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‘RieSenie sa tyka spdsobu izolacie pavrcho- -~ "

vého pilusového antigénu 987-P z povrchu
tela baktérii Escherichia coli, ktory je
vhodny ako imuniza&ny ochranny prostriedok

v prevencii proti kolihnackam a koliinfekci-
4m- novorodenych prasiat a teliat. Baktérie
E.coli, nesdce na svojom povrchy pilusovy
antigén 987-P, sa odstredia, resuspendujd

< @ z povrchu baktérii sa odstrénia pilusy

s antigénom 987-P. Roztok s antigénom

987-P sa aplikuje do autofokusa&ného pri-
stroja a antigén sa odfokusuje. Frakcie sa
zhromazdia a ich koncentrdcia sa upravi tak,
aby v riedeni 1 : 128 vykazovali Jasnd pre-
cipitagénd liniu pri difdzii v agare vofli
antiséru.
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Vyndlcz sa tyka spOsobu izoldcie povrchového antigénu 987-P (pilusového) bakterif
Escherichia coli, ktory slu#i bud samostatne k imunizécii prasnych prasnic alebo telnych
krdv alebo ako doplnok k inym vakcinam proti &revnym zdpalom a hnackdm.

Kolienteritidy a koiihnaéky novorodenych teliat a prasiat spdsobuji enteropatogénne
baktérie [scherichia coli, ktoré sa adherujd na Erevnd stenu postihnutych zvierat a potom
vylutovanim enterotoxinov spdsobujd &revny zdpal a hnatky, v ddsledku ktorych novorodenci
tasto hynd. Zdolanie tohoto &revného zdpalu je vdZnym problémom. NajispednéjSou Je imuni-
zdcia zvierat antigénom adherencie; ktory zabranuje baktéridm priPndt ku Grevnej stene a
tym aplikovat v potrebnom mnoZstve svoje toxiny a tak spdsobovaf onemocnenie. Doteraz naj-
acinnejSou bola imunizdcia matiek pred pérodom parenterdlnou cestou, celuldrnou alebo sub-
celuldrnou vakcinou obsahujdcou bud celé, Zeirne usmrtené enteropatogénne baktérie nesdce
na svojom povrchu prisluiny antigéen, alebo izolovany pilusovy antigén &i kombindciu eboch.

V poslednom ¢ase sa stdva aktudlnou otdzka vyroby vakciny z povrchového antigénu
987-P. Boteraz zndme postupy izoldcie tohoto povrchového piluscvého antigénu E.coli majd
komplikovany postup a velkd prdacnos?. Pri izoldcii sa pouZiva aZ devil operdcii, z ktorych
moZno spomendi centrifugdciu, ultracentrifugdciu, ionexovd chromatografiu, zrdzanie, ultra-
filtrdciu, gélovt chromatografiu (Nagy, L.K., Mc Kenzie, T., Painter, K.R.: Veterinary re-
cord (1985), 117, 408-413), prigom vyfaZok je relativne nizky.

Uvedené nedostatky v podstatnej miere odstraﬁuje spOsob izoldcie povrchového piluso-
vého antigénu 987-P z baktérii Escherichia coli podYa vyndlezu, ktorého podstata spogiva
v tom, Ze sa pilusovy antigén 987-P z povrchu tela enteropatogénnych baktérii €.coli sepa-
ruje homogenizdciou a izoluje autofokusdciou do takej koncentrdcie, Ze vykazuje jasni pre-
cipitad&nd liniu pri difdzii v agare voéi antiséru anti 987-P aZ do riedenia 1 : 128.

Vyhodou izoldcie povrchového pilusového antigénu podYa vyndlezu sd nizke vyrobné ni-
klady, jednoduchd manipuldcia pri imunizdcii zvierat, jednoduchost? vlastného spdsobu izo-
_lacie antigénu, ktoTy vyluduje frvald obsluhu abéfé%ﬁ?? a potrebu akychkoPvek chemikdlii,
prétoie sdpabﬁcia prebieha len v apyrogénnej destilovane) vode.

Uvedeny priklad ilustruje, ale neobmedzuje predmet vyndlezu.

Priklad 1

Enteropatogénne baktérie Escherichia coli 987-P, nesidce na svojom povrchu pilusovy
antigén 987-, sa po bezne) kultivdcii, Zarﬁéujﬁccj produkciu uvedeného antigénu, odstredia
o buaklerin bez supernalantu sa resuspcnduje v sterilne destilovanej vode chladenc) na 4 vg
pomocou homogenizéra pocas 5 aZ 10 mindt pri 3 000 1/min a teplote do & Oc. Tym nastane
odseparovanie pilusov obsahujdcich bielkovinovd zloZzku antigénu 987-P. Homogendt sa potom
odstredi pri 70 000 m.s—2 po dobu 20 mindt pri teplote do 4 O¢, Supernatant, ktorého vodi-
vosl sa upravi na hodnoty do 800 /uS.(:,m_l pridanim destilovane) vody, sa aplikuje do auto-
fokusatnej aparatdry a po jej uzatvoreni sa aplikuje jednosmerny elektricky prid maximdlne
3V a roztok sa fokusuje pri teplote do 4 OC, kym prdid neklesne na jednu desatinu svoje)
pévodnej hodnoty pri maximdlnom napdti 1 000 V. Po fokusdcii sa zmeria vo v3etkych pracov-
nych komérkach aparatdry pH a obsah antigénu 987-P ntisérom. Pilusovy antigén 987-P foku-
suje automaticky k pH 4,2 a¥ 4,8. Z priehradiek s pH v tomto rozmedzi sa zhromarduje pilu-
sovy antigén 987-P. Jeho pH o sa upravi na hodnotu 7 a koncentrdcin sa upravi tak, Je vyka-
zuje pri sledovani precipitdcie v agare jasnd precipitadng liniu vodi antiséru anti 987-p
a7 do riedenia 1 @ 128.

Po dosiahnuti tejto koncentrdcie sa do roztoku pridd olejové adjuvans a poddiva sa
parenterdlne prasnym prasniciam asi 6 tyZdnov pred pdrodom. Této doba pastacuje k tomu,
aby uvedend ddvka vytvorila u matiek protildtky vo&i 987-P antigénu a po napiti mleziva
sa tieto prenesd do &riev novorodencov. Tieto protildtky potom zabranujd enteropatogénnym
baktériam E.coli 987-P adherovat sa na &revnd stenu a tak spdsobovat kolienteritidy a koli-

hnacku.
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Priklad 2

Postup rovnaky ako v priklade 1, vodivost supernatantu sa upravila dialyzou a pH zhro-
mazdeného pilusového antigénu 987-P sa upravilo na 7,2.

Priklad 3

Postup rovnaky ako v priklade 1, vodivost supernatantu sa wupravila ultrafiltrdciou
a pH zhromazdeného pilusového antigénu 987-P sa upravilo na 7,4.

Priklad 4

Postup rovnaky ako v priklade 1, vodivost supernatantu sa upravila daldim pridanim
antigénu 987-P a pH zhromaZdeného pilusového antigénu 987-P sa upravilo na 7,5.

Vyndlez mbZe ndjst Siroké praktické vyuzitie v Zivotisnej vyrobe vo velkochove o§ipa-
nych, kde podstatne méZe prispiel k zniZovaniu dhynu novorodencov z titulu kolienteritid
a kolihnaéiek.

PATENTOVE NAROKY

Sposob izolécie povrchového pilusového antigénu 987-P bielkovinovej povahy z povrchu
tela enteropatogénnych baktérii Escherichia coli, vyznadujlci sa tym, Ze pilusovy antigén
987-P sa z povrchu tela baktérii separuje homogenizdciou a izoluje autofokusdciou v auto-
maticky sa vytvarajiucom gradiente pH k hodnotédm pH 4,2 az 4,8 do koncentricie, v ktorej
vykazuje jasnd precipitadnd liniu pri difdzii v agare vo&i antiséru anti987-P a? do rie-
denia 1 : 128.
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