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Menetelmid antigeenisyydeltddn parannetun Helicobacter sp:n
valmistamiseksi ja tdtd sisdltdvid rokotteita - Forfaranden
f6r producering av Helicobacter sp. innehdllande fdrbidttrad

antigenicitet och vacciner innehdllande densamma

Tdmd patenttihakemus on jatkohakemus samanaikaisesti haet-
tavana olevalle patenttihakemusjulkaisulle nro 08/318 409,
joka on jdtetty 5.10.1994.

1. Keksinndn ala

Keksintd 1liittyy yleisesti suolistobakteerien antigeenien
ja/tai virulenssitekijdiden ilmentymisen kdynnistamis- tai
voimistamismenetelmiin, joita k&dytetddn in vitro -olosuh-
teissa ja Jjoiden avulla saadaan tuotettua antigeenisyydel-
tddn parannettuja suolistobakteereja, sekd antigeenisyytenséd
suhteen parannettuja suolistobakteereja sisdltdviin rokot-

teisiin.

2. Keksinndén tausta
On yleisesti tunnettua, ettd bakteerit, joita viljellddn in

vitro -olosuhteissa tavanomaisia elatusaineita ja olosuh-
teita kdyttden, ilmentdvdt ominaisuuksia, jotka poikkeavat
niistd ominaisuuksista, joita bakteerit ilment&védt kasvaes-
saan luonnollisissa elinympdristdissddn, joita ovat normaa-
lin mikroflooran tai patogeenien kasvu in vivo -olosuhteissa
isdntdeldimessd. Tdstd syystd tdllaiset in vitro -olo-
suhteissa kasvatetut patogeeniset bakteerit eivdt saata olla
hyvd valinta kdytettdvdksi rokotekomponentteina. Jos kui-
tenkin olisi mahdollista mddritelld olosuhteet, jotka k&dyn-
nistdvat virulenssitekijdiden, asiaankuuluvan fysiologian
tai antigeenien, mukaan lukien pinta-antigeenien, muodostu-
misen tai tehostavat niiden ilmentymist&d, niin voitaisiin
nopeasti tunnistaa t&rkeitd tuotteita ja terapeuttisia
aineita (esimerkiksi uusia antigeenejd rokotteena kdytetti-
viksi, uusia antibioottien vaikutuskohteita ja uusia baktee-

rien ominaisuuksia diagnostisia sovellutuksia varten).
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On tunnistettu useita ympdristdperaisid tekijditd, Jjotka
vaikuttavat virulenssideterminanttien ilmentymiseen baktee-
reissa [Mekalanos, J.J., J. Bacteriol. 174 (1992) 1 - 7].
Pitkddn on tutkittu esimerkiksi raudan ja bakteerien, eri-
tyisesti Shigellan [Payne, Mol. Microbiol. 3 (1989) 1301 -
1306], Neisserian [Payne ja Finkelstein, J. Clin. Microbiol.
6 (1977) 293 - 297] Jja Pasteurellan [Gilmour, et al.,
Vaccine 9 (1991) 137 - 140] virulenssin valistd suhdetta.

Muita ympdristdperdisid signaaleja, joiden on osoitettu oh-
jaavan kasveilla ja eldimilld esiintyvien hyvin useiden eri-
laisten bakteerien koordinoidusti sdddeltyjen virulenssi-
determinanttien ilmentymistd, ovat fenoliyhdisteet, mono-
sakkaridi, aminohapot, lampdétila, osmolaarisuus ja muut
ionit [Mekalanos, J. Bacteriol. 174 (1992} 1 - 7].

Bakteeripatogeenit, jotka tunkeutuvat isdntdeldimeen suolis-
ton kautta (toisin sanoen oraalista tietd pitkin), joutuvat
useiden sellaisten isdanndn muodostamassa ympiristdssd esiin-
tyvien komponenttien ja olosuhteiden vaikutukselle alttiik-
si, Jjotka wvoivat vaikuttaa bakteerien fysiologiaan ja
virulenssitekijéiden ilmentymiseen. NAitd komponentteja ja
olosuhteita ovat sappi, sappihapot tai suolat, mahan pH,
mikroaerofiiliset olosuhteet (suolen CO,-pitoisuus on korkea
ja O,-pitoisuus on pieni), osmolaarisuus ja monet muut viela
mddrittelemattdédmat tekijat. Elimistddn tunkeutuvat suolisto-
patogeenit tarvitsevat de novo -proteiinisynteesid solujen
sisdan pddstdkseen [Headley ja Payne, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 87 (1990) 4179 - 4183]. Tastad syysté bakteerit voivat
tuottaa nditd tunkeutumistekijditd optimaalisesti ainoastaan
vasteena tietyille ympdristdperdisille signaaleille, joita
tavallisesti ei esiinny in vitro -olosuhteissa. Talle hypo-
teesille on jokin aika sitten saatu tukea raportista, jonka
mukaan tavanomaisesti kasvatettuja C. jejunia vastaan val-
mistetut antiseerumit estivdt ainoastaan marginaalisesti
bakteerien pddsyn solujen sisdan in vitro -olosuhteissa
[Konkel, et al., J. Infect. Dis. 168 (1993) 948 - 954].
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Kaniinien immunisointi wuutteilla, jotka oli valmistettu
Campylobacter-bakteereista, Jjoita oli kasvatettu yhden
solukerroksen paksuisten epiteelisoluviljelmien lasndollessa
olosuhteissa, jotka voimistavat soluihin tunkeutumista,
tuotti tulokseksi sen, ettd saatiin valmistettua antiseeru-
mia, joka inhiboi huomattavasti bakteerien tunkeutumista

soluihin.

Tutkijat ovat tutkineet bakteerien kasvua suoliston muodos-
tamassa ymparistdssd asiaankuuluvien virulenssitekijdiden
tunnistamiseksi. Esimerkiksi Campylobacter-kanta 81-176, jo-
ta on kasvatettu kaniinin sykkyrdsuolen mutkissa, ilmentda
proteiineja, jotka eivat ilmenny tavanomaisissa laborato-
riossa kdaytettdvissd viljelyolosuhteissa in vitro -olosuh-
teissa [Panigrahi, et al., Infect. Immun. 60 (1992) 4938 -
4944]. Uusien proteiinien tai proteiinien voimistunutta
synteesid on havaittu Campylobacter-bakteereissa, joita on
kasvatettu yhden solukerroksen paksuisissa INT 407 -solu-
viljelmissd verrattuna bakteereihin, joita on viljelty ilman
epiteelisoluja [Konkel, et al., J. Infect. Dis. 168 (1993)
948 - 954]. Lisdksi nd&md muutokset liittyivat ajallisesti C.
jejunin voimistuneeseen kykyyn tunkeutua elimistdédn. C.
jejunin avirulentissa kannassa indusoitui muita muutoksia,
kuten solujen morfologia, flagellan menetys, uusien ulko-
membraaniproteiinien ilmentyminen ja solun pinnan hiili-
hydraattien muutos silloin, kun bakteereja kasvatettiin
valilld kanan alkiocissa suonensisdisesti ja ravitsemus-
kalvolla [Field, et al., J. Med. Microbiol. 38 (1993) 293 -
300].

Muiden suoliston komponenttien, kuten sappihappojen tai suo-
lojen, tiedetddn olevan inhibitorisia joillekin bakteereil-
le, mutta sappihapoilla voi olla jokin muu osuus, jolla ne
vaikuttavat bakteerin virulenssin ilmentymiseen.

Pope ja Payne [93rd Am. Soc. Microbiol. B-147 (1993)] ovat
raportissaan maininneet, ettd natriumkenodeoksikolaattia
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sisdltdvdssd lihaliemessd viljellyn Shigella flexnerin
voitiin osoittaa kykenevan infektoimaan HeLa-solujen yhden
solukerroksen paksuisia viljelmia 3 - 5-kertaa normaalia
voimakkaammin. He raportoivat kuitenkin, ettd muilla sappi-
hapoilla ja detergenteilld, joita olivat kolaatti, glyko-
kolaatti, taurodeoksikolaatti ja CHAPS-detergenttisarja,
digitoniini ja Triton X-100 ja tadmdn natriumsuolat, ei ollut
vaikutusta S. flexnerin kykyyn tunkeutua soluihin. Lisdksi
heiddn kayttdmdll&&n lihaliemelld, joka sisdlsi kenodeoksi-
kolaattia, ei mydskdan ollut vaikutusta E. colin tai aviru-
lenttien Shigella-kantojen kykyyn tunkeutua soluihin.

S. flexnerin uusien proteiinin synteesin saa myds aikaan
pH:n, lampdétilan ja elatusaineen ionikoostumuksen muutta-
minen [Mekalancs, J. Bacteriol. 174 (1992) 1 - 7].

PCT-patenttihakemusjulkaisussa nro WO 93/22 423, Jjoka on
julkaistu 11.11.1993, kuvataan menetelmia bakteerien kasvat-
tamiseksi 1lipideissa, kuten fosfatidyyliseriinissd, tai
limassa, ja sellaisten proteiinien eristdmiseksi, joiden
ilmentyminen voimistuu fosfatidyyliseriinin 1l&sndollessa
suoritetun kasvatuksen wvaikutuksesta. Tassd& kirjallisuus-
viitteessd el kuvata eikd ehdoteta tamdn keksinnén mukaisia
menetelmid sellaisten suolistobakteerien valmistamiseksi,
joiden virulenssi tai antigeeniset ominaisuudet ovat voimis-

tuneet.

Rokotteita monia suolistopatogeenejd, kuten Campylobacter-
bakteereita ja Shigellaa, vastaan ei ole vield saatavilla,
mutta ndiden taudin aiheuttajien epidemiolcgia tekee ndista
rokotteista tdrkedn pdamddran. Shigelloosia esiintyy endee-
misend kaikkialla maailmassa ja sen lukuun lasketaan
kehitysmaissa noin 10 % vuosittaisesta ripulista johtuvasta
5 miljoonasta lapsuusidn kuolemasta. Vaikkakin Campylo-
bacter-bakteerit on vasta jokin aika sitten tunnistettu
suolistopatogeeniksi, sen katsotaan nykyisin olevan yksi
tdrkeimmistd ripulitaudin aiheuttajista sekd kehittyneissa
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ettd alikehittyneissd maissa. Vuosittain arvioidaan esiin-
tyvdn noin 400 - 500 miljoonaa Campylobacter-ripulia ja yli
2 miljoonaa tapausta esiintyy Yhdysvalloissa.

Shigelloosi on seurausta bakteerien tunkeutumisesta koolonin
limakalvoon. Tunkeutuminen 1liittyy sellaisen plasmidin
esiintymiseen, joka esiintyy kaikissa tunkeutumiskykyisissa
isolaateissa [Sansonetti, et al., Infect. Immun. 35 (1982)
852 - 860]. Tamdn plasmidin fragmentti sisdltdd invaasio-
plasmidiantigeeni (Ipa) -geenit, Ipa A, -B, -C, and -D. Ipa
B, -C ja -D-proteiinit ovat valttdmidttdmid tunkeutumis-
tapahtumalle [Baudry, et al., J. Gen. Microbiol. 133 (1987)
3403 - 3413].

Ipa-proteiinien ehdollepanolle rokotteiksi on loogisia
perusteita, vaikkakaan naiden suojaustehokkuudesta ei ole
saatu selvaa nayttda. Ipa B ja Ipa C ovat immunodominantteja
proteiineja [Hale, et al., Infect. Immun. 50 (1985) 620 -
629] . Lisdksi 62 kDa:n suuruinen Ipa B -proteiini (invasii-
ni, joka kdynnistdd tunkeutumisen soluun ja toimii membraa-
niin sitoutuneen fagosytoosirakkulan hajoamisessa) [High, et
al., EMBO J. 11 (1992) 1991 - 1999], on sdilynyt voimakkaas-
ti Shigella-lajeissa. Pitkddn jatkuva sairaus, jota havai-
taan aliravituissa lapsissa, joilla ei ole merkittdvad lima-
kalvon vasta-ainetta Shigellan Ipa:ta vastaan, viittaa
siihen, ettd Ipa:ta vastaan suunnattu limakalvon antigeeni

voi rajoittaa infektion levidmistd ja vakavuutta.

Vaikkakin eldimissd ja ihmisessd on tutkittu useita ehdolla
olleita Shigellalle soveltuvia rokotteita, ei ole ldéydetty
yhtddn suotuisaa rokotetta. Huolimatta Ipa-proteiinien mah-
dollisesta merkityksestd virulenssissa, perustuvat useimmat
shigelloosia wvastaan kehitetyt ehdolla olevat rokotteet
lipopolysakkaridiantigeeniin, jossa serotyyppispesifiset
determinantit sijaitsevat. On myds kehitetty parenteraali-
sesti annettava polysakkaridin ja proteiinin konjugaatti-

rokote, mutta sen on vield osoitettava antavan merkittavan



*e esee

10

15

20

25

30

35

6

suojan eldimissd [Robbins, et al., Rev. Inf. Dis. 13 (1991)
S362 - 365]. Samalla tavoin annettu ribosomaalinen rokote
saa aikaan limakalvon immuniteetin, mutta sen suojaus-
tehokkuus on vield osoitettava [Levenson, et al., Arch.
Allergy Appl. Immunol. 87 (1988) 25 - 31].

Campylobacter-infektioiden patogeneesida ei ymmarretd vyhta
hyvin kuin Shigella-infektioiden patogeneesia. Soluihin
tunkeutumista koskevat tutkimukset in vitro -olosuhteissa
[Konkel, et al., J. Infect. Dis. 168 (1993) 948 - 954], ja
histopatologiset tutkimukset [Russell, et al., J. Infect.
Dis. 168 (1993) 210 - 215], viittaavat siihen, ettd koolonin
invaasio on myds tarkea. Tama johtopadtds on yhdenmukainen
sen havainnon suhteen, ettd Campylobacter-bakteerien aiheut-
tama ripuli voi olla vakava ja siihen voi 1liittyd veren
esiintyminen ulosteissa. Nama aktiivisuudet voivat liittya
immunodominanttiin 62 kDa:n suuruiseen flagelliini-
proteiiniin. Jokin aika sitten julkaistu raportti viittaa
siihen, ettd flagellan esiintyminen on valttdmdtdn Campylo-
bacter-bakteerin pddsylle yhden solukerroksen paksuisten
polaaristen epiteelisolukerrosten 1ldpi [Grant, et al.,
Infect. Immun. 61 (1993) 1764 - 1771].

Minkdén spesifisen Campylobacter-antigeenin ei ole osoitettu
olevan suojaava. Tassa suhteessa arvellaan kuitenkin pieni-
moolimassaisten (28 - 31 kDa)-proteiinien eli PEB-proteii-
nien ja immunodominantin flagellan proteiinien olevan lupaa-
via [Pavlovskis, et al., Infect. Immun. 59 (1992) 2259 -
2264; Blaser ja Gotschilch, J. Bio. Chem. 265 (1990) 14529 -
14535] . Flagellaproteiinin tdrkeyteen viittaa sen liittymi-
nen suolen kolonisaatioon ja kantojen valiseen suojaan
infektiota vastaan Lior-alaryhmissd [Pavlovskis, et al.,
Infect. Immun. 59 (1992) 2259 - 2264]. Flagellaproteiiniin
perustuvaan Campylobacter-rokotteeseen voi kuitenkin olla
otettava mukaan flagellaproteiiniantigeeni 8 - 10 kliinises-
ti merkityksellisestd serologisesta Lior-ryhmastda.



10

15

20

25

30

35

7

T4std syystd tamdn keksinndén tavoitteita ovat 1) viljely-
olosuhteet, joita kéytetddn suolistobakteerien kasvattami-
seen tail kéasittelemiseen in vitro -olosuhteissa ja Jjotka
ovat optimaaliset kaynnistadmddn invasiivisten aktiivisuuk-
sien ja/tai tiettyjd& ominaisuuksien, mukaan 1lukien solun
pinnan ominaisuuksien, muodostumisen tai tehostamaan kysees-
sd olvia aktiivisuuksia tai ominaisuuksia; 2) muutokset,
jotka korreloivat edellisen kohdan suhteen ja jotka koskevat
bakteerien kykyad tunkeutua soluihin tai solujen ominaisuuk-
sia, mukaan lukien pinnan ominaisuuksia, ja ndiden yhteydes-
sd esiintyvid antigeeniprofiilien muutoksia; 3) ndiden
organismien virulenssin lisd&minen pieneldinmalleissa; ja 4)
antiseerumit, jotka ovat suunnattuja sellaisia organismeja
vastaan, joiden tunkeutumiskyky soluihin on voimistunut tai
jotka ovat muuttuneet ominaisuuksiltaan, pinnan ominaisuudet
mukaan lukien, jotka antiseerumit ovat tavanomaisesti kasva-
tettuja bakteereja vastaan suunnattuja antiseerumeja tehok-
kaampia neutralisoimaan eldvid organismeja, Jjoita kaytetdan
patogeeneind eldinten késittelyyn in vitro tai in vivo
-olosuhteissa. Tamad keksintd® on tehty ratkaisujen 1ldytami-

seksi ndihin ja muihin tarpeisiin.

Missddn edelld tarkastellussa kirjallisuusviitteessd ei neu-
vota tai ehdoteta tdmdn keksinndén mukaisia in vitro -olo-
suhteissa kdytettdvid menetelmid eikd tamén keksinndn mukai-
sia rokotteita, jotka sisdltavat antigeenisyydeltddn paran-
nettuja suolistobakteereja. Minkd tahansa tdssd kappaleessa
tai missd tahansa tamdn patenttihakemusjulkaisun muussa
kappaleessa esiintyvan kirjallisuusviitteen siteeraamisen
tai mainitsemisen ei ole katsottava viittaavan siihen, etta
tdllainen kirjallisuusviite on kaytettdvissa tekniikan

tasona tdmdn keksinndén suhteen.

3. Keksinndn yvhteenveto

Tastd keksinndstd saadaan kayttdédn suolistobakteereille
tarkoitettuja tarkkaan rajattuja viljelyolosuhteita ja

kasvatusmediumiin lisdttdvid komponentteja, joiden vaikutuk-
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sesta bakteereihin muodostuu virulenssitekijdéita ja muita
antigeeneja tai naiden muodostuminen tehostuu. Namd anti-
geenit ovat edullisesti immunogeenisia. Nailld immunogeeni-
silld antigeeneilld on edullisemmin korrelaatiota virulens-

si-indeksien suhteen.

Suolistobakteereita kasvatetaan kdyttden olosuhteita ja
komponentteja, jotka jdljittelevat tiettyja in vivo -olo-
suhteita, joihin organismi joutuu luonnossa. Taman keksinndn
mukaisilla menetelmilld saadaan aikaan suolistobakteereja,
joiden antigeenisyyttd on saatu parannettua ja joissa esiin-
tyy fenotyypin muutoksia, kuten solua kohti ilmoitetun
kokonaisproteiinimddrdn 1lisddntymistd, uusia yksittdisia
proteiineja tai ndiden mddrdn lisddntymistd, pinnan hiili-
hydraattien muuttumista tai ndiden mddran lisdantymista,
solun pinnan lipopolysakkaridien muuttumista, adheesiokyvyn
lisddntymistd, invaasiokyvyn lisddntymistd ja/tai liikkuvuu-
den tehostumista solujen vdlisessd tilassa. Lisdksi tdamdn
keksinnén mukaiset menetelmdt ovat sovitettavissa kadytdnnén
tasolla suuressa mittakaavassa suoritettaviin fermentaatioi-

hin kaupallisia kdyttdmuotoja varten.

Mainittuja antigeenisyyden suhteen parannettuja suolisto-
bakteereja voidaan ka&yttdd suojaavien rokotteiden, kuten
inaktivoiduista kokonaisista soluista valmistettujen rokot-
teiden tai alayksikkoOrokotteiden, valmistamiseen, tai diag-
nostisiin tarkoituksiin, kuten vasta-aineiden valmistamiseen
ja patogeenisten suolistobakteerien havaitsemiseen tai
antibioottien valmistamiseen. Lisdksi tdmén keksinndn mukai-
sesti parannettujen suolistobakteerien aikaansaamia vasta-

aineita voidaan kayttdd passiivisina rokotteina.

Tasta syysta yksi ta@mdn keksinndén kohde on menetelmd sel-
laisten suolistobakteerien valmistamiseksi, Jjoita ovat
antigeenisten ominaisuuksiensa suhteen parannetut Campylo-
bacter sp., Yersinia sp., Helicobacter sp., Gastrospirillum

sp., Bacteroides sp., Klebsiella sp., Enterobacter sp.,
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Salmonella sp., Shigella sp., Aeromonas sp., Vibrio sp.,
Clostridium sp., Enterococcus sp. tai Escherichia coli ja
joka menetelmd kdsittaa sen, etta: kasvatetaan mainittuja
suolistobakteereja in wvitro -olosuhteissa sellaisen olo-
suhteiden yhdistelmdn vallitessa, joka kasittaa a) 0,05 -
3 % sappea tai 0,025 - 0,6 % yhtd tai useampaa sappihappoa
tai ndiden suolaa, 30 °C:n ja 42 °C:n valisessa lampOtilassa
siihen asti, ettd viljelmd on varhaisessa logaritmivaihees-
sa, varhaisen logaritmivaiheen ja stationaarivaiheen vali-
sessd vaiheessa tal stationaarivaiheessa, ilmassa tai mikro-
aerofiilisissd olosuhteissa, kuten 5 - 20-%:isen CO,:n ja
80 - 95-%:isen ilman seoksessa, 5 - 20-%:isen CO,:n ja 80 -
95-%:isen N,:n seoksessa; tai 5 - 10-%:isen O,:n, 10 -
20-%:isen CO,:n ja 70 - 85-%:isen N,:n seoksessa; ja mahdol-
lisesti divalenttisten kationien kelaattorien, kuten, 0 -
100 uM, edullisesti 25 uM, BAPTA/AM:n, 0 - 10 mM EGTA:n ja
0 - 100 uM EGTA/AM:n, lé&sndollessa, mainittuihin kuitenkaan
rajoittumatta, tai b) menetellen kuten kohdassa a) lukuun
ottamatta sitd, ettd kasvatus tapahtuu divalenttisten katio-
nien kelaattorin, kuten 1,0 - 100 uM, edullisesti 25 uM,
BAPTA/AM:n, 0,5 - 10 mM EGTA:n tai 1 - 100 guM EGTA/AM:n,
lésndollessa ja ilman sappea, sappihappoja tai sappihapon

suoloja.

Taman keksinndén mukaisesti minkd tahansa yksittdisen sappi-
hapon tai tdmdn suolan konsentraatioita ovat 0,025 -
0,6-%:inen, edullisesti 0,05 - 0,5-%:inen, edullisemmin
0,05 - 0,2-%:inen konsentraatio, ja edullisin on 0,05 % tai
0,1 %. Edullisia ovat menetelmdt, joissa mainittu sappihappo

tali tamdn suola kasittdd deoksikolaatin tai glykokolaatin.

Vield yksi tdmdn keksinndén kohde on suolistobakteeri, joka

on 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. tai

Escherichia coli, jossa kohteessa mainittuja suolistobaktee-
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reja kasvatetaan in vitro -olosuhteissa sellaisten olo-
suhteiden yhdistelmédn vallitessa, joka edistdd antigeenisil-
t4 ominaisuuksien tehostumista, ja mainitut olosuhteet
kdsittdvat olosuhteet, jotka ovat: a) 0,05 - 3 % sappea tai
0,025 - 0,6 % yhtd tai useampaa sappihappoa tai naiden
suolaa, 30 °C:n ja 42 °C:n vilisessd lampdtilassa siihen
asti, ettd viljelmd on varhaisen logaritmivaiheen kohdalla,
varhaisen logaritmivaiheen ja stationaarivaiheen valissa tai

stationaarisen vaiheen kohdalla, ilmassa tail mikroaerofiili-

sissd olosuhteissa, kuten 5 - 20-%:isen CO,:n Jja 80 -
95-%:isen ilman seoksessa, 5 - 20-%:isen CO,:n ja 80 -
95-%:isen N,:n seoksessa; tai 5 - 10-%:isen O,:n, 10 -
20-%:isen CO,:n ja 70 - 85-%:isen N,:n seoksessa; ja mah-

dollisesti divalenttisten kationien kelaattorin, kuten, 0 -
100 uM, edullisesti 25 uM, BAPTA/AM:n, 0 - 10 mM EGTA:n ja
0 - 100 uM EGTA/AM:n, léasndollessa, mainittuihin kuitenkaan
rajoittumatta, tai b) menetellen kuten kohdassa a) lukuun
ottamatta sitd, ettad kasvatus tapahtuu divalenttisten katio-
nien kelaattorin, kuten 1,0 - 100 uM, edullisesti 25 uM,
BAPTA/AM:n, 0,5 - 10 mM EGTA:n tai 1 - 100 uM EGTA/AM:n,
ldsndollessa ja ilman sappea, sappihappoja tai sappihapon

suoloja.

Vield yksi tamidn keksinndén kohde on rokote, joka sisaltaa
antigeenisten ominaisuuksiensa suhteen parannettuja koko-

naisia suolistobakteereja tai ndiden komponentteja, Jjotka

ovat 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. tai

Escherichia coli, tai ndiden immunogeenistd fragmenttia; ja
mahdollisesti farmaseuttisesti hyvaksyttédvaa kantaja-ainetta
tai laimenninta.

Edullinen rokote on rokote, joka sisdltd& kokonaisia inakti-

voituja antigeenisyytensd suhteen parannettuja suolisto-
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bakteereja. Vield yksi tamdn keksinndén kohde on rokote, joka

lisdksi sisdltdd adjuvanttia.

Vield yksi taman keksinnén kohde kohdistuu vasta-aineisiin
(mukaan lukien mutta mainittuihin kuitenkaan rajoittumatta
antiseerumit, puhdistetut IgG- tai IgA-vasta-aineet, Fab-
fragmentit ja muut nditd vastaavat muodot), jotka kykenevat
sitoutumaan spesifisesti vahintddn yhteen t&mdn keksinndn
mukaiseen suolistobakteerin antigeeniseen determinanttiin.
Tdllaiset polyklonaaliset ja monoklonaaliset vasta-aineet
ovat kayttdkelpoisia immunomddritysreagensseina suolisto-
bakteerien havaitsemiseksi eldimistd tai tastd perdisin
olevasta biologisesta ndytteestd. Taman keksinndédn mukaiset
polyklonaaliset ja monoklonaaliset wvasta-aineet ovat myds
kayttdkelpoisia passiivisina rokotteina kaytettdvaksi anta-
maan suojaa suolistobakteeri-infektioita ja -sairauksia

vastaan.

Vield yksi tdmdn keksinnén kohde on in vitro -olosuhteissa
kdytettava menetelmd mahdollisten antimikrobiaalisten ainei-
den madrittamiseksi, joka menetelmda sisdltda vaiheet, joissa
antigeenisten ominaisuuksiensa suhteen parannettuja
suolistobakteereita, jotka ovat Campylobacter sp., Yersinia
sp., Helicobacter sp., Gastrospirillum sp., Bacteroides sp.,
Klebsiella sp., Enterobacter sp., Salmonella sp., Shigella
sp., Aeromonas sp., Vibrio sp., Clostridium sp., Entero-
coccus sp. and Escherichia coli, saatetaan kosketukseen
potentiaalisten aineiden kanssa Jja Dbakterisidiset ja

bakteriostaattiset vaikutukset middritetddn.

Vield yksi tdmdn keksinndén kohde on in vitro -olosuhteissa
kdytettdva menetelmd, Jjoka on tarkoitettu kdaytettavaksi
isdnndssd muodostuneiden vasta-aineiden havaitsemiseen tai
suolistobakteerien havaitsemiseen eldimestd tai tastd perdi-
sin olevasta biologisesta naytteestd, joka menetelmd sisdl-
tad vaiheet, joissa isdnndstd perdisin oleva biologinen
nayte saatetaan kosketukseen tdmadn keksinndén mukaisten
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antigeenisten ominaisuuksiensa suhteen parannettujen
suolistobakteerien kanssa, jotka ovat Campylobacter sp.,
Yersinia sp., Helicobacter sp., Gastrospirillum sp.,
Bacteroides sp., Klebsiella sp., Enterobacter sp., Salmonel-
la sp., Shigella sp., Aeromonas sp., Vibrio sp., Clostridium
sp., Enterococcus sp. tai Escherichia coli, ndiden sisaltéa-
mien antigeenien kanssa taili nditd vastaan suunnattujen
vasta-aineiden kanssa, ja suoritetaan seulonta vasta-aineen

ja antigeenin valisten vuorovaikutusten havaitsemiseksi.

Vield yksi tdmd@n keksinndén kohde liittyy diagnostiseen maa-
rityspakkaukseen, joka on tarkoitettu kaytettdvdksi sel-
laisten isdnndn muodostamien vasta-aineiden havaitsemiseen,
jotka on suunnattu suolistobakteereja vastaan, tai suolisto-
bakteerien havaitsemiseen, joka mddrityspakkaus sisdltda
antigeenisten ominaisuuksiensa suhteen parannettuja
suolistobakteereita, jotka ovat Campylobacter sp., Yersinia
sp., Helicobacter sp., Gastrospirillum sp., Bacteroides sp.,
Klebsiella sp., Enterobacter sp., Salmonella sp., Shigella
sp., Aeromonas sp., Vibrio sp., Clostridium sp., Entero-
coccus sp. tal Escherichia coli, tai n&itd vastaan suunnat-
tuja vasta-aineita, sekd kaikki muut mddrityspakkauksen

valttamdttdmat komponentit.

Edullisia suolistobakteereja, joihin té&mdn keksinndén useat
eri kohteet liittyvat, ovat Campylobacter jejuni, Campylo-
bacter «c¢oli, Yersinia enterocolitica, Yersinia pestis,
Yersinia pseudotuberculosis, Escherichia coli, Shigella
flexneri, Shigella sonnei, Shigella dysenteriae, Shigella
boydii, Helicobacter pylori, Helicobacter felis, Gastro-
spirillum hominus, Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus,
Vibrio vulnificus, Bacteroides fragilis, Clostridium
difficile, Salmonella typhimurium, Salmonella typhi,
Salmonella gallinarum, Salmonella pullorum, Salmonella
choleraesuis, Salmonella enteritidis, Klebsiella pneumoniae,
Enterobacter cloacae ja Enterococcus faecalis. Edullinen
Escherichia coli sisdltdd mainittuihin kuitenkaan rajoittu-
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matta enterotoksisia, enterohemorragisia, enteroinvasiivi-

sia, enteropatogeenisia tai muita kantoja.

Tama keksintd perustuu osaksi siihen hdmmdstyttavadn havain-
toon, ettd tdmdn keksinndén mukaiset antigeenisyytensa suh-
teen parannetut suolistobakteerit saavat aikaan immuuni-
vasteita, jotka antavat kantojen tai tyyppien valiset rajat
ylittdvadn suojan laajempaa kantojen valikoimaa vastaan tai
saman bakteerilajin serotyyppeja vastaan kuin mitd samat
suolistobakteerit, joita on kasvatettu tavanomaisia viljely-
olosuhteita kdyttden. Vadhintddn yhdessd tapauksessa antaa
taman keksinndén mukaisten antigeenisyytensd suhteen paran-
nettujen suolistobakteerien aikaansaama immuunivaste lajien

rajat ylittdvan suojan eri suolistobakteerilajeja vastaa.

4. Lyvhyvt kuvaus piirroksista

Kuviot 1A, 1B ja 1C kuvaavat graafisesti tuloksia C. jejuni
81-176:n pinnan uutteen hydrolysaateista perdisin olevien
monosakkaridien korkean suorituskyvyn nestekromatografiasta.
Kuvio 1A: standardit: fukoosi "Fuc", N-asetyyligalaktosamii-
ni "GalNac", N-asetyyliglukosamiini "GlcNac", galaktoosi
"Gal", glukoosi "Glc", mannoosi "Man". Kuvio 1B: tavanomai-
sesti kasvatettujen bakteerien "BHI" pinnasta perdisin oleva
uute. Kuvio 1C: tamdn keksinndén mukaisten menetelmien mukaan
kasvatettujen bakteerien "DOC" pinnasta perdisin olevat

uutteet.

Kuvio 2 esittdd kuvallisessa muodossa natriumdodekyyli-
sulfaatti-polyakryyliamidigeelielektroforeesin (SDS-PAGE)
tuloksia, jotka esittdvdt tavanomaisesti kasvatetun "BHI"
tali taman keksinndén mukaisten menetelmien mukaisesti kas-
vatetun (0,8 % haran sapen sappihappoja "OX" tai 0,1 % de-
oksikolaattia "DOC") C. jejuni 81-176:n kokonaisten solujen
(kanavat 1, 2 ja 3) tai solun pinnan uutteiden (kanavat 5 ja

6) proteiineja toisiinsa verrattuna.
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Kuvio 3 esittdd kuvallisessa muodossa Western-blotti-
analyysin tuloksia, jotka esittdvat kokonaisilla C. jejuni
81-176 -soluilla suoritetun infektion aikaansaaman hillerin
IgA:ta sisdltavan liman sitomia proteiineja koskevaa tutki-
musta. Tavanomaisesti kasvatetut kokonaiset C. jejuni 81-176
-solut, "1"; tai taman keksinnén mukaisten menetelmien
mukaisesti kasvatetut kokonaiset C. jejuni 81-176 -solut,
joiden kasvatukseen on kdytetty 0,8-%:isia hdrdn sapen
sappihappoja, "2", tai 0,1-%:ista deoksikolaattia, "3"; tai
solun pinnan uutteet, jotka ovat perdisin tavanomaisesti
kasvatetusta C. jejuni 81-176:sta, "4"; tai taman keksinnoén
mukaisten menetelmien mukaisesti 0,1-%:ista deoksikolaattia

kayttden kasvatetusta C. jejuni 81-176:sta, "5".

Kuvio 4 esittdd kuvallisessa muodossa Western-blottiana-
lyysin tuloksia, jotka esittavadt vertailua, Jjoka koskee
flagelliinispesifisen monoklonaalisen 72C-vasta-aineen si-
tomia proteiineja, jotka ovat perdisin taman keksinndn
mukaisten menetelmien mukaisesti kasvatetuista kokonaisista
C. jejuni 81-176-soluista, "3"; tavanomaisesti kasvatetuista
C. jejuni 81l-176-socluista, "2"; tal fermentorissa t&man
keksinndén mukaisten menetelmien mukaisesti kasvatetuista C.

jejuni 81-176-soluista, "1".

Kuvio 5 esittda kuvallisessa muodossa SDS-PAGE-tuloksia,
jotka esittdvat sellaisten lipopolysakkaridien (LPS) vertai-
lua, Jjotka ovat perdisin tavanomaisesti kasvatetuista,
kanava "1", tai tdmdn keksinndén mukaisten menetelmien mukai-
sesti 0,1-%:ista deoksikolaattia k&ayttden kasvatetuista,
kanava "2", kokonaisista S. flexneri 2457T -soluista.

Kuvio 6 esittdd graafisesti taman keksinndn mukaisten mene-
telmien mwmukaisesti kasvatetun C. jejunin immunologisen
ristiinreagoivuuden voimistumista. C. jejuni 81-176 -soluja,
joita oli kasvatettu tavanomaisesti tai td&mén keksinnén
mukaisten menetelmien mukaisesti kuvaavana esimerkkind
esitetyssd esimerkissd 5 kuvatulla tavalla (DOC), kaytettiin
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vasta-aineiden muodostumisen indusoimiseksi. Kuviossa on
esitetty ndiden kahden vasta-ainetyypin (toisin sanocen anti-
C. jejuni 81-176:n, jota bakteeria oli viljelty BHI:ssa, ja
anti-C. jejuni 81-176:n, jota bakteeria oli viljelty
DOC:ssa) agglutinaatioaktiivisuutta useita eri C. jejuni
-serotyyppejd vastaan. Yksityiskohdat on esitetty esimerkin

32 kappaleessa 9.

Kuviot 7A, 7B ja 7C ovat graafisia esityksid, jotka esitta-
vat tehokkuutta, jolla inaktivoituja kokonaisia C. jejuni
81-176 -soluja sisdltdva rokote suojaa hiiri& nendn kautta
annetuilla eldvilla C. jejuni 81-176 -soluilla tehtyd kdsit-
telya vastaan. Hiiret oli rokotettu fosfaatilla puskuroidul-
la fysiologisella suolaliuoksella (PBS; yhtendinen viiva),
PBS:1la + LT-adjuvantilla (adjuvantti; katkoviiva), forma-
liinilla inaktivoiduilla kokonaisilla C. Jjejuni 81-176
-soluilla, jotka o0li kasvatettu ja koottu talteen esimerkin
5 mukaisesti, ilman adjuvanttia (CWC; avoin ympyrad/yhte-
nainen viiva) tail LT-adjuvantin kanssa (CWC + adjuvantti;
taytetyt ympyrat/yhtendinen viiva). Rokotteiden tehokkuuksia
tutkittiin kdyttden suolen kolonisaatioon perustuvaa mddri-
tystd. Kuvio 7A (ylin osakuvio) esittdd sellaisilla rokotuk-
silla aikaansaatua suojaa koskevia tuloksia, joihin oli
kdytetty kolmea oraalista annosta, jotka sisalsivat 10°
inaktivoitua bakteeripartikkelia annosta kohti. Kuvio 7B
(keskimmdinen osakuvio) esittdd sellaisilla rokotuksilla
aikaansaatua suojaa koskevia tuloksia, joihin oli ké&ytetty
kolmea oraalista annosta, jotka sisdlsivat 107 inaktivoitua
bakteeripartikkelia annosta kohti. Kuvio 7C (alin osakuvio)
esittda sellaisilla rokotuksilla aikaansaatua suojaa koske-
via tuloksia, joihin oli kdytetty kolmea oraalista annosta,
jotka sis&lsivat 107 inaktivoitua bakteeripartikkelia annosta
kohti. Yksityiskohdat on esitetty esimerkin 34 kappaleessa
11.

Kuviot 8A, 8B ja 8C ovat graafisia esityksid, jotka esit-
tavat tehokkuutta, jolla inaktivoituja kokonaisia C. jejuni
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81-176 -soluja sisdltdvd rokote suojaa hiiri oraalisesti
annetuilla eldvilla C. jejuni 81-176 -soluilla tehtyd kasit-
telyd vastaan. Hiiret rokotettiin kuvioiden 7A, 7B ja 7C
lyhyessa kuvauksessa kuvatulla tavalla. Rokotteiden tehok-
kuuksia tutkittiin kdyttden suolen kolonisaatioon perustuvaa
maddritystd. Kuvio 8A (ylin osakuvio) esittdd sellaisten
rokotusten tuottamaa suojaa koskevia tuloksia, joihin oli
kdytetty kolmea oraalista annosta, jotka sisdlsivat 10° in-
aktivoitua bakteeripartikkelia annosta kohti. Kuvio 8B (kes-
kimmdinen osakuvio) esittdd sellaisten rokotusten tuottamaa
suojaa koskevia tuloksia, joihin oli kdytetty kolmea oraa-
lista annosta, jotka sisdlsivat 107 inaktivoitua bakteeri-
partikkelia annosta kohti. Kuvio 8C (alin osakuvio) esittaa
sellaisten rokotusten aikaansaamaa suojaa koskevia tuloksia,
joihin oli kaytetty kolmea oraalista annosta, jotka sisdlsi-
vat 10° inaktivoitua bakteeripartikkelia annosta kohti.
Yksityiskohdat on esitetty esimerkin 34 kappaleessa 9.

Kuvio 9 on graafinen esitys Shigella flexneri -viljelmdn
kasvuvaiheen vaikutuksesta Shigella flexneri 2457T -solujen
invaasiokykyyn. Shigella flexneri 2457T -soluja kasvatettiin
tavanomaisesti (BHI) tai tdmdn keksinndén mukaisten menetel-
mien mukaisesti sellaisena kuin ndmd on esitetty kuvaavana
esimerkkind esimerkissd 9 (DOC-EL) - toisin sanoen solut
koottiin talteen viljelmdn ollessa varhaisessa logaritmi-
vaiheessa - tail esimerkin 9 mukaisesti mutta antaen solujen
saavuttaa mydhdinen logaritmivaihe ennen solujen talteenot-
toa (DOC-LL). Kuviossa on esitetty ndiden eri preparaattien
invaasiokyky. Yksityiskohdat on esitetty esimerkin 35 kappa-
leessa 12.

Kuvio 10 esittdd graafisesti Shigella-solujen invaasiokyvyn
voimistumista viljeltdessd nditda tamdn keksinndén mukaisilla
menetelmilld. S. sonneita ja S. dysenteriae 3818:aa vil-
jeltiin tavanomaisesti (BHI) tai tdmdn keksinndn mukaisten
menetelmien mukaisesti esimerkissd 9 kuvaavana esimerkkind

esitetylld tavalla. Kuviossa esitetddn ndiden eri Shigella-
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solupreparaattien kykya tunkeutua INT-407-soluihin.
Yksityiskohdat on esitetty esimerkin 35 kappaleessa 12.

Kuvio 11 kuvaa graafisesti tdmdn keksinndén mukaisten mene-
telmien mukaisesti kasvatetun Shigellan immunologisen
ristiinreagoivuuden voimistumista. Vasta-aineiden muodostu-
misen kdynnistdmiseen kdytettiin tdmdn keksinndn mukaisten
menetelmien mukaisesti kasvatettua S. flexneri 2457T:té&
esimerkissd 9 kuvaavana esimerkkind esitetylla tavalla.
Kuviossa on esitetty ndiden muodostuneiden vasta-aineiden
agglutinaatioaktiivisuutta S. ,flexnerin, S. sonnein, S.
dysenteriaen ja S. boydiin serotyyppejd vastaan, joita oli
kasvatettu tavanomaisesti (BHI) tai tamdn keksinnén mukais-
ten menetelmien mukaisesti esimerkissd 9 kuvaavana esimerk-
kind esitetylld tavalla. Yksityiskohdat on esitetty esimer-
kin 36 kappaleessa 12.

Kuvio 12 kuvaa graafisesti sapen konsentraation ja Helico-
bacter pylori -viljelmdn kasvuvaiheen vaikutusta Helico-
bacter pylori NB3-2 -solujen adheesiokykyyn. H. pylori NB3-2
-soluja kasvatettiin elatusaineessa, Jjoka sisdalsi 0 %,
0,025 %, 0,05 % tai 0,1 % sappea ja ne koottiin talteen 8,
10, 12 ja 18 h ymppdyksestd. Kuviossa on esitetty ndiden eri
H. pylori NB3-2 -solupreparaattien kykyad tunkeutua INT-407-
soluihin. Yksityiskohdat on esitetty esimerkin 38 kappalees-
sa 14.

Kuvio 13 esittdd graafisesti sapen konsentraation ja Helico-
bacter pylori -viljelmdn kasvuvaiheen vaikutusta Helico-
bacter pylori G1-4 -solujen adheesiokykyyn. H. pylori Gl-4
-soluja kasvatettiin elatusaineessa, joka sisdlsi 0 %, 0,1 %
tai 0,2 % sappea ja ne koottiin talteen 6, 8, 10, 12, 14 ja
16 tuntia ymppdyksestd. Kuviossa on esitetty ndiden erilais-
ten H. pylori G1-4 -solupreparaattien kyky& tunkeutua INT-
407-soluihin. Yksityiskohdat on esitetty esimerkin 38 kappa-

leessa 15.
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5. Keksinnédn vksityiskohtainen selitys

Tadman keksinndén mukaiset menetelmat liittyvdt suolistobak-
teerien kasvattamiseen in vitro -olosuhteissa kayttamalla
tiettyjen olosuhteiden yhdistelmdd, jossa tietyt komponentit
on valittu k&ynnistdmddn antigeenien ja/tai virulenssi-

tekijdiden ilmentymisen tai voimistamaan tdta.

Tédssd keksinndssad ja patenttivaatimuksissa termi "suolisto-"
tarkoittaa bakteereja, jotka esiintyvat normaalisti tai ovat
assosioituneena mihin tahansa eldimen gastrointestinaali-
kanavan osaan, sekda mitd tahansa bakteeria, joka saa aikaan
infektion missd tahansa eldimen gastrointestinaalikanavan
osassa. Nditd suolistobakteereja ovat seka grampositiiviset

ettd gramnegatiiviset bakteerit.

Termit "komponentit" Jja "olosuhteet" 1liittyvat tassa kek-
sinndéssd ja patenttivaatimuksissa moniin tekijdéihin, jotka
liittyvadt suolistobakteerin luonnolliseen ymparistdéédn in
vivo -olosuhteissa ja muihin tekijdihin. Naitd komponentteja
ja olosuhteita ovat mainittuihin kuitenkaan rajoittumatta
sappi, sappihapot tai tamdn suolat tai niiden biologiset
prekursorit, kuten kolesteroli, pH, mikroaerofiiliset olo-
suhteet, osmolaarisuus ja bakteerien talteenotto tai kokoa-

minen halutussa bakteerien kasvuvaiheessa.

Termi "antigeenit" ja siihen liittyvd termi "antigeeninen"
sisaltdad tassa keksinndssd ja patenttivaatimuksissa anti-
geenit tai antigeenien ominaisuudet, joita ovat mainittuihin
kuitenkaan rajoittumatta makromolekyylit, jotka tuovat oman
osansa solujen morfologiaan tai solujen 1liikkuvuuteen;
proteiinit, tarkemmin sanottuna pinnan proteiinit, lipopoly-
sakkaridit ja hiilihydraatit. Mainitut antigeenit ovat

edullisesti immunogeenisia.

Termi "immunogeeninen" tarkoittaa tdssd keksinndssd ja pa-
tenttivaatimuksissa kykya saada aikaan vasta-aineiden muo-

dostuminen eldimissd sen jdlkeen kun mainittua eldintd on
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kasitelty koostumuksella, joka sisdltdd taman keksinndn
mukaisesti valmistettuja kokonaisia bakteereita tai mainitun

kokonaisen bakteerin fragmenttia.

Termi "antigeenisyyden suhteen parannettu" tal antigeenisten
ominaisuuksiensa suhteen parannettu" tai "parannettu" tar-
koittavat tdssd keksinndssd ja patenttivaatimuksissa sitéa
tilaa, Jjossa tamdn keksinndén mukaisten menetelmien mukai-
sesti kasvatetut suolistobakteerit ovat antigeeniensa suh-
teen. Tietyt immunogeeniset antigeenit ja/tai uudet immuno-
geeniset antigeenit esiintyvdt ndissa bakteereissa suurempi-
na pitoisuuksina kuin ndissd samoissa bakteereissa, joita on
kasvatettu tavanomaisia menetelmia kayttaen.

Termi "tavanomainen" tarkoittaa tdssd keksinndssa ja patent-
tivaatimuksessa tdlld alalla entuudestaan vallitsevaa tieta-

myksen tasoa.

Termi "mikroaerofiiliset olosuhteet" tarkoittaa tdssd kek-
sinndssd ja patenttivaatimuksissa anaerobisia olosuhteita
tai korkeita CO,-pitoisuuksia, 5 - 20 % CO,:ta ja 80 - 95 %
ilmaa sisdltavaa seosta; 5 - 20 % CO,:ta ja 80 - 95 % N,:ta
sisdltavaa seosta; tai 5 - 10 % O,:ta, 10 - 20 % CO,:ta ja
70 - 85 % N,:ta sisaltavaa seosta.

Termi "virulenssi" tarkoittaa tdss& keksinndéssd ja patentti-
vaatimuksessa niitd suolistobakteerien tekijdéitd, jotka
liittyvat bakteerin kykyyn tarttua ja/tai tunkeutua isé&ntdan
ja/tai kyetd eldmddn isdnndssd ja/tai saada aikaan patologi-

nen tila.

Termi "immunologisesti ristiin suojaava" tarkoittaa tassa
keksinnéssd ja patenttivaatimuksissa yhden bakteerikannan
tai serotyypin, joka on kokonainen solu tai jokin muu muoto,
aikaansaaman immuunivasteen kykya estdd tai heikentdd saman
isdnnan infektiota eri bakteerikannalla, serotyypilld tai
saman suvun lajilla.
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Termi "immunologisesti ristiinreagoiva" tarkoittaa tassa
keksinndéssd ja patenttivaatimuksissa yhden bakteerikannan
tai serotyypin, joka on kokonainen solu tai jokin muu muoto,
aikaansaaman humoraalisen immuunivasteen (toisin sanoen
vasta-aineiden) kykyad ristiinreagoida (toisin sanoen vasta-
aineen sitoutumisen perusteella) samaan sukuun kuuluvan eri
bakteerikannan, -serotyypin tai -lajin kanssa. Immunologinen
ristiinreagoivuus merkitsee bakteeri-immunogeenin poten-
tiaalia saada aikaan immunologinen ristiinsuojaus, mika

pitda myds paikkansa kaantaen.

Termi "isdntd" tarkoittaa tdssa keksinndéssd ja patentti-
vaatimuksessa Joko eldimessa in vivo -olosuhteissa tai
eldinsoluviljelmissd in vitro -olosuhteissa. Termi "eldin"
sisdltdd tdssa keksinndssd ja patenttivaatimuksissa, mainit-
tuihin kuitenkaan rajoittumatta, kaikki tasaldmpdiset elidt,
kuten nisakkddt ja linnut (esimerkiksi kana, kalkkuna, ankka

ja muut nditd vastaavat linnut).

Antigeeniensd suhteen parannettuja suolistobakteereja tai
naiden immunogeenista fragmenttia tai johdannaista sisdl-
tavassa rokotteessa voivat suolistobakteerit olla tamdn kek-
sinndén mukaisesti joko eldvid bakteereita tai ne voivat olla
inaktivoituja ja ne voivat lisdksi sisdltdd adjuvanttia,
kuten alumiinioksidia, 06ljy-vesi-emulsiota, enterotoksi-
geenisesta E. colista perdisin olevaa lampdlabiilia tok-
siinia (LT), té&mdn ei-toksigeenisia muotoja (esimerkiksi
mLT) ja/tai tadmdn yksittdisid alayksikk6jd, Bacille Calmet-
te-Guerin (BCG) -adjuvanttia tai Freundin adjuvanttia,
mainittuihin kuitenkaan rajoittumatta, ja ne voivat lisdksi
sisdaltaa sopivaa farmaseuttista kantaja-ainetta, joita ovat
mainittuihin kuitenkaan rajoittumatta fysiologinen suola-
livos, glukoosi tai jokin muu vesipitoinen liuos. Muita
sopivia farmaseuttisia kantaja-aineita on kuvattu teoksessa
Remington’s Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing
Company, joka on tdmdn alan perusteos. Tassd keksinndssd ja
patenttivaatimuksissa sisdltdd termi "rokote" myds "passii-
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viset rokotteet", jotka sisdltavat vasta-aineita, jotka si-
toutuvat spesifisesti niihin patogeeneihin, joiden aiheut-
tamilta infektioilta tai sairauksilta pyritddn n&illa toi-

menpiteilld suojautumaan.

Termi "inaktivoidut bakteerit" tarkoittaa tassd keksinndssé
ja patenttivaatimuksissa suolistobakteereja, jotka ovat
infektiokyvyttémid ja/tai kolonisointikyvyttdmid ja niihin
sisdltavat sekd heikennetyt ettd tapetut bakteerit. Heiken-
netyt bakteerit voivat replikoitua mutta eivdt voi aiheuttaa
infektiota tai tautia. Mainitut bakteerit voidaan inaktivoi-
da milld tahansa alan ammattikokemuksen perusteella tunne-
tulla menetelmdalla. Bakteerit voidaan esimerkiksi inakti-
voida kemiallisesti, kuten kiinnittdm&lld formaliinilla, tai
inaktivoida fysikaalisesti, kuten kdyttamdalld lampda, ultra-
danikdsittelyd tai sateilytystd, jotta ne saadaan kykenemdt-
tOmdksi replikoitumaan ja/tai saamaan aikaan infektiota

ja/tai aiheuttamaan sairautta.

Rokotetta on annettava tehokas maard, jossa "tehokas mddra"
madritellddn sellaiseksi suolistobakteerien tai ndiden immu-
nogeenisen fragmentin tai johdannaisen mddrdksi, joka kyke-
nee saamaan aikaan immuunivasteen potilaassa. Tarvittava
maddrd on erilainen kaytetyn bakteerin, fragmentin tai joh-
dannaisen antigeenisyyden mukaan ja rokotettavan kohteen
lajin ja painon mukaan, mutta se voidaan saada selville
vakiomenetelmin. Taman keksinnén edullisissa sitd rajoitta-
mattomissa sovellutusmuodoissa tehokas mdard rokotetta saa
aikaan antibakteriaalisen wvasta-ainetiitterin kohoamisen,
joka on vdhintd&n kaksinkertainen ennen rokotusta vallinne-
eseen tiitteriin verrattuna. Edullisessa spesifisessd tdéta
keksintdd rajoittamattomassa sovellutusmuodossa annetaan
isdnndlle noin 107 - 10! bakteeria ja edullisesti 10% -
1019 bakteeria. Edullisia rokotteita ovat inaktivoituja
kokonaisia bakteereja sisdltavit rokotteet.
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Termi "tehokas mddra" sellaisena kuin sitd kdytetdan passii-
visiin rokotteisiin, on se vasta-ainemddrd, joka kykenee
estdmddn tai vahentamddn bakteerisairautta tai infektiota.
Tarvittava mdadrd on erilainen vasta-ainetyypin ja vasta-
ainetiitterin ja rokotettavan kohteen lajin ja painon mu-

kaan, mutta tamd voidaan saada selville vakiomenetelmin.

Tamdn keksinnén mukaisia rokotteita voidaan antaa paikalli-
sesti ja/tai systeemisesti milld tahansa tdlla alalla tun-
netulla menetelmdlld, mukaan lukien mainittuihin kuitenkaan
rajoittumatta, annostelu suonensisdisesti, ihonalaisesti,
lihaksensisdisesti, emdttimensisdisesti, intraperitoneaali-
sesti, intranasaalisesti, oraalisesti tai jollakin muulla

limakalvon kautta tapahtuvalla annostelulla.

Rokotteita voidaan antaa valmistettuna sopivaan, ei-toksi-
seen farmaseuttiseen kantaja-aineeseen, ne voivat olla
valmistettuja mikrokapseleihin, ja/tai ne voivat olla val-

mistettuja rokotetta pitkddn vapauttavaan implanttiin.

Rokotteita voi olla vasta-ainepitoisuuksien sdilyttamiseksi

haluttua antaa useita kertoja tietyin aikavédlein.

Tamadn keksinndén mukaisia rokotteita wvoidaan antaa muiden
bakteriosidisten tai bakteriostaattisten menetelmien yhtey-

dessa.

Taman keksinndén mukaisia vasta-aineita voidaan saada kayt-
tamdlld mitd tahansa tamdn alan ammattikokemuksen perus-
teella tunnettua tavanomaista menetelmdd, kuten, mainit-
tuihin kuitenkaan rajoittumatta, menetelmdd, joka on kuvattu
teoksessa Antibodies A Laboratory Manual [E. Harlow, D.
Lane, Cold Spring Harbor Laboratory Press, (1989)]. Taval-
lisesti eldin (voidaan kayttdd hyvin suurta mddra selkd-
rankaislajeja ja yleisimmin k&aytettyjd ovat hiiret, rotat,
mersu, hamsterit ja kaniinit), immunisoidaan tamén keksinnén

mukaisilla kokonaisilla antigeenisyydeltddn parannetuilla
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suolistobakteerisoluilla tai ndiden immunogeenisella frag-
mentilla tai johdannaisella adjuvantin tai minka tahansa
immunogeenin tehokkuutta voimistavan aineen 1ldsnaollessa,
joka myds voidaan jattdd pois, ja tehosterokotukset suorite-
taan sddnndllisen valein. Eldimen seerumista madritetddn
haluttu vasta-aine mill& tahansa sopivalla menetelmdalld.
Mainitun eldimen seerumia tai verta voidaan kayttdd poly-

klonaalisten vasta-aineiden l&htdmateriaalina.

Monoklonaalisten vasta-aineiden kyseessd ollessa eldimia
kdsitellddn edelld kuvatulla tavalla. Kun vasta-aineen
tiitterin havaitaan olevan hyvaksyttavad luokkaa, eldin
lopetetaan ja perna poistetaan aseptisesti fuusiota varten.
Pernasolut yhdistetddn erityisesti valittuun myeloomajatko-
solulinjaan ja seosta kdsitelldd&n solujen fuusiota edista-
valla aineella, tyypillisesti polyetyleeniglykolilla tai
jollakin muulla t&td vastaavalla aineella. Fuusion osapuolet
valikoituvat ndissd olosuhteissa sattumanvaraisesti ja
tulokseksi saatava tuote on fuusioituneita soluja sisaltava
seos, Jjoka myds sisdltdd molempia fuusioitumattomia solu-
tyyppejad olevia soluja. Fuusioon kdytettdvdt myeloomasolu-
linjat on valittu erityisesti siten, ettd selektiomediumia,
kuten HAT:td, hypoksantiinin, aminopteriinin ja tymidiinin
seosta, kayttamdlld ainoastaan solut, jotka sdilyvidt elossa
niitd fuusioseoksesta viljeltdessd, ovat immunisoidusta
luovuttajasta perdisin olevien solujen ja myeloomasolujen
vdlisia hybridejd. Solut laimennetaan fuusion jalkeen ja
niitd viljellddn selektiomediumeissa. Viljelymediumeista
seulotaan vasta-aine, jonka spesifisyys valittua antigeenid
kohtaan on haluttua tyyppid. Haluttua vasta-ainetta sisdltéa-
vistda viljelmistd valmistetaan soluklooneja rajalaimennok-
sella, joka on sitd luokkaa, ettéa soluviljelman voidaan
katsoa olevan peraisin yhdestd solusta. Taman keksinndn
mukaisilla vasta-aineilla on kaytt6d passiivisina rokotteina

suolistobakteeri-infektioita ja sairauksia vastaan.
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Menetelmiin isdnndssd esiintyvien vasta-aineiden tai mainit-
tujen bakteerien havaitsemiseksi sisdltyvdt immunomdadri-
tykset. Tadllaiset mddritykset ovat tdlla alla tunnettuja ja
niitd ovat mainittuihin kuitenkaan rajoittumatta radio-
immunomddritykset (RIA), entsyymivdlitteiset immunosorbent-
timddritykset (ELISA), fluoresenssi-immunomddritykset ja
fluoresenssipolarisaatioimmunomddritykset (FPIA).

Vield yhteen sovellutusmuotoon sisaltyvat diagnostiset mda-
rityspakkaukset, jotka sisdltavat kaikki valttamadttomat rea-
genssit, joita tarvitaan tamdn keksinndén mukaisen halutun
immunomddrityksen suorittamiseen. Diagnostinen mddritys-
pakkaus voidaan valmistaa kaupallisesti pakattuun muotoon
yhdistelméné, joka sisdltdd yhden tai useamman sdilidn,
joihin halutut reagenssit on asetettu. Tallainen mddritys-
pakkaus sisdltda tamdn keksinnén mukaisia suolistobakteere-
ja, ja/tai taman keksinnén mukaista monoklonaalista tai
polyklonaalista vasta-ainetta yhdistettynd wuseisiin ta-
vanomaisiin madrityspakkauksen komponentteihin. Tavanomaiset
maddrityspakkauksen komponentit ovat tadmén alan ammatti-
kokemuksen perusteella ilmeisid ja niita on kuvattu useissa
julkaisuissa, mukaan lukien julkaisu Antibodies A Laboratory
Manual [Harlow, E., Lane, D., Cold Spring Harbor Laboratory
Press (1989)]. Tavanomaisia maddrityspakkauksen komponentteja
voivat olla sellaiset tarvikkeet, kuten esimerkiksi mikro-
tiitterilevyt, puskurit, joiden tarkoituksena on sailyttda
mddritysseoksen pH (kuten Tris, HEPES ja muut vastaavat
puskurit, mainittuihin kuitenkaan rajoittumatta), konju-
goidut sekundaariset vasta-aineet, kuten peroksidaasilla
konjugoitu anti-hiiri-IgG (tai mika tahansa sellaista eldin-
t4 vastaan suunnattu anti-IgG, josta ensimmdinen vasta-aine
oli valmistettu) ja muut nditd vastaavat komponentit ja muut

vakioreagenssit.

Taman keksinndén mukaisia menetelmid ovat suolistobakteerien
kasvatus sopivassa valttamdttdmdt ravinteet sisdltdvissa
perusviljelymediumissa, kuten kaupallisesti saatavilla oleva
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aivo-sydadn-infuusiolihaliemi "BHI", Luria-lihaliemi ("LB"),
lampaanveriagar "SBA", Brucella-lihaliemi, Meuller-Hinton-
lihaliemi, proteose peptone beef extract -lihaliemi ja muut
vastaavat tuotteet, mainittuihin kuitenkaan rajoittumatta,
ja joissa kaytetddn useita erilaisia olosuhteita ja kom-
ponentteja, joita ovat 0,05 - 3 % sappea tai 0,025 - 0,6 %
yhtd tai useampaa sappihappoa tai ndiden suolaa tai ndiden
biclogista prekursoria, kuten kolesterolia, mainittuihin
kuitenkaan rajoittumatta, 30 - 42 °C:n vdlisessd lampodtilas-
sa siihen asti, kunnes solut ovat saavuttaneet varhaisen
logaritmisen vaiheen kohdalla, varhaisen logaritmisen vai-
heen ja stationaarivaiheen vAalissd tai stationaarivaiheen
kohdalla olevan kasvuvaiheen, ilmassa tai mikroaerofiilisis-
sa olosuhteissa, kuten 5 - 20 % CO,:ta ja 80 - 95 % ilmaa
sisdltavassa seoksessa; 5 - 20 % CO,:ta ja 80 - 95 % N,:ta
sisdltdvéssad seoksessa; tai 5 - 10 % Oy:ta, 10 - 20 % CO5:ta
ja 70 - 85 % N,:ta sisdltdvassa seoksessa, ja mahdollisesti
divalenttisten kationien kelaattorin lé&sndollessa, kuten,
mainittuihin kuitenkaan rajoittumatta 0 - 100 uM, edullises-
ti 25 uM, BAPTA/AM (2’ (etyleenidioksi)dianiliini-
n,n,n’,n’-tetraetikkahappo/asetoksimetyyliesterin;Molecular
Probes, Eugene, OR), 0 - 10 mM EGTA:aa (etyleenibis(oksi-
etyleeninitrilo) -tetraetikkahappoa; Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO), 0 - 100 uM EGTA/AM:84& (etyleenibis(oksietyleeni-
nitrilo) -tetraetikkahappo/asetoksimetyyliesteri; Molecular
Probes, Eugene, OR); ja tulokseksi saatava olosuhteiden ja
komponenttien yhdistelmd tuottaa antigeenisiltd ominaisuuk-

siltaan parannettuja suolistobakteereja.

Viela yhden sovellutusmuodon mukaisesti t&mén keksinndn
mukaiset menetelmdt sisdltdvit myds suolistobakteerien
kasvattamisen valittomdsti edelld kuvatulla tavalla lukuun
ottamatta sita, ettd kasvatus tapahtuu divalenttisten katio-
nien kelaattorin, kuten 1,0 - 100 uM, edullisesti 25 uM,
BAPTA/AM:n, 0,5 - 10 mM EGTA:n tai 1 - 100 yuM EGTA/AM:n,
lasnaollessa, mainittuihin kuitenkaan rajoittumatta, mutta

ilman sappea, sappihappoja tai sappisuoloja.
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Tamdn keksinnén kyseessd ollessa kdyttdkelpoista sappea tai
kayttokelpoisia sappihappoja tail naiden suoloja ovat mika
tahansa luonnossa esiintyvad sappiyhdiste, joita maksa erit-
tdd ja jotka normaalisti konsentroituvat sappirakkoon, seka
tamd alan ammattikokemuksen perusteella tunnetut synteetti-
set sappihapot, kuten, mainittuihin kuitenkaan rajoittumat-
ta, "OXGALL" (Difco Laboratories, Detroit, Michigan), naudan
sappi (Sigma Chemicals, St. Louis, Missouri) tai jotkin muut
kaupallisesti saatavilla olevat preparaatit seka koli-, de-
oksikoli-, taurokoli- ja glykokolihapot. Edullinen vaihto-
ehto on deoksikolaatti (DOC), joka on kaupallisesti saata-
villa oleva sappihappo, joka esiintyy in vivo -olosuhteissa
ohutsuolen loppuosassa ja paksusuolessa olevissa kohdissa,
joita jotkin suolistobakteerit kolonisoivat. Edullinen on

myds glykokolaatti (GC).

Tamdn keksinndén mukaisesti voidaan suolistobakteerivilijel-
mid, joita ovat Campylobacter sp., Yersinia sp., Helico-
bacter sp., Gastrospirillum sp., Bacteroides sp., Klebsiella
sp., Enterobacter sp., Salmonella sp., Aeromonas sp., Vibrio
sp., Shigella sp., Clostridium sp., Enterococcus sp. tai
Escherichia coli, valmistaa pakastettuina varastoviljelmina
tamdn alan ammattikokemuksen perusteella yleisesti tunne-
tuilla menetelmilld niitd voidaan sdilyttdd -80 °C:ssa
tulevaa kayttda varten. Campylobacter jejunin kantaviljelmid
voidaan esimerkiksi valmistaa kasvattamalla organismia 20 h
ajan trypticase soy agar -elatusaineessa, joka sisaltaa 5 %
lampaan erytrosyyttejd, joista fibriini on poistettu (SBA),
seoksessa, joka sisdltda 5 % O,:ta, 10 % CO,:ta, 85 % Ny:ta
(mikroaerofiiliset olosuhteet, "MC"). Escherichia coli,
Salmonella typhimurium, Helicobacter pylori 3ja Shigella
flexneri -kantaviljelmid voidaan valmistaa Kkasvattamalla
organismia brain heart infusion -lihaliemessa& ("BHI").
Bakteerit voidaan koota talteen pakastamista varten milla
tahansa tunnetulla menetelmdlld, esimerkiksi pyyhkim&lléa
viljelmd pumpulipuikolla maljalta ja suspendoimalla se
BHI:hin, joka sisaltdd 30 % glyserolia. Analyyttisiin tar-
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koituksiin tai tuotantofermentaatioihin tarkoitetut viljel-
midt voidaan valmistaa milld& tahansa yleisesti tunnetulla
menetelmdlld, kuten kasvattamalla organismia 1,5 % agaria
sisdltdvdssd BHI:ssa 37 °C:ssa MC -olosuhteissa tai olo-
suhteissa, joissa viljelmd on kosketuksessa ympardivaan
ilmaan, Jja siirtdmdlld tamadn Jjdlkeen vyksittdinen pesdke
lihaliemeen Jja viljelemalla taman keksinndén mukaisilla
menetelmilld, joita on kuvattu tdssd keksinndssad. Bakteerit
voidaan koota talteen milld tahansa alan ammattikokemuksen
perusteella yleisesti tunnetulla menetelmdlld, kuten sentri-

fugoimalla.

Edullisissa sovellutusmuodoissa kasvatetaan voimakkaasti
antigeenisid Campylobacter sp-soluja, jotka ovat edullisesti
jejuni- tai coli-lajeja, ja edullisesti jejuni-kantaa 81-
176, valttdmadttdmdt ravinteet sisdltavédssd elatusaineessa,

edullisesti BHI-lihaliemessd, joka 1lisdksi sisdltdd noin

o\®

0,1 % DOC:a tai noin 0,8 % sappea, 37 °C:ssa noin 10 - 80
CO,:ta ja noin 80-90 % ilmaa sisaltdvassd seoksessa ja solut
kootaan talteen viljelmdn kasvun edettyd mydhdisestd loga-
ritmivaiheesta stationaariseen vaiheeseen olevaan vaihee-

seen, ja tadmd tapahtuu tyypillisesti noin 20 tunnin kuluttua
ymppayksesta.

Muissa edullisissa sovellutusmuodoissa kasvatetaan antigee-
niensd suhteen parannettuja Shigella sp. -soluja, jotka ovat
edullisesti flexneri- tai dysenteriae-lajeja ja edullisemmin
flexneri-kantaa 2457T, valttdmattOmit ravinteet sisdltévassa
peruselatusaineessa, joka on edullisesti BHI-lihaliemi, joka
lisdksi sisdltdd noin 0,1 % DOC:td tai noin 0,8 % sappea
37 °C:ssa ilmassa ja kootaan talteen viljelmdn kasvun saavu-
tettua varhaisen logaritmivaiheen, joka on tyypillisesti
noin 30 minuuttia ymppdayksestd, kdayttden viljelmdad, jonka
kasvuvaihe on varhaisesta logaritmivaiheesta logaritmivai-
heen keskipaikkeille.
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Vield muissa edullisissa sovellutusmuodoissa antigeenisyy-
deltddn parannettuja Helicobacter pylori -soluja, edullises-
ti kantaa ATCC 49503, NB3-2 tai G1-4, kasvatetaan valtta-
mattomdt ravinteet sisdltdvdssad peruselatusaineessa, joka on
edullisesti BHI-lihalientd, joka lisdksi sisdltda noin 0,05 -
noin 0,2 % sappea tai noin 0,05 % glykokolaattia (GC),
37 °C:ssa seoksessa, joka sisdltdd noin 5 - 20 % CO,:ta ja
noin 80 - 95 % ilmaa, tai noin 10 % CO,:ta, joka sisaltda
noin 5 % O,:ta seka noin 85 % N,:ta, ja solut kootaan talteen
viljelmdn kasvun saavutettua logaritmivaiheen tai stationaa-
risen vaiheen. Edullisemmassa sovellutusmuodossa solut
kootaan talteen sen jalkeen kun viljelmd on saavuttanut

logaritmisen vaiheen.

Taman keksinndén mukaisten menetelmien mukaisesti viljeltyjen
suolistobakteerien morfologia ja/tai solujen liikkuvuudet
ovat muuttuneet ja/tai ne tuottavat tiettyja uusia pro-
teiineja, lipopolysakkarideja ja/tai hiilihydraatteja ja/tai
ne tuottavat ndita makromolekyylejd toisenlaisina pitoisuuk-
sina kuin pelkdstdan peruselatusaineessa viljellyt solut.
Voidaan tunnistaa sellaisia optimaalisia viljelyolosuhteita,
jotka parantavat solujen saantoa ja patogeenisuutta kuvaavia
arvoja. Nditd viljelyolosuhteita kdyttden voidaan tunnistaa
virulenssiin liittyvid antigeeneja, joiden esiintymistaso on

kohonnut tai joiden muodostuminen on kaynnistynyt.

Liikkuvuus ja karkeat morfologiset muutokset voidaan havaita
tarkastelemalla joko kasittelemdttdédmid tai varjattyjad bak-
teereja mikroskooppisesti. Tamdn keksinndén mukaisia menetel-
mid kdyttadmalld voi olla mahdollista saada tulokseksi muita
sellaisia muutoksia, joita voidaan havaita elektronimikro-

skoopilla tai fluoresenssimikroskoopilla.

Taman keksinndén mukaisilla menetelmilld kasvatettujen suo-
listobakteerien morfologia ja limaa muistuttavat ominaisuu-
det viittaavat siihen, ettd soluissa on saattanut indusoitua

kapselin ja/tai pintakerroksen ilmentyminen. Kapselin muo-
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dostumisen tutkimista varten voidaan valmistaa pinnan kom-
ponenttien, kuten proteiinien, hiilihydraattien ja lipo-
polysakkaridien, fenoliuutteita. Hiilihydraattien wmadrén
lisdantyminen voidaan havaita korkeapainenestekromatogra-
fialla (HPLC) .

Tamén keksinndn mukaisissa virulenssia voimistavissa kasva-
tusolosuhteissa kasvatetuista suolistobakteereista valmis-
tettujen ulkomembraanien proteiiniprofiileja voidaan luon-
nehtianatriumdodekyylisulfaatti-polyakryyliamidigeelielekt-
roforeesilla (SDS-PAGE) ja niitd voidaan verrata vastaaviin
profiileihin, jotka ovat perdisin tavanomaisissa elatus-
aineissa kasvatetuista organismeista. Suoritetaan SDS-PAGE
niiden muutosten maddrittdmiseksi, Jjoita bakteerisolujen
proteiineissa ja uutetuissa proteiineissa on indusoitunut
vasteena antigeenisyyttd voimistaville tai muuttaville
olosuhteille. Naistd koetuloksista saadaan kvalitatiivista
ja kvantitatiivista informaatiota, joka koskee niita solun
pinnassa tapahtuneita muutoksia, jotka liittyvat elimistddn
tunkeutumiskyvyn lisddntymiseen tai antigeenisyyden muuttu-

miseen.

Indusoituneiden tai muuntuneiden proteiiniantigeenien immu-
nogeeninen potentiaali voidaan maddrittdd Western-blottauk-
sella. SDS-PAGE:n avulla tunnistettujen indusoituneiden tai
muuntuneiden bakteeriproteiinien immunogeenisyys voidaan
mddrittdd yleisesti hyvaksytyilld Western-blottausmenetel-
milld tuonnempana kuvattavalla tavalla. Bakteeriantigeenien
madrittdmiseen voidaan kdyttdd mitd tahansa vasta-aineiden
materiaalildhdettd, kuten infektiosta toipumassa olevan ka-
niinin tai hillerin immuuniseerumia (tdmd& on tavanomaisesti
tai tamdn keksinnén mukaisten menetelmien mukaan kasvate-
tuilla eldvilld organismeilla oraalisesti infektoiduista
eldimistd perdisin oleva vasta-aineiden materiaalildhde),
suoliston 1lima (IgA-vasta-aineen lahtomateriaali), poly-

klonaaliset antiseerumit tai monoklonaalinen vasta-aine,
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esimeriksi C. jejunin flagelliinin kanssa ristiinreagoiva

vasta-aine.

Useilla ndistd bakteeriantigeeneistd seuraa muodostumisen
lisdantymistd virulenssiin liittyvien ominaisuuksien voi-
mistuminen. NAitd ominaisuuksia ovat adheesio viljeltyihin
ihmisten suolen epiteelisoluihin ja tunkeutuminen ndaihin
sekd kongopuna-variaineen sitomiskyky. Kongopuna-variaineen
sitomiseen perustuva madritys on yleisesti hyvaksytty vi-
rulessia ennustava menetelmd, joka on kuvattu tuonnempana ja
julkaisussa Andrews, et al., [Infect. Immun. 60 (1992)
3287 - 3295]; ja Yoder [Avian Dis. 33 (1989) 502 - 505].
Bakteerien kyky sitoa kongopunaa viittaa siihen, ettd nama
bakteerit kykenevdt sitomaan hemiini&, ja t&ll4 hemiinin-
sitomiskyvylld on korrelaatiota wvirulenssiin. Kongopunan
sitomiskyky korreloi myds sen suhteen, ettd Dbakteerien
tunkeutuminen epiteelisoluihin tapahtuu normaalia tehokkaam-

min.

Useimpien tavanomaisesti kasvatettujen C. jejunin Lior-sero-
tyyppien on aikaisemmin osoitettu olevan immunologisesti
ristiinreagoimattomia. Ndiden tietojen perusteella ndyttdisi
tarpeelliselta valmistaa ja antaa potilaille useita Lior-
serotyyppikantoja sisdltdvia rokotteita tai yhdistelma-
rokotetta yleisen suojan aikaansaamiseksi Campylobacter-
bakteereita vastaan. Tamdn keksinndén mukaisesti valmistetut
voimakkaasti  antigeeniset Campylobacter-bakteerit  ovat
immunologisesti ristiinreagoivia laajempaa Lior-serotyyppi-
joukkoa wvastaan kuin mitd on saatu aikaan kdyttden tavan-
omaisesti kasvatettuja Campylobacter-bakteereita. Samalla
tavoin ovat tamdn keksinndén mukaisten menetelmien mukaisesti
valmistetut antigeenisyydeltddn parannetut Shigella-baktee-
rit immunologisesti ristiinreagoivia ja immunologisesti
ristiin suojaavia laajempaa Shigella-lajien joukkoa vastaan
kuin mitd on saatavissa aikaan kéyttden tavanomaisesti
kasvatettuja Shigella-bakteereja. Tuonnempana kuvattavien
agglutinaatiomddritysten ja rokotetutkimusten tulokset ovat
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osoituksena ndistd immunologisesti ristiinreagoivista ja

immunologisesti ristiin suojaavista ominaisuuksista.

Taman keksinnén mukaisilla menetelmilld antigeenisyytensd
suhteen parannettujen suolistobakteerien valmistamiseksi on
korrelaatiota virulenssin voimistumiseen pieneldinmalleissa.
Useita kotieldimid voidaan kayttdd ihmisill& esiintyvan
Campylobacter-sairauden malleina. Immunisaatiotehokkuuden
kannalta tutkituin malli on Caldwell, et al.’:n, [Infect.
Immun. 42 (1983) 1176 - 1182] avattavissa oleva suolen sol-
minta, aikuisten kaniinien ripuli (RITARD-malli). T&lla
mallilla on myds osoitettu Lior-serotyyppien liittyvédn kan-
tojen valiseen suojaukseen. Talla mallilla saadaan kuitenkin
mééritettyé pikemminkin resistenssid kolonisaatiota vastaan
kuin resistenssid sairautta vastaan. Bell, et al.’:n
[Infect. Immun. 58 (1990) 1848 - 1852] hillerimalli voi olla
kdyttdkelpoisempi malli, koska t&hdn eldimeen kehittyy
ihmisilld esiintyvan Campylobacter-sairauden oireita muis-
tuttavia oireita. Tatd uudempi malli on Bagar’in [Infection
and Immunity 63 (1995) 3731 - 3735] malli, jossa mdaritetdén
kolonisaatiota hiiressd. Tamd malli sisdltdd immunisoinnin,
minkd jdlkeen immunisoidulle hiirelle annetaan nasaalisesti
tai oraalisesti elavadd Campylobacter-bakteeria ja tamdn
jadlkeen tutkitaan suoliston kolonisaatiota seuraamalla
Campylobacter-bakteerien esiintymistd ulosteissa. Shigellan
kyseessd ollessa kdytetddn virulenssin ja rokotteen tehok-
kuuden maarittdmiseen hiiren kdsittelyd patogeeneilla nasaa-
lisesti Mallet, et al.’:n kuvaamalla tavalla (tatd on kési-
telty edelld kappaleessa 13). Helicobacter pylorin kyseessa
ollessa arvioidaan tamdn keksinnén mukaisten menetelmien
mukaan valmistetun H. pylorin potentiaalia rokotteena kayt-
tamalla Chen, et al.’n [Lancet 339 (1992) 1120 - 1121]
kuvaamaa mallia, joka perustuu mahan kolonisaatioon Helico-
bacter felis’illa.

On olemassa muita eldinmalleja, joilla on relevanssia
suolistobakteerien invaasion ja infektion kyseessd ollessa,
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ja niitd voidaan kayttdd tutkimuksissa, joilla pyritaan
selvittdmddn tamén keksinndén mukaisesti valmistettujen

parannettujen suolistobakteerien tehokkuutta rokotteena.

Tamidn keksinndén mukaisten menetelmien avulla valmistettuja
antigeenisyydeltddn parannettuja suolistobakteereja kdyte-
tdan tapetuista kokonaisista soluista tai alayksikdistd teh-
tyjen prototyyppirokotteiden valmistamiseen. Naiden rokot-
teiden wvoidaan osoittaa kaynnistdvdn vasta-aineiden muo-
dostumisen sen jalkeen kun niitd on annettu eldimille, miké&
siten on pitdvanad osoituksena rokotteiden suojaavasta poten-
tiaalista. Kun ndiden antigeenien pitoisuus tai niiden
muodostuminen bakteerisolussa lisadntyy, saadaan soluja,
joiden avulla saadaan aikaisempaa tehokkaampia rokotteita.

Tamdn keksinndén mukaisten menetelmien avulla valmistettuja
ehdolla olevia rokotepreparaatteja voidaan kayttdd useiden
limakalvon immunisointistrategioiden yhteydessd saamaan ai-
kaan immuunivaste suolessa. Suotuisan tuloksen tuottavia
immunisointimenetelmid voidaan tamdn jalkeen kayttdd anta-
maan suoja elaimille, joita on kdasitelty patogeeneilld,
joiden antigeenisyys on tai ei ole normaalia voimakkaampaa.
Rokotteet voidaan myds formuloida yhdistelmlrokotteiksi,
esimerkiksi Shigella- ja Campylobacter-soluja tai naiden
komponentteja voidaan yhdistdd vyhdeksi rokotteeksi, ja

niistd voidaan suorittaa tutkimuksia.

Tuonnempana kuvattavien kokeellisten lahestymistapojen avul-
la kyetaan havaitsemaan pinta-antigeenien ja muiden omi-
naisuuksien muutoksia, jotka liittyvadt soluihin tunkeutumi-
sen tehostumiseen. Namd muutokset ovat sekd kvalitatiivisia
ettd kvantitatiivisia. Tarkeimpdnd on pidettava sitd, etta
ndilld kokeilla saadaan pitavadd ndyttdd tamdn keksinndn
mukaisilla menetelmilld aikaansaatavasta soluihin tunkeutu-
misen voimistumisesta ja immunogeenisesti asiaankuuluvien
antigeenien muodostumisen kdynnistymisestd. Tdllaiset anti-

geenisyydeltddn parannetut bakteerit saavat aikaan immuno-
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geenisen vasteen, joka antaa sellaisen suojan infektioita
vastaan, joka kattaa tavanomaisesti kasvatettuihin baktee-
reihin verrattuna suuremman mddradn bakteerikantoja, sero-
tyyppeja ja/tai lajeja, mistd syysta nama ovat kayttod-
kelpoisia tehokkaina rokotteina.

Tadmdn alan ammattikokemuksen perusteella tunnetaan useita
hyvadksyttyjda malleja ja nadmd ovat kayttdkelpoisia antigee-
nien ominaisuuksien, bakteerien virulenssin ja rokotteen
tehokkuuden parantumisen arviointiin tuonnempana kuvatta-

valla tavalla.

Seuraavaksi kuvataan tamdn keksinnén esimerkkejd, jotka

eivadt ole sitd rajoittavia.

6. Esimerkit: Menetelmdt antigeenisyydeltddn parannettujen

bakteerien valmistamiseksi

Esimerkki 1. Campylobacter jejuni -kantaa 81-176 siveltiin

juoviksi veriagarmaljoille (ndmd sisdlsivét trypticase soy
-agaria, ynnd 5 % lampaan erytrosyyttejd, joista fibriini
oli poistettu) ja maljoja inkuboitiin 20 h mikroaerofiili-
sessa GasPak-kammiossa (BBL, Cockeysville, MD) 37 °C:ssa.
Bakteerimattoja otettiin maljalta pyyhkimdlld sitd pumpuli-
puikolla ja bakteerit ympdttiin pulloihin, jotka sisdlsivat
1 litran BHI-mediumia, joka oli tasapainotettu etukdteen
sellaisen seoksen suhteen, jonka koostumus oli 10 % CO,:ta ja
90 % ilmaa ja joka sisdlsi 0,8 % OXGALL’ia (Difco, Detroit,
MI). Viljelmid inkuboitiin 20 tuntia ravistellen 37 °C:ssa

suljetussa pullossa, joka sisdlsi 10 % CO,:ta ja 10 % ilmaa,
ja solut koottiin sitten talteen edelld kuvatulla tavalla.

Esimerkki 2. Campylobacter jejuni -kantaa 81-176 siveltiin

juoviksi veriagarmaljoille (ndmd sisdlsivdt trypticase soy
-agaria, ynnd 5 % lampaan erytrosyyttejd, joista fibriini
oli poistettu) ja maljoja inkuboitiin 20 h mikroaerofiili-
sessa GasPak-kammiossa (BBL, Cockeysville, MD) 37 °C:ssa.

Bakteerimattoja otettiin maljalta pyyhkimilld sitd pumpuli-
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puikolla ja bakteerit ympdttiin pulloihin, jotka sisdalsivat
1 litran BHI-mediumia, joka oli tasapainotettu etukdteen
10-%:isen CO,:n suhteen ja joka sisalsi 0,01 - 0,1 % natrium-
deoksikolaattia (DOC). On ratkaisevaa valmistaa DOC ja
autoklavoida tama kantaliuoksena erikseen BHI-mediumista ja
lisdtda tatd valittdmdsti ennen bakteerien ymppdystd asepti-
sesti BHI-mediumiin sellainen mddra, ettd loppukonsentraa-
tioksi saadaan 0,01 - 0,1 %). Viljelmid inkuboitiin eri
pituisia aikoja korkeintaan 20 tuntia ravistellen 37 °C:ssa
seoksessa, jonka koostumus oli 5 % O,:ta, 10 % CO,:ta ja 85 %
N,:ta, ja solut koottiin tamdn jalkeen talteen edelld kuva-

tulla tavalla.

Esimerkki 3. Campylobacter jejuni -kantaa 81-176 siveltiin

juoviksi veriagarmaljoille (nadmd sisdlsivat trypticase soy
-agaria, ynna 5 % lampaan erytrosyyttejd, joista fibriini
oli poistettu) ja maljoja inkuboitiin 20 h mikroaerofiili-
sessd GasPak-kammiossa (BBL, Cockeysville, MD) 37 °C:ssa.
Bakteerimattoja otettiin maljalta pyyhkimdlld sitd pumpuli-
puikolla ja bakteerit ympdattiin pulloihin, jotka sisdlsivit
1 litran Brucella-lihalientd, joka oli tasapainotettu etu-
kateen 10-%:isen CO,:n suhteen ja joka sisdlsi 0,01 - 0,1 %
natriumdecksikolaattia. Viljelmid inkuboitiin 20 tuntia
ravistellen 37 °C:ssa seoksessa, jonka koostumus oli 5 %
O,:ta, 10 % CO,:ta ja 85 % N,:ta, ja solut koottiin témén
jalkeen talteen edelld kuvatulla tavalla.

Esimerkki 4. Campylobacter jejuni -kantaa 81-176 siveltiin

juoviksi veriagarmaljoille (ndmd& sisdlsivat trypticase soy
-agaria, ynnd 5 % lampaan erytrosyyttej&, joista fibriini
oli poistettu) ja maljoja inkuboitiin 20 h mikroaerofii-
lisessa GasPak-kammiossa (BBL, Cockeysville, MD) 37 °(C:ssa.
Bakteerimattoja otettiin maljalta pyyhkimdlld sitd pumpuli-
puikolla ja bakteerit ympattiin pulloihin, jotka sisdlsivat
1 litran Mueller-Hinton-lihalientd, joka oli tasapainotettu
etukdteen 10-%:isen CO,:n suhteen ja joka sisdlsi 0,01 -

0,1 % natriumdeoksikolaattia. Viljelmi& inkuboitiin 20 tun-
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tia ravistellen 37 °C:ssa seoksessa, jonka koostumus oli 5 %
O,:ta, 10 % CO,:ta ja 85 % N,:ta, ja solut koottiin tamdn

jadlkeen talteen edellad kuvatulla tavalla.

Esimerkki 5. Campylobacter jejuni -kantaa 81-176 siveltiin

juoviksi veriagarmaljoille (ndmd sisdlsivat trypticase soy
-agaria, ynnd 5 % lampaan erytrosyyttejd, joista fibriini
oli poistettu) ja maljoja inkuboitiin 20 h mikroaerofii-
lisessad GasPak-kammiossa (BBL, Cockeysville, MD) 37 °C:ssa.
Bakteerimattoja otettiin maljalta pyyhkimalla sitd pumpuli-
puikolla ja bakteerit ympdttiin pulloihin, jotka sisdlsivét
1 litran BHI-mediumia, joka o0li tasapainotettu etukdteen
10-%:isen CO,:n suhteen ja joka sisdlsi 0,1 % natriumdeoksi-
kolaattia. Viljelmid inkuboitiin 20 tuntia sekoittaen niita
hitaasti 37 °C:ssa 10-%:isen CO,:n ja 90-%:isen ilman seok-
sessa, ja solut koottiin tdmdn jdlkeen talteen edelld kuva-
tulla tavalla.

Esimerkki 6. Vibrio choleraeta sivelldan juoviksi BHI-agar-

)

maljoille (ndmd sisdlsivdt trypticase soy -agaria, ynnd 5 %
lampaan erytrosyyttejd, joista fibriini oli poistettu) ja
maljoja inkuboitiin 20 h ilmassa 37 °C:ssa. Bakteerimattoja
otetaan maljalta pyyhkimdlld sitd pumpulipuikolla ja baktee-
rit ympataan pulloihin, jotka sisdltdvdt 1 litran BHI-me-
diumia, joka sisdltda 0,1 % natriumdeoksikolaattia. Viljel-
mid inkuboidaan 20 tuntia ravistellen 37 °C:ssa ilmassa, ja
solut kootaan taman jalkeen talteen edelld kuvatulla taval-
la.

Esimerkki 7. Salmonella cholerasiusia sivellddn juoviksi

BHI-agarmaljoille ja maljoja inkuboidaan 20 h ilmassa
37 °C:ssa. Bakteerimattoja otetaan maljalta pyyhkimdlld sitd
pumpulipuikolla ja bakteerit ympdtddn pulloihin, jotka
sisaltdvat 1 litran BHI-mediumia, joka sisdltdad 0,1 %
natriumdeoksikolaattia. Bakteerimattoja ympatddn pulloihin,

jotka sisdltavat 1 litran BHI-mediumia, joka sisdlsi 0,1 %
natriumdeoksikolaattia. Viljelmid inkuboidaan 20 h ajan
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ravistellen 37 °C:ssa ilmassa ja solut kootaan taman jalkeen

talteen edelld kuvatulla tavalla.

Esimerkki 8. Salmonella typhimuriumia sivellddn juoviksi

Luria-lihaliemiagarmaljoille Jja maljoja inkuboidaan 20 h
ilmassa 37 °C:ssa. Bakteerimattoja ympatddn pulloihin, jotka
sisdltavat 1 litran BHI-mediumia, joka sisdltdaa 0,1 %
natriumdeoksikolaattia. Viljelmid inkuboidaan 20 h ajan
ravistellen 37 °C:ssa seoksessa, joka sisdltaa 10 % CO,:ta ja
90 % ilmaa. Yksi pesdke siirretdan yhteen litraan LB-me-
diumia, joka sisaltdda 0,1 % DOC:ta, ja tatd inkuboidaan
yldosastaan suljetussa kasvatuspullossa 37 °C:ssa ravistel-
len hitaasti. 12 tunnin kulutta laimennetaan 60 ml viljelm&d
1 litraksi samaa juuri valmistettua etukdteen ldmmitettya
mediumia ja tadtd inkuboidaan wvield 30 minuuttia ja kootaan

sitten talteen edelld kuvatulla tavalla.

Esimerkki 9. Shigella flexneri 2457T:ta siveltiin juoviksi

kongopuna-agarmaljoille ja nditd inkuboitiin 20 tuntia
37 °C:ssa ilmassa. Yksi punainen pesdke ympdttiin pulloihin,
jotka sisalsivdt 1 litran BHI-mediumia ja nditd inkuboitiin
ravistellen 12 tuntia. 50 ml tatd viljelmdd ympdttiin
250 ml:aan edeltd késin lammitettyd BHI-mediumia, joka
sisdlsi 0,1 % natriumdeoksikolaattia. Viljelmdd inkuboitiin
ravistellen 4 tunnin ajan 37 °C:ssa ilmassa. Tama viljelmd

laimennettiin sitten etukiteen lammitetylld BHI:1lla, joka

\e

sisdlsi 0,1 % DOC:t& siten, ettd sen ODgpp-arvoksi saatiin
noin 0,17, ja viljelmd4 inkuboitiin 30 minuuttia ravistellen
37 °C:ssa ilmassa ja solut koottiin sitten talteen edelld
kuvatulla tavalla.

Egimerkki 10. Campylobacter jejuni 81-176, 81-116 tai HC

[

-bakteereita (valmistettuna BHI:hin, joka sisdlsi 30 % gly-

serolia) sulatettiin nopeasti ja ne maljattiin lampaanveri-
agarille (SBA, 0,1 ml maljaa kohti). Ympattyj& maljoja inku-
boitiin 20 tunnin ajan 37 °C:ssa GasPak-kammiossa, joka si-

salsi mikroaerofiilisen ympdristén valmistamiseen tarkoi-
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tetun CampyPak Plus -reagenssipakkauksen (BBL, Cockeysville,
MD) . Bakteerimatto poistettiin maljoilta pyyhkimalla
pumpulipuikolla ja bakteerit suspendoitiin 10 ml:aan BHI:ta&.
Bakteerisuspensio ympdttiin 2 litran pulloon, joka sisdlsi
1 litran pelkkdad BHI-lihalientd tai BHI-lihalientd, joka
sisdlsi 0,1 % DOC:ta, tasapainotettuna etukdteen 10-%:isen
CO,:n ja 90-%:isen ilman seoksen suhteen. Ymppia lisdttiin
edelta kdsin tasapainotettuun mediumiin siihen asti, kunnes
ODg,5-arvo vastasi arvoa 0,05. Ympattyyn pulloon johdettiin
uudelleen 10-%:isen ja 90-%:isen ilman seosta ja pulloa
sekoitettiin hitaasti 20 tunnin ajan 37 °C:ssa. Tassd vai-
heessa bakteerit koottiin talteen edelld kuvatulla tavalla.

Esimerkki 11. Helicobacter pyloria 1lisdttiin BHI-lihalie-

meen, Jjoka sisdlsi 4 % nautavasikan seerumia. Ymppayksen
jadlkeen pullot huuhdeltiin seoksella, jonka koostumus oli

5
37 °C:ssa ravistellen. Tamdn inkuboinnin jdlkeen 2,5 ml tata

o\°

O,, 10 % CO,, 85 % N,, ja niitd inkuboitiin 22 tuntia

viljelmaa siirrettiin kasvatuspulloon, joka sisdlsi BHI-
lihalientd, joka sisdlsi 4 % nautavasikan seerumia tai tata
samaa mediumia, joka lisdksi sisdlsi 0,05 % natriumglyko-
kolaattia. Naiden viljelmien kaasutilaa huuhdeltiin uudel-
leen mikroaerofiilisella kaasuseoksella (5 % 0,, 10 % CO,,
85 % Ny), ja niitd inkuboitiin 20 - 24 tuntia 37 °C:ssa.
Solut koottiin talteen edelld kuvatulla tavalla.

Esimerkki 12. Salmonella typhimuriumia (valmistettuna

LB:hen, joka sisdlsi 30 % glyserolia) siveltiin juoviksi LB-
agarmaljalle ja maljaa viljeltiin 18 - 20 tuntia 37 °C:ssa
ilmassa. Maljalta poimittiin yksi pesdke ja se siirrettiin
1 litraan LB-mediumia tai LB-mediumia, joka sisdlsi 0,1 %
DOC:ta pulloissa, joiden kaasutilaa huuhdeltiin seoksella,
jonka koostumus oli 10 % CO,, 5 % CO,, 85 % N,, pullot sul-
jettiin ja niita inkuboitiin 12 tuntia ravistellen
37 °C:ssa. Taman jdlkeen bakteerit laimennettiin samaan
mediumiin siten, ettd ODggy-arvoksi saatiin 0,17 ja niitd

inkuboitiin identtisiss& olosuhteissa siihen asti, kunnes
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viljelmd saavuttaa varhaisen logaritmivaiheen, tyypillisesti
30 minuuttia laimentamisen jalkeen. Solut koottiin talteen

edelld kuvatulla tavalla.

Esimerkki 13. Salmonella typhimuriumia sivellddn juoviksi
LB-agarmaljalle ja viljellddan 18 - 20 tuntia 37 °C:ssa
ilmassa. Maljalta poimitaan yksi pesdke Jja se siirretdén

1 litraan LB:td tai LB:ta, joka sisdltdd 0,1 % DOC:ta, ja
sbluja inkuboitiin 12 tuntia 37 °C:ssa ilmassa. Tamdn j&al-
keen viljelmd laimennetaan (1/5) samaan juuri valmistettuun
mediumiin ja tata inkuboidaan vield 4 tuntia identtisissé
olosuhteissa. Tamdn jadlkeen bakteerit laimennetaan samaan
mediumiin, joka on juuri valmistettua, siten, ettd ODgy,-
arvoksi saadaan 0,17 ja niitd inkuboidaan identtisisséa
olosuhteissa siihen asti, kunnes viljelmi saavuttaa
logaritmivaiheen, tyypillisesti 30 minuuttia laimentamisen

jdlkeen. Solut kootaan talteen edelld kuvatulla tavalla.

Esimerkki 14. Klebsiella pneumoniaea sivellddn juoviksi BHI-
agarmaljalle ja inkuboidaan 18 - 20 tuntia 37 °C:ssa ilmas-
sa. Maljalta poimitaan yksi pesédke ja se ympdtddn 1 litraan
BHI:t4 tai BHI:td, joka sisaltaa 0,1 % DOC:td, ja pulloja

ravistellaan 12 tuntia 37 °C:ssa ilmassa. Taman jdlkeen

bakteerit laimennetaan samaan mediumiin siten, ettd ODggq-
arvoksi saadaan 0,17, ja niitd kasvatetaan vield 30 minuut-
tia ja solut kootaan sitten talteen edelld kuvatulla taval-
la.

Esimerkki 15. Enterobacter cloacaea sivellddn juoviksi BHI-
agarmaljalle ja inkuboidaan 18 - 20 tuntia 37 °C:ssa ilmas-
sa. Yksi pesdke ympatdan 1 litraan BHI:td tai BHI:t&, joka
sisdaltda 0,1 % DOC:td, ja pulloja ravistellaan 12 tuntia
37 °C:ssa.
mediumiin siten, ettd ODggg-arvoksi saadaan 0,17, ja niité

Taman jalkeen bakteerit laimennetaan samaan

kasvatetaan vield 30 minuuttia ja solut kootaan sitten
talteen edelld kuvatulla tavalla.
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Esimerkki 16. Escherichia coli -kantaa 0157:H7 siveltiin

juoviksi lampaanveriagarmaljalle ja maljaa inkuboitiin 18 -
20 tuntia 37 °C:ssa ilmassa. Yksi pesdke ympattiin 1 litraan
BHI:t4 tai BHI:td, joka sisdltdad 0,1 % DOC:ta, ja pulloa
ravistellaan 12 tuntia 37 °C:ssa. Taman jalkeen bakteerit
laimennetaan siten, ettd ODgqzp-arvoksi saadaan 0,17, ja niita
kasvatetaan wvield 30 minuuttia ja solut kootaan sitten

talteen edelld kuvatulla tavalla.

Esimerkki 17. Enterococcus faecalista sivellddn juoviksi

lampaanveriagarmaljalle ja inkuboidaan 18 - 20 tuntia
37 °C:ssa ilmassa. Yksi pesdke ympatadn 1 litraan BHI:td tai
BHI:t4, joka sisdltdd 0,1 % DOC:td, ja pulloa ravistellaan
12 tuntia 37 °C:ssa. Tamdn jalkeen bakteerit laimennetaan
siten, ettd ODggyp-arvoksi saadaan 0,17, ja niitd kasvatetaan

vield 30 minuuttia ja solut kootaan sitten talteen edelld

kuvatulla tavalla.

Esimerkki 18. Clostridium difficiled (jauhelihamedium, joka

sisaltaa 30 % glyserolia) sivellddn juoviksi anaercbeille
tarkoitetulle naudanmaksamediumista valmistetulle maljalle,
joka sisaltad 1,5 % agaria ja jota viljellddn 37 °C:ssa
mikroaerofiilisissd olosuhteissa (5 % CO, ja 95 % N,). Yksi
pesake siirretddn 1 litraan modifioitua jauhelihamediumia
tai tdtd samaa mediumia, joka sisdltd4 0,1 % DOC:td. Baktee-
reja viljellddn mikroaerofiilisissd olosuhteissa 37 °C:ssa

12 tuntia ja ne kootaan talteen edelld kuvatulla tavalla.

Esimerkki 19. Bacteroides fragilista (jauhelihamedium, joka
sisdltdd 30 % glyserolia) sivellddn juoviksi modifioidusta
jauhelihamediumista valmistetulle agarmaljalle ja viljellddn

[+ o

37 °C:ssa mikroaerofiilisissd olosuhteissa (5 % CO, ja 95 %

N,) . Yksi pesdke siirretddn 1 litraan modifioitua jauheliha-
mediumia tai tdta samaa mediumia, joka sisdltdd 0,1 %
DOC:ta. Bakteereja viljellddn wmikroaerofiilisiss& olo-
suhteissa 37 °C:ssa 12 tuntia ja ne kootaan talteen edelld

kuvatulla tavalla.
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Esimerkki 20. Yersinia pseudotuberculosista (Luria-liha-

liemi, joka sisdltdd 30 % glyserolia) sivelladdn juoviksi
Luria-lihaliemiagarmaljalle ja inkuboidaan 30 °C:ssa. Yksi
pesdke siirretddn 1 litraan LB-mediumia ja tata inkuboidaan
12 tuntia 30 °C:ssa. Tamd viljelmd laimennetaan (1/5) LB:hen
tai LB:hen, joka sisdaltdd 0,1 % DOC:ta, ja viljelmda inku-
boidaan 4 tuntia 37 °C:ssa. Viljelmdt laimennetaan t&min
jadlkeen samaan mediumiin siten, ettd ODgyy-arvoksi saadaan
0,17 ja viljelmdd inkuboidaan vield 30 minuuttia, minka
jadlkeen solut kootaan talteen edelld kuvatulla tavalla.

Esimerkki 21. Helicobacter pyloria lisatddn BHI-lihaliemeen,

]

jossa on lisdksi 4 % nautavasikan seerumia. Pullojen kaasu-
tila huuhdellaan ymppdyksen jdlkeen seoksella, joka sisdltdd
5% O, 10 % CO,, 85 % N, ja niitd inkuboidaan ravistellen
22 tuntia 37 °C:ssa. Taman inkuboinnin jalkeen 2,5 ml vil-
jelmda siirretddn pulloon, joka sisaltdd BHI-lihalientd seké
4 % nautavasikan seerumia tai tAtd samaa mediumia, joka
lisdksi sisdltdd noin 0,1 - noin 0,2 % naudan sappea. Ndiden
viljelmien kaasutilaa huuhdellaan uudelleen mikroaerofiili-
selld kaasuseoksella (5 % 0,, 10 % CO,, 85 % N,) ja inkuboi-
daan 20 - 24 tuntia 37 °C:ssa. Solut kootaan talteen edelld

kuvatulla tavalla.

7. Esimerkit: Antigeenisyyden suhteen parannetut bakteerit

Esimerkki 22. Liikkuvuuden ja karkean morfologian tarkaste-

lemiseksi kdytettiin mérkdnd kiinnitettyjen bakteerien tar-
kastelua mikroskoopilla. Pintakerroksia tarkasteltiin var-
jédadmalla kapseli tussivdrilld (nigrosiinilla). Solut vasta-
varjattiin ilmakuivauksen jalkeen kristallivioletilla.
Tarkastelut suoritettiin kokonaisuudessaan 1000-kertaisella

suurennoksella.

Taman keksinndn mukaisten menetelmien mukaisesti viljeltyjen
bakteerien (ndistd kaytetddn tuonnempana nimitystd "paranne-
tut" bakteerit) morfologia oli muuttunut pelkdssd perus-

mediumissa viljeltyihin (tavanomaisesti kasvatettuihin)
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bakteereihin verrattuna. Esimerkiksi "parannetut" C. jejuni
-bakteerit aggregoituivat ja muodostuvat suuria solukokka-
reita, kun taas tavanomaisesti kasvatetut solut olivat
pddasiassa yksittdisid. Kapselivdjdyksestd kavi ilmi (tulok-
sia ei ole esitetty), ettd bakteerien viljely tdmdn keksin-
nén mukaisia menetelmid kayttden muutti bakteerien pintaa.
Tamd pinnan muuttuminen johti itse asiassa siihen, etté
"parannetut" bakteerit sitoivat variaineesta nigrosiini-
partikkeleita. "Parannettujen" bakteerien liikkuvuus s&ilyi

hyvin voimakkaana.

Esimerkki 23. C. jejunin pinnan komponentit analysoitiin fe-

noliuuttoa kdyttden. Valmistettiin uutteita tavanomaisesti
kasvatetuista tai esimerkin 2 mukaan viljellyistd C. jejuni
81-176 -bakteereista. C. jejuni -solut koottiin talteen
elatusaineesta sentrifugoimalla edelld kuvatulla tavalla.
Solunappia uutettiin 1-%:isella fenolilla 2 tuntia huoneen-
lamméssa. Kokonaiset solut erotettiin uutetusta materiaalis-
ta sentrifugoimalla té&td 45 minuutin ajan. Uuttuneita bak-
teerin pinnan komponentteja sisdltdvd supernatantti dia-
lysoitiin tislattua vettd vastaan ydén yli. Retentaatti
sentrifugoitiin 105 000 x g:n voimalla 3 tunnin ajan
4 °C:ssa. Uutetun materiaalin nappi liuotettiin wuudelleen
10-%:iseen NaCl:84n ja saostettiin liuoksen tilavuutta kaksi
kertaa vastaavalla md&rdllad kylmda 95-%:ista etanolia.
Saostus toistettiin ja ndyte lyofilisoitiin. NAyte liuotet-
tiin ndiden vaiheiden jdlkeen veteen konsentraatioon 1 mg/ml

tarkemmin analysoitavaksi.

Uutteen hiilihydraattipitoisuus mddritettiin kayttden ylei-
sesti hyvaksyttyad fenoli-rikkihappomenetelmid kayttden stan-
dardina glukoosia. Uutteen uronihappopitoisuus madritettiin
Dischen menetelm&lld kayttden karbatsolireagenssia. Fenoli-
uutteen kokonaisproteiinipitoisuus mddritettiin bikinko-
niinihappomddritysreagenssipakkauksella (biccichinoic acid
assay kit) (Pierce Chem. Co. Rockford, IL).
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Merkillepantavaa oli uronihapon puuttuminen uutteesta. Monet
tyypilliset bakteerikapselit koostuvat uronihappopolymee-
reista. C. jejuni 81-176:n pinnan uutteet olivat odottamatta
itse asiassa pddasiassa proteiinia. "Parannettujen" solujen
uutteiden kokonaishiilihydraattipitoisuus oli kuitenkin
tavanomaisesti kasvatettujen solujen kokonaishiilihydraatti-

pitoisuutta suurempi.

Uutteiden hiilihydraatin ja proteiinin suhde on esitetty

alla olevassa taulukossa 1.

Taulukko 1. Tavanomaisesti (BHI) tai esimerkin 2 mukaisen
menetelmdn mukaisesti (parannettu) kasvatettujen C. jejuni
-solujen solun pinnan uutteiden hiilihydraatin ja proteiinin

valinen suhde

Lisayksesta ku-
lunut aika (h) BHI Parannettu
1 2 2
2 2 10
4 2 15
6 3 29

DOC:n kayttd elatusaineessa ja bakteerista uutettavissa ole-
van pinnan hiilihydraattipitoisuuksien kohoaminen olivat
suorassa suhteessa toisiinsa (taulukko 1). Uutettavissa ole-
vien pinnan hiilihydraattien pitoisuus kohosi yli 8-kertai-
sesti tamdn keksinndén mukaisten menetelmien mukaisesti
viljellyissd bakteereissa; pitoisuuden ei havaittu nousevan
tavanomaisesti kasvatetuissa bakteerissa. DOC-mediumissa
viljeltyjen bakteerisolujen aggregaatio ndytti johtuvan
pinnan uutteiden komponenteista.

Uute kykeni geeliytymddn voimakkaasti vedessd sen jalkeen
kun se oli hydroitu uudelleen, miké teki liuoksesta erittdin
viskoottisen ja limamaisen ja luonteeltaan samanlaisen kuin
aggregoituneet bakteerit. Uute muistutti toiminnallisilta
ominaisuuksiltaan mukiinityyppisid glykoproteiineja.
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Uutteet hydrolysoitiin yksittdisten monosakkaridien analy-
soimiseksi suljetuissa pulloissa 1 N trifluorietikkahapossa.
Naytteitd kuivattiin typen alla 2 h ja ne suspendoitiin
uudelleen tislattuun veteen. Sokerit erotettiin HPLC:lla
kdyttden Dionex Corp. -yhtién kromatografiamatriksia ja
livotinjarjestelmdd, joka sisdlsi liuottimena seosta, joka
sisdlsi 3 % 0,5 N NaOH:ta ja 97 % H,O:ta. Erotettujen mono-
sakkaridien madrittamiseen kdytettiin amperometristd havait-
semista. Vertailun vuoksi HPLC:1lla analysoitiin myds autent-
tinen monosakkaridistandardi, joka koostui fukoosista,
galaktosamiinista, glukosamiinista, galaktoosista, glukoo-

sista ja mannoosista.

Hydrolysoidun pinnan uutteen HPLC-analyysistd kavi selville,
ettd se sisdlsi useita monosakkarideja (kuvio 1). Tavan-
omaisesti kasvatetuista tai edelld olevan esimerkin 2 mukai-
sen menetelmdn mukaisesti kasvatetuista bakteereista perdi-
sin olevien uutteiden hiilihydraattikoostumukset eivat
ndyttaneen eroavan kvalitatiivisesti toisistaan. Ilmeni kui-

tenkin pieniad kvantitatiivisia eroavuuksia.

Esimerkki 24. Bakteerien proteiinit analysoitiin SDS-

PAGE:1lla ja Western-blottauksella. Kaytettiin Lugtenberg, et
al.’:n [FEBS Letters 58 (1975) 254 - 258] geelisysteemid.
Geelisysteemi on epdjatkuva geeli, joka koostuu pinoutumis-
geelistd, jonka akryyliamidipitoisuus on pieni (tyypillises-
ti 4 %) Jja 7jonka pH on 6,8, Jja erotusgeelistd, jonka
akryyliamidiprosenttimddrd on suurempi ja jonka pH on 8,8.
Molemmat geelit ja kaikki kdaytetyt puskurit sisdlsivat
SDS:aa (0,1 %). Proteiinit erottuivat molekyylikoon mukai-
sesti ja kdaytettiin erotusgeelejd, jotka sisdlsivdt 8 tai
12 % akryyliamidia. Erottuneet proteiinit wvisualisoitiin
kiinnitettyjen geelien hopeavdrjidykselld ja molekyylikoko
madritettiin standardeina kéytettyjen tunnettujen proteii-
nien M,.-arvojen perusteella. |
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C. jejuni -solujen proteiinit erotettiin SDS-PAGE:1lla ja vi-
sualisoitiin hopeavadrjdykselld. DOC:td kdyttden viljellyissd
soluissa indusoitui tai voimistui neljd proteiinia, joiden

joukossa esiintyi 62 kDa:n suuruinen proteiini (kuvio 2).

Esimerkki 25. S. flexnerin LPS analysoitiin fenoliuuttoa

kdyttden. S. flexneri -solut, joita oli kasvatettu tavan-
omaisesti tai t&man keksinndén mukaisesti sellaisena kuin
tdmd on esitetty kuvaavana esimerkkind edelld olevassa esi-
merkissd 9, koottiin talteen elatusaineesta sentrifugoimalla
edella kuvatulla tavalla. Lipopolysakkaridit (LPS) uutettiin
Westphal’in ja Jann’in [teoksessa Whistler, R., ed., Methods
in Carbohydrate Chemistry, vol 5; p. 83, (1965)] menetelmal-
l14. Lyhyesti mainittuna BHI:ssa tai edelld olevassa kuvaava-
na esimerkkind kdytetyssa esimerkissd 9 mainitulla tavalla
viljellyt solut koottiin talteen sentrifugoimalla ja ne
pestiin kerran PBS:ssa. Soluja uutettiin tamdn jdlkeen
15 minuutin ajan 68 °C:ssa veteen valmistetulla 45-%:isella
fenolilla. Uute j&dhdytettiin 10 °C:een ja se sentrifugoi-
tiin. LPS:4& sisaltdvad vesipitoinen ylafaasi poistettiin
imulla ja dialysoitiin tislattua vettd vastaan. Retentaatti
sentrifugoitiin 4 °C:ssa kerran 7 h ajan 80 000 x g:n voi-
malla ja kolme kertaa 105 000 x g:n voimalla kullakin ker-
ralla 3 tunnin ajan. Lopullinen nappi lyofilisoitiin. Ennen
analysointia LPS suspendoitiin uudelleen veteen (1 mg/ml).
Puhdistettu LPS luonnehdittiin hiilihydraattipitoisuuden
suhteen edella kuvatulla tavalla ja kayttadmdlld natrium-
dodekyylisulfaatti-polyakryyliamidigeelielektroforeesia
(SDS-PAGE) tuonnempana kuvattavalla ja kuviossa 5 esitetylla
tavalla.

S. flexnerin proteiiniprofiileista ei kdynyt ilmi mit&dn
suuria eroavuuksia tavanomaisesti wviljeltyjen ja "paran-
nettujen" solujen vdlilla kun ne analysoitiin kdyttden té&td
nimenomaista SDS-PAGE-jarjestelmdd. "Parannetuista" soluista
perdisin olevan LPS:n hiilihydraatin ja kuivapainon valiset
suhteet olivat pienempid kuin BHI-soluista perdisin olevissa
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uutteissa. S. flexnerin LPS:1lle suoritettu SDS-PAGE ja tamdn
jédlkeen tehty hapetus ja hopeavarjdys osoittivat kuitenkin
LPS:n rakenteen muuttuneen huomattavasti (kuvio 5). Kuten
geelin kanavassa "2" havaitaan, oli "parannetusta" S. flex-
neristd perdisin olevan LPS:n O-antigeenifraktion pituus
pienentynyt. Tamd tulos tdydensi "parannetuista" soluista
perdisin olevan LPS:n pienentynyttd hiilihydraatin ja kuiva-

painon vilista suhdetta koskevia havaintoja.

Nama tulokset wviittaavat siihen, ettd '"parannetut" solut
muodostavat pinnalleen lyhyehkéja O-antigeenisivuketjuja ja
ne saattavat tehdd bakteerista potentiaalisesti normaalia
hydrofobisemman. Normaalia hydrofobisempi bakteeri voi
osallistua normaalia voimakkaampaan vuorovaikutukseen suo-

liston hydrofobisten pintojen kanssa.

Esimerkki 26. Proteiinien immunogeenisyys maddritettiin Wes-

tern-blottien avulla. Tavanomaisesti tai ta&mdn keksinnén
mukaisten menetelmien, sellaisena kuin ne on esitetty kuvaa-
vana esimerkkind edelld olevassa esimerkissd 1 tai 5, avulla
kasvatetuita bakteereista perdisin olevat proteiinit erotet-
tiin SDS-PAGE:1lla ja ne siirrettiin sitten elektroforeetti-
sesti nitroselluloosa- tal PVDF-membraaneille ja membraanit
tehtiin reagoimattomiksi tavallisesti k&ytetylld reagoimisen
estdvalla reagenssilla (3-%:inen BSA, 50 mM Tris (pH 8,5),
50 mM NaCl, 0,2 % Tween 20]. Membraania kdsiteltiin primaa-
risella vasta-aineella reagoinnin ehkdisypuskurissa, tamén
jalkeen blotti pestiin ja membraania kdsiteltiin sekundaari-
sen vasta-aineen ja reportteriryhmdn muodostavalla konjugaa-
tilla. Blotti visualisoitiin pesun jdlkeen valoa tai kromo-
foria tuottavilla substraateilla. Kaytetty reportteriryhmi
oli piparjuuriperoksidaasi tai alkalinen fosfataasi.

Kuvio 3 kuvaa IgA:ta sisdltdvdlli kaniinin immuunilimalla
suoritetusta Western-blottauksesta saatuja proteiineja. Ku-
ten voidaan havaita, o0li 62 kDa:n suuruinen proteiini immu-

nodominantti antigeeni. 62 kDa:n suuruisen proteiinin immu-
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nogenisyys voimistui huomattavasti DOC:n tai sapen kanssa
viljellyiss& soluissa. Tamd proteiini oli myds vallitseva
antigeeni DOC:n kanssa viljellyistd soluista valmistetussa

pinnan uutteessa.

Voimistuneesti kayttdytyvan proteiinin osoitettiin hiiressa
tehtyd Campylobacter-solujen flagelliinin kanssa ristiin-
reagoivaa monoklonaalista vasta-ainetta kdyttden olevan C.
jejunin flagelliini (kuvio 4). Tama oli merkittdva havainto,
koska useat tutkijat ovat osoittaneet, ettd C. jejunin
flagelliini 1liittyy patogeneesiin ja silla esiintyy asso-

siaatiota bakteerin invasiivisten ominaisuuksien suhteen.

Esimerkki 27. Virulenssin mddrittdmiseen kdytettiin solujen

kykyad sitoa kongopuna-vdriainetta. Suolistobakteerit, joita
oli kasvatettu tavanomaisesti (BHI) tai tdman keksinndén mu-
kaisten menetelmien avulla ("parannettu") BHI-agarmaljoilla,
jotka sisdlsivat 0,025 % kongopunaa, suspendoitiin uudelleen
tislattuun veteen ja uutettiin asetonilla 10 minuutin ajan.
Solujédtteet sentrifugoitiin napiksi Jja variaineen OD,g4q
madritettiin kdyttden nollaliuoksena liuosta, joka sisalsi
40 % asetonia ja 60 % vettd. Variaineen absorbanssia verrat-
tiin solujen absorbanssin 660 nm:n kohdalta ja tulos ilmoi-
tettiin OD,g4/0D¢¢y-suhteena. Tulokset on esitetty alla

olevassa taulukossa 2.
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Taulukko 2. Tavanomaisesti (BHI) tai tdmdn keksinndén mukais-
ten menetelmien mukaisesti (parannettu) kasvatettujen pato-

geenisten suolistobakteerien sitoman kongopuna-variaineen

madra
Variaineen absorbanssi
Kanta BHI Parannettu
C. jejuni 81-176 0,07 0,49
jejuni 81-116 0,06 0,49
S. typhimurium SR11 0,05 0,3
S. flexneri 2457T 0,02 0,13
V. cholera 569b 0,7 2

Taulukosta 2 kdy ilmi, ettd useiden tdmdn keksinnén mukai-
sestl viljeltyjen suolistobakteerilajien kyseessda ollessa
sitoutui kongopuna-variainetta tavanomaista voimakkaammin.
N&md tulokset osoittavat, ettd tamdn keksinndén mukaisten
menetelmien mukaiset in vitro -olosuhteissa kdytettévat
menetelmdt ovat kayttdkelpoisia virulenssin aikaansaamiseen
ja muiden sellaisten ominaisuuksien aikaansaamiseen, joiden
tiedetddn korreloivan patogeneesiin in vivo -olosuhteissa

muiden bakteerilajien kyseessd ollessa.

Esimerkki 28. Analysoitiin bakteerien adheesiota viljeltyi-

hin epiteelisoluihin. Bakteerien adheesio mddritettiin
Galan’in ja Curtiss’in [Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86 (1989)
6383 - 6387] kuvaamalla tavalla. Kudosviljelysoluja

[INT-407-soluja tai Henle-soluja (ATCC # CCL6) sekd ihmisen
CaCo-2 (ATCC # HTB37) -suolistosolulinjoja] viljeltiin 24-
kuoppaisissa kudosviljelylevyissa (37 °C, 5 % CO,) siihen
asti kunnes ne olivat saavuttaneet 60 - 80-%:isen yhteen-
kasvamisasteen. Medium on riippuvainen kaytetystda solulin-
jasta, mutta Henle-solujen kyseessd ollessa kaytettiin
Dulbeccon modifioimaa Eaglen mediumia, joka sisdalsi 10 % fe-
taalista naudanseerumia sekd G-penisilliinid ja strepto-
mysiinid, joiden kummankin konsentraatio oli 50 mg/ml, ja
CaCo-2-solujen viljelyn kyseessd ollessa kaytettiin RPMI
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1640 -mediumia, joka sisdlsi 10 % fetaalista naudanseerumia
ja G-penisilliinid ja streptomysiinid, joiden kummankin kon-
sentraatio oli 50 mg/pl. Elatusaine poistettiin viimeistdan
3 h ennen mddritysta ja solut pestiin kaksi kertaa Hank’s
balanced salt solution -liuoksella (HBSS), joka sisdalsi
magnesiumia ja kalsiumia. Tdmdn jalkeen yhden solukerroksen
paksuisten kasvustojen pddlle lisdttiin elatusainetta, josta
antibiootit oli jatetty pois.

Adheesiomddrityksia varten bakteereita esikdsiteltiin seu-
raavalla tavalla. Hitaasti kasvavien suolistobakteerien,
kuten Campylobacter- ja Helicobacter-solujen, kyseessa
ollessa bakteeriviljelmd laimennettiin juuri valmistetulla
etukdteen tasapainotetulla mediumilla tiheydeltddn ODg,c-
arvoon, jonka suuruus oli 0,1, ja tdtd kaytettiin t&man
jadlkeen mddrityksessd. Shigellan ja muiden nopeasti kasva-
vien suolistobakteerien kyseessd ollessa bakteeriviljelma
laimennettiin OD¢,5-arvoon 0,17 juuri valmistetulla etukdteen
tasapainotetulla mediumilla ja tatd kaytettiin sitten maa-
rityksessad. Bakteerit 1lisdttiin epiteelisoluihin kdayttden
kylldisyystason valttamiseksi infektion multiplisiteettind
10 bakteeria solua kohti. Kudosviljelykuoppaan ympdttyjen
bakteerien lukumddrd laskettiin laskemalla bakteerien maara
maljausmdaritykselld. 5-%:isessa CO,:ssa suoritetun infek-
toinnin jdlkeen, johon Campylobacter-solujen kyseessd ol-
lessa kaytettiin 2 tuntia ja Shigellan kyseessd ollessa
30 minuuttia, poistettiin sitoutumattomat bakteerit pesemdl-
la HBSS:1lla, minka& jdlkeen yhden solukerroksen paksuinen
kasvusto hajotettiin 0,1-%:isella deoksikolaatilla ja mal-

jattiin adheesion mddrittdmiseksi.

Alla olevassa taulukossa 3 on esitetty, miten lampdtila vai-
kuttaa tavanomaisesti tai tdmdn keksinnén mukaisten mene-
telmien, sellaisena kuin ne on esitetty kuvaavana esimerk-
kind edelld olevassa esimerkissd 5, mukaisesti kasvatettujen
C. jejuni 81-176 -bakteerin adheesioon INT407-soluihin.
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Alla olevassa taulukossa 4 on esitetty useiden tavanomai-
sesti tai taman keksinndén mukaisten menetelmien mukaisesti
kasvatettujen C. jejuni -kantojen adheesiokyvyn eroja.
Adheesio-% on ilmoitettu yhden solukerroksen paksuisesta
kasvustosta talteen saatujen pesdkkeitd muodostavien yksi-
(CFU)
suiseen kasvustoon ympatylla CFU-lukumdadrdlla,
kerrottu luvulla 100.

kéiden lukumdarana jaettuna yhden solukerroksen pak-

ja tulos on

Taulukko 3: Lampdtilan vaikutus tavanomaisesti (BHI) kasva-

tettujen tai tadmdn keksinndén mukaisesti (parannetut) kasva-

tettujen C. jejuni -solujen adheesioon INT-407-soluihin.

BHI Parannettu
Lampoétila (adheesio-%) | (adheesio-%)
37 °C 5,5 62,3
42 °C 5,5 11,2
Taulukko 4. Tavanomaisesti (BHI) tal té&mdn keksinndén mukais-

ten menetelmien mukaisesti (parannettu) kasvatettujen eri C.

jejuni -kantojen adheesio INT-407:44n (vertailutason moni-
kertoina) .

Kanta BHI Parannettu

81-176 1 8,4

81-116 1 12,5

HC 1 28,2

Invaasiomddrityksissd epiteelisoluja kasvatettiin ja esi-
kasiteltiin niiden edelld kuvattujen menetelmien mukaisesti,
joita k&ytettiin adheesiomddarityksen Kkyseessa ollessa.
Tavanomaisesti tai tamdn keksinndén mukaisten menetelmien
mukaisesti kasvatettuja bakteereita lisdttiin epiteelisolui-
hin kayttden infektion multiplisiteettind kyllaisyystason
valttamiseksi 10 bakteeria solua kohti. Kudosviljelykuoppaan
lisdattyjen bakteerien lukumddrd laskettiin laskemalla bak-

teerien lukumddrd maljausmenetelmdlld. Sellaisen infektion
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jélkeen, jossa Campylobacter-bakteereilla kaytettiin 2 tun-
nin kasittelya 5-%:isessa CO,:ssa ja Shigellalla 30 minuut-
tia, poistettiin infekioon kdytetyt bakteerit imulla, ja
yhden solukerroksen paksuisen kasvuston pddlle 1lisdttiin
gentamisiinid sisdltdvad elatusainetta kaikkien solunulkois-
ten bakteerien tuhoamiseksi. Kaikki viljeltdvissd olevat
bakteerit, jotka tdssa vaiheessa olivat vield havaittavissa,
olivat tunkeutuneet yhden solukerroksen paksuiseen epiteeli-
solukerrokseen. Inkubointia jatkettiin CO,:ssa 3 tuntia C.
jejunilla infektoitujen solujen kyseessd ollessa ja 1,5 h
Shigellalla infektoitujen solujen kyseessd ollessa. Yhden

solukerroksen paksuiset kasvustot pestiin HBSS:1la genta-

o\°

misiinin poistamiseksi ja ne hajotettiin lisdam&lla 0,1
deoksikolaattia. Lysaattien sisdltdmien bakteerien maéara
laskettiin laskemalla niiden mddrd maljausmenetelmdllsd ja
invaasio-% ilmoitettiin gentamisiinille resistenttien bak-
teerien lukumddrand verrattuna ympdttyjen bakteerien luku-

maaraan.

Invaasio ilmoitetaan yhden solukerroksen paksuiseen kasvus-
toon tunkeutuneiden solujen prosenttimddrdnd, joka on maa-
ritetty jakamalla se pesdkkeitd muodostavien yksikdiden
(CFU) lukumdarand, joka on saatu talteen yhden solukerroksen
paksuisesta kasvustosta gentamysiinikdsittelyn jédlkeen,
yhden solukerroksen paksuiseen kasvustoon ympdtylld CFU-

madralla ja kertomalla tamd tulos sadalla.

Alla olevassa taulukossa 5 on esitetty lampdtilan vaikutus
tavanomaisesti tai edelld olevan esimerkin 5 mukaisten
menetelmien mukaan kasvatettujen C. jejuni 81-176:n invaa-

sioon INT-407-soluihin.

Alla oleva taulukko 6 esitt&d, miten tavanomaisesti tai té-
man keksinnén mukaisten menetelmien mukaisesti kasvatetut
useat C. jejuni -kannat poikkeavat toisistaan sen suhteen,
missd mddrin ne kykenevat tunkeutumaan INT-407-soluihin.
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Alla olevassa taulukossa 7 on esitetty DOC:n vaikutus tavan-
omaisesti tai edelld olevan esimerkin 5 mukaisten menetel-
mien mukaan kasvatettujen C. jejuni 81-176:n adheesioon ja
invaasioon INT-407-soluihin.

Alla olevassa taulukossa 8 on esitetty DOC:n vaikutus tavan-
omaisesti tai edelld olevan esimerkin 5 mukaisten menetel-
mien mukaan kasvatettujen Shigellan adheesioon ja invaasioon
INT-407-soluihin.

Taulukko 5: Lampdtilan wvaikutus INT-407-soluihin tunkeu-
tumiseen tavanomaisesti kasvatetulla (BHI) tai taman kek-
sinndén mukaisesti kasvatetulla (parannettu) C. jejuni 81-
176:11la

BHI Parannettu

Lampdtila | (tunkeutumis-%) (tunkeutumis-%)
37 °C 2,5 49,5
42 °C 4 7,1

Taulukko 6. INT-407-soluihin tunkeutumisen lisddntyminen
(suuruusluokka) tavanomaisesti kasvatetuilla (BHI) tai tamén
keksinndén mukaisesti kasvatetuilla (parannettu) eri C.

jejuni -kannoilla

Kanta BHI Parannettu
81-176 1 9,2
81-116 1 10

HC 1 26,7
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Taulukko 7. DOC:n konsentraation vaikutus INT-407-soluihin
tarttumiseen ja niihin tunkeutumiseen tavanomaisesti kasva-
tetulla (BHI) tail tamdn keksinndbn mukaisesti kasvatetulla
(parannettu) C. jejuni 81-176:1la

Adhee- Invaa-
Kasittely sio (%) sio (%)
BHI 9,3 6,3
Parannettu; 0,025 % DOC 18,3 17,4
Parannettu; 0,1 % DOC 52,6 37

Taulukko 8: DOC:n wvaikutus INT-407-soluihin tunkeutumiseen
tavanomaisesti kasvatetulla (BHI) tai tamdn keksinndn mukai-

sesti kasvatetulla (parannettu) S. flexnerilld

Ominaisuus BHI Parannettu
Adheesio 1 140,02
Invaasio 1 94,4

a Talteen saatiin enemmdn kuin aluksi lisdtyt bakteerit,
mikd johtui bakteerien kasvusta madrityksen aikana

Sapen tai deoksikolaatin lisd&minen elatusaineeseen voimisti
huomattavasti useiden C. jejunin humaani-isolaattien (toisin
sanoen 81-116:n, 81-176:n ja HC:n) adheesiota ja tunkeutu-
mista viljeltyihin INT-407-soluihin (ks. taulukot 4 Jja 6).
Tehokkain DOC:n annos oli 0,1 % (taulukko 7). Voimakkain
vaste saavutettiin 37 °C:ssa mutta ei 42 °C:ssa (Campylo-
bacter-bakteerien tavanomainen kasvatuslampdtila) (taulukot
3 ja 5).

Samanlaisia havaintoja tehtiin kayttden Shigella flexnerid
(taulukko 8). Taman keksinnén mukaisten menetelmien mukai-
sesti kasvatetuilla Shigella-bakteereilla olivat sekd ad-

heesio- ettd invaasiokyvyt huomattavasti voimistuneet.

Namd koetulokset osoittavat, ettd tamédn keksinndn mukaiset
menetelmdt voimistavat suolistopatogeenien invaasiota ja ad-
heesiota.
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Esimerkki 29. Immunologisen ristiinreagoivuuden osoittami-

seen kaytettiin nopeaa agglutinaatiomddritystd aluslaseilla.
C. jejuni -kantoja, joita oli kasvatettu tavanomaisesti tai
tdmdn keksinndén mukaisten menetelmien mukaisesti sellaisena
kuin ndmd on esitetty kuvaavana esimerkkind esimerkissd 5,
kdsiteltiin sellaisista eldimistd perdisin olevalla seerumin
IgG:1la, jotka oli immunisoitu C. jejuni 81-176 (Lior 5)
-soluilla, joita oli kasvatettu joko tavanomaisesti tai
taman keksinndén mukaisten menetelmien mukaisesti (esi-
merkiksi esimerkki 5). IgG-vasta-aineet oli immobilisoitu
proteiini-A:1la paallystetyille lateksihelmille. Jos tutkit-
tavan serotyypin ja Lior 5 -serotyyppid vastaan valmistettu-
jen vasta-aineiden kesken esiintyy ristiinreagoivia epitoop-
peja, niin solujen havaitaan kokkaroituvan (toisin sanoen
agglutinoituvan) 1ldhes valittdmdsti. Tamd kokkaroituminen
arvioidaan arvosteluasteikolla 0 - 3 sen jalkeen kun reaktio
on edistynyt lyhyen aikaa, jossa 0 tarkoittaa ei lainkaan
havaittavissa olevaa kokkaroitumista ja 3 tarkoittaa erit-
tdin suurta agglutinaatioastetta. Neljan kannan tulokset on

esitetty alla olevassa taulukossa 9.
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Taulukko 9. Ristiinreagoivuus tavanomaisesti kasvatetuilla
(BHI) ja tamdn keksinndén mukaisilla menetelmilld (parannet-
tu) kasvatetuilla Lior-serotyypeilla
Kasvatus-
Viljelma olosuhteet Helmet Reagoivuus
81-176 (L5) BHI Anti-BHI? 1
" " Anti-ENHP 2
" Parannettu Anti-BHIT 2
" " Anti-ENH 2,5
L2 BHI Anti-BHI 1
" " Anti-ENH 1,5
" Parannettu Anti-BHI 0
" " Anti-ENH 1,5
L8 BH Anti-BHI 2
" " Anti-ENH 1
" Parannettu Anti-BHI 1
" " Anti-ENH 2,5
L21 BHI Anti-BHI 0
" " Anti-ENH 2
" DOC Anti-BHI 0
" " Anti-ENH 2
E;atus— BHI Anti-BHI 0
aineet
" Anti-ENH 0

a Tavanomaisesti kasvatetun 81-176:n aikaansaamat vasta-
aineet

b Taman keksinnén mukaisten menetelmien mukaan esimerkissd 5
kuvaavana esimerkkind esitetylld tavalla kasvatettujen 81-
176-bakteerien aikaansaamat wvasta-aineet

Taulukko 9 osoittaa,
tyyppia (L5, L2, L8,

aineen kanssa,

etta kaikki nelja tutkittua Lior-sero-
L21)

joka oli valmistettu parannetulla C.

ristiinreagoivat sellaisen vasta-
jejuni
81-176 Lior-serotyypilld L5 immunisoiduista elaimistéa. C.

jejuni 81-176:11la infektoitujen kaniinien suolista perdisin
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oleva limaa sisdltdva huuhteluliuos, joka sisalsi IgA:ta,
reagoi 8 serotyypin kanssa niistd kymmenestd C. jejunin
kliinisesti tdrkeimmdstd serotyypistd (toisin sanoen ihmisen
patogeeneista), joita oli kasvatettu tadman keksinndn mukais-
ten menetelmien mukaisesti ja jotka ristiinreagoivat Lior 5
-serotyyppistd kantaa vastaan suunnattujen vasta-aineiden
kanssa (ks. alla oleva taulukko 16). Tulokset osoittavat,
ettd tdmdn keksinndén mukaiset menetelmdt laajentavat merkit-
tdvdsti niiden Lior-serotyyppien mddrdd, Jjotka ristiin-
reagoivat C. jejunin Lior 5 -serotyyppikannalla immunisoi-

duista eldimistd perdisin olevan anti-seerumin kanssa.

Tamdn keksinndn mukaisten menetelmien mukaisesti kasvatetut
useat Shigella-lajit ristiinreagoivat tavanomaisesti kasva-
tetuista Shigella-lajeista poiketen myds DOC:n kanssa kasva-
tetulla Shigella flexneri 2457T:1la immunisoiduista eldimis-
td perdisin olevien IgG-vasta-aineiden kanssa.

8. Esimerkit: Rokotteen tehokkuus

Esimerkki 30. Campylobacter-bakteerin patogeneesin tutki-

miseen soveltuvaa hillerimallia voidaan kayttdd mallina,
jolla pyritddn mddrittadmddn se tehokkuus, jolla rokote antaa
suojan kolonisaatiota ja/tai sairautta vastaan, koska hille-
rien infektio tuottaa toistettavissa olevalla tavalla kaksi

ihmisissd havaituista kolmesta sairauden ilmenemismuodosta.

Kaksikymmentdneljad koiraspuolista 7 - 9 viikon ikdaista
hillerid immunisoitiin oraalisesti joko PBS:1la (kontrol-
liksi) tai formaliinilla kiinnitetylld C. jejuni -kannalla
81-176, jota oli kasvatettu tavanomaisesti (BHI) tai esi-
merkin 5 mukaisten menetelmien mukaisesti (parannettu).
Seerumia otettiin talteen perustason IgG-tiitterien mdarit-
tamiseksi. Kaikkia rokotteita ja PBS:ad annettiin LT-adju-
vantin l&sndollessa kaksi kertaa viikon vdlein (0. pdivéana
ja 7. paivand, "rokotus"). Seerumi otettiin talteen yhden
viikon kuluttua (14. paivand) ("rokotuksen jalkeen") IgG-
vasta-ainetiitterien mddrittdmiseksi. Neljan viikon kuluttua
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rokotuksesta (patogeenikdsittely) hillerit nukutettiin ACE
promatsiinin ja ketamiinin seoksella ja niille annettiin
oraalisesti 10 ml PBS-liuosta, joka sisdlsi eléavia C. jejuni
81-176 -soluja (1 x 10'° CFU). Tamdn j&lkeen eldimid seurat-
tiin paivittdin limaisen ripulin, bakteremian, ulosteisiin
erittyvien Campylobacter-bakteerien, painonmuutosten, ulos-
teissa esiintyvan veren ja fekaalisten leukosyyttien havait-
semiseksi. Bakteremia havaittiin ottamalla 1 - 2 ml verta
nukutettujen hillereiden kaulalaskimosta ja inkuboimalla
naytettd ilmastetussa trypticase soy -lihaliemiviljelmdssa.
Jatkoviljelyt veriagarmaljoille tehtiin 2, 5 ja 7 paivan ku-
luttua kasittelystd. Seerumindytteet IgG-tiitterien madrit-
tamiseksi oli koottu talteen ennen immunisointia (perus-
taso), wviikon kuluttua toisesta immunisoinnista sek& kdsit-

telyajankohdalla ja viikko kdsittelyn jalkeen.

Ulosteissa esiintyvd veri havaittiin tutkimalla uloste-
materiaalia Hemacult-levylla. Ulostemateriaalia levitettiin
aluslasille ja se varjattiin metyleenisinelld fekaalisten
leukosyyttien havaitsemiseksi. Campylobacter-bakteerien
ilmaantuminen ulosteisiin varmistettiin viljelemdlld vanu-
puikoilla otettuja rektaalisivelyvalmisteita Campylo-
bacter’in suhteen selektiivistd mediumia sisdltdvilld mal-
joilla (trypticase soy -agar, 5 % lampaan verta, trimeto-
priimia, vankomysiinid, polymyksiini B:ta, kefalotiinia ja
amfoterisiini B:td, Remel, Lenexa, KS). N&aiden kokeiden
tulokset on esitetty alla olevissa taulukoissa 10 ja 11.

Taulukko 10: Rokotus antaa suojan C. Jjejuni 81-176:tta
vastaan hillereissa

Rokote Positiivinen kolo- SairausP
nisaatio 5. paivana
kasittelyn jalkeen?
PBS 6/6 1/6
BHI 0/6 2/6
Parannettu 0/5¢ 0/6
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8 positiivisen kolonisaation lukumddréd/tutkittujen eldinten
lukumdard

P sairaus vihresa limaa sisdltavista/koossapysymattomista/
vetisistd ulosteista

€ yksi eldin tdssd ryhmissd kuoli sairauden tilan ma&drit-
tamisen jédlkeen mutta ennen kolonisaation mddrittamistd

Taulukko 11: Hillerien seerumien IgG:n tiitterin geometrinen

keskiarvo
Viikko Kisittely- Viikko
Perus- | rokotuk- ajankoh- kédsitte-
Ryhma taso sesta dalla lysta
PBS 6,4 4,9 6,4 1380,4
BHI 6,4 94 94 26505,3
Paran- 6,8 234,4 1621, 8 56234,1°2
nettu

@ viiden henkiinjddneen eldimen tiitterin keskiarvo

Taulukosta 10 kdy ilmi, ettda tadmdn Kkeksinnén mukaisella
tapettuja kokonaisia soluja sisdltavalld rokotteella im-
munisoidut eldimet olivat saaneet suojan eléavilld baktee-
reilla suoritetun patogeenikdsittelyn tuottamaa kolonisaa-
tiota ja sairautta vastaan. Taulukon 11 koetulokset osoitta-
rokotteet tuottivat

vat, ettd tdmdn keksinnén mukaiset

paljon suuremman IgG-vasta-ainetiitterin (parannettu) kuin

tavanomaisesti viljellyt suolistobakteerit (BHI).

ettd tdmaAn keksinnén mukaisilla
(taulukko 11)

ja nadmd olivat

Namd@ tulokset osoittavat,
rokotteilla saatiin aikaan immunogeenisyyttéa
(taulukko 10)

voimakkaampia kuin mitd havaittiin tavanomaisesti kasva-

ja suoja infektiota wvastaan
tetuilla bakteereilla rokotetuilla eldimilld. T&std syysté
taman keksinndén mukaisesti valmistetut bakteerit ovat kayt-
tékelpoisia rokotteina, joilla on tarkoitus suojata nisdk-
kdita infektiolta.

infektoidu luon-

Esimerkki 31. Hiiret eivdt tavallisesti

taisesti Campylobacter- tai Shigella-bakteereilla samalla
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tavoin kuin hillerit mutta niitd on alan ammattikokemuksen
perusteella kdytetty osoittamaan, ettd immunisoidut eldimet
ovat resistenttejd suun kautta tapahtuvan patogeenikasit-
telyn tuottamaa suoliston kolonisaatiota vastaan, tail ettd
immunisoidut eldimet ovat resistenttejd keuhkojen infektoin-
nin valitykselld syntyvadd sairautta vastaan. Mallia, joka
perustuu bakteerien antamiseen hiiriin intranasaalisesti,
voidaan sitten kayttad ennustamaan sellaisten rokotteiden
tehokkuutta, jotka on tarkoitettu kaytettdvdksi muilla
eldimilld tai ihmisilla. Ta&mdn mddrityksen ovat kuvanneet
Mallet, et al. [Vaccine 11 (1993) 190 - 196].

Kymmenestd naaraspuolisesta Balb/C-hiiristd, jotka olivat
noin 16 viikon ik&aisid, koottuja 10 hiiren ryhmid immuni-
soitiin oraalisesti fosfaatilla puskuroidulla fysiologisella
suolaliuoksella (PBS), tavanomaisesti kasvatetulla C. je-
junilla (BHI) tai esimerkin 5 mukaisesti kasvatetulla C.
jejunilla (parannettu) noin 107 CFU:n tai 10° CFU:n suuruisi-
na annoksina ja niitd kdsiteltiin tadmén jalkeen patogeeneil-
la. Suoliston limasta saadut IgA-tiitterit kussakin ryhmdssa
mddritettiin ELISA-menetelmilld ja ne on esitetty alla

olevassa taulukossa 12.

Taulukko 12. IgA-vasteet hiirilld oraalisesti (107 tai 107)
kokonaisista Campylobacter-soluista valmistetulla rokotteel-

la suoritetun immunisoinnin jalkeen

Huuhtelu-

liuoksen IgA- Reagoivien yksi-
Immunisointi tiitteri? 1diden %-maara
PBS 23 14
Parannettu (107) 114 75
Parannettu (109) 78 75
BHI (107) 40 25
BHI (10?) 32 12

& huuhteluliucksen tiitteri tarkoittaa kustakin yksittdisesta
hiirten ryhmdstd saatujen C. jejunia vastaan suunnattujen
IgA-tiittereiden keskiarvoa.
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b reagoivat yksildt madritellddn eldimiksi, joiden tiitterien
loppupiste on kahden standardipoikkeaman verran pelkkad
PBS:44 saaneiden elainten keskiarvon ylépuolella

Taulukosta 12 kdy ilmi, ettd tamdn keksinndén mukaisten me-
netelmien mukaisesti kasvatetuilla bakteereilla immunisoi-
tujen eldinten suoliston IgA-vasta-ainetiitteri on suurempi,
mikd kdy ilmi suuremmasta reagoivien eldinten madrdsta kuin
mitd tavanomaisesti kasvatetuilla bakteereilla immunisoidui-

lla eldimilld on asianlaita.

9. Esimerkki: DOC:n aikaansaaman antigeenien muuttumisen tai
vaikutuksen tehostumisen mekanismi

Esimerkki 32. Vaikkakaan t&man keksinndén ei ole tarkoitus

rajoittua mihinkdadn tiettyyn nimenomaiseen vaikutusmekanis-
miin, on tédssd keksinndssd saatu todisteita, jotka wviit-
taavat siihen ettd deoksikolaatilla (DOC) vaikuttaa olevan
kahtalainen vaikutus suolistobakteerien antigeenisyyden
muuttumis- tai voimistumistapahtumassa. Todisteet viittaavat
siihen, ettd DOC vaikuttaa yhtddlta kalsiumista riippuvais-
ten vaikutusten valitykselld, koska DOC sitoo kalsiumia ja
pienentdd siten kalsiumin konsentraatiota mediumissa. Todis-
teet ovat seuraavanlaiset. Kun C. jejuni 81-176:tta wvil-
jellaan membraanin 1dpi kulkeutuvan kalsiumkelaattorin,
BAPTA/AM:n, l&sndollessa ja ilman DOC:ta, sen tunkeutumis-
kyky 1INT-407-soluihin voimistuu noin 10-kertaisesti (ks.
alla oleva taulukko 13). Pelkkd BAPTA/AM-k&sittely ei kui-
tenkaan voimista C. jejuni 81-176-solujen immunologista

ristiinreagoivuutta.

Taulukossa 13 esitetyt tulokset oli saatu kayttden C. jejuni
81-176:tta, jota oli viljelty esimerkissd 5 kuvatun menetel-
man mukaisesti lukuunottamatta sitd, ettd 0,1-%:isen DOC:n
tilalla kd&ytettiin 25 uM BAPTA/AM:44. Invaasiomddritykset
suoritettiin ja tulokset arvioitiin edelld olevan esimerkin

28 kappaleessa 7 kuvatulla tavalla.
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Taulukko 13 Tavanomaisesti kasvatetun (BHI) tai BAPTA/AM:n

lasndollessa kasvatetun C. jejunin tunkeutuminen INT-107-

soluihin

Viljelyolosuhteet
Kanta BHI BAPTA/AM
C. jejuni 81-176 3 36,9

Useat bakteerisuvut, jotka ovat herkkia sapen tai sappihap-
pojen, kuten DOC:n, aikaansaamalle antigeenisyyden voimis-
tumiselle tai muuntumiselle (esimerkiksi Campylobacter, Shi-
gella, Helicobacter), sisdltdvat geeneja, jotka ovat homo-
logisia Yersiniasta perdisin olevien matalalle kalsium-
pitoisuudelle syntyvastda vasteesta (lcr) vastaavien geenien
suhteen. lcr-lokuksen tiedetddn sdatelevan pienille kalsium-
pitoisuuksille muodostuvana vasteena syntyvada Yersinian
virulenssia. lcr-tuote sadtelee osaksi kahta Campylobacter-
bakteerien flagelliinin ilmentymiseen ja kokoonpanoon 1liit-
tyvistd geeneistd, joita tarvitaan bakteerien tunkeutumisel-
le soluihin (flaA, flbA). Analysoitaessa tavanomaisesti tai
taman keksinnén mukaisissa virulenssia voimistavissa olo-
suhteissa kasvatettujen Campylobacter-bakteerien flaA- ja
flbB-mutanttien kayttaytymistd ilmenee, ettd invaasio on
kalsiumista riippuvaista, mutta ndin ei ole asianlaita
kongopuna-variaineen sitoutumisen tai voimistuneen ristiin-

reagoivuuden kyseessa ollessa (ks. alla oleva taulukko 14).

Taulukossa 14 esitetyt tulokset oli saatu kdyttden C. jeju-
nia, jota oli viljelty tavanomaisesti tai kuvaavana esimerk-
kind esimerkissd 5 esitettyjen tamdn keksinndn mukaisten
menetelmien mukaisesti. Invaasiomddritykset suoritettiin ja
niiden tulos arvioitiin edelld olevassa esimerkissa 28

kuvatulla tavalla.
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Taulukko 14: Tavanomaisesti kasvatettujen (BHI) tai tamdn
keksinndén mukaisten menetelmien mukaisesti kasvatettujen

(parannettu) C. jejuni -mutanttien tunkeutuminen INT-407-

soluihin

Viljelyolosuhteet
Kanta BHI Parannettu
C. jejuni 81-176 3,5 40,8
C. jejuni flaA 0,05 0,05
C. jejuni flbA 0,01 0,04

C. jejunin fla- ja flbA-mutanteilla esiintyy todellakin mer-
kittdvadsti voimistunutta kongopunan sitomista Jja immuno-
logista ristiinreagoivuutta, kun soluja viljellaan DOC:n
lidsndollessa (ks. taulukko 15 ja kuvio 6, mainitussa jarjes-
tyksessd ilmoitettuna). Taulukossa 5 ja kuviossa 6 esitetyt
tulokset oli saatu kdyttden C. jejunia, jota oli viljelty
tavanomaisesti tai tdmdn keksinndén mukaisten kuvaavana
esimerkkind edelld olevassa esimerkissd 5 esitettyjen mene-
telmien mukaisesti. Kongopuna-viriaineen sitoutumismadrityk-
set, joiden tulokset on esitetty taulukossa 15, suoritettiin
edelld olevassa esimerkissd 26 kuvatulla tavalla. Immuno-
logisen ristiinreagoivuuden tutkiminen, jota koskevat tulok-
set on esitetty kuviossa 6, suoritettiin edelld& olevassa

esimerkissa 29 kuvatulla tavalla.

Taulukko 15: Kongopuna-variaineen sitominen tavanomaisesti
kasvatetuilla (BHI) tai taman keksinndn mukaisten menetel-

mien mukaisestil kasvatetuilla (parannettu) C. jejuni -mutan-

teilla

Viljelyolosuhteet
Kanta BHI Parannettu
C. jejuni 81-176 0,07 1,68
C. jejuni flaa 0,1 1,6
C. jejuni flbA 0,12 0,8
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flaA-mutantti ei kykene ilmentdmddn flagelliinia. flaA-mu-
tantti ja flaA-flaB-kaksoismutantti (tdma oli saatu C.
Grant’ilta, NIH), ovat molemmat ei-invasiivisia jopa DOC:1lla
suoritetun kdasittelyn jdlkeen, mika viittaa siihen, ettéa
flagelliini on valttamdtdén soluihin tunkeutumiselle. On
mielenkiintoista panna merkille, ettd ndissd mutanteissa ei
esiinny normaalisti esiintyvad (toisin sanoen DOC:sta riip-
pumattomalla tavalla indusoitua) immunologista ristiin-
reagoivuutta, jota havaitaan ndiden fla-mutanttien isogee-
nisen ldhtdkannan ja tiettyjen muiden C. jejunin Lior-sero-
tyyppien kesken. Ndissd flagelliinittomissa mutanteissa voi
DOC-kasittely kuitenkin saada aikaan immunologisen ristiin-

reagoivuuden ja kongopunan sitomiskyvyn voimistumista.

Namd havainnot viittaavat siihen, ettda DOC sddtelee viru-
lenssitoimintoja suolistobakteereissa kalsiumista riippu-
vaisella (esimerkiksi invaasiokyky) ja kalsiumista riippu-
mattomalla (esimerkiksi kongopuna-vdriaineen sitomiskyky)
mekanismeilla. N&md havainnot viittaavat 1lisdksi siihen,
ettd DOC:n aikaansaama immunologisen ristiinreagoivuuden ja
kongopunan sitomiskyvyn voimistuminen on vahintddn osaksi

flagelliinista riippumatonta.

10. Esimerkki: DOC saa aikaan Campylobacter jejunin sero-

tyyppien ja lajien valisen immunologisen ristiinreagoivuuden

tehostumista

Esimerkki 33. Tamdan keksinndén mukaisten menetelmien mukai-
sesti kasvatetun Campylobacter jejunin serotyyppien vadlistd
immunologista ristiinreagoivuutta tutkittiin kdyttden nopeaa
agglutinaatiomddritystd aluslaseilla. TAahadn maaritykseen
kdytettiin immunisoiduista ja immunisoimattomista kaniineis-
ta peraisin olevaa suolen limaa niiden vaikutuksen m34rittd-
miseksi, joita viljelyolosuhteiden muuttamisella on hetero-
logisten Campylobacter-kantojen ristiinreagoivuuteen. Ka-
niineja immunisoitiin tavanomaisesti kasvatetuilla eldvilla
C. jejuni 81-176-bakteereilla. Liman vasta-aineiden aggluti-

naatioaktiivisuus tutkittiin 24 Campylobacter-kantaa vas-
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taan, jotka bakteerit sisdlsivat 18 serotyyppia, ja joita
oli kasvatettu tavanomaisesti BHI-YE-mediumissa tai esi-
merkissd 5 kuvaavana esimerkkind esitettyjen tdmdn keksinndn

mukaisten menetelmien mukaisesti.

Agglutinaatiomddritysten tulokset osoittavat, ettd hetero-
logisten Campylobacter-kantojen ristiinagglutinoituminen oli
laajempaa ja monissa tapauksissa voimakkaampaa silloin, kun
kannat oli kasvatettu tdmdn keksinndén mukaisten menetelmien
mukaisesti kuin silloin, kun ne oli kasvatettu tavanomaises-
ti. Yksityiskohtaisesti mainittuna lisdantyi heterologinen
agglutinaatioreagoivuus yli kaksinkertaiseksi: 6 kantaa
tavanomaisesti kasvatetuista 24 heterologisesta kannasta
agglutinoitui tasolla + tai tata voimakkaammin anti-81-176-
immuunilimassa, kun taas 14 ndistd samoista 24 kannasta,
joita o0li kasvatettu DOC:td& sisdltivissd& olosuhteissa,
agglutinoituivat tasolla + tai tdtd voimakkaammin. Lisdksi
samalla kun 18:1la ndistd heterologisista kannoista esiintyi
heikkoa (+) agglutinaatiota tai ei lainkaan agglutinaatiota
tavanomaisesti kasvatettuna, esiintyi 11:114 ndistd samoista
kannoista agglutinaatiovasteen voimistumista silloin, kun
niitd oli kasvatettu parannetuissa viljelyolosuhteissa

(esimerkiksi DOC:td sisdltévassid mediumissa) .

Taulukko 16 kuvaa kaniinin anti-81-176-immuuniliman ristiin-
reagoivuutta 19 heterologista Lior-serotyyppid vastaan, jot-
ka koostuivat 22 kannasta, joita oli kasvatettu tavanomai-
sesti (BHI-YE) tai kayttden esimerkin 5 mukaisia menetelmid
(parannettu) . Vaikkakin tassd kokeessa mddritettiin ainoas-
taan osa tunnetuista Lior-serotyypeistd, osoittavat tulok-
set, ettd tdmdn keksinnén mukaiset menetelmdt saavat aikaan
huomattavan immunologien ristiinreagoivuuden Lior-serotyyp-
pien kesken. Tulokset osoittavat lisdksi, ettd DOC:n voimis-
tamat tai indusoimat antigeenit ndyttdvat Campylobacter-
bakteereissa olevan tdarkeitd sekretorisessa IgA-vasteessa,
joka 1liittyy resistenssiin ja toipumiseen Campylobacter-
bakteerien aikaansaamasta suolistoinfektiosta.
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On lisaksi pantava merkille, ettd Lior-serotyypin 8 kannat
ovat eri lajia, Campylobacter colia. Yksi taman serotyypin
kahdesta kannasta (VC167) agglutinoitui wvoimakkaasti (3+)
kaniinin anti-81-176-immuunilimassa. Tama tulos viittaa
siihen, ettd C. jejuni -kannasta (esimerkiksi Lior 5) perdi-
sin oleva rokote ei ainoastaan saa aikaan kantojen valista
suojausta saman lajin heterologisia serotyyppeja vastaan,
vaan my6s muita Campylobacter-lajeja (esimerkiksi Campylo-
bacter coli) wvastaan. Myds huomionarvoinen seikka on se,
ettd Lior-serotyypit 1, 2, 4, 9 ja 11 ovat maailman-
laajuisesti kaikkein esiintyvimpid sairauteen 1liittyvia
serotyyppeja. Nailla kaikilla oli osoitettavissa tdassi

maddrityksessd havaittavaa ristiinreagoivuutta.
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Taulukko 16 Tavanomaisesti kasvatettujen (BHI-YE)

keksinndén mwmukaisten menetelmien mukaisesti

kasv.

tai taman

atettujen

(parannettu) 20 Campylobacter-serotyypin agglutinaatiovaste
kaniinin ei-immuuniP- tai anti-81-176%-immuunilimaa vastaan.
Agglutinaatiovaste®

Ei-immuunilima [ Immuunilima

Lior-sero- BHI- Paran- | BHI- | Paran-

Kanta tyyppi YE nettu YE nettu
134 1 - - - ++
195 2 - - - +
1 4 - - - +++

170 5 - - +++ ++++

81-176 5 - - ++++ ++++
6 6 - - ++++ +++
81-116 6 - - + +t
35 7 - . - +
52 8 - + + ++
VC-167 8 - - + .
VC-159 8 - - + -
88 9 - - - +
244 11 - - + 4+
556 17 . - + -
563 18 - - - -
544 19 - ++ - ++
699 21 - - + t
1180 28 - - + et
1982 29 - - - -
910 32 - +4 . ++
2074 36 - - - -
HC 36 - + - +
2984 46 - - - -
79171 72 - - - -
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@ anti-81-176-1lima oli saatu kaniineista, jotka oli ipfek—
toitu tavanomaisesti kasvatetulla elavalld C. jejuni 81-
176:11a.

D oi_immuunilima oli saatu infektoimattomista kaniineista

€ agglutinatiovasteet ulottuvat negatiivisesta (-) hyvin
heikon (%) kautta hyvin voimakkaaseen (++++)

11 Esimerkki: Lisdkokeet Campylobacter-bakteerien tehokkuu-

desta rokotteena

Esimerkki 34. Taman keksinndn mukaisten menetelmien mukai-

sestil kasvatettujen formaliinilla kiinnitettyjen kokonaisten
Campylobacter jejuni -solujen suojaustehokkuus mddritettiin
kdyttden Bagar’in [Infect. & Immun. 63 (1995) 3731 - 3735]

raportoimaa kolonisaatiomallia hiirelld.

C. jejuni 81-176:tta kasvatettiin ja bakteerit koottiin tal-
teen esimerkin 5 mukaisesti ja inaktivoitiin kdayttden
0,075 % formaliinia edelld kuvatulla tavalla. Ryhmille, jot-
ka koostuivat wviidesta 6 - 8 viikon ikdisestd naaras-
puolisesta Balb/C-hiirestd, annettiin 3 oraalista annosta
(0,25 ml/annos PBS:ssa, joka ei sisdltdnyt endotoksiinia),
jotka sisdlsivat 10°, 107 tai 10° inaktivoitua bakteeri-
partikkelia yksindan tai yhdistettynd 25 pg:aan E. colista
(LT) perdisin olevaa lampdlabiilia enterotoksiinia. Annoksia
annettiin 48 tunnin vdlein ja eldimille annettiin valit-
tomasti annosten antamisen jalkeen 15 minuutin pituisin
aikavalein mahan happamuuden neutraloimiseksi kaksi 0,5 ml:n
suuruista annosta 5-%:ista natriumvetykarbonaattiliuosta (pH
8,5). Eldimistd koottuja ryhmid rokotettiin kontrolleiksi
pelkalla PBS:1la tai LT-adjuvanttiin yhdistetylld PBS:114.
Rokotettuja eldimid késiteltiin noin 28 pdivad kolmannen
annoksen antamisesta joko nasaalisesti tai oraalisesti noin
108 pesaketta muodostavalla yksikd1lla (CFU) elavad tavanomai-
sesti kasvatettua C. jejuni 81-176:tta. Suoliston kolonisaa-
tion kesto mddritettiin monitoroimalla bakteerien esiinty-
mistd ulosteessa jokaisena pdivdnd 9 pdivan aikana. Uloste-
materiaali emulgoitiin steriiliin PBS:438n ja néytteitd

maljattiin Campylobacter-veriagarille. Maljoja inkuboitiin
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35 °C:ssa mikroaerofiilisissa olosuhteissa (Campylobacter
GasPak, BBL) 3 - 5 paivaa, jotta C. jejunilla olisi ollut
tilaisuus kasvaa. Kolonisaatiotulokset on ilmoitettu niiden
elainten lukumaaran %-osuutena, joiden ulosteissa esiintyy
Campylobacter-organismeja tiettynd ndytettd vastaavana

paivana.

Kuten kuviossa 7 on esitetty, esiintyi kaikilla nasaalisesti
kdsitellyilla elaimilld, jotka oli sekd immunisoituja ettéd
kontrolleja, organismeja ulosteissaan valittOmdsti kdasit-
telyn Jjalkeen (1. paiva). 80 - 100 % kontrollieldimistéd
pysyi kolonisoituneena 9 pdivdn ajan Kkdésittelyn jélkeen.
Tdstd poiketen esiintyi organismeja ulosteessa merkittdvasti
pienemmalld maaralld eldimid rokotetuissa ryhmissd 9 paivan
mittaisen mddritysajan kuluessa. Sekd kdsittelyyn kaytet-
tyjen organismien puhdistumisaste ettd aika, joka kului
kdsittelyyn kdytettyjen organismien poistumiseen elimis-
tdstd, olivat riippuvaisia annetusta rokotteen maaristda.
Pienilld (10° partikkelia/annos) ja keskitasoa edustavilla
rokoteannoksilla (10’ partikkelia/annos) saatiin vahittdinen
ja epdtaydellinen puhdistumistulos. Adjuvantin l&sndolo
lisdsi suojausastetta ndilld annoksilla. 0li hadmméstyttdvaa
panna merkille, ettd korkeimmalla tutkitulla annoksella
(10° partikkelia/annos) sai rokote, jossa ei ollut kaytetty
adjuvanttia, sellaisen suojaustason, joka oli vastaavan-
suuruinen tai hieman suurempi kuin suojaustaso, joka oli
saatu aikaan silloin, kun vastaava annos annettiin LT-adju-

vantin yhteydessa.

Samanlaisia tuloksia saatiin kdsiteltdessd oraalisesti roko-
tettuja eldimid mydhemmin oraalisesti patogeeneilla (ks. ku-
vio 8). Ndmd tulokset viittaavat siihen, ettd immunisointi
taman keksinndén mukaisten menetelmien mukaisesti kasvate-
tuilla inaktivoiduilla Campylobacter-bakteereilla saadaan
suoja mydhemmin tehtdvad eldvilla Campylobacter-bakteereilla
suoritettavaa késittelyd vastaan ja immunisaatio on tehokas

jopa annettuna oraalisesti adjuvanttia kayttamatta.
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Arvioitiin myds tdmdn keksinndén mukaisten menetelmien mukai-
sesti kasvatettujen formaliinilla kiinnitettyjen kokonaisten
Campylobacter jejuni -solujen suojaustehokkuus (ks. esi-
merkiksi esimerkki 5), joita oli annettu intraperitoneaali-
sesti (IP). Naissd kokeissa annettiin 20 naaraspuolisesta
Balb/C-hiirestd kootuille ryhmille ilman adjuvanttia 1,3 x
1019, 2,5 x 10%, 5,0 x 108, 1,0 x 10% tai 2,0 x 107 suuruinen
annos 1inaktivoituja C. jejuni -partikkeleita 0,5 ml:ssa
PBS:8a4, joka ei sisdltdnyt endotoksiinia. El4dimid kdsitel-
tiin 14 pdivdd mydhemmin yhdelld letaalilla annoksella ela-
vid C. jejuni 81-176-bakteereita (noin 1,0 x 10'° CFU val-
mistettuna PBS:3ddn, joka ei sisdltdnyt endotoksiinia), joka
annettiin intraperitoneaalisesti. Eldimid seurattiin paivit-

tdin 4 paivan ajan niiden kuolevuuden mddrittamiseksi.

Kuten taulukossa 17 on esitetty, sai yksi 5,0 x 108 aktivoi-
tua C. jejuni -partikkelia sisdltdvd intraperitoneaalinen
annos aikaan immunologisen vasteen, joka oli riittdva anta-
maan eldimille suojan eldvilld C. jejuni -bakteereilla
suoritettua kdsittelyd vastaan.

Taulukko 17: Intraperitoneaalisesti annettujen ta&man keksin-
ndén mukaisten menetelmien mukaisesti valmistettujen V2:1la

inaktivoitujen C. jejuni -bakteerien antama suoja

Kuolevuus

P&i- Henkiin
Annos va 1 2 3 4 jééneet
1,3 x 1010 0 4 0 0 16
2,5 x 10° 0 0 0 0 20
5,0 x 10° 0 0 0 0 20
1,0 x 108 11 7 0 0 2
5,0 x 107 10 6 2 0 2
PBS-kont - 4 3 2 0 1
rolli




10

15

20

30

35

69

12 Esimerkit: DOC:n avulla voimistunut invaasiokvky, kongo-

punan sitomiskyvky ja immunologinen ristiinreagoivuus Shigel-

lalla
Esimerkki 35. Viljelman kasvuvaihe wvaikuttaa in vitro -olo-

suhteissa kasvatetun Shigella sp:n invaasiokykyyn. Tavan-
omaisesti (BHI) tai esimerkin 9 avulla kuvaavana esimerkkina
esitettyjen tdmdn keksinndén mukaisten menetelmien mukaisesti
(DOC-EL) (jossa solut ovat perdisin varhaisesta logaritmi-
vaiheen viljelmdstd) tai muuten esimerkin 9 mukaisesti,
mutta antamalla viljelmdn saavuttaa ennen solujen talteen-
ottoa mydhdinen logaritmivaihe (DOC-LL) kasvatettujen Shi-
gella flexneri 2457T -solujen invaasiokyky tutkittiin esi-
merkissd 28 kuvattujen menetelmien mukaisesti. Tulokset
osoittavat, ettd DOC:n kanssa suoritettu viljely tehostaa
invaasiokykyd ja voimistuminen on maksimaalisella tasolla

varhaisessa kasvuvaiheessa (ks. kuvio 9).

Viljely téamdn keksinnén mukaisten menetelmien mukaisesti
DOC:n ldsndollessa voimistaa myds muiden Shigella-lajien, S.
sonnein ja S. dysenteriaen invaasiokykyad (ks. kuvio 10).
Polarisoiduissa epiteelisoluissa havaittiin Shigellan in-
vaasiokyvyn tehostuminen ainoastaan silloin, kun bakteerit
infektoivat epiteelisoluja basolateraalisesti. Tamd havainto
on yhdenmukainen in vivo -olosuhteissa havaitun invaasio-

tapahtuman suhteen.

Vertailututkimukset osoittavat, ettd tamén keksinndn mukais-
ten menetelmien mukaisesti kasvatetut Shigella-bakteerit
ovat lahes 10 kertaa invasiivisempia kuin Pope, et al.’:n
[Infect. & Immun. 63 (1995) 3642 - 3648] kuvaaman menetelmin
mukaisesti valmistetut Shigella-bakteerit.

Egimerkki 36. Ta&mdn keksinndn mukaisten menetelmien mukaan

viljellyilld Shigella-bakteereilla esiintyy my6s kongopunan
sitoutumisen voimistumista. Tavanomaisesti (BHI) tai esi-
merkissa 9 kuvaavana esimerkkind esitettyjen tamén keksinndn

mukaisten menetelmien mukaisesti kasvatetuista S. flexneri
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2457T:sta ja S. sonneista madritettiin mydés niiden kyky
sitoa variainetta kayttden edelld olevassa esimerkissd 26
kuvattuja menetelmia. Tulokset osoittavat, ettd ndiden
kahden Shigella-lajin kasvattaminen DOS:ssa voimisti solujen
kykyd sitoa kongopunaa 10 - 20-kertaisesti. (ks. taulukko
18) .

Taulukko 18: Kongopunan sitomiskyky tavanomaisesti (BHI) tai
tédmdn keksinndén mukaisten menetelmien mukaisesti (parannet-

tu) kasvatetuilla S. flexnerilla ja S. sonneilla

Viljelyolosuhteet
Kanta BHI Parannettu
S. flexneri 2457T 0,04 0,44
S. sonnei 0,02 0,4

Shigella jaetaan neljddn lajiin ja useisiin serotyyppeihin.
Taman keksinndén mukaisten menetelmien mukaisesti kasvatetun
Shigella flexnerin immunologista ristiinreagoivuutta tutkit-
tiin kdyttden esimerkissd 28 kuvattua agglutinaatiomddritys-
td. Tdassd mddrityksessad kdytettiin immunisoiduista kanii-
neista saatua antiseerumia viljelyolosuhteiden vaikutusten
mddrittamiseksi eri Shigella-lajien immunologiseen ristiin-
reagoivuuteen. Kaniinit immunisoitiin formaliinilla kiinni-
tetylla Shigella flexneri 2457T:1la, joka oli kasvatettu
esimerkin 9 mukaisten menetelmien mukaisesti. Immunisoi-
duista eldimistd saatujen IgG-vasta-aineiden agglutinaa-
tiocaktiivisuus tutkittiin kaikkia neljéaad Shigella-lajia vas-
taan, joita oli kasvatettu tavanomaisesti BHI-mediumissa tai
taman keksinndén mukaisten menetelmien mukaisesti (esi-
merkiksi esimerkki 9). Agglutinaatiomddritysten tulokset
osoittavat, ettd kasvatus DOC:n kanssa voimisti merkittdvas-
ti homologisen Shigella-flexnerin agglutinaatioaktiivisuutta
sekd kolmen heterologisen Shigella-lajin agglutinaatio-
aktiivisuuksia anti-S. flexneri -vasta-ainetta vastaan. (ks.

kuvio 11).
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13 Esimerkki: Shigellan tehokkuus rokotteena

Esimerkki 37. Taman keksinnén mukaisten menetelmien mukai-

sesti kasvatettujen kokonaisten formaliinilla kiinnitettyjen
Shigella flexneri -solujen suojaustehokkuus mddritettiin
kayttden hiirten nasaaliseen kdsittelyyn perustuvaa mallia,
jonka ovat kehittdneet Mallet, C.P., et al. [Vaccine 11
(1993) 190 - 196]. Lyhyesti mainittuna Shigella flexnerida
kasvatettiin ja solut koottiin talteen kuvaavana esimerkkind
esimerkissd 9 esitettyjen menetelmien mukaisesti, ja inakti-
voitiin 0,075 %:isella formaliinilla esimerkissd 30 kuvatul-
la tavalla. 14 - 16 viikon ik&aisid naaraspuolisia Balb/C-
hiirid rokotettiin noin 107 inaktivoidulla bakteeri-
partikkelilla. Inaktivoitu S. flexneri suspendoitiin sterii-
liin PBS:4dn, joka ei sisdltdnyt endotoksiinia, konsentraa-
tioon 10® partikkelia/ml ja 35 ul tadtd materiaalia annettiin
nasaalisesti ryhmille, joihin oli koottu 10 kevyesti nuku-
tettua eldintad. Kaikkiaan 3 immunisaatiota annettiin 14 pdi-

van valein.

Sen vaikutuksen tutkimiseksi, joka adjuvantilla on koko-
naisia Shigella-soluja sisdltdvdn rokotteen suojauskykyyn,
immunisoitiin elaimistd koottuja ryhmid kdayttden suspen-
siota, joka sisdlsi inaktivoitua rokotetta ja 5 ug E. coli
(LT) :std perdisin olevaa lampdélabiilia enterotoksiinia.
14 paivaa kolmannen immunisoinnin jalkeen eldimid kasitel-
tiin nasaalisesti subletaalilla heikentavalld annoksella
(10°> CFU) joko elavaa S. flexnerid tai S. sonneita. VAlittd-
miasti ennen kdsittelyd ja 1, 2, 5 ja 7 pdivda késittelyn
jalkeen eldimet punnittiin ja ryhmdn keskipaino mddritet-

tiin. Tulokset on esitetty taulukossa 19.
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Taulukko 19:
-soluja sisdltava rokote suojaa hiiria eldvilld S.flexneril-

Inaktivoituja kokonaisia Shigella flexneri

14 tai S. sonneilla suoritettua nasaalista patogeenikésitte-

lya vastaan

_ Prosentuaalinen muutos pato-
Patogeeni- geenikédsittelyn jalkeen
kdsittelyyn
kaytetty 1. 2. 5. 7.
organismi Rokote paiva | paiva | paivad | paiva
S. flexneri PRBS -8,1 -18,2 -17,7 -18,3
rokote -5,4 -2,9 -2,5 -1,6
rokote + -7 -2 -1,5 1,5
adjuvantti

S. sonnei PBS -8,1 -17,5 -9,3 -6,4
rokote -6,7 -11,3 -6,5 -6
rokote + -6,4 -5,2 -1,3 -2,1
adjuvantti

Kussakin ryhmdssa olevat 10 hiirtd immunisoitiin 3X nasaa-
lisesti rokotteella, joka sisdlsi 107 esimerkin 9 mukaisesti
kasvatettua inaktivoitua S. flexneria
Sellaiset hiiret, jotka o0li immunisoitu tdmdn keksinndén mu-
kaisten menetelmien mukaisesti kasvatettua inaktivoitua S.
flexnerid sisdltavalla rokotteella, saivat suojan eldvilla
S. flexneri -organismeilla suoritettua patogeenikdsittelya
vastaan. Painonlasku ndilld hiirilld oli vahdisempdd ja pai-
non palautuminen nopeampaa kuin rokottamattomilla hiirilla,
Oli

-rokote

toisin sanoen valekdsitellyssd PBS-kontrolliryhmdsséa.
etta S.
sonneilla suoritettua pato-

hadmmastyttavaa panna merkille, flexneri
suojasi myd6s hiirid elavalla S.
geenikdsittelyd vastaan. 0Oli mielenkiintoista panna merkil-
le, ettd eldimet, joille oli annettu pelkkd& rokotetta ilman
LT-adjuvanttia, saivat yhtd hyvdn suojan homologista S.
flexneri -kdasittelyd vastaan kuin eldimet, joille oli annet-
Pelkkad S.

-rokote antoi myds suojan heterologista S. sonnei -késitte-

tu adjuvanttia sisdltdvaa rokotetta. flexneri

lya vastaan. LT-adjuvantin kdyttd voimisti kuitenkin huomat-
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tavasti S. sonnei -kdsittelyja vastaan suuntautuvaa suojaa.
Namd havainnot viittaavat siihen, ettd tamdn keksinndén
mukaisten menetelmien mukaisesti valmistettu inaktivoitu
Shigella on tehokas hyvdksytyssa Shigella-sairausmallissa
eikd siind tarvita adjuvanttia useiden erilaisten Shigella-

infektioiden ehkdisemisessa tali heikentédmisesséa.

14 Esimerkki: Tekijat, jotka vaikuttavat H. pylorin kykyyn

tarttua elainsoluihin

Esimerkki 38. Kasvu glykokolaatissa tai sapessa voimistaa H.
pylorin tarttuvuutta. H. pylori -kantojen NB3-2 tai Gl1-4
soluja lisdttiin BHI-lihaliemeen, joka sisdlsi 4 % nauta-
vasikan seerumia. Kun pullot oli ympatty, ne huuhdeltiin
kaasuseoksella, jonka koostumus oli 10 % CO,, 5 % O, ja 85 %
N,, ja niita inkuboitiin ravistellen 22 tuntia 37 °C:ssa.
Tamdn inkuboinnin jdlkeen viljelmd laimennettiin suhteessa
1 : 10 pulloon, joka sisdlsi 1 litran BHI-mediumia, joka
sisdlsi 4 % nautavasikanseerumia ja joka sisdlsi useita eri
konsentraatioita naudan sappea (0,025 - 0,2 %). Namad viljel-
mat huuhdeltiin uudelleen talla samalla kaasuseoksella ja
niitd inkuboitiin 37 °C:ssa. Solut koottiin talteen useina
eri ajankohtina 18 tuntiin asti ja niiden adheesio INT-407-
soluihin mdaritettiin kayttden esimerkissa 28 kuvattuja
menetelmia. Tulokset osoittavat, ettd viljely sapen kanssa
voimisti H. pylorin adheesiota INT 407 -soluihin (ks. kuviot
12 ja 13) . Adheesiokyky NB3-2-kannan kyseessd oli huipussaan
noin 8 tunnin kasvun jdlkeen ollen 4 - 6-kertaisesti voimis-
tunut verrattuna viljelmddn, jonka ominaisuuksia ei oltu
parannettu (kuvio 12). Adheesiokyky Gl-4-kannan Kkyseessa
ollessa oli huipussaan 0,2 %:isessa sapessa kasvun edistyt-
tya 12 - 14 h, ollen 2 - 3-kertainen tehostamattomaan wvil-
jelmdadn verrattuna (kuvio 13). Namad "huipun" ajankohdat
vastaavat tavallisesti sitd ajankohtaa, jolloin kummankin

kannan viljelma oli logaritmisessa kasvuvaiheessa.
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15 Esimerkki: Tamién keksinndn mukaisten menetelmien mukai-

sesti kasvatetun Helicobacter’in tehokkuus rokotteena

Esimerkki 39. Tamidn keksinndén mukaisten menetelmien mukai-

sesti kasvatettujen formaliinilla kiinnitettyjen kokonaisten
Helicobacter pylori -solujen suojaustehokkuus madritettiin
kdyttden hiirimallia, joka perustuu mahan kolonisaatioon
Helicobacter felisilld ja jonka ovat kuvanneet Chen, et al.
[Lancet 339 (1992) 1120 - 1121]. Helicobacter pylori -kantaa
Gl-4 kasvatettiin ymppiviljelmana noin 22 tuntia 37 °C:ssa
10-%:isen CO,:n ja 90-%:isen ilman seoksessa BHI-mediumissa,
joka sisdlsi 4 % nautavasikan seerumia. Osa tdsta viljelmds-
td kdytettiin ympiksi, joka ympattiin sen omaa tilavuutta
10 kertaa suurempaan tilavuuteen samaa mediumia, joka sisdal-
si 0,1 % (v/v) naudan sappea. Kun soluja oli kasvatettu 12 -
24 tuntia 37 °C:ssa, ne koottiin talteen sentrifugoimalla ja
suspendoitiin huoneenlammdssd uudelleen kymmenesosaan alku-
perdistd tilavuuttaan Hank’s balanced salts solution (HBSS)
-liuokseen. Solut sentrifugoitiin uudelleen HBSS:dan, jonka
tilavuus oli sadasosa alkuperdisestd tilavuudesta. Pusku-
roituun solususpensioon lisdttiin sellainen maddra formalii-
nia, ettd sen konsentraatioksi saatiin 0,075 %, ja solut
inaktivoitiin sekoittamalla suspensiota huoneenldammdssa
6 tuntia, minka jadlkeen 1liuosta pidettiin ja&hdytettyna
4 °C:ssa 18 tunnin ajan.

Suojauspotentiaali mddritettiin rutiininomaisesti antamalla
3 annosta tata inaktivoituja kokonaisia soluja sisdltéavaa
rokotetta oraalisesti 6 - 8 viikon iké&isille naaraspuoli-
sille Balb/C-hiirille, joissa ei esiintynyt Helicobacter-
bakteereja, 0., 7. ja 14. pdivand tai 0., 7. ja 21. paivana.
Arviointiin k&ytettiin annoksia, jotka sisalsivat annosta
kohti 10° bakteeripartikkelia yhdistettynd E. colin lampd-
labiiliin enterotoksiiniin. 14 pdivdd kolmannen immuni-
sointiannoksen jdlkeen eldimi& Kkdsiteltiin oraalisesti
yhdella annoksella elavia H. felis -bakteeeeita
(107 CFU/annos) .
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Eldimet lopetettiin kaksi wviikkoa késittelyn jalkeen ja
mahaportin sopen segmenteistéd analysoitiin ureaasi-
aktiivisuus H. felisin esiintymisen mddrittdmiseksi.
Ureaasiaktiivisuus mdaritettiin inkuboimalla wmahaportin
soppikudosndytteitd 0,5 ml:ssa Stuart’s urease broth (Remel)
-elatusaineetta huoneenldmmdéssd 4 - 24 tuntia. Tand aikana
tapahtuvan vdrin muuttumisen ldpindkyvadstd punaiseksi kat-
sottiin merkitsevan positiivista ureaasitulosta.

Kuten taulukossa 20 on esitetty, suojasi H. pylori -kantaa
Gl-4 kayttden valmistetun parannetuista kokonaisista Helico-
bacter-soluista valmistetun rokotteen antaminen eldimid
oraalista H. felis -kdsittelya vastaan.

Taulukko 20: Tdmdn keksinndn mukaisten menetelmien mukai-
sesti kasvatettua inaktivoitua H. pyloria sisaltdvillad ro-
kotteilla saatava suoja Helicobacter-infektioita vastaan

Patogeeni- Koloni-
Immunisointiin | kdsittelyn soitunei-
kdytetyt ai- organismit ta/yh- Suo-
neet? (107 CFU:ta) | teensa jaus-$%
Koe 1
H. pyloriP H. felis 4/13 71
PBS + LT H. felis 9/9 0
Koe 2
H. pyloriP H. felis 2/15 87
PBS + LT H. felis 10/10 0

@ kaikki aineet annettiin yhdessd 10 ug:n suuruisen LT-adju-
vanttierdn (ETEC:n labiili toksiini) kanssa kolmena oraa-
lisena annoksena 7 pdivan valein

b annettu 1 x 10° CFU:na Gl-4-kantaa 0,25 ml:n annoksessa
Ndiden kokeiden tulokset osoittavat parannettujen suolisto-

bakteerien ominaisuuksien relevanssin immunogeenisyydelle in
vivo -olosuhteissa.
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Taman keksinnén mukaisilla menetelmilld saadaan aikaan bak-
teereja, jotka kykenevdt indusoimaan immunogeenisen vasteen,
joka on suojaava ja ne ovat tdstd syystd kayttdkelpoisia
rokotteina.

16. Mikro-organismien talletus

Seuraavat mikro-organismit on talletettu talletuslaitokseen
American Type Culture Collection, 12301 Parklawn Drive,
Rockville, Maryland 20852, USA, ja niille on annettu seuraa-
vat hakunumerot:

Mikro-organismi | Haku- Talletus-
numero | paivamaara

Helicobacter 29.9.1995
pylori NB3-2

Helicobacter 29.9.1995
pylori Gl-4

Alan ammattikokemuksen perusteella on vaikeuksitta selvi-
tettdvissd muita tamdn keksinndén mukaisia menetelmid vas-
taavia menetelmid ja ndmd vastaavuudet on tarkoitettu t&hén
keksintd6n kuuluviksi. Edelld oleva selitys sisdltdd kaikki
sen informaation, joka katsotaan olevan olennaista patentti-
vaatimuksen mukaisen keksinnén kayttdmiseksi alan ammatti-
kokemuksen perusteella. Koska siteeratuista patentti-
julkaisuista tai julkaisuista voidaan saada muuta KkKAayttd-
kelpoista informaatiota, on kaikki tdssd keksinn®ssi sitee-
rattu kirjallisuusmateriaali 1liitetty tadhdn keksintddn
kokonaisuudessaan siihen oikeuttavien sdanndésten nojalla.
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MICROORGANISMS

Optionsl Sheet :n connection with the microorganism referred to on page 6. hnes 30-38 of the descnotion

A. IDENTIFICATION OF DEPOSIT’

Further deposns sre identifiad an sn additional sheet

Name of deposiary nsamoon

American Type Culture Collection

Address of depositary institution {including postal code and country} *

12301 Parkiawn Drive
Rockville, MD 20852
us

Date of deposit* Seprember 28, 1995 Accession Number *

B. ADDITIONAL INDICATIONS - tieave blanz if nx spoicadle) Tha informaon o conunued on 1 SEDAE Afuched Shee!

C. DESIGNATED STATES FOR WHICH INDICATIONS ARE MADE * v o saoms = 11 1 gt b

D. SEPARATE FURNISHING OF INDICATIONS * feave durs of nox asoicasie

The INGICATIONS igted DRIOW wiil De SUDMILIEC (O INe intematons: Bureau 1ater * (Specity the generar N3tuTe Of 1NHe INCICITIONS 8.§.,
‘Accesuon Numper ot Deposit®t

E. T This sheet was received with tbe lnternatonal applicanon when filed (1o be checked by the receiving Office)

(Authonzed Officer)

Z The date of receipt (from the applicant) by the International Bureau *

was

(Authonized Officer:

Form PLI/RO/] 34 (January 1981)




International Application No: PCT/

Form PCT/RO/134 (cont.)
Amaerican Type Cuiture Collection
12301 Parkiawn Drive

Rockville, MD 20852
us

Accession No.

78

Date of Deposit
September29, 1995
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmd antigeenisiltd ominaisuuksiltaan parannettujen
Helicobacter-bakteerien aikaansaamiseksi, tunnettu siita,
ettd menetelmd késittdd sen, ettd Helicobacter-bakteeri-
viljelmdd kasvatetaan in vitro -olosuhteissa olosuhteiden
yhdistelmdssd, joka kasittda sen, ettd siihen kaytetddn:

a) noin 0,05 - noin 3 % sappea tai noin 0,025 - noin 0,6 %
yhtd tai useampaa sappihappoa tai ndiden suolaa;

b) kasvatusta noin 30 - noin 42 °C:n lampdtilassa;

c) kasvatusta ilmassa tai mikroaerofiilisissa olosuhteissa,
joissa mikroaerofiiliset olosuhteet kdasittavdt i) noin 5 -
noin 20 % CO,:ta ja noin 80 - noin 95 % ilmaa; tai ii) noin
5 - noin 10 % O,:ta, noin 10 - noin 20 % CO,:ta ja noin 70 -

-]

noin 85 % Ny:ta; ja

d) divalenttisten kationien kelaattoria, joka on 0 - noin
100 uM BAPTA/AM, 0 - noin 10 mM EGTA tai 0 - noin 100 uM
EGTA/AM;

riittavan pitkdn aikaa, jotta viljelmd saavuttaa varhaista
logaritmivaihetta, varhaisen logaritmivaiheen ja statio-
naarivaiheen valivaihetta tail stationaarivaihetta vastaavan

kasvuvaiheen.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelméd, tunnettu siit§,
ettd sappisuola tai -happo kdsittdd glykokolaatin tai glyko-
kolihapon.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunnettu siitd,
ettd mainittu Helicobacter on Helicobacter pylori tai
Helicobacter felis.
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4., Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunnettu siitd,
ettd mainittu Helicobacter on Helicobacter pylori -kanta
49503, NB3-2 tai Gl-4.

5. Patenttivaatimuksen 4 mukainen menetelm&, tunnettu siita,
ettd olosuhteiden yhdistelmd kasittdd sen, ettd siind kayte-

tdan:

a) noin 0,05 % sappisuolaa, joka on glykokolaatti, tai noin

0,1 - noin 0,2 % sappea;
b) noin 37 °C:n lampdtilaa;

c) kasvatusta noin 10 - noin 20 % CO,:ta ja noin 80 - noin
90 % ilmaa sisdltdvassa seoksessa tai noin 10 % CO,:ta, noin
5 % O,:ta ja noin 85 % N,:ta sisdltdvassd seoksessa; ja

viljelmda kasvatetaan riittdvdn pitkdn aikaa, jotta viljelmd

on saavuttanut logaritmisen vaiheen.

6. Menetelmd antigeenisiltd ominaisuuksiltaan parannettujen
Helicobacter-bakteerien aikaansaamiseksi, tunnettu siitd,
ettd menetelmd@ kdsittdd sen, ettd Helicobacter-bakteeri-
viljelmda kasvatetaan in vitro -olosuhteissa olosuhteiden

yhdistelmdssa, joka kdsittdd sen, ettd siihen kaytetdéan:

a) divalenttisten kationien kelaattoria, joka on noin 1,0 -
noin 25 pyM BAPTA/AM, noin 0,5 - noin 10 mM EGTA tai noin
1,0 - noin 100 uM EGTA/AM;

b) kasvatusta noin 30 - noin 42 °C:n lampdétilassa; ja

c) kasvatusta ilmassa tail mikroaerofiilisissd olosuhteissa,
joissa mikroaerofiiliset olosuhteet kdsitt&dvat i) noin 5 -
noin 20 % CO,:ta ja noin 80 - 95 % ilmaa; tai ii) noin 5 -
noin 10 % O,:ta, noin 10 - noin 20 % CO,:ta sek& noin 70 -
N,:ta,

o\°

noin 85
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riittavan pitkan aikaaa, jotta viljelmd& on saavuttanut ,
varhaista logaritmivaihetta, varhaisen logaritmivaiheen ja
stationaarivaiheen valivaihetta tai stationaarivaihetta

vastaavan kasvuvaiheen.

7. Antigeenisilta ominaisuuksiltaan parannettu Helicobacter-
bakteeri, tunnettu siitd, ettd se on otettu talteen Helico-
bacter-bakteerien viljelmastd, jota on kasvatettu in vitro
-olosuhteissa sellaisten olosuhteiden yhdistelmdssd, Jjoka
kasittdd sen, ettd siihen kaytetdan:

a) noin 0,05 - noin 3 % sappea tai noin 0,025 - noin 0,6 %
yhtd tai useampaa sappihappoa tai ndiden suolaa;

b) kasvatusta noin 30 - noin 42 °C:n lampdtilassa;

c) kasvatusta ilmassa tal mikroaerofiilisissd olosuhteissa,
joissa mikroaerofiiliset olosuhteet kasittdvat i) noin 5 -
noin 20 % CO,:ta ja noin 80 - 95 % ilmaa; tai ii) noin 5 -
noin 10 % O,:ta, noin 10 - noin 20 % CO,:ta ja noin 70 - noin
85 % N,:ta; ja

d) divalenttisten kationien kelaattoria, joka on 0 - noin
25 uM BAPTA/AM, 0 - noin 10 mM EGTA tai 0 - noin 100 uM
EGTA/AM;

ja siitd, ettd mainittu Helicobacter-viljelmd on varhaisessa
logaritmivaiheessa, varhaisen logaritmivaiheen ja statio-

naarivaiheen valivaiheessa tal stationaarivaiheessa.

8. Patenttivaatimuksen 7 mukainen Helicobacter-bakteeri,
tunnettu siitd, ettd sappisuola tai -happo kdsittda glyko-
kolaatin tai glykokolihapon.

9. Patenttivaatimuksen 7 mukainen Helicobacter-bakteeri,
tunnettu siitd, ettd mainittu Helicobacter on Helicobacter
pylori tai Helicobacter felis.
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10. Patenttivaatimuksen 7 mukainen Helicobacter-bakteeri,
tunnettu siitd, ettd mainittu Helicobacter on Helicobacter
pylori -kanta 49503, NB3-2 tai Gl-4.

11. Patenttivaatimuksen 7 mukainen Helicobacter-bakteeri,
tunnettu siitd, ettd olosuhteiden yhdistelmd kadsittda sen,

ettda siind kaytetddn:

a) noin 0,05 % sappisuolaa, joka on glykokolaatti, tai noin

0,1 - noin 0,2 % sappea;
b) noin 37 °C:n lampdtilaa;

c) kasvatusta noin 10 - noin 20 % CO,:ta ja noin 80 - noin
90 % ilmaa sisdltavassd seoksessa tai noin 10 % CO,:ta, noin

5 % Oy:ta ja noin 85 % N,:ta sisdltdvassd seoksessa; ja
viljelmd on logaritmivaiheessa.

12. Patenttivaatimuksen 11 mukainen Helicobacter-bakteeri,
tunnettu siitd, ettd mainittu Helicobacter on Helicobacter

pylori tai Helicobacter felis.

13. Antigeenisilta ominaisuuksiltaan parannettu Helico-
bacter-bakteeri, tunnettu siitd, ettd seon otettu talteen
Helicobacter-bakteerien viljelmdstd, jota on kasvatettu in
vitro -olosuhteissa sellaisten olosuhteiden yhdistelmdssi,

joka kdsittad sen, ettd siihen kaytetddan:

a) divalenttisten kationien kelaattoria, joka on noin 1,0
noin 25 uM BAPTA/AM, noin 0,5 - noin 10 mM EGTA tai noin
1,0 - noin 100 uM EGTA/AM;

b) kasvatusta noin 30 - noin 42 °C:n lampdtilassa;

c) kasvatusta ilmassa tai mikroaerofiilisissd olosuhteissa,
joissa mikroaerofiiliset olosuhteet k&sittavdt i) noin 5 -
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noin 20 % CO,:ta ja noin 80 - 95 % ilmaa; tai ii) noin 5 -
noin 10 % O,:ta, noin 10 - noin 20 % CO,:ta seka noin 70 -

noin 85 % N,:ta,

ja siita, ettd Helicobacter-viljelmd on varhaisessa
logaritmivaiheessa, varhaisen logaritmivaiheen ja statio-

naarivaiheen vdlivaiheessa tai stationaarivaiheessa.

14. Rokote, tunnettu siitd, ettd se sisdltda patenttivaati-
muksen 7, 9, 11, 12 tai 13 mukaista Helicobacter-bakteeria
tai tédmdn immunogeenista fragmenttia tai johdannaista.

15. Patenttivaatimuksen 14 mukainen rokote, tunnettu siiti,
ettd se 1lisdksi sisdltad farmaseuttisesti hyvaksyttavaa

kantaja-ainetta tai laimenninta.

16. Patenttivaatimuksen 14 mukainen rokote, tunnettu siiti,
ettd mainittu Helicobacter-bakteeri on inaktivoitu.

17. Patenttivaatimuksen 16 mukainen rokote, tunnettu siita,
ettd mainittu Helicobacter-bakteeri on inaktivoitu forma-

liinikasittelylla.

18. Patenttivaatimuksen 14 mukainen rokote, tunnettu siit4,
ettd mainittu rokote soveltuu annettavaksi limakalvon kautta
tali parenteraalisesti tai annettavaksi 1limakalvon kautta

sekd parenteraalisesti.

19. Patenttivaatimuksen 14 mukainen rokote, tunnettu siit§,

ettd se lisdksi sisaltda adjuvanttia.

20. Menetelmd potentiaalisen antimikrobiaalisen aineen maa-
rittamiseksi, tunnettu siitd, ettd se sisdltdd sen, ettd
patenttivaatimuksen 7, 9, 11, 12 tai 13 mukaista Helico-
bacter-bakteeri saatetaan kosketukseen mainitun aineen
kanssa ja mddritetddn mainitun aineen bakterisidiset tai

bakteriostaattiset vaikutukset Helicobacter-bakteeriin.
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21. Menetelmad eldimessd tai tastd perdisin olevassa biologi-
sessa ndytteessd esiintyvien Helicobacter-bakteereja vastaan
suunnattujen isdnnidn vasta-aineiden havaitsemiseksi, tunnet-
tu siitd, ettd menetelmd kdsittdd vaiheet, jotka ovat a)
saatetaan mainittu biologinen ndyte kosketukseen patentti-
vaatimuksen 7, 9, 11, 12 tai 13 mukaisen Helicobacter-bak-
teerin tai tadmdn fragmentin kanssa ja b) suoritetaan seulon-
ta, jolla on tarkoituksena havaita vasta-aineen sitoutuminen

Helicobacter-bakteeriin tai tamdn fragmenttiin.

22. Menetelmd eldimessad tali tdstd perdisin olevassa biologi-
sessa naytteessa esiintyvien Helicobacter-bakteerien havait-
semiseksi, tunnettu siitd, ettd menetelmd sisdlt&d vaiheet,
jotka ovat a) saatetaan mainittu biologinen ndyte koske-
tukseen vasta-aineen kanssa, joka sitoo patenttivaatimuksen
7, 9, 11, 12 tai 13 mukaista Helicobacter-bakteeria tai
tamdn fragmenttia ja b) suoritetaan seulonta, jolla on
tarkoituksena havaita vasta-aineen sitoutuminen Helico-

bacter-bakteeriin tai tdman fragmenttiin.

23. Diagnostinen immunomddrityspakkaus Helicobacter-baktee-
reja vastaan suunnattujen isdnndn muodostamien vasta-ainei-
den havaitsemiseksi tai Helicobacter-bakteerien havaitsemi-
seksi, tunnettu siitd, ettd se sisdltda patenttivaatimuksen
7, 9, 11, 12 tai 13 mukaista Helicobacter-bakteeria tai tdtd
vastaan suunnattuja vasta-aineita, sekd halutun immuno-
mddrityksen suorittamiseen tarvittavat kaikki muut olennai-

set madrityspakkauksen komponentit.

24. Menetelma Helicobacter-bakteeria vastaan suunnattujen
vasta-aineiden muodostamiseksi eldimessd, tunnettu siitj,
ettd menetelmd kdsittdd sen, ettd eldin immunisoidaan tehok-
kaalla madrdlld immunogeenid, joka sisdltdd& patenttivaati-
muksen 7, 9, 11, 12 tai 13 mukaista Helicobacter-bakteeria,
sekd siitd, ettd Helicobacter-bakteeria vastaan suunnatut
vasta-aineet sitovat mainittua Helicobacter-bakteeria tai

taman komponenttia.



85

25. Menetelmd immuunivasteen stimuloimiseksi eldimessa,
tunnettu siitd, ettd tdmd kasittdd sen, ettd annetaan eldi-
melle tehokas mddrd immunogeenia, joka sisdltdd patentti-
vaatimuksen 7, 9, 11, 12 tai 13 mukaista Helicobacter-bak-
teeria, sekd siitd, ettd mainittu immuunivaste ehkédisee,

lievittdd eldimelld esiintyvid Helicobacter-infektioita tai

sairauksia tai parantaa namad.
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FIGURE 2

62 kDa.

.
seee

LIERY

. e ;

LS

' i
H
1]
v
.
t

oe

. o

L

.

LX X

L

.

e .
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FIGURE 4
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FIGURE 6
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Oraalinen rokotus - Nasaalinen patogeenikdsittely
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Oraalinen rokotus - Oraalinen patogeenikésittely
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FIGURE 12

@ o % sappea

%

0.025 % sap—

)P\i 3;}; .\(9 3\)( G ad

NHN ////////////,//////%/////
‘//////////////

pea |
% sap-
pea

0.05
| ]

¥R N YL

o (o] o o

(e3sTdwik %) OTS99YPY)

kvt b el N

18

12

10

o

Aika (h)



15/13

FIGURE 13
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