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(54 Fremgangsméade til fremstilling af en vaccine
mod neonatal diarre

Den foreliggende opfindelse angdr en fremgangsmidde til
fremstilling af en vaccine mod neonatal diarré til parenteral
indgivning i dragtige pattedyr, hvilken vaccine indeholder anti-
genet K 88 adhasionsfaktor fra en enteropatogen stamme af
Escherichia coli.

Ved fremgangsmiden ifglge opfindelsen fremstilles et anti-
gent praparat, dvs. en vaccine, som omfatter et antigen, der er en
enteropatogenbakteriestammesadhasionsfaktor,samvedfremgangsméden
ifglge opfindelsen adsorberes selektivt p& umodificerede erythro-
cyter (rgde blodlegemer). Opfindelsen er baseret pd den erken-
delse, at visse umodificerede erythrocyter er i besiddelse af

selektive receptor-sader pd deres overflader og derved er i
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stand til at danne komplekser med specielle proteiner. Med "u-
modificerede ervthrocyter" menes erythrocyter, som er i be-
siddelse af deres naturlige overfladeegenskaber. Til forskel
herfra er modificerede erythrocyter f.eks. kemisk overflade-
modificeret ved bergring med stoffer som formaldehyd, garve-
syre eller glutaraldehyd, hvorved de har mistet deres natur-
lige evne til selektivt at danne protein-komplekser. For et
givet antigen findes meget f& typer erythrocyter, maske kun
en enkelt, som er i stand til selektivt at adsorbere det.
Egnede erythrocyter findes ved "screening” af mulige erythro-
cyt-typer til bestemmelse af dem,som agglutineres i vandig
oplgsing, siledes som nedenfor beskrevet.

Fremgangsmiéden ifglge opfindelsen har betvdning i forbin-
delse med de enteropatogene stammer af Escherichia coli, der ex
implicerede i neonatal diarré@ specilelt hos svin. Infektion af ny-
fpdte grise med disse stammer kan hurtigt fore til vandtab og dgd
for smigrisene og er derfor et alvorligt problem i svineopdrattet.
Blandt de enterotoxin-producerede stammer, der hyppigst traffes
ved neonatal diarré, kan navnes fglgende efter international se-

rotype-klassificering:

International serotype-klassificering

08:X87 (B), K88a,b (L)
08:X87 (B), X88a,c (L)
045a,c:X 'E65', K88a,c (L)
0138:K81 (B), K88a,c (L)
0141:%X85a,b (B), XK88a,b (L)
0147:X89 (B), K88a,c (L)
0149:K91 (B), K88a,c (L)
0157:K 'v17', X88a,c (L)

Ved neonatal diarr@ hos svin bliver den anteriore tynd-
tarm koloniseret med en eller flere af sddanne stammer, og det
menes, at deres modstand mod at blive fjernet fra tyndtarmen ved
peristaltikkens virkning skyldes adhasive stoffer, der findes
pa bakteriens overflade, og som kaldes adhasivfaktorer. Alle
disse stammer af E.coli syntetiserer det ene eller det andet

af to naert beslagtede proteinoverfladeantigener, der betegnes



som K88a,b og K88a,c og er praktisk taget uoplgselige ved
pH-vardier mellem 3,5 og 5,5, har hgj molekylvegt (sedimenta-
tionskoefficient pa ca. 358) og er varme-labile, idet de de-
natureres ved opvarmning til over 70°C. Det antages, at det
er disse stoffer, der er skyld i de tarm-adhasive egenskaber,
som de enteropatogene stammer af E.coli er i besiddelse af.

Fremgangsmiden ifglge opfindelsen er sdledes specielt
rettet pd fremstilling af en injicerbar vaccine, der tjener
til at forgge den naturlige modstandsevne overfor mavetarm-
vejsinfektioner, der videregives fra et moderdyr til hendes
nyfgdte unge via colostrum (rémzlken). I den herved fremstil-
lede. vaccine er den aktive antigene komponent specielt en
adhasionsfaktor fra en enteropathogen stamme af E.coli. Det
er allerede velkendt, at bakterielle adhasionsfaktorer, sé~-
fremt de injiceres i et moderdyr, fremmer forggelsen af pas-
sende antistoffer i blodserummet, og at denne fordel md kunne
videregives til nyfgdte unger. Det bemarkes, at der ved erken-
delsen af dette fanomen udelukkende er tale om en interessant
iagttagelse, hvor de hidtil opndede resultater har varet va-
riable og updlidelige, s8ledes at de ikke har kunne danne
grundlag for en konsekvent og brugbar metode til immunisering.

Der findes i litteraturen f.eks. The Veterinary Bul-
letin, vol 45, no. 7 (1975), side 491, nr. 3645 forskellig
omtale af fremstilling af vacciner (dvs. antigen-praparater)
indeholdende K88-antigen sisom K88~ adhasionsfaktor fra en
enteropatogen stamme af E.coli, hvilken vaccine er afprgvet pa
drazgtige sger med det formdl i soens immun-kredslgb at danne
yderligere beskyttende antistoffer, der, ndr soen farer, kan
g& over i colostret (den fgrste mzlk) og derved vare tilgange-
lige i sadet for E.coli-kolonisationen i pattegrisens tarm.
Imidlertid stdr det fast (se J.M. Rutter "Escherichia coli
infections in piglets: Pathogenesis, virulence and vaccina-
tion" i The Veterinary Record, 22. februar 1975, 96, 171-175),
at der med s&danne vacciner er opndet meget varierende resul-
tater, idet forsggene med dem undertiden har givet positive
resultater og i andre tilfalde ikke.

Den foreliggende opfindelse sigter pd at anvise en
brugbar fremgangsmidde til tilvejebringelse af en stabil og ef-

fektiv vaccine indeholdende en s&dan adhazsionsfaktor. Interes-
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sen har isar giet i retning af at finde frem til en vaécine,
der kan benyttes til at meddele nyfgdte smigrise en effektiv
immunisering mod enteropathogene stammer af E.coli. Inden-

for den tekniske litteratur er der allerede fra flere forskel-
lige sider publiseret en rakke arbejder vedrgrende den mekanis-
me, véd hvilken enteropathogene E.coli-bakteriestammer haf-
ter fast til tarmvaggen og siledes modstdr de naturlige tarm-
bevaegelser (peristaltikken), der ellers ville feje bakterier-
ne bort for tarmvejen og medrive dem ved fremfgrelsen af tarm-
indholdet, s&ledes at de effektivt elimineres fra dyrets sy~
stem. De sarlige egenskaber hos bakterierne, der er ansvarlige
for deres evne til at forblive forankret til tarmvaggen, fin-
des p& deres overflade og er som navnt ovenfor kendt under be-
tegnelsen "sdhasionsfaktorer”. Antallet af forskellige stammer
af E.coli, som forekommer i naturen, er uoverskueligt stort,
men adhasionsfaktorerne kan hovedsageligt differentieres inden-
for to brede klasser, der indenfor teknikken omtales som hen-
holdsvis a,b og a,c, hvoraf sidstnavnte adhasionsfaktorer er
langt de mest udbredte. De almindelige stammer af E.coli udvi-
ser enten a,c-adhasionsfaktorer eller a,b-adhasionsfaktorer;
men det er nu i forbindelse med den foreliggende opfindelse
blevet pavist, at vaccinen, som omfatter den mindst alminde-~
lige af disse, nemlig a,b-adhasionsfaktoren, alligevel udviser
overbevisende aktivitet mod et sardeles bredt omrade af orga-
nismer, ogsi sadanne der ikke i sig selv er i besiddelse af
dennefgktor,Til yderligere at fremhave det bemzrkelsesvar—
dige i dette forhold kan navnes, at de almindelige a,c-adhasi-
onsfaktorer tvartimod i almindelighed slet ikke er effektive
overfor a,b-varieteter.

Ved forskning i adha®sionsfaktormekanismen hos E.coli
bakterier er det i denne sammenhang blevet konstateret,at der
ved standard hamagglutinationspréver, der anvendes indenfor
teknikken til at identificere antigen aktivitet, i visse sarli-
ge tilfazlde dannes en meget sterk binding mellem a,b-adhasions—
faktorer og visse erythrocyter, som stadig er i besiddelse af
deres naturlige overflade-egenskaber. Ved kombinationen af dis-
se iagttagelser og rationel udnyttelse heraf, har det ifglge
den foreliggende opfindelse specielt vist sig, at denne mekanis-
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me kan udnyttes til at tilvejebringe stabile vacciner, hvori
disse specifikke adhasionsfaktorer indgdr. Herudover har det
vist sig, at a,c-adhasionsfaktorerne kun danner starke bin-
dinger med erythocyter ved lav temperatur og sdledes er usta-
bile ved omgivelsestemperatur. Det er kun ved hjalp af a,b-ad-
hasionsfaktorerne, at man kan tilvejebringe temperatur-uaf-
hezngig stabilitet sammen med erythrocyter. Ved afprgvning af
tilvejebragte stabile, a,b-adhaesionsfaktor/erythocytkombina-
tioner er det yderligere blevet pévist, at man herved opnér

et antigent praparat i form af en injicerbar vaccine, ved
hijelp af hvilken man kan fremkalde et hgjeffektivt immunre-
spons i blodserummet hos dragtige hunpattedyr, og at dette
respons endvidere udmzrker sig at kunne videregives pad s&r-
deles effektiv midde til de nyfgdte unger.

Fordelen ved at anvende erythocyter, som stadig har
deres naturlige overfladeegenskaber, er, at den meget speci-
fikke evne, som visse erythocyter har til at danne starke
bindinger med visse antigene forbindelser, kan udnyttes til
at sikre, at den valgte erythrocyt vil opsamle store mengder
af det gnskede antigen fra en sammensat "suppe" af cellulart
materiale, der fas, ndr bakterierne, som har varet dyrket heri,
drazbes og opbrydes. Det har herved vist sig, at det cellulare
materiales store masse ikke vil bindes til erythocyterne,
fordi den hertil ngdvendige specifitet ikke er tilstede.

Dette stidr i stark kontrast til de erfaringer, man har med
erythrocyter, hvis overfladeegenskaber er modificeret, f.eks.
ved behandling med formalin, hvorved de har mistet deres na-
turlige specifitet og derfor vil opsamle alt for meget ekstra-
cellulart materiale, sdledes at vaccinens effektivitet san-
kes.

For yderligere at forbedre de sdledes fremstillede
vacciners opbevaringslevetid, der ma sondres fra simpel temoe-
raturstabilitet, er det endvidere ngdvendigt i vaccinen at ind-
befatte et standardkonserveringsmiddel for vacciner. Som eksem-
pler p& sidanne konserveringsmidler kan navnes natriumazid el-

ler formalin.
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Den foreliggende opfindelse bygger siledes pad fglgende
hovedprincipper:

1. Vacciner, hvori indgér a,b-adhasionfaktorer, er
effektive overfor et bredt omrdde af a,c-organismer sével
som a,b-organismer.

2. Visse erythocyter, der stadig har deres naturlige
overfladeegenskaber, kan selektivt adsorbere bakterielle a,b-
-adhasionsfaktorer under tilvejebringelse af specifikke vac-
ciner.

3. Disse vacciner er stabile ved omgivelsestemperatur
og tilvejebringer hgj effektivt immumrespons, ndr de indgives
til i drazgtige hunpattedyr.

I overenstemmelse med de ovenfor anfgrte principper
er fremgangsmaden ifglge opfindelsen ejendommelig ved, at
antigenet er K88a,b/adhasionsfaktor, og at det adsorberes
pd erythrocyter, der er i besiddelse af deres naturlige over-
fladeegenskaber, fra en cellefri vandig oplgsning, idet for-
holdet mellem adsorberet K88a,b/adha@sionsfaktor og rumfanget
af tilstedevarende erythrocyter ligger i omradet 125-800 hama-
glutinationh@mningsenheder pr. ml, hvorefter det herved opnée-
de produkt ggres opbevaringsholdbart ved tilsatning af et kon-
serveringsmiddel dertil.

Den ved fremgangsmdden ifglge opfindelsen fremstillede
vaccine mod neonatal diarré er specielt udviklet og afprevet
overfor grise, hvor denne sygdom har sarlig alvorligt omfang
og sarlig graverende konsekvenser; med det vides, at K88a,b/-
adhasionsfaktoren ogs& har betydning hos andre pattedyr, som
derfor ligeledes vil nyde godt af vaccinen. Specielt i forbin-
delse med udviklingen af vaccinen til indgivelse til dragtige
sger har man med held benyttet h¢nseerythrocyter som baremedi-
et for K88a,b/adhasionsfaktor, da det herved er konstateret, at
der dannes et kompleks, der er starkt immunogent, o9 at de
herved tilvejebragte antistoffer, der dannes ved parenteral
indgivelse af komplekset, er sarlig kraftige ved hmmning'af ad-
hasionen af alle de ovenfor E.coli stammer i smidgrisenes mave-
tarmvej, uanset om disse stammer barer K88a,b- eller K88a,c-

-antigen p& deres overflade.
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Mekanismen, ved hvilken enteropathogene bakterier fast-
ner sig til tarmvaggen, er allerede undersggt og beskrevet inden-
for litteraturen, jf. s8ledes Journal of General Microbiology
(1974), 84, side 135-144 (af Jones og Rutter). Der er dog herved
ikke tale om fremstilling af injicerbare vacciner, ligesom dette
litteratursted ikke indeholder nogen som helst antydning om, at
de pagzldende adhasionsfaktorer skulle kunne adsorberes pad ery-
throcyter og derfor naturligvis heller ikke indeholder nogen
som helt antagelse om, hvad der eventuelt herved matte ske. De
af Jones og Rutter beskrevne analytiske metoder er imidlertid
de samme som anvendt ved ovennavnte screening-arbejde ved udvik-
lingen af den foreliggende opfindelse. Selv om Jones og Rutter
har beskrevet et stort antal E.coli stammer,der har varet under-
sggt ved forskellige analytiske metoder, findes der ingen klare
angivelser, der tillader med sikkerhed at slutte, hvorvidt en
adsorption har fundet sted fra en cellefri vandig oplgsning af
K88a,b/adhasionsfaktorer p& specifikke erythrocytter, ligesom
der ikke findes nogen sondring mellem K88a,b-stammer og K88a,c-
stammer, som har udgjort langt stgrstedelen af det undersggte
materiale, og som i hvert fald ikke har kunnet bidrage med oven-
nevnte nyttige K88a,b/adhasionsfaktor. Hertil kommer, at langt
de fleste prgver er gennemfgrt med levende bakteriesuspensioner,
som alts& ikke har varet cellefri. Selv hvor der har veret benyt-
tet cellefri K88-antigenekstrakter, har der i alle tilfalde
herved varet tale om en K88a,c-varietét. Da Jones 0g Rutter
s&ledes ikke overhovedet har varet inde p& tanken om tilvejebrin-
gelse af en vaccine, har de naturligvis heller ikke beskaftiget
sig med eventuelle krav til stabilisering af en sddan ved at
medtage et konserveringsmiddel sdsom natriumazid eller formalin.
Tvarimod har Rutter i ovennavnte litteratursted i The Veterinary
Record anvist vacciner til dragtige sger under anvendelse af
K88-antigener, som ikke var bundet til erythrocyter for derved
at fremkalde yderligere beskyttelsesantigenitet hos sgerne i
disses kredslgbsimmunsystem.

Under &t md det derfor konkluderes, at intet af oven-
navnte litteratursteder, hverken enkeltvis eller tilsammen,
foregriber den foreliggende opfindelse ved at antyde muligheden
for fremstilling og brug af en injicerbar vaccine omfattende
K88a,b/adhasionsfaktorer adsorberet til umodificerede erythrocy-
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ter med det klare sigte derved at opnd effektiv bekampelse af
neonataldiarrd hos smigrise ved vaccination af de dragtige s¢-
er, kort f¢r disse farer.

Forholdet mellem adsorberet K88a,b/adhasionsfaktor og
erythrocyt-rumfanget i vaccinen er i omréddet 125-800 enheder
pr. ml, og et forhold i omradet 400-800 enheder pr. ml er
is@r at foretrazkke. Ud over forholdet 800 enheder pr. ml vil
overskudet for stgrstedelen ikke adsorberes pd erythrocyterne
og udnyttes ikke immunogent s& effektivt som det adsorberede
materiale. De navnte enheder er hzmagglutineringsenheder, der
er malt efter en metode, der er tilpasset ud fra en metode,
som er almindeligt anvendt i immunologien, og den vil blive
narmere beskrevet i det senere anfgrte eksempel 1.

Det antigene praparat kan vare et simpelt vandigt praparat,
eller det kan indeholde en fase af en adjuvant-olie sdsom mineral-
olie eller arachis-olie, hvis tilstedevarelse muliggg¢r, at der

ved indgivning ved injektion kan opnéds et forgget antistof~re-
spons i forhold til det, der opnds med et simpelt vandigt praparat.
I den foretrukne form er prazparatet en flerfoldig olie/vand-emul-
sion af den art, der findes beskrevet i britisk patentskrift nr.
1.080.994. I denne form er den kontinuerlige fase en vandig fase
(s&som sterilt vand, fysiologisk saltoplgsning eller phosphat-puf-
fer), og det antigene materiale (i det foreliggende tilfelde kom-
plekset af K88a,b/adhasionsfaktor og rgde blodlegemer) findes i en
yderligere (sekundar) vandig fase, der selv er dispergeret i en
primer dispers fase af olie.

Til fremstilling af det antigene praparat bringes en celle-
fri Vandig oplgsning indeholdende K88a,b/adhasionsfaktoren i be-
rgring med umodificerede erythrocyter, isar umodificerede hgnse-ery=-
throcyter, under sddanne betingelser, at K88a,b/adhasionsfaktoren
bliver adsorberet af erythrocyterne. Den cellefrie vandige oplgs-—
ning kan selv fremstilles ud fra en K88a,b-stamme ({hensigtsmassigt
de enterotoksiske stammer G7 eller G68 type 1, der kan fas fra
Central Veterinary Laboratory, Ministry of Agriculture and Fisheries,
New Haw, Weybridge, Surrey UK) efter den metode, der er beskrevet
af Stirm, Orskov, Orskov og Mansa i J. Bacteriology, 93, 731-739.
Disse metoder medfgrer friggrelse af K88-materiale fra bakteriermes
overflader og overfgring af dem til vand, f.eks. ved opvarmning
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af de levende bakterier i et vandigt medium, pufret til en pH-verai
pd 6-9, til 60-65°C i 15 minutter eller mere eller ved udgvelse af
friktion pa bakteriernes overflader i den vandige puffer f.eks. i en
Waring-blender. Bakterierne fjernes derefter ved filtrering eller
centrifugering fra de derved opndede vandige K88-ekstrakter. Det 1
de cellefrie ekstrakter tilstedeverende K88-materiale kan om gnsket
(f.eks. til forsg@gg) renses ved gentagen isoelektrisk udfzldning

(pH = 5) og genoplgsning. I stor skala kan en K88 a,b-stamme af
E.coli dyrkes pd et sadvanligt caseinhydrolysat/saccharose-me-
dium, suppleret med de sadvanlige additiver sisom vitaminer, under
gennemluftning (f.eks. 3 liter/minut/10 liter medium) og kon-

stant omrgring, samt pH-regulering (ca. 7) og temperaturregule-
ring (37°C). Den fremkomne kultur hgstes efter 24 timers forlgb

og centrifugeres til udskillelse af bakterierne, som derefter sus-
penderes i en 0,15 M fysiologisk saltoplgsning i en m@ngde pa 3%

af det oprindelige kultur-rumfang og derefter opvarmes til ca. 60 %
til friggrelse af adhzsionsfaktoren og overfgring af den til det

vandige medium. Celleresterne fjernes ved centrifugering, og den
overliggende vaske prgves for sit indhold af adhasionsfaktor, hvor-

efter denne adsorberes pd hgnse-erythrocyter.

Vaccinen fremstillet ved fremgangsmidden ifglge opfindel-
sen kan bedst udnyttes ved at injiceres parenteralt i dragtige
sger ca. 3 uger fg¢r faringen (dvs. 95 dage efter befrugtningen),
siledes at colostret efter fgdslen vil komme til at indeholde en
effektiv koncentration af antistoffer til K88a,b/adhasionsfaktoren
af de enterotoksiske E. coll—stammer.

De fglgende eksempler skal tjene til narmere 1llustrer1ng
af fremgangsmiden ifglge opfindelsen og anvendelsen af den frem-

stillede vaccine.



10 146312

En renkultur af E. coli-stammen G7, international serotype
klassificering 08:K87 (B), K88a,b (L), for-dyrkes i naringsvaske
og inkuberes natten over ved 370C. Naringsagar-skrdkulterer i
Roux-kolber podes kraftigt med kulturen og inkuberes ved 37°C
i 24 timer, hvorefter den sammenflydende overfladevakst vas-
kes og hgstes aseptisk under anvendelse af en steril 0,1M
phosphat-puffer (NaZHPO4/NaH2PO4) med en pH-vardi péd 7,5, og den
derved fremkomne bakteriesuspension opvarmes til 60°C i 30 mi-
nutter til friggrelse af K88a,b/adhasionsfaktoren fra celleover-
fladerne. Det cellulare materiale fjernes derpd ved centrifuge-
ring (3000 g, 10 minutter), og efter tilsatning af natriumazid
(0,2%) til forhindring af bakterievakst opbevares den overlig-
gende vaske ved 4% i 3 dggn. Urenhederne, som derved
udskilles, fjernes derpd ved centrifugering, og til den kon-

" tinuerligt omrgrte overliggende vaske sattes fortyndet eddike-
syre til nedsattelse af pH-verdien til 5 (det isoelektriske punkt
for K88a,b/adhasiohsfaktoren ligger mellem 4,5 og 5,5). Det ud-
feldede materiale lades henstd i 24 timer ved 40C, hvorefter
det samles ved centrifugering og vaskes to gange med 0,005 M
McIlvaine-puifer (NaZHPO4/citronsyre) med en pH-verdi

pé& 5,0. Rensningen sker ved gentagen oplgsning (under anvendel-
se af phosphat-pufret 0,15 M saltoplgsning med en pH-vardi pad
7,2) og udfeldning (0,15 M McIlvaine-puffer, pH-vardi 5,0), og
"£il sidst oplgses det udfezldede materiale i en 0,15 M saltop-
l¢sning,phosphat—pufret til en pH-vardi pa 7,2 og opbevares

ved -20°C. '

Denne prgve kan anvendes som "screening" til identifi-
cering af de umodificerede erythrocyter, som er i stand til selek-
tivt at adsorbere et givet antigen. En portion p& 0,05 ml af den
oplgsning (Y), der skal prgves, fortyndes seriemessigt med phos-
phat-pufret saltoplgsning med en pH-vardi p& 7,1 i succesive for-

dybninger i en mikrotitreringsplade til opndelse af en rzkke op-
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lgsninger med adh®sionsfaktorkoncentrationer pa 1/2, 1/4, 1/8 ....

1/2n af oplgsningen Y's koncentration. Til hver af disse oplgsninger
settes 0,025 ml af en 2%'s tre gange vasket (med phosphat-pufret saltop-
lgsning, pH-vardi 7,1) suspension af hgnse-erythrocyter i samme

puffer, og pladen rystes mekanisk, hvorefter indholdende i for-
dybningerne f&r lov at satte sig. Efter 1/2 times forlgb inspi-

ceres pladen. En agglutinering af hgnse-erythrocyterne sker i de
starkere oplgsninger (dem i de fgrst fyldte fordybninger), men

ikke i de svagere, og slutpunktet for titreringen (udf¢rt ved stue-
temperatur) tages som den oplgsning, hvori der lige netop sker en
hemagglutinering. I en typisk udfgrelse kan slutpunktet f.eks.

ligge i den 13. fordybning, og titeren for oplgsningen Y vil da

vare 213 (= 8192, dvs. 8000, svarende til 8000 hamagglutinerings(HA)-
enheder pr. ml).

P& den i eksempel 1b beskrevne mdde pr¢ves en oplgsning,
fremstillet som beskrevet i eksempel la, og den viser sig
at have en K88a,b/adhasionsfaktor-titer pa 8000. Af denne oplgs-
ning fremstilles en vaccine ved, at 1 ml af oplgsningen fortyndes
til 10 ml med phosphat-pufret saltoplgsning med en pH-verdi pa 7,1
(PBS), hvorefter den fortyndede oplgsning (Z) omrgres i 1/2 time
ved 37°C med 10 ml af tre gange vaskede (PBS), sammenpakkede hgnse-
-erythrocyter opndet ved centrifugering (1000 g, 10 minutter). Det-
te fgrer til praktisk taget metning af hgnse-erythrocyternes over-
flade med adhasionsfaktoren, hvilket vil sige, at der ved metning
er 8000 HA-enheder af adhzsionsfaktoren pr. 10 ml rg¢de hgnseblod-
legemer.

Derpd sattes 0,2 vagt$ natriumazid til den fremkomne vac-
cine, som derp& opbevares ved 4°C, indtil den anvendes.

Den sdledes opndede vaccine gives hensigtsmessigt til drag-
tige sger i en dosisstgrrelse pd 2 ml, ved hvilken dosisstgrrelse
den har en ca. 10 gange sa stor antistof-dannende virkning som
den oplgsning Z (ikke erythrocyt-holdig), hvoraf den er fremstil-
let.

I stedet for at anvende natriumazid som konserveringsmiddel
som beskrevet ovenfor kan man behandle vaccinen med formalin (40%'s
vandig formaldehyd-oplgsning), hensigtsme@ssigt i en mengde pa et
rumfang formalin til 100~50 rumfang af vaccinen.
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(i) T 9 ml af en mineralolie af farmaceutisk kvalitet oplgstes
1 ml af den mannidmonooleat-emulgator, der f&s under betegnelsen
"Arlacel Aﬁ@Q og denne olieoplgsning sattes derefter til et lige
s& stort rumfang af den i eksempel 2 opndede simple vandige hgnse-
erythrocyt-vaccine. Sammenblandingen foretages i en homogenisator
+il dannelse af en creme-agtig vand-i-olie-emulsion.

(ii) Af denne vand-i-olie-vaccine sattes 1 rumfang til et lige sé&
stort rumfang af en 23%'s i 0,15 M saltoplgsning af den polyoxy-
ethylensorbitanmonooleat-emulgator, der f&s under betegnelsen
"Tween> 80", og sammenblandingen foretages i en homogenisator.

Den siledes opnéede lavviskose vand-i-olie-i-vand-vaccine
injiceres intramuskulert i en dosisstdrrelse pad 8 ml pa& sger
3 uger fgr faringen (dvs. ca. 95 dage efter pefrugtningen). Den
herved frembragte antiadhesions-aktivitet er forbundet med tre
antistof-grupper (IgG, IgM og IgA), hvilket giver et bredt spek-
trum for antistof-aktivitet, der nedenfor er sammenlignet med
den tilsvarende aktivitet i en kontrolgruppe bestdende af ubehand-

lede drazgtige sger.

Anti-adhasionsaktivitet

i serum i colostrum
Vaccinerede sger 256 512
Tkke-vaccinerede sger 4-8 - 32

Anti-adhasionsaktiviteten i serumet fra pattegrise, diet
hos de vaccinerede sger, er 128 enheder, medens den i serumet fra
pattegrise, diet hos de ubehandlede sger, kun er 32 enheder. De
fgrstnavnte pattegrise er altsa langt mere resistente endde sidstnavn-

te over for infektion med de enterotoksiske K88a,b- og K88a,c—stam-

mer af E. coli.
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Patentkrav.,
1. Fremgangsméde til fremstilling af en vaccine mod

neonatal diarré til parenteral indgivning i dragtige pattedyr,
hvilken vaccine indeholder antigenet K88/adhasionsfaktor fra
en enteropatogen stamme af Escherichia coli k ende teg -
n et ved, at antigenet er K88a,b/adhasionsfaktor, og at det
adsorberes pa& erythrocyter, der er i besiddelse af deres na-
turlige overfladeegenskaber, fra en cellefri vandig oplgsning,
idet forholdet mellem adsorberet K88a,b/adhasionsfaktor og
rumfanget af tilstedevarende erythrocyter ligger i omrader
125-800 hamagglutinationshamningsenheder pr. ml, hvorefter
det herved opndede produkt ggres opbevaringsholdbart ved til-
sztning af et konserveringsmiddel dertil.

2. Fremgangsmide ifglge krav 1, k endetegnet
ved, at erythrocyterne er hgnse-erythrocyter.
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