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RieSenie sa tyka technologickej pripravy
inaktivovanej vakciny proti neonatélnej koii
hnac¢ke teliat v rannom postnatélnom obdo-
bi. U oSetrenych teliat ihned po narodeni
vyvold stav Specifickej chrédnenosti s vyu-
Zitim kompetitivnej a lokdlnej imunity. Vak-
cina obsahuje 4 enteropatogénne techno’o-
gicky za definovanych podmienok stabilné
kmene Escherichia coli CCM 3908, CCM
3909, CCM 3910 a CCM 3911, chemicky inak-
tivované a egalizované v rovnakom objemo-
vom mnoZstve 1 X 10 az 3 X 10 v 1 ml
vakciny.

Inaktivovand vakcina je pouZitelnad v i-
munoprofylaxii koli hlatky teliat, kde signi-
fikantne zniZuje morbiditu a mortalitu teliat
z titulu tohto infek&ného ochorenia.
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Vynédlez sa tyka spdsobu vyroby inaktivo-
vanej vakciny proti neonatdlnej koli hnac-
ke teliat, ktord je technologicky pripravo-
vand z kmeiiov Escherichia coli K99+, u kto-
rych pofas submerznej kultivdcii je optima-
lizovand Kkvantitativna expresia adhezinu
testovania na konskych a baranich erytro-
cytoch, pomocou mandzorezistentnej hema-
g utindcie, ktord je moZné pouZit pre Speci-
fickil prevenciu kolienteritid teliat.

Kmene E. coli izolované z teliat s diag-
nézou ,neonatdlna kolienteritida“ produkuji
adherentné antigény K93+ ktoré reali-
zuji kolonizdciu tenkého €reva teliat. Expre-
sia kolonizujtcich faktorov je proces regu-
lovany genetickym materidlom bunky. Mik-
robidlne bunky poc€as rastu in vivo a in vit-
ro vykazujd kvalitativhu a kvantitativnu f4-
zovi varidciu — ISAACSON a RICHTER:
Escherichia coli 987P pilus: Purification and
partial characterization, J. Bacteriol. 146, s.
874—889; JONES G. W., ISAACSON R. E.:
Proteinaceus bacterial adhesine and their
receptors. Brit. Rev. Microbio!'. 10, 1983, s.
229—260.

Pre technologickd produkciu efektivnych
imunogénov proti uvedenému ochoreniu je
zvla8t dgéleZitd kvantitativna fédzov4 varia-
cia produkénych kmetiov E. coli. Tento fe-
nomén in vitro je regulovany za podmienok
submerznej kultivacie, ktoré st odliSné od
podmienok pre kvalitativnu fazovi variaciu.
Kvantitativna fdzovd variacia, ktord pod-
miefiuje maximélnu produkciu adhezinov,
je primdrnou podmienKou pre technelogic-
ki produkciu efektivnych imunogénov po-
uZiteInych k 3pecifickej profylaxii hnacéko-
vych ochoreni teliat.

DoterajSi stav poznatkov v oblasti bakie-
ridlnej genetiky a etiopatogenity E. coli ne-
vyuZival fenomén kvantitativnej fazovej
varidcie v produkcii efektivnych latok pouZi-
teInych v imunoprofylaxii tohto ochorenia.
VyuZitim tohto fenoménu v predmetnej ob-
lasti zabezpe€l synchronizdciu expresie ad-
heren&ného antigénu pocas ce'ej submerz-
nej produk¢nej kultivacie E. coli K99+,

VSeohecnym trendom pro produkciu K99+
E. coli vakcin je kultivdcia produkénych
kmeiiov v produkénom meédiu, ktorého za-
kladnou zloZkou je Casamino acids (DIFCO].

Casamino acids 1,0
Dihydrogénfosforeénan

draselny 1,36
Hydrogenfosforeé¢nan sodny 10,10
Glukoza 1,0

Chlorid vépenaty dihydrat 0,0004
Siran horeénaty heptahydrat 0,010
Chlorid Zelezity tetrahydrat 0,000135
Chlorid horeénaty 0,001
Destilovand voda do 1 000 ml
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Autori experimentdlne overovali roézne
druhy produkénych Zivnych médii, ktoré by
zebezpetili maximélnu expresiu adherenc-
ného antigénu. Z hladiska efektivnosti kvan-
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titativnej expresie adherenénych antigénov
holo experimentdine dokdazané, Ze autormi
vyvinuté nové produkéné médium zaistuje
kvantitativne vy38iu produkciu adhezinu a
jeho primérnou zloZkou je kysly kazeinovy
hydrolyzat.

Autori vyndlezu izolovali a na zédklade fe-
notypového prejavu stanovili adherenéné
vlastnosti mnohych kmefiov E. coli, ktoré
pochdadzali z teliat s akitnym vyskytom ne-
onatdlnej kolienteritidy. Selekciou cielenych
vlastnosti izolovanych kmeiflov a testovanim
tychto kmeifiov v submerznej kultivdcii bo i
vybraté Styri kmene, uloZené do €s. zbierky
mikroorganizmov Univerzita JEP Brno, tl.
Obrduct miru 10 pod &islami CCM 3908,
CCM 3909, CCM 3910 a CCM 3911. Uvedené
kmene za autormi definovanych kultivac-
nych podmienok vyhovovali poZadovanym
parametrom, ktoré boli stanovené pre tech-
nologickil produkciu efektivnej vakciny.

Pre testovanie Kkvantitativne] fazy rastu
kultiary €o do produkcie adherefnych an-
tigénov bola pouZitd manoézorezistentnd he-
maglutindcia. Pre charakteristiku kvalita-
tivnej fdzy rastu bola autormi pouZita
sklitkova aglutindcia BRUSH BORDER test
a rast na Simons-citrdtovom agare s adoni-
tom.

Pre zaistenie pozitivity v tychto reakcidch
autori vyvinuli novy druh produkéného mé-
dia nasledujiceho zioZenia:

Kysly kazeinovy

hydrolyzat 3—15 g
Dihydrogenfosforetnan

draselny 1,36 g
Hydrogenfosforetnan sodny 10,10 g
Ginkdza 0,0—1,0 g
Chlorid véapenaty

dihydrat 0,004 g
Siran hore¢naty heptahydrat 0,10 g
Chlorid Zelezity sextahydrat 0,000135 g
Chlorid hore¢naty teirahydrat 0,001 g

Destilovand voda do 1 000 ml

Po ukondeni laboratornych overovacich
experimentov bola pripravend peroraina,
chemicky inaktivovand E. coli K99* vakci-
na, ktort autori testovali v praktickych cho-
vatelskych podmienkach. Vakcindcia bo'a
vykonand v mesiacoch februat, marec a
april 1985. Celkove bolo vakcinovanych 294
teliat. Ako kontrola sluZila $tatistika z me-
siacov december 1984 a janudr 1985. Uhyn
teliat po zapocati vakcindcie bol zniZeny o
19,5 %, podet diagnostikovanej hnatky Kkle-
sol o 50,2 %, pritom nebola diagnostikova-
nd koli hnatka a pokles mortality hol 71,8
perc.

Z uvedeného vyplyva, Ze vyndlez najde
Siroké uplatnenie v chovoch hovéddzieho do-
bytka pri zniZovani vyskytu neonatdlnych
kolieneritid. Aplikdcia tohto preparatu je
jednoduché, nakolko je moZné vakcinu po-
davat v kolostre, pripadne v mlieku.
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Priklad 1

Enteropatogénny kmeifi Escherichia coli
CCM 3908 sa kultivuje v 300 ml Erlenmay-
erovych bankéach s obsahom 20 ml steriiné-
ho média, ktorého zloZenie je na str. 2 a
ktoré obsahule 0,5 % kyslého kazeinového
hydrolyzdiu a je bez glukdzy. Néaslednd in-
kuhdcia prebieha 4 hod. pri 37 °C za inten-
zivneho mieSania. Po tejio inkubdcii objem
20 mi kultiiry prenesieme do 4 000 m! Erlen-
mayerovej banky s obsahom 300 ml steril-
ného média a inkubujeme 3 hod. pri 37°C
za intenzivneho mieSania. Takto priprave-
nd subkuitdru pouZijeme na inokuldciu fer-
mentora v pomere 300 ml subkultiry na 7
litrov sterilného média vyS8ie uvedeného.
Submerznd kultivdcia prebieha pri 37°C zs
stileho miesania 600 ot/min. a aretdcie ste-
rilnym vzduchom 8 lVmin. Pocas 8-hodino-
vej kultivacie s odoberané vzorky kultiry
pre testaciu bakteridlnej sterility, pH hod-
noty, denzity a detekcie adhereiného anti-
génu. Vyslednd bakteridlna masa nesmie
obsahovat Ziadne kontaminujice mikreor-
ganizmy, s vyslednou denzitou 1,0 meranou
na Spekole oproti referenénej vzorke 540
nm s pozitivhou aglutinagnou reakciou s
monospecifickym K99+ antisérom.

Bakteridinu kulttru chemicky inaktivuje-
me pridanim 5 % vodného roztoku formal-
dehydu tak, aby vyslednd koncentrdcia bo-
la 0,050 aZ 0,090 g na 100 ml. Inaktivovaud
kultiru egalizujeme tak, aby vo vakcine
bol zastipeny kaZdy kmen v rovnakom ob-
jeme. Vysledna Kkoncentrdcia inaktivova-
nych mikroorganizmov v egalizovanej hak-
teridlnej kultiire je 1—3 X 10,

Vyslednd vakcina nesmie ocbsshovat cu-
dziu bhakteridlnu a pliesfiovi mikrofiéru a
je neSkodna pre myS po perordlnej vakni-
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nacii 0,5 ml vakciny. 20-ndsobné riedenie
vakciny musi vykazovat pozitivhu agluti-
naéna reakciu s monoSpecifickym K99+ an-
tisérom.

Priklad 2

Enteropatogénny kmefl Escherichia co'i
CCM 2911 bol kultivovany v 300 ml Erlen-
maverovych bankdch s obsahom 20 ml ste-
rilného média, ktorého zloZenie je na str.
2 a kioré obsahuje 1,5 % kyslého kazeino-
vého hydrolyzdatu a 0,1 % glukézy. Dalsia
technologicka priprava a spracovanie bio-
measy uvedeného kmefia je analogzické ako
sa uddva v priklade 1.

Priklad 3

Enteropatogénny kmefl Escherichia coli
CCM 3910 bol kultivovany v 300 m! Erlen-
mayerovych bankéach s obsahom 20 ml ste-
riiného média, ktorého zloZenie je na stra-
ne 2 a ktoré obsahuje 0,5 % kyslého kazei-
nového hydrolyzatu a 0,1 % glukézy. Daldia
technologickd priprava a spracovanie bio-
masy uvedeného kmeila je analogické ako
sa udava v priklade 1.

Friklad 4

Enteropatogénny kmell Escherichia coli
CCM 3909 bol kultivovany v 300 ml Erien-
mayerovych bank&ch s obsahom 20 ml ste-
ri'ného média, ktorého zloZenie je na stra-
ne 2 a ktoré obsahuje 0,3 % kyslého kazei-
nového hydrolyzatu a 0,1 % glukézy. Dal-
Sia technologickd priprava a spraccvanie
biomasy uvedeného kmeria je analogické a-
ko sa udéava v priklade 1.

PREDMET VYNALEZU

1. Ingktivovand vakcina proti neonatél-
nej koli hnacke ieliat, vyznadujlica sa tym,
Ze obsahuje 1 X 10Y aZ 3 X 10" inaktivo-
vanych kmeiiov mikroorganizmov Escheri-
chia ccli CCM 3908, CCM 3909, CCM 3910,
CCM 3911 v 1 ml vakciny.

2. Inaktivovand vakcina podla bodu 1, sa

vyznaluje tym, e kmene mikroorganizmov
vo vakcine si minimalne z 90 % opilusova-
né.

3. Inaktivovand vakcina podla bodov 1 a 2,
vyznafujica sa tym, Ze jednotlivé kmene
isscherichia coli st vo vakcine zastipené v
rovnakom objemovom pomere.
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