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Opis wynalazku

Wynalazek dotyczy sposobu wytwarzania komplekséw lipopolisacharydéw bakteryjnych (LPS)
z biatkami o wtasciwo$ciach immunogennych i ich zastosowania do formulacji szczepionek przeciwbak-
teryjnych. Kompleksy LPS z biatkiem no$nikowym stosowane sg jako immunogeny tj. czagsteczki zdolne
do indukcji odpowiedzi immunologicznej w organizmach kregowcéw w celu wytworzenia odpowiedzi
immunologicznej majgcej na celu ochrone przed patogenami bgdz w celu uzyskania przeciwciat specy-
ficznych do uzytego immunogenu. Koniugaty biatek z LPS lub uzyskanymi z niego fragmentami cukro-
wymi stosowane sg w szczepionkach przeciwbakteryjnych oraz do uzyskiwania surowic zawierajgcych
przeciwciata specyficzne wobec antygenéw cukrowych oraz uzyskiwania przeciwciat monoklonalnych
specyficznych do tych antygendéw. Wynalazek dotyczy réwniez szczepionki zawierajgcej immunogenny
kompleks oraz sposobu wytwarzania szczepionki.

Zakazenia bakteriami gram-ujemnymi stanowg znaczny odsetek infekcji bakteryjnych i zakazen
szpitalnych. Smiertelno$é jest znaczna pomimo stosowania antybiotykéw. Problem pogtebia sie wraz
ze wzrostem iloci szczepoéw wielolekoopornych, ktére sg odpowiedzialne za szczegdlnie ciezkie przy-
padki bakteriemii, czesto kofczace sie sepsg i zgonem pacjenta. Terapia sepsy jest jednym z istotnych
zagadnien medycznych, ktére wcigz jest dalekie od rozwigzania. Obecnie stosuje sie i bada szereg
strategii terapeutycznych, najwazniejsze to: usuwanie endotoksyn bakteryjnych z krwioobiegu, terapie
podtrzymujgce funkcje zyciowe kluczowych organéw, hamowanie nadmiernej aktywacji uktadu immu-
nologicznego, neutralizacja endotoksyn przeciwciatami. Innym podej$ciem jest wytworzenie odpornosci
na patogeny i endotoksyny za pomocg odpowiednich szczepionek. Celem dla szczepionek tradycyjnie
sg antygeny biatkowe, jednak ze wzgledu na fakt, iz gtbwnym sktadnikiem zewnetrznej btony $ciany
komarkowej bakterii gram-ujemnych jest lipopolisacharyd bakteryjny, podjeto szereg badan zmierzaja-
cych do wykorzystania LPS jako celu dla szczepionek.

Lipopolisacharydy to grupa makroczgsteczek zbudowanych z komponentu lipidowego zwanego
zwykle lipidem A oraz czesci cukrowej o zréznicowanej budowie i strukturze. W sktad LPS wchodzg tez
niskoczgsteczkowe podstawniki wptywajgce na wtasciwosci biologiczne i fizykochemiczne LPS. Sg to
np. grupy fosforanowe, difosforany, fosfoetanolamina, metylo-fosforoamidowe, aminokwasy, glicerol
i jego pochodne iinne. LPS zawierajgce cze$¢ cukrowg zbudowang z niewielkiej liczby reszt cukrowych
okresla sie czesto jako LOS (lipooligosacharyd). Cze$¢ cukrowa LPS typowo zbudowana jest z dwoch
czesci: oligosacharydu rdzeniowego i polisacharydu zwanego tez antygenem O. LPS silnie oddziatuje
z komédrkami uktadu immunologicznego odpowiadajgc za toksyczne efekty obserwowane w trakcie gram-
ujemnej bakteriemii i sepsy. Za wiekszo$¢ aktywnosci biologicznych odpowiedzialnych za toksycznos$é
LPS odpowiada Lipid A. Czgsteczka LPS ze wzgledu na swojg budowe jest amfifilowa, w wodzie tworzy
skomplikowane uktady micelarne, ktére mogg posiadac rézng strukture i wielko$¢. LPS mozna rozpusécic¢
w niektoérych rozpuszczalnikach np. dimetylosulfotlenku (DMSO) po odpowiednim przygotowaniu patent
US 8,426,221. W Srodowisku kwasnym i podwyzszonej temperaturze LPS ulega rozpadowi z uwolnie-
niem lipidu A czeSci cukrowej, ktéra moze by¢ oczyszczona i wykorzystana do tworzenia szczepionek.

Schemat budowy LPS przedstawiono ponize;j:

T Y Y T
Lipid A Rdzer wewnetrzny  Rdzen zewngtrzny Antygen O

Koncepcja uzyskania odpornosci na patogeny gram-ujemne poprzez wzbudzenie przeciwciat skie-
rowanych na antygen O-swoisty lipopolisacharydu zostata zaproponowana przez Robbins et al., 1992.

Ze wzgledu na stabg immunogennos$é LPS i brak aktywacji limfocytow T, uzyskanie dobrej od-
powiedzi wigze sie z koniecznoscig tworzenia koniugatéw O-antygendéw z biatkiem no$nikowym po-
dobnie jak w przypadku szczepionek juz stosowanych u ludzi przeciwko H. influenza, pneumococcus,



PL 246286 B1 3

meningococcus, ktére zawierajg koniugaty polisacharydéw kapsularnych z biatkiem. Oligosacharydy
uzyskane w wyniku enzymatycznej hydrolizy LPS z Salmonella thyphimurium skoniugowane z biatkiem
no$nikowym wzbudzaty silng odpowiedz na antygeny cukrowe u myszy i krélikow (Swenson i Lindberg,
1981; Swenson i wsp., 1979).

Kolejne prace koncentrowaty sie na szczepionkach glikokoniugatowych opartych na antygenach
O-swoistych, ktére dawaty skuteczng protekcje w modelach zwierzecych. Obecnie szereg szczepionek
przeciwko patogenom gram-ujemnym opartych na powyzszej koncepcji (S. paratyphi A, E. coli O157:H7,
Pseudomonas aeruginosa, Shigella) przeszto lub jest w trakcie badan klinicznych (Konadu i wsp., 2000,
Levine i wsp., 2007; Ahmed i wsp., 2006).

Wadg szczepionek opartych na antygenie O-swoistym jest ograniczona reaktywno$¢ uzyskiwanych
przeciwciat — ograniczona do szczepdéw danego serotypu.

Zakazenia bakteriami gram-ujemnymi stanowig tez duzy problem dla hodowcéw zwierzat, za-
wiaszcza w produkcji drobiu, trzody chlewnej i bydta. Gtéwne gatunki bakterii gram-ujemnych odpowie-
dzialnych za straty w produkcji zwierzecej to E. coli, Salmonella, Listeria, Campylobacter. Obecnie glo-
balny rynek szczepionek dla zwierzat w 2016 roku osiggnat warto$¢ 5,81 mid USD i szacuje sie, ze jego
warto$¢ wzroénie do poziomu 7,68 mid USD w 2021 roku. Skumulowany roczny wskaznik wzrostu
(CAGR) w latach 2016—-2021 wyniesie 5,7%.

Szczepionki weterynaryjne w wiekszoSci stanowig zabite badz atenuowane komérki bakteryjne
szczepOw najczesciej powodujgcych zakazenia. Przyktadowo szczepionka Coliprotect F4/F18 produko-
wana przez (Prevtec Microbia GmbH) sktada sie z dwdch szczepdéw zywych bakterii E. coli (O8:K87
oraz O141:K94), ktére nie produkujg toksyn powodujgcych choroby. Inne zawierajg biatka bakteryjne
stanowigce czynniki wirulencji takie jak adhezyny i toksoidy (Porcilis Porcoli Diluvac Forte produkowany
przez Intervet International B.V.; Nobilis E.Coli produkowany przez: Intervet International B.V.). Szcze-
pionki weterynaryjne koniugatowe sg na razie w fazie badan laboratoryjnych, nie stosuje sie tez w we-
terynarii szczepionek opartych na LPS. Wadg aktualnych szczepionek jest ich swoisto$é serotypowa
ograniczona do szczepdéw uzytych do immunizacji. Zastosowanie LPS jako antygenu pozawala na uzy-
skanie szczepionek zaréwno o waskiej jak i szerszej swoistosci.

Antygen O stanowi najbardziej zmienng cze$é LPS, unikalng dla danego serotypu, w zwigzku
z czym jest jednym z kluczowych antygenéw dla okres$lania serotypdéw bakterii. Oligosacharydy rdze-
niowe posiadajg znacznie bardziej konserwatywng strukture np. w obrebie gatunku E. coli, wszystkie
serotypy posiadajg jeden z pieciu typoéw oligosacharydu rdzeniowego zas u bakterii z rodzaju Salmo-
nella zidentyfikowano dotychczas 1 typ oligosacharydu rdzeniowego. LPS stanowi gtéwny skfadnik ze-
wnetrznej btony Sciany komorkowej bakterii gram-ujemnych, jest zatem jednym z gtéwnych antygenéw
na powierzchni komorki i potencjalnym celem dla szczepionek.

Szczepionki, w ktérych wykorzystuje sie wyizolowane, oczyszczone antygeny okre$la sie mianem
szczepionek podjednostkowych, ich zaletg jest silna indukcja odpowiedzi na wybrany antygen co
w przypadku tak ztozonego immunogenu jakim jest cata komoérka bakteryjna nie zawsze jest mozliwe
ze wzgledu na kompetycje antygenowg miedzy réznymi czgsteczkami na jej powierzchni. Inne zalety to
Scisle okreslony, powtarzalny skfad, mniejsza ilo$¢ reakcji ubocznych, ukierunkowanie odpowiedzi na
antygeny zapewniajgce ochrone.

Lipopolisacharydy, podobnie jak polisacharydy i oligosacharydy sg stabymi immunogenami, sta-
nowig zatem hapteny, ktére dopiero po sprzegnieciu z noSnikiem biatkowym uzyskujg zdolno$é do in-
dukcji przeciwciat klasy IgG i pamieci immunologicznej niezbednej dla uzyskania dobrej ochrony. Two-
rzenie koniugatéw LPS biatko wymaga czesciowej dekompozycji LPS w celu uwolnienia rozpuszczalnej
w wodze czesci cukrowej. W wyniku kwasnej hydrolizy lipopolisacharydu dochodzi do jego rozszcze-
pienia w miejscu potgczenia wewnetrznej czesci oligosacharydu rdzeniowego zawierajgcego zwykle
czasteczki kwasu 3-deoksy-D-manno-oktulozonowego (KDO) z lipidem A. Uwolniona cze$é cukrowa
LPS jest nastepnie oczyszczana i sprzegana z biatkiem no$nikowym. Istnieje szereg sposobdéw sprze-
gania oligo i polisacharydéw z biatkami znanych osobom biegtym w dziedzinie. Najczesciej sprzeganie
przebiega w dwoch etapach: aktywacji sacharydu i koniugacji z biatkiem. Czesto stosuje sie sprzeganie
poprzez reduktywng aminacje pomiedzy terminalnymi grupami ketozowymi lub aldehydowymi sacha-
rydu i grupami aminowymi biatek w obecnoéci czynnika redukujgcego, zwykle cyjanoborowodorku sodu.
Bez wzgledu na zastosowang metode kluczowym etapem jest hydroliza LPS w celu uwolnienia czesci
cukrowej. Pomimo stosunkowo fagodnych warunkéw reakciji, degradacji ulega wewnetrzna cze$¢ rdze-
nia zbudowana z KDO, dochodzi takze do uwolnienia i utraty znacznej czesci podstawnikéw niecukro-
wych, ktére sg istotne dla wiasciwosci antygenowych LPS jako elementy epitopow.
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Sposo6b opisany w wynalazku umozliwia uzyskanie kompleksu w sposob nie powodujacy degra-
dacji i innych modyfikacji chemicznych LPS zachowujgc w petni jego cechy antygenowe. Wynalazek
opisuje sposdb sprzegania LPS z biatkami, w ktérym nie ma koniecznosci czesciowej degradacji LPS,
sprzeganie nie wymaga wytworzenia kowalencyjnego potgczenia pomiedzy LPS i biatkiem co réwniez
moze prowadzi¢ do modyfikacji i utraty niektérych epitopdw. Sprzeganie polega na wytworzeniu nieko-
walencyjnego kompleksu pomiedzy LPS i biatkiem w kilkuetapowym procesie. W pierwszym etapie LPS
podlega procedurze usuwania kationédw metali z nim zwigzanych i wymianie na protony przez co uzy-
skuje sie kwasng forme LPS, dobrze rozpuszczalng w DMSO, w analogicznym procesie uzyskuje sie
biatko, w ktérym wszystkie jonowo zwigzane kationy zostajg zamienione na protony. Nastepnie LPS
i biatko rozpuszcza sie w DMSO i miesza ze sobg oba roztwory, uzyskujac mieszanine LPS biatko
w DMSO w pozadanym stosunku wagowym. W dalszej kolejnosci DMSO stopniowo rozciencza sie
wod3g i usuwa DMSO w procesie dializy, ultrafiltracji lub filtracji zelowej. Kompleks moze nastepnie by¢
uzyty do formulacji immunogenu lub szczepionki z dowolnym adiuwantem.

Wynalazek charakteryzuje sie tym, ze powstaty kompleks jest zdolny do indukcji odpowiedzi im-
munologicznej o charakterystyce typowej dla antygendw typu TH2 tj. z przetagczaniem klas przeciwciat,
w wyniku czego dochodzi do syntezy przeciwciat IgG, IgA podczas gdy odpowiedz pierwotna charakte-
ryzuje sie produkcjg przeciwciat klasy IgM i pamiecig immunologiczng, zawiera kompletng czasteczke
LPS, nie wywotuje efektow toksycznych u szczepionych zwierzat w dawkach stosowanych do immuni-
zacji. Korzystnie, zawarty w kompleksie lipid A bedacy skfadnikiem LPS posiada wtasno$ci immunosty-
mulujgce zapewniajgc silng odpowiedz immunologiczng.

Sposo6b uzyskiwania szczepionki sktada sie z nastepujgcych etapow:

a) hodowli komérek bakteryjnych;

b) izolacji LPS;

c) przeprowadzenia LPS w postaé rozpuszczalng w DMSO;

d) wytworzeniu kompleksu poprzez zmieszanie roztworéw LPS i biatka w DMSO i zmiany roz-

puszczalnika na wode;

e) liofilizacji lub formulacji z adiuwantem.

Uzyskany kompleks mozna podawac iniekcyjnie bez adiuwanta lub w formulacji z dodatkowym
adiuwantem zapewniajgcym efekt depozyciji np. z olejem mineralnym. Wyniki eksperymentéw wskazuja,
ze uzyskiwane kompleksy sg zdolne do indukcji wysokiego miana przeciwciat klasy I1gG swoistych
wzgledem LPS-u zastosowanego do szczepienia oraz przeciwciat swoistych wzgledem biatka no$niko-
wego, co Swiadczy o odpowiedniej aktywacji limfocytow T. Ze wzgledu na bardzo zblizone wiasciwosci
fizykochemiczne LPS metoda jest uniwersalna i umozliwia przygotowanie immunogenu z LPS izolowa-
nego z dowolnego szczepu bakterii gram-ujemnej. W reakcji na immunogen powstajg rowniez przeciw-
ciata skierowane przeciwko zastosowanemu biatku noSnikowemu, dzieki czemu mozna $ledzié postep
immunizacji w przypadku wystepowania rezydualnego poziomu przeciwciat na LPS danej bakterii w wy-
niku ekspozyciji Srodowiskowej i transferu przeciwciat z organizmu rodzicielskiego. Jest to istotne w przy-
padku szczepionek weterynaryjnych, gdzie wymagany jest tzw. marker.

Réwnoczesnie stwierdzono brak toksycznosci zastosowanych immunogenéw w testach szcze-
pienia myszy szczepu Balb/C. Dawka LPS-u wynosita ok. 1,1 mg/kg masy ciata. Jest to dawka 5-krotnie
nizsza od dawki Smiertelnej dla $win (5 mg/kg masy ciafa). Preparaty szczepionkowe byly tez testowane
na liniach komérkowych, gdzie réwniez nie wykazano ich toksycznosci.

Przedmiotem wynalazku jest sposéb wytwarzania komplekséw immunologicznych lipopolisacha-
ryd bakteryjny (LPS)/biatko, charakteryzujacy sie tym, ze obejmuje nastepujgce etapy:

a) izoluje sie z bakterii LPS dowolng metoda, nastepnie przeprowadza w forme dobrze rozpusz-
czalng w DMSO poprzez usuwanie kationéw metali zwigzanych z LPS oraz ich wymiane na
protony, przeprowadzajgc lipopolisacharyd bakteryjny w forme kwasna;

b) uzyskuje sie biatko dobrze rozpuszczalne w DMSO, przy czym wszystkie jonowo zwigzane
kationy zostajg zamienione na protony;

C) rozpuszcza sie LPS i biatko w DMSO i miesza ze sobg oba roztwory uzyskujgc mieszanine
LPS biatko w DMSO w okre$lonym stosunku wagowym; po czym

d) stopniowo rozciencza sie i usuwa DMSO,
przy czym nie doprowadza sie do degradacji i modyfikacji chemicznej LPS, zachowujgc kompletng
czasteczke LPS i jej wiasSciwosSci antygenowe, a sprzeganie LPS z biatkiem nastepuje w sposéb nie
kowalencyjny.
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Korzystnie sposdb charakteryzuje sie tym, ze LPS pochodzi z dowolnego szczepu bakterii
Gram-ujemnych, takich jak Escherichia, Hafnia, Salmonella i Campylobacter.

Korzystnie sposdb charakteryzuje sie tym, ze zastosowane w kompleksie biatko moze byé do-
wolnym biatkiem o wtasciwosciach immunogennych, rozpuszczalnym w DMSO.

Korzystnie sposdb charakteryzuje sie tym, ze zastosowane w kompleksie biatko jest kazeing lub
albuming surowicy bydlece;j.

Korzystnie sposéb charakteryzuje sie tym, ze DMSO rozciencza sie woda.

Bardziej korzystnie spos6b scharakteryzuje sie tym, ze DMSO usuwa sie za pomocg dializy, ul-
trafiltracji lub filtracji zelowe;j.

Kolejnym przedmiotem wynalazku jest kompleks lipopolisacharyd/biatko wytworzony powyzszym
sposobem do zastosowania do indukcji odpowiedzi immunologiczne;.

Korzystnie kompleks lipopolisacharyd/biatko jest do zastosowania przy wytwarzaniu immuno-
genu lub przeciwbakteryjnej szczepionki weterynaryjnej.

Kolejnym przedmiotem wynalazku jest spos6b wytwarzania szczepionki weterynaryjnej zawiera-
jacej kompleks immunologiczny LPS/biatko obejmujgcy nastepujgce etapy: hoduje sie komérki bakte-
ryjne, izoluje sie LPS, charakteryzujgcy sie tym, ze przeprowadza sie LPS w forme rozpuszczalng
w DMSO poprzez usuwanie kationéw metali zwigzanych z LPS i ich wymiane na protony, uzyskuje sie
biatko rozpuszczalne w DMSO, w ktérym wszystkie jonowo zwigzane kationy zostajg zamienione na
protony, przy czym rozpuszcza sie LPS i biatkko w DMSO a nastepnie miesza otrzymane roztwory do
wytworzenia niekowalencyjnego kompleksu wykazujgcego immunogennos$é, przy czym rozcienczalni-
kiem zastosowanym do usuniecia DMSO z preparatu jest woda.

Korzystnie LPS izoluje sie metodg ekstrakcji fenol — woda.

Korzystnie DMSO usuwa sie w procesie dializy, ultrafiltracji lub filtracji zelowej.

Korzystnie uzyskany preparat poddaje sie liofilizacji lub formutuje z dowolnym adiuwantem.

Jeszcze kolejnym przedmiotem wynalazku jest szczepionka weterynaryjna zawierajgca kompleks
wytworzony sposobem opisanym powyze;.

Korzystnie szczepionka jest w postaci zliofilizowanej.

Korzystnie, szczepionka jest w postaci formulacji z adiuwantem olejowym takim jak niekompletny
adiuwant Freunda.

Korzystnie biatko noSnikowe kompleksu stanowi marker pozwalajgcy na $ledzenie postepu im-
munizacji u osobnika.

Korzystnie szczepionka wykazuje szerokie spektrum dziatania wobec wszystkich wersji LPS (se-
rotypdw) spotykanych w szczepach Escherichia coli, Salmonella i Hafnia alvei.

Korzystnie szczepionka pobudza swoistg odpowiedz humoralng u osobnika powodujgc wzrost
przeciwciat anty LPS klasy 1gG.

Korzystnie osobnikami immunizowanymi mogg by¢ ptaki i ssaki, takie jak kury i $winie.

Korzystnie immunizacja nastepuje przez podanie domiesniowo lub dootrzewnowo.

Korzystnie szczepionka nie wywotuje efektédw toksycznych u szczepionych zwierzat.

Korzystnie szczepionka zawiera kompleks LPS z biatkiem w PBS i opcjonalnie dowolny inny
adiuwant.

Problemem technicznym rozwigzywanym przez wynalazek jest uzyskanie innowacyjnej szcze-
pionki, ktéra nie byta dotychczas stosowana w weterynarii. Wynalazek wyrdznia sie tym, ze opisang
technologia mozna w fatwy sposéb uzyska¢ immunogenne kompleksy LPS biatko. Obecno$¢ biatka
w kompleksie zapewnia odpowiedz typu TH2 co jest pozgdane w przypadku szczepionek. Przy tym do
uzyskania kompleksu nie jest konieczne chemiczne sprzeganie LPS z biatkiem jak ma to miejsce w przy-
padku znanych szczepionek. Nieoczekiwanie, odpowiedz na LPS po immunizacji takim kompleksem jest
bardzo silna i przewyzsza odpowiedz na LPS w przypadku immunizacji zabitymi komérkami bakterii.
Szczepionki zawierajgce caty, niezmodyfikowany LPS wykazujg szersze spektrum dziatania. Stanowi to
ulepszenie w stosunku do szczepionek opartych na antygenie O, ktérych reaktywno$¢ uzyskiwanych
przeciwciat ograniczona jest do szczepéw danego serotypu. W przypadku szczepionek ujawnionych w ni-
niejszym wynalazku reaktywnos$¢ przeciwciat uzyskanych w wyniku immunizacji kompleksami LPS/biatko
zastosowanymi w tych szczepionkach jest swoista do wszystkich wersji LPS spotykanych w szczepach
E. coli co zapewnia skuteczno$¢ szczepionki w stosunku do wszystkich serotypdw E. coli spotykanych
w $rodowisku. Szeroka reaktywno$¢ jest uzyskiwana poprzez zastosowanie w kompleksach mieszaniny
szorstkich lipopolisacharydéw reprezentujgcych wszystkie 5 typéw rdzenia znanych u E. coli. Podobnie
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w przypadku Salmonella, u ktérej wystepuje 1 typ rdzenia, zastosowanie szorstkiego LPS zapewnia re-
aktywnos$¢ na wszystkie serotypy Salmonella.

Zatgczone figury przedstawiajg: Fig. 1 przedstawia krzywg standardowg na LPS Salmonella R60
w zakresie 0—100 ug LPS, Fig. 2 przedstawia poziom przeciwciaf IgG anty-LPS Salmonella w surowicy
kur, za$ Fig. 3 przedstawia poziom przeciwciat IgG anty-biatko no$nikowe w surowicy kur.

Wynalazek zostat przedstawiony szczegétowo w przyktadach wykonania, ktére jednak nie ogra-
niczajg jego zakresu.

Przykiady wykonania

Przyktad 1. lzolacja LPS

Lipopolisacharydy ze szczepdéw bakteryjnych: Hafnia alvei 1216, Hafnia alvei 1286, Eschericha
coli: F470, F576, F653, F2513, W3100 i Eschericha coli K12 C600 (K-12) Salmonella minnesota R60,
Campylobacter jejuni izolowano metodg ekstrakcji fenol-woda zgodnie z publikacja Westphala i Jann,
New York: Academic Press Inc.; 1965(5):83-91.

Suchg mase bakteryjng zawieszano w wodzie w stosunku 5 g masy bakteryjnej na 100 ml wody,
nastepnie zawiesine mieszano z jednakowg objetoscig 90% fenolu ogrzanego do temp. 65°C i mieszano
w tej temperaturze w tazni wodnej przez 15 min. Po ostygnieciu mieszanine wirowano w celu separacji
faz (5000 x g, 20 min), faze wodng zebrano, faze fenolowg uzupetniono czystg wodg do poprzedniej
objetosci i powtornie ekstrahowano w temp. 65°C. Materiat wirowano tak jak poprzednio, zebrano faze
wodng i powtdrzono proces ekstrakcji z kolejng porcjg wody. Potgczone fazy wodne dializowano
w worku dializacyjnym (masa odciecia 12 kDa) do utraty zapachu fenolu. Dializat poddano wirowaniu
(5000 g, 10 min) w celu usuniecia wytrgconych czgstek, nastepnie LPS osadzono przez ultrawirowanie
(100 000 x g, 2 h). Osad LPS zawieszono w 0,2 M NaCl (25 mg LPS/ml) dodano nukleaz (RNaza
i DNaza) w iloSci 50 ug/ml, mieszanine inkubowano przez 2 h w temp. 37°C. Nastepnie LPS poddano
2-krotnemu ultrawirowaniu w wodzie w celu usuniecia fragmentéw kwaséw nukleinowych i nukleotydéw.
Czystos¢ preparatu (brak obecnosci kwaséw nukleinowych) kontrolowano spektrofotometrycznie, nieo-
becnos¢ szczytu przy dtugosci fali 260 i 280 nm Swiadczyt o braku zanieczyszczen biatkami i kwasami
nukleinowymi.

Przyktad 2. Przygotowanie LPS rozpuszczalnego w DMSO

50 mg LPS rozpuszczono w 2 ml 2% SDS z dodatkiem EDTA (50 ul 0,5 M r-ru), odwirowano
w celu usuniecia nierozpuszczalnych zanieczyszczen (16 000 x g przez 5 min) i strgcono 4 objetosciami
etanolu. Materiat odwirowano (16 000 x g przez 30 min), supernatant zebrano i odrzucono, osad zawie-
szono w etanolu (95%) i odwirowano (16 000 x g przez 30 min), krok powtérzono. Osad rozpuszczono
w 2 ml wody i przepuszczono przez kolumienke wypetniong ztozem jonowymieniacza Dowex 50Wx8
w formie kwasnej. Kolumienke ptukano wodg, zebrano frakcje wykazujace kwasne pH, potgczono i zlio-
fiizowano. Procedure zastosowano w przypadku LPS z E. coli: F470, F576, F653, F2513, W3100
i E. coli K12 C600.

Przyktad 3. Przygotowanie LPS E. coli rozpuszczalnego w DMSO

20 mg LPS z E. coli K12 C600 rozpuszczono w 4 ml 2% SDS, nastepnie przepuszczono przez
kolumienke wypetniong ztozem Chelex 100, kolumienke ptukano woda, zebrano frakcje zawierajgca
LPS (obecnos¢ LPS wykrywano testem kolorymetrycznym fenol, kwas siarkowy). LPS strgcono 4 obj.
etanolu i odzyskano przez wirowanie (16 000 g przez 30 min), supernatant zebrano i odrzucono, osad
zawieszono w etanolu (95%) i odwirowano (16 000 g przez 30 min), krok powtérzono. Osad rozpusz-
czono w 2 ml wody i przepuszczono przez kolumienke wypetniong ztozem jonowymieniacza Dowex
50Wx8 w formie kwasnej. Kolumienke ptukano woda, zebrano frakcje LPS wykazujgce kwasne pH,
potaczono i zliofilizowano. Procedure te zastosowano takze do uzyskania kwasnych form LPS: Hafnia
alvei 1216, Hafnia alvei 1286.

Przyktad 4. Przygotowanie LPS Salmonella minnesota rozpuszczalnego w DMSO

60 mg LPS Salmonella minnesota R60 zawieszono w wodzie (10 ml) i dodano 1 ml 0,5 M EDTA
pH 8,0. Materiat przeniesiono do worka dializacyjnego (masa odciecia 12 kDa) i dializowano do wody
w celu usuniecia EDTA. Materiat po dializie zebrano do probdéwki typu Falcon (50 ml) dodano 2 ml za-
wiesiny ztoza Dowex 50WWx8 w formie kwasnej, inkubowano przez 1 godzine na rotatorze serologicznym
po czym odwirowano na rotorze wychylnym (5000 x g przez 5 min), zebrano faze wodng i zliofilizowano.

Powyzsze metody z przyktadéw 2—4 przedstawiajgce przygotowanie LPS z komérek bakteryjnych
stanowig metody alternatywne i rbwnowazne, podstawg ich zastosowania jest usuniecie z LPS jonow



PL 246286 B1 7

metali dwuwarto$ciowych i nastepnie przeprowadzenie go w forme kwasng, co jest niezbednym etapem
procedury. Metody te mogg byé stosowane zamiennie dla dowolnych lipopolisacharydéw izolowanych
z r6znych bakterii. Wybdr techniki nie zalezy od pochodzenia i budowy lipopolisacharydu.

Przyktad 5. Przygotowanie kompleksu LPS Salmonella R60/kazeina z mleka krowiego

20 mg LPS rozpuszczalnego w DMSO rozpuszczono w 2 ml DMSO. 10 mg kazeiny mleka kro-
wiego rozpuszczono w 2 ml DMSO, zawiesine lekko sonikowano, az do uzyskania klarownego roztworu.
Roztwory zmieszano i inkubowano przez noc z mieszaniem w temp. pokojowej. Nastepnie mieszanine
powoli rozcienczano wodg stale mieszajgc. Tempo dodawania wody ustalono tak by unikngé wzrostu
temperatury mieszaniny o wiecej niz 10°C. Po osiggnieciu stosunku 1 : 1 mieszanine przeniesiono do
worka dializacyjnego i dializowano do wody, az do usuniecia DMSO.

Materiat przeniesiono do proboéwki wiréwkowej i odwirowano celem odzyskania kompleksu
LPS/biatko (16 000 x g, przez 20 min). Kompleks zebrano i rozpuszczono w PBS. Nastepnie przepro-
wadzono badanie zwartosci LPS w obu frakcjach: supernatancie i kompleksie metodg kolorymetryczng
wykorzystujgcg fenol i kwas siarkowy jak opisano w DuBois M. i inni. ,Colorimetric Method for Determi-
nation of Sugars and Related Substances” Anal. Chem., 1956, 28 (3), str. 350-356.

W tym celu wykonano krzywg standardowg na LPS Salmonella R60 w zakresie 0-100 ug LPS
(przedstawiong na Fig. 1) i oznaczono zawarto$¢é LPS w obu frakcjach, wykazano, ze 66,2% LPS znaj-
dowato sie we frakcji zawierajgcej kompleks.

Przyktad 6. Przygotowanie komplekséw LPS Salmonella R60/kazeina i H. alvei 1216/kaze-
ina, H. alvei 1286/ kazeina z mleka krowiego

Kazdg z prébek 10 mg LPS w formie rozpuszczalnej w DMSO, rozpuszczono w 1 ml DMSO
i zmieszano z 1 ml DMSO zawierajacym rozpuszczong kazeine mleka krowiego. Roztwory inkubowano
przez noc z mieszaniem w temp. pokojowej. Nastepnie mieszaniny powoli rozcienczano wodg stale
mieszajac, tempo dodawania wody ustalono tak by unikngé wzrostu temperatury mieszaniny o wiecej
niz 10°C. Po osiggnieciu stosunku 1 : 1 mieszaniny przeniesiono do workéw dializacyjnych i dializowano
do wody, az do usuniecia DMSO. Materiat przeniesiono do probéwki wirbwkowej i odwirowano celem
odzyskania kompleksu LPS/biatko (16 000 x g przez 20 min). Kompleksy zebrano i rozpuszczono
w PBS, obecnos$é LPS potwierdzono metodg kolorymetryczng.

Przyktad 7. Przygotowanie komplekséw LPS E. coli: F470, F576, F653, F2513 i K12 z kaze-
ing z mleka krowiego

Prébki po 50 mg LPS E. coli: F470, F576, F653, F2513 i K12 rozpuszczono w 5 ml DMSO i zmie-
szano z 5 ml DMSO zawierajgcego 50 mg kazeiny mleka krowiego. Roztwory inkubowano przez noc
z mieszaniem w temp. pokojowej. Nastepnie mieszaniny powoli rozcienczano wodg stale mieszajgc,
tempo dodawania wody ustalono tak by unikng¢ wzrostu temperatury mieszaniny o wiecej niz 10°C. Po
osiggnieciu stosunku 1 : 1 mieszaniny przeniesiono do workéw dializacyjnych i dializowano do wody, az
do usuniecia DMSO. Materiat przeniesiono do probowki wiréwkowej i odwirowano celem odzyskania kom-
pleksu LPS/biatko (16 000g przez 20 min). Kompleksy zebrano i rozpuszczono w PBS, obecnosé LPS
potwierdzono metodg kolorymetryczna.

Przyktad 8. Przygotowane biatka albuminy surowicy bydlecej (BSA) rozpuszczalnego w DMSO
100 mg BSA rozpuszczono w 10 ml wody, dodano 1 ml 0,5 M EDTA pH 8,0 i dializowano w worku
dializacyjnym w celu usuniecia EDTA. Nastepnie roztwor biatka przepuszczono przez kolumienke upako-
wana ztozem Dowex 50WWx8, kolumienke ptukano wodg, zebrano frakcje zawierajacg biatko i zliofilizowano.

Przyktad 9. Przygotowane kompleksu LPS Salmonella/BSA

10 mg BSA uzyskanego w przyktadzie 8 rozpuszczono w 2 ml DMSO, osobno rozpuszczono 10 mg
LPS Salmonella R60 w 1 ml DMSO. Oba roztwory zmieszano i inkubowano przez noc z mieszaniem
w temperaturze pokojowej. Nastepnie mieszanine stopniowo rozcienczano wodg w stosunku 1 : 1 stale
mieszajac, tempo dodawania wody ustalono tak, aby unikng¢ wzrostu temperatury mieszaniny o wiecej
niz 10°C. RozcieAczong mieszanine przeniesiono do worka dializacyjnego i dializowano do wody az do
usuniecia DMSO i nastepnie do PBS.

Przyktad 10. Immunizacja myszy kompleksem Hafnia alvei 1216/kazeina z mleka krowiego
Myszy szczepu Balb/c immunizowano kompleksem Hafnia alvei 1216/kazeina w PBS w iloSci
opowiadajgcej 20 ug LPS na dawke. Kompleks podawano bez dodatkowego adiuwanta dootrzewnowo.
Zwierzeta byly immunizowane 3-krotnie w odstepach 3 tygodniowych. Grupom kontrolnym podano
sam LPS albo samg kazeine (20 ug na mysz). 10 dni po ostatnim szczepieniu pobrano probki krwi,
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tym do immunizacji. Miano surowic na LPS Hafnia alvei 1216 przedstawiono w tabeli ponize;.

Miano przeciwciat przeciwko LPS Hafnia alvei w surowicy myszy przedstawiono w Tabeli 1.

Tabela 1
miano (rozcienczenie surowicy przy ktorvm odczyt ODaso wynosi 0,2 ponad poziom
tha (1U/ml)
przed szczepieniem po 1 szczepieniu po 2 szczepienin | po 3 szczepieniu

mysz 1 148 17442 34183 49149
mysz2 | 304 11576 5757 10548
mysz3 | 222 3124 6157 3961
mysz4 |[219 14629 19108 97137
mvsz5 | 256 1301608 523436 1665934

Przyktad 11. Badanie immunogennosci kompleksu LPS Salmonella R60/kazeina z mleka
krowiego u kur.

5 kur niosek immunizowano 2-krotnie w miesien piersiowy kompleksem LPS Salmonella R60/ka-
zeina w ilosci 200 ug kompleksu w PBS bez dodatkowego adiuwanta. Przed immunizacjg pobrano
probki krwi. Odstep miedzy szczepieniami wynosit 3 tygodnie. Po 14 dniach od 2 szczepienia pobrano
ponownie probki krwi. Surowice analizowano testem ELISA badajgc szereg rozcienczen surowicy,
miano skalkulowano na podstawie uzyskanych krzywych, definiujgc jako najwieksze rozciefnczenie, przy
ktérym sygnat wynosi > 0,2 jednostki ponad poziom tta. Miano surowic przedstawiono w tabeli ponize;.

Miano przeciwciat IgG w surowicach kur w odpowiedzi na podanie kompleksu LPS Salmonella
R60/kazeina przedstawiono w Tabeli 2.

Tabela 2
miano IgG przed miana IgG 2 tyg po drugim
szczepieniem szczepieniu
Kura 1 1715 2696
Kura 2 898 1107
Kura 3 2234 2521
Kura 4 1148 2429
Kura 5 1392 5517
srednia 1477 2854

Przyktad 12. Badanie efektywnos$ci szczepionki u kur zakazanych eksperymentalnie bakte-
riami Salmonella.

W badaniu immunizowano 6-tygodniowe kury kompleksem LPS Salmonella minnesota/kazeina
z zastosowaniem adiuwanta olejowego (niekompletny adiuwant Freunda). Kury byly podzielone na
grupy: kontrolng, grupa A (nieszczepiona) i dwie grupy badane szczepione rézng iloscig kompleksu:
grupa B - 50 ug kompleksu, grupa C — 150 ug kompleksu. Zwierzeta immunizowano dwiema dawkami
w odstepie 4 tygodni. Po drugim szczepieniu zwierzeta poddano eksperymentalnemu zakazeniu polo-
wym izolatem Salmonella. Zakazenie wykonano 2-krotnie 28 i 62 dniu po drugim szczepieniu. Okoto
tydzien po ostatnim zakazeniu zwierzeta poddano eutanazji i pobrano do badan mikrobiologicznych
narzady: watrobe, torebke Fabrycjusza, Sledzione oraz probki krwi i wymazu z kloaki.
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Wyniki analizy organéw zebrano w ponizszej Tabeli 3. Wyniki badania mikrobiologicznego narza-
doéw immunizowanych kur. (-) — brak obecno$ci bakterii Salmonella w narzadzie, (+) — obecno$é bakterii
Salmonella w narzadzie.

Tabela 3

Pobranie materiatu w dn'u Pobranie materiatu Pobranie materiatu
Tabela 3 2akonczenia przed zakazeniem po wprawadzeniu
eksperymentaw eksperymentalnym kurczat do kurnika

watroba

sledziona

torba Fah
Kloaka
Kloaka
Kloaka

Kontrola 1 ; _ : -

) - ! -

10 -

Grupa A 11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

Grupa B 21

22

23

24

25 . +

26

27

28

29

30

Wymazy z kloaki pobrane 1, 56 i 98 dnia nie wykazaty obecnos$ci Salmonelli w tym narzadzie. Te-
stowano réwniez obecno$¢ Salmonelli w organach pobranych od ptakéw po uboju (dzien 98). W przypadku
watroby kur nieszczepionych obecnos$é bakterii potwierdzono u 60% kur, w grupach kur szczepionych —
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20%. Podobnie, w przypadku testowania obecnosci Salmonelli w $ledzionie — 30% u kur nieszczepionych
a 10% w grupach kur zaszczepionych.

W celu sprawdzenia immunogennosci przygotowanych preparatéw, metodg ELISA wykonano
analize poziomu przeciwciat klasy IgG w surowicy kur po szczepieniu (Fig. 2 — LPS Salmonella oraz
Fig. 3 — biatko no$nikowe).

Potwierdzono istotny wzrost przeciwciat skierowanych przeciw LPS Salmonella oraz biatku no-
Snikowemu.

Przyktad 13. Badanie efektywnosci szczepionki na $winiach

Badania miaty na celu zbadanie aktywnos$ci opracowanej szczepionki przeciwko kolibakteriozie
i potwierdzenie jej skutecznosci w zapobieganiu tej chorobie u prosiat. W badaniach wykorzystano ogé-
fem 9 loch oraz 27 prosigt bedgcych potomkami tych loch (po 3 szt. z miotu). W eksperymencie utwo-
rzono 3 grupy dos$wiadczalne po 3 szt. loch w kazdej grupie.

W celu uzyskania materiatu zwierzecego do badan zakupiono 26 loszek hybrydowych DanBred
z hodowli duniskiej. DanBred Hybrid jest pierwszg krzyzéwkg DanBred Landrace i DanBred Yorkshire.
Jest to optymalna rasa mateczna, ktéra zapewnia wysokg wydajno$¢ produkcji poprzez potgczenie naj-
lepszych cech.

Badane grupy:
Gr. D - lochy szczepione dwukrotnie szczepionkg doswiadczalng i ich prosieta zakazane dawkg

zakazng E. coli szczep F4 (K88) produkujacy toksyne Stx2e (1 x 10° CFU/1 ml w objetosci 5 ml/prosie).

Gr. K1 - lochy nieszczepione, zakazone prosieta identycznie jak prosieta z grupy D.

Gr. K2 — lochy i prosieta nieszczepione, lochy i prosieta tej grupy nie byly zakazane celowo, do
zakazen w tej grupie dochodzito samoistnie podobnie jak ma to miejsce na fermach.

Szczepienie wykonywano preparatem (300 ug na dawke) bedgcym réwnowagowg mieszaning
komplekséw przygotowanych zgodnie z przyktadem 5 zawierajgcg facznie 150 ug LPS (catkowity LPS)
na dawke. Kompleks podawano z adiuwantem olejowym (niekompletny adiuwant Freunda).

Sktad mieszaniny do immunizacji (pojedyncza dawka):
0,5 ml mieszaniny komplekséw LPS/kazeina w PBS zawierajgca tgcznie 150 ug LPS;
0,5 ml niekompletnego adiuwanta Freunda.

Ciezarne lochy szczepiono domiesniowo, w odstepach 3-tygodniowych (8 i 11 tydzien cigzy).

Prosieta zakazano w 7 dniu zycia. Nastepnie prowadzono obserwacje kliniczne, pomiar tempe-
ratury, kontrole zdrowia oraz oceniano wyniki produkcyjne na podstawie przyrostéw masy ciata. Prosieta
poddano eutanazji w 21 dniu zycia, pobrano materiat do badan histopatologicznych: prébki jelita
czczego, dwunastnicy, jelita biodrowego i okreznicy. Te same probki stanowity materiat do badan mi-
krobiologicznych.

Poziom przeciwciat analizowano w surowicy szczepionych loch, prosiat i siarze.

Wyniki badan
Najczesciej notowanym objawem zakazenia byta biegunka obserwowana z roznym nasileniem

we wszystkich badanych grupach.

Tabela 4 ponizej przedstawia obserwacje kliniczne prosigt poddanych eksperymentalnemu za-
kazeniu. Prosieta zostaty zakazone w 7 dobie zycia zawiesing bakterii w dawce 1 x 10% CFU/1 ml
w objetosci 5 ml/prosie. Odsetek prosiagt z okre$lonymi objawami i odsetek padnieé zostat wyliczony
jako procent z liczby prosigt wyjsciowych tj. na dzien przed zanotowanym objawem. Objasnienia skro-
téw: A — zesztywnienie ciata i apatia, brak apetytu; B — biegunka; C — utrata masy ciata; K — kulawizna;
U - Smier¢ zwierzecia (padniecie).

Tabela 4
Grupa | Wyjsciona kod Dai po zakazeniu ckspervment alnym
liczba objawu 1 2 J 4 H 6 7 8 9 10 11 12 13 14

prosigt n (%) n (%Y%) n (%) n (%) 0 (%) n{%) n (%) n (%) 0 (%) n (%) 0 (%) n (%) 0 (%) n (%)

A 0(000) 0 (000) 0(0,00) (0,00 0 (0.00) 00,000 0.(0.00) 0000) | 0000 [ 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000

B 16(45.71) 5(15,15) 611818) | 11(3548) | 930.00) | &(2666) 4(15,38) 3(1200) | 000 | 0000y | 00000) | 0000 [ 0000 | 0000

K1 s c 7(20,00) 412,12 a(12,12) | 601935) | 62000) | 401333 4(15,38) 0000) | 1400 | 1400) | 1400 | 0000 | 0000) | 1,16
K 0(0,00) 0(000) 00,0m) 040,00y 0 (0.00) 00,00 0.(0,00) 0000) | 0000) | 00000 | 000.00) | 60,00 [ 00000 | 00,00

U 2571 0 000y 2(6.06) 13.12) 0(0.00) 4029 10.84) 0(0.00) 0 0.0m 0(0.00) 0©.0n 1(4.00) 00,00 00.00)

A 0(000) 0 (000) 0(0.00) (0,00) 0 (0.00) 00,00 0(0.00) 0000) [ 0000) [ 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000

B 25(67.56) 22(s945) | 14783 | sadss) | 1@ 00,00 0(0,00) 0(©00) | 0000 | 0(000) | 0000 | 0000 [ 00000 | 0000

K2 37 C 26(1027 23(62.16) | 24(6436) | 16(aa43) | 8222 | 7212 71,20 50818 | 3009 | 2629 | 1812 | 06000 | 1312 | 00.00)
K 00,00) 0 (0,00) 0,00 70,00y 0 (0.00) 00,00 0(0,00) 0 (0,00) 0 ©0.00) 0(0,00) 0(0.0M) 0(0,00) 0(0.00) 0(0,00)

u 0000 0 (0003 1270) (0,00 3833) 00,00 00,00 0000) | 1003 | 0(000) | 000N | 0©.00) [ 0000 | 0©.00)

A 0(000) 1294 1(303) 3(9,09) 0 (0.00) 00,00 0(0.00) 0000) | 0000) [ 0000 | 0000 | 0000) | 00000 | 0000

B 13 (67,64) W@ | 61818y [ 4a212) | 1303) 13,03 2(606) 0©o0) | 0Eom | 0000y | 0©om | 131 [ 10an | 161

D 34 C 184,11y 102941) | 103030) [ 401212) | 30909 3(9,09) 2(606) 2629 | 1002 | 160D | 101D | 2624 | 26.24) | 266,24)
K 00,00y 0000 0(0.00) 40,00y 0 (0,00) 00,00 0(0,00) 0000) | 0000 | 0000 | 00000 | 131 [ 13,10 | 1312

u 00.00) 1(294) 0(0,00) 2(6,06) | 0(000) 00,00 103.03) 0@m) | 0©00) | 0@ | 0006m | 0000 [ 0000 | 0000




Smiertelno$é prosigt po 7 dniu zycia (czyli po zakazeniu eksperymentalnym) byta najmniejsza
w przypadku zwierzat bedacych potomstwem loch szczepionych (sumarycznie 5,88% bez uwzglednia-
nia prosigt padtych na skutek manipulacji podczas pobrania krwi), a najwieksza w przypadku prosigt
zakazanych eksperymentalnie i bedgcych potomstwem loch nieszczepionych (34,28%). Smiertelno$é
prosigt bedgcych potomstwem loch nieszczepionych i niezakazanych w ciggu 14-dniowego okresu ob-
serwacji wynosita (13,51%). Oznacza to redukcje padnie¢ o okoto 28% w stosunku do prosigt podda-

nych eksperymentalnemu zakazeniu.

Kolejne korzystne efekty szczepionki mozna byto zaobserwowacé badajac inne parametry, takie
jak: masa i tempo przyrostu masy ciata, poziom przeciwciat, ilo$¢ bakterii w przewodzie pokarmowym.
Tabela 5 przedstawia mase ciata prosigt doswiadczalnych w poszczegdlnych etapach badan (kg).
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AB - a =0,01 ab- o = 0,05; * Srednie wartosci cech w grupie D przyjeto za 100%.

Tabela 5
Miara Grupa

Wyszezegélnicnic stat. K1 K2 D
Masa ciala w 7 dniu Zycia x 2.02 1,838 2,164

SD 0,285 0,207 0,154

%’ 935 85,9 100
Masa ciala w 14 dniu Zycia < 2,568 2,848 3,58%

SD 0,460 0,479 0,545

%' 71,5 79,3 100
Masa cial w 21 dniu Zycia X 3,66B 3,89 4,53%

SD 0,667 0,614 0,629

%" 80,7 85,8 100

AB -a= 0,01 ab - o= 0,05; *sredne wartosci cech w grupie D przyjeto za 100%

Jak wynika z danych przedstawionych w Tabeli 5 prosieta z grupy D bedgce potomstwem za-
szczepionych loch we wszystkich okresach badan charakteryzowaty sie istotnie (o« = 0,05) i wysokoi-

stotnie (o = 0,01) wyzszg masg ciata w poréwnaniu do prosigt pozostatych grup.

Z analizy tempa przyrostu wynika, ze prosieta od zaszczepionych loch wykazujg znaczaco wiek-

sze przyrosty niz prosieta innych grup.

Tabela 6 przedstawia tempo przyrostu masy ciata prosigt pochodzgcych od loch immunizowa-
nych (D) i loch kontrolnych (K1 i K2).

Tabela 6

tempo przyrostu

grupa

% wiecej w grupie D

dzier pomiaru
7

14

21

K1

119

123’

K2

1457

148

w stos. do K1 w stos. do K2

Efekt ochronny koreluje z wysokim mianem przeciwciat w surowicy i siarze immunizowanych loch.
Prosieta nabywaly odpornosci biernej dzieki przeciwciatom przekazywanym w siarze co ma odzwiercie-
dlenie w poziomie przeciwciat w surowicy prosigt stanowigcych potomstwo immunizowanych loch.

Tabela 7 przedstawia poziom przeciwciat IgG w siarze loch immunizowanych (D) i loch kontrol-

nych (K1 i K2).
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Tabela 7
siara
D K1 K2
(109633 8408 10754
29282 7121 14023
142077 6073 7863
mediana | 109653 7121 1074
srednia | 93670 7201 10880
stosunek gr .Ddo K1 iK2dla:
medl any . 7. 15 10
sredniej: 13 9

Tabela 8 przedstawia poziom przeciwciat IgG w surowicy loch immunizowanych (D) i grupach
kontrolnych (K1 i K2) na roznych etapach eksperymentu.

Tabela 8
pobr. 1 lochy ) e _lochy ~ pobr.3 lochy
D Kl K D K1 K2 D ., K . K2
— e e PO e e e 1 i o
...... L4231 3447 16552 ;48097 3083 605y S j i 8o
e IBSL 3492 3953 ;. 15036 3205 2798 - § L. 2253
2725 5976 3721 20080 3746, 6348 e 3185
[ S — SRR § ) e G P o [ -
mediana 2891 3492 3953| mediana 20080 3205¢ 6095 mediana 15276.  3683: 3185
srednia 3283 4305! 4742 Srednia 28071 3345] 5080 srednia 17945: 3683! 3447
IS |stosunek gr. D do K1i K2 dla: odo o |tosurekgr DdoKlik2dia:
07 mediany: . 83 33| 7 |mediany: 41 48
07 sredniej: 8.4 5.5 éredniej: 4,9 5,2

Tabela 9 przedstawia poziom przeciwciat IgG w surowicy prosigt pochodzgcych od loch immuni-
zowanych (D) i grupach kontrolnych (K1 i K2) na roznych etapach eksperymentu.

Tabela 9
pobr 1 prosigta pobr 2 prosigta
D K1 K2 D ; S K2
6475, 5751 28] | g7 1800, 367
951, 792 450, 586
916 8% 9230 492. 653
76576 1864 409 989
705 603 5984 378 702
O 1est1| : i 1199
276 _ 681
mediana @ 7992 843 1651 mediana | 1828. 471 803
srednia 11066 1636 1741 _ |srednia 2757 696: 868
stosunek gr. DdoK1iK2dla; : |stosunek gr. D do K1i K2 dla:
Sredniej: 6,8‘. 6,4 . Sredniej: 4,0: 3,2

Prosieta od loch immunizowanych wykazaty tez zmniejszenie zasiedlenia przez szczep E. coli
uzyty do zakazenia przede wszystkim w jelicie czczym i okreznicy.
Tabela 10 przedstawia wyniki badania mikrobiologicznego odcinkéw przewodu pokarmowego
prosigt stanowigcych potomstwo loch immunizowanych (D) i loch kontrolnych (K1 i K2).
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Tabela 10
ilos¢ bakterli . . % redukgi
T S - R wstos_dol(l wstos.dok2
wielicie czczym 309774444 27922222 8645555, 9721 69,04
wokrgmnicy | 49127777 202625 73400, 8506 74,92

Podsumowujac przeprowadzony eksperyment stwierdzono, ze:

Stosowany preparat pobudza swoistg odpowiedz humoralng u loch, powodujgc wzrost przeciw-
ciat anty LPS E. coli klasy IgG. Prosieta stanowigce potomstwo immunizowanych loch nabywajg odpor-
nosci biernej poprzez transfer przeciwciat za posrednictwem siary co skutkuje ich obecnoécig w suro-
wicy prosigt. Prosieta stanowigce potomstwo immunizowanych loch lepiej zniosty eksperymentalne za-
kazenie co ma odzwierciedlenie w szybszych przyrostach masy ciata i redukcji iloSci bakterii w badanych
odcinkach przewodu pokarmowego i mniejszej ilosci padnie¢ w poréwnaniu do grup kontrolnych.

Przyktad 14. Procedura testu ELISA na oznaczanie poziomu przeciwciat w prébkach suro-
wicy i siary.

1) Plytke 384-dotkowg optaszczono roztworem LPS (rownowagowa mieszanina LPS E. coli obej-
mujgca wszystkie 5 typdw rdzenia: R1, R2, R3, R4, K12). Stezenie mieszaniny LPS — 5 ug/ml
w buforze do optaszczania, po 35 ul na dotek i inkubowano przez noc.

Bufor do optaszczania:

Proporcje: 8 ml 0,2 M NaxCO3+ 17 ml 0,2 M NaHCO3 — zmieszano 32 ml NaxCO3i 68 ml NaHCOs3

2) Nastepnie recznie usunieto caty bufor z ptytki.

3) Plytke trzykrotnie ptukano roztworem TBS-T (TBS z 0,1% TWEEN 20) ptuczkg Tekan.

4) Nastepnie na ptytke nanoszono w szeregu rozcienczen surowice rozcienczong w buforze TBS
z 1% BSA, po 35 ul na dofek, pierwsze rozcienczenie surowicy — 100x, kazde kolejne: 2x.

5) Plytke inkubowano w temp. 37°C przez 1 h.

6) Nastepnie recznie usunieto cato$¢ surowicy z ptytki.

7) Plytke trzykrotnie ptukano roztworem TBS-T (TBS z 0,1% TWEEN 20) ptuczkg Tekan korzy-
stajgc z programu ELISA_384_TL.

8) Na plytke nanoszono koniugat przeciwciata anty IgG z HRP rozcienczony w buforze TBS
Zz 1% BSA, po 35 pl na dofek.
W przypadku $win: przeciwciata kozie anty Swinskie IgG z Jackson ImmunoResearch w roz-
ciefnczeniu 5000x.

9) Plytke inkubowano w temp. 37°C przez 1 h.

10) Po godzinie usunieto caty koniugat lub roztwor przeciwciat z ptytki.

11) Plytke szesciokrotnie ptukano roztworem TBS-T (TBS z 0,1% TWEEN 20) ptuczkg Tekan
korzystajac z programu ELISA_384_TL.

12) Dodano po 35 ul/dotek roztworu substratu TMB w buforze cytrynianowym (205 mM kwas
cytrynowy w H20 + KOH do pH 4,0) i rozwijano reakcje przez 20 min.
TMB (borowodorek tetrabutyloamoniowy — 21,1 mg, tetrametylobenzydyna — 98,54 mg, N,N-
-dimetyloacetamid — 10 ml).

13) Reakcje przerywano dodajgc po 35 pl na dotek roztworu 1 M H3PO4

14) Plytke czytano w czytniku mikroptytek przy dtugosci fali 450 nm
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Zastrzezenia patentowe

. Sposo6b wytwarzania komplekséw immunologicznych lipopolisacharyd bakteryjny (LPS)/biatko,

znamienny tym, ze obejmuje nastepujgce etapy:

a) izoluje sie z bakterii LPS dowolng metoda, nastepnie przeprowadza w forme dobrze roz-
puszczalng w DMSO poprzez usuwanie kationéw metali zwigzanych z LPS oraz ich wy-
miane na protony, przeprowadzajgc lipopolisacharyd bakteryjny w forme kwasng;

b) uzyskuje sie biatko dobrze rozpuszczalne w DMSO, przy czym wszystkie jonowo zwig-
zane kationy zostajg zamienione na protony;

C) rozpuszcza sie LPS i biatko w DMSO i miesza ze sobg oba roztwory uzyskujgc mieszaning
LPS biatko w DMSO w okre$lonym stosunku wagowym; po czym

d) stopniowo rozciencza sie i usuwa DMSO,
przy czym nie doprowadza sie do degradacji i modyfikacji chemicznej LPS, zachowujgc kom-
pletng czasteczke LPS i jej wlasciwosci antygenowe, a sprzeganie LPS z biatkiem nastepuje
w sposéb niekowalencyjny.
Sposo6b wedtug zastrz. 1 znamienny tym, ze LPS pochodzi z dowolnego szczepu bakterii
Gram-ujemnych, takich jak Escherichia, Hafnia, Salmonella i Campylobacter.
Spos6b wedtug zastrz. 1 znamienny tym, ze zastosowane w kompleksie biatko moze by¢
dowolnym biatkiem o wtasciwosSciach immunogennych, rozpuszczalnym w DMSO.
Sposo6b wedtug zastrz. 3 znamienny tym, ze zastosowane w kompleksie biatko jest kazeing
lub albuming surowicy bydlecej.
Sposo6b wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze DMSO rozciencza sie woda.
Sposo6b wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze DMSO usuwa sie za pomocg dializy, ultrafiltracji
lub filtracji zelowe;.
Kompleks lipopolisacharyd/biatko wytworzony sposobem wedtug ktéregokolwiek z zastrz. od
1 do 6 do zastosowania do indukcji odpowiedzi immunologicznej.
Kompleks lipopolisacharyd/biatko wedtug zastrz. 7 do zastosowania przy wytwarzaniu immu-
nogenu lub przeciwbakteryjnej szczepionki weterynaryjne;.
Spos6b wytwarzania szczepionki weterynaryjnej zawierajgcej kompleks immunologiczny
LPS/biatko obejmujacy nastepujgce etapy: hoduje sie komérki bakteryjne i izoluje sie LPS,
znamienny tym, ze przeprowadza sie LPS w forme rozpuszczalng w DMSO poprzez usuwa-
nie kationédw metali zwigzanych z LPS i ich wymiane na protony, uzyskuje sie biatko rozpusz-
czalne w DMSO, w ktérym wszystkie jonowo zwigzane kationy zostajg zamienione na protony,
przy czym rozpuszcza sie LPS i biatko w DMSO a nastepnie miesza otrzymane roztwory do
wytworzenia niekowalencyjnego kompleksu wykazujgcego immunogenno$é, przy czym roz-
cienczalnikiem zastosowanym do usuniecia DMSO z preparatu jest woda.

Sposo6b wedtug zastrz. 9, znamienny tym, ze LPS izoluje sie metodg ekstrakcji fenol — woda.
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Sposo6b wedtug zastrz. 9 znamienny tym, ze DMSO usuwa sie w procesie dializy, ultrafiltracji
lub filtracji zelowe;.

Spos6b wedtug zastrz. 9 znamienny tym, ze uzyskany preparat poddaje sie liofilizacji lub
formutuje z dowolnym adiuwantem.

Szczepionka weterynaryjna zawierajgca kompleks wytworzony sposobem wedtug ktéregokol-
wiek z zastrz. od 1 do 6.

Szczepionka wedtug zastrz. 13 znamienna tym, ze jest w postaci zliofilizowane;j.
Szczepionka wedtug zastrz. 13 znamienna tym, ze jest w postaci formulacji z adiuwantem
olejowym takim jak niekompletny adiuwant Freunda.

Szczepionka wedtug zastrz. 13 znamienna tym, ze biatko noSnikowe kompleksu stanowi mar-
ker pozwalajgcy na Sledzenie postepu immunizacji u osobnika.

Szczepionka wedtug zastrz. 13 znamienna tym, ze wykazuje szerokie spektrum dziatania
wobec wszystkich wersji LPS (serotypoéw) spotykanych w szczepach Escherichia coli, Salmo-
nella i Hafnia alvei.

Szczepionka wedtug zastrz. 13 znamienna tym, ze pobudza swoistg odpowiedz humoralng
u osobnika powodujgc wzrost przeciwciat anty LPS klasy I1gG.

Szczepionka wedtug zastrz. 13 znamienna tym, ze osobnikami immunizowanymi mogg by¢
ptaki i ssaki, takie jak kury i Swinie.

Szczepionka wedtug zastrz. 13 znamienna tym, ze immunizacja nastepuje przez podanie
domiesniowo lub dootrzewnowo.

Szczepionka wedtug ktéregokolwiek z poprzednich zastrz. 13 do 20, znamienna tym, ze nie
wywotuje efektow toksycznych u szczepionych zwierzat.

Szczepionka wedtug zastrz. 13 znamienna tym, ze zawiera kompleks LPS z biatkiem w PBS
i opcjonalnie dowolny inny adiuwant.
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