxoids

Immunogenic properties of a two-component autovaccine
against enterotoxemia and braxy of sheep based on C.
perfringens D and C. septicum toxoids have been evaluated.
Experiments on 49 pregnant sheep immunized 3-2 weeks
before parturition and on 50 lambs at the age of 2-3
months vaccinated twice, showed that the prepared auto-
vaccine induced antibodies against e-toxin and c-toxin at
a titre of 4-64 antitoxic units/ml in sheep and 8-64 antitoxic
units/ml in lambs. An induced level of antitoxic antibodies
protected lambs in a fattening period against enterotoxe-
mia and braxy and sheep against C. septicum toxoinfection.

Bradsot owiec 1 enterotoksemia beztlenowcowa jagnigt na-
leza do najczestszych u tych zwierzat choréb (1, 7, 9, 13,
14, 17, 18, 19, 20) powodujacych wyjatkowo wysokie straty,
ktére siegaja nawet 30% stanu stada (3, 12, 21). Wobec gwal-
townos$ci zachorowar, nadto szybkiego ich przebiegu, tylko
dostepnos$é swoistej szczepionki stwarza realna mozliwosc
wygaszenia takich enzootycznych ognisk (1, 5, 8, 14, 22).

Obie choroby charakteryzuje sezonowa zbieznos¢ w ich
wystepowaniu z nasileniem w okresie jesiennym (3, 12), tj.
w czasie zwigkszonych predyspozycji do wybuchu bradsotu
i odbywajacych sie najczesciej wtedy wykotéw stwarzajacych
jednoczesnie grozbg szerzenia sig¢ u nowo narodzonych jagniat
enterotoksemii (3, 7, 10, 21). Fakty te uzasadniaja potrzebe
skoordynowanego przeciwdzialania obu tym schorzeniom, gtéw-
nie metoda zalecanej immunoprotfilaktyki czynnej (1, 2, 3).
Warunkiem jednak jej wprowadzenia jest uzyskanie immu-
nogennej szczepionki faczacej toksoid epsilon C. perfringens
D (komponent chroniacy przed enterotoksemia) z anatoksyna
alfa C. septicum (sktadnik zabezpieczajacy przed bradsotem).

W zwigzku z powyzszym celem niniejszej pracy bylo opra-
cowanie dwukomponentowej, skojarzonej autoszczepionki (w
terminologii autoréw Perseptivac) przeciwko jednoczeSnie ente-
rotoksemii oraz bradsotowi i ocenienie jej wiasciwosci immu-
nogennych poprzez przesledzenie poziomu stymulowanych
antytoksyn (anty epsilon, anty alfa) przy zastosowaniu réznych
dawek preparatu, nadto ustalenie czasu utrzymywania si¢ wzbu-
dzonej odpornosci.

Materiat i metody

Autoszezepionka. Preparat (nazwa tymczasowa Perseptivac)
przygotowano z supernatantu trypsynowanej hodowli baktery jnej
w podiozu VF z 0,5% skrobi (szczepy Coo, Co2 — C. perfrin-
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gens D oraz odwirowanej kultury w pozywce VF z 0,5% glu-
kozy z dodatkiem watroby (szczepy Co1, Coz — C. septicum).
Uzyskane toksyny letalne (epsilon, alfa), mianowano na my-
szach, a nastgpnie inaktywowano wprowadzajac 0,7% forma-
liny (detoksykacja w 37°C w ciagu 10 dni). Do uzyskanych
anatoksyn wprowadzano adiuwant olejowy Emulsigen w obje-
tosci 10%. Sporzadzong w ten sposéb autoszczepionke spraw-
dzano na jalowos¢ (wysiewy na pozywke Zeisslera1 Wrzoska,
inkubacja w warunkach tlenowych oraz beztlenowych metoda
GasPak) i nieszkodliwos¢ (iniekcja podskdrna 4 myszkom da-
wki 0,5 ml, nadto domigéniowa 2 Swinkom morskim dawki 2
ml, czas obserwacji zwierzat 7 — 10 dni).

Uodpornianie. Immunizowano owce ci¢zarne na 3-2 tygod-
nie przed terminem porodu (dawki 5 ml, 10 ml) oraz 2-3
miesieczne jagni¢ta pochodzace od nieuodpornionych matek
(dawka 2 ml s.c., iniekcja jednokrotna, wzglednie dwukrotna).
Przy dwukrotnych szczepieniach przestrzegano miesiecznego
interwalu immunizacyjnego.

Préby. Po tygodniu od porodu pobierano krew od owiec —
matek 1 ich jagniat (siar¢ natomiast migdzy 2 a 4 dniem po
wykocie), a poza tym krew od 2-3 miesi¢cznych jagniat (10-16
dni od iniekcji preparatu).

Mianowanie antytoksyn. Badanie przeprowadzono odczy-
nem seroneutralizacji (SN). Jako reagenty stosowano surowicg
oraz siarg¢ (60 000 obr./min. — 1 godzina). Zrédiem toksyny
epsiton byt supernatant 18 godzinnej hodowli w pozywce VF
ze skrobia szczepéw Cgo, Co2 (trypsynowanie w pH 7,8 — 8,0
w ciagu 1 godz., dawka enzymu 2 mg/ml, producent — WSS
Warszawa). Toksyne alfa C. septicum (szczepy Co1, C92) uzy-
skiwano w podtozu VF z 0,5% glukozy (sklad pozywki uzu-
petniony dodatkiem czastek watroby). Aktywnos¢ letalng obu
toksyn oznaczano w DLMo0/ml (dawka dla myszy 0.5 ml, i.p.,
czas obserwacji zwierzat 24 godziny). Wyniki wyrazono liczbg
jednostek antytoksycznych w ml (1 jedn. antyt. = najwyzsze
rozcieiczenie surowicy, wzglednie siary, zobojetniajace po wia-
zaniu reagentéw w 37°C w ciagu 1 godziny — dawke 1 DLMioo
toksyny).

Wyniki 1 omdéwienie

W przygotowaniu autoszczepionki Perseptivac uwzglednio-
no 2 nadzwyczaj chorobotwéreze szczepy: C. perfringens D
(miano toksyny epsilon 512 — 1024 DLMoo/ml), C. septicum
— 2 izolaty (jad alfa wytwarzany w mianie 8 — 16 DLMjo0/ml).
Zostaly one wyosobnione w ostatnich latach (od owiec, krowy,
7rebiecia), co pozwolito wymieni¢ wcze$niej wyosobnione
szczepy whasne uzywane w produkcji monowalentnych szcze-
pionek, a stopniowo tracace toksynogennos$¢ (spadek prze-
cietnie dwukrotny).

Na wstepie przeprowadzonej oceny preparatu sprawdzono
zdolno$¢ stymulowania nim antytoksyn, przy uzyciu réznych
dawek (owce — 5, 10 ml), a takze statej dawki (2 ml) podanej
jednokrotnie i dwukrotnie 2-3 miesigcznym jagnigtom, (tab.
1). Okazato si¢, ze po iniekcji dorostym owcom 10 ml szcze-
pionki poziom przeciwcial byt bardzo wysoki. Przecietnie
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Tab. 1. Wplyw réznych dawek autoszczepionki Perseptivac na poziom we krwi zwierzat antytoksyny epsilon C. perfringens D i alfa C. septicum

Gatunek sl Antytoksyna epsilon (jedn. antyt/ml) Antytoksyna alfa (jedn. antyt./ml)
awka - — .
zZwierzecia 4 I 16 32 64 4 8 | 16 32 64
10 ml ! 7 5 R 2 1
Owca
S ml 1 3 3 1 4 1 1
) 2 ml (1 X)* 2 3 1 2 2
Jagnie
2 ml (2 X)** 2 2 ] 2 1 2
Ogdtem zwierzat | 3 9 | 12 6 2 13 9 5 1

Objasnienia: (1 X) *

iniekcja jednokrotna, (2 X) ** = iniekcja dwukrotna,

Tab. 2. Poziom antytoksyny epsilon C. perfringens D 1 alfa C. septicum we krwi 1 siarze zwierzat stymulowany autoszczepionka Perseptivac

Gatonek Ogélem zbadanych Antytoksyna epsilon (jedn. antyt./ml) Antytoksyna alfa (jedn. antyt./ml)
zwierzecia z’wier.zat . krew siara krew siara
(préb siary®)
- 8 16 32 64 4 8 16 32 o4 2 4 8 16 32 o4 4 8 16 32 o4
Owca 49 (41%) 1t 18 12 7 5 10 13 12 5 1 2 0 15 16 5 1 7 12 12 9 1
‘ 9% | | 43.9% ‘ 44,99 ‘ ‘ 53.7%
Jagnig 50 110 9 18 2 2 11 15 18 4
‘ 10% 44%
Razem 99 (41%) = 140

Objasnienie: * liczba zbadanych prob siary,

przewyzszal dwukrotnie (przewaznie 8-16 jedn. antyt./ml) kon-
centracj¢ cial odpornosciowych uzyskanych przy dawce 5 ml
i osiggal w odniesieniu do antytoksyny epsilon najczesciej
32 — 64 jedn. antyt./ml, a alfa 16 — 64 jedn. antyt./ml. Zatem
byl on catkowicie poréwnywalny z aktywnoscia nadzwyczaj
immunogennych monowalentnych szczepionek (Pervac, Clo-
septivac, wg 4, 6). U jagniat natomiast koncentracja przeciwciat
po jednokrotnej iniekcji preparatu wynosita dla antytoksyny
epsilon i alfa odpowiednio od 8 — 16 jedn. oraz od 4 — 16
jedn. antyt./ml. Poziom odpornosci wzrastal jednak znacznie
w nastgpstwie drugiego podania autoszczepionki osiagajac
kolejno 16 — 64 jedn. antyt./ml oraz 8 — 32 jedn. antyt./ml.
Wyniki te swiadcza o potrzebie dwukrotnej immunizacji jag-
nigt — przy interwale czterotygodniowym — podobnie jak w
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Ryc. 1. Czas utrzymywania si¢ odpornosci
u dwukrotnie immunizowanych jagniat

przypadku szczepionek zagranicznych (11, 23, 24). Poza tym
dowodza, ze dwukomponentowy preparat stymuluje poziom
antytoksyn gwarantujacych efekt ochronny (zahamowanie za-
chorowari w stadach dotychczas ngkanych tymi schorzeniami).

Dalsze wyniki rozszerzajace nasza wiedz¢ o koncentracji
antytoksyn epsilon i alfa w krwi oraz siarze zwierzat, po
podaniu im autoszczepionki Perseptivac, przedstawiono w tab.
2. Na reprezentatywnej liczbie przebadanych préb (ogétem
140) wykazano, ze w przypadku wszystkich 49 owiec cigzar-
nych — uodpornianych na 3 tygodnie przed terminem porodu
— poziom przeciwciat wahat si¢ od 4 do 64 jedn. antyt./ml,
osiagajac przy tym wyjatkowo wysoki wskaznik anty epsilon
oraz anty alfa wynoszacy 16 — 64 jedn. antyt./ml az u 44%
— 54% zwierzat. W podobny sposéb zareagowato 50 jagniat
2-3 miesiecznych szczepionych dwukrotnie (wskaznik 16 — 64
jedn. antyt./ml u 40 — 44% zwierzat). Zatem preparat dwukom-
ponentowy Perseptivac pozwala uzyskac poziom odpornosci jak
przy stosowaniu wcze$niej opracowanych szczepionek mono-
walentnych (4, 5).

Czas utrzymywania si¢ odpornosci — u dwukrotnie immu-
nizowanych jagniat — byt wyjatkowo dlugi, w dodatku nie-
jednolity w trakcie jej trwania (ryc. 1). Uzyskiwata ona apogeum
w 2-6 tygodni (miano antytoksyn 16 — 64%, 40 — 100%
zwierzat) 1 pozostawata na wysokim poziomie przez dalsze
2 tygodnie (w 8 tyg. miano 8 — 16 jedn. antyt./ml, 40 — 80%
jagniat), aby obnizy¢ si¢ wyraznie w 10 tygodniu (2 — 8 jedn.
antyt./ml). Wskazuje to, ze poziom antytoksyn i czas ich
utrzymywania si¢ odpowiada warto$ciom charakteryzujgcym
monowalentne preparaty wlasne (4, 6), a takze zagraniczne
(2, 15, 16, 23, 24). Zatem taka koncentracja przeciwcial za-
bezpiecza catkowicie jagnigta przed enterotoksemia i bradsotem
podczas ich tuczu, jak réwniez chroni owce doroste narazone
na toksoinfekcje na tle C. septicum. Co wigcej opracowany
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dwukomponentowy preparat Perseptivac znacznie przybliza
autoréw w dazeniach zmierzajacych do uzyskania w kilkuletniej
perspektywie bardziej jeszcze ztozonej szczepionki o dziataniu
uniwersalnym przeciwko praktycznie wszystkim chorobom
beztlenowcowym zwierzat (preparat 6 — 7 sktadnikowy).

Pi§miennictwo

1. Blood D. C., Radostits O. M., Henderson J. A.: Veterinary Medicine: a
textbook of the diseases of cattle, sheep, pigs. goats and horses. Bailliere
Tindall 1983.

Cameron C. M.: Onderstepoort J. vet. Res. 47, 287, 1980.

. Cygan Z. M.: Choroby beztlenowcowe zwierzat, AR Lublin 1991.

Cygan Z.: Medycyna Wet. 46, 365, 1990.

. Cygan Z., Barcz I, Deptuta D.: Medycyna Wet. 34, 31, 1978,

. Cygan Z., Buczek J.: Medycyna Wet. 45, 614, 1989.

_Daube G.: Annales Méd. vét. 136, 5, 1992,

_Dhein C. R., Gorham J. R: Vet. Clin. North Am. 16, 227, 1986

. Gay C. C., Blood D. C., Wilkinson J. S.: Aust, vet, J, 51, 266, 1975.

10. Griner L. A.: Bull. Off. int. Epizoot. 59, 1443, 1963.

11. Hepple J. R., Chodnik K. S.: Vet. Rec. 71, 201, 1959

12. Istamatin N., Ungureanu C.: Bull. Off. int. Epizoot. 67, 1251, 1967.

13. Jensen R.: Diseases of sheep, Lea and Febiger, Philadelphia 1974.

14, Katitch R. V.: Les maladies des animaux domestiques causées par les
microbes anaerobies. Vigot Fréres, Paris 1965.

15. Kerry J. B, Craig G. R.: Vet. Rec. 105, 551, 1979.

16. Odendaal M. W., Visser J. J., Bergh N., Botha W. J.: Onderstepoort I.
vet. Res. 56, 251, 1989.

17. Popoff M. R.: Bull. Soc. Vet. Prat. 66, 535, 1982.

18. Popoff M. R.: Rev. Méd. vét. 140, 479, 1989.

19. Smith L. DS.: The pathogenic anaerobic bacteria, Butterworths, London
and Boston 1975.

20. Smith L. DS.: Rev. Infect. Dis. 1, 245, 1979,

21. Sterne M.: Br. vet. J. 134, 443, 1981.

22, Sterne M., Batty I.. Pathogenic Clostridia, Butterworths, London and
Boston 1975.

23, Thompson J. J., Liardet D. M.: N. Z. vet. J. 34, 126, 1966.

24 Thomson A., Barry L: Vet. Rec. 65, 659, 1958.

Adres autora: prof. dr hab. Zygmunt Cygan, ul. Zelazowej Woli
6/13, 20-845 Lublin

WOJCIECH KOSCINSKI, MARIA SZELAGIEWICZ*, ANDRZEJ CHMIELEWSKI

Wptyw podawania immunostymulacyjnych dawek
levamisolu na ekstensywnos¢ inwazji nicieni
zotadkowo-jelitowych u bydta

Katedra Poloznictwa i Patologii Rozrodu,
*Katedra Parazytologii i Choréb Inwazyjnych Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej AR-T, 10-722 Olsztyn-Kortowo

Summary

The influence of the administration of immunostimulative
doses of levamisole on the extensiveness of gastro-intesti-
nal nematodes invasion in cattle

The study were carried out on 90 breed dairy cows
chosen at random and divided into two groups: the control
one (K) and the experimental one (D). The animals from
the experimental group were injected with immunosti-
mulative doses of 10% levamisole (2,5 mg/kg of body
weight) three times before delivery in weekly intervals
during a 2-year period from 1991 to 1993. The extensiveness
of gastro-intestinal nematodes invasion in all experimental
and control cows was investigated by the coproscopic
method during the period from October 1992 to September
1993. The extensiveness of invasion was 56% in the expe-
rimental group, about 33% lower than in the control
group. This difference was unchanged during the whole
period of the investigation independently of the observed
seasonal changes of gastro-intestinal nematodes invasion
in each group.

Levamisol — substancja aktywna preparatu Nilverm nalezy
do grupy zwiazkéw wykazujacych silne dziatanie na nicienie
jak tez posiada wlasciwosci immunostymulacyjne, co stwier-
dzono w odniesieniu do wielu choréb zwierzat, m.in. w le-
czeniu i profilaktyce zapaled gruczolu mlekowego i macicy
u bydta (1, 3, 5, 6, 10). Okazalo si¢ takze, z¢ profilaktyczne
podawanie levamisolu klinicznie zdrowym jatdwkom w okre-
sie przejScia z chowu alkierzowego na pastwiskowy (kwie-
ciefi-maj) wyraZnie poprawito ich kondycjg, co obserwowal

Sobucki i wsp. (cyt. 3). Okazuje si¢ bowiem, ze levamisol
wzmacnia odpornosé zwierzat przed agresja srodowiskowa
(7). Powstaje zatem pytanie, czy dawki immunostymulacyjne
tego leku moga powodowac zwigkszenie odpornosci na in-
wazje pasozytnicze.

W tym celu, korzystajac z przeprowadzanych badaf immuno-
stymulacyjnego dziatania levamisolu na przebieg okresu popo-
rodowego u kréw mlecznych, sprawdzono jednoczesnie przebieg
ekstensywnosci inwazji nicieni zotadkowo-jelitowych.

Materiat i metody

Badania prowadzono od 1991 do 1993 r., w tym parazyto-
logiczne od pazdziernika 1992 do wrzesnia 1993 r. Uzyte do
badaf zwierzeta utrzymywane byly w systemie pastwiskowo-
_alkierzowym. Zima karmiono je kiszonka z kukurydzy, sia-
nem i pasza trefciwa, a latem Korzystaly z pastwiska.

Utworzono dwie grupy po 45 zwierzat w kazdej: plerwsza —
do$wiadczalna (D) otrzymywala 3 razy przed porodem w od-
stepach tygodniowych, immunostymulacyjne dawki (2,5 mg/kg
m.c, i.m.) 10% levamisolu, a druga (K) stanowila kontrolg.

0d pazdziernika 1992 do wrze$nia 1993 r. od wszystkich
kréw raz w miesiacu pobierano kat z prostnicy, ktéry badano
w laboratorium metoda flotacji Fiilleborna na obecno$¢ nicieni.

Wyniki i oméwienie

Ekstensywnos¢ inwazji nicieni zoladkowo-jelitowych u krow
otrzymujacych levamisol wyniosia frednio 56% i byta 0 33%
nizsza niz u kontrolnych. R6znica ta utrzymywala si¢ propor-
cjonalnie przez caly czas badan (X.92 — IX.93) niezaleznie



