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Impfstoffe dienen der Prophylaxe von Infektionskrankheiten des Digestionstraktes, die durch E. coli-Stamme bedingt
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bzw. ZIMET-Nr. 11088 — als Trager der Imnmunogene verwendet werden.
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Erfindungsanspruch:

Verfahren zur Herstellung von Pilus-Impfstoffen gegen Infektionskrankheiten des Digestionstraktes bei
Rindern und Schweinen, die durch Escherichia coli-Bakterien hervorgerufen werden, durch
Kultivierung entsprechend attenuierter Mutanten und nachfolgende Aufarbeitung der Kulturiésung
zum Impfstoff, gekennzeichnet dadurch, dal die adeninauxotrophen E. coli-Mutanten ZIMET 11086,
ZIMET 11087 oder ZIMET 11088 eingesetzt werden und dafl dem Nahrmedium Hefeextrakt und als
Stickstoffquellen L-Glutaminséure, L-Asparaginsaure, L-Threonin, L-Methionin und Glycin zugesetzt
werden.

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von Pilus-impfstoffen zur Prophylaxe von infektionskrankheiten des
Digestionstraktes (Rind und Schwein), die durch E. coli-Bakterien hervorgerufen werden, deren pathogene Wirkung wesentlich
auf Anheftungsmechanismen beruht.

Charakteristik der bekannten technischen Losungen

Unbedingte Voraussetzung fiir den erfolgreichen Einsatz von Impfstoffen zur Inmunprophylaxe gegen Erkrankungen des

Digestionstraktes mit ausgepragter lokaler Schadwirkung ist das Vorhandensein von Antigenstrukturen im impfstoff, die in vivo

eine Antikérperbildung bewirken und damit das Anhaften pathogener Stamme an der Oberflache der Epithelzellen verhindern.

Zur Immunprophylaxe gegen o.a. Infektionskrankheiten des Digestionstraktes, z.B. der Koliruhr bei verschiedenen

Haussaugetierarren (Rind, Schaf, Schwein), wurden und werden bisher international inaktivierte polyvalente Vakzinen

eingesetzt. Deren Prinzip beruht entweder

— auf dem Einsatz von Vollzellvakzinen mit den epidemiologisch relevanten OK-Strukturen (SCHOLL, 1973; MICHAEL u. a.,
1977; WITTKOWSKI, 1980),

— auf dem Einsatz von polyvalenten Vollzellvakzinen, die durch Zugabe von Préparationen aus Zellen beztiglich der
immunologisch relevanten Haftstrukturen angereichert sind (BRINTON u. Mitarb., 1983),

— aufdem Einsatz von Praparationen aus Zellen, die nur noch die Adhésionsstrukturen unter Verzicht auf die kompletten Zellen
enthalten (NAGY u.a., 1978; MORGAN u.a., 1978; LIEBERMANN u. LIEBSCHER, 1985).

Soweit es die Vollzellvakzinen ohne Anreicherung der Haftantigene anbelangt, weisen diese den Nachteil einer ausgepragten

serotypspezifischen Wirkung aus {WITTIG, 19654, b, 1971, 1980. 1981; SENF, 1982; SCHOLL, 1973; SCHOLL u. Mitarb., 1980).

Die im letzten Jahrzehnt auf Grund der erweiterten diagnostischen und pathogenetischen Kenntnisse (STIRM u. Mitarb., 1967;

SMITH u. LINGGOOD, 1971; EVANS u. Mitarb., 1973; JONES u. RUTTER, 1974; ISAACSON, 1977; @RSKOV u. Mitarb., 1977;

NAGY u. Mitarb., 1978) bevorzugt produzierten Impfstoffe mit angereicherten oder gereinigten Haftantigenen und/oder Toxinen

sind mit groBem Herstellungsaufwand verbunden.

Ziel der Erfindung

Ziel der Erfindung ist ein dkonomisches Verfahren zur Herstellung von gut vertraglichen und wirksamen Vakzinen zur Prophylaxe
von Infektionskrankheiten des Darmes bei Rindern und Schweinen, bei denen E. coli-Stdamme mit Adhdsionsmechanismen (Pili)
eine Rolle spielen.

Darlegung des Wesens

Durch die Erfindung soll ein Verfahren gefunden werden, bei dem mit geringem biotechnologischem Aufwand Pilusvakzinen

hergestellt werden kénnen, die

— von sonstigen Antigenstrukturen der Erreger unabhangig wirken,

— beim Einsatz einer geringen Biomasse einen gleich guten oder besseren Antikérpertiter bzw. impfschutz bewirken, als
aufwendiger hergestellte Impfstoffe mit vergleichbarer Indikation.

Erfindungsgemal wird die Aufgabe dadurch gelést, daR

— die adeninauxotrophen E. coli-Mutanten ZIMET 11086, ZIMET 11087 oder ZIMET 11088 als Trager der Immunogene fiir die
Herstellung von Pilusimpfstoffen eingesetzt werden,

— dem fir die Ziichtung dieser Mutanten verwendeten Nahrmedium neben Hefeextrakt als Stickstoffquellen L-Glutaminsaure,
L.-Asparaginséure, L-Threonin, L-Methionin und Glycin zugesetzt werden.

Bei der Ziichtung darf die Zelloberflache der Mutanten nicht verandert werden, so da@ sich die Antigenitat voll entfalten kann
bzw. die genetische Potenz zur Ausbildung der Strukturen voll erhalten bleibt.

Diese genannten Stdmme wurden im Zentralinstitut fliir Mikrobiologie und experimenteile Therapie Jena hinteriegt.

Die erfindungsgeméB hergesteliten Lebendimpfstoffe haben folgende Vorteile:

— Sie lassen sich mit vergleichsweise gegeniber anderen Plusvakzinen oder pilusangereicherten Vakzinen geringerem
biotechnologischem Aufwand hersteilen.” Im Gegensatz zu diesen ist dabei die Ausbildung der Pili an der Zelioberflache
nicht unbedingt erfordertich.

— Fir eine Impfdosis ist nur eine vergleichsweise gegeniber anderen Pilusvakzinen oder pilusangereicherten Vakzinen
geringere Biomasse erforderlich, was gleichzeitig Vorteile teztiglich der Vertraglichkeit bietet.

1) Im Gegensatz zu diesen ist dabei die Ausbildung der Pili an der Zeiloberflache nicht unbedingt erforderlich.
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— Sie wirken unabhangig von anderen Antigenstrukturen der Erregerzellen.

— Sie bewirken bei Versuchstieren (Priifverfahren) héhere Antikdrpertiter gegn die Haftantigene als die entsprechenden
inaktivierten Vakzinen.

— Sie haben eine bessere klinische Schutzwirkung als die entsprechenden inaktivierten Vakzinen.

e
Ausfithrungsbeispiele
Die Erfindung wird an Hand der angegebenen Versuchsparameter und Beispiele ndher erldutert.

1. Gewinnung der Produktionsstimme
— Zur Herstellung der Bakterienmutanten wurde von folgenden E. coli-Wildstdmmen ausgegangen:

Stamm-Nr. serologische Haftantigen Enterotoxin® LDg"
OK-Struktur LT/ST X*t1o
212/111 0147 :K89(B) K88 + - 5,4 x 108
{2 x 10%-1,4 x 107)
213/055 0101:K28(A) K99 - + 2,1 x 108
(8 x 10°-5,6 x 10°)
212/160 CS 20112 (A) 987p -+ 2,9 x 107

(1,1 x 10’-7,4 x 107)

1) Model Maus (ICR Stamm, Lebendmasse 16-18g),
i. p. Applikation, Auswertung graphisch im Wahrscheinlichkeitsnetz (Schafer's Feinpapier Nr.485), Angabe als vermehrungsfahige
Zellen/Maus, Verdinnungsmedium:5%ige Mucin-Losung

2) Nationale Nomenklatur der Colizentrale im Bezirksinstitut fir Veterinarwesen Dresden

3) LT = hitzelabiles Enterotoxin; ST = hitzestabiles Enterotoxin

— Die Mutanten wurden mit einer Methode gem&R Patentschrift DD 199337 gewonnen und hatten folgende
Eigenschaften:"

ZIMET-Nr. serologische Haftantigen Enterotoxin LDsgo
OK-Struktur LT/ST X+10
11086 0147 :K89(B) K88 + - 2,Tx10°
{7,2 x 107-5,6 x 10%)
11087 0101:K(A)” K99 - + 1x10°
. (6,2 x 10%-2,2 x 10°%)
11088 CS 2011 (K[A]") 987p -+ 9,6 x 108

{5,8 x 10°%~1,6 x 10%)
1) Zeichenerkldrung der Tabelle s. Wildstdmme

2. Nahrmedien und Anzuchtverfahren zur Erhaltung der genetischen Potentiale der verwendeten Mutanten
— Als Nahrmedium zur Kultivierung der Bakterienmutanten wird verwendet:
E. c.-Medium 1998, bestehend aus:

Na;HPQO,4 x 12H,0 AB-DDR 27,0g
Mg SO, x 7H,0 AB-DDR 0,259
Supplement VS bzw. Bramschhefeextrakt 27,09
L-Asparaginséure AB-DDR 0,32g
L-Threonin AB-DDR 0,189
L-Glutaminsaure AB-DDR 0,055¢g
L-Methionin AB-DDR 0,16g
Glycin AB-DDR 011g
Adenin AB-DDR 0,05g
Thiamin AB-DDR 0,02g
Glukose AB-DDR 5g
Aqua dest. AB-DDR ad 1000 mi
pH7,6-7,8

— Die Ziichtung der Bakterienzellen erfolgt zunachst als Standkuitur und anschiie3end unter Riihrung und Liftung im
Fermentor. Wahrend des Fermentationsprozesses bleiben die Adeninauxotrophie und die Fahigkeit zur Bildung der
Haftantigene erhalten. Die Bebriitungstemperatur betrdgt +37°C. Die Bakterienzellen werden am Anfang der
stationdren Wachstumsphase geerntet.

3. Methoden zum Nachweis der genetischen Stabilitiat, der Unschadlichkeit und Antigenitat
— Adeninauxotrophie und Attenuierung der Bakterienmutanten sind miteinander gekoppelt. Die genetische Stabilitat der
Lebendimpfstoffe wird ’
+ wahrend des Herstellungsprozesses durch quantitative Bestimmungen der Reversionsrate zur Adeninprotrophie
und
* bei Abgrenzung von Wild-(Feld)Stdmmen durch qualitative Bestimmung der Auxotrophiemarker
gefiihrt.
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Dazuist es erforderlich, die Zellen zweimal mit physiologischer NaCl-Lésung zu waschen und auf Minimalagarplatten
DAVIS u. MINGIOLI, 1959; FALKOW u. Mitarb., 1962) ohne Zuséatze bzw. mit einer der Markersubstanzen zu plattieren.
Die Bestimmung der Lebendkeimzahl erfolgt auf vollergénztem Minimalmedium. Die Reversionsrate darf = 10/108
koloniebildende Einheiten (kbE) nicht iberschreiten. Die Bakterienmutanten wachsen nicht aufteilerganztem
Minimalmedium.

Zur Bestimmung der Antigenitat werden Kaninchen im Gewicht von 2,5-3kg mit den verschiedenen Praparationen
geimpft und die Immunantwort mittels Langsamagglutination (LA) durch Vergleich der Titer vor der

Vakzination = 0-Wert und des Titers nach der Vakzination ermitteit. Dabei ist das Testantigen so auszuwahlen, daf die
pilusspezifischen Titer erfal3t werden.

Folgende Ergebnisse wurden ermitteit:

K 99-Antikérper! von Kaninchen, geimpft mit 1 x 10°Zellen/Tier:

K99-Tragerstamm (K 99+” K99-Tragerstamm (K 99)"
a.vacc. p.vacc. a.vacc. p. vacc.
23 128 8 128
K 88-Antikorpertiter' von Kaninchen, geimpft mit
K 88- inaktivierten polyvalenten mit K 88-Tragerstamm
Test- Handelsimpfstoffen
antigen
Dosis: 7 x 10° Zellen/Tier Dosis: 2 x 10°Zellen/
a.vacc. p. vacc. a.vacc. p. vacc. Tier
I 5,7 16 10 256
15,7 16 16 812
n 4 1,3 38 >1290

1} Titerangabe: reziproker Wert der Serumverdiinnung als geometrisches Mittel von 2 Kaninchen

2) DieZichtung wurde so gestaltet, daR die Pili ausgebildet und in vitro nachzuweisen waren.

3) DieZichtung wurde so gestaitet, dafd die Pili nicht ausgebildet waren, wohl aber die Fahigkeit der Zellen zur Ausbildung der
Pilusstruktur erhalten blieb.

Antikérpertiter von Kaninchen, geimpft mit 11D"

Test- K88-angerei- inaktivierter K88-, K99-,
antigene cherten HI? Hi (bisherig. P987-Trager-
(internat. DDR-Praparat) stammgemisch
Vgl.-Préaparat)
avacc. p. vacc. a.vacc. p.vacc. a.vacc. p. vacc.
K88l 8 25 4 32 6,3 128
] 6,3 25 28 32 13 256
m 5 25 28 23 13 102
K99 -— —_ —_ —_ 1" 128
P87 —_ —_ — — 80 1280

Titerangabens.o.
1) ID = vom Hersteller angegebene Impfdosis
2) Hi = Handelsimpfstoff polyvalent

Anwendung von Versuchsmustern eines Lebendimpfstoffes (LI} auf der Basis von Stamm ZIMET 11087 zur
Muttertierimmunisierung von Primiparae im Vergleich zur inaktivierten Vakzine Colivacc ,,Dessau “(R)

Versuchs- Gruppe unge- Colivacc- LI-Gruppe
kategorien impfter Kon- Gruppe

trolitiere
lebend geb. 43 128 145
Kélber
totgeb. 1(2,3%) 6(4,5%) 5(3,3%)
Durchfall- 3(6,98%) 7 (5,5 %) 3(2,07 %)
erkrankungen
Durchfall- 1++ 5+ 3+
intensitat 24+++ 2+++
Verendungen 4(9,3%) 6 (4,68 %) 2(1,38%)
Sektions- 3Kalberinsgesamt:
ergebnisse path.-anat.: Kolisepsis, Koliruhr, Koliinfektion

bakt.-serol.: E.coli09:K35,E.coli0101,E.coli0 101 : K30

Anwendung von Versuchsmustern eines Ll auf der Basis von Stamm ZIMET 11087 zur Muttertierimmunisierung
von Pluriparas im Vergleich zur inaktivierten Vakzine Colivacc ,, Dessau“®
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Versuchs- Gruppe unge- Colivacc- LI-Gruppe
kategorien impfter Kon- Gruppe
trolitiere
lebend geb. 81 212 79
Kalber
totgeb. 3 5 _—
Kélber
Durchfall- 57(70,3 %) 160 (75,47 %) 38(48,10%)
erkrankungen
Durchfall- 8++ 11+ 8+
intensitat 49 +++ 51 ++ 21 ++
98 +++ 9+++
Versuchskategorien  Gruppeungeimpfter Colivacc-Gruppe LI-Gruppe
Kontrolltiere
Verendungen 12(14,8%) 20(9,43%) 4(5,06 %)
Sektionsergebnisse 3 Kalber: 5 Kalber: 4Kalber:
path.-anat.: path.-anat.: path.-anat.
Salmonellose, Salmonellose, Salmonellose,
Salmoneliose, Salmonellose, Enteritis,
Kolisepsis Enteritis u. Koliruhr
bakt.-serol.: Pneumonie, Kolisepsis
S. dublin, Kolisepsis, bakt.-serol.:
S.dublin, Kolisepsis, S. dublin,
E.coli0 101 bakt.-serol.: @,E.coli078,
K30 S.dublin, E.coli078
S. dublin,
@, E.coli
0101 K30,
E.coli078

¢ Anwendung von Versuchsmustern eines trivalenten Lebendimpfstoffes auf der Basis der Staimme ZIMET 11086,
ZIMET 11087 und ZIMET 11088 zur Muttertierimpfung von Schweinen im Vergleich zur inaktivierten Vakzine

Coliporc ,Dessau”®

Versuchs- Coliporc-Gruppe LI-Gruppe

Kategorien AS” Js? AS" Js"
Wiirfe 98 42 78 14
aufzuchtfahige 835 134 1020 436
Ferkel

Ferkelverluste (%) 13,7 14,0 9,1 13,4
dav. Ferkeiruhrtage 59,1 71,6 16,1 61,7

1) AS = Altsausen; JS = Jungsauen

Herstellung der Impfstoffe und Impfstoffanwendung

— Die Hersteliung der lyophiiisierten Lebendimpfstoffe erfolgt nach bekannten Methoden. Der Bakterienkultur werden vor

Lyophilisation Saccharose und inaktiviertes Normalserum vom Rind bzw. Schwein zugegeben. Die lyophilisierten impfstoffe
werden in einer gepufferten NaCl-Lésung mit Trypton resuspendiert.

— Die resuspendierten Impfstoffe werden in festgelegter Dosis (KbE/Immunisierung) hochtréchtigen Muttertieren — in der
Regel zweimal — parenterat (im., ggf. auch sc.) appliziert, um auf diese Weise den Immunglobulingehait der Eutersekrete
spezifisch zu erhéhen und die mit diesen Sekreten getrénkten bzw. gesdugten Kélber bzw. Ferkel passiv—allgemein und
lokal — zu schitzen. '
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