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A taldlmény Streptococcus suis baktériumbol szarma- many targyat képezi tovabba egy Streptococcus suis-
20, Streptococcus suis ellen neutralizalé ellenanyagok fertzés elleni vakcina, valamint az emlitett vakcina eld-
termelBdését kivaltani képes, koriilbeliil 54 kilodalton allitasara szolgalo eljaras is.

molekulatomegi(i polipeptiddel foglalkozik. A talil-
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A taldlmany Streptococcus suis-bol szarmazd polipeptid-
del, sertésekben Streptococcus suis altal okozott betegsé-
gek ellen védettséget 1étrehozé vakcinaval, a Strepro-
coccus suis polipeptiddel reagél6 ellenanyagokkal, vala-
mint ilyen vakcina eldallitasara szolgalé eljarassal fog-
lalkozik.

A Streptococcus suis-t sertésekben iziileti gyulladas-
sal, vérmérgezéssel, agyhartyagyulladassal, szivburok-
gyulladéssal, szivbelhartya-gyulladassal, a savos hartyak
gyulladdsaval és/vagy tiidégyulladassal [Clifton-Hadley,
F. A, Br. Vet. Journ., 139, 1-5. (1983); Vecht és mun-
katarsai, Vet. Quarterly, 7., 315-321. (1985); Windsor,
R. S, Vet. rec., 101., 378-379. (1977), Higgins és mun-
katarsai, Can. J. Vet. Res., 54., 170-173. (1990); Dev-
riese és munkatérsai, Vet. Rec., 127., 68. (1990)] jar6 fer-
t6z6 megbetegedés {6 okozojaként azonositottak.

A megbetegedési arany kiilondsen magas a 3—12 he-
tes kor(t malacoknal [Windsor, R. S. és Elliot, S. D,
J. Hyg. Camb., 75., 69—78. (1975); Guise és munkatar-
sai, Vet. Rec., 117., 43-44. (1985); Hoffman, L. J. és
Henderson L. M., Am. Assoc. Vet. Lab. Diagnosti-
cians, 28th Ann. Proc., 201-210. (1985)]. Bar a serté-
sek minden é¢letkorban fogékonyak ezen baktérium
okozta megbetegedésekre, 14 hetes kor utan az elhulla-
si arany alacsony [Guise és munkatarsai, Vet. Rec.,
117., 43—-44. (1985); Hoffman, L. J. és Henderson, L.
M., Am. Assoc. Vet. Lab. Diagnosticians, 28th Ann.
Proc., 201-210. (1985)].

Az organizmus esetenként egyéb allatfajokban és
emberben is okozhat betegséget [Devriese és munkatar-
sai, Vet. Rec., 127, 68. (1990); Hommez és munkatar-
sai, Vet. Rec., 123, 626—627. (1988); Arends és mun-
katérsai, Rev. Infect. Dis., 10., 131-137. (1988);
Gottschalk és munkatarsai, J. Clinic. Microbiol., 27.,
2633-2636. (1989); Arends, J. P. és Zanen, H. C., Rev.
Infect. Dis., 10., 131-137. (1988)]. Ezekben az esetek-
ben a fert6zés rendszerint borsériiléseken at torténik.
S. suis altal okozott betegséget eldszor Hollandiaban irt
le DeMoor [DeMoor, C. E., Antonie van Leeuwen-
hoek, 29., 272—280. (1963)]. Azota mas kutatok egyéb
eurdpai allamokban, valamint Kanadéban, az Amerikai
Egyesiilt Allamokban és Ausztralidban is leirtak jarva-
nyokat [Sanford, E. és Tilker, M. E., J. Am. Vet. Med.
Assoc., 23., 5-97. (1982); Perch és munkatérsai,
J. Clin. Microbiol., 17., 993-996. (1983); Larson, D. J.
¢és Kott B., Am. Assoc. Vet. Lab. Diagnosticians, 28th
Ann. Proc., 121-130. (1985); Guise és munkatarsai,
Vet. Rec., 117., 43—-44. (1985), Clifton-Hadley, F. A.,
Br. Vet. Journ., 7139, 1-5. (1983)].

A Streptococcus suis torzseket szamos kiilonboz6
szerotipusba soroltak.

A szerotipust a tokpoliszacharid antigén alapjan hata-
rozzak meg [Koehne és munkatérsai, Am. J. Vet. Res.,
40., 1640-1641. (1979); Perch és munkatarsai, J. Clin.
Microbiol., 17., 993-996. (1983)].

Eddig vilagszerte 29 eltérd szerotipust talaltak.

Néhany szerotipus azonban gyakrabban fordul elé bi-
zonyos orszagokban. A skandinav orszagokban a 7-es
szerotipus a leggyakoribb, mig Ausztriaban legtobbszor
a 9-es szerotipussal taladlkozunk. A vilagszerte leggyak-
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rabban eléforduld szerotipus a 2-es szerotipus [Gogo-
lewski és munkatirsai, Aust. Vet. J., 67, 202-204.
(1987); Boetner és munkatarsai, Acta Path. Microbiol.
Immunol. Scand. Sect. B., 233-239. (1987)].

A Streptococcus suis patogenezisérdl, virulencia
faktorairol vagy védettséget 1étrehozd antigénjeird] ke-
veset tudunk.

Ez azt jelenti, hogy nem ismert, mely faktorok sziik-
ségesek a korokozo elleni hatékony vakcinazashoz.

Egy baktérium okozta megbetegedés elleni vakcina
eldallitdsakor gyakran kovetett eljaris egy egészsejt-
vakcinakészitmény elGallitasa és vizsgélata.

Ezt megtették a Streptococcus suis esetében is, és
azt talaltak, hogy az egészsejt-vakcindk jelentds védett-
séget hoznak létre sertésekben homolog torzzsel vald
fertézéssel szemben [Holt és munkatarsai, Res. Vet.
Sci., 48., 23-27. (1990)].

Valésziniinek tiinik azonban, hogy az egészsejt-ké-
szitmények esetében létrejott védettség szerotipusra faj-
lagos [Kebede és munkatarsai, Vet. Microbiol., 22.,
249-257. (1990)]. Az egészsejt-vakcindk egyéb 4ltala-
nos és jol ismert hatranyai a) az injektalas helyén és ako-
riil nemkivanatos reakciokat hoznak létre, és b) 6sszeha-
sonlitva a védettség kivaltasaért tulajdonképpen felelds
anyag mennyiségével, nagy mennyiségli, nem fajlagos
proteint kell adagolnunk.

Az a tény, hogy jelenleg a tokpoliszacharid antigén
alapjan mdr 29 kiilonboz6 Streptococcus suis-szeroti-
pus ismert, azt jelenti, hogy az egészsejt-alapi vakci-
néaknak széles korh védettség létrehozasahoz sok szero-
tipust kell tartalmazniuk.

Ilyen vakcinat valoban készitettek Streptococcus
preumoniae okozta tiidégyulladas elleni védettség létre-
hozasara emberben [Boulnois G. J., Journ. Gen.
Microbiol., 138., 249-259. (1992)].

Ez a vakcina 23 poliszacharidot tartalmaz a leggyak-
rabban eléforduld szerotipusokbdl. Ennek a vakcininak
oOsszetettségén kiviil 1ényeges hatranyai vannak a tok-
poliszacharidok alacsony fokti immunogenitdsa miatt.
Sok prébalkozas iranyult tehat a Streptococcus suis kor-
oktanaban feltehetGen szerepet jatszo faktorok felderité-
sére. Leirtak hemagglutinineket és fimbridkat, mint le-
hetséges virulenciafaktorokat, azonban ezeknek a korok-
tanban betoltdtt pontos szerepe vagy funkcidja nem is-
mert, és az illetd molekuldkat vagy proteineket nem si-
keriilt azonositani. [Jacques és munkatarsai, J. Bacte-
riol., 172., 2833-2838. (1990); Gottschalk és munka-
tarsai, J. Clin. Microbiol., 28., 2156-2158. (1990)].

Eddig a kovetkezd négy proteinrSl feltételezték,
hogy azok lehetséges virulenciafaktorok:

a) egy 44 kilodalton molekulatémegii protein
[Gottschalk és munkatérsai, Vet. Microb. 30., 59-71.
(1992)];

b) egy 94 kilodalton molekulatémeg(i protein [Holt
és munkatarsai, J. Comp. Path., 103., 85-94. (1990)];

c) egy 110 kilodalton molekulatdomegi protein [az
E. F. (Extracellularis Faktor), Vecht és munkatarsai,
Infect. Immun., 59., 3156-3162. (1991); Vecht és mun-
katarsai, Infect. Immun., 60., 550—556. (1992); Smith és
Vecht, 92/16630 szamu nemzetkdzi szabadalmi leiras];
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d) egy 136 kilodalton molekulatomegii protein [az
M. R. (,,Muraminidase Released Protein”), Vecht és
munkatérsai, Infect. Immun., 59., 3156-3162. (1991);
Vecht és munkatarsai, Infect. Immun., 60., 550—556.
(1992); Smith és Vecht, W092/16630 szdmon kozzé-
tett nemzetkozi szabadalmi bejelentés].

A 44 kilodalton molekulatomegli proteint 2-es
szerotipus\, patogén Streptococcus suis térzsekben ta-
laltak, és hidnyzott egy nem patogén mutans torzsbél.
A 44 kilodalton molekulatomegii proteint nem tartalma-
z0 mutans torzs ellen termelt antiszérum nem volt ele-
gendd a sziil6torzs elleni teljes védettség 1étrehozasara.
Ezért csak feltételezziik, hogy a virulencidban jatszik
szerepet.

A 2-es szerotipusu S. suis 94 kilodalton molekulat6-
megl proteinje ellen termelt antiszérumrdl kimutattak,
hogy egerekben védettséget hoz létre a homoldg
torzzsel valo fertézéssel szemben.

A 110 kilodalton, valamint a 136 kilodalton moleku-
latomeg(i proteinek jelen vannak az igen patogén tor-
zsekben és hidnyoznak a nem patogén torzsekbdl, mig
a 110 kilodalton molekulatomegii protein hidnyzik az
alacsony patogenitasu torzsekbdl.

Ez arra utal, hogy a 110 kilodalton, valamint a
136 kilodalton molekulatémegii proteinek szerepet jat-
szanak a patogenezisben. Ugyanakkor eddig nem je-
lent meg ezeket a proteineket tartalmazé izolatumokon
alapul6 védettséget létrehozo kisérletekrdl szo6l6 besza-
molo.

Kovetkeztetésképp az eddig kimutatott lehetséges
virulenciafaktorok koziil csak a 44 és a 94 kilodalton
molekulatémegi proteinekrdl sikeriit kimutatni, hogy
szerepet jatszanak a 2-es szerotipus elleni védettség 1ét-
rehozasaban. Az emlitett védettséget eddig csak egér-
ben és csak homolog torzzsel valo fert6zés esetében si-
keriilt kimutatni.

A fent emlitett négy protein jelenlétét eddig csupan a
2-es szerotipusi Streptococcus suis torzsekben mutattak
ki. A fentick szerint, a nagyszamu kiilénb6z6 szerotipus
létezése miatt, egy szerotipustol fiiggetlen és szeroldgiai-
lag keresztreakciot ado, védettséget létrehozd antigén
igen eldnyds vakcinaalapul szolglna. Eddig ilyen anti-
gént Streptococcus suis esetében nem sikerilt kimutatni.

Meglepd modon kideriilt, hogy a Streptococcus suis
néhany torzse egy koriilbeliil 54 kilodalton molekulaté-
megl polipeptidet valaszt ki, amely tiollal aktivathato,
koleszterinnel gitolhatd és hemolitikus aktivitast mutat.

A hemolitikus toxinok mind rendelkeznek a memb-
ranintegritas és/vagy -funkcid roncsoldsa révén emlGs-
sejteket karosito tulajdonsaggal. Ez a karosito hatas va-
l6szintileg annak tudhat6é be, hogy a toxin oligomer-
formai a sejtmembranba beépiilve porozus szerkezetet
alakitanak ki.

Kimutattuk, hogy a talalmany szerinti hemolitikus
polipeptid egy tiol altal aktivalhato toxin. A tiol ltal ak-
tivalhato toxinok csak redukalt allapotban aktivak, és
oxidaciot kovetden reverzibilisen elvesztik aktivitasu-
kat [Smyth, C. J. és Duncan, J. L., Bacterial Toxins and
Cell Membranes, Jeljaszewicz, J. és Wadstrom, T.
(szerk.), London, Academic Press, 129—183. (1978)].
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Bar a tiolcsoport szerepe tavolrdl sem vildgos, felte-
hetéen fontos részét képezi a memrankarosodas eldidé-
zéschez elengedhetetleniil szitkséges folyamatnak.

A hemolizinek bizonyos csoportja altal kivaltott
sejtoldé hatas mogott alld mechanizmus feltételezi,
hogy a hemolitikus polipeptid koleszterinhez kétédjén
az eml8ssejt membranjaban. Ha egyszer a protein a sejt-
hez kot6dott, bejut a lipid kettds rétegbe. Ezutin az
oligomer hemolizin komplexeket képez, amelyek felté-
telezések szerint a membranon keresztiil pérusokat ala-
kitanak ki.

Kimutattuk, hogy a talalmany szerinti polipeptid he-
molitikus aktivitidsa a hemolizinek azon csoportjahoz
tartozik, amelyek koleszterinnel gatolhatok. A koleszte-
rin, Ugy tlinik, kulcsszerepet jatszik a hemolizinnek a fo-
gekony sejtekhez valo kotédésében. Javasoltak néhany
olyan modellt, melyek szerint a toxinnak a sejthez valé
kotédésénél a koleszterin képviseli az elsédleges kots-
helyet. A szabad koleszterin hatdsosan gitolja a sejtol-
d¢ aktivitast, ami magyarazhatd azzal a ténnyel, hogy
abban az esetben, ha a toxin szterink6t8 helye (szabad)
kcleszterin éltal foglalt, az tobbé nem képes (membran-
hoz kotott) koleszterint kétni. [Boulnois és munkatar-
sai, Mol. Microbiol., 5., 2611-2616. (1991)]. A talal-
miny szerinti hemolitikus polipeptid becslés alapjan ko-
riilbeliil 54 kilodalton molekulatomeggel rendelkezik.
Ezt a molekulatomeget szokdsos eljarasokkal hatdroz-
tuk meg a 2. példdban ismertetett poliakrilamidgél-
elcktroforézis alkalmazasaval.

Az 1. dbran a C. csik mutatja a tisztitott polipep-
tidet, az azt koriilvevé csikok pedig a jelzé molekulakat
(A és D csikok).

A Streptococcus suis egy P1/7 elnevezésii torzsé-
nek hemolitikus polipeptidjét annak N-termindlis ami-
nosavszekvencidja meghatirozaséval tovabb jellemez-
tiikk. Az . szekvencia mutatja a polipeptid N-terminalis
szekvencidjat. Hemolitikus polipeptidek a Streptococ-
cus suis néhany, de nem mindegyik torzsébdl izolalha-
tok. El6fordulhat mérsékelt valtozatossig az egyes he-
molitikus polipeptidet termel8 S. suis torzsek hemo-
litikus polipeptidet kodolo génjének nukleinsavszekven-
ciajdban. Ezek a modosulatok nincsenek hatassal a po-
lipeptid aminosavszekvenciajara abban az esetben, ha a
maodosulat olyan, hogy az 1j triplett ugyanazt az amino-
savat kodolja. Ez az eset példaul, ha a leucint kddold
CTG tripletben a G-t C-vel helyettesitjiik, az igy kapott
triplett szintén leucint kodol. Ha azonban a T-t helyette-
sitjiik C-vel, az \j triplett leucin helyett prolint kddol.
Ez véltozashoz vezet a hemolitikus polipeptid amino-
savszekvencidjéban.

Az aminosavszekvenciaban 1étrejovo valtozas lehet
egy vagy tobb aminosav funkcionélis megfelelGkkel
vald helyettesitésének vagy sokkal ritkabban ,,stop”-
kodon beépitésének vagy a nukleinsavszekvenciiban
bekovetkezett delécidk/inszerciok esetében egy vagy
ménye. Funkcionalis megfelelkkel valé helyettesités
gyakran megfigyelhetS. Neurath és munkatarsai altal is-
mertetett példak [The Proteins, 14. oldal, 6. abra, Aca-
demic Press, New York (1979)] tébbek kozott az alanin
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aminosav cseréje szerinnel; Ala/Ser- vagy Val/lle-,
Asp/Glu-csere stb. A fent emlitett funkcionalisan meg-
felel6 aminosavakkal torténé helyettesitésekhez vezets
valtozatokon kiviil lehetségesek olyan valtozatok, ame-
lyekben egy aminosavat egy masik, nem funkcionali-
san megfelelé aminosav helyettesit. Ez a tipust valto-
zat csak annyiban kiilénbozik a funkcionalisan megfele-
16 aminosavval valo helyettesitést6l, hogy kissé megval-
tozott térbeli hajtogatodassal rendelkezd proteint ered-
ményezhet.

Nem kell kiilén emlitentink, hogy a hemolitikus
polipeptidet kodold nukleinsavszekvencia azon valtoza-
tai, amelyek (igy vezetnek a hemolitikus polipeptid ami-
nosavszekvencia-valtozasaihoz, hogy a polipeptid im-
munogén aktivitasa megmarad, szintén a taldlmany tar-
gyat képezik. A taldlmany kiterjed sertésekben Strepto-
coccus suis-fertzés ellen védettség létrehozasara alkal-
mas vakcinara, amely tartalmazza a fent emlitett hemo-
litikus polipeptidet vagy annak egy, a S. suis hemoliti-
kus polipeptidje ellen immunvélaszt kivaltani képes ré-
szét. Ilyen vakcina elGallithato példaul a talalmany sze-
rinti polipeptidet, vagy annak egy, a S. suis hemolitikus
polipeptidje ellen immunvalaszt kivaltani képes részét
utanzo szintetikus polipeptid alkalmazasaval.

Mas eljaras szerint, a taldlmany szerinti vakcina elé-
allithatd a hemolitikus polipeptid biokémiai titon torté-
nd tisztitasaval baktériumtenyészetbl. Ez végezhetd
példaul a baktériumok centrifugalasaval és gélsziir6 osz-
lopok alkalmazésédval a hemolitikus polipeptidnek mas
Osszetevoktd] vald elvalasztasa céljabol. Tovabbi tiszti-
tas végezhetd példaul ammonium-szulfattal térténé sze-
lektiv kicsapassal, majd ezt kovetd centrifugaléssal, és
az iilledéknek megfelel6 pufferben valo oldasaval.

A taldlmény szerinti vakcina eldéllithaté tovabba
példaul molekularis klénozasi technikakkal. Ezeknek a
technikédknak az alkalmazisaval a taldlmany szerinti
polipeptidet vagy annak egy, a S. suis hemolitikus poli-
peptidje ellen immunvalasz kivaltasara képes részét ko-
dolé nukleinsavszekvencia egy expresszios vektorba
klonozhato, majd megfelelé expressziés rendszerben
expresszalhatd. Az expresszids termék ezutan vakcina-
ban alkalmazhat6. Lehetséges expresszids rendszerek
lehetnek baktérium, élesztd, gomba, rovar, valamint em-
18ssejt-expresszids rendszerek.

A taldlmény szerinti polipeptid eldallitasanak egy
masik moédja a polipeptidet kodolé genetikai informa-
cio klonozasa egy megfeleld virusvektorba, és a virus
gazdasejtjének felhasznaldsa a protein expresszalasara.
Ilyen rendszerek példaul a vaccinia virusvektor és fogé-
kony emldssejtek kombinacidja, vagy a bacilovirus vek-
tor €s Spodoptera frugiperda-sejtek. Az expresszalt
polipeptidet tartalmazé nyers vagy tisztitott sejtlizatu-
mok ezutan egy vakcina alapjaként hasznalhatok. Egy
masik megkozelités a sertést mint gazdaallatot fethasz-
nalo, tgynevezett €16 rekombindns hordozévirusok
(,,.Live Recombinant Carrier”, LRC) alkalmazésa. Az
LRC olyan virus, amelybe jarulékos genetikai informa-
ciot klonoztak. Az ezzel a rekombinans virussal fertg-
zott allatokban immunvalasz valtodik ki nem csak a
vektorvirus immunogén csoportjai, hanem a rekom-
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binans virusba jarulékosan klénozott genetikai kod 4l-
tal meghatarozott polipeptid(ek) immunogén részei el-
len is.

Egyéb sertéskorokozé organizmusokbdl szdrmazo
genetikai informacié hordozaséra kiilénosen eldnydsen
alkalmazhat6 €16 rekombindns hordozovirus az alve-
szettség virusa (Pseudorabies-virus). Ezt a virust korab-
ban sikeresen alkalmaztak LRC-ként példaul kombinalt
alveszettség/sertés koleravirus elleni vakcinazésra. E16-
nvOs esetben a taldlmany szerinti vakcina tartalmaz
egy€b Streptococcus suis-immunogéneket is.

Azt talaltuk, hogy a 2-es szerotipust Streptococcus
suis hemolitikus polipeptidje ellen termelt antiszérum
szerotipusra valo tekintet nélkiil reagal minden egyéb
hemolizintermelS Streptococcus suis torzs hemolizin-
jével. Ezt nem mutattak ki a fent emlitett 44 kilodalton,
94 kilodalton, 110 kilodalton és 136 kilodalton moleku-
latémeg( Streptococcus suis-polipeptidek esetében.

Mindazonaltal, a fentiek koziil valamelyiket vagy
barmely Streptococcus suis-immunogént jarulékosan tar-
talmazd, taldlmany szerinti vakcina még hatékonyabb.
Ez a nagyobb hatékonysag lehet példaul egy szinergista
hutas eredménye. Ez még hatékonyabb és még alacso-
nyabb antigénterheléssel rendelkez6 vakcinak elBallita-
sahoz vezethet.

Még elénydsebb esetben a talalmany szerinti vakci-
na tartalmaz tovabba egy, a talalmany szerinti polipep-
tidhez kapcsolt hordozéanyagot. Hordozdanyagként al-
kalmazhatok egyéb molekuldk, példaul éticsiga-hemo-
cianin, szarvasmarha-szérumalbumin, de hasznalhatok
deszetett cukormolekulak is.

Meég elénydsebb estben a taldlmany szerinti vakci-
ne tartalmaz egy, a taldlmany szerinti polipeptidhez
kapcsolt tokpoliszacharidot.

Polipeptideknek szénhidratokhoz vald kovalens
Osszekapcesolasara szolgald eljarasokat ismertet tobbek
kozott Dick, W. E. és Beurt, M. [Contrib. Microbiol.
Immunol., 70., 48—114. (1989)].

Erthetd, hogy egyéb hordozoanyag-tipusok vagy poli-
peptidnek szénhidrathoz valo kétésére szolgalo, egyéb el-
Jarasok szintén a talalmany targykorébe tartoznak. A ta-
lalmany tovébbi értelmezésében a talalmany szerinti vak-
cina mas sertéskorokozé organizmusokboél és virusokbol
szarmaz0 antigéneket is tartalmaz. Ilyen organizmusok
¢s virusok lehetnek példaul a kovetkezdk: Actinobaccil-
lus pleuropneumoniae, az alveszettség virusa, a sertésinf-
luenza-virus, sertésparvovirus, a fert6z6 gyomor-bél hu-
rut virusa, rotavirus, Escherichia coli, Erysipelothrix rhu-
siopathiae, Pasteurella multocida, valamint Bordetella
bronchiseptica.

A talalmany szerinti vakcina el6nyos esetben tartal-
mazhat egy adjuvanst is. Az adjuvansok altaldban olyan
anyagok, amelyek nem fajlagos modon serkentik a gaz-
daszervezet immunvalaszat. A gyakorlatban szdmos kii-
160b6z6 adjuvans ismert. Adjuvansok példaul a Freund-
féle komplett és inkomplett adjuvans, az E-vitamin,
nemionos blokk-kopolimerek, muramildipeptidek,
Quill A®, asvanyi olajok, példaul Bayol® vagy Mar-
kol®, névényi olajok és Carbopol® (egy homopolimer)
vagy Diluvac® Forte.
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A vakcina tartalmazhat tovabba egy ugynevezett
~vivéanyagot”. A vivSanyag olyan osszetevd, amely-
hez a polipeptid anélkiil tapad, hogy kovalensen hozza
lenne kétve. Gyakran alkalmazott vivéanyagok példaul
az aluminium-hidroxid, -foszfat vagy -oxid, kovasav,
kaolin és bentonit.

Az emlitett vivéanyagok egy kiilonleges formaja,
amikor az antigén részben a vivGanyagba van igyazva,
az ugynevezett ISCOM (lasd a 109 942 szam( eur6pai
szabadalmi leiras, a 180 564 szamu eurdpai szabadalmi
leiras, valamint a 242 380 szam\ eurdpai szabadalmi le-
iras). A vakcina tartalmazhat ezenkiviil egy vagy tébb,
megfeleld feliiletaktiv vegyiiletet vagy emulgedléanya-
got, mint példaul a Span vagy a Tween.

A vakcinat gyakran stabilizalé anyaggal elegyitik,
példaul a lebomlasra hajlamos polipeptideknek a le-
bomlastdl valo védelmére, a vakcina lejarati idejének
meghosszabbitisara vagy a fagyasztas-olvasztas kovet-
keztében bedllé hatékonysagcsokkenés mérséklésére.
Alkalmas stabilizaloanyagok tobbek kozott az SPGA
[Bovarnik és munkatarsai, J. Bacteriology, 59., 509.
(1950)], szénhidratok, példaul szorbit, mannit, treha-
16z, keményitd, szachardz, dextran vagy gliikkdz, protei-
nek, példaul albumin vagy kazein vagy azok bomla-
si termékei, és pufferek, mint példaul alkalifoldfém-
foszfatok.

A vakcinat tovabba egy fiziologidsan megfelel hi-
gitdszerben szuszpendalhatjuk. Nem kell kiilon emlite-
niink, hogy az adjuvdlasnak, vivéanyagok vagy higito-
anyagok hozzdadédsanak, egy polipeptid emulgealasa-
nak vagy stabilizdlasanak egyéb mddjai szintén a talal-
mény targykorébe tartoznak.

Mas eljaras szerint a taldlmany szerinti polipeptid-
del vagy annak egy antigén hatast részével monospeci-
fikusan reagélo ellenanyagokat alkalmazhatunk passziv
immunitas létrehozasara.

Monospecifikus ellenanyagok olyan ellenanyagok,
amelyek fajlagosan képesek reagalni a taldlmany szerin-
ti 54 kilodalton molekulatémegii polipeptiddel vagy an-
nak egy részével anélkil, hogy egyéb Streptococcus
suis-antigénekkel fajlagosan reagalnanak.

Korokozok ellen termelt ellenanyagok sikeresen al-
kalmazhatok passziv immunizaldsra. Az ilyen tipusu ke-
zelésnek az az elénye, hogy az ellenanyagok rendelke-
zésre allnak a fertGzés pillanataban. igy nem veszitiink
id6t a gazdaszervezet immunrendszerének aktivizalasa-
ra és megfeleld szinti védettség kialakulasira varva.
Kiilondsen abban az esetben, ha a fert6zés mar megtér-
tént és a betegség kifejlédGben van, az ellenanyagok al-
kalmazasaval az éllat a korokozok és a korokozé altal
termelt toxinok okozta betegségbGl azonnal meggyo-
gyithat6. A taladlmany targyat képezi tehat egy, a Strep-
tococcus suis hemolitikus polipeptidje ellen termelt el-
lenanyagokon alapulo, Streptococcus suis-fertGzést ko-
veten sertésekben a betegség ellen védettséget 1étre-
hozni képes vakcina.

A talalmany kiterjed emlésékben Streptococcus
suis-fert6zés ellen védettséget létrehozni képes vakcina
el6éllitdsara szolgalod eljarasra, amely eljaras magaban
foglalja a talalmany szerinti polipeptid elegyitését egy
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gyogyszergyartasban elfogadott hordozéanyaggal, adju-
vanssal vagy higitéanyaggal.

A taldlmany szerinti megoldast a kovetkezd példak-
kal szemléltetjiik a korlatozas szdndéka nélkiil.

1. példa

Baktériumtiorzsek

A P1/7, valamint 688/9 jelzésii 2-es szerotipusi
§. suis-torzseket Dr. T. Alexandert6] kaptuk [University
of Cambndge, U. K.]. A 4005, D282, 3921, 3977, 3889,
valamint T15 jelzésii 2-es szerotipusi torzsek Dr. U.
Vechttél szarmaztak [CDI-DLO, Lelystad, Hollandia].
A 10681, 10727, valamint 14391 jelzési 7-es szeroti-
pusu torzseket Dr. B. Nielsentdl kaptuk [Intervet Scan-
dinavia, Koppenhaga, Dénia]. Az 1-22. jelzés{ referen-
ciatdrzseket Dr. J. Henrinchsentdl kaptuk [Statens
Serum Institute, Koppenhaga, Dania]. A B10 jelzésii
I-es szerotipusu izolatum egy ujabban izoldlt mezei
torzs, amely a ,,Gezondheidsdient voor dieren, Qost-
Nederland” intézett3l szarmazik (Deventer, Hollandia).
Az NV92109 jelzésii 8-as szerotipusi, a 220891KM és
jeizésii 9-es szerotipust és a 220891GV jelzési 14-es
szerotipus( torzsek 0jabb, beteg sertésektSl szirmazé
mezei izolatumok.

Baktériumtenyészetek

A baktériumtenyészeteket birkavért tartalmaz6 agar-
lemezekre oltottuk ki, és 24 6ran 4t, 37 °C-on tenyésztet-
titkk. A hemolizintermelés tomegtenyészetben valé vizs-
galata céljabol néhany telepet 100 ml Todd—Hewitt-
taptalajba (Difco) oltottunk, és 37 °C-on az exponencia-
lis szaporodasi fazis végéig (rendszerint 5-6 6ran 4t) te-
nyésztettlink. Ezutan a sejteket centrifugaldssal eltavoli-
tortuk (10 000x g, 10 perc), és a feliiluszot felhasznala-
sig —20 °C-on taroltuk.

Hemolizingatlasi vizsgalat

Sz¢rumok hemolizingétlasi titerének megallapitésa-
ra a vizsgalandé szérumokbol mély rekeszi titraldleme-
zeken kétszeres sorozathigitasokat (75 mikroliter) készi-
tettiink, higitofolyadékként 10 mmol/l Tris-pufferes s6ol-
datban (pH 7,4). Ezt kdvetSen mindegyik rekeszhez
75 mikroliter 25 hemolizaldegységet tartalmazd hemo-
lizinoldatot adtunk. 20 °C-on, 10 percig tartd inkubalst
kévetéen mindegyik rekeszhez 150 mikroliter 2%-os
(mosott) 16vérosversejt-szuszpenzidt adtunk, majd a he-
molitikus aktivitds meghatarozasara a vizsgalatot a fenti-
ekben ismertetettek szerint végeztiik. A titert a mini-
malisan 50%-o0s hemolizisgatlast létrehozo legnagyobb
szirumhigitisban adtuk meg. A (2-es tipusi Strepto-
coccus suis-bol szdrmazd) tisztitott hemolizin ellen ter-
melt P399 fajlagos sertésszérum kiilonb6z8 (szeroti-
pusu) torzsek hemolitikus aktivitasat gatldo képességét
egy-egy rekeszben vizsgaltuk, a vizsgélathoz 75 mik-
roliter 1:128 aranyban el6zbleg higitott P399 szérumot
és a kiilonb6z6 torzsek tenyészetébSl 75 mikroliter hi-
gitatlan feliiliszot hasznéltunk. A vizsgélatot a fen-
tiek szerint végeztik. Kontrollként el6zdleg szintén
(1:128 aranyban) higitott, immunizalas el6tt levett szé-
rumot haszniltunk (a maximalis hemolizis megéllapit-
sara). Keresztneutralizaciordl volt sz6 abban az esetben,
ha a P399 szérum az immunizalas el6tt levett szérum-
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mal dsszehasonlitva tobb mint 50%-kal gatolta a hemo-
lizist. A 24-nél kisebb hemolizintiterrel rendelkez6 min-
tak ebben a vizsgalatban nem adtak értékelhetS ered-
ményt, mivel a maximalis hemolizis (immunizalas elStt
levett szérum) nem érte el a hattérnek megfeleld érték
kétszeresét (P399 szérum).

2. példa

A hemolizin tisztitasa

A P1/7 térzs 250 ml-nyi éjszakai tenyészetét 12 li-
ter Todd—Hewitt-levestaptalajba oltottuk, és anaerob
koriilmények kozott tenyésztettiik 6 o6ran at 37 °C-on,
majd a sejteket folyamatos atfolyo centrifugélassal elta-
volitottuk. A tenyészet felilliszdjat 4 °C-ra hiitottiik,
egy 0,8 mikrométer porusatméréyii szlirdn atszirtik,
majd PTCG 10,000 MMWL sziir6kén 150 mi-re kon-
centraltuk. Egy 0,2 mikrométer porusatmérGjl sziirén
valo atszirést kovetden 1,0 ml térfogata adagokat egy
Superose—12 gélsziiré oszlopra (FPLC, Pharmacia) vit-
tiink fel, és 0,5 mol/l NaCl-ot tartalmazé 40 mmol/l
foszfatpufferes sooldattal (pH 7,2) elualtuk. 0,5 ml tér-
fogath frakcidkat gyijtottink, és azokat SDS-PAGE-
vel, immunlenyomat-vizsgélattal és a hemolizinvizsga-
lattal analizaltuk. A legnagyobb hemolitikus aktivitast
a 35-45. elualt frakciokban talaltuk (lasd a 2. abrat).

Az oszloprol nyert kiilonbdzo frakciok SDS-PAGE-
¢s immunlenyomat-vizsgalata azt mutatta, hogy a he-
molitikus aktivitds egyetlen, koriilbeliil 54 kilodalton
molekulatdomegii antigén megjelenésével esett egybe
(lasd a 3. 4brat). A 35-45. hemolitikus frakciokat Ossze-
gyujtottik, €s a kis mennyiségben jelen levs szennyezd
anyagokat 50%-os (NH,),SO4-tal, 4 °C-on, 3 6rén at
végzett szelektiv kicsapassal eltavolitottuk. Centrifuga-
last kovetden az tiledéket 20 ml 40 mmol/] foszfatpuf-
feres sooldatban (pH 7,2) szuszpendaltuk. Ez a végter-
mék SDS-PAGE-vizsgalat szerint, Coomassie brilliant
kék festéssel egyetlen, koriilbeliil 54 kilodalton moleku-
latémegii polipeptidnek tint (lasd az 1. abrat), és béta-
merkaptoetanollal valo redukalast kdvetden fajlagos ak-
tivitdsa milligrammonként koriilbeliil 0,7 x 106 hemoli-
tikus egység volt.

Fehérjemeghatarozads

A fehérjekoncentraciot Lowry és munkatarsai sze-
rint hataroztuk meg [Lowry és munkatarsai, J. Biol.
Chem., 193., 265-275. (1951)], standardként szarvas-
marha-szérumalbumint hasznaltunk.

SDS-PAGE és Western lenyomatvizsgalat

Az SDS-PAGE-vizsgalatot, valamint a mintak elgké-
szitéset alapvet6en Laemmli szerint végeztiikk 9%-os gé-
len [Laemmli, UK., Nature, 227., 680—685. (1970)].
Elektroforézist kovetGen a polipeptideket Coomassie
brilhant kék R250 festékkel festettiik, vagy elektrole-
nyomat-technikaval Immobilon PVDF-sziirére wvittiik at.
A szlir6ket R2089 jelzésti poliklonalis nyulszérummal
vagy M189 jelzésii poliklonalis egérszérummal (lasd az
Antiszérumok fejezetben) kezeltikk. Mosast kovetGen a
kotodott ellenanyagokat torma-peroxidazzal jelolt, kecs-
kében termelt antinydl-, illetve antiegér-konjugatum-
mal, valamint szubsztratként Di-amino-benzidin alkal-
mazasaval tettiik lathatova.
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A hemolitikus aktivitds alakuldsa kiilonbozd kezelé-
seket kévetden

Mindegyik kezelésnél 0,5 ml, 27 titer(i tisztitott
hemolizint hasznaltunk 40 mmol/l foszfatpufferes séol-
datban (pH 7,2).

Kiilonbozo hémérsékletek hatasat vizsgaltuk hemoli-
zinprobéaval, a hemolizinnek az illetd hémérsékle-
ten, példaul —20 °C-on, 4 °C-on, 20 °C-on, 37 °C-on és
100 °C-on valé inkubalasat kovetben. A proteindz—K-
kezelés hatésanak vizsgalatara S mikroliter koncentralt
enzimoldatot (2 mg/ml) adtunk 0,5 ml hemolizinoldat-
hoz, és azt 10 percig 20 °C-on inkubdltuk. Ezt kévetden
a maradék hemolitikus aktivitast a hemolizinvizsgalat-
tal mértiikk. Béta-merkapto-etanollal valo redukdilds ha-
tdsanak vizsgalatira 5 mikroliter 10%-os (térfogat/térfo-
gat) béta-merkapto-etanol-oldatot adtunk 0,5 ml hemoli-
zinoldathoz, és 10 percig, 20 °C-on inkubaltuk, majd az
aktivitast a hemolizinvizsgalattal mértiik.

H,0,-dal val6 oxidalas hatasanak vizsgalatara 5 mik-
roliter 10%-o0s H,0,-oldatot adtunk 0,5 ml hemolizin-
oldathoz, majd 20 °C-on, 10 percig inkubaltuk. Ezt kdve-
téen a maradék hemolitikus aktivitast a hemolizinvizs-
galattal mértitk.

Az el6fordulo tiolcsoportok TLCK-val (N-a-p-tio-
zil-L-lizin-klor-metil-keton, Sigma) val6 alkildldsanak
hatasat 5 mikroliter 10%-o0s (t6meg/térfogat) TLCK-ol-
datnak 0,5 ml hemolizinoldathoz vald hozziadasaval,
majd az elegynek 10 percig, 20 °C-on valé inkubdldsa-
vel hataroztuk meg. Ezt kovetden a maradék hemoli-
tikus aktivitast a hemolizinvizsgalattal mértiik.

Koleszterin hatasat 10 mikroliter 5%-os koleszterin
0,5 ml hemolizinoldathoz valé hozzaadasaval, majd az
elegynek 10 percig, 20 °C-on valé inkubalasaval hata-
roztuk meg. Ezt kovetSen a maradék hemolitikus aktivi-
tast a hemolizinvizsgalattal mértiik.

Néhany kezelés eredményének redukcidval torténd
visszafordithatosagat a reakcidelegy egy részéhez béta-
merkapto-etanolnak feleslegben (2% végkoncentracié-
ban) valo hozzaadasaval, majd az elegynek 10 percig,
20 °C-on vald inkubaldsaval, ezt kovetSen a hemoli-
tikus aktivitas titralasaval vizsgaltuk.

A kiilonboz6 kezeléseknek a hemolitikus aktivitisra
kifejtett hatasat az 1. tdblazat mutatja. Az eredmények
azt mutatjék, hogy a hemolizin hére érzékeny, érzékeny
proteinaz—K-emésztésre, H,O,-dal valé oxidalasra és
TI.CK-val val¢ alkilalasra. A hemolitikus aktivitas gatol-
hat6é tovabba koleszterinnel. Béta-merkapto-etanollal
vzl inkubélds utan megnovekedett aktivitast talaltunk,
és a H,0,-dal oxidalt készitményhez béta-merkapto-eta-
nolnak feleslegben vald hozzaadasa visszaallitotta a he-
molitikus aktivitast. A TLCK-val kezelt készitményhez
béta-merkapto-etanolnak feleslegben vald hozziadésa a
hemolitikus aktivitas részleges visszaallitdsahoz ve-
zetett. Ez a részleges helyreallitds magyarazhat6 lehet
TCLK-val nem reagalt oxidalt tiolcsoportok jelenlété-
vel. A hémérséklet és koleszterin hatasa nem volt vissza-
fordithatd béta-merkapto-etanol hozzaadasaval.

Olyan parhuzamos minték alkalmazasanal, amelyek-
bél az illeté reagenseket vagy a hemolizint kihagytuk,
az adott modszernek nem volt kimutathatd hatasa a he-



1 HU 218154 B 2

molitikus aktivitasra, illetve a reagenseknek nem volt ki-
mutathat6 hatdsa a vorosvérsejtekre.

Kiilonbozao fajokbol szarmazo vordsvérsejtek hemo-
lizinérzékenysége

Kiilonb6z6 fajokbdl szarmaz6, példaul humaén,
szarvasmarha-, pulyka-, galamb-, egér-, csirke-, tengeri-
malac-, nytil-, macska-, kutya- és sertésvorosvérsejtek
érzékenységét 28 titerrel rendelkez8, redukalt (0,1%-os
béta-merkapto-etanollal kezelt), tisztitott hemolizinké-
szitménnyel vizsgaltuk. A vizsgalatokat lényegében
»A hemolitikus aktivitas titrdldsa” cimf(l fejezetben is-
mertetettek szerint végeztik. Mindegyik vordsvérsejt
koriilbeliil egyforma érzékenységet mutatott a hemo-
lizinre. A titer 27 (egér, macska és pulyka) és 210 (hu-
man) kdzott valtozott.

N-terminalis aminosavszekvencia

A P1/7 torzsbdl tisztitott hemolizin els6 16 aminosa-
vét automatizalt Edman-féle degradacios eljarassal hata-
roztuk meg, lasd az 1. szekvenciat.

Hemolizinmolekulak eldfordulasa kiilonbozé Strep-
tococcus suis torzsekben

Mindegyik rendelkezésre allo, az 1-22. szerotipu-
sokhoz tartoz6 torzset Todd-Hewitt-levestiptalajban
tenyésztettiink az exponencialis szaporodasi szakasz vé-
géig (5—6 oOran at), majd a sejteket centrifugalassal elta-
volitottuk. A tenyészet feliiliszojaban a hemolizinmo-
lekulak jelenlétét a hemolizinvizsgalattal és immunle-
nyomat-vizsgalattal mutattuk ki. Szamos, azonban nem
mindegyik tdrzs tenyészetének feliiliszojaban talaltunk
kiilénb6z8 mennyiségii hemolitikus aktivitast (lasd a
2. tablazatot).

Mindegyik hemolitikus minta, beleértve az alacsony
aktivitassal rendelkez8 mintakat, gatolhatd volt kolesz-
terinnel és H,0,-dal. Ezenkiviil, béta-merkapto-etanol-
nak feleslegben valoé hozzaadéasa a H,0,-dal oxidalt ké-
szitményekhez a hemolitikus aktivitas teljes helyrealla-
sahoz vezetett.

Osszefoglalva, a legtobb vizsgélt torzs hemolitikus
aktivitast valasztott ki a tenyészet feliiluszéjaba, amely
immunolodgiailag és biokémiailag rokonsagot mutatott
a talalmany szerinti hemolizinnel, és nem talaltunk uta-
last egyéb, azzal rokonsédgot nem mutaté hemolizinek
jelenlétére.

3. példa

Vakcinak

Négy, a P1/7 t6rzsbél tisztitott hemolizinen, kon-
centralttenyészet-feliiliszon, illetve 6sszegytijtétt Supe-
rose—12 oszlopfrakcidkon alapulé vakcinat, valamint
egy placebovakcinat éllitottunk eld. Osszehasonlitas-
képpen egy vakcinat tisztitott EF-bdl készitettiink.

Egy koncentralttenyészet-feliiliszobol késziilt vak-
cindt a B10 jelzésii torzsbdl allitottunk eld.

A vakcindkat az aldbbiak szerint allitottuk eld.

Tisztitott hemolizint (40 mikrogramm/ml) 1: 1 ariny-
ban Diluvac Forte® adjuvanssal elegyitettiink, mig ho-
mogén mikroemulziét nem kaptunk. Ezt a vakcinat
VAC-SLY-nek neveztik.

Koncentrélttenyészet-feliliszot tartalmazoé vakcina-
hoz a PTCG-koncentratum egy részét (1,9 mg pro-
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tein/ml) 1:1 aranyban Diluvac Forte® adjuvénssal ele-
gvitettitk, mig homogén szuszpenziot nem kaptunk. Ezt
a vakcinat VAC-CCS-nek neveztiik.

A harmadik vakcina el3allitdsdhoz a Supe-
rose—12 oszloprdl nyert Osszegylijtott és koncentralt
19-31. frakciokat (2 mg protein/ml) Diluvac Forte®
adjuvanssal egyesitettilk, mig homogén szuszpenziét
nem kaptunk. A 19-31. frakciok tartalmaztak a S. suis
torzs altal termelt extracelluldris proteinek tobbségét,
de lényegében mentesek voltak hemolizintdl. Ezt a vak-
cinat VAC-SCF-nek neveztiik.

A negyedik vakcinat a tenyészet feliiliszojanak egy
0.2 mikrométer atmérGji szGrén vald atszirésével,
majd 16 oran at, 0 °C-on, 60%-os telitett (NH,),SO,-
oldattal val6 kicsapasaval allitottuk el8. Centrifugalast
koveten az iiledéket PBS-ben szuszpendaltuk, hogy a
tenyészet feliiliszojadhoz képest koriilbeliil 100-szo-
rosra koncentralt készitményt kapjunk.

Placeabovakcinat az elézGekben ismertetettek sze-
rint készitettiink, azzal az eltéréssel, hogy az antigénol-
gids séoldattal (pH 7,2) helyettesitettiik.

A B10 jelzési torzsbdl a vakcinat az el3bbiekben is-
mertetett moédon, 16 oran at, 0 °C-on, 60%-os telitett
(NH,),S0,-oldattal vald kicsapassal allitottuk el8.

Az EF-vakcinat a P1/7 torzs tenyészetének feliiliszo-
Jabol hidrofob interakcids kromatografiaval (Phenyl
Sepharose magasan szubsztitualt, gyors atfolydsi osz-
lop) allitottuk el6 csokkend koncentraciéji (NH,),SO,-
gradiens alkalmazasaval.

A végsd, tisztitott EF-készitmény (dializist és higi-
tast kdvetden) koriilbeliil 150 mikrogramm/ml EF-t tar-
talmazott. SDS-PAGE ¢és Coomassie festés alapjan a ké-
szitmény tisztasaga 95%-nal nagyobb volt.

Antiszérum

A tisztitott hemolizin ellen termelt fajlagos poliklo-
nalis sertésantiszérumot (P399) a kévetkezé modon alli-
tottuk elé. Négyhetes kori malacokat izomba adva
(nyakizomba) immunizaltunk 2 ml VAC-SLY vakcina-
val. Két héttel az els6 immunizalast kovetGen a mala-
cokat azonos (mennyiségli) vakcindval és azonos mo-
don adagolva megerdsitd vakcinazasban részesitettiik.
A meger0sitd oltast kovetGen két héttel a malacokat el-
véreztettiik, és a szérumot —20 °C-on taroltuk.

Vizsgalat védettség létrehozasdra egérben

Négyhetes kori Balb—C-egereket 4 csoportba osz-
tottunk, és bdr ala adva 0,5 ml VAC-CCS, VAC-SCF
és VAC-SLY, illetve placebovakcinaval vakcindztunk.
Két héttel az elsé immunizalast kovet8en az egereket
azonos vakcinakkal és azonos médon adagolva megers-
sité vakcinazasban részesitettik. A megerdsitG oltast
kovetGen két héttel az egereket hasiiregbe adagolva a
P (/7 térzs Todd—Hewitt-levestaptalajban 6 oran at sza-
poritott, milliliterenként 4 x 109 telepképz8 egységet tar-
talmazo tenyészetével (0,5 ml) fert8ztiik. A fert6zést ko-
vetGen a mortalitast 7 napig feljegyeztiik.

Eredmények

A fertézést kovetSen a placeboval vakcindzott ege-
rek 3 napon beliil elpusztultak, mig a VAC-CCS, vala-
mint a VAC-SLY vakcinakkal vakcinazottak teljesen
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veédettnek tlintek (lasd a 3. tablazatot). A VAC-SCF
vakcina csak részleges védettséget hozott 1étre. Ez a
vakcina tartalmazta a P1/7 torzs extracellularisan kiva-
lasztott antigénjeinek tobbségét, azonban lényegében
mentes volt hemolizintdl.

Kovetkeztetés

Arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a taldlmany
szerinti tisztitott hemolizint tartalmazé vakcina egerek-
ben védettséget hoz létre. Ez arra utal, hogy a hemo-
lizin virulenciafaktor, és ennek az egyetlen virulencia-
faktornak a neutralizacidja elegend6 az egerekben a 2-
es szerotipusu Streptococcus suis-fertézés karos hatasai
elleni védettség létrehozasahoz.

Heterolog védettség létrehozdsa egérben

Kisérleti allatok

Az Iffa Credo altal szallitott Balb/c egereket (4 he-
tes koriak) hasznaltunk.

A kisérlet menete

30 egérbdl alloé csoportokat (2x15) elsé alkalom-
mal az illetd vakcina 0,4 ml-ét bér ald adva vakcinaz-
tunk vagy (egy 30 egérbsl allé csoportot) vakcindzas
nélkiil hagytunk, amint azt a 6. tdblazat mutatja. Négy
héttel a vakcinazast kovetden a csoportba tartozo alla-
tok felét hasiiregbe adagolva a B10 jelzésti (1-es szero-
tipusit), a masik felét pedig a P1/7 (2-es szerotipusu)
torzs hatoras tenyészetének 0,5 ml-ével fertéztiik.
A mortalitast 7 napon at feljegyeztik. A B10 jelzésa
torzs egerekben alacsonyabb patogenitassal (koriilbeliil
20%-os mortalitds) rendelkezik, mint a P1/7 tbrzs
(100%-o0s mortalitds). Ezért a B10 torzzsel fert6zott cso-
portban a megbetegedett egerek szamat is feljegyeztiik.
A fert6zést megel6zGen vérmintakat vettiink, és a cso-
portbol 6sszegy(ijtott szérumokat immunlenyomat-vizs-
galattal vizsgaltuk.

Eredmények

A hemolizinvizsgalatban a B10 torzs (1-es szero-
tipus) tenyészetének feliiliiszoja 295 titerdi hemolitikus
aktivitassal rendelkezett, mig a P1/7 torzs (2-es szero-
tipus) hemolitikus aktivitasanak titere 27 volt. Tehat a
B10 jelzésl torzs koriilbelil 5-szér magasabb hemo-
litikus aktivitassal rendelkezett, mint a P1/7 torzs.

SDS-PAGE ¢és Coomassie festés szerint mind a
B10, mind a P1/7 torzs tenyészetének koncentralt feliil-
uszdja tartalmazta az 54 kilodalton molekulatomegi
proteint (SLY), és a B10 torzs tenyészetének koncent-
ralt feliiluszoja, 6sszhangban annak magasabb aktivita-
saval tobb, 54 kilodalton molekulatomegii proteint tar-
talmazott. A tisztitott EF nem tartalmazta az 54 kilo-
dalton molekulatomegi proteint. FertGzést kovetGen ki-
tlnt, hogy a mindkét tenyészet feliiliszojat tartalmazé
vakcina homolog és heterolog védettséget is létrehozott
egerekben (lasd a 6. tablazatot). Amikor a csoportok
Osszegyljtott szérumait antigénként a P1/7, valamint
B10 torzsek tenyészete feliiluszojanak felhasznalasaval
immunlenyomat-vizsgéalattal vizsgaltuk, azt talaltuk,
hogy mindkét tenyészet-feliiliszobodl késziilt vakcina
anti-SLY-ellenanyagok képzddését valtotta ki (lasd a 6.
tablazatot). A B10 torzs tenyészetének feliiliszdja ellen
termelt szérummal ersebb reakcidt kaptunk, mint a
P1/7 torzs tenyészetének feliitiszdja ellen termelt szé-
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rummal. Amikor heterolég immunlenyomat-vizsgala-
tot végeztiink (a B10 torzs tenyészetének feliiliszoja el-
len termelt szérummal a P1/7 torzs tenyészetének feliil-
Uszoja ellen, és a P1/7 torzs tenyészetének feliiluszoja
ellen termelt szérummal B10 t6rzs tenyészetének feliil-
uszo6ja ellen), az 54 kilodalton molekulatémegi protein
volt a 6 vagy az egyetlen reaktiv antigén.

Tisztitott EF-fel vakcinazott egerek, bar benniik el-
lenanyag-termelés kivaltodott, nagy dézisok esetében
sem valtak védetté sem homolég, sem heterolog ferts-
zéssel szemben (lasd a 6. tablazatot).

Kovetkeztetés

Mindkeét tenyészet feliillisz6jabol késziilt vakcina
homolég és heteroldg védettséget is létrehozott egerek-
ben. Az a tény, hogy immunlenyomat-vizsgalatban he-
terolog vizsgalatot végezve az 54 kilodalton molekula-
tomeg( protein az egyetlen vagy a f4 reaktiv antigén, vi-
lagosan mutatja, hogy az SLY a keresztvédettséget 1ét-
rehozé faktor egerekben.

Védettség létrehozdsa sertésben

A VAC-SLY, a VAC-SCF, valamint a placebovak-
cinat a fent ismertetett méodon éllitottuk eld.

A VAC-SLY 20 mikrogramm/ml tisztitott hemoli-
zint tartalmazott Diluvac Forte® adjuvansban. A VAC-
SCF (2 mg protein/ml) tartalmazta a Streptococcus suis
legtobb extracellularisan kivalasztott proteinjét Diluvac
Forte® adjuvansban szuszpendalva, azonban 1ényegé-
ben mentes volt hemolizintdl.

Négyhetes kori malacokat egyenként 3-3 malacot
tartalmazo 3 csoportba osztottunk, és 2 ml VAC-SLY,
VAC-SCEF, illetve PLACEBO-vakcinaval vakcinaz-
tunk (nyakizomba adva). Az els6 vakcinazast kovetSen
ket héttel a malacokat azonos vakcinakkal és azonos
modon adagolva megerdsité vakcinazasban részesitet-
tiilk. A megerdsitd oltast koveten két héttel a malaco-
kat intravénasan adagolva a P1/7 torzs Todd—Hewitt-
levestéptalajban 6 oran at szaporitott, milliliterenként
4 <109 telepképzd egységet tartalmazd tenyészetével
(0,5 ml) fertéztiik. Kozvetleniil az els6 és a megersitd
vekcindzas el6tt vérmintakat vettiink, és a szérumokat
felhasznalasig —20 °C-on taroltuk.

Baktériumok ujraizoldlisa

Boncolés kézben mintékat vettiink az agybol, tiid3-
bdl és a labtdcsontokbol mint a leginkdbb érintett teriile-
tekbdl. A baktériumnovekedést 0, 1, 2, 3, illetve 4 pont-
tal értékeltiik, a ndvekedés mértékétdl fiiggben.

Eredmenyek

A fertdzést kovetGen a PLACEBO-val vakcinazott
sertésekben stlyos klinikai tiinetek fejlédtek ki, amelye-
ket tobb iziiletet érintd santitas, elesettség és magas laz
jellemzett. Hirom PLACEBO-val vakcinazott sertés ko-
zil kettdben idegrendszeri tiinetek alakultak ki, és
olyan stlyos allapotba keriiltek, hogy el kellett pusztita-
ni 6ket. A VAC-SCF-fel vakcinazott sertésekben ugyan-
azok a klinikai tiinetek alakultak ki, mint a kontrollok-
ben, azonban enyhébb mértékben. Ebbél a csoportbdl
egy sertésnél alakultak ki idegrendszeri tiinetek, és el
kellett pusztitani. A VAC-SLY-vel vakcinazott sertések
voltak a legkevésbé érintettek. Az ebbe a csoportba tar-
t0zd sertések csak enyhe tiineteket mutattak, amelyek
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gyorsabban elmultak, mint a mésik két csoport eseté-
ben. A klinikai eredményeket a 4. tablazat mutatja. Bon-
colasnal azt talaltuk, hogy a PLACEBO-val vakcinazott
sertésekben silyos sokiziileti gyulladas fejlédott ki, a

netek 1ényegesen enyhébbek voltak, és rovidebb ideig
tartottak, mint a VAC-SCF-fel vagy a PLACEBO-val
vakcinazott sertéseknél. Boncolasnal a VAC-SLY-vel
vakcinazott sertéseknél a fibrines iziileti gyulladas eny-

legtébb iziilet érintettségével (lasd az 5. tablazatot). 5 hébb volt, és ritkdbban volt megfigyelhetd, mint a
A VAC-SLY-vel vakcinazott sertésekben szintén kiala- VAC-SCF-fel vagy a PLACEBO-val vakcindzott serté-
kult sokiziileti gyulladas, azonban kisebb mértékben, seknél. Ezenkiviil két SCF-fel, és 2 PLACEBO-val vak-
miutdn a VAC-SLY-vel vakcinazott sertésekben a leg- cindzott sertésnél taldltunk agyhartyagyulladast, mig a
t6bb iziilet normalis volt (lasd az 5. tablazatot). VAC-SLY-vel vakcindzott sertések koziil egynél sem
Streptococcus suis-t kiilonbozé szovetekbdl és kii- 10 alakult ki agyhartyagyulladas. Tovabba a VAC-SLY-
16nb6z6 mennyiségben sikeriilt Wjraizolalnunk két PLA- vel vakcindzott sertéseknél a tiiddk, iziletek és az agy
CEBO-val vakcinézott sertésbél, és mindharom VAC- sterilek voltak, mig a masik két csoportnal ezen szervek
SCF-fel vakcinazott sertésbdl, azonban nem izolaltunk tobbségébdl 2-es szerotipusa Streptococcus suis-t izolal-
Streptococcus suis-t a VAC-SLY-vel vakcinazott serté- tunk. Immunlenyomat-vizsgalatban a VAC-SLY-vel
sekbdl (az ,,ujraizolalasi Gsszpontszam” alatti szamok 15 vakcinazott sertések (a fertzés napjén levett) széruma
az egyes csoportokba tartozé osszes allatbél izolalt bak- a tenyészet teljes feliiliisz6jabol egyetlen, 54 kilodalton
tériumok relativ mennyiségét jelolik, lasd az 5. tabla- nagysagu proteinnek megfelelé antigéncsikkal reaglt,
zatot). arni igazolta, hogy a hemolizin immunogén hatasi és a
Az agymintak szovettani vizsgalata (14sd az 5. tabla- hemolizinkészitmény nagymértékben tiszta volt.
zatot) agyhartyagyulladast mutatott ki két VAC-SCF- 20 Az eredmények arra utalnak, hogy a Streptococcus
fel vakcinazott sertésnél és két PLACEBO-val vakcina- suis-hemolizin fontos faktor, és ennek az egyetlen fak-
zott sertésnél. tornak a neutralizacidja elegend6 sertésekben Strepto-
Kovetkeztetés coccus suis-fertdzés karos hatasai ellen jelentds mérté-
Bér a VAC-SLY-vel vakcinazott sertéseknél né- kii védettség létrehozasara, és a kiillonboz6é szervek-
hany napig tartd klinikai tiinetek jelentkeztek, ezek a tii- 25 nck/szoveteknek a baktériumtdl vald megtisztitasara.
1. tablazat
Tisztitott hemolizin aktivitasa kiilonbozd kezeléseket kovetGen
Kezelés Kezclés id6 tartama Hemolizintiter 2-cs alapii Hemolizintiter 2% merkapto-ctanol hozzaadasat
logaritmusban kifcjezve kovetden 2-es alapi logaritmusban kifejezve
-20°C 7 nap 7 NDa
4°C 7 nap 6 ND
20°C 7 nap 3 ND
37°C 7 nap 0 0
100 °C 5 perc 0 0
20°C 10 perc 7 ND
Proteinaz-K (20 pg/ml) 10 perc, 20 °C 0 ND
B-merkapto-etanol (0,1%) 10 perc, 20 °C 12 ND
H,0, (0,1%) 10 perc, 20 °C 0 12
TLCK (0,1%) 10 perc, 20 °C 2 6
Koleszterol (0,1%) 10 perc, 20 °C 0 0
AND=nincs mecghatrozva
2. tablazat
Hemolizinaktivitdst molekulak el6fordulasa kiilonb6z6 S. suis torzsek tenyészetének feliilliszojaban
Torzs Szero- | Referen- | Fenotipus? 2log Hemolizin- Reverzibilis in- A hemolizin Az 54 kD
tipus ciatorzs hemoli- aktivitas aktivacid, oxida- gatolhatdsiga kimutathatésaga
R) zintiter | gatlasa 0.1% c16 és redukcid aP399-es immunlenyomat-
koleszterinnel hatasara szérummal technikaval
S428 1 R 5 + +
RS 2651 12 R 6 + + +
R735 2 R MRP+EF- S + + + +
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2. tablazat (folyiatds)

Torzs Szero- | Referen- | Fenotipus? 2log Hemolizin- Reverzibilis in- A hemolizin Az 54kD
tipus ciatorzs hemoli- aktivitis aktivacio, oxida- gatolhatésaga kimutathatdsaga
(R) zintiter | gatlasa 0,1% ¢id és redukcid aP399-es immunlenyomat-
koleszterinnel hatasara szérummal technikéval

P1/7 2 MRP+EF+ 8 + + + +
688/9 2 MRP+EF+* 6 + + + +
4005 2 MRP+EF+ 5 + + + +
D282 2 MRP+EF+ 7 + + + +
3921 2 MRP+EF- 4 + + #e -
3977 2 MRP+EF- 2 + + # -
3889 2 MRP-EF- 6 + + + +
T-15 2 MRP-EF- 6 + + + +
4961 3 R 0 NDd ND ND -
6407 4 R 4 + -
11538 5 R 4 + -
2524 6 R 2 + + # -
8074 7 R 0 ND ND ND -
10681 7 0 ND ND ND -
10727 7 0 ND ND ND -
14391 7 2 ND ND ND -
14636 8 R 5 + + + -
NV92109 8 3 + + -
22083 9 R 0 ND ND ND -
220891KM 9 3 + + # -
4417 10 R 2 + + +
12814 11 R 2 + + # -
8830 12 R 0 ND ND ND -
10581 13 R 2 + + # -
13730 14 R 6 + + +

220891GV 14 6 + + + +
T639 15 R 6 + + +

2726 16 R 0 ND ND ND -
93A 17 R 4 + + + -
NT77 18 R 6 + + + +
42A 19 R 3 + + +
865192 20 R 0 ND ND ND -
14A 21 R 0 ND ND ND -
88/1861 22 R 2 + + # -

2} A 2-es tipusi torzsek esetében a Vecht és munkatérsai (26, 27) ltal hasznalt tenotipusokat hasznaltuk

b A hemolitikus aktivitas titralasa, annak gatlasa 0,1% koleszterinnel a hemolitikus aktivités reverzibilis gatlasa H,0, és B-merkapto-etanollal
¢és a hemolitikus aktivitas gatlasa P399-es fajlagos sertésszérummal és az M 189 -es fajlagos egérszérummal végzett immunlenyomat-vizsgalat
menetét az anyagok és modszerek fejezetben szerepelnek

<) A vizsgalat a til alacsony hemolitikus aktivitds miatt nem értékelhetd (lasd a leirast)

9 ND=nem végeztik el
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3. tablazat
Kiiloénb6zd vakcindkkal valo immunizalas hatdsa P1/7 S. suis torzzsel fertGzott egerek tulélésére
Vakcina Talélési arany
VAC-CCS? 9/9
VAC-SCF® 6/10
VAC-SLY® 10/10
Placebo 0/10

a: koncentralt tenyésztési folyadékot tartalmazo vakcina
b: a Superose oszloprél elualt 19-31 frakciokat tartalmazoé vakcina
¢ a tisztitott suilysint tartalmaz6 vakcina

4. tablazat
Osszefoglalo tablazat, amely szdmszertien tartalmazza a klinikai megfigyeléseket a fert6zés napjan, majd a fertdzés
utani 1-7. napon

Vakcina Klinikai megfigyclésck a fertzés utani napokon
0 12 2 3a 42 5 6 7 Osszes
VAC-SLY 0 3,7 3 1,7 0,8 03 0,3 0,3 10,2
VAC-SCF 0 4,7 4,2 55 5,5 5 4,7 4,7 34,3
Placebo 0 5,7 58 6 7,8 7,7 7.3 7,7 48

2} Az 1-4. napokon tdrtént megfigyelések két vizsgalat atlagat jelentik (délclbtt 3s délutan)

5. tablazat
Osszefoglal6 tablazat, amely a boncolas napjan észlelt klinikai tiineteket, a boncolaskor észlelt makroszképos
megfigyeléseket, a korokozo visszaizolalasat és az agyhartyagyulladasos tiinetek el6fordulasat mutatja

Vakcina Boncolas a fertézés utani [ziileti gyulladis A kérokozd Agyhartyagyulladas
napon visszaizolalasa
VAC-SLY 7 35 0 0
VAC-SCF 7 8 7
Placebo 4 12 9 2

6. tablazat
Heterolog védettségi kisérlet eredménye egerekben. 15 egérbdl allo csoportokat vakcinaztunk kiilénb6z8 vakcindk
0,4 ml-ével GNE adjuvansban. Az immunizalas utan az egereket intraperitonealisan fertéztiik a P1/7 és a B10 torzsek
6 oras tenyészetének 0,5 ml-ével (3 x 109 baktérium/ml). A fertdzeés elStt vérmintdkat vettiink, és az allatcsoportok
kevert szérumat immunlenyomat-technikéval vizsgaltuk anti-SLY- és anti-EF-ellenanyagok jelenlétére
a P1/7 és a B10 torzsek feliiluszoit hasznalva

A vakcina | P1/7 rafer- B10 réfcrt("Szés uténi SLY-anti- Anti-SLY ellenanyag EF jelentése Anti-EF-ellenanyag
hatoanyaga | t6zés utani eredmények gén jelen- jelenléte a kisérleti a vakcina- jelenléte az Osszegyijtott
clhullas léte a csoportok Osszegyiijtott ban szérumokban
Elhul- | Megbetege- | Vakcinaban szérumdban SDS-PAGE | immunlenyomat-technika-
las dési index a | SDS-PAGE | immunlenyomat-vizsga- és vizsgalattal a
fertdzés és Coo- lattal a P1/7 és a Coomassie P1/7 feliiluszot, illetve a
uténi 3. massic fes- B10 feliiliszokat festés B10 feliiliszot hasznalva
napon tés alapjan hasznalva antigénként, alapjan antigénként
B10 4 1 3 ++ +4 +++ - - -
P1/7 9 0 0 + + ++ ++ -
P1/7 EF 14 | 17 - - - +++ -
Kontroll 15 3 21 — - - - - -
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Az abrak révid ismertetése

Az 1. dbra SDS-PAGE-vizsgalatot mutat, az A csik
alacsony molekulatdmegii jelzGproteineket, a B csik
koncentralttenyészet-feliiliszot, a C csik tisztitott
Streptococcus suis-hemolizint, a D csik nagy moleku-
latomegtl jelz6fehérjéket mutat. A gélt Coomassie
brilliant kék festékkel festettiik. A bal, illetve jobb olda-
lon talalhato szdmok a jelzG6fehérjék molekulatdomegét
jelolik.

A 2. abra 2-es szerotipusU Streptococcus suis
P1/7 torzstenyészete koncentralt feliiliiszojabol végzett
Superose—12-kromatografia elucidos profiljat mutatja.
A folyamatos vonal a 280 nanométeren mert fényelnye-
lést, a szaggatott vonal a hemolizintitert jeloh.

A 3. abra Western lenyomatvizsgalatot mutat. Az
A csik jelz6proteineket, a B csik a P1/7 torzs tenyésze-
tének koncentralt feliliszdjat, a C—N. csikok Supe-
rose—12-oszloprol lejott frakcidkat mutatnak. C csik:
15. frakcio; D csik 18. frakcio; E csik: 20. frakcio;
F csik: 23. frakcio; G csik: 26. frakcid; H csik: 28.
frakcio; I csik: 30. frakcid; J csik: 32. frakcio; K csik:
34, frakcio; L csik: 36. frakcio; M csik: 38. frakcio;
N csik: 40. frakcio.

A jelz8proteineket (A csik) Coomassie brilliant kék-
kel festettiikk. A Streptococcus suis-antigéneket (B—N
csikok) nytlszérummal reagaltattuk, majd kecskében
termelt antinyalkonjugatummal és diamino-benzidin-
szubsztrattal el6hiviuk a szinreakciot. A jelzéproteinek
molekulatomegét az dbra bal oldalan jeldltiik.

SZEKVENCIALISTA
(1) Altalanos informécio:

Asp Ser Lys Gln Asp Ile Asn Gln Tyr
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(i) Bejelenté: Akzo N.V.
Levelezési cim:
(A) Cimzett: Akzo N.V.
(B) Utca: Velperweg 76
(C) Varos: Armhem
(E) Orszéag: Hollandia
(F) Iranyitészam: 6824 BM

(ii) Bejelentés cime: Streptococcus suis-fertézés el-
leni vakcina

(ii1) Szekvencidk szdma: 1

(iv) Komputerrel olvashat6 forma:
(A) Hordozo tipusa: floppy disk
(B) Komputer: IBM PC-kompatibilis
(C) Operatorrendszer: PC-DOS/MS-DOS
(D) Software: Patent In Release #1,0, #1,25 ver-

zi6 (EPO)
(2) Informacidk az 1. szekvencidhoz:

(i) Szekvenciajellemzdk:
(A) Hossz: 16 aminosav
(B) Tipus: aminosayv
(D) Topolégia: linearis

(i1) Molekula tipusa: protein

(ii1) Hipotetikus: nem

(v) Fragmenstipus: N-termindlis

(vi) Eredeti forras:
(A) Organizmus: Streptococcus suis
(B) Torzs: P1/7
(C) Egyedi izoldtum: —

(vii) Kozvetlen forras: —
(B) Klén: —

(xi) Szekvencia leirasa: 1. szekvencia:

Phe Gln Ser Leu Thr Tyr Glu
10 15

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Streptococcus suis-polipeptid, azzal jellemezve,
hogy az emlitett polipeptid koriilbeliil 54 kilodalton mo-
lekulatomeggel rendelkezik, tiollal aktivalhato, kolesz-
terinnel gatolhatd, nativ formajaban hemolitikus aktivi-
tassal rendelkezik, vagy az emlitett polipeptidnek az
emlitett polipeptid elleni immunvélasz kivaltasara ké-
pes része.

2. Az 1. igénypont szerinti polipeptid, azzal jel-
lemezve, hogy az emlitett polipeptid N-terminalis
aminosavszekvenciaja Asp-Ser-Lys-Gln-Asp-Ile-Asn-
GIn-Tyr-Phe-GIn-Tyr-Phe-Gln-Ser-Leu-Thr-Tyr-Glu
vagy ennek egy része.

3. Sertésekben Streptococcus suis-fertdzes ellen vé-
dettség létrehozasara képes vakcina, azzal jellemezve,
hogy egy, az 1. vagy 2. igénypont szerinti polipeptidet
és adott esetben egyéb Streptococcus suis-immunogén
anyagot is tartalmaz.

4. Vakcina sertések immunizalasara, azzal jellemez-
ve, hogy valamely 1. vagy 2. igénypont szerinti poli-
peptidet, adott esetben egyéb Streptococcus suis-immu-
nogén anyagot, valamint sertéskorokozé virusokbdl
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vagy mikroorganizmusokbol szirmazé tovabbi immu-
nogén anyagot tartalmaz.

5. A 3. vagy 4. igénypont szerinti vakcina, azzal jelle-
mezve, hogy a polipeptid egy hordozéanyaghoz van kétve.

6. Az 5. igénypont szerinti vakcina, azzal jellemez-
ve, hogy a hordozoanyag egy tokpoliszacharid.

7. A 3-6. igénypontok barmelyike szerinti vakcina,
azzal jellemezve, hogy egy adjuvanst tartalmaz.

8. A 4. igénypont szerinti vakcina, azzal jellemezve,
hogy immunogénként a kovetkezé organizmusok koziil
valamelyiket tartalmazza: Actinobaccillus pleuropneu-
moniae, alveszettség virusa, sertés-influenzavirus, sertés-
parvovirus, fert6z6 gyomor-bél hurut virusa, rotavirus,
Escherichia coli, Erysipelothrix rhusiopathiae, Pasteu-
rella multocida, valamint Bordetella bronchiseptica.

9. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti polipetiddel spe-
cifikusan reagalé ellenanyagok.

10. Eljaras eml3sokben Streptococcus suis-fert6zés
ellen védettséget létrehozni képes vakcina elGallitasara,
azzal jellemezve, hogy valamely, az 1. vagy 2. igény-
pont szerinti polipeptidet egy gyogyszergyartasban elfo-
gadott hordozoéanyaggal, adjuvanssal és/vagy higito-
anyaggal osszekeverve vakcinava alakitunk.
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Hemolizin-titer

Abszorbancia 280 nm-en
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