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Właściwości i mmunogenne dwukomponentowei
autoszczepionki Perseptiv ac łączącei toksoidy

C. perfringens D i C. septicum*)
Zakład Higieny Weterynaryjnej, ul. Słowicza 2,20-336 Lublin

xKatedra Mikrobiologii Weterynaryjnej Wydziału Weterynaryjnego AR, ul. Akademicka 12, 20-033 Lublin

Summary

Immunogenic properties of a two-component autovaccine
Perseptivac based on C. perfringelrs 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 g-toxin and cr-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 i enterotoksemia beztlenowcowa jagniąt na-
Ieżą do najczęstszych u tych zwierząt chorób (I,1,9, 13,
14, 11 , 18, 19, 20) powodujących wyjątkowo wysokie straty,
które sięgają nawet 30Vo stanu stada (3, 12,21), Wobec gwał-
towności zachorowań, nadto szybkiego ich przebiegu, tylko
dostępność swoistej szczepionki stwarza realną możliwośó
wygaszenia takich enzootycznych ognisk (1, 5, 8, 14,22).

Obie choroby charakteryzuje sezonowa zbieżność w ich
występowaniu z nasileniem w okresie jesiennym (3, I2), tJ

w czasie zwiększonych predyspozycji do wybuchu bradsotu
i odbywających się najczęściej wtedy wykotów stwarzających
jednocześnie groźbę szerzenia się u nowo narodzonychjagniąt
enterotoksemi (3, 1, I0, 2|). Fakty te uzasadniają potrzebę
skoordynowanego przeciw działania obu tym schorzeniom, głów-

nie metodą zalecanej immunoprolilaktyki czynnej (I, 2, 3).

Warunkiem jednak jej wprowadzenia jest uzyskanie immu-
nogennej szczepionki łączącej toksoid epsilon C, petfringens
D (komponent chroniący przed enterotoksemią) z anatoksyną
alfa C. septicum (składnik zabezpleczający przed bradsotem).

W związku z powyższym celem niniejsze1 pracy było opra-
cowanie dwukomponentowej, skojarzonej autoszczepionki (w

terminologii autorów Persepti vac) przeciwko jednocześnie ente-

rotoksemii oraz bradsotowi i ocenienie jej właściwości immu-
nogennych poprzęz prześledzenie poziomu stymulowanych
antytoksyn (anty epsilon, anty alfa) przy zastosowaniu różnych
dawek preparatu, nadto ustalenie czasu utrzymywania się wzbu-
dzonej odporności.
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gens D oraz odwirowanej kultury w pożywce YF z 0,5Vo glu-
kozy z dodatkiem wątroby (szczepy Cst, Cq: - C. septicum).
Uzyskane toksyny letalne (epsilon, alfa), mianowano na my-
szach, a następnie inaktywowano wprowadzając 0,7Vo forma-
liny (detoksykacja w 3]"C w ciągu l0 dni). Do uzyskanych
anatoksyn wprowadzano adiuwant olejowy Emulsigen w obję-
tości I)Vo, Sporządzoną w ten sposób autoszczepionkę spraw-
dzano na jałowość (wysiewy na pożywkę Zeisslera i Wrzoska,
inkubacja w warunkach tlenowych orazbeztlenowych metoda
GasPak) i nieszkodliwość (iniekcja podskórna 4 myszkom da-
wki 0,5 ml, nadto domięśniowa 2 świnkom morskim dawki 2
ml, czas obserwacji zwierząt 7 - 10 dni).

Uodpornianie. Immunizowano owce ciężarne na3-2 tygod-
nie przed terminem porodu (dawki 5 ml, 10 ml) oraz ż-3
miesięczne jagnięta pochodzące od nieuodpornionych matek
(dawka 2 ml s.c,, iniekcja jednokrotna, względnie dwukrotna),
Przy dwukro tny ch szczepi eniach prze strzę gano mie sięc zne go
interwału immunizacyj nego.

Próby. Po tygodniu od porodu pobierano krew od owiec -
matek i ich jagniąt (siarę natomiast między 2 a 4 dniem po
wykocie), a poza tym krew od 2-3 miesięcznychjagniąt (10-16
dni od iniekcji preparatu).

Mianowanie antytoksyn. Badanie przeprowadzono odczy-
nem seroneutralizacji (SN). Jako reagenty stosowano surowicę
oraz siarę (60 000 obr./min. - l godzina). Zródłem toksyny
epsilon był supernatant l8 godzinnej hodowli w pożywce VF
ze skrobią szczepów Cgo, Csz (trypsynowanie w pH 7,8 - 8,0
w ciągu 7 godz., dawka enzymu 2 mglm| producent - WSS
Warszawa). Toksynę a7fa C. septicum (szczepy Cgt, Cgz) uzy-
skiwano w podłożu YF z 0,57o glukozy (skład pożywki uzu-
pełniony dodatkiem cząstek wątroby). Aktywnośó letalną obu
toksyn oznaczano w DLM l oo/ml (dawka dla myszy 0,5 ml, i,p.,
czas obserwacji zwierząt 24 godziny), Wyniki wyrażono liczbą
jednostek antytoksycznych w ml (1 jedn. ant}t. = najwyższe
rozcięńczenie surowicy, względnie siary, zobojętniające po wią-
zaniu reagentów w 37'C w ciągu 1 godziny - dawkę 1 DLMtoo
toksyny),

Wyniki i omówienie

W przygotowaniu autoszczepionki Perseptivac uwzględnio-
no 2 nadzwyczaj chorobotwórcze szczepy,. C, perfringens D
(miano toksyny epsilon 5I2 - 1024 DLMroo/ml), C. septicum

- ż izoIaty (ad alfa wytwarzany w mianie 8 - 16 DlMroo/ml),
Zostały one wyosobnione w ostatnich latach (od owiec, krowy,
źrebtęcia), co pozwoliło wymienić wcześniej wyosobnione
szczepy własne uzywane w produkcji monowalentnych szcze-
pionek, a stopniowo tracące toksynogenność (spadek prze-
ciętnie dwukrotny).

Na wstępie przeprowadzonej oceny preparatu sprawdzono
zdolność stymulowania nim antytoksyn, przy uzyciu różnych
dawek (owce - 5, 10 m1), atakże stałej dawki (2 ml) podanej
jednokrotnie i dwukrotnie 2-3 mtesięcznym jagniętom, (tab.

1). Okazało się, że po iniekcji dorosłym owcom 10 ml szcze-
pionki poziom przeciwciał był bardzo wysoki, Przeciętniex) Praca finansowana przez KBN, Nr 50525910l
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Tab l Wpływ różnych dawek autoszczepioŃi Perseptivac na poziom we krwi zwierząt ant}toksyny epsilon C pelfringens D i alfa C septicum

Gatunek
zWlefzęcra

Dawka
Antytoksyna epsilon (edn. ant},t /ml) Antytoksyna alfa (edn. antyt /lnl)

4 8 l6 32 64 4 8 16 32 64

Owca
l0 ml l 1 5 5 5 2

5 lrrl 3 3 l 4

Jagnię
2 ml (1 X)* 2 3 1 ż 7

2 ml (2 X)ł ż z 2 2

Ogółem zwierząt 3 9 l2 6 2 13 9 5

Objaśnienia: (l X) * = iniekcja jednokrotna, (2 X) ** = injekcja dwukrotna

Tab 2 Poziom ant}toksyny epsilon C pel_fringen,s D i alfa C septicum we krwi i siarze zwierząt stymulowany autoszczepioŃą Perseptivac

Ogółem zbadanych
Zwlerząt

(prób siaryx)

49 (41x)

Gatunek
zwletZęcla

Owca

Jagnię

Razem

Antytoksyna epsiloo (edn

klew

l0 9

anty /ml)

slara

Antytoksyna alfa (edn

krew

antyt./ml)

srara

163264Ą 16 3ż 64

l0 13 12

L6 32 6Ą 16 32 6Ą

10 15 16

ll 15 18 4

| ąąq" 
I

99 (41*) = 140

Objaśnienie: x liczba zbadanycb prób siary

przewyższał dwukrotnie (przewaznie 8- 16 jedn, antyt./ml) kon-
centrację ciał odpornościowych uzyskanych przy dawce 5 ml
i osiągał w odniesieniu do antytoksyny epsilon najczęściej
3ż - 64 jedn. antyt,/ml, a alfa 16 - 64 jedn. antyt,/ml. Zatem
był on całkowicie porównywalny z aktywnością nadzwyczaj
immunogennych monowalentnych szczepionek (Pervac, Clo-
septivac, wg 4, 6). U jagniąt natomiast koncentracja przeciwciał
po jednokrotnej iniekcji preparatu wynosiła dla antytoksyny
epsilon i alfa odpowiednio od 8 - 16 jedn. oraz od 4 - 16
jedn, antyt./ml, Poziom odporności wzrastał jednak znacznie
w następstwie drugiego podania autoszczepionki osiągając
kolejno 16 - 64 jedn. antyt./ml oraz 8 - 32 jedn. antyt./ml.
Wyniki te świadczą o potrzebie dwukrotnej immunizacji jag-
niąt - przy interwale czterotygodniowym - podobnie jak w

ĄD 50 10 ó0 3010 10 ó0 60 40 20 10 Ą0 30 70 ó0 10 20 50 30

7. reogujqcych .jo9niqt

ontyioksyno epsilon |--l ontyfoksyno olfo

Ryc. 1 Czas utrzymywania się odpomości
u dwukrotnie immunizowanych jagniąt

przypadku szczepionek zagrantcznych (1I, 23, 24). Poza tym
dowodzą, że dwukomponentowy preparat stymuluje poziom
antytoksyn gwarantujących efekt ochronny (zahamowanie za-
chorowań w stadach dotychczas nękanych tymi schorzeniami).

Dalsze wyniki rozszqzającę naszą wiedzę o koncentracji
antytoksyn epsilon i alfa w krwi oraz siarze zwierząt, po
podaniu im autoszczepionki Perseptivac, przedstawiono w tab.

2, Na reprezentatywnej liczbie przebadanych prób (ogółem
140) wykazano, że w przypadku wszystkich 49 owiec ciężar-
nych - uodpornianych na 3 tygodnie przed terminem porodu

- poziom przeciwciał wahał się od 4 do 64 jedn, antyt./ml,
osiągając przy tym wyjątkowo wysoki wskaźnik anty epsilon
oraz anty alfa wynoszący 16 - 64 jedn. antyt,/ml aż u 44Vo

- 547o zwlerząt, W podobny sposób zareagowało 50 jagniąt
2-3 miesięcznych szczepionych dwukrotnie (wskaźnik 16 - 64
jedn. antyt./ml u 40 - 44Vo zwierząt). Zatem preparat dwukom-
ponentowy Perseptivac pozwala uzyskaĆ poziom odpornoŚci jak
przy stosowaniu wczeŚniej opracowanych szczepionek mono-
walentnych (4, 5),

Czas utrzymywania się odporności - u dwukrotnie immu-
nizowanych jagniąt - był wyjątkowo długi, w dodatku nie-
jednolity w trakcie jej trwania (ryc. l). Uzyskiwała ona apogeum
w 2-6 tygodni (miano antytoksyn 16 - 64Vo, 40 - l00%
zwierząt') i pozostawała na wysokim poziomió przez dalsze
2 tygodnie (w 8 tyg. miano 8 - 16 jedn. antyt./ml, 40 -807o
jagniąt), aby obnizyć się wyraźnie w 10 tygodnfu (2 - 8 jedn.

antyt./ml). Wskazuje to, że pozt,om antytoksyn i czas ich
utrzymywania się odpowiada wartościom charakteryzującym
monowalentne preparaty własne (4, 6), a także Zagranicznę
(2, 15, 16, 23, 24). Zatem taka koncentracja przęciwciał za,
bezpiecza całkowicie jagnięta przed enterotoksemią i bradsotem
podczas ich tuczu, jak równiez chroni owce dorosłe narażone
na toksoinfekcję na tle C. septicum. Co więcej opracowany
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dwukomponentowy preparat Perseptivac znacznie przybl'tża

autorów w dążeniach zmlerzających do uzyskania w kilkuletniej

perspektywie bardziej 1eszcze złożonej szczepionki o działaniu

uniwersalnym przeciwko praktycznie wszystkim chorobom

bezt]enowcowym zwierząt (preparat 6 - 7 składnikowy),
piśmiennictwo
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Sobucki i wsp, (cyt. 3). Okazuje się bowiem, że levamisol

wzmacnia odp ąt Środowiskową

(7), Powstaje Ż cz ostymulacyjne

tego leku mog z orności na in-
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