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A taldlmény targya eljaréas fokozott antigénaktivitasu bél-
baktériumok, nevezetesen Campylobacter Sp.., Yersinia Sp.
Bacteroides Sp., Klebsiella sp., Gastrospirillum Sp.,
Enterobacter sp., Salmonella sp., Shigella sp., Aeromonas Sp.
Vibrio sp., Clostridium sp., Enterococcus sp. és “Escherichia co-
1i el&allitasara, mely abbél &ll, hogy a bélbaktérium tenyésze-
tét a korai log fazis, a korai log fazis és a stacioner fazis
kdzti vagy a stacioner féazis &llapotanak eléréséig szikséges 1dd
4t in vitro ndvesztik a kornyezeti tényezdék alabbi kombinacidja
mellett:
a) 0,05-3 % epe vagy 0,025-0,6 % egy vagy tobb epesav vagy soi

jelenlétében;
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b) 30-42°C hémérsékleten;

c) levegé alatt mikroaerofill koéridlmények kozott, ahol a

mikroaerofill koridlmény (i) 5-20 % CO,, 80-95 % levegd, vagy (ii)

5-10 % 0,, 10-20 % CO,, 70-85 % N, Osszetételld gizelegyet jelent;

és

d) kétértékd kation-kelatképzéd Jelenlétében, amit 0-100 uM

BAPTA/AM, 1-10 mM EGTA vagy 0-100 pM EGTA/AM koézul valasztjék ki.
A taldlmany targya tovabbad eljaras a fokozott antigénakti-

vitdslt nevezett bélbaktériumok valamelyikét vagy immunogén frak-

cidjat tartalmazd vakcina eldadllitédsara, tovabba maga a vakcina.
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A talalmény olyan in vitro médszerekkel foglalkozik, melyek-
kel a bélbaktériumok antigénjeinek és/vagy virulenciafaktorainak
a kifejezddését indukalhatjuk vagy fokozhatjuk, midltal fokozott
antigenitasu Dbélbaktériumokat termelhetink. Foglalkozik tovabbéa
a talalmény a fokozott antigenitdsu bélbaktériumok felhasznaléasi
eljaréasaival és fokozott antigenaktivitasi bélbaktériumokat tar-
talmaz6 vakcinakkal.

Altalanosan ismert, hogy a szokdsos téptalajon és kdrilmé-
nyek kozott in vitro tenyésztett baktériumok tulajdonsagai ki-
16nbdznek a természetes kdrnyezetikben névekvd - ideértve a nor-
mal mikroflodéra vagy a kbdbrokozdk gazdaszervezetben in vivo torté-
né - baktériumoketdl. Ezért az 1in vitro tenyésztett kbérokozd
baktérimok alkalmatlanok lehetnek arra, hogy oltbanyag-
komponens- ként alkalmazzuk &ket. Ha azonban lehetdévé valna,

hogy meghatarozzuk azokat a kOrnyezeti tényezdket, melyek a

virulen-ciafaktorok wvagy antigének - beleértve a kilsd felileti
antigéneket - kifejezdédését elinditjak vagy fokozzdk és megfele-

16 fizioldégiai &llapotot hoznak létre, akkor fontos termékek és
terapidk (példaul a vakcindkhoz felhasznadlhatd 0j antigének,
anti-biotikumok Uj célpontjai, a diagnosztikédban felhaszndlhatd
uj bakterialis tulajdonséagok) gyors felismerése torténhetnek
meg.

Mar azonositottak néhany olyan kérnyezeti tényezdt, amely
hatdssal van a baktériumvirulencia meghatdrozéinak kifejezddésé-
re [ Mekalanos, J. J., J. Bacteriol., 174:1-7 (1992)] . Példaul
régdéta kutatidk madr a baktériumok virulenciajanak a vassal vald
Osszefiiggését, kildndsen a Shigella [ Payne, Mol. Microbiol.,

3:1301-1306 (1989), a Neisseria [ Payne és Finkelstein, J. Clin.



Microbiol., 6:293-297 (1977)] és a Pasteurella [ Gilmour és mun-
katarsai, Vaccine, 9:137-140 (1991)] esetében.

A novényekben és az allatokban é16 baktériumok széles kdré-
nél kimutattak olyan més koOrnyezeti tényezdket is, amelyek befo-
lyasoljédk a koordinativen szabadlyozott virulencia determindnsok
kifejezb6dését. Ilyen tényezdk a fenolos vegyliletek, monoszaccha-
ridok, aminosavak, a hémérséklet, az ozmotikus korilmények és
mas ionok [ Mekalanos, J. Bacterial., 174:1-7 (1992)].

A gyomron at (azaz szajon keresztill) a gazdaszervezetbe be-
jutd koédrokozd baktérium a szervezetben &6t kdrilvevd kdrnyezetben
szamos olyan komponenssel és allapottal talalkozik, melyek befo-
lyadsolhatjadk a fizioldgidjat és a virulenciafaktorok kifejezddé-
sét. Ezekhez a komponensekhez és 4&llapotokhoz tartozik az epe,
epesavak vagy soOik, a gyomor kémhatasa (pH értéke), a
mikroaerofill &llapotok (a gyomorban magas a szén-dioxid- ala-
csony az oxigénkoncentracid), az ozmotikus korilmények és sok
mas, még nem meghatdrozott tényezd. A behatold (invaziv) bélbak-
tériumoknak de novo fehérjeszintézisre wvan sziikségik, hogy vég-
rehajtsadk a Dbehatolédst (internalizacidt) [ Headley és Payne,
Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 87:4179-4187 (1990)] . A baktériumok
ezért csak bizonyos kodrnyezeti szignadlokra reagalva képesek op-
timadlisan termelni ezeket az invaziv faktorokat. Ezekkel a szig-
ndlokkal in vitro rendszerint nem talalkoznak. Ezt a hipotézist
tamasztja ald egy mostani beszamold, mely szerint a szokasos mo-
don nétt C.jejunival szembeni antiszérum csak csekély hatassal
van az in vitro behatolds blokkolasara [ Konkel és munkatarsai,
J. Infect. Dis., 168:948-954 (1993)] . Ha azonban a Campylobacter

sejteket egyrétegl epithelsejtek jelenlétében novesztjuk, vagyis



olyan kérilmények kodzdtt, melyek fokozzdk a behatoloéképességet,
a nyulak ilyen Campylobacter kivonataval szembeni immunizalasa-
val olyan antiszérumot nyeriink, mely kifejezetten gatolja a bak-
térium behatolasat.

A kutatdk vizsgdltdk a baktériumok intesztinalis ko6rilmények
kézotti novekedését, hogy felismerjék a virulenciafaktorokat.
Tgy példaul a nyul csipébélkacsaban névekvé Campylobacter 81-176
torzs olyan fehérjéket expresszal, melyeket a szokésos laboratéd-
riumi in vitro koriulmények koétdtt nem termel [ Panigrahi és mun-
katarsai, Infect. Immun., 60:4938-4944 (1992)]. Uj vagy megnéve-
kedett fehérjeszintézis figyelhetd meqg az egyrétegl INT 407 sej-
tekkel egyltt tenyésztett Campylobacternél, Osszehasonlitva
olyan tenyészetével, amit nem hamsejtek jelenlétében névesztet—
tek [ Konkel és munkatéarsai, J. Infect. Dis., 168:948-954
(1993)] . Tovabba, ezek a valtozdsok id&ben &sszeestek a C.jejuni
megnovekedett behatoloképességével. Egy avirulens C.jejuni tor-
zset intravénasan és choricallantoisba adva, csirkeembridkon ke-
resztuil passzaltak, és ekkor mids valtozasok is megfigyelhetdk
voltak, nevezetesen megvaltozott a sejt morfoldégiaja, eltiintek a
flagellak, 0j kilsé membranfehérje expresszalodott és médosultak
a sejtfelszini szénhidratok [ Field és munkatdrsai, J. Med.
Microbiol, 38:293-300 (1993)].

Mas intesztinalis komponensekrél, példaul az epesavakrol
vagy soOikrdl ismert, hogy bizonyos baktériumokat gatolnak, de az
epesavaknak mas szerepilik is lehet a baktériumok virulenci&janak
befolyasoldsan keresztul.

Pope és Payne [ 93rd Am. Soc. Microbiol., B-147 (1993)] leir-

tak, hogy a natrium-kenodeoxikolatot tartalmazd kbzegben te-



nyésztett Shigella flexneri esetében az egyrétegli Hela sejtek
fertézottsége 3-5-szdrdsére nétt. Arrdl is beszdmolnak, hogy méas
epesavas sok és detergensek, ideértve a kolatot, glikolatot,
taurodeoxiklolatot, CHAPS sorozatot, digitonint és a Triton
X100-at, valamint ezek natriumséjat, viszont nem voltak hatéssal
az S.flexneri Dbehatoldképességére. S&6t a kenodeoxikolat téapko-
zegben valé Jelenléte sem volt hatédssal az E.coli és més
avirulens Shigella tdrzs behatoldképességére.

Az S.flexneri Uj proteineket szintetiz&ld tevékenysége a pH
érték, a hdémérséklet és a tenyészkdzeg iondsszetételeinek meg-
valtoztatdsaval is kivalthatd [ Mekalanos, J. Bacteriol., 174:1-7
(1992)] .

A WO 93/22423 kdzzétételi szamu (PCT) szabadalom (1993. no-
vember 11.) eljarasokkal szolgdl baktériumok lipideken - példaul
foszfatidil-szerin - vagy nyadlkaanyagon torténd tenyésztésére és
a foszfatidil-szerin Jjelenlétében fokozottan expresszalddd fe-
hérjék kinyerésére. Az emlitett szabadalom azonban nem tartalmaz
vagy Jjavasol fokozott wvirulenciaju vagy antigén tulajdonsagut
bélbaktériumok eld&allitasara szolgald, jelen talalmany szerinti
moédszereket.

Sok bélpatogén - példaul a Campylobacter és a Shigella - el-
len nincs még oltdanyag, és a jarvanytannak fontos célja e be-
tegségek elleni wvakcina kidolgozasa. A shigelldzis az egész
foldre kiterjedd endémids betegség, és a fejléddé allamokban az
évente 5 millidé gyermekhaldl 10 %$-4t a hasmenés okozza. A
Campylobacterrdl 1ismert - noha csak mostanaban azonositottak,
mint bélpatogént -, hogy ugy a fejlett, mint a fejletlen alla-

mokban a hasmenéses betegségek f& oka. Evente 400-500 millié



Campylobacter altal okozott hasmenéses megbetegedés fordul elé,
az Egyesiilt Allamokban 2 millié felett van az esetek szama.

A shigelldzis annak kovetkezménye, hogy a baktérium behatol
a vastagbél nyalkahartyajaba. A behatolds egy plazmid jelenlété-
vel kapcsolatos, ami megtalalhatd valamennyi invaziv izoldtumban
[ Sansonetti és munkatarsai, Infect. Immun., 35:852-860 (1982)].
A plazmid egy fragmense tartalmazza az invazids plazmid antigén
(Ipa) géneket, az Ipa A, B, C és D géneket. Az Ipa A, C és D fe-
hérjék alapvetd szerepet jatszanak a behatoldsi folyamatokban
[ Baudry és munkatarsai, J. Gen. Microbiol., 133:3403-3413
(1987)17 .

Az Ipa fehérjéek logikusan vakcina Jjeldlteknek szamithatnak,
bar véddéhatasuk még tokéletesen nem megdllapitott. Az Ipa B és
Ipa C fehérjék immundominédns proteinek [ Hale és munkatérsai,
Infect. Immun., 50:620-629 (1985)] . A 62 kDa nagysagu Ipa B fe-
hérje (az invazin, ami megkezdi a sejtbe vald belépést, és kdz-
remikodik a membranhoz kotdtt fagocita vakuolom lizisében) [ High
és munkatarsai, EMBO J., 11:1991-1999 (1992)] nagyon konzervativ
fehérje a Shigella fajokban. Az alultiaplalt gyermekeknél - akik-
nél nincs lényeges mennyiségl antitest a nyalkahdrtyédban a
Shigella Ipa-val szemben - megfigyelt elhtzddd megbetegedés arra
utal, hogy az Ipa-val szembeni nyalkahdrtya antitest megakada-
lyozhatja a fertézés elterjedését és sulyosbodasat.

Noha szamos vakcinajeloltet kiprobaltak mar a Shigellaval
szemben emberben és &allatban, sikereset még nem talaltak. Az
Ipa fehérjék virulenciaban jatszott potencialis jelentdséguik el-
lenére, a shigellédzis ellen kifejlesztett legtdbb eddigi wvakci-

najelolt a lipopoliszacharid antigénen alapult, mely a szérumti-



pus-specifikus determinansokat hordozza. Ugyancsak kifejlesztet-
tek egy parenteralisan beadott poliszacharid-fehérje konjugdlt
vakcinat, de &llatoknal ez még nem mutatott lényeges védelmet
[ Robbins és munkatédrsai, Rev. Inf. Dis., 13:5362-365 (1191)].
Egy hasonlé mdédon bevitt riboszdémalis vakcina nyalkahédrtya immu-
nitast idéz eld, de véd&hatasa még bizonyitasra var [ Levenson és
munkatarsai, Arch. Allergy Appl. Immunol., 87:25-31 (1983)].

A Campylobacter fertdzés patogenezise nem annyira jodlismert,
mint Shigella fertdézéseké in vitro vizsgdlt sejtbehatoldsi ki-
sérletek [ Konkel és munkatédrsai, J. Infect. Dis., 168:948-954
(1993)]1, és a hisztopatoldgiai vizsgalatok [ Russel és munkatar-
sai, J. Infect. Dis., 168:210-215 (1993)] arra vallanak, hogy a
vastagbélben tdorténd behatolds szintén jelentds. Ez a megallapi-
tas Osszhangban van azzal a megfigyeléssel, hogy a Campylobacter
okozta hasmenés lehet sulyos, és kapcsolatban lehet a székletben
megjelend vérrel. Ezek az aktivitasok kapcsolatban lehetnek az
immundominans 62 kDa nagysagu flagellin fehérjével. Egy jelenle-
gl beszamold azt jelzi, hogy a flagellumok jelenléte lényeges a
Campylobacter szamara, hogy atjusson a polarizdlt epithelsejtek
egysejtes rétegek [ Grant és munkatarsai, Infect. Immun.,
61:1764-1771 (1993)] .

A védettségben szerepld specifikus Campylobacter antigéneket
még nem hatdroztdk meg, azonban alacsony molekulasulya (28-31
kDa) fehérjékr6l wvagy PEB fehérjékré6l és az immundominans
flagellum-fehérjérdél feltételezik, hogy ilyen vonatkozédsban re-
ménykeltbdek lehetnek [ Pavlovskis és munkatdrsai, Infect. Immun.,
59:2259-2264 (1992); Blaser ¢és Gotschilch, J. Biol. Chem.,

265:14529-14535 (1990)] . A flagellum-fehérje fontossagat jelzi a



bélben torténd megtelepedésnél és a Lior alcsoportokndl tapasz-
talt torzsek kozotti keresztvédelemben jatszott szerepe
[ Pavlovskis és munkatarsai, Infect. Immun., 59:2259-2264
(1992)] . Azonban a flagellum-fehérjén alapuld Campylobacter el-
leni oltdanyagnak lehet, hogy 8-10 klinikailag legfontosabb Lior
szérumcsoportbdl szarmazd flagellum-fehérje antigént kellene
tartalmaznia.

A jelen talalmany targya tehat, 1) olyan in vitro tenyészté-
si korulmények bélbaktériumok tenyésztésére vagy kezelésére, me-
lyek optimalisan indukaljak vagy fokozzdk a behatolasi aktivi-
tast és/vagy a sejtfelszinre vonatkozé bizonyos jellegzetességek
kialakulasat; 2) a behatoldképesség és a sejtfelszinre vonatkozd
jellegzetesseégek megvaltoztatasa, Osszefliggésben az antigén pro-
filban Dbekovetkezd valtozasokkal; 3) a nevezett mikroorganizmu-
sok fokozott virulencidja kisdllat modellekben; és 4) a fokozott
behatoldképességli vagy megvaltozott sejtfelszini jellegzetessé-
gekkel rendelkezd mikroorganizmusokkal szembeni vakcina, ami
sokkal hatéasosabb az él16 mikroorganizmusock in vitro és in vivo
semlegesitésében, mint a szokdsosan novesztett baktériumokkal
szemben létrejovd antiszérum. A taldlmany eleget tesz ezeknek és
mas céloknak.

A fenti referenciak egyike sem tartalmaz kitanitast vagy
ajanlast a jelen taldlmany in vitro mbédszereire, sem a jelen ta-
ldlmadny szerinti, fokozott antigénaktivitasua bélbaktériumokat
tartalmazé vakcinakra.

A talalmany meghatédrozott tenyésztési korilményeket és a
bélbaktériumok téapkdzegéhez adandd komponenseket nyajt azzal a

céllal, hogy indukalja wvagy fokozza a virulenciafaktorok és mas



antigének megjelenését. Elénydsen az ilyen antigének immuniza-
16k. Még eldénydsebben az ilyen immunizald antigének korreldcid-
ban vannak a virulencia mutatodkkal.

A Dbélbaktériumokat olyan korilmények kozdtt és olyan kompo-
nensek jelenlétében tenyésztjik, melyek szimuldlnak bizonyos in
vivo allapotokat, melyeknek a mikroorganizmusok a természetes
viszonyok k&zott ki vannak téve. A jelen talalmany mdbdszereivel
fokozott antigénaktivitédsd bélbaktériumok &llithatdk eld, melyek
az alabbi fenotipusos valtozasokat mutatjdk: megndvekedett sej-
tenkénti Osszfehérje, Uj vagy megndovekedett mennyiségld egyedi
fehérjék, megnovekedett mennyiségld vagy megvaltozott felileti
szénhidratok, megvaltozott fellleti lipopoliszacharidok, megno-
vekedett adhéziv képességq, megndvekett Dbehatoléasi  képesség
és/vagy megnovekedett sejten belili szaporodds. Emellett a jelen
taldlmény szerinti mdbddszerek alkalmasak ipari célt szolgalo,
megnovelt méretld fermentacidk elvégzésére.

A fokozott antigenicitasd nevezett bélbaktériumokat felhasz-
ndlhatjuk inaktivalt teljes sejteket vagy tdredékeket tartalmazd
védd vakcinak eldallitasara, alkalmazhatjuk diagnosztikai célra,
példaul antitest-termelddés vizsgdlatara vagy koérokozd Dbélbakté-
riumok kimutatasara vagy felhaszndlhatjuk antibiotikumok terme-
lésére. Tovabbd a jelen taldlmény szerinti fokozott aktivitéasu
baktériumokkal indukalt antitestek felhasznalhatdk, mint passziv
vakcinak.

Ezek szerint a jelen taldlmany egyik targya eljaras fokozott
antigénaktivitidsa Campylobacter sp., Yersinia sp., Helicobacter
sp., Gastrospirillum sp., Bacteroides sp., Klebsiella sp.,

Enterobacter sp., Salmonella sp., Shigella sp., Aeromonas sp.,



Vibrio sp., Clostridium sp., Enterococcus sp. vagy Escherichia
coli bélbaktérium eléillitasara, ami abbdél &ll, hogy a bélbakté-
riumot in vitro az alabbi koridlmények kozott ndvesztijuk: (a)
0,05-3 % epe vagy 0,025-0,6 % egy vagy tobb epesav vagy sdbja
jelenlétében 30°C vagy 42°C koézotti hdémérsékleten ndvesztiink,
amig a novekedési fézis eléri a korai log féazist, a korai log
fazis és a stacioner fazis kozotti fazist vagy a stacioner fa-
zist, levegédn wvagy mikroaerofill kortlmények k&zott, ami lehet
példédul 5-20 % szén-dioxid és 80-95 % levegd; 5-20 % szén-dioxid
és 80-95 % nitrogéngaz vagy 5-10 % oxigéngaz, 10-20 % szén-
dioxid és 70-85 % nitrogéngdz dOsszetételll gizelegy; adott eset-

ben kétértékd kation-keldtképzd jelenlétében, ami lehet példaul

- bar nemcsak ezekre korlatozva - 0-100 uM, eldnydsen 25 uM

BAPTA/AM, 0-10 uM EGTA vagy 0-100 uM EGTA/AM; vagy (b) azonos az
(a) pontban ismertetett koérilményekkel, eltekintve a jelenlevd
kétértékl kation-keldtképzdétdl, ami ez esetben 1,0-100 uM, eld-
nydsen 25 uM BAPTA/AM, 0,5-10 mM EGTA vagy 1-100 uM EGTA/AM, és

nincs a kdzegben epe, epesav vagy sodja.

A taldlmany szerinti barmelyik egyedi epesavnak vagy sbéjénak
a koncentraciéja 0,025-0,6 %, eldnydsen 0,05-0,5 %, még eldnyd-
sebben 0,05-0,2 %, de legeldnydsebb, ha 0,05-0,1 %. Elényds, ha
a nevezett epesav vagy sdé6ja a deoxikolat vagy a glikokolat.

A taldlmény tovabbi targya a Campylobacter sp., Yersinia
sp., Helicobacter sp., Gastrospirillum sp., Bacteroides sp.,
Klebsiella sp., Entercbacter sp., Salmonella sp., Shigella sp.,
Aeromonas sp., Vibrio sp., Clostridium sp., Enterococcus sp. é€s

FEscherichia coli bélbaktérium, mely nevezett bélbaktériumokat in



vitro olyan korilmények kozdtt novesztjuk, melyek fokozzak az
antigenecitasi tulajdonsagaikat; a nevezett koérilmények: (a)
0,05-3 % epe vagy 0,025-0,6 % egy vagy tobb epesav vagy sbdja je-
lenlétében 32-42°C hémérsékleten ndvesztiink, amig a noévekedési
fazis el nem éri a korai log féazist, a korai log fazis és a sta-
cioner fazis kozotti fazist vagy a stacioner fazist, levegdn

vagy mikroaerofill koérilmények kozoétt, ami lehet 5-20

o

szén-di-
oxid és 80-95 % levegd vagy 5-20 % szén-dioxid és 80-85 % nitro-
gén vagy 5-10 oxigén, 10-20 % szén-dixoid és 70-85 % nitrogén
Osszetétell gazelegy, adott esetben kétértékd kation-kelatképzd
Jjelenlétében, ami lehet - noha nemcsak az emlitettekre korlatoz-

va - 0-100 uM, eldénydsen 25 uM BAPTA/AM, 0-10 mM EGTA vagy 0-100

uM EGTA/AM; vagy (b) azonos az (a) pontban ismertetett korilmé-
nyekkel, eltekintve a jelenlevd ketértékd kation-kelatképzdétdl,
ami ez esetben 1,0-100 puM, elénydsen 25 uM BAPTA/AM, 0,5-10 mM
EGTA vagy 1,0-100 puM EGTA/AM, és nincs a kézegben epe, epesav
vagy sbéja.

A talédlmany egy tovabbi téargya vakcina, ami Campylobacter
SO ., Yersinia sp., Helicobacter sp., Gastrospirillum sp.,
Bacteroides sp., Klebsiella sp., Enterobacter sp., Salmonella
sp., Shigella sp., Aeromonas sp., Vibrio sp., Clostridium sp.,
Enterococcus sp. vagy Escherichia coli teljes bélbaktériumot
vagy komponensét vagy fokozott antigénaktivitast immunizald
fragmensét vagy szarmazékat tartalmazza, adott esetben gyd-
gyadszati szempontbdl alkalmazhatd vivdanyag vagy higitd kisére-
tében.

Elé6nyds az a vakcina, mely inaktivalt, fokozott antigén-



aktivitasna, teljes bélbaktériumokat tartalmaz. A taldlmany egy
tovabbi targyat képezi az a vakcina, amely hatésfokozé anyagot
is tartalmaz.

A talédlmany egy tovabbi targyat képezik azok az antitestek
(ideértve - bar nem korlédtozva csak ezekre - az antiszérumot, a
tisztitott IgG wvagy IgA antitesteket, a Fab fragmenst, stb.),
melyek képesek specifikusan kotddni a Jjelen taldlmédnyban felso-
rolt Dbélbaktériumok legalédbb egy antigén-determinédnsdhoz. Az
ilyen poliklondlis vagy monoklondlis antitestek felhasznalhatdk
immunvizsgélati reagensekként a bélbaktériumok é181lénybdél vagy
az €181énybdl nyert bioldgiai mintdbdl tdrténd kimutatdsanal. A
jelen taldlmany szerinti poliklondlis wvagy monoklonadlis antites-
tek Dbélbaktériumok okozta fertdzések vagy Dbetegségek ellen 1is
alkalmazhatdk, mint passziv vakcinédk.

A taldlmany egy tovabbi targya in vitro eljiaras potencialis
antimikrobialis hatdanyagok vizsgadlatara, ami abbél &ll, hogy a
fokozott antigénaktivitastu Campylobacter sp., Yersinia sp.,
Heliobacter sp., Gastrospirillum Sp-., Bacteroides Sp.,
Klebsiella sp., Enterobacter sp., Salmonella sp., Shigella sp.,
Aeromonas sSp., Vibrio sp., Clostridium sp., Enterococcus sp.
vagy Escherichia coli bélbaktériumot érintkezésbe hozunk a kér-
déses wvizsgalandd anyaggal és meghatdrozzuk a baktericid vagy
bakteriosztatikus hatéaséat.

A taldlmény egy tovabbi targya in vitro médszer gazdaszerve-
zet antitest termelésének detektaléasara vagy a gazdaszervezetben
vagy beléle szarmazd mintdkban 1évd bélbaktériumok kimutatéasara,
ami abbdél 411, hogy a gazdadbdl nyert bioldgiai mintat érintke-

zésbe hozzuk a taldlmédny szerinti, fokozott antigénaktivitésu



Campylocbater sp., Yersinia sp., Helicobacter sp., Gastro-
spirillum sp., Bacteroides sp., Klebsiella sp., Enterobacter
sp., Salmonella sp., Shigella sp., Aeromonas sp., Vibrio sp.,
Clostridium sp., Enterococcus sp. vagy Escherichia coli bélbak-
tériummal, ezek antigénjeivel vagy azokkal szembeni antitestek-
kel és vizsgaljuk az antitest/antigén kolcsdénhatést.

A talalmany targya egy diagnosztikai készlet gazdaszerveze-
tek bélbaktériumok elleni antitest termelésének vagy bélbaktéri-
umoknak kimutatasara, ahol a készlet fokozott antigéngaktivitéasu
Campylobacter sp., Yersinia sp., Heliobacter sp.,Gastrospirillum
Sp., Bacteroides Sp., Klebsiella sp., Enterobacter Sp.,
Salmonella sp., Aeromonas sp., Vibrio sp., Clostridium sp.,
snterococcus sp. vagy Escherichia coli baktériumot vagy adott
baktériummal szembeni antitestet és minden mas lényeges alkotd-
részt tartalmaz.

A talalmany kilonbozd szempontjaibdl elényds bélbaktérium a
Campylobacter Jjejuni, Campylobacter coli, Yersinia entero-
colitica, Yersinia pestis, Yersinia pseudotuberculosis,
Escherichia coli, Shigella flexneri, Shigella sonnei, Shigella
dysenterie, Shigella boydii, Helicobacter pylori, Helicobacter
felis, Gastrospirillum hominus, Vibrio cholerae, Vibrio
parahaemolyticus, Vibrio wvulnificus, Bactetroides fragilis,
Clostridium difficile, Salmonella typhimurium, Salmonella typhi,
Salmonella pullorum, Salmonella choleraesuis, Salmonella
enteritidis, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae, és
Enterococcus faecalis.

Az Escherichia coli torzsek kozil elénydsek - de nem kizard-

lagosan - az enterotoxikus, entero-haemorrhagias, entero-
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-invaziv, entero-pathogen vagy més tdrzsek.

A jelen talalmany részben azon a meglepd felfedezésen alap-
szik, hogy a talalmany szerinti fokozott antigénaktivitdstu bél-
baktérium olyan immunvalaszt valt ki, mely az immunvalaszt ki-
valtd baktérium torzseivel vagy szerotipusaival szemben széle-
sebb spektrumd immunoldgiai keresztvédelmet nyujt, mint a szoka-
sos koriulmények kdzott tenyésztett ugyanazon Dbélbaktériummal
torténd indukcid. Legalabb egy esetben, a talalmény szerinti fo-
kozott antigén aktivitasu bélbaktérium &ltal kivaltott immunva-
lasz keresztvédelme eltérd faju bélbaktériummal szemben is meg-

nyilvanul.

Az abrak rovid leirasa

1A, 1B és 1C &bra: a C.jejuni 81-76 torzs fellUleti extraktum
hidrolizatumdban 1évé monoszacharidok HPLC kromatogramjai. 1A
dbra - standardok: fukdz ,Fue”, N-acetil-galaktdzamin ,GalNac”,
N-acetil-glikézamin , GlcNac”, galaktéz ,Gal”, glikdéz ,Glc”,
manndéz ,Man”. 1B &bra - a szokdsosan novesztett baktérium
(,BHI”) felileti extraktumanak kromatogramja. 1C abra - a jelen
taldlmény szerint novesztett baktérium (,DOC”) felilileti extrak-
tumé&nak kromatogramja.

2. abra: a szokasos mébdon novesztett (,BHI”), illetve a je-
len taldlmany szerint novesztett (0,8 % Oxgall epesavak, ,0X",
vagy 0,1 % deoxikoladt Jjelenletében, ,DOC”) C. Jejuni 81-176
tdérzs teljes sejtjeinek (1., 2. és 3. oszlop) és felileti ext-

raktuménak (5. és 6. oszlop) natrium-dodecil-szulfat/poliakril-

amid gélelektroforézissel (SDS-PAGE) szétvalasztott fehérjeinek



képe.

3. abra: ,1” - a szokasos mdédon tenyésztett C.jejuni 81-176
teljes sejtjében; ,2” - a jelen taldlmdny szerint 0,8 % Oxgall
epesavak vagy ,3” - 0,1 % deoxikolat jelenlétében tenyésztett C.
jejuni 81-176 teljes sejtjében; ,4” - a hagyomanyos mdédon te-
nyésztett C.jejuni 81-176 fellleti extraktuméban; és ,5 - a je-
len tal&lmény szerint 0,1 % deoxikoldt jelenlétében tenyésztett
C.jejuni 81-176 feliileti extraktumdban 1évé, a C.jejuni 81-176
teljes sejttel fertdzott vadaszmenyeit IgA-t tartalmazd nyidlka-
janak komponenseihez koté6dé fehérjék oOsszehasonlitd Western Blot

analizise.

4. abra: ,3” - a Jjelen taldlmany szerint tenyésztett
C.jejuni 81-176 teljes sejtjébdl; ,2” - a szokdsos mdédon tenyé-
szett C.jejuni 81-176 teljes sejtjébdél; és ,3” - a jelen taladl-

mény szerint fermentorban novesztett C.jejuni 81-176 teljes
sejtjébdl szarmazd, a flagellire specifikus monoklondlis 72c¢ an-

titesthez kotédé fehérjék Osszehasonlitd Western Blot analizise.

5. abra: S.flexneri 2457T teljes sejt lipopoli-
szacharidjainak SDS-PAGE képe. ,1” - S.flexneri 2457T a szok&sos
moédon, illetve ,2” - a jelen taldlmany szerint 0,1 deoxikoléat

Jelenlétében novesztve.

6. abra: a jelen talalméany szerint ndvesztett C.Jjejuni meg-
novekedett immunoldgiail keresztaktivitédsa. Az antitestek induka-
lasédra a szokasos mdébdon ndvesztett vagy a taldlmény szerint -
példaul az 5. példédban leirt koértilmények kozdtt - novesztett
C.jejuni 81-176 sejteket hasznaltuk. Az antitestek két tipusanak
(példéul BHI novesztett C.jejuni 81-176 anti-C és DOC ndvesztett

C.jejuni 81-176 anti-C) agglutinadcids aktivitasat kulonféle
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C.jejuni tipusokkal szemben mutatjuk be (részletesebben lasd a
32. példaban) .

7A, 7B és 7C abra: inaktivalt C.jejuni 81-176 teljes sejte-
ket tartalmazd vakcina hatasossaga €16 C.jejuni 81-176 sejtekkel
szemben orron Kkeresztil megfertdzdtt egereknél. Az egereket az
alabbi készitményekkel oltottuk be: foszfatpufferes sédoldat
(PBS, folytonos vonal); LT adjuvanst tartalmazdé PBS (Adjuvans,
szaggatott wvonal); az 5. példédban leirtak szerint ndvesztett és
Osszegyldjtott, formalinnal 1inaktivalt C.jejuni 81-176 teljes
sejtek adjuvans nélkiil (CWC, folytonos vonal iires koérrel); és
CWC LT adjuvanssal CWC + adjuvans, folytonos vonal telt kdrrel).
A vakcina hatékonysdgadt intesztindlis megtelepedés mdbdszerével
allapitottuk meg. 7A - a védettség mértéke azokndl az &llatok-
nal, melyeknél a vakcindléds szédjon A4t tortént hérom ddbézissal,
dézisonként 10° inaktivalt baktériummal (felsé abra); 7B - a vé-
dettség mértéke azoknadl az &llatoknal, melyeknél a vakcindlés
szédjon at tértént harom dbzissal, dézisonként 10’ inaktivalt bak-
tériummal (kozépsd abra); 7C - a védettség mértéke azoknidl az
dllatoknadl, melyeknél a vakcindlds szdjon &t tortént harom do-
zissal, dézisonként 10° inaktivalt baktériummal (alsd Aabra)
(részletesebben lasd a 34. példaban leirtakat).

8A, 8B és 8C abra: inaktivalt C.jejuni 81-176 teljes sejte-
ket tartalmazé vakcina hatdsossaga é16 C.jejuni 81-176 baktéri-
ummal szemben szajon &t megfertdzott egereknél. Az egereket a
7A, 7B és 7C abréndl leirt mdbdon vakcinaltuk. A vakcina hatésos-
sdgat az 1ntesztinalis megtelepedés mbdszerével allapitottuk
meg; B8A - a védettség mértéke dbézisonként 10° inaktivalt bakté-

riumot tartalmazd, harom oralis dbozis esetében (felsd abra); 8B



- a vedettség mértéke ddzisonként 107 inaktivalt baktériumot tar-—
talmazd, harom orédlis dbzis esetében (kozépsd ébra); 8C - a vé-
dettség mértéke ddbézisonként 10° inaktivalt baktériumot tartalma-—
z6, harom oralis dbzis esetében (alsd abra) (részletesebben lasd
a 34. péeldéaban).

9. abra: a tenyészet ndvekedési fazisdnak hatdsa a Shigella
flexneri  2457T sejtek Dbehatoldsi  képességére. A  Shigella
flexneri 24577 sejteket a szokdsos mbédon (BHI) vagy a jelen ta-
ldlmany szerinti, példaul a 9. példédban leirt mdédon ndvesztet-
tik, és a sejteket a korai 1log fazisban gyljtottik Ossze
(DOC-EL), vagy a ndvesztés a 9. példaban leirtak szerint tor-
tént, de az Osszegyljtés eldtt hagytuk, hogy a tenyészet érje el
a késéi log fazist (DOC-LL). Az abran ezeknek a kilonbdzd sejt-
preparatumoknak a behatoldképességét mutatjuk be (részletesebben
lasd a 35. példat).

10. é&bra: a jelen taldlmadny eljardsa szerint tenyésztett
Shigella sejtek megndvekedett behatolodoképességének a bemutatésa.
A Shigella sonnei és az S.dysenteriae 3818 sejteket a szokasos
moédon (BHI) vagy a jelen taldlmény szerint, a 9. példaban bemu-
tatott mdédon novesztettik. A Shigella sejtek ezen killonbdzd pre-
paradtumainak behatoldképességét INT-407 sejtekkel szemben mutat-
juk be (részletesebben lasd a 35. példat).

11. 4bra: a jelen taldlmany szerint ndvesztett Shigella meg-
névekedett immunoldégiai keresztreaktivitasanak bemutatéasa. Az
antitestek indukalasadra a Jjelen taldlmany szerinti, a 9. példa-
ban bemutatott mdédon novesztett S.flexneri 2457T sejteket hasz-
naltuk. Bemutatjuk az indukalt antitestek agglutinacids aktivi-

tdsat a szokdsos moédon (BHI) és a jelen példa szerint (9. példa)



novesztett S.flexneri, S.sonnei, S.dysenteriae és az S.bodydii
baktériumokkal szemben (részletesebben lésd a 36. példat).
12. ébra: az epekoncentracidé és a novekedési fazis hatasa a

Helicobacter pylori ©NB3-2 sejtek megtapadédsi képességére. A

o\

H.Pylori NB3-2 sejteket 0 %, 0,025 %, 0,05 % vagy 0,1 % epét
tartalmazd tapkdzegben tenyésztettik, és a sejteket a beoltéds
utani 8., 10., 12. és 18. oraban gyljtéttik oOssze. Bemutatjuk
ezen kilonbozé H.pylori NB3-2 prepardtumok INT-407 sejtekkel
szembeni behatoldképességét (részletesebben lasd a 38. példat).

13. é&bra: az epekoncentracid és a novekedési fazis hatésa a
Helicobacter pylori Gl-4 sejtek megtapadési képességére. A
H.pylori Gl-4 sejteket 0 %, 0,1 % vagy 0,2 % epét tartalmazd
tapkézegben ndovesztettiik és a sejteket a beoltds utédni 6., 8.,
10., 12., 14. és 16. napon gyljtottik Ossze. Bemutatjuk ezen ki-
16nbozd H.pylori Gl-4 sejtek INT-4Q7 sejtekkel szembeni
behatoldképességét (részletesebben lasd a 38. abrat).

A jelen taldlmény a bélbaktériumok in vitro tenyésztésének
olyan moédjéaval foglalkozik, ahol a bizonyos kérilményeket bizo-
nyos komponensekkel ugy kombinadlunk Ossze, hogy ezzel indukaljuk
vagy fokozzuk az antigének és/vagy a virulencia faktorok
expresszalasat.

Az itt és az igénypontokban hasznadlt ,bélbaktérium”
(,enteralis”) kifejezésen értjik azokat a baktériumokat, melyek
normalis korilmények kozott egy éld6lény gasztrointesztinalis
rendszerének barmelyik részében talalhatdk vagy barmelyik olyan
baktériumot, mely egy él8lény gasztrointesztindlis rendszerének
barmelyik részében fertdzést okoz. A Dbélbaktériumok kbdzé gram

pozitiv és gram negativ baktériumok is tartoznak.




Az itt és az 1génypontokban haszndlt ,komponensek” és
»kOrulmények” kifejezésen értjik azt a szémos tényezdét, mellyel
természetes in vivo koriilmények kozott a bélbaktérium kapcsolat-
ba keriul és tovabbi faktorokat. Ilyen komponensek és kdriilmények
- bar nemcsak ezekre korlatozva -: az epe, epesavak és sdik, bi-
oldégiai elbanyagaik, példdul koleszterin, pH, mikroaerophill ko&-
rilmények ozmotikus korilmények és a baktériumok kivédnt néveke-
dési fazisaban torténd oOsszegyljtése.

Az itt és az igénypontokban hasznalt ,antigén” és a vele
kapcsolatos ,antigenidlis” kifejezés olyan antigéneket és
antigenidlis jellegzetességet jelent, mint a sejtek
morgoldgiajaban vagy mozgasaban résztvevd makromolekulak, a fe-

hérjék; kozelebbrdl a feliuleti fehérjék, lipopoliszacharidok és

szénhidratok - noha a kifejezés nemcsak a felsoroltakra wvonatko-
zik. A nevezett antigének elénydsen immunizalhatdok
(immunogének) .

Az itt és az igénypontokban hasznalt ,ilmmunizald”
(, immunogén”) kifejezés olyan képességre utal, mely egy él8lény-
ben antitest termelddést indukal, miutadn a nevezett él6lényt a
jelen talalmany szerint novesztett teljes baktériumot vagy a
teljes Dbaktérium fragmensét tartalmazd készitmény hatasanak
tesszuk k1.

Az itt és az 1igénypontokban hasznalt ,fokozott antige-
nitasu”, ,fokozott antigenicitasd” kifejezés a Jjelen taldlmany
szerint novesztett Dbélbaktérium antigenitasi allapotara wutal.
Ezek a baktériumok bizonyos immunogén antigének magasabb szint-
jével vagy 0j immunogén antigénekkel rendelkeznek a szokésos ko-

rilmények kozdtt novesztett baktériumokhoz képest.
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Az itt és az igénypontokban haszndlt ,szokidsos” kifejezés
olyasmire utal, ami a technika mai alldsa szerint ismert.

Az itt és az igénypontokban hasznédlt ,mikroaerofill korulmé-
nyek” kifejezés anaerob korilményeket vagy megemelt szén-dioxid
koncentracidt jelent, példaul 5-20 % CO, és 80-85 % levegd; 5-20
% CO, és 80-95 % N,; vagy 5-10 % 0,, 10-20 % CO, és 75-85 % N,
Osszetétell légteret.

Az itt és az igénypontokban hasznalt ,virulencia” kifejezés
a bélbaktérium azon tényezdire vonatkozik, melyek a megtapadasi
képességgel és/vagy a behatolédssal és/vagy a gazdaszervezetekben
valé tuléléssel és/vagy a patogén allapot kivaltasaval kapcsola-
tosak.

Az itt és az igénypontokban hasznalt , immunoldégiai kereszt-
védelem” kifejezés egy baktérium tdrzs vagy szérumtipus - legyen
az teljes sejt wvagy mas - olyan immunvalaszt kivaltd képességre
utal, ami ugyanazt a gazdaszervezetet részben vagy teljesen meg-
védi ugyanezen baktérium genus mas tdrzseivel, szérumtipusaval
vagy speciesével szemben 1is.

Az itt és az igénypontokban hasznalt , immunoldgiai kereszt-
reaktivitéds” kifejezés egy baktérium todrzs vagy szérumtipus -
legyen az teljes sejt vagy mas - olyan humoralis immunvélaszt
(példadul antitestek) kivaltd képességét jelenti, mely immunva-
lasz keresztreakcidba lép (példadul antitest megkdtés) wugyanezen
baktérium genus mas torzsével, szérumtipusaval vagy speciesével
szemben 1is. Az immunoldgiai keresztreaktivitds indikativ a bak-
térium immunoldgiai keresztvédelmére vonatkozdan és forditva.

Az itt és az igénypontokban hasznidlt ,gazda” kifejezés in

vivo esetben egy él6lényt, in vitro esetben egy élélény sejtte-



nyészetét Jelenti. Az itt és az igénypontokban szerepld
»€l61lény” kifejezésbe beletartozik valamennyi melegvérd teremt-
mény, mint amilyenek az emlésdék és a madarak (példaul csirke,
pulyka, kacsa, stb.), noha nem korlatozdédik a kifejezés csak az
emlitettekre.

A talalmdny szerint a vakcina fokozott antigén aktivitasa
bélbaktériumot vagy annak immunogén fragmensét vagy szarmazékéat
tartalmazza. A Dbélbaktérium lehet é16 vagy inaktivalt. A vakcina
tovabba adjuvansokat is tartalmazhat, példdul - bar nemcsak
ezekre korlatozva - timsét, olaj/viz emulziobt, entero-toxigén
E.colibdl szarmazé ndélabilis toxint (LT), ennek nem toxigén for-
mait (példadul mLT) és/vagy alegységeit, Bacille Calmette-Guerin
(BCG) vagy Freund-féle adjuvanst tartalmazhat, tovabba az oltd—

anyag gyodgyaszati szempontbdl alkalmazhatd vivéanyagot, ideértve

- de nemcsak ezekre korlitozva - a sbéoldatot, dextroéz vagy mas
komponens vizes oldatdt. A gyégyaszati szempontbdél alkalmazhatd
vivSanyagokat a Remingtons’s Pharmaceutical Sciences (Mack

Publishing Company) irja le. Az itt és az igénypontokban hasz-
nalt ,vakcina” (,oltdanyag”) - beleértve a ~pPassziv vakcindkat”
is - kifejezés olyan antitesteket tartalmazd készitményt Jjelent,
amelyek specifikusan koétddnek azokhoz a kérokozdkhoz, melyek
fertdzések és &altaluk okozott betegségek ellen védelmet kivanunk
nyadjtani.

Az itt és az igénypontokban haszndlt ,inaktivalt baktérium”
kifejezés olyan bélbaktériumokra utal, melyek képtelenek a fer-
tézésre és/vagy a megtelepedésre, a fogalomba beletartoznak a
legyengitett vagy elolt baktériumok. A legyengitett baktériumok

szaporodhatnak, de fertézést vagy betegséget nem tudnak okozni.



A nevezett baktériumok inaktivalasdra barmelyik, a szakteriileten
ismert médszert felhasznalhatjuk, inaktivalhatjuk a baktériumot
kémiailag, példaul formalinos fix&lassal vagy fizikai tton, pél-
ddul hdvel, ultrahanggal vagy besugdrzassal, mely kezelések a
baktériumokat képtelenné teszik a szaporodésra és/vagy fertdzés-—
re és/vagy betegségek eldidézésére.

A vakcinak hatéasos mennyiségét kell a szervezetbe juttatni,
a ,hatdsos mennyiség” a Dbélbaktériumoknak vagy immunogén
fragmenseinek vagy szarmazékainak olyan mennyiségét Jelentik,
mely a szervezetben immunvalaszt képes 1létrehozni. Az ehhez
szikséges mennyiség valtozdan filgg az alkalmazott baktérium,
fragmens vagy szarmazék antigénaktivitasatél, a védendd 1lény fa-
jatoél és tomegétdl, de mindez ismert mdédon megadllapithatd. E1E-
nyds - bar ez nem jelenti a taldlmdny korlatozadsat -, ha a vak-
cina hatéasos mennyiségét agy vadlasztjuk meqg, hogy az
antibakterialis antitest tittere a vakcindlads eldétt értéknek

legalabb kétszeresére néjon. Tovabbid sem korlatozva a taldl-
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manyt, eldényds a gazdaszervezetbe 10 -107, még eldénydsebben

10%-10%°

baktériumot bejuttatni. Elénydsek azok a vakcindk, me-
lyek inaktivalt teljes baktériumokat tartalmaznak.

A passziv vakcindkkal kapcsolatban a ,hatdsos mennyiség” ki-
fejezés az antitesteknek azt a mennyiségét jelenti, ami képes
enyhiteni egy bakterialis fertdzést vagy betegséget vagy meg-
eldzni azt.

A szilkséges mennyiség valtozdan fligg az antitest tipusatdl,
az antitest tittertdl, a védendd szervezet fajatdl és tomegétdl.

A mennyiséget ismert mbdszerekkel meg tudjuk allapitani.

A taldlmény szerinti vakcinat ismert médszerekkel alkalmaz-



- 23 -

hatjuk lokélisan és/vagy az egész szervezetre kiterjedSen, pél-
daul Dbeadhatjuk intravéndsan, szubkutan, intramuszkularisan,
intravaginalisan, intraperitoneadlisan, orron vagy szadjon keresz-—
tul vagy mas nyalkahartyan at, stb.

A vakcinat bevihetjik megfeleld, nem-toxikus, gydgyaszati
szempontbol alkalmazhatd vivéanyagokkal, mikrokapszuléakban
és/vagy elnyujtott felszabadulédst biztositd eszkdzzel.

Kivanatos lehet a vakcinat idékdzdkre elosztva beadni, hogy
fenntartsuk a kivéant antitest-szintet.

A talalmany szerinti vakcindt alkalmazhatjuk méds baktericid
vagy bakteriosztatikus mddszerrel egyltt.

A talalmany szerinti antitesteket barmelyik, a szakteriiletn
361 ismert médszerrel megkaphatjuk, ilyen mbédszereket ismertet
példaul az ,Antibodies-A Laboratory Manual (E. Harlow, D. Lane,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989) kézikdényv. Ez 4ltala-
ban Ugy térténik, hogy egy &llatot (sok gerinces felhaszn&lhatd
erre, leginkabb egeret, patkanyt, tengerimalacot, horcségot és
nyulat alkalmaznak) a jelen taldlmany szerinti fokozott antigén-
aktivitast Dbélbaktérium teljes sejtjeivel, fragmensével vagy
szarmazékaval immunizalunk egy adjuvans vagy barmilyen agens je-
lenlétében vagy tavollétében, mely agens fokozza az immunizald
hatékonysagot és szabalyos intervallumokban erdsitést ad. Az 4l1-
lat széruméban a szokéasos mdébdon megvizsgaljuk a kivant antitest
jelenlétét. A nevezett allat szérumdt vagy vérét felhasznalhat-
juk a poliklondlis antitestek forrasaként.

Monoklon&dlis antitestek elédllitdsandl az allatokat a fenti-
ek szerint kezeljik. Amikor elfogadhatd antitest-tittert észle-

link, az allatot kiméletesen eldljik és a lépet aszeptikus ko-




rilmények kozott eltavolitjuk. A lépsejteket specifikusan kiva-
lasztott, 1immortalis mieloma sejtvonallal keverjik &ssze, a
sejtkeveréket egy olyan agensnek, &ltaldban polietilén-glikolnak
vagy hasonldénak tesszik ki, ami elésegiti a sejtek fuzidjat.
Fzek kozott a korlilmények kozott a sejtek oOsszeolvadédsa vélet-
lenszerd kivélasztdssal torténik, és a keletkezett termék a fu-
ziondlt és a nem-fuziondlt sejtek keverékébdl 4ll. A fuziondléas-
hoz hasznal mieloma sejtvonalat specifikusan Ugy valasztjuk meg
- a szelekcids kozeg felhaszndladsaval, mint amilyen példaul a
hipoxantint, aminopterint és timidint tartalmazd ,,HAT” -, hogy a
fuzids keverék tenyészetébdl csak azok a sejtek maradnak meg,
melyek az immunizalt donorbdl szarmazd sejtek és a mieloma sej-
tek hibridjei. A fuzid utédn a sejteket kihigitjuk és a szelektiv
taptalajon tenyésztjik. A tenyészkdzeget szlrdvizsgadlatnak vet-
Juk ala abbdél a szempontbdl, hogy tartalmazza-e a kivalasztott
antigénre specifikus antitestet. A kivant antitestet tartalmazd
tenyészeteket higitasos mddszerrel kldénozzuk, amig egysejt-
tenyészethez nem jutunk. A Jelen taldlmany szerinti antitestek
passziv wvakcinaként alkalmazhatdk bélbaktériumok okozta fertdzé-
sek és betegségek ellen.

A gazdaban 1lévé antitesek vagy nevezett baktériumok kimuta-
tdséra hasznalt médszerek kozé tartoznak az immunoldgiai kimuta-
tason alapuld eljarasok, melyek ismertek a szakterileten,. Ilyen
eljéras lehet a radioimmunoldgiai vizsgalat (RIA), az enzim-
kététt immunszorbens vizsgalat (ELISA), a fluoreszcens immunold-
giai wvizsgalat és a fluoreszcencids polarizédcidés immunoldgiai
vizsgadlat (FPIA), bar a mbédszerek nem korlatozddnak csak a fel-

soroltakra.
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A taldlmany egy masik kivitelezési mdédjat jelentik a diag-
nosztikai készletek, melyek a Jjelen taldlmany szerinti kivant
immunoldégiai vizsgalat elvégzéséhez szikséges valamennyi lénye-
ges reagenst tartalmazzak. A diagnosztikai készlet kereskedelmi
csomagoléasban lehet, ami a szlikséges reagenseket tartalmazd egy
vagy tobb tartdedényt jelent. Az ilyen készlet a jelen taldlmany
szerinti bélbaktériumot és/vagy a Jjelen taldlmdny szerinti
monoklondlis vagy poliklondlis antitestet tartalmazza néhany
szokasos komponenssel egyiitt. A szokdsos komponensek nyilvanva-
ldak a szakemberek eldtt, és szamos kOzleményben szerepelnek,
példéul az Antibodies A Laboratory Manual (E. Harlow, D. Lane;
Cold. Spring Harbor Laboratory Press, 1989) kézikdnyvben. A
készletek a szokasos modon tartalmazhatnak példadul: mikrotitter
lemezeket, a wvizsgalati elegy kémhatdsdt bedllitdé puffereket
(Tris, HEPES, stb), konjugadlt masod antitesteket, példaul
peroxididz konjugdlt egér anti-IgG-t (vagy béarmilyen mas anti-
-IgG-t abbdél az allatbdl, melybdl az elsédé antitest szarmazik),
stb. és mas standard reagenseket.

A Jjelen talédlmany szerinti eljdras szerint a bélbaktériumo-
kat megfeleld alap-taptalajon tenyésztiik, melyek tartalmazzak a
nélkilozhetetlen alkotdrészeket. Ilyen taptalaj példaul a keres-
kedelmi forgalomban 1évd agy/sziv kivonat (BHI), a Luria tépta-
laj (LB), birkavéres agar (SBA), a Brucella téaptalaj, a
Meuller-Hinton téptalaj, a marhahus kivonat, stb. Az alkalmazott
kdruilmények - Dbar nem korlatozva csak ezekre -: 0,05-3 % epe,
vagy 0,025-0,6 % egy vagy tobb epesav vagy sdéja vagy eldanyaga,
példaul koleszterin jelenlétében 30-42°C hémérsékleten addig no-

vesztjlik a tenyészetet, amig a ndvekedési fazis el nem éri a ko-
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rai log fazist, a korai log és a stacioner féazis kozotti &llapo-
tot wvagy a stacioner fazist. A tenyésztést levegdn vagy
mikroaerofill koérulmények kozott végezzik, ami példaul 5-20 % CO,
és 80-95 % levegd; 5-20 % CO, és 80-95 % N,; wvagy 5-10 % 0,,
10-20 % CO, és 70-85 % N, Osszetételd gézelegy. A tenyésztést
adott esetben kétértékll kation-keldtképzd jelenlétében végezzik,
ami lehet - bar nemcsak a felsoroltakra korlatozva -: 0-100 pM,
elénydbsen 25 uM BAPTA/AM [ 2/ -(etilén-dioxi)-dianilin-N,N,N ,N -
-tetraecetsav/acetoxi-metil-észter; Molecular Probes, Eugene,
OR, USA) 0-10 UM EGTA (etilén-bisz(oxi-etilén-nitrilo)-tetra-
ecetsav; Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USaA), 0-100 uM

EGTA/AM etilén-bisz(oxi-etilén-nitrilo)-tetraecetsav/acetoxi-
-metil-észter; Molecular Probes, Eugene, OR, USA). A fenti te-
nyésztési korilmények és komponensek megvalasztasaval fokozott
antigénaktivitast bélbaktériumokat &llitunk eléd.

A taldlmany egy tovabbi megvaldsitadsi mdédjanadl a bélbaktéri-
umokat az eldézdekben ismertetett korilmények kozdtt ndvesztjik
kétértékl kation-kelatképzd& Jjelenlétében - ami lehet példaul
1,0-100 uM, eldnydsen 25 uM BAPTA/AM, 0,5-10 mM EGTA vagy 1,0-100
UM EGTA/AM - nem korlatozva csak a felsoroltakra -, de epe, epe-

sav vagy soéja nincs a tenyészkdzegben.

A jelen taldlmany altal hasznalt epe vagy epesav, 1illetve
s6, lehet barmilyen, a maj altal kivadlasztott és az epehdlyagban
természetes korulmények kozott Osszegyljtdtt természetes epekom-
ponens, 1illetve a szakterileten ismert szintetikus epesav, mint
amilyen példaul az ,0Oxgall” (Difco Laboratories, Detroit,

Michigan), szarvasmarha epe (Sigma Chemicals, St. Louis,



Missuori) wvagy mas, a kereskedelmi forgalombdl beszerezhetd ké-
szitmény, kolsav, deoxikolsav, taurokolsav vagy glikokolsav.
Eldnyos a deoxikolat (DOC), az in vivo a disztédlis vékonybélben
és vastagbélben 1évd, egy kevés bélbaktériumot tartalmazd keres-
kedelmi forgalombdl beszerezhetd epe. Ugyancsak elényds a
glikokolat (GC).

A taladlmany szerinti bélbaktérium tenyészetek, nevezetesen a
Campylobacter Sp., Yersinia sSp., Helicobacter sp .-
Gastrospirillum sSp., Bacteroides sp., Klebsiella sSp.,
Enterobacter sp., Salmonella sp., Aeromonas sp., Vibrio sp.,
Shigella sp., Clostridium sp., Enterococcus sp. és Escherichia
coli tenyészet fagyasztott &dlloménya, a szokésos mdédon elkészit-
hetd és a felhasznaladsig -80°C hémérsékleten tarolhatd. Példaul
a Campylobacter jejuni tarolt tdrzsanyag elkészithetd oly moddon,
hogy a mikroorganizmust 5 % fibrinmentes birka eritrocitakat
(SBA) tartalmazd triptikaz-szdja-agar taptalajon 20 o6ran at no-
vesztjiik 37°C hémérsékleten és 5 % 0,, 10 % CO, és 85 % N, Ossze-
tételd gaztérben (mikroaerofill k6riilmények, L MC7) . Az
Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Helicobacter pylori és
Shigella flexneri tarolt todrzsanyaganak elkészitéséhez mikroor-
ganizmusokat agy/sziv kivonaton (,BHI”) tenyésztijlik. A baktériu-
mokat a lefagyasztadshoz barmelyik ismert mddszerrel Osszegyljt-—
hetjuk, példadul a letérdlt tenyészet 30 % glicerint tartalmazd
BHI-ben wvald szuszpendalasaval. Az analitikai vizsgalatokhoz
vagy a termeldé fermentdldsokhoz a tenyészeteket barmelyik alta-
lanosan ismert mddszerrel eldallithatjuk, példaul a mikroorga-

nizmust 1,5 % agart tartalmazd BHI téaptalajon novesztjik 37°C

hémérsékleten és MC vagy légkdri koérilmények kozott, majd egy



kiilonalld telepet atviszink a tépkdzegbe és a jelen talalmanyban
leirtak szerint tenyésztjik. A baktériumsejteket barmelyik is-
mert médszerrel, példaul centrifugdlassal, Osszegyljthetjlk.

Elényos kivitelezési mdbdndl a fokozott antigénaktivitésa
Campylobacter sp-t, elénybsen a jejuni vagy coli fajokat, leg-
elényosebben a jejuni 81-176 torzset 0,1 % DOC-t vagy 0,8 % epét
tartalmazd alaptaptalajon, eldénydsen BHI tapkdzegben tenyésztijik
37°C hémérsékleten, 10-20 % CO-t és 80-90 % levegét tartalmazd
gaztérben. Amikor a novekedési faktor eléri a késdi log fazis és
a stacioner fazis kozdtti allapotot, &ltalédban 20 déraval a beol-
tas utén, a baktériumseijteket Osszegyldjtjiik.

Egy méasik elényds eljaradsndl a fokozott antigénaktivitést
Shigella sp.-t eldnydsen flexneri vagy dysentrieae fajokat, leg-
eldnyOsebben a flexneri 3457T tdrzset alaptaptalajon, eldnydsen
BHI téptalajon, melyet 0,1 % DOC-cal vagy 0,8 % epével kiegészi-
tettink, ndévesztjik 37°C hdémérsékleten. A sejteket a tenyészet
korai log fazisdban, altaldban a 30 perccel a beoltds utéan
Osszegy(djtjik. Az emlitett beoltéds korai és kozép log fazis ko-
zO0tti 4llapotban 1évd tenyészettel torténik.

Egy méasik elényds eljarasnadl a fokozott antigénaktivitédsu
Helicobacter pylorit, eldnydsen az ATCC 495003, NB3-2 vagy Gl1-4
torzset alaptéptalajon, eldnydsen BHI tépkdzegben tenyésztijik
0,05-0,2 % epe vagy 0,05 % glikolat (GC) jelenlétében 37°C hé-
mérsékleten, 5-20 % CO, és 80-95 % levegd vagy 10 % CO,, 5 % O,
és 85 % N, Osszetételld gaztérben. Amikor a tenyészet eléri a log
fadzist vagy a stacioner fazist, a sejteket Osszegyldjtjuk. E18-
nydsebb, ha a tenvyészet a log fazisban van.

A kizardlag csak az alaptaptalajon noévekvd sejtekhez képest,




a taldlmany szerint tenyésztett bélbaktériumoknak megvaltozik a
morfoldgidija, és/vagy sejtmozgékonysaga és/vagy bizonyos Uj fe-
hérjéket, lipopoliszacharidokat és/vagy szénhidrogéneket termel-
nek és/vagy az emlitett makromolekuldk koncentraciéja nd. Opti-
malis az a tenyésztési korilmény, ahol né a sejthozam és a
patogenocitasi index. Ezeket a tenyésztési korilményeket hasz-—
nalva, kimutathatd a virulencidval kapcsolatos antigének kival-
tdsa vagy mennyiségiik novekedése.

A mobilitasi vagy a feltliné morfoldgiai valtozasokat a keze-
letlen wvagy a festett baktériumok mikroszkdépiai vizsgdlatéaval
figyelhetjik meg. A jelen talalmany szerinti eljaradsok mas mor-
foldgiai valtozasokat is okozhatnak, melyek elektronmikroszkop-—
pal vagy fluoreszcencia-mikroszkdéppal lathatodk.

A jelen taldlmany szerint tenyésztett bélbaktériumok morfo-
l6gidja és a nyalkaszerd jellegzetessége arra utal, hogy tok
és/vagy felileti réteg expresszidja indukdléddhatott. A tok ki-
alakitédsénak vizsgadlatdhoz elkészithetd a felileti komponensek -
fehérjék, szénhidratok és lipopoliszacharidok - fenolos extrak-
tuma. A HPLC wvizsgalatok arra utalnak, hogy megnétt a szénhidra-
tok mennyisége.

A jelen taldlmany virulenciat fokozd korilményei kdzott te-—
nyésztett baktériumok kiilsd membranjainak fehérjedsszetételét
ndtrium-dodecil-szulfat/poliakrilamid gélelektroforézissel (SDS-
-PAGE) vizsgalhatjuk, és az eredményeket Osszehasonlitjuk a szo-
kadsos taptalajon ndvesztett baktériumok gélelektroforetikus ké-
pével. Az SDS-PAGE analizis arra utal, hogy az antigénaktivitast
fokozd vagy megvaltoztatd korilmények kodvetkezményeként valtoza-

sok torténnek a baktériumsejt extrahdlt fehérjéiben. Ezek az




adatok mennyiségi és minéségi adatokat szolgdltatnak a megndve-
kedett Dbehatoloképességgel és a megvadltozott antigenicitassal
Osszefiggd felileti valtozasokrodl.

Az indukalt vagy megvaltozott fehérje antigének immunizald
képesseget Western Blotting analizissel 4&llapithatjuk meg. Az
indukalt vagy megvaltoztatott és az SDS-PAGE médszerrel azonosi-
tott baktérium fehérjék immunogenicitdsdt a Western Blotting el-
jaras alabbiakban leiridsra kerild, 4&ltaldnosan alkalmazott tech-
nikaival értékelhetjik. A bakteridlis antigének vizsgalatdhoz az
antitesteknek barmilyen forrasat haszndlhatjuk, ez lehet példaul
reconvaleseens nyul- vagy vadaszmenyét-savd (az antitest forrasa
olyan allat, amit oralisan megfertdztiink a szokdsos kérilmények
vagy a talalmany szerinti koriilmények kozott tenyésztett é16
mikroorganizmusokkal), bélnyalka (IgA antitest forréasa),
poliklonélis antiszérum vagy monoklondlis antitest, példaul
olyan, ami kereszt-reaktiv a C.jejuni flagellinjével.

A bakteridlis antigének némelyikének megndvekedett termelé-
se egyutt Jjar a virulencidval kapcsolatos tulajdonsadgok erdsodé-
sével. Ezek koézé a tulajdonsagok kozé tartozik a tenyésztett hu-
man bélhamsejteken vald megtapadadsi és Dbehatoldképesség és
Congo-vordssel vald festddés. A virulencia megdllapitédséanak egy
altalanosan elfogadott médja a Congo-vords festék megkdtésének
vizsgalata. A mddszert Andrews és munkatédrsai [ Infect. Immun.,
60:3287-3295, (1992)} wvalamint Yoder [ Avian Dis., 33:502-505
(1989)] 1irjak le, és az eljarast az alébbiakban ismertetjik. A
baktérium Congo-vordoset megkdotd képessége odsszhangban van a
hemint megkotd képességével, ez pedig a baktérium virulenciaja-

val. A Congo-vordst megkotd képesség a baktériumoknak a hamsej-




tekbe vald behatoldképességével is korrelacidban van.

Korabban bizonyitast nyert mar, hogy a legtdbb szokadsos md-
don novesztett C.jejuni Lior szérumtipus nem ad immunoldgiai ke-
resztreakclidt egymédssal. Ezért, hogy a Campylobacterral szemben
altalanos védelmet nyGjthassunk, szamos eltérd Lior szérumtipusu
torzs vakcinajat kellett elkésziteni és beadni, vagy egy kombi-
nalt készitményt kellett Osszeallitani. A taldlméany szerint el&-
allitott, fokozott antigenecitast Campylobacter immunoldgiai
keresztreaktivitasa a Lior szérumtipusok szélesebb spektrumira
terjed ki, mint a szokasos mdédon tenyésztett Campylobacteré. Ha-
sonld a helyzet a Shigella fajoknal is. Ezek az immunoldgiai ke-
resztreaktivitasok és keresztvédelmek az aldbbiakban leiréasra
kerilé agglutinacids vizsgalatokkal és oltdbanyag kisérletekkel
bizonyitottak.

A jelen taldlmanynak a fokozott antigénaktivitasi bélbakté-
riumok eldallitasara vonatkozd eljarasai kapcsolatban wvannak a
kisdllat modelleken tapasztalt fokozott virulenciaval. Néhéany
hazidllat felhaszndlhatd az ember Campylobacter okozta megbete-
gedésének modellezésénél. Az immunizald képesség szempontijdbdl a
legtobbet vizsgalt a reverzibilis Dbéllekotés, a felndtt nyual
hasmenése [ RITARD Modell; Coldwell és munkatarsai, Infect. Im-
mun., 42:1176-1182 (1983)] . Ez a modell a Lior szérumtipusoknak
a toérzsek kozotti keresztvédelemmel vald kapcsolatat is demonst-
rdlja. A modellel azonban inkdbb a kolonizacidéval, mint a beteg-
séggel szembeni ellenalldképességet mérhetjik. Bell és munkatar-
sainak vadaszgorény-modellije [ Infect. Immun., 58:1848-1852
(1990)] alkalmasabb lehet, minthogy ezen az é&allaton hasonld tu-

netek Jjelentkeznek, mint az ember Campylobacter okozta megbete-
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gedésénél. Ujabb, a Bagar-féle [ Infencion and Immunity, 63:3731-
-3735 (1995)] egér kolozizdcidés modell. Immunizadlt egeret orron
vagy szajon at €16 Campylobacterrel fertdznek meg, és vizsgaljak
a Dbélben vald megtelepedést, nyomon kdvetve a fekdlidban a
Campylobacter jelenlétét.

Egerek Shigellaval orron keresztiili fertbzését Malett és
munkatarsai (lasd 37. példa) irjadk le. Ezzel a médszerrel Aallit-
jak meg a fertdzdképességet és az oltdanyag védlképességét. A
talalmany szerinti eljarassal eldallitott Helicobacter pylori
vakcina hatékonysagat Chen és munkatarsai [ Lancet, 339:1120-1121
(1992)] mbdszerével 4&llapitjuk meg. A mdbdszer a Helicobacter
felis gyomorban torténd megtelepedésének modelljét hasznalja.

A bélbaktériumok invazidjara és fertdzésére mas 4llatmodel-
lek 1is wvannak, melyek felhasznadlhatdék a jelen taldlmany szerint
eldadllitott, fokozott aktivitadsu Dbélbaktériumokkal készitett
vakcinak hatékonysdganak vizsgalatéara.

A jelen talalmany szerint eld&allitott fokozott antigénakti-
vitast bélbaktériumok felhaszndlhatdok az eldlt teljes sejtet
vagy alegységet tartalmazd vakcina prototipusédnak elkészitésére.
Ezeket az oltdanyagokat allatokba juttatva, kimutathatd az anti-
testek keletkezésének indukalédsa és a vakcina véddéhatédsa. A bak-
térium antigének indukalésa vagy fokozdsa olyan baktériumot
eredményez, melyek a vakcindt még hatdsosabbd teszik.

A taldlmany szerint elddllitott vakcinajeldlt készitményeket
kulonféle, a nyalkahartyan a4t immunizald mdbdszerrel felhasznal-
hatjuk az intesztindlis immunvalasz kivaltasédra. A sikeres immu-
nizadcids eljaréds felhaszndlhatd aztédn az éldélényeknek a fokozott

vagy nem-fokozott antigenecitast kérokozodkkal szembeni védelmé-



re. Az oltdanyagot elkészithetjlk és vizsgdlhatjuk Osszetett
vakcina alakjaban 1is, példaul egyetlen vakcina tartalmazhatja a
Shigella és a Campylobacter sejteket vagy sejtalkotd részeket.

Az ismertetésre keriild kisérleti megkozelitések alkalmasak
arra, hogy kimutassuk a felileti antigénekben vagy méds, a foko-
zott behatoldképességgel kapcsolatos tulajdonsdgokban bekdvetke-—
z6 valtozéasokat. Ezek a valtozdsok lehetnek mennyiségi vagy mi-
néségi jeliegliek. A legfontosabb, hogy ezek a kisérletek bizo-
nyitjak, hogy a jelen talalmény szerinti eljarésok fokozzadk a
behatoldképességet és immunoldgiailag fontos antigéneket indu-
kdlnak. Az ilyen fokozott antigénaktivitast bélbaktérium immuni-
zald valaszt valt ki, mely védelmet nyGjt a baktérium tdérzsek,
szérumtipusok és/vagy fajok széles tartomdnyaval szemben, és
ezért hatékonyabb oltdanyagként alkalmazhatd, mint a szokdsosan
novesztett baktérium.

Nehany, joél meghatarozott modell altalédnosan ismert a szak-
terlileten, és amint a késébbiekben leirjuk, alkalmasak a bakté-
riumok fokozott antigénaktivitdsi tulajdonségainak, fertdzdké-
pességének megallapitasara.

Az elmondottak szemléltetésére az aladbbiakban példakat adunk
meg. A példdk kizardlag szemléltetd célzattak, és a taldlmany

oltalmi korét nem korlatozzak.



Példak

Eljarasok fokozott antigénaktivitasd baktériumok eléallitasara

1. példa

Campylobacter Jjejuni 81-176 torzset kenitink fel véres agar
lemezre (triptikaz-szdéja-agar, ami 5 % fibrinmentes birka vords-—
vértestet tartalmaz), és mikroaerofill GasPak edényben (BBL,
Cockeysville, MD, USA) inkub&ljuk 37°C hémérsékleten 20 o&ran &t.
A baktériumréteget letdrdlve Osszegyldjtjlik, és 1 liter BHI tép-
kézeget oltunk be vele, ami 0,8 % OXGALL-t (Difco, Detroit,
MI,USA) tartalmaz. A taptalajt elézdleg ekvilibraljuk 10 % CO, és
90 % levegd Osszetételd gazeleggyel. A lezdrt edényt 10 % CO, és
80 % levegd Osszetételd légtérben 20 6éran at razatjuk 37°C hé-
mérsékleten, majd a sejteket a fentiekben leirt médon

6sszegyljtilk.

2. példa

Campylobacter jejuni 81-176 torzset kenink fel véres agar
lemezre (triptikaz-szdéja-agar, ami 5 % fibrinmentes birka vords-—
vértestet tartalmaz), és 20 6ran &t inkubdljuk 37°C hémérsékle-—
ten egy mikroaerofill GasPak edényben (BBL, Cockeysville, MD,
USA). A baktériumréteget letdroliilk, és ezzel oltunk be 1 liter
BHI tapkdzeget, ami 0,01-0,1 % né&trium-deoxikolatot (DOC) tar-—
talmaz. A tapkozeget eldzdbleg 10 % CO, és 90 % levegd Osszetételd

gazeleggyel ekvilibraljuk. (Fontos, hogy a DOC-ot a BHI tépko-

zegt6l kilon, mint tdrzsoldatot készitsik el és autoklavozzuk,



majd koézvetlenul a baktériummal vald beoltds eldtt adjuk aszep-—
tikus kcérilmények kozott a BHI taptalajhoz). A tenyészetet kii-
16nboz6 ideig, leghosszabban 20 6rdn &t inkubdljuk 37°C hémér-
sékleten 5 % 0,, 10 % CO, és 85 % N, Osszetételd gaztérben, majd

a sejteket a fentiekben leirt mdédon Ssszegyljtjik.

3. példa

Campylobacter jejuni 81-176 torzset felkenilink véres agar le-
mezre (triptikaz-szdéja-agar, ami 5 % fibrinmentes birka vords-—
vértestet tartalmaz), és 20 oran &t inkubaljuk 37°C hémérsékle-—
ten egy mikroaerofill GasPak edényben (BBL, Cockeysville, MD,
USA). A baktériumréteget letoroljuk, és ezzel oltunk be 1 liter
Brucella téapkézeget, ami 0,01-0,1 % natrium-deoxikolatot tartal-
maz. A tapkozeget eldézbleg 10 % CO,~t tartalmazd gazeleggyel
ekvilibraljuk. A tenyészetet 37°C hémérsékleten razatjuk 20 dran
at 5 % 0,, 10 % CO, és 85 % N, Osszetételd gazelegyben, majd a

sejteket a fentiekben leirt mbédon Osszegyljtjik.

4. példa

Campylobacter jejuni 81-176 toérzset felkenink véres agar le-—
mezre (triptikaz-szdja-agar, ami 5 % fibrinmentes birka vords-—
vértestet tartalmaz), és egy mikroaerofill GasPak edényben (BBL,
Cockeysville, MD, USA) inkubaljuk 20 oran &t 37°C hémérsékleten.
A baktériumréteget lemossuk, és ezzel oltunk be 1 liter Mueller-
-Hinton téptalajt, ami 0,01-0,1 % natrium-deoxikolatot tartal-

maz. A tapkdOzeget elbzetesen 10 % CO,-t tartalmazd gazeleggyel

ekvilibraltuk. A tenyészetet 37°C hémérsékleten réazatjuk 20 6ran
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at 5 % 0,, 10 % CO, és 85 % N, Osszetételd gazelegyben, majd a

fentiekben leirt médon a sejteket Gsszegyldjtijik.

5. példa

Campylobacter jejuni 81-176 torzset felkenlnk véres agar le-
mezre (triptikdz-szdja-agar, ami 5 % fibrinmentes birka v&rds-
vértestet tartalmaz), és egy mikroaerofill GasPak edényben (BBL,
Cockeysville, MD, USA) 37°C hémérsékleten inkubaljuk 20 o6ran at.
A baktériumréteget lemossuk és ezzel oltunk be 1 liter BHI téap-
kozeget, ami 0,1 % natrium-deoxikoldtot tartalmaz. A tépkdzeget
elézb8leg 10 % CO,-t tartalmazd gazeleggyel ekvilibraljuk. A te-
nyészetet lassan kevertetve 20 6ran at inkubdljuk 37°C hémérsék-
leten, 10 % CO,, 90 % levegd Osszetételd légtérben, majd a sejte-

ket a fentiekben leirt mdédon Osszegydjtjlk.

6. példa

Vibrio cholerae baktériumot kentink fel BHI agarlemezre
(triptikdz-széja—-agar, ami 5 % fibrinmentes birka vdrdsvértestet
tartalmaz), és 37°C hémérsékleten levegdn inkubdljuk 20 6ran at.
A baktériumréteget lemossuk, és ezzel oltunk be 1 liter BHI téap-
kozeget, ami 0,1 % natrium-deoxikoldtot tartalmaz. A tenyészetet

37°C hémérsékleten, levegd alatt razatjuk 20 o6ran at, majd a

sejteket a fentiekben leirt mbdbdon Osszegyljtjik.

7. példa

Salmonella cholerasius baktériumot kenlink fel BHI

agarlemezekre, ¢és 37°C hémérsékleten inkubdlunk 20 oradn at. A



baktériumreteget lemossuk, és ezzel oltunk be 1 liter BHI tapko-
zeget, ami 0,1 % natrium-deoxikoldtot tartalmaz. A tenyészeteket
37°C hémérsékleten, levegd alatt razatjuk 20 o6ran at, majd a

sejteket a fentiekben leirt mddon Osszegyiljtiik.

8. példa

Salmonella typhimurium  baktériumot kenink fel Luria
tapagarlemezekre és a lemezeket 37°C héméréskleten, levegdén
inkubaljuk 20 oOran &at. A baktériumréteggel 1 liter BHI tépkdze-
get oltunk be, mely tapkdzeg 0,1 % natrium-deoxikolatot tartal-
maz. A tenyészetet 37°C hémérsékleten, 10 % CO,, 90 % levegd Osz-
szetételld gaztérben razatjuk 20 o6ran 4t. Egy telepet Atviszink
0,1 % DOC-ot tartalmazdé 1 liter LB tapkozegbe, és egy lezart
edényben inkub&dljuk 37°C hémérsékleten lassU kevertetés mellett.
12 6ra mulva 60 ml tenyészetet atviszink 1 liter friss, elémele-
gitett, ugyanilyen tapkdzegbe, és tovabbi 30 percen at
inkub&dlunk, majd a sejteket a fentiekben leirt médon dOssze-

gyldjtjuk.

9. példa

Shigella flexneri 2457T torzset felkenink Congo-vordset tar-
talmazd agarlemezre és a lemezt 37°C hémérsékleten, levegdn
inkubaljuk. Egyetlen v0rds teleppel beoltunk 1 liter BHI tapko-
zeget, és 12 oran at razatjuk a tenyészetet. 50 ml nyert tenyé-
szettel beoltunk 250 ml eldmelegitett, 0,1 % natrium-deoxi-
kolatot tartalmazdé BHI tapkdzeget. A tenyészetet 37°C hémérsék-

leten, levegdn razatjuk 4 oOran at. Ezt a tenyészetet 0,17 0Dy,
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értéekre higitjuk elémelegitett BHI taptalajjal, ami 0,1 % DOC-ot
tartalmaz, és 30 percen &t rédzatjuk a tenyészetet 37°C hémérsék-
leten és levegdén, majd a sejteket a fentiekben leirt médon

Osszegydjtiluk.

10. példa

Campylobacter jejuni 81-176, 81-116 vagy HC torzsek prepara-
tumat (BHI koézegben 30 % glicerinnel) gyorsan felolvasztjuk és
birkavéres agarra (SBA) lemezeljik (0,1 ml lemezenként). A beol-
tott lemezeket GasPak edényben 37°C hémérsékleten inkubaljuk
CampyPak Plus mikroaerofill kdrnyezeti generdtor (BBL,
Cockeysville, MD, USA) segitségével 20 o6radn at. A baktériumréte-
get letordljuk a lemezrdél és 10 ml BHI kozegben szuszpendaljuk.
A Dbaktérium-szuszpenzidval beoltunk egy kétliteres edényben 1lévé
1 liter BHI tépkozeget vagy 0,1 % DOC-ot tartalmazd BHI tapkdze-
get. A tapkdzeget elbzetesen 10 % CO,, 90 % levegd Osszetételd
gazeleggyel ekvilibraljuk. Az inokulumot addig adjuk az
elbekvilibralt tapkdzeghez, amig el nem érjik a 0,05 ODgy €rté-
ket. A beoltott edényt visszahelyezzik a 10 % CO,, 90 % levegd
Osszetétell gaztérbe, és 37°C hdémérsékleten lassan kevertetjik
20 o6ran at. Ekkor a sejteket a fentiekben leirt médon

Osszegylitjik.

11. példa

Q

Helicobacter pylori baktériumot adunk 4 % borjuszérummal ki-

oe

egészitett BHI tapkdzegbe. Beoltas utan az edényeket 5 % 0,, 10

CO,, 85 % N, Osszetételld gazeleggyel o6blitjik at, és 37°C hdémér-
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sékleten razatjuk 22 6rén At. Az inkub&las utan 2,5 ml tenyésze-
tet atviszink 4 % borjuszérumot tartalmazéd BHEI tapkozegbe, 1il1-
letve wugyanilyen tapkozegbe, ami 0,05 % natrium-glikolatot is
tartalmaz. Ezeket a tenyészeteket ismét atoblitjik a
mikroaerofill géazeleggyel. (5 % 0,, 10 % CO,, 85 % N,), lezarjuk
€s 12 oran at 37°C hémérsékleten razatjuk. A baktériumtenyésze-
tet ezutan ugyanilyen tapkézeggel higitjuk 0,17 ODg,, értékre,

majd ugyanolyan kérilmények k6zo6tt inkubdlunk, amig a tenyészet

el nem éri a korai log féazist. Ez &ltaldban a higitds utéani 30.

percben érhet86 el. A sejteket a fentiekben 1leirt moédon
Osszegyljtjuk.
13. példa

Salmonella typhimurium baktériumot kenink fel 1B

agarlemezre, és a tenyésztést 37°C hémérsékleten, levegdn végez-
zik 18-20 o6ran &at. Felveszink egy telepet és Atvisszik 1 liter
LB tapkdzegbe vagy 0,1 % DOC-ot tartalmazd LB tapkdzegbe, és
37°C hémérsékleten levegdn tartjuk 12 o6ran &at. A tenyészetet
ugyanolyan friss tapkdézeggel meghigitjuk (1/5), és a fenti ko-
rulmények kozott inkubadljuk 4 oéran at. A tenyészetet ezutan
ugyanolyan friss tapkozeggel higitjuk 0,17 ODgy, értékre és a fen-
tiekkel azonos kérilmények kozott ndvesztjiik, amig el nem éri a
log fazist. Ehhez &ltaldban a higitéds utan 30 percre van sziik-

ség. A sejteket a fentiekben leirt médon dsszegyljtijiik.

14. példa

Klebsiella pneumoniae baktériumot kenliink fel BHI agar lemez-
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re, és a lemezt 37°C hémérsékleten, levegén tartjuk 18-20 6ran
at. Felveszlnk egy telepet és beoltunk vele 1 liter BHI téapkdze-
get vagy 0,1 % DOC-ot tartalmazé BHI tapkdzeget. A tenyészetet
37°C hémérsékleten, levegdédn razatjuk 12 éran at. A tenyészetet
ugyanolyan friss tapkozeggel higitjuk 0,17 ODgy értékre, és to-
vabb novesztjiik 30 percen &t, majd a sejteket a fentiekben leirt

moédon Ssszegyljtijuk.

15. példa

Enterobacter cloacae baktériumot kenlink fel BHI agarlemezre,
és a lemezt 18-20 o6ran 4t 37°C hdémérsékleten, levegédn tartjuk.
Egy teleppel beoltunk 1 liter BHI tépkdzeget vagy 0,1 % DOC-ot
tartalmazdé BHI téapkdzeget, és a tenyészetet 37°C hémérsékleten
razatjuk 12 o6ran at. A baktériumokat ugyanolyan friss téapkdzeg-
gel higitjuk 0,17 ODgy értékre, 30 percen at tovabb ndévesztiiik,

majd a sejteket a fentiekben leirt mdédon Gsszegyljtjik.

16. példa

Escherichia «coli 0157:H7 torzset kenink fel birkavéres
agarlemezre, és a lemezt 37°C hémérsékleten, levegdn tartjuk
17-20 o6ran at. Egy teleppel beoltunk 1 liter BHI tépkdzeget vagy
0,1-0,2 % DOC-ot tartalmazd BHI tépkdzeget, és a tenyészetet
37°C hémérsékleten rédzatjuk 12 6ran at. A tenyészetet 0,17 ODgg,
értékre higitjuk és tovabb novesztiink 30 percen at, majd a sej-
teket a fentiekben leirt mdédon O6sszegyljtjik.

17. példa

Enterococcus faecalis Dbaktériumot kenunk fel Dbirkavéres
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agarlemezre, és a lemezt 37°C hémérsékleten, levegdn tartjuk
18-20 o6ran at. Egy teleppel beoltunk 1 liter BHI tapkézeget vagy
0,1 % DOC-ot tartalmazd BHI tépkdzeget, és a tenyészetet 37°C
hémérsekleten razatjuk 12 Oran at. A baktériumokat 0,17 ODgy, ér-
tékre higitjuk, és tovabb noévesztink 30 percen &t, majd a sejte-

ket a fentiekben leirt mbédon &sszegyljtjik.

18. példa

Clostridium difficile baktériumot (darabolt his mdédositott
kivonataban 30 % glicerinnel) keniink fel az anaerob vizsgidlatok-
hoz haszndlt szarvasmarha majkivonatot és 1,5 % agart tartalmazd
lemezre, és a lemezeket 37°C hémérsékleten tartjuk mikroaerofill
korilmények koézott (5 % CO, és 95 % N,). Egy teleppel beoltunk 1
liter darabolt his médositott kivonatdt tartalmazd téaptalajt
vagy ugyanilyen taptalajt, mely 0,1 % DOC-ot tartalmaz. A bakté-
riumot mikroaerofill koOrUlmények kozott tenyésztijik 37°C hémér-

sékleten 12 o6ran at, majd a fentiekben leirt médon a sejteket

6sszegyljtjik.

19. példa

Bacteroides fragilis Dbaktériumot (darabolt hus mdédositott
kivonatdban 30 % glicerinnel) kenink fel darabolt hts mdbédositott
kivonatot tartalmazd agarlemezre, és a lemezeket 37°C hémérsék-
leten tartjuk mikroaerofill korilmények kozdott (5 % CO, és 95 %
N,) . Egy teleppel beoltunk 1 liter darabolt hus mdédositott kivo-
natidt tartalmazdé taptalajt vagy ugyanilyen taptalajt, mely 0,1 %

DOC-ot tartalmaz, és mikroaerofill koOrilmények kozott tenyészt-



juk 37°C hémérsékleten 12 6ran at, majd a fentiekben leirt médon

a sejteket Osszegyljtjlk.

20. példa

Yersinia pseudotuberculosis baktériumot (30 % glicerint tar-
talmaz6d Luria tapkdzegben) keniink fel Luria téptalajt tartalmazd
agarlemezre, és a lemezt 30°C hémérsékleten tartjuk. Egy telep-
pel beoltunk 1 liter LB tapkdzeget, és a tenyészetet 30°C hémér-
sékleten tartjuk 12 o6ran at. Ezt a tenyészetet LB vagy 0,1 %
DOC-ot tartalmazd LB téapkdzeggel higitjuk meg (1/5) és 4 oéréan at
inkubaljuk 37°C hoéméréskleten. A tenyészetet ugyanolyan tapkd-
zeggel 0,17 ODgy értékre higitjuk, tovabb novesztink 30 percen

a4t, majd a sejteket a fentiekben leirt mdédon Osszegyljtijik.

21. példa

Helicobacter pylori baktériummal oltunk be 4 % borjuszérumot
tartalmazd® BHI tapkdézeget. A beoltds utédn az edényeket Atoblit-
juk 5 % 0,, 10 % CO, és 85 % N, Osszetételld gazeleggyel, majd a
tenyészetet 37°C hémérsékleten razatjuk 22 oran &t. 2,5 ml ilyen
tenyészettel beoltunk 4 % borjuszérumot tartalmazd BHI tapkdze-
get vagy ugyanilyen tapkézeget, ami 0,1-0,2 % szarvasmarha-epét
tartalmaz. Az  edényeket ismét Aatdblitjik a mikroaerofill
gazeleggyel (5 % 0O,, 10 % CO,, 85 % N,), és a tenyészeteket 37°C
hémérsékleten tartjuk 20-24 oran at. A sejteket a fentiekben le-
irt médon Ssszegyljtjik.

Az alabbi példak a fokozott antigénaktivitasu baktériumokkal

foglalkozik.
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22. példa

A nativ (nedvesen kiemelt) baktériumok mikroszképiai vizsga-
latadt hasznaljuk a baktériumok mozgékonysadgénak és szemmel 1lat-
hatdé morfoldgiadjénak megfigyelésére. A feliileti rétegek tanulma-
nyozasédhoz a tokot tusban festjik. Levegbn vald szadritds utadn a
sejteken kristaly-ibolyaval ellenfestést végzink. Valamennyi
megfigyeléshez 1000-szeres nagyitast haszndlunk.

A jelen taldlmany szerint tenyésztett baktériumok (a tovab-
biakban , fokozott aktivitasu” baktériumok) morfoldgidja eltérd a
csak alaptaptalajon ndétt (a szokasos korilmények kozdtt ndtt)
baktériumok morfoldgidjatdél. Példédul a fokozott aktivitasu C.
jejuni aggregalddik és nagy sejtcsomdkat képez, mig a szokésos
korilmények kozott novdk Jjobbara magényosak. A tok festésének
adataibdl (az adatok nem bemutatottak) nyilvanvald, hogy a jelen
taldlmény szerinti tenyészkdrilmények hatassal vannak a baktéri-
um feliletére. A feliilet valtozésa azt eredményezi, hogy a foko-
zott aktivitdsu sejtek felilete jobban megkdéti a nigrozin fes-
tékszemcséket. A fokozott aktivitast baktérium megdérzi nagyfokl

mozgékonysagat.

23. példa

A C.jejuni felileti alkotdrészeit fenolos extrahdlassal ana-
liz&aljuk. Az extraktumot a szokasos, illetve a 2. példdban leirt
médon tenyésztett C.jejuni 81-176 torzsbdl készitjuik. A C.jejuni
sejteket centrifugalassal gytujtjik ossze és a fermentlébdl,

amint azt a fentiekben leirtuk. A sejtiiledéket szobahémérsékle-
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ten 2 o6ran at extrahaljuk 1 %$-os fenollal. Az inakt sejteket 45
perces centrigualéassal valasztjuk el az extrahdlt anyagtél. A
baktérium felileti komponenseit tartalmazd feliluszdét egy éjsza-
kan &t dializaljuk desztilldlt wvizzel szemben. A visszamaradt
folyadékot 4°C hémérsékleten és 105.000 g értéken centrifugalijuk
3 o6ran keresztil. Az extraktum iUledékét 10 % natrium-klorid ol-
datban ismét feloldjuk, és kétszeres térfogati 95 %-os etanollal
lecsapjuk. A lecsapast megismételjik, és a mintadt fagyasztva
szaritjuk. Tovabbi analizishez a mintdt 1 mg/ml koncentrécidban
oldjuk vizzel.

A kivonat szénhidrat tartalmdt az altaléanosan hasznadlt feno-
los/kénsavas mbddszerrel vizsgdljuk, standardként glikézt hasz-
nalva. A kivonat uronsav tartalmdt Dische-féle mdbdszerrel mér-
Juk, karbazol reagenst hasznalva. A fenolos kivonat &sszfehérje-
-tartalmatc készlettel (Pierce Chem. Co., Rockford,
IL, USA) hatérozzuk meg.

Erdemes megjegyezni, hogy az uronsav hianyzott a kivonatbdl.
Sok baktérium tokjanak tipikus Osszetevdi az uronsavpolimerek.
Meglep6 mdédon a C.jejuni 81-176 feliileti kivonata elsb6sorban fe-
hérjét tartalmaz. A fokozott aktivitédsd sejtek kivonata viszont
tobb 0©Ossz-szénhidrat-tartalommal rendelkezik, mint a szokasos
moédon novesztetté.

A kivonat szénhidrat:fehérje aranyat az I. tablazat mutatja.
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I.TABLAGZAT

A szokdsos médon (BHI) és a 2. példa szerint (,fokozott”) né-

vesztett C.jejuni sejtfeliilet kivonatdnak szénhidrdt:fehérije

ardnya

beoltas utéani BHI , fokozott”
idé (béra)

1 0,02 0,02

2 0,02 0,10

4 0,02 0,15

6 0,03 0,29

Kozvetlen Osszefliggés van a tenyészkdzeg DOC tartalma és a
baktérium feliileti kivonatanak szénhidrat-tartalma kozott (I.
téblazat). A taladalmény szerint tenyésztett baktériumok feliileti
kivonatadban tobb, mint nyolcszorosara nd a szénhidrattartalom; a
szokasos mébdon tenyésztett baktériumndl ndvekedés nem tapasztal-
haté. Rehidrataciéndl a kivonat vizben erdsen gélesedd kapaci-
tast mutat, egy sUrlGnfolyds, nyalkaszerd oldatot eredményezve,
ami hasonlit az aggregilddott baktériumot 4&llagdhoz. A kivonat
funkcionalissaga hasonlit a nyalkaszerd glikoproteinekre.

Az egyes szénhidrogének analizalasadhoz a kivonatot lezart
edényben 1 normdl trifluor-ecetsavval hidrolizdljuk. A mintat 2
bran &t szaritjuk nitrogéngdz alatt, majd ismételten szuszpen-
daljuk vizben. A cukrozott HPLC mddszerrel valasztjuk szét

Dionex Corp kromatografias matrixon, az eluens Osszetétele: 3

o\

0,5 normal natrium-hidroxid oldat, 97 % viz. Az elvalasztott

monoszacharidok mérésénél amperometrikus detektdlast alkalma-
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zunk. Osszehasonlitd anyagként fukdzbodl, galaktdézaminbdl,
gltikézaminbdl, galaktdzbdl, gliikdzbdl és manndzbdél 4116 standard
elegyet hasznalunk.

A feltleti kivonat HPLC analizise néha&ny monoszacharid je-
lenlétére utal (1. &bra). Nics mindségi kiilénbség a szénhidrat-
Osszetétel tekintetében a szokdsos mbédon és a 2. példdban leir-
tak szerint tenyésztett baktériumok extraktuma k&zétt, de kis

mennyiségi kilonbozdség megfigyelhetd.

24. példa

A baktériumok fehérjéit SDS-PAGE és Western Blotting méd-
szerrel analizaljuk. Az elektroforézishez Lugtenberg és munka-

tarsai gélrendszerét hasznaljuk [ FEBS Letters, 58:254-258

(1975)] . A folytonos gélrendszer alacsony akrilamid tartalma
(dltaldban 4 %) gélb&él, pH = 6,8 és magasabb akrilamid

tartalma elvalasztd gélbdl, pH = 8,8, 4ll. Mindkét gél tartalmaz
SDS-t (0,1 %) és puffert. A fehérjék elvadlasztidsa a molekula mé-
rete alapjan torténik, az elvadlasztidshoz 8 % vwvagy 12 %
akrilamidot tartalmazé gélt hasznalunk. A fehérjéket a fixalt
gélen ezistfestéssel tessziik lathatéva. A molekulaméret meghatéa-
rozasat standardként szolgald ismert fehérjék M, értékeinek alap-
jan végezzik.

A C.jejuni sejt fehérjéit SDS-PAGE mobdszerrel valasztjuk el,
és ezistfestéssel tessziik lathatéova. A DOC jelenlétében tenyész-
tett baktériumokban négy protein, beleértve a 62 kDa nagysagot,

indukaldédott vagy ezek mennyisége nétt (2. abra).
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25. példa

Az S.flexneri baktérium LPS Osszetételét fenolos extrahdlas-
sal analizaljuk. Az S.flexneri sejteket a szokasos médon vagy a
9. példaban leirtak szerint tenyésztjik és a fentiekben leirt
médon, centrifugalassal gyljtjuk Ossze. A lipopoliszacharidokat
(LPS) Westphal és Jann [R. Whistler szerk., Methods in
Carbohydrate Chemistry, 5. kotet, 83. oldal (1965)] mdédszerével
extrahaljuk. Roviden: a BHI téapkozegben vagy a 9. példdban leir-
tak szerint tenyésztett baktériumot centrifugaléssal
Osszegyljtjik és egyszer mossuk PBS-sel. A sejteket 68°C hémér-
sékleten extrahdlijuk 45 % fenolt tartalmazdé vizes oldattal 15
percen &t. A kivonatot 10°C hdémérsékletdre h{itjik és centrifu-
galjuk. Az LPS-t tartalmazd felsé vizes fazist leszivijuk és
desztillalt vizzel szemben dializdljuk. A visszamaradt folyadé-
kot 7 6ran at centrifugaljuk 4°C hémérséklete 80.000 g értéknél,
majd haromszor centrigudljuk 105.000 g értéken, minden centrifu-
galast 3 Oran at végezve. A végsd lUledéket fagyasztva szaritjuk.
Analizis eldétt az LPS-t vizben szuszpendadlijuk (1 mg/ml). A tisz-
titott LPS szénhidrat tartalmadt a fentiekben leirt mdédon, az LPS
Osszetételt a fentiekben ismertetett SDS-PAGE modszerrel anali-
zaljuk (5. abra).

Az adott SDS-PAGE rendszerben nincs nagy kuldnbség a szoké-
sos modon novesztett és a fokozott aktivitast S.flexneri sejtek
fehérjedsszetétele kozdtt. Az LPS szaraz-tdmegéhez viszonyitott
szénhidratarany a fokozott aktivitast sejteknél kisebb, mint a
BHI téapkodzegben ndétt sejtek extraktumadban. Az S.flexneri LPS

oxidalasat és ezistfestést kdvetd SDS-PAGE kép azonban nagy el-
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térést mutat az LPS Osszetételben (5. &bra). Amint a » 2" savban
lathat6, a fokozott aktivitdst S.flexneribdl szarmazé LPS O-
—antigén frakcidéjanal a hosszlsdg csokken. Ez az eredmény &ssz-
hangban van azzal a megdllapitassal, hogy a fokozott aktivitasu
baktériumbol szarmazd LPS-nél csbkken a szénhidrat/LPS szaraz
témeg arany.

Ezek az eredmények a , fokozott aktivitdslt” sejteken rdvidebb
O-antigén oldallanc Jjelenlétére utalnak, ami a baktériumot
potencionalisan hidrofébba teheti. A hidrofébbd valt baktérium
és a bél hidroféb fellilete kdzdtt szorosabb kdlcsdnhatés alakul-

hat ki.

26. példa

A fehérjék immunogén aktivitdsat Western Blot eljarédssal &l-
lapitjuk meg. A hagyomanyos médon vagy a jelen taldlmany sze-
rint, a fenti 1. vagy 5. példaban leirtak alapjan tenyésztett
baktériumokbdél nyert fehérjéket SDS-PAGE mbddszerrel valasztjuk
szet, majd elektroforetikus Gton nitrocelluléz vagy PVDF memb-
ranra visszik at, és a szokdsos blokkold &genssel [ 3 & BSA, 50
mM Trisz (pH = 8,5 ), 50 mM NaCl, 0,2 % Tween 20] roéogzitjik a
fehérjéket. Primer antitestet alkalmazunk blokkoldé pufferben, a
+~Plot” -ot kimossuk és a membrant egy jelzd szekunder antitesttel
reagaltatjuk. Mosas utén a foltokat szint vagy kromofort képezd
reagenssel tesszuk lathatova. Jelzd agensként torma peroxidazt
vagy béazikus foszfatazt alkalmazunk.

A 3. &bra a fehérjéknek az immunizdlt nyul IgA-t tartalmazd

nyalkajaval végzett Western Blot analizisének eredményét mutat-
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ja. Amint lathaté, a 60 kDa nagysagu fehérje az immundominéns
antigén. A 62 kDa nagysagu fehérje antigenicitdsa erdsen megno-
vekszik a DOC vagy az epe jelenlétében tenyésztett sejteknél. Ez
a fehérje a DOC jelenlétében tenyésztett sejtek feliileti kivona-
taban is a tulstlyban 1évé antigén.

A Campylobacter flagellinjével keresztreaktiv egér
monoklonalis antitest felhasznaldsdval kimutathatd, hogy a meg-
novekedett mennyiségd fehérje a C.jejuni flagellinje (4. &bra).
Ez lényeges felfedezés volt, mert tobb kutatd kimutatta, hogy a
C.jejuni flagellinje szerepet jatszik a patogenezisben és kap-

csolatban van a baktérium behatoldképességével.

27. példa

A fertdzdképesség mérését a Congo-vords festék megkdtésével
végezzik. A Dbélbaktériumot a szokdsos kdrilmények kozdtt (BHI)
vagy a taldlmany szerinti koridlmények kézoétt (,fokozott aktivi-
tadsu”) novesztjik 0,025 % Congo-vords festéket tartalmazd BHI
agarlemezen. A Dbaktériumokat desztillalt vizben szuszpendalijuk
és 10 percen at extrahdljuk acetonnal. A sejttdrmeléket centri-
fugaléassal ilepitjuk, és a festék 0D,y értékét 40 % acetont és
60 % vizet tartalmazd vakkal szemben mérjik. A festék fényelnye-
lését a sejtek 660 nm-en mért fényelnyeléséhez viszonyitjuk, és
megéallapitjuk az OD,34/0Dgyy aranyt. Az adatokat a II. tablazatban

foglaltuk oOssze.



II. TABLAZAT

A szokdsos mddon (BHI) és a jelen taldlmdny szerint (,fokozott

aktivitdsu”) ndovesztett kdrokozd bélbaktériumok Congo-vords fes-

tékmegkdtése
a festék abszorbanciéja

torzs BHI , fokozott aktivitidsa”)
C.jejuni 81-176 0,07 0,49

C.jejuni 81-116 0,06 0,49
S.typhimurium SR11 0,05 0,30
S.flexneri 2457T 0,02 0,13
V.cholera 569b 0,70 2,00

Amint a II. tablazat adatai mutatjék, a jelen taldlmany sze-
rint tenyésztett néhany bélbaktérium Congo-vérds festéket megkod-
tSé képessége fokozdédott. Ez arra vall, hogy a Jjelen taldlmany
szerinti 1in vitro mdbdszerek alkalmasak a virulencia és egyéb
olyan tulajdonsagok indukaldsara, melyekrdl ismert mas baktériu-

moknal, hogy az in vivo patogenezissel kapcsolatban vannak.

28. példa

A baktériumok tenyésztett hamsejtekhez vald hozzakdtddését
Galan és Curtiss [ Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 86:6383-6387
(1989)] médszerével vizsgaljuk. A szoveti sejteket [ INT-407 vagy
Henle sejtek (ATCC-CCL®b) és CaCo-2 (ATCC-HTB37) huméan
bélsejtvonal] 24-lyukt szdvettenyésztd lemezen ndvesztijik (37°C,
5 % CO,), amig a tenyészet be nem ndvi a feliilet 60-68 %-4t. A
kézeg az alkalmazott sejtvonaltdél filgg. A Henle sejtekhez
Dulbecco &altal mdédositott FEagle kdzeget hasznalunk, amit 10 %

szarvasmarhaembrid-szérummmal, 50 mg/ml penicillin G-vel és 50



mg/ml sztreptomicinnel egészitliink ki. A CaCo-2 sejteket RPMI
1640 tapkdzegben tenyésztjik, melyet 10 % szarvamarhaembrid-szé-
rummal, 50 mg/ml penicillin G-vel és 50 mg/ml sztreptomicinnel
egészitink ki. Legaldbb harom oéraval a vizsgdlat eldétt, eltavo-
litjuk a tenyészkdzeget, a sejteket magnézium- és kalciumionokat
tartalmaz6é Hank-féle kiegyenstlyozd sdéoldattal (HBSS) kétszer
mossuk. Az egyrétegld sejttenyészetet antibiotikumot nem tartal-
mazbd novesztd kdzeggel fedjik le.

Az adhézids vizsgdlatokhoz a sejtprepardtumot az aléabbiak
szerint készitjik el. A lassan novekvd bélbaktériumokndl, mint
amilyen a Campylobacter és a Helicobacter, a tenyészetet friss,
eléekvilibralt koézeggel 0,1 OD4s értékre higitjuk és ezutan
hasznadljuk a vizsgalathoz. A Shigella és mas gyorsan novekvd
bélbaktériumnadl a tenyészetet friss, elbekvilibralt tépkdzeggel
0,17 ODg,s értékre higitjuk és igy hasznaljuk a vizsgdlatokhoz. A
baktériumtenyészetet hozzdadjuk a héamsejtekhez, hogy elkeriiljik
a telitettséget 10 baktériumot szémitva egy sejtre. A szdvette-
nyészetbe beoltott baktériumok szamat lemezen térténd szamlalas-—
sal allapitjuk meg. 5 % CO,-t  tartalmazd légtérben a
Campylobacter esetében a fertdzés utan 2 oraval, a Shigella ese-
tében 30 perccel HBSS oldattal kimossuk a nem megkotott baktéri-
umokat, majd a sejtréteget 0,1 % deoxikolattal 1lizaljuk, és a
lizatumot .emezeljik az adhézid megallapitasahoz.

A szokdsos moédon vagy a jelen taldlmany szerinti korilmények
kozott, példaul az 5. példaban leirtak alapjan tenyésztett
C.jejuni 81-176 baktériumnak az INT-407 torzsekhez vald kotdde-
sét a hémérséklet a III. tablazatban bemutatott mértékben befo-

lyasolta.



A szokédsos mbédon és a jelen taldlmadny szerint tenyésztett
néhdny C.jejuni torzs eltérd kotddését a IV. tablazatban mutat-
Jjuk be.

A kotddés szazalékos értékének kifejezéséhez a sejtrétegrdl
eltavolitott kozegben 1évd telepképzd egység (CFU) szamat el-
osztjuk a rétegre vitt inokulum CFU értékével és szorozzuk szaz-

zal (adhézid %) .

IIIT. TABRLAZAT

A hémérséklet hatdsa a szokdsos modon (BHI), illetve a taldlmany

szerint tenyésztett (,fokozott aktivitdsu”) C.jejuni baktériu-

moknak az INT-407 sejtekhez vald kétddésére

hémérséklet BH fokozott aktivitéasu
(adhézid, %) (adhézid, %

37°C 5,5 62,3

42°C 5,5 11,2

IV. TABRLAGZAT

A szokdsos mddon (BHI), illetve a taldlmdny szerint tenyésztett

(,fokozott aktivitdsu”) C.jejuni tdrzsek kdotddése az INT-407

sejtekhez (BHI-hoz viszonyitott ndvekedeés)

torzs BHI fokozott aktivitésu
81-176 1,0 8,4
81-116 1,0 12,5
HC 1,0 28,2

A behatoldsi vizsgadlatnidl a hamsejteket az adhézids vizsgalatok-



nal fent ismertetett médon tenyésztjik és készitjiik eld. A szo-
kdsos mbébdon vagy a taldlmadny szerint noévesztett baktériumokat a
telitettséget elkerllendd, olyan mennyiségben adjuk a hamsejtek-
hez, hogy 10 baktérium Jjusson egy hdmsejtre. A sejttenyészethez
adott baktériumtenyészetben a baktériumok szamidt kilemezeléssel
allapitjuk meg. A Campylobacter Dbaktériumokat 2 o6érdn A&at, a
Shigella baktériumokat 30 percen keresztiil tartjuk az 5 % CO,-t
tartalmazd légtérben tartott hamsejteken, majd a baktériumos ko-
zeget leszivijuk, €s az egyrétegli tenyészetet novekedési tépks-
zeggel boritjuk le, ami gentamicint tartalmaz, hogy a sejten ki-
vili baktériumokat elpusztitsuk. Ezek utédn csak a hémsejteken
belil marad tenyészthetd baktérium. A szén-dioxidos 1légtérben
torténd inkubadlast tovabb folytatjuk, C.jejuni baktériummal fer-
tézott sejtek esetében 3 6ran at, a Shigella baktérium esetében
1,5 6ran keresztil. Az egyrétegl tenyészetbdl HBSS-sel kimossuk
a gentamicint, és a sejteket 0,1 %-os deoxikolattal lizaljuk. A
lizatumban 1évé baktériumok szamadt lemezen meghatarozzuk, és a
glutamicines kezelést tulélt baktériumok és a fertdzéshez hasz-
nalt baktérium szuszpenzidban 1lévé baktériumok szamdnak ismere-
tében kiszamoljuk a behatolédsi szdzalékot. A gentamicines keze-
lés utan az egyrétegld tenyészetrdédl visszanyert telepképzd egysé-
gek szamat (CFU) elosztjuk a telepre vitt fertézd6 anyag CFU sza-
maval, és a kapott értéket megszorozzuk szazzal.

A hémérsékletnek a hagyomanyos médon vagy a jelen talalmany
szerint, példaul a 5. példadban 1leirtak alapjan tenyésztett
C.jejuni 81-176 INT-407 sejtekbe torténd behatolédsara gyakorolt
hatdsat az V. tébléazatban mutatjuk be.

A hagyomanyosan, illetve a taldlmany szerint tenyésztett né-
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hény C.jejuni toérzs INT-407 sejtekbe vald eltérd behatolasat a
VI. téablazatban mutatjuk be.

A DOC hatasat az INT-407 sejteken vald megtapadadsra és a
sejtekbe vald behatolasra a VII. téabléazatban mutatjuk be a szo-
kasosan és a Jjelen taldlmédny 5. példadja szerint ndvesztett
C.Jjejuni 81-176 baktériumos &sszehasonlitisaval.

A DOC hatéasat az INT-407 sejteken vald megtapaddsra és a
sejtekbe vald behatolasra a VIII. tadblazatban mutatjuk be a szo-
kdsosan és az 5. példa szerint ndvesztett Shigella baktériumok

Osszehasonlitaséaval.

V. TABLAZAT

A hémerséklet hatdsa a szokdsosan (BHI), illetve a taldlmdny

szerint tenyésztett C.jejuni 81-176 (,fokozott aktivitdsu”) bak-

tériumok INT-407 sejtekbe vald behatoldsdra

hémérséklet BHI (behatoléasi %) fokozott aktivitdst

(behatolasi %)
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VI.TABLAZAT

A szokasosan (BHI), illetve a jelen taldlmdny szerint tenyész-

tett (,fokozott aktivitdsu”) C.jejuni tdrzsek behatoldsa az

INT-407 sejtekbe

térzs BHI fokozott aktivitasd
81-176 1,0 9,2
81-116 1,0 10,0
HC 1,0 26,7

A BHI értékekhez viszonyitott érték

VII. TABLAZAT

A DOC koncentrdcidjdnak hatdsa a C.jejuni 81-176 baktériumnak az

INT-407 sejteken valdmegtapaddsdra és a sejtekbe vald behatold-

sdra, Osszehasonlitva a szokdsosan (BHI) és a jelen taldlmdny

szerint tenyészett (,fokozott aktivitdsu”) baktériumokat

tenyésztés megtapadas (%) behatoléas (%)
BHI 9,3 6,3
fokozott aktivitasu, 0,025 % DOC 18,3 17,4

o°

fokozott aktivitéasu, 0,1 DOC 52,6 37,0
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VIII. TABLAZAT

A DOC hatdsa az S.flexneri baktériumnak az INT-407 sejten vald

megtapaddsdra és a sejtekbe vald behatoldsra, &sszehasonlitva a

szokasosan (BHI) és a jelen taldlmdany szerint (,fokozott akti-

vitdsu”) tenyésztett baktériumokat

tulajdonsag HBI fokozott aktivitésu
megtapadas (%) 1,0 140,0*
behatolas (%) 1,0 94,4

Tobb, mint az eredetileg a sejtekhez adott baktérium, mert a
vizsgdlat alatt a baktériumok szaporodtak.

Az emberbdl izolalt néhdny C.jejuni torzs (példaul 81-116,
81-176 és HC) INT-407 sejteken vald adhézidja és a sejtekbe vald
behatolasa erésen fokozhatd azaltal, hogy a baktérium tenyész-
kozegében epéet vagy deoxikolatot adunk (IV. és VI. tablazat). A
DOC leghatékonyabb koncentracidja a 0,1 % volt (VII. tébléazat).
A legerd&sebb reakcidét 37°C hémérsékleten és nem 42°C-nal kapjuk
(a Campylobactert szokds szerint ezen a hémérsékleten tenyész-
tik) (III. és V. téablazat).

Hasonld eredményeket kapunk a Shigella flexneri esetében is
(VIII. tabléazat). A jelen talalmany szerinti mddszerrel tenyész-
tett Shigella baktériumnak erdsen megnétt a megtapadd és behato-
16 képessége.

Ezek az adatok azt mutatjak, hogy a jelen taldlmany szerinti

eljarasok fokozzak a bélbaktériumok behatoldsdt és megtapadasat.



29. példa

Az immunoldgiail keresztaktivitas kimutatdsara a targylemezen
végzett gyors agglutindcids eljarast haszndljuk. A szokdsos mo-
don, illetve a talalmany példaul az 5. példidban leirt mbédszere
szerint novesztett C.Jjejuni tdrzseket olyan &llatokbdl szarmazd
szérum IgG-nek tessziik ki, melyeket a szokdsos mdédon vagy a je-
len taldlmany szerint (példaul 5. példa) tenyésztett C.Jjejuni
81-176 (Lior 5) Dbaktériummal immunizaltunk. Az IgG antitesteket
protein A-val bevont latexgydngyokdn rogzitettilk. Ha a vizsgala-
ti szérumtipus és a Lior 5 szérumtipussal szemben termeldd& an-
titestek kozott vannak keresztreaktiv epitopok, akkor a sejtek
csaknem azonnali Osszecsapddasa (agglutindcid) figyelhetd meg.
Az Osszecsapddas mértékét egy 0-3 értékd skalédn adjuk meg, miu-
tan egy rovid ideig hagytuk, hogy a reakcidé megtdrténjen. A O
értéknél nincs lathatd Osszecsapddas, a 3 értéknél a legnagyobb
foki az agglutindcid. Négy tdrzzsel kapott adatokat a IX. tabla-

zatban foglaltuk Ossze.



IX. TABLAZRAT

A hagyomdnyosan (BHI) és a jelen taldlmdny eljdrdsa szerint
(,fokozott aktivitdsu”) tenyésztett Lior szérumtipusok
keresztreaktivitasa
tenyészet tenyésztési a gyoéngyon 1lévd reaktivitas
koérilmények antitest mértéke

81-176 (L5) BHI anti-BHI® 1
81-176 (L5) BHI anti-ENH 2
81l-176 (L5) fokozott aktivitéasu anti-BHI 2
81-176 (L5) fokozott aktivitéasu anti-ENH 2,5
L2 BHI anti-BHI 1
L2 BHI anti-ENH 1,5
L2 fokozott aktivitést anti-BHI 0
L2 fokozott aktivitéasu anti-ENH 1,5
L8 BHI anti-BHI 2
L8 BHI anti-ENH 1
L8 fokozott aktivitastu anti-BHI 1
L8 fokozott aktivitéasu anti-ENH 2,5
L21 BHI anti-HBT 0
L21 BHI anti-ENH 2
L21 DOC anti-BHI 0
L21 DOC anti-ENH 2
media BHI anti-BHI 0

BHI anti-ENH 0

® a szokdsos médon tenyésztett 81-176 tdrzs indukalta antitestek

® a jelen taldlmany,
nyésztett 81-176 tdrzs indukdlta antitestek

A

IX.

tédblazat bemutatja,

példaul az 5. példédban leirtak szerint te-

hogy mind a 4 vizsgdlt Lior szé-



[
s090 soe (X3

_59_

rumtipus (L5, L2, L8, L21) keresztreakcidét adott a fokozott ak-
tivitasa C.jejuni 81-176 L5 szérumtipust tdrzzsel immunizdlt &l-
latokban termeldédé antitestekkel szemben. A C.jejuni 81-176
térzzsel fertdzdtt nyulak belébdl kidblitett, IgA-t tartalmazd
nydlka a jelen taldlmany szerint tenyésztett C.jejuni 10 £& kli-
nikai szérumtipusédbdél (a humdn kérokozdk) nyolccal reagalt (lasd
XVI. téblazat). Az eredmények azt mutatjidk, hogy a jelen taldl-
many szerinti eljdras lényegesen kibdéviti azoknak a Lior szérum-
tipusoknak a szamat, melyek keresztreakcidt mutatnak a Lior 5
szérumtipusu C.jejunival immunizalt allatokbél szarmazd
antiszérummal.

A jelen taladlmany szerint novesztett néhany Shigella faj
ugyancsak keresztreakcidét mutat a DOC Jelenlétében nodvesztett
Shigella flexneri 2457T torzssel immunizdlt 4&llatokbdél szadrmazd
IgG antitestekkel, de ez a keresztreakcidé nem Jjelentkezik a ha-
gyomanyos moédon novesztett Shigella fajoknal.

A kovetkezd példakkal a vakcina hatékonysagat szemléltetjuk.

30. példa

A Campylobacter baktérium esetében a vakcinanak a baktérium
megtelepedésével és/vagy koéorokozasadval szembeni védShatdsat va-
ddszmenyéten tanulmanyozhatjuk, minthogy a vadaszmenyét megfer-
t&zésével a baktérium okozta harom humdn megbetegedés kozil ket-
té ezeken az allatokon is reprodukdlhatdan kivalthatd.

24 7-9 hetes him vadéaszmenyétet PBS-sel (kontroll) vagy a
szokAsosan (BHI), illetve az 5. példdban leirt médon (,fokozott

aktivitasn”) tenyésztett és formalinnal fixalt C.jejuni 81-176
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torzssel oralisan  immunizalunk. Szérumot  veszink az IgG
alaptitter meghatdrozédsadhoz. Valamennyi vakcinat és a PBS-t LT
adjuvans jelenlétében adjuk be két alkalommal, a 0. és 7. napon
(,vakcinalas”). Egy héttel az utolsd kezelés utan (l4. nap)
(,vakcinalds utéani allapot”) szérumot gyljtiink az IgG antitest
titterének meghatarozdsdhoz. 4 hetes vakcinadlads utani &llapot
elteltével az &llatokat ACE promazin-Ketamine-nal érzéstelenit-
Juik, és 10 ml é16 C.jejuni 81-176 baktériumot tartalmazd (1x10'°
CFU) PBS oldattal megfertézzik (fertdzés). Ezt kovetden naponta
vizsgaljuk az allatokat, mucoid diarrheat, bacteeraemiat,
Campylobacteres bélsdriritést, testsulyvadltozast, fejtett vér-
zést és a bélsarban l1évé fehérvérsejteket figyelve. A
bacteraemia kimutatdsdhoz az érzéstelenitett vadaszmenyét nyaki
vénajaboél 1-2 ml vért veszink, és a mintat levegdztetett
tiptikaz-szbdjas téapkdzegben inkubidljuk. 2, 5 és 7 nappal a beol-
tds utan masodlagos tenyészeteket készitink véres agarlemezeken.
Az IgG titter meghatdrozasahoz szérummintakat az immunizalas
eldtt (alapérték), a masodik immunizacids kezelés utan egy hét-
tel, a fertdzés i1idején és a fertdzés utédn egy héttel gyljtjik.

A rejtett vérzés kimutatdsdhoz a bélsarat Hemacult kéartyan
vizsgéljuk. A bélsarat lemezre kenjiik, és metilén-kék festéssel
detektdljuk a fehérvérsejteket. A Campylobacter bélsarbdl wvald
kimutatdsdhoz a végbélbdél vett kenetet Campylobacter baktériumra
specifikus tapkdzegd lemezre vissziik (tiptikdz-szb6jas agar, 5 %
birkavér, trimetoprim, vankomicin, polimixin B, cefalotin és
amfotericin B; Remel, Lenaxa, KS, USA). A vizsgalatokkal kapott

eredményeket a X. és a XI. tablazatban foglaljuk &ssze.



X. TABLAZAT

Vaddnymenyétek vakcinaldssal valo védelme C.jejuni 81-176 bak-

tériummal szemben

vakcina pozitiv megtelepedés betegségb

a fert&zés utan 5. napon®

PBS 6/6 1/6
BHI 0/6 2/6
, fokozott aktivitasu” 0/5° 0/6

¢ pozitiv megtelepedés szama/vizsgdlt esetek széma
> megjelenése: z0ld, nydlkas/formatlan/vizenyds széklet
“ a csoport egyik allata elpusztult, amikor a betegséget mar

megallapitottuk, de a megtelepedés még nem volt kiértékelve

XI. TABLAZA AT

A vaddszmenyét szérumdnak IgG tittere (geometriai dtlag)

csoport alapérték egy héttel a fertdzéskor egy héttel a
vakcindlas utan fertézés utéan

PBS 6,4 4,9 6,4 1380, 4

BHT 6,4 94,0 94,0 26505, 3

» fokozott

aktivitasn” 6,8 234,4 1621,8 56234,1°

a

6t tuléld adllatnadl kapott adtlagos titter
A X. téblazat adatai mutatjak, hogy a jelen taldlmény sze-

rinti vakcina megdbvta az Aallatokat az ¢él8 baktériumokkal wvald



fertbzéstédl, a megtelepedéstdl és a betegség kialakulasatdél. A
XI. tédblazat adatai azt mutatjdk, mennyivel nagyobb IgG antitest
titter érhetd el a Jjelen taldlmadny szerinti  vakcinéaval
{(,,fokozott aktivitast”), mint a hagyomanyosan novesztett bélbak-
tériumb6l készitettel (HBI).

Ezek az eredmények szemléltetik a jelen taldlmény szerinti
vakcindval elért immunitédst (XI. téblazat) és a fertbzés elleni
védettséget (X. téablézat), melyek hatékonyabbak, mint a szokésos

mdédon tenyésztett baktériumokkal vakcindlt 4llatok esetében.

31. példa

Ellentétben a vadaszmenyéttel, az egereknél természetes ko-
rilmények koézott nem alakul ki Campylobacter vagy Shigella fer-
tdzottség, de a vizsgadlatokndl felhasznaljak &8ket szajon at fer-
t&zo6tt immunizalt Adllatok intesztindlis megtelepedéssel szembeni
ellenédlliséanak és a tiudén at megfertdzott immunizdlt &llatok be-
tegséggel szembeni rezisztencidjanak kimutatadsara. Az orron ke-
resztil megfertdzdtt egerek modellje felhaszndlhatd méas 4&llatok
vagy az ember esetében is a vakcindléas varhatdé hatékonysaginak
megallapitidsdra. A vizsgdlati mbdbdszert Mallet és munkatarsai ir-
tadk le [ Vaccine, 11:190-196 (1993)].

A vizsgdlatokhoz 16 hetes néstény Balb/c egereket haszna-
lunk; egy csoportban 10 allat wvan. Az &allatokat szadjon &t immu-
nizaljuk foszfatpufferes sdoldattal (PBS), a szokdsos mbdbdon no-
vesztett C.jejunival (BHI) vagy az 5. példaban leirt mdédon te-
nyésztett C.jejunival (,fokozott aktivitast”). A Dbaktériumokbodl

107 CFU vagy 10° CFU dozist hasznalunk. Immuniz&lds utén provo-



kaljuk a megbetegedést. A bélnyalka IgA titterét ELISA mbédszer-
rel &llapitjuk meg. A kapott eredményeket a XII. téablazatban

foglaltuk Ossze.

XII. TABLAZAT

Campylobacter teljes sejtekkel (107 vagy 109) szdajon 4t Iimmuni-

zalt egerek IgA tittervdlasza

immunizalas bélfiirdd Igh reagalék %-a°
tittere®
PBS 23 14
fokozott aktivitésu
(107 114 75
(10%) 78 75
BHI (10" 40 25
(10°) 32 12

® az egyes vizsgalati csoportoknal kapott anti-C.jejuni IgA
titter atlaga

° reagaldénak tekintjik azokat az allatokat, melyek végpont-
tittere a csak PBS-sel kezelt &llatok atlagat 2 standard
deviacids értékkel meghaladija.

A XII. téblazat adatai mutatjak, hogy a szokidsos mbdon te-
nyésztett baktériumokkal immunizalt allatokhoz képest a talal-
many szerint tenyésztett baktériumokkal immunizalt 4&llatoknal
magasabb az intesztindlis IgA antitest titter.

Az alabbi példaban az antigénaktivitéds deoxikoléattal torténd



megvaltoztatasanak vagy fokozadsdnak a mechanizmusat szemléltet-

jik.
32. példa

Noha nincs szandékunkban a jelen taldlmanyt egyik adott ak-
cibmechanizmusra sem korldtozni, ugy talé&ltuk, hogy a deoxikolat
(DOC) a bélbaktériumok immuniz4ld hatdsat mintegy kétszeres mér-
tékben megvaltoztatja vagy fokozza. Bizonyitékok jelzik, hogy a
DOC hatasénak egyik Osszetevéje kalciumfiggd, minthogy a DOC
megkoti a kalciumot, és ezaltal csokkenti a kdzeg kalciumkon-
centracidjat. Ennek bizonyitékdt az alédbbiakban ismertetijiik. Ha
a C.jejuni 81-176 baktériumot a membrdnon Aatjutni képes BAPTA/AM
kalcium-kelatképzd jelenlétében, de DOC tavollétében
tenyésztjuk, az 1INT-407 sejtekbe wvald Dbehatoldképességik kb.
tizszeresére fokozddik (XIII. tablazat). A csak BAPTA/AM kezelés
azonban nem szélesiti a C.jejuni 81-176 baktérium immunolégiai
keresztreaktivitédsat.

A XIII. téblazat adatait olyan C.jejuni 81-176 baktériumok-
kal kaptuk, melyeket az 5. példaban leirtak szerint ndvesztet-
tunk azzal a kuldnbséggel, hogy a 0,1 % DOC-t 25 puM BAPTA/AM-mel
helyettesitettik. A behatoliasi vizsgadlatokat és értékelésiiket a

28. példaban leirtak szerint hajtottuk végre.
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XIII. TABLAZAT

A szokdsos mddon (BHI) vagy BAPTA/AM jelenlétében ndvesztett

C.jejuni INT-407 sejtekbe valod behatoldsa

tenyésztési kdrilmények
térzs BHI BAPTA/AM

C.jejuni 81-176 3,0 36,9

Noha olyan baktérium genus, melynek antigénaktivitdsa epével
vagy epesavsdkkal, mint amilyen a DOC, fokozhaté vagy megvaltoz-
tathatdé (példaul Campylobaceter, Shigella, Heliobacter) génhomo-

l6giadt mutat a Yersinia alacsony kalcium reaktivitasi (low

calcium response, lcr) génjeivel. Ismert, hogy az lcr ldékusz
szabdlyozza a Yersinia fert&zbképességét az alacsony kalciumkon-
centracidénal. A Campylobacter flagellin expresszalasaban és el-
készitésében résztvevd két gént, melyek a behatoladshoz sziksége-
sek (flaA és flbA) részben a lcr terméke szabidlyoz. A szokasos
moédon a taldlmany szerinti, a virulencidt fokozé kodrilmények ko~
zOtt novesztett Campylobacter flaA és flbA mutéansok viselkedésé-
nek analizise azt mutatja, hogy a behatoldképesség kalciumfiggd,
de a Congo-vords festék megkdtése vagy a keresztreakcid ndveke-

dése nem.
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XIV. TABLAZDAT

A szokdsos koriulmények kotott (BHI), illetve a jelen taldlmdny

szerint tenyésztett (,fokozott aktivitdsu”) C.jejuni mutdnsok

INT-407 sejtekbe vald behatoldsa

tenyésztési korilmények

torzs BHI fokozott aktivitéasu
C.jejuni 81-176 3,5 40, 8
C.jejuni flaA 0,05 0,05
C.jejuni flbA 0,01 0,04

A C.jejuni flaA és flbA mutédnsok szignifikans névekedést mu-
tattak a Congo-vords festék megkotését és az immunoldgiai ke-
resztreakcidkat illetden, ha DOC jelenlétében tenyésztjik Obket
(XV. téblézat, 6. abra). A XV. téablazat és a 6. abra adatait a
szokédsos mdédon, i1lletdleg az 5. példaban leirtak szerint te-
nyésztett C.Jjejuni Dbaktériummal kaptuk. A Congo-vords festék
megkotését (XV. tablazat) a 26. példédban leirtak szerint vizs-
galtuk. A 6. abridn bemutatott immunoldgiai keresztreakcidk vizs-

galatat a 29. példédban leirtak szerint végeztiik.
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XV. TABLAZAT

A szokdsos mdédon (BHI), illetve a taldlmany szerint (,fokozott

aktivitdsu”) tenyésztett C.jejuni mutdnsok Congo-vorés festék-

megkétése

tenyésztési korlilmények
tdrzs BHI fokozott aktivitéasu
C.jejuni 81-176 0,07 1,68
C.jejuni flaA 0,10 1,60
C.jejuni flbA 0,12 0,80

Az flaA mutans nem képes flagellint expresszalni. Az flaA
mutans és az flaA-flaB kettds mutins (C.Grantdl, NIH) még
deoxikolattal wvald kezelés utan sem képes a behatoléasra, jelez-
vén, hogy a flagellin sziikséges a behatolashoz. Erdekes médon az
emlitett fla muténsok izogén szildtdrzsei és bizonyos méas Lior
szérumtipusu C.jejuni todrzsek ko6z0tt a normdlis kdrilmények ko-
zOtt (azaz nem DOC kezelt) meglepd immunoldgiai keresztreakcid a
mutansokndl hianyzik. A DOC kezeléssel azonban a flagellin hiéa-
nyos mutansokat induk&lhatjuk, hogy fokozott immunoldégiai ke-
resztreakcidt és Congo-vords festékmegkdtést mutassanak.

Ezek a megfigyelések azt jelzik, hogy a bélbaktériumok viru-
lenciajat a DOC kalciumfliggd (példaul Dbehatoldképességet) és
kalciumtdl nem figgd (példaul Congo-vords megkdtést) mechanizmu-
sokon keresztill szabdlyozza. Az eredmények tovabba arra utalnak,
hogy a DOC &ltal indukalt fokozott immunoldgiai kereszt-
reaktivitas és a Congo-vords megkdtése legaldbbis részben a

flagellint6l filiggetlen.



Az alabbi példaban a Campylobacter jejuni DOC &ltal indukalt

fokozott immunologiai keresztreaktivitdsat szemléltetjuk.

32. példa

A jelen taldlméany szerint ndvesztett Campylobacter jejuni
szérumtipusokra vonatkozd immunoldégiai keresztreakcidit a leme-
zen végzett gyors agglutinacids vizsgalattal é&llapitjuk meg. A
vizsgadlatokhoz az immunizalt és nem-immunizalt nyulakbdl szarma-
z6 bélnyalkat haszndljuk, hogy meghatdrozzuk a tenyésztési ko-
rilmények miként befolyasoljak a Campylobacter heterolog toérzse-
inek keresztreaktivitasat. A nyulakat a szokédsos mbddon tenyész-
tett C.jejuni 81-176 él& sejtjeivel immunizdljuk. A nyalkdban
1évé antitestek agglutinacids aktivitasat 24 Campylobacter
torzzsel szemben vizsgaltuk, melyek 18 szérumtipusba sorolhatdk.
A tenyésztéslik a szokasos mdédon, illetve az 5. példédban leirtak
szerint torténik.

Az agglutinédcids vizsgdlatok azt mutatjik, hogy a heteroldg
Campylobacter torzsek kereszt-agglutindcidja szélesebb kord és
sok esetben erdsebb, ha a torzseket a taladalmadny szerint
tenyésztjik. A heteroldg agglutindcids reaktivitds tobb, mint
kétszeresére ndtt: a szokasos mbdbdon ndvesztett 24 heterolodg
torzs kozil 6 mutatott az anti-81-176 nyélkadval szemben (+)
szintld vagy ennél magasabb agglutindcidét, mig ha ugyanazt a 24
torzset DOC jelenlétében tenyésztettik, 14 agglutinadlt (+) szin-
ten vagy ennél erdsebben. Tovdbba, ha a szokdsos mdédon tenyész-
tettink, 18 heteroldg torzs negativ vagy csak gyenge (+) agglu-
tindcids aktivitdst mutatott, ha viszont a jelen talalmany sze-

rinti kortiimények kozdtt (példaul DOC-t tartalmazd kdzegben) no-
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vesztettik J&ket, ugyanezen torzsek kozuil 11 mutatott fokozott
agglutindciods reakcidt a szokédsos mdbdbdon ndvesztettekhez viszo-
nyitva.

A XVI. téablazat 19 heteroldg Lior szérumtipusba tartozd 22
torzs keresztreakcidjdt mutatja anti-81-176 immun nyulnyalkaval
szemben. A tdrzseket a szokdsos mdbdon (BHI-YE), illetve az 5.
példédban leirtak szerint tenyésztettiik (,fokozott aktivitasu”).
Noha ezek a vizsgdlatok az ismert Lior szérumtipusoknak csak egy
hédnyadara terjedtek ki, az eredmények bizonyitjidk, hogy a talal-
many szerinti eljaras lényeges immunoldgiail keresztreaktivitést
indukdl a Lior szérumtipusok koézott. Az eredmények tovabba azt
is mutatjak, hogy a DOC fokozza vagy indukadlja a Campylobacter
azon antigénijét, melyek - Ggy tlnik - fontos szerepet jdtszanak
a rezisztenciaval és a Campylobacter fertdzéses betegség gydgy-
ulasaval kapcsolatos IgA szekrécidés valaszban.

Meg kell tovabba jegyezni, hogy a 8 Lior szérumtipus torzs
egy masik fajt, a Campylobacter coli-t képviseli. Ezen szérumti-
pusba tartozé 2 tdrzs egyike (VC-167) erdsen agglutindlddott
(3+) az anti-81-176 immun nyulnyalkédban. Ezek az eredmények azt
mutatjak, hogy a C.jejuni torzsb&l (példaul Lior 5) szarmazd
vakcina nemcsak ugyanazon faj heteroldg szérumtipusaival szemben
nytjthat keresztvédelmet, hanem mas Campylobacter fajokkal (pél-
daul Campylobacter coli) szemben 1is. Ugyancsak érdemes megje-
gyezni, hogy az 1, 2, 4, 9 és 11 Lior szérumtipusok betegséggel
kapcsolatos leggyakoribb szérumtipusok ké&zé tartoznak vilagszer-
te. A wvizsgédlatokban valamennyien kimutathatd keresztreakciodt

adtak.
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XVI. TABLAGZAT

Szokdsos modon (BHI-YE), illetve a taldlmdny szerint tenyésztett

(,fokozott aktivitdsu”) 20 Campylobacter szérumtipus agglutind-

.. . . . . b . . < . .
cids valasza a nem-immunizalt®™ vagy az immunizalt nyul (anti-81-

-176" nydlkdjdval szemben

agglutindcids valasz

nem indukalt nydlka immunizalt nyalka

torzs Lior BHI-YE fokozott BHI-YE fokozott
szérumtipus aktivitésu aktivitast

134 1 - - - ++
195 2 - - - +
1 4 - - ~ +++
170 5 - - +++ ++++
81-176 5 - - ++++ ++++
6 6 - - ++++ ++4+
81-116 6 - - + ++
35 7 - - - +
52 8 - + + ++
vC-167 8 - - + +++
VC-159 8 - - + -
88 9 - - - +
244 11 - - + +4+
556 17 - - + -
563 18 - - - -
544 19 - ++ - ++
699 21 - - + ++
1180 28 - - + +++
1182 29 - - - -
910 32 - ++ - ++
2074 36 - - - -
HC 36 - + - +
2984 46 = - - -
7981 72 - - - -

® az anti-81-176 nyalkadt a szokdsos moédon tenyésztett C.jejuni

81-176 é€16 sejtieivel fertdzott nyulbdl nyertilk
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® a nem-immunizalt nyalkat nem-fertdzott nyltlbdl nyertik
“ az agglutindcidés valasz értékelése: (-) negativ
(+) nagyon gyenge
(++++) nagyon erdés
Az alabbi példadban tovabbi kisérleti eredményeket adunk meg

a Campylobacter vakcina hatékonysagara.

34. példa

A jelen taldlmdny szerint tenyésztett Campylobacter jejuni
formalinnal rogzitett teljes sejtjeinek véddhatasat egéren vizs-
gadlt megtelepedéssel hatarozzuk meg, ahogyan azt Bagar leirta
[ Infect. & Immun., 63:3731-3735 (1995)].

A C.jejuni 81-176 baktériumot az 5. példaban leirtak szerint
novesztijuik és gylijtjik oOssze. A sejteket 0,075 %-os formalinnal
inaktivaljuk a fentiekben ismertetett mdédon. 6-8 hetes, ndéstény
Balb/c egerekbd&l ottagu csoportokat képezink, és az &allatoknak
szdjon &t harom dbézist (térfogata 0,25 ml/ddzis endotoxin-mentes
PBS-ben) adunk be. Az egyes dézisok 10°, 10’ vagy 10° inaktivalt

baktériumot tartalmaznak 25 pg hélabilis E.coli enterotoxinnal

(LT) wvagy anélkiil. A ddbzisokat 48 oOréds iddékozokkel adjuk be, és
kozvetlenul uténa két 0,5 ml 5 %-o0os natrium-hidrogén-karbonat
oldatot (pH = 8,5) 1is beadunk 15 perces idd&kédzdkkel, hogy semle-
gesitsik a gyomorsavat. A kontroll allatok csak PBS-t kapnak ©n-
magaban vagy LT adjuvanssal. Korilbelill 28 nappal a harmadik do-
zis beaddsa utén, a vakcinalt &llatokat orron vagy szajon at
megfertdztik 10° telepképzd egységnyi (CFU), a szokasos mdédon te

€18 C.jejuni 81-176 baktériummal. Az intesztinalis megtelepedés



idétartamat a széklettel vald Urités naponkénti vizsgdlataval
kovetjlik nyomon 9 napon at. A székletet steril PBS-ben emulgedl-
juk és a kivett mintat Campylobacter tenyésztéséhez hasznalt vé-
res agaron lemezelijiik. A lemezeket 35°C hémérsékleten,
mikroaerofill kérilmények kozdétt tartjuk (Campylobacter GasPak,
BBL) 3-5 napon at. A megbetegedés eredményességét az adott min-
tavételi napon a Campylobactert {ritd 4&llatok szazalékdban fe-
Jezzik ki.

Amint a 7. &abra mutatja, valamennyi orron keresztil megfer-
tézott allat - az immunizéltak és a kontroll &llatok egyarant -
mikroorganizmus iritenek kozvetlenil a fertdzés utan (1. nap). A
kontroll &llatok 80- 100 %-aban a mikroorganizmus megtelepedett
marad a fertdzést kovetd 9 napon at. Ezzel szemben a vakcindlt
csoportban szignifikadnsan kevesebb &llat uUrit mikroorganizmust a
9 napos vizsgadlati periddus alatt. A fertdzott allatok kitisztu-
ladsanak mértéke és i1deje a beadott vakcina mennyiségétdl figg.
Az alacsony (10° baktérium/dézis) és a kozepes (10" baktéri-
um/dbézis) vakcinadézis fokozatos és tokéletlen kitisztitéast
eredményez. Az adjuvans Jjelenléte fokozza e dbdzisok védbdhatasat.
Meglepd mbédon a magas dbdzisnal (10° baktérium/dézis) az adjuvanst
nem tartalmazd vakcina azonos vagy kissé erdsebb védelmet nyajt,
mint az ugyanilyen dézis LT adjuvanssal.

Hasonld eredményeket kapunk az oralisan vakcinalt allatok
fertbzésénél (8. Abra). Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a
jelen taldlmény szerint tenyésztett és inaktivalt
Campylobacterrel torténd immunizalas védelmet nyujt az utana be-
kovetkezd €16 Campylobacterrel végzett fertdzéssel szemben, é€s

az immunizacid még akkor is hatéasos, ha szadjon at végezzik és



adjuvanst sem alkalmazunk.

Ugyancsak vizsgdltuk a jelen talalmény szerint (példaul 5.
példa) tenyésztett, formalinnal rogzitett teljes sejt
Campylobacter jejuni intraperitonedlisan (IP) beadott ddézisainak
védbShatésat is. A kisérleteknél egy csoportba 20 ndéstény Balb/c
egeret kezelink egyszeri ddbzissal, mely 0,5 ml endotoxin-mentes
PBS-ben 1,3x10'°, 2,5x10°, 5,0x10°, 1,0x10°, illetve 2,0x10’
inaktivalt C.jejuni sejtet tartalmaz adjuvans nelkil. 14 nappal
késdébb az allatokat é16 C.jejuni 81-176 egyszeri letdlis dbézisa-
val (kb. 1,Ox10lO CFU endotoxin-mentes PBS-ben) fertdzzik meg, a
db6zist intraperitonedlisan bejuttatva. 4 napon at figyeljik az
dllatok napi mortalitasat.

Amint a 17. tablazat mutatja 5,OxlO8 inaktivalt C.jejuni
egyszeri intraperitonedlis ddézisa indukadl olyan immunvalaszt,

mely az €16 C.jejuni fertbzéssel szembeni védelemhez szlkséges.

XVII. TABLAZAT

A taldlmany szerint tenyésztett és inaktivdlt, IP bejuttatott

C.jejuni véddhatdsa

dbézis mortalitas thlélés
1 2 3 4 nap
1,3x10"° 0 4 0 0 16
2,5x10° 0 0 0 0 20
5,0x10° 0 0 0 0 20
1,0x10° 11 7 0 0 2
5,0x10’ 10 6 2 0 2

BPS kontroll 4 3 2 0 1
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Az alédbbi példakban szemléltetjik hogy a DOC fokozza
Shigella behatoldéképességét, Congo-vords megkdtését és az immu-

nolbégiai keresztreaktivitéast.

35. példa

Az in vitro novesztett Shigella behatoldképességét a tenyé-
szet novekedési fazisa befolyadsolja. A Shigella flexneri 2457T
behatolbdképességét a 28. példaban leirtak szerint vizsgaljuk a
kovetkezd tenyészeteknél: hagyomadnyosan névesztett (BHI); a ta-
lalmany szerint, példaul a 9. példadban leirtak alapjan ndvesz-
tett (DOC-EL) (a sejtek korai log fazisG tenyészetbdl szirmaz-
nak); a 9. példa szerint noévesztett, de a sejtek késéi log fa-
zisban 1lévd tenyészetb8l szarmaznak (DOC-LL). Az eredmények azt
mutatjak, hogy a DOC jelenlétében torténd tenyésztésnél fokozd-
dik a behatoldképesség és a maximum a korai log fazisban érhetd
el (9. &bra).

A taldlmadny szerinti, DOC Jelenlétében toOrténdé tenyésztés
ugyancsak fokozza méas Shigella fajok, példaul a S.sonnei,
S.Dysentariae behatoldképességét is (10. abra). Polarizilt héam-
sejteknél a Shigella fokozott behatoldképessége csak akkor fi-
gyelhetdé meg, ha a hamsejteket bazolaterdlisan fertdzzik a bak-
tériummal. Ez a megfigyelés megfelel az in vivo megfigyelt beha-
tolasi folyamatnak.

Az Osszehasonlitdé vizsgdlatok mutatjdk, hogy a jelen taldl-
many szerint ndvesztett Shigella kézel tizszer olyan fertdzdké-
pes, mint a Pope és munkatarsai [ Infect. & Immun., 63:3642-3648

(1995)] szerint tenyésztett Shigella.
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36. példa

A jelen talalmdny szerint tenyésztett Shigella fokozott
Congo-vordst megkdtd képességet is mutat. A 26. példdban leirt,
a festéket megkotd képesség vizsgadlatdhoz a Shigella flexneri
2457T és S.sonnei baktériumokat a szokédsos mddon, (BHI), illeté-
leg a jelen taldlmény szerint (példaul 9. példa) tenyésztijik. Az
eredmények azt mutatjdk, hogy a DOC jelenlétében novekvd
Shigella fajok Congo-vords festéket megkétd képessége 10-20-szo-

rosara novekszik (XVIII. tébléazat).

XVIII. TABLAZAT

A szokdasos mddon (BHI), illetve a taldlmdny szerint ndvesztett

(,fokozott aktivitdsu”) S.flexneri és S.sonnei Congo-virés fes-—

téket megkdtd képessége

tenyésztési kériulmények

torzs BHI fokozott aktivitasn
S.flexneri 24577 0,04 0,44
S.sonnei 0,02 0,40

A Shigella 4 fajra és kildonféle szérumtipusokra oszlik. A
jelen taldlmany szerint névesztett Shigella flexneri immunoldgi-
al keresztreaktvitiasat a 28. példaban leirt agglutindcids mdd-
szerrel vizsgaljuk. A vizsgalatokhoz immunizalt nyulak
antiszérumat hasznaljuk, hogy megédllapitsuk a tenyésztési korul-
mények hatasat az eltérd Shigella fajok immunoldgiai kereszt-—
reaktivitdsa. A nyulakat formalinnal rdgzitett Shigella flexneri

2457T baktériummal immunizaljuk a 9. példaban leirt mddon. Az
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immunizalt &allatokbdl nyert IgG antitestek agglutinaciéds aktivi-
tasdt a hagyomanyos és a talalmany szerint (példaul 9. példa)
tenyésztett, mind a 4 Shigella fajjal szemben vizsgaljuk. Az
agglutinacids vizsgdlatok eredményei azt mutatjdk, hogy a DOC
jelenléte lényegesen ndveli a homoldg Shigella flexneri és a ha-
rom heteroldg Shigella faj anti-S.flexneri antitestekkel szembe-
ni agglutindcidés aktivitésat (11. &bra).

Az alébbi példaban a Shigella vakcina hatékonysagat szemlél-

tetjik.

37. példa

A jelen taldlmany szerint novesztett, formalinnal régzitett
teljes sejt Shigella flexneri védd&hatdsdt az orron at fertdzott
egereken vizsgaljuk C.P. Mallett és munkatédrsai [ Vaccine,
11:190-196 (1993)] mbdszerével. RoOviden, a Shigella flexneri
baktériumot példaul a 9. példédban leirtak szerint novesztjik és
gyGjtjik &ssze, majd a 30. példidban ismertetett mdédon 0,075 %
formalinnal inaktivaljuk. Kb. 10’ inaktivalt baktériummal
vakcinadlunk 14-16 hetes, néstény Balb/c egereket. Az inaktivalt
S.flexneri baktériumokat steril, endotoxin-mentes PBS-ben szusz-

pendaljuk 10°%/ml koncentrdcidban, és 35 pl szuszpenzidt wvisziunk

orron keresztil az enyhén érzéstelenitett allatokba. Egy vizsga-
lati csoportba 10 4&allat tartozik. 14. napos intervallumonként
hadrom immunizaldst végzink.
Az adjuvansoknak a Shigella teljes sejt vakcina véddéképessé-
gére gyakorolt hatédsanak vizsgalatahoz, az allatok csoportjait

olyan inaktivalt baktérium vakcinaval immunizaljuk, ami E.coli-
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b6l szarmazdé 5 pug hélabilis enterotoxint (LT) is tartalmaz. 14

nappal a harmadik immuniz&alé kezelés utén, az allatokat orron
keresztuil €18 S.flexneri vagy S.sonnei szubletdlis ddbzissal (10°

CFU) fertézzik meg. Kbzvetlenil a fertdzés eldtt, majd az azt
kovetdé ., 2., 5. és 7. napon az allatok stlyat megmérjik és meg-

hatédrozzuk a csoport atlagat. Az eredményeket a XIX. tédblazatban

foglaltuk Ossze

XIX. TABLAZAT

Inaktivalt Shigella flexneri teljes sejtes vakcina véddhatdsa

egereknél az orron 4t bejuttatott él6 S.flexneri vagy S.sonnei

baktériumokkal szemben

fertdzo vakcinalas fertdzés utani testsulyvaltozés
mikroorganizmus 1. 2. 5. 7. nap
S.flexneri PBS -8,1 -18,2 -17,7 -18,3
vakcina -5,4 -2,9 -2,5 -1,6
vakcina +
adjuvans -=7,0 -2,0 -1,5 1,5
S.sonnei PBS -8,1 -17,5 -9,3 -6,4
vakcina -6,7 -11,3 -0,5 -6,0
vakcina +
adjuvéans -6,4 -5,2 -1,3 -2,1

Minden csoportban 10 egeret immunizaltunk haromszor, orron
keresztiul 107, a 9. példédban leirtak szerint ndvesztett és
inaktivalt S.flexneri baktériummal.

A taldlmany szerint novesztett, inaktivalt S.flexnerit tar-
talmazd vakcinédval immunizalt egerek védelmet nyernek az é16

S.flexnerivel szemben. Ezeknél az egereknél kisebb a stlyveszte-



ség és gyorsabban visszanyerik sUlyukat, mint a nem-vakcinalt,
azaz csak PBS-sel kezelt kontroll &llatok. Meglepd mdéddon az
S.flexneri vakcina az egereket az é1& S.flexneri baktériumokkal
torténd fertbzéssel szemben is megvédi. FErdekes médon az LT
adjuvanst nem tartalmazdé vakcinadt kapott &llatok jobb védelmet
nyernek a homoldg S.flexneri fertdzéssel szemben, mint azokat az
allatok, melyek adjuvanst is tartalmazd vakcinadval immunizalunk.
A csak S.flexneri baktériumot tartalmazd vakcina a heteroldg
S.sonnei ellen is védelmet nyGjt. Az LT adjuvans Jelenléte vi-
szont észrevehetden fokozza az S.sonnei fertdzéssel szembeni vé-
delmet. Ezek az eredmények Jelzik, hogy a jelen taldlméany sze-
rint el&éadllitott, inaktivalt Shigella Dbaktériumot tartalmazd
vakcina hatékony egy ismert Shigella megbetegedés modell eseté-
ben, és nincs szikség adjuvansra ahhoz, hogy védelmet nyajtson a
kilonféle Shigella fertdzésekkel szemben vagy, hogy a fert8zése-
ket enyhiteni lehessen vele.

Az alabbi példaban azokat a tényezdket szemléltetjik, melyek

befolyasoljak a H.pylori 4llati sejteken vald megtapadéast.

38. példa

A H.pylori megtapadasat fokozza a glikokolat vagy az epe je-
lenlétében torténd tenyésztés. A H.pylori NB3-2 vagy G-1-4 toér-
zsek sejtjeit 4 % szarvasmarha szérumot tartalmazd BHI tapkozeg-
hez adjuk. Beoltas eldtt az edényt 10 % CO,, 5 % 0, és 85 % N,
bsszetételd gazeleggyel oOblitjik &t, majd a tenyészetet 22 oéréan

keresztiil razatjuk 37°C hémérsékleten. Az inkubdlds utadn a te-

nyészetet 10 edényben higitjuk, melyek mindegyike 1 1liter BHI
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tapkdzeget tartalmaz, kiegészitve 4 % szarvasmarha szérummal és
kilonb6z& koncentrdcidjt szarvasmarha epével (0,025-0,2 %). Eze-
ket az edényeket ismét atoblitjiik az emlitett gazeleggyel, és
37°C hémérsékleten inkubdlunk. A baktériumokat kiildnbszé id&ben
6sszegyljtjik - a maximalis koruk 18 déras -, majd a 28. példéban
leirt mddszerrel vizsgdljuk az INT-407 sejtekhez vald kotddési-
ket. Az eredmények azt mutatjak, hogy az epe jelenlétében torté-
né tenyésztésik fokozza a H.pylori INT-407 sejtekhez vald kotd~
dését (12. és 13. abra).

Az NB3-2 tOrzs esetében kb. 8 o6éra ndvesztésnél Jelentkez§
maximalis kotédés 4-6-szorosa az epe tavollétében ndvesztett
baktériumokénak (12. &abra). A Gl-4 tOrzs esetében ez a cstcs a
12 és 14 o6réas, 0,2 % epe jelenlétében torténd nodvesztés kdzott
jelentkezik, a kotddés itt 2-3-szorosara nd az epe nélkil no-
vesztett baktériumokhoz viszonyitva (13. &bra). Mindegyik toérzs
esetében ezeknek a ,cstcsoknak” az ideje &altaldban enybe esik a
novekedés log fazisaval.

Az alabbi példaval a jelen taldlmany szerinti mdbdszerrel no-

vesztett Helicobacter vakcina hatékonysagat szemléltetijik.

39. példa

A talalmany szerint novesztett, formalinnal rogzitett
Helicobacter pylori teljes sejteket tartalmazé vakcina védd ha-
tasat Chen és munkatarsai mdbddszerével [ Lancet, 339:1120-1121
(1992)] hatarozzuk meg. A mdédszer a Helicobacter felis baktériu-
manak az egér gyomrdban valdé megtelepedésén alapszik. A

Helicobacter pylori Gl-4 torzset az oltdanyag elkészitéséhez 4 %
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szarvasmarha szérummal kiegészitett BHI tapkdzegben tenyésztijiik
22 6ran at, 37°C hémérsékleten és 10 % CO,, 90 $ levegd Ssszeté-
teld gazelegy alatt. A tenyészet kivétjével beoltunk egy tizsze-
res térfogatt ugyanilyen tapkézeget, ami 0,1 % (térf./térf.)
szarvasmarha epét tartalmaz. 12-14 6ras, 37°C hémérsékleten vald
tenyésztés utéan a sejteket centrifugdldssal Osszegyljtjik és az
eredeti térfogat 1/10-ét kitevd Hank’ s Balanced Salts Solution
(HBSS) kozegben szuszpendaljuk szobahdmérsékleten. A sejteket
ismet centrifugdljuk, majd ismét szuszpendadljuk az eredeti HBSS
térfogat 0/100 részében. A pufferolt sejtszuszpenzidhoz 0,075 %
koncentracidban formalint adunk, és a sejteket szobahémérsékle-
ten 6 oran at kevertetve, majd 18 o6éran at 4°C hémérsékleten
tartva inaktivaljuk.

A véddhatast a rutin eljaréassal mérjik, a 6-8 hetes néstény
Balb/c Helicobacter-mentes egereknek a 0., 7. és 14. vagy a 0.,
7. és a 21. napon szajon &t harom ddbézisban beadott, inaktivalt
teljes sejteket tartalmazd vakcina beadasat kovetden. Az egyes
dézis 10° baktériumot tartalmaz hélabil E.coli enterotoxin jelen-
létében. A harmadik immuniz&ldé ddzis beaddsat kovetd 14. napon
az allatokat szajon At é18 H.felis egyetlen dézissal (10’ CFU/dé-
zis) fertdzzik.

Két héttel a fertdzés utdn az 4llatokat elolijik, és az
antralis gyomorszegmensek uredz aktivitasdt analizaljuk, hogy
meghatarozzuk a H.felis jelenlétét. Az uredzaktivitds meghataro-
zasahoz az antralis szovetmintdkat 0,5 ml Stuart’ s Urease Broth
(Remel) reagensben inkubdlijuk 4-24 oéran &4t szobahdmérsékleten.
Ez alatt az 1id6 alatt az oldat szine pozitiv uredzvizsgalat ese-

tében pirosra valtozik.
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Amint a XX. tablazat adatai mutatjak, a H. pylori G-1-4 tdr-
zset alkalmazva, a fokozott aktivitasat Helicobacter teljes sej-
teket tartalmazd vakcina beadasaval az allatok megvédhetdk az

orédlis H.felis fertdzéssel szemben

XX. TABLAZRAT

Helicobacter fertdzéssel szembeni védelem a jelen taldlmdny

szerinti modszerrel tenyésztett, inaktivdlt H.pylori baktériumot

tartalmazo vakcindval

immunizald fertdzds mikro- megtelepedett/ szazalékos

égensa organizmus (107 CFU) /Osszes védelem

1. kisérlet

H.pylori” H.felis 4/13 71
PBS + LT H.felis 9/9 0

2. kisérlet

H.pylori® H.felis 2/15 87

PBS + LT H.felis 10/10 0

valamennyi agenst, 10 pg LT-vel (ETEC labilis toxin) egyitt

3 dbzisban, szajon at adjuk be 7 napos id&kozdnként
® 0,25 ml-ben beadva 1x10° CFu Gl-4 tdrzs.
A kisérletek eredményei mutatjédk a bélbaktériumok fokozottan
aktiv tulajdonsdgainak jelentdéségét az in vivo immunizalasban.
A Jjelen talédlmédny mbdszerével olyan baktériumokat &llitunk
eld, melyek képesek védelmet nyajtd immunogén valaszt kivaltani,

és ez&ltal felhaszndlhatdk vakcinaként.

Az American Type Culture Collection torzsgyldjteményben
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(12301 Parklawn Drive, Rockville, Maryland 20852, USA) az aldbbi

mikroorganizmusokat helyeztik letétbe:

mikroorganizimus letéti szam letétbehelyezés ideje
Helycobacter pylori NB3-2 1995. szeptember 29.
Helycobacter pylori G1-4 1995. szeptember 29.

A jelen talalmany eljarasaival ekvivalens mas eljaréasock a
szakemberek részérdl konnyen meghatdrozhatdk, és ezek beletar-
toznak a talalmany oltalmi korébe. A leirds valamennyi lényeges-
nek tartott informécidt tartalmazza ahhoz, hogy egy szakember az
igénypontokban oOsszefoglaltakat a gyakorlatban megvaldsithassa.
Minthogy az 1ideért szabadalmak és publikdcidk tovabbi hasznos
informacidkat nyujthatnak, valamennyi idézett anyag a taldlmany

referenciajaba beépitett.



SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljaréas fokozott antigénaktivitdst bélbaktériumok, neve-
zetesen Campylobacter sp., Yersinia sp., Bacteroides sp

-7

Klebsiella Sp., Gastrospirillum Sp., Enterobacter sSp.,

Salmonella sp., Shigella sp., Aeromonas Sp., Vibrio sp.,
Clostridium sp., Enterococcus sp. és Escherichia coli el&adllita-
sara, mely abbdél &ll, hogy a bélbaktérium tenyészetét a korai
log fézis, a korai log féazis és a stacioner fazis koézti vagy a
stacioner fazis &llapotédnak eléréséig sziikséges 1idé at in vitro
novesztijlik a kornyezeti tényezdk aldbbi kombindcidja mellett:

a) 0,05-3 % epe vagy 0,025-0,6 % egy vagy tobb epesav vagy soéi
jelenlétében;

b) 30-42°C hémérsékleten;

c) levegd alatt mikroaerofill koriulmények kozott, ahol a
mikroaerofill koérulmény (i) 5-20 % CO,, 80-95 % levegd, vagy (ii)
5-10 % 0,, 10-20 % CO,, 70-85 % N, Osszetétell gazelegyet jelent;
és

d) kétértékl kation-keldtképzd Jjelenlétében, amit 0-100 uM

BAPTA/AM, 1-10 mM EGTA vagy 0-100 pM EGTA/AM k&ézul valasztunk ki.

2. Az 1. 1igénypont szerinti eljaras, ahol a nevezett

epesavs6 a deoxikolat vagy a glikokolat.

3. Az 1. igénypont szerinti eljdréds, ahol a nevezett bélbak-

térium egy Campylobacter sp.
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4. A 3. igénypont szerinti eljérds, ahol a nevezett bélbak-

térium a Campylobacter jejuni vagy a Campylobacter coli.

5. A 4. 1igénypont szerinti eljdrds, ahol a nevezett
Campylobacter jejuni az alabbi tdrzsek valamelyike:
Campylobacter jejuni 134, 195, 170, 81-176, 6, 81-116, 35, 52,

vC-167, 88, 244, 544, 699, 1180, 910 vagy HC.

6. Az 5. igénypont szerinti eljéarads, ahol a Campylobacter
jejuni a Campylobacter jejuni 81-176 torzs, melynek tenyészetét
a stacioner fazis allapot eléréséig szikséges iddén at ndvesztjlik

a kérnyezeti tényezdk alabbi kombindcidéja mellett:

a) 0,1 % epesavsd - ami deoxikolat - wvagy 0,8 % epe Jelenlét-
ében;

b) 37°C hémérsékleten;

c) 10-20 % CO, és 80-90 % levegd Osszetétell ghzelegyben.

7. Az 1. igénypont szerinti eljaras, ahol a nevezett bélbak-

térium egy Shigella sp.
8. A 7. igénypont szerinti eljaras, ahol a nevezett bélbak-
trium az aldbbi Shigella fajok valamelyike:

S.flexneri, sonnei, dysentaariae vagy boydii.

9. A 8. igénypont szerinti eljaras, ahol a nevezett Shigella

a Shigella flexneri vagy a Shigella dysentariae.

10. A 9. igénypont szerinti eljards, ahol a nevezett

.
oo
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Shigella flexneri a Shigella flexneri 2457T toérzs, melynek te-
nyészetéet a korai log fazis allapot eléréséig szikséges idén &t

novesztjuk, a kdrnyezeti tényezdk aldbbi kombindcidja mellett:

a) 0,1 % deoxikolat vagy 0,8 % epe jelenlétében;
b) 37°C hémérsékleten;
c) levegd alatt.

11. Az 1. igénypont szerinti eljaras, ahol a nevezett bél-

baktérium egy Yersinia sp.

12. Az 1. igénypont szerinti eljdras, ahol a nevezett bél-

baktérium az Escherichia coli.

13. A 12. igénypont szerinti eljaras, ahol a nevezett
Escherichia coli eqgy entero-toxikus, entero-hemorrhagias,

entero-patogén vagy entero-invaziv Escherichia coli.

14. Az 1. igénypont szerinti eljdras, ahol a nevezett bél-

baktérium egy Vibrio sp.

15. Az 1. igénypont szerinti eljaras, ahol a nevezett bél-

baktérium egy Salmonella sp.

16. Az 1. igénypont szerinti eljaras, ahol a nevezett bél-

baktérium egy Bacteroides sp.

17. Az 1. igénypont szerinti eljdrds, ahol a nevezett bél-

baktérium egy Clostridium sp.



18. Az 1. igénypont szerinti eljards, ahol a nevezett bél-

baktérium egy Enterococcus sp.

19. Az 1. igénypont szerinti eljarés, ahol a nevezett bél-

baktérium egy Klebsiella sp.

20. Az 1. igénypont szerinti eljaras, ahol a nevezett bél-

baktérium egy Enterobacter sp.

21. Az 1. igénypont szerinti eljaréds, ahol a nevezett bél-

baktérium egy Gastrospirillum sp.

22. Eljaras fokozott antigénaktivitast bélbaktérium, neveze-

tesen Campylobacter SpP., Yersinia Sp., Bacteroides Sp .,
Klebsiella Sp., Enterobacter Sp., Gastrospirillum sp.,
Salmonella sp., Shigella sp., Aeromonas sp., Vibrio sp.,

Clostridium sp., Enterococcus sp. és Escherichia coli el&illita-
sara, mely abbdl &ll, hogy a bélbaktérium tenyészetét a korai
log fazis, a korai log fazis és a stacioner kozotti vagy a sta-
cioner fazis allapot eléréséig sziikséges iddén &t in vitro nod-
vesztjuk a kdrnyezeti tényezdk aldbbi kombindcidja mellett:

a) kétértekld kation-kelatképzd Jelenlétében, amit 1,0-25 uM

BAPTA/AM, 0,5-10 mM EGTA vagy 1,0-100 uM EGTA/AM koéziil valasztunk

ki;
D) 30-42°C hémérsékleten;
c) levegdén vagy mikroaerofill korilmények kdzdtt, ahol a

mikroaerofill koérulmény (i) 5-20 % CO, és 80-95 % levegd, vagy
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(ii) 5-20 % CO, és 80-95 & N,, vagy (iii) 5-10 % 0,, 10-20 % CO,

és 70-85 % N, Osszetétell gazelegyet jelent.

23. Fokozott antigénaktivitdsti bélbaktérium, nevezetesen
Campylobacter sp., Yersinia sp., Bacteroides sp., Klebsiella
sp., Enterobacter sp., Gastropirillum sp., Salmonella sp.,
Shigella sp., Aeromonas sp., Vibrio sp., Clostridium sp.,
Enterococcus sp. vagy Escherichia coli, mely bélbaktériumot
olyan tenyészetbdl gyljtjik o6ssze, ahol a bélbaktérium tenyésze-
tét a korai log féazis, a korai log fazis és a stacioner féazis,
vagy a stacioner féazis allapot eléréséig in vitro a kérnyezeti
tényezd8k alabbi kombinacidja mellett novesztettiink:

a) 0,05-3 % epe vagy 0,025-0,6 % egy vagy tobb epesav vagy sdi
jelenlétében;

b) 30-42°C hémérsékleten;

c) levegd alatt mikroaerofill koériulmények kézott, ahol a
mikroaerofill kortulmény (i) 5-20 % CO,, 80-95 % levegd, vagy (ii)
5-20 % CO,, és 80-95 % N, vagy (iii) 5-10 % O,, 10-20 % CO, és
70-85 % N, O0sszetétell gazelegyet jelent; és

d) kétértékll kation-kelatképzd Jelenlétében, amit 0-100 uM

BAPTA/AM, 0-10 mM EGTA vagy 0-100 pM EGTA/AM kozil valasztunk ki.

24. A 23. igénypont szerinti bélbaktérium, ahol a nevezett

epesavsd deoxikolat vagy glikokolat.

25. A 23. igénypont szerinti bélbaktérium, ahol a nevezett

bélbaktérium egy Campylobacter sp.
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26. A 25. igénypont szerinti bélbaktérium, ahol a nevezett
Camylobacter sp. a Campylobacter jejuni vagy a Campylobacter co-

1i.

27. A 26. igénypont szerinti bélbaktérium, ahol a nevezett
Campylobacter jejuni az alabbi tdrzsek valamelyike:
Campylobaceter jejuni 134, 195, 170, 81-176, 6, 81-116, 35, 52,

vCc-167, 88, 244, 544, 699, 1180, 910 vagy HC.

28. A 27. igénypont szerinti bélbaktérium, ahol a nevezett
Campylobacter jejuni térzs a 81-176 torzs, amelynek tenyészetét
stacioner fédzisig novesztjik a kdrnyezeti tényezdk aldbbi kombi-

nacidéja mellett:

a) 0,1 % deoxikoldt vagy 0,8 % epe jelenlétében;
b) 37°C hémérsékleten;
c) 10-30 % CO, és 80-90 % levegld Osszetétell gazelegyben.

29. A 23. igénypont szerinti bélbaktérium, ahol a nevezett

bélbaktérium egy Shigella sp.

30. A 29. igénypont szerinti bélbaktérium, ahol a nevezett
Shigella faj a Shigella flexneri, sonnei, dysenteriae vagy

boydii.

31. A 30. igénypont szerinti bélbaktérium, ahol a nevezett

bélbaktérium a Shigella dysenteriae.



32. A 30. igénypont szerinti bélbaktérium, ahol a nevezett

bélbaktérium a Shigella flexneri.

33. A 32. igénypont szerinti bélbaktérium, ahol a nevezett
Shigella flexneri a Shigella flexneri 2457T tdérzs, melynek te-
nyészetét a korai log fazisig ndévesztjiik a kdrnyezeti tényezdk

alabbi kombindcidja mellett:

a) 0,1 % doxikolat vagy 0,8 % epe Jjelenlétében;
b) 37°C hémérsékleten;
c) levegd alatt.

34. A 23. i1génypont szerinti bélbaktérium, ahol a nevezett

bélbaktérium az Escherichia coli.
35. A 34. igénypont szerinti bélbaktérium, ahol a nevezett
Escherichia coli egy enterotoxikus, enterohaemorrhagias,

enteropathogén vagy enteroinvaziv Escherichia coli tdrzs.

36. A 23. igénypont szerinti bélbaktérium, ahol a nevezett

bélbaktérium egy Vibrio sp.

37. A 23. igénypont szerinti bélbaktérium, ahol a nevezett

bélbaktérium egy Salmonella sp.,

38. A 23. igénypont szerinti bélbaktérium, ahol a nevezett

bélbaktérium egy Bacteroides sp.

39. A 23. igénypont szerinti bélbaktérium, ahol a nevezett



bélbaktérium Clostridium sp.

40. A 23. 1igénypont szerinti bélbaktérium, ahol a nevezett

bélbaktérium egy Enterococcus sp.

41. A 23. igénypont szerinti bélbaktérium, ahol a nevezett

bélbaktérium egy Klebsiella sp.

42. A 23. igénypont szerinti bélbaktérium, ahol a nevezett

bélbaktérium egy Enterobacter sp.

43. A 23. igénypont szerinti bélbaktérium, ahol a nevezett

bélbaktérium egy Gastrospirillum sp.

44 . Fokozott antigénaktivitast bélbaktérium, nevezetesen
Camylobacter sp., Yersinia sp., Bacteroides sp., Klebsiella sp.,
Gastrospirillum sp., Enterobacter sp., Salmonella sp., Shigella
sp., Aeromonas sp., Vibrio sp., Clostridium sp., Enterococcus
sp. vagy Esherichia coli, mely bélbaktériumot clyan tenyészetbdl
gylijtjik ossze, ahol a bélbaktérium tenyészetét a korai log féa-
zis és a stacioner fazis eléréséig in vitro a koérnyezeti ténye-
z&k aldbbi kombinadcidja mellett novesztettik:

a) kéetértékl kation-keladtképz&d Jelenlétében, amit 1,0-25 uM
BAPTA/AM, 0,5-10 mM EGTA vagy 1,0-100 puM EGTA/AM ké&éziil valasztot-—
tunk ki;

b) 30-42°C hémérsékleten;

c) levegdn vagy mikroaerofill koriilmények k&zdtt, ahol a mikro-
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aerofill koriulmény (i) 5-20 % CO, és 80-95 % levegd, (ii) 5-20

o

CO, és 80-95 % N,, vagy (iii) 5-10 % O,, 10-20 % CO, és 70-85 % N,
Osszetételld gazelegyet jelent.

45. Vakcina, mely a 23., 26., 28., 29., 30. vagy 33-44
igénypont szerinti Dbélbaktériumot, immunogén fragmensét vagy

szarmazékat tartalmazza.

46. A 45. igénypont szerinti vakcina, mely gydgyaszati szem-

pontb6l alkalmazhatd vivdanyagot vagy kdzeganyagot tartalmaz.

47. A 45. igénypont szerinti vakcina, ahol a nevezett bél-

baktérium inaktivalt.

48. A 47. igénypont szerinti wvakcina, ahol a nevezett bél-

baktérium formalinos kezeléssel intaktivalt.

49. A 45. igénypont szerinti vakcina, ahol a nevezett vakci-
na alkalmas a nyalkahartyan at torténd vagy a parenteralis bevi-

telre vagy a nyalkahartyan at torténd és parenterdlis bevitelre.

50. A 45. igénypont szerinti vakcina, mely adjuvanst is tar-

talmaz.

51. Eljaréas potencialisan antimikrobidlis tulajdonsagh hatd-
anyag vizsgalatéara, mely abbdél all, hogy a 23., 26., 28., 29.,
30. vagy 33-34. igénypont szerinti bélbaktériumot a nevezett ha-

tbéanyaggal érintkezésbe hozzuk, és wvizsgaljuk a nevezett hatd-

-
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sztatikus hatésat.

52. Eljaras gazdaszervezet bélbaktériumokkal szembeni anti-
testjeinek kimutatasara a szervezetben vagy az abbdl nyert bio-
l6giai mintaban, mely abbdél all, hogy (a) a nevezett bioldgiai
mintat érintkezésbe hozzuk a 23., 26., 28., 29., 30. vagy 33-34.
igénypontok szerinti bélbaktériummal vagy fragmensével, és (b)
vizsgaljuk az antitestnek a bélbaktériumhoz vagy fragmenséhez

vald kotddését.

53. Eljaras belbaktériumok szervezetben vagy az abbdl szar-
mazd bioldgiai mintaban toérténd kimutatédsédra, mely abbdl 4&ll,
hogy (a) a nevezett bioldgial mintat érintkezésbe hozzuk olyan
antitesttel, mely kotédik a 23., 26., 28., 29. 30. vagy 33-34.
igénypont szerinti Dbélbaktériumhoz vagy szegmenséhez, és (b)
vizsadljuk az antitestnek bélbaktériumhoz vagy fragmenséhez vald

kotddését.

54. Immundiagnosztikai készlet egy gazdaszervezet bélbakté-
riumokkal szembeni antitesttermelésének vagy a bélbaktériumnak a
kimutatasara, mely a 23., 26., 28., 29., 30. vagy 33-44. igény-
pont szerinti bélbaktériumot vagy az elleni antitestet és az im-
munoldgiai vizsgdlathoz szikséges valamennyi lényeges készletal-

kotdérészt tartalmazza.

55. Eljéréas antibakterialis antitestek termelésére él&1é-
nyekben, mely abbdl all, hogy az élé8lényt a 23., 26., 28., 29

-7

30. wvagy 33-34. igénypont szerinti Dbélbaktériumot tartalmazd

(12 2
.
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immunogén hatdsos mennyiségével immunizaljuk, ahol a bélbaktéri-
umokkal szembeni antitestek a nevezett bélbaktériumhoz vagy kom-

ponenséhez ko&tédnek.

56. Eljaras éldélények immunvalaszdnak stimuldlasara, mely
abb6él &ll, hogy a 23., 26., 28., 30. vagy 33-4. igénypont sze-
rinti bélbaktériumot tartalmazé immunogén hatdsos mennyiségét
juttatjuk az él&lénybe, és a nevezett immunvdlasz az él&lény
bélbaktérium, nevezetesen Campylobacter sp., Yersinia sp.,

Bacteroides Sp., Klebsiella Sp., Gastrospirillum sp.,

Enterobacter sp., Salmonella sp., Shigella sp., Aeromonas sp.,
Vibrio sp., Clostridium sp., Enterococcus sp. vagy Escherichia
coli okozta fertdzését vagy betegségét megeldzi, enyhiti, illet-

ve gybgyitja.

A meghatalmazott

ifj. Szentpéteri Adam
b iligyvive
. Nemzetkozi
iflYoda pagja
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| Sav = BHltenyeszet

2. 5av = BH1+0.8% oxgall tenyeszet
3. Sav = BH1+0.1% DOC tenyeszet
k. sav = BHJ tenyeszet teloleti kivonata

3

‘Sav = BHJ-DOC tenyeszet teloleti kivonata

(@2

3 abra
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[.Sav = Fermentorban keszOlt tenyeszet
({okozoitakthﬂ%ésb)

2.5av = Lombikbon keszolt tenyeszet
(szokééos korolmenyek kazt)

I

3.5av = Lombikbon keszolt tenyeszet (fokozott aktivitasu )
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