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SAMMENDRAG

Dagens vaksiner har et forbedringspotensial. Administrasjonsmaéte, effekt og tid for
beskyttelse, er blant omrader det jobbes med & forbedre. Ved Folkehelseinstituttet har det
lenge veert forsket pd slimhinnevaksiner, og denne hovedfagsoppgaven er en videreforing av

dette arbeidet.

De fleste av dagens slimhinnevaksiner bestar av levende, svekkede mikrober. Det ble tidlig
klart at levende vaksiner kan innebzre en risiko for 4 gi sykdom, spesielt i mennesker med
svekket immunforsvar. Ved Folkehelseinstituttet er det vist at en enkel formulering med
drepte helcelle pneumokokker, gitt i form av nasedraper, beskytter mot pneumokokkinfeksjon

1 mus.

Denne oppgaven fokuserer nettopp pd pneumokokker. Effekt av inaktivert pneumokokk
helcellevaksine gitt ved injeksjon eller nasedriper, ble undersekt i forhold til immunrespons,
og beskyttelse mot sykdom etter ulike administrasjonsmater for smitte med pneumokokker. I
tillegg ble det sett pa om vaksine mot influensa kunne virke som adjuvans, eller forsterker, for
pneumokokkvaksine ndr de ble gitt sammen. Bakgrunn for dette er kliniske observasjoner
som viser at pasienter som har fitt begge vaksinene er bedre beskyttet mot

pneumokokksykdom enn de som har fatt pneumokokkvaksine alene.

Det overordnede malet for oppgaven var a bidra til at slimhinnevaksine mot

pneumokokksykdom i mennesker skal bli en realitet.

Vaksinene ble gitt til forseksdyr (mus), to ganger med syv ukers mellomrom. Effekten ble
milt med ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) som systemiske antistoffer (IgG i
blod) og som antistoffer lokalt pa slimhinnene (IgA i spytt). Dyrene ble deretter smittet med
en pneumokokkstamme som gir sykdom hos mus. Denne ble administrert intraperitonealt (i

bukhule) eller nasalt (pa neseslimhinne).

Vaksinene ble gitt bdde subcutant og intranasalt for sammenligning. I forseket ble inaktivert
pneumokokk helcellevaksine (PnH) benyttet alene, og i kombinasjon med inaktivert

influensavaksine (INV). Forseket viste at musene fikk god IgG immunrespons i blod, bade
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mot PnH og INV, etter s.c. immunisering. S.c. immunisering gav ogsd god beskyttelse mot
pneumokokksykdom etter smitte. I.n. immunisering gav darlig IgG respons i blod mot bade
PnH og INV. Beskyttelse mot pneumokokksykdom etter i.n., men ikke i.p. smitte ble her

oppnddd. Signifikant niva av IgA i salivaprevene, kunne ikke vises hos noen av gruppene.

Det kunne ikke vises til signifikant pavirkning i immunrespons ved samtidig administrasjon
av influensa vaksine, men det er sterke tendenser til at INV i kombinasjon med PnH i den i.n.
vaksinen forsterker beskyttelse mot sykdom etter i.n smitte. Dette kan vare en sveert
interessant observasjon a se n&rmere pa i senere forsek, da slimhinnene er den naturlige

inngangsporten for pneumokokker som gir sykdom hos menneske.
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1. INNLEDNING

1.1. PNEUMOKOKKER

1.1.1. Pneumokokkbakterien og sykdom den forarsaker

Pneumokokkbakterien (Streptococcus pneumoniae) er en Gram-positiv bakterie med
polysakkaridkapsel. Denne kapselen er viktig for bakteriens evne til & forarsake sykdom hos
mennesker da kapselen beskytter mot fagocytose nar spesifikke antistoffer mot den ikke er
tilstede. Bakterien er klassifisert i ulike serotyper basert pd antigene forskjeller 1
polysakkaridkapselen. Det finnes over 90 serotyper av pneumokokker. Noen av serotypene er
hyppigere érsak til sykdom enn andre, og det er forskjell pd hvilke serotyper som dominerer
blant barn og hvilke som dominerer blant voksne og eldre. I tillegg ser man geografiske

variasjoner fra land til land og variasjon over tid (Pedersen et al. 2004, Hausdorff et al. 2005)
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Figur 1: Skjematisk tegning av celleveggen hos en pneumokokk. Lange
polysakkaridmolekyler (vaksineantigen) utenfor peptidoglykanlaget utgjor kapselen som er
antifagocyteer. De penicillinbindende proteinene (PBP) er transpeptidaser som bygger opp
peptidoglykanet. De er mdlmolekyler for penicillin (og andre p-laktamer) og endres ved okt
penicillinresistens. (Hoiby et al. 1998)
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Som enkelte andre sykdomsfremkallende bakterier, kan pneumokokker bares i hals og
tonsiller, uten & gi sykdom, og herer derfor til menneskets normalflora. Baering av
pneumokokker i halsen er pavist hos 5-60% av friske personer og ses spesielt hos barn. I
Norge er det i en studie blant barnehagebarn pavist at 45% av barna var barere av
pneumokokker. (Pedersen et al. 2004) Pneumokokkene gir, under normale omstendigheter,
ikke sykdom eller baererskap hos dyr. Mennesket er i praksis eneste reservoar og smittekilde.

(Bergsaker et al. 2004)

Sykdom fordrsaket av pneumokokkbakterien kan ha alle grader av alvorlighet, fra mild
sykdom til livstruende tilstander. De hyppig forekommende, lokaliserte, overflatiske (pa
slimhinnene) infeksjonene, bihulebetennelse (sinusitt) og mellomerebetennelse (otitis media)
er som regel ufarlige, men kan vere plagsomme (tabell 1). De er svart vanlige, serlig hos
barn. En regner med at 30-50% av bakterielle sinusitter og otitter skyldes pneumokokker.

(Block 1997, Eskola et al. 2001)

Pneumokokkbakterien forarsaker ogsa lungebetennelse (pneumoni), som kan vaere meget
alvorlig. Pneumoni er ogsd & regne som en invasiv bakteriesykdom idet infeksjonsprosessen
foregar i et indre, normalt sterilt organ. Antibiotika brukt mot folsomme bakterier, stopper
videre utvikling mot systemisk, mer alvorlig sykdom. Dersom antibiotikaresistens far utvikle
seg, kan man fa alvorlig forlep av pneumonier slik en s i den ferantibiotiske tid. (Tilgham

1937)

Seerlig alvorlige blir pneumokokkinfeksjonene nar bakteriene invaderer blodbanen og
infeksjonen blir systemisk. Det forer til det vi pa norsk kaller ekte blodforgiftning (bakteriemi
= bakterier i blodet og sepsis = bakterier i blodet + alvorlig organpdvirkning). Noen ganger
forer spredning av pneumokokker via blodet ogsa til purulent hjernehinnebetennelse
(meningitt) som er svert alvorlig. Bakteriemi/sepsis og meningitt er de viktigste formene for
systemisk pneumokokksykdom (tabell 1). Pneumokokker er av de aller hyppigste arsakene til
bide bakteriemi/sepsis og bakteriell hjerne-hinnebetennelse. (Bergsaker et al. 2004)

Systemisk pneumokokksykdom (bakteriemi, sepsis og meningitt) rammer s&rlig sma barn og
eldre. Men personer i alle aldre kan rammes, sarlig dersom de har en grunnsykdom som gir
nedsatt forsvar mot infeksjoner med kapselkledde bakterier. Pneumokokkene gir langt oftere

bakteriemi/sepsis uten meningitt enn med meningitt, og systemisk pneumokokksykdom er
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den vanligst meldte arsaken til bakteriemi i Norge. Personer som har fjernet milten, eller har
dérlig miltfunksjon, er saerlig utsatt for alvorlige pneumokokk-infeksjoner ved at de rammes
hyppigere, far rask utvikling av sepsis og har mer alvorlig prognose enn ellers
sammenlignbare individer. Dadeligheten av systemisk pneumokokksykdom hos disse

pasienter er 75%, mot 17% ellers. (Bergsaker et al. 2004)

Tabell 1. Sykdom fordrsaket av Streptococcus pneumoniae (Bergsaker et al. 2004)

Mindre alvorlige, lokaliserte Alvorlige sykdomstilstander

sykdomsformer (hyppige) (der bakteriene gar inn i vev og evt. invaderer
blodbanen)

* Mellomerebetennelse (otitis media) | * Lungebetennelse (pneumoni, vanlig)

* Bihulebetennelse (sinusitt) * Ekte blodforgiftning (sepsis, relativt vanlig)

* Qyekatarr (konjunktivitt) * Hjernehinnebetennelse (purulent meningitt, relativt
sjelden)

* Blatdelsinfeksjoner, leddinfeksjon, abscesser,

osteomyelitter og lignende (sjeldne)

1.1.2. Smittemate

Nerdripesmitte er vanlig méte for smitte overforing. Smitte forekommer relativt hyppig, men
bare en liten andel av nysmittetilfellene forer vanligvis til klinisk sykdom. Bide barere og
klinisk syke kan vaere kilde. Samtidig evre luftveisinfeksjon med hosting og nysing, ogsd av
andre arsaker, gker smitterisikoen ved narkontakt. Indirekte smitte med tilsglte leker o.1. er

mulig. (Fhi 2006)

1.1.3. Symptom og forlep

Pneumonisymptomer kommer klassisk som plutselige feberstigninger, sting 1 brystet ved

inspirasjon, hoste, dyspné (dndenad), takypné (rask pust) og ekspektorat. Ekspektoratet er

typisk purulent eller purulent med lys plommesyltetoyfarge. Men ofte er starten mye mer
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gradvis og symptomer og funn mindre karakteristiske, serlig hos eldre. Pneumoni er en
hovedarsak til systemisk sykdom. Pneumoni med bakteriemi har alvorligere prognose enn
uten bakteriemi. Ved meningitt/septikemi ses oftest mindre raskt forlop enn ved septikemisk
meningokokksykdom. Feber, nedsatt allmenntilstand, forvirring, kramper evt. koma kan ses
serlig hos barn og eldre. Petekkier (karakteristiske bledninger i huden) er ikke vanlig, unntatt
1 hyperakutte tilfeller, serlig dersom miltdysfunksjon foreligger. En del tester som signaliserer
alvorlig sykdom som SR og CRP-maling bruker tid pa & sla ut. Slike tester kan derfor vere
negativ i tidlig stadium, selv ved alvorlig sykdom. Letalitet ved systemisk
pneumokokksykdom er ca. 17%, hos miltlese ca 75%. Pneumokokkmeningitt har mye hoyere

letalitet (~30%) og hey forekomst av komplikasjoner. (Fhi 2006)

1.1.4. Behandling

Ved luftveisinfeksjoner i Norge, ogséd pneumonier, er penicillin forstevalgspreparat. Ved
mistenkt systemisk sykdom kreves sykehusinnleggelse og parenteral antibiotikabehandling.
Bare sykdom forérsaket av penicillinresistente pneumokokker (PRP) med nedsatt folsomhet

for penicillin er en allmennfarlig smittsom sykdom i smittevernloven. (Fhi 2006)

1.1.5. Forebyggende tiltak

Det finnes to typer vaksine pa det norske markedet:

Polysakkaridvaksine har vert tilgjengelig siden 1984. En dose er nok, og gir ca. 70%
beskyttelse mot systemisk sykdom, mens effekten mot pneumoni er usikker. Vaksinen
inneholder 23 av de mest aktuelle serotyper. Dette dekker ogsa godt serotypene som gir
systemisk sykdom i Norge. Vaksinen utrydder ikke berertilstand. Barn under 2 ar responderer
ikke pa vaksinen. Revaksinasjon av eldre og andre risikogrupper unntatt miltlese anbefales
etter 10 ar og det er ikke nedvendig & male antistoffnivdet i serum for revaksinasjon for denne
gruppen. For miltlese og personer med nedsatt immunforsvar anbefales revaksinasjon etter 3-

5 ér. (Aaberge 2005)

10
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Konjugatvaksine har vert tilgjengelig siden 2001. Denne vaksinen er godkjent for barn i
alderen 2-24 maneder. Vaksinen bestar av pneumokokk-polysakkarider fra syv ulike
serogrupper som er konjugert til et baererprotein og adsorbert pa aluminiumfosfat. Disse syv
antigenene dekker ca. 70% av systemiske stammer isolert fra barn under 2 ar i Norge.
(Pedersen et al. 2004) Vaksinen gir ca. 95% beskyttelse mot systemisk sykdom som skyldes
de bakterietypene som inngar i vaksinen. Beskyttelsen mot pneumoni og otitis media er langt
dérligere (20% mot klinisk pneumoni med positiv rentgenfunn og ca. 7% reduksjon av klinisk
otitis media). (Black et al. 2000, Black et al. 2002) Anbefalt vaksinasjonsregime er avhengig
av barnets alder. Det ma gis tre doser til barn i forste levedr og to doser til barn mellom 1 og 2
ar. Over to ars alder er sykdommen mye sjeldnere, og en storre andel av tilfellene forarsakes
av serotyper som ikke inngar i vaksinen. I Norge tilbys konjugatvaksinen gjennom det
ordinzre barnevaksinasjonsprogrammet fra juli 2006. Det er da valgt et tre-dose regime med

to doser i forste levedr, og en boosterdose ved ett ars alder. (Bergsaker et al. 2004)

Enkelte risikoutsatte grupper anbefales spesielt vaksinasjon (tabell 2).

Tabell 2. Risikoutsatte grupper som anbefales vaksinasjon mot pneumokokksykdom. (Fhi
2006)

personer som har fjernet milten eller har nedsatt miltfunksjon (fra 2 méneders alder)

personer over 65 ar

personer med nedsatt infeksjonsforsvar som folge av f.eks. HIV-infeksjon og Hodgkins
sykdom

personer med kroniske hjerte/kar- eller lungesykdommer

personer som har hatt pneumokokkpneumoni eller annen alvorlig pneumokokkinfeksjon.

personer med cerebrospinalvaskelekkasje
Hos voksne er malgruppen for pneumokokk- og influensavaksinasjon i stor del den samme.

Det anbefales derfor at de to vaksinene tilbys samtidig til dem som ikke har fétt

pneumokokkvaksine tidligere. (Fhi 2006)

11
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1.2. INFLUENSA

1.2.1. Influensaviruset og sykdom det forarsaker

Influensa er en svert smittsom virusinfeksjon fordrsaket av influensavirus. Man kan skille

mellom 3 typer influensa.

= Sesonginfluensa som kommer hver vinter. Den skyldes et virus som er bare litt
forskjellig fra tidligere drs virus sdnn at mange av oss vil vaere delvis immune.
Derfor blir ikke s& mange smittet, og sykdommen er ikke sa alvorlig.

* Pandemisk influensa er betegnelsen pa en influensasykdom som skyldes et helt
nytt virus som ingen er immune mot. Dette viruset vil spre seg raskt gjennom
hele verden og vil kanskje gi mer alvorlig sykdom.

* Fugleinfluensa er en sykdom blant fugler. Av og til "tar fugleviruset feil” og
smitter et menneske som kan fa “menneskelig fugleinfluensa”, men mennesker er

ikke serlig mottakelige for dette viruset.

To typer av viruset, Influensa type A og B, gir drlige utbrudd eller epidemier av varierende
styrke hos mennesker. Ved sterre epidemier kan opptil 10-20% av befolkningen bli rammet.
Seerlig risikoutsatte grupper har ekt risiko for komplikasjon og ded etter influensa.
Anslagsvis der mer enn 1000 personer, i all hovedsak eldre, i Norge i lopet av en
gjennomsnittlig influensasesong som folge av influensa. Influensa forekommer som érlige
epidemier pd den nordlige halvkule i tidsrommet fra november til april, pa den serlige
halvkule fra mai-oktober. I tropiske strek kan sesongmensteret variere og er gjerne mindre

utpreget. (Fhi 2006)

Type A-virus ble forste gang pavist i 1933, type B 1 1940. Vaksine ble utviklet pa slutten av
1940-tallet. (Fhi 2006)

Type A-virus kan subtypes og klassifiseres basert pd kombinasjonen av H-antigen (16
subtyper) og N-antigen (9 subtyper). Subtyper som for tiden sirkulerer blant mennesker har
kombinasjon HI og H3 med N1 og N2, f.eks. HIN1 eller H3N2. De gvrige subtypene fins 1
et stort antall kombinasjoner hos varmblodige dyr, primert hos fugl. Siden to subtyper av
influensa A i tillegg til influensa B forarsaker epidemier, inneholder ogsa influensavaksinen

de tre forskjellige virusene. (Fhi 2006)

12
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Virusene endrer seg hele tiden, og med fa drs mellomrom oppstér nye varianter som er
tilstrekkelig annerledes til at immunitet mot tidligere varianter ikke beskytter. Vintre med
nye influensavarianter fir derfor gjerne storre influensautbrudd enn ellers. Verdens
helseorganisasjon (WHO) overvaker utviklingen av influensa gjennom et nettverk med
nasjonale influensasentre i 85 land, og revurderer sammensetningen av influensavaksinen to
ganger 1 aret for 4 sikre at vaksinen inneholder de mest aktuelle variantene av de tre virusene.

(Fhi 2006)

Nye virus bringes til de enkelte landene med smittede personer hver sesong, og nar
sesongens utbrudd er overstétt er ogsd influensavirus borte fra landet helt til nye importerte
virus starter & utbre seg neste host. Virusene opptrer derfor ikke som geografisk distinkte
varianter, i samme sesong opptrer liknende virus over hele verden.

En rekke andre akutte infeksjoner med luftveissymptomer kalles feilaktig for influensa. (Fhi
2006)

Influensapandemier er ekstra store epidemier med global spredning av et ’nytt” virus (ny
subtype) som fa eller ingen kan forventes & ha immunitet mot. I var del av verden regnes
pandemisk influensa som en av de mest sannsynlige drsaker til akutte krisetilstander.
Pandemier opptrer med noen tidrs mellomrom. Ikke bare blir det flere syke, men en storre
andel far ogsé alvorligere sykdom eller der. Mange av disse er utenfor de tradisjonelle
risikogruppene. De nye virusene stammer fra influensa A-virus hos fugl, der det fins et mye
starre mangfold av influensavirus enn hos mennesker. Det nye viruset fortrenger det gamle

A-viruset, og 1 lopet av noen fa ar etablerer det seg som vanlig sesongmessig influensa. (Fhi
2006)

Bare type A er kjent som arsak til pandemier. Influensa B-virus opptrer bare hos mennesker,
og det fins dermed ikke noe naturlig reservoar for B-pandemistammer. Tilsammen ca.18
pandemier har inntruffet siden den forste klart beskrevne pandemi i 1580. Sterste kjente
pandemi var "Spanskesyken" 1 1918-19 (forarsaket av subtype HIN1) som pé verdensbasis
forérsaket 25-40 millioner dedsfall. I Norge regner man med at epidemien forarsaket ca. 15
000 dedsfall. Siste storre pandemier var "Asiasyken" 1 1957 (H2N2), "Hong Kong-syken" i
1968 (H3N2), mens “russerinfluensaen” 1 1977 (HIN1) ikke fordrsaket serlig okt morbiditet

eller mortalitet og av mange ikke betraktes som en pandemi. (Fhi 2006)

13
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Det viktigste naturlige reservoaret for influensavirus er i forskjellige fugleslag, forst og
fremst hos vannlevende fugl slik som andefugl, vadefugl og sjefugl. Hos disse forleper
infeksjon som regel uten alvorlige symptomer. Dersom slike virus krysser artsbarrieren til
andre fugleslag kan alvorligere sykdom oppsta. Hensepest eller haypatogen avier influensa
er en smittsom virussykdom hos hensefugl og kan fere til en dedelighet i fjorfeflokken pa
opp til 100%. Disse hayvirulente virusene finnes normalt ikke i naturen, men utvikler seg nar
influensavirus av subtype H5 eller H7 far sirkulere i honsefuglbestander over lengre tid.
Fugleinfluensa er aldri pavist i Norden, men det har de senere ar vaert utbrudd av sykdommen

ibla. flere land i1 Asia, i Nederland, Italia, Canada og USA. (Fhi 2006)

Avizre influensavirus smitter lett fra fugl til fugl, men vanskelig til mennesker. Menneskers
slimhinner er lite mottakelig for slike virus. En sjelden gang kan likevel mennesker bli
smittet gjennom direkte eller indirekte kontakt med infiserte fuglers avfering eller
luftveisekret. Et menneske som er smittet med et fugleinfluensavirus vil bare helt unntaksvis
smitte videre. Selv om fa eller ingen mennesker har immunitet mot fugleinfluensavirus, vil et
slikt virus 1 seg selv vanskelig kunne forarsake store epidemier blant mennesker, fordi
smittsomheten blant mennesker er s lav. Men influensavirus er foranderlige, og formeringen
av influensavirus i cellene er ikke neyaktig. Dersom et menneske smittes av bade vanlig
influensa og fugleinfluensavirus samtidig, kan celler i kroppen som er infisert med begge
slags virus, produsere forskjellige krysninger mellom de to virusene (reassortering). Da kan
man teoretisk fi et nytt virus med overflaten til fugleinfluensaviruset og smitteegenskapene
til et humant influensavirus. Et slikt virus vil kunne ha et mye storre pandemisk potensial enn

det opprinnelige viruset. (Fhi 2006)

De viktigste tiltakene for & hindre spredning til mennesker er 4 f4 utbruddene i fuglebestander
under kontroll. Det skjer ved a drepe alle fuglene pa garder og markeder der det er syke
fugler og hindre kontakter mellom garder. Vaksinasjon kan brukes som et supplerende

virkemiddel. (Fhi 2006)

1.2.2. Smitteméte

Nerdripe- og kontaktsmitte. Luftsmitte forekommer ogsé. Lav smittedose. Vanligvis

smitteforende fra tiden omkring symptomdebut og 3-5 dager framover. Barn og personer
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med svekket immunforsvar kan vaere smitteforende lenger. Gjennomgatt infeksjon gir
vanligvis mange drs immunitet mot den samme influensastammen og delvis kryssimmunitet

mot liknende stammer. (Fhi 2006)

1.2.3. Symptomer og forlep

Feber, muskelsmerter, hodepine, terrhoste og slapphet. Mageplager er sjeldne, men kan
opptre spesielt hos barn. Varighet 7-10 dager. Komplikasjoner er vanligvis bakterielle

infeksjoner (pneumoni, sinusitt). Mange infeksjoner er asymptomatiske. (Fhi 2006)

1.2.4. Behandling

Symptomer kan reduseres med febernedsettende og smertestillende medikamenter som for
eksempel paracetamol. Evt. antibiotika ved komplikasjoner.

Behandling med zanamivir (Relenza®) som inhalasjonspulver til voksne og barn over 12 ar
eller oseltamivir (Tamiflu®) som kapsler eller mikstur til voksne og barn over 1 ar kan vere
indisert ved symptomer pa influensa nir sykdommen sirkulerer i n@rmiljoet. Det er kun vist
effekt av behandlingen hvis den blir igangsatt innen 2 degn etter symptomdebut. Varigheten
av sykdommen kan da forkortes med 1-2,5 dager. (Fhi 2006)

1.2.5. Forebyggende tiltak

Det viktigste tiltaket for & forebygge influensa er vaksinasjon. For utsatte deler av
befolkningen er vaksinering et effektivt virkemiddel for & begrense sykelighet og dedelighet,
men for at vaksinen skal "treffe" i forhold til de virusvarianter som til enhver tid sirkulerer,
m4 influensavaksinens sammensetning revurderes for hver sesong. Informasjonen som WHO
innhenter gjennom sitt overvékingsnettverk danner beslutningsgrunnlaget for anbefalinger
om sammensetningen av neste sesongs influensavaksine. Denne prosessen gjennomfores to
ganger arlig, i1 februar for vaksinen for den nordlige halvkule og i september for den serlige.
Arlig gjentatt vaksinering er derfor nedvendig for 4 gi en tilfredsstillende beskyttelse. Man

regner med at bare ca. 30% av risikogruppene arlig far influensavaksine. Norge har darligere
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vaksinasjonsdekning enn de fleste andre land bade i Norden og i resten av Europa. WHOs
maélsetting er en vaksinasjonsdekning pd minst 50% for den eldre delen av befolkningen

innen 2006, og 75% innen 2010. (Fhi 2006)

Influensavaksine ber gis i1 september-november, og full beskyttelse oppnas etter to uker.
Vaksinen gir vanligvis 70-80% beskyttelse, men noe lavere hos eldre. Hos eldre reduserer
vaksinen insidensen av komplikasjoner med 50-60% og dedeligheten med 70—80%. (Fhi
2006)

Det er under influensasesongen ogsa viktig med god handhygiene og & unnga hosting og
nysing pa andre. Syke ber holde seg borte fra arbeid, skole og barnehage. Oseltamivir
(Tamiflu®) er indisert for forebygging av influensa etter smitteeksponering hos voksne og
ungdom over 13 dr som har veart i kontakt med et klinisk diagnostisert influensatilfelle nar
influensa er pavist i omgivelsene. Antivirale midler brukt som profylakse er ingen erstatning

for influensavaksine. (Fhi 2006)

Tabell 3. Risikoutsatte grupper som drlig bor vaksineres mot influensa. (Fhi 2006)

= voksne og barn med alvorlige luftveissykdommer, spesielt de som har nedsatt
lungekapasitet

= voksne og barn med kronisk hjerte-/ karsykdommer, spesielt de med alvorlig
hjertesvikt, lavt minuttvolum eller pulmonal hypertensjon

= voksne og barn med sykdommer som gir nedsatt infeksjonsresistens, f.eks. HIV-
smittede

= voksne og barn med kronisk nyresvikt
= voksne og barn med diabetes

= Dbeboere pd alders- og sykehjem

= personer over 65 ir

Hos voksne er mélgruppen for pneumokokk- og influensavaksinasjon i stor del den samme.
Det anbefales derfor at de to vaksinene tilbys samtidig til dem som ikke har fétt

pneumokokkvaksine tidligere. (Fhi 2006)
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1.3. IMMUNFORSVARET

Kroppens hud og slimhinner danner barrierer som utgjor forste forsvarsverk i medfedt (non-
adaptiv) immunitet. I tillegg har vi proteiner i sekreter og i plasma som beskytter oss mot
bakterier og virus. En rekke plasmaproteiner inngéar i komplementsystemet, en kaskade som er
spesielt viktig i den tidlige fasen av infeksjoner. Bakterier aktiverer komplementfaktorer, og
det dannes komplementfaktorfragmenter: Opsoniner (C3b) binder reseptorer pd fagocytter,
anafylatoksiner (C5a, C3a) aktiverer mastceller, kjemotaksiner (C5a) rekrutterer leukocytter
til inflammasjonen. Det dannes ogsé terminalt komplementkompleks (C5b-C9) som laserer
bakterier. (Munthe 2006) For bakterier med polysakkaridkapsel, som Streptococcus
prneumoniae, er opsoniner og fagocytose menneskers viktigste forsvarsmekanisme (Parham

2005)

Leukocytter inndeles i lymfocytter (T-celler, B-celler, NK-celler (naturlige drepeceller)),
monocytter, dendritiske celler og granulocytter. Ervervet (adaptivt) infeksjonsforsvar, som
utvikles som en folge av kontakt med mikroorganismer, er avhengig av lymfocyttresponser og
har tre kjennetegn: spesifisitet, hukommelse og toleranse. En spesifikk reaksjon betegnes ved
at lymfocytter reagerer med ett antigen (og ikke et annet ubeslektet antigen). Immunologisk
hukommelse innebarer at lymfocytter som er spesifikke for et antigen, gjennomgér
celledeling for & bli langlivede hukommelsesceller. Toleranse krever at lymfocytter ikke

reagerer pa kroppens egne celler og proteiner. (Munthe 2006)

1.3.1. Slimhinnens immunforsvar

Slimhinnene dekker om lag 400 m’ pa innsiden av fordeyelseskanalen, luftveiene, urinveiene
og genitaltraktus. Slimhinnene er i direkte kontakt med omverdenen og utgjer en inngangsport
for de fleste patogene mikrober. (Salyers & Whitt 2002) Mer enn 90% av alle infeksjoner
involverer slimhinnen ved mikrobiell kolonisering eller passasje inn i kroppen. (Brandtzaeg
2003) Slimhinner og mucosaassosiert lymfoid vev (MALT) er derfor meget viktig i vart

forsvar mot patogener.

For & hindre infeksjon, danner slimhinnene en fysisk og kjemisk barriere mot invaderende

slimhinnepatogener. Denne barrieren bestér av et lag epitelceller og spesialiserte celler som
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gobletceller, M-celler og cilierte celler. Gobletcellene produserer mucus som er et slimlag
bestaende av glykoproteiner. Mucus smerer slimhinnene og fester seg til skadelige partikler
og mikroorganismer, som deretter kan virvles opp av cilierte celler og svelges eller spyttes ut.
Mucus inneholder ogsé lysozym som kan edelegge bakterienes cellevegg, og laktoferrin som

hindrer bakteriell vekst ved a binde opp jern. (Salyers & Whitt 2002)

I tillegg til at epitellaget utever barrierefunksjon, mekanisk rensing og sekrerer kjemiske
antimikrobielle forbindelser, er slimhinnene godt utstyrt med bade uspesifikke og spesifikke
immunologiske forsvarsmekanismer. De uspsifikke forsvarsmekanismene utgjores av
komplement, fagocyttiske neytrofile celler og makrofager, dendritiske celler, NK (natural
killer) celler og mast celler. Samlet gir disse et betydelig bidrag til vertens tidlige forsvar mot
patogener, samtidig som de initierer spesifikke immunresponser pa slimhinnene. (Holmgren

& Czerkinsky 2005)

Det spesifikke immunforsvaret utgjeres av ’mucosa-assosiert lymfoid vev’ (MALT).
Kvantitativt er MALT kroppens viktigste effektororgan med tanke pa antistoffmediert
immunitet, og hos friske mennesker inneholder MALT 80 % av alle kroppens immunocytter.
Dette lymfatiske vevet bestar av regioner med lymfocytter, makrofager, dendritiske celler og
enkelte plasmaceller, dekket av et spesielt epitellag (follicle-associated epithelial””) som
bestar av M-celler. Antigen tas opp av spesialiserte M-celler ved pinocytose og leveres til
antigenpresenterende celler (APC) i det underliggende lymfatiske vevet. APC kan deretter
aktivere lymfocytter, enten direkte eller i drenerende lymfeknuter. (Holmgren & Cerkinsky
2005)

I mange slimhinner finnes dendrittiske celler (DC) med lange utlepere (dendritter). Utlaperne
kan strekke seg gjennom epitelet, sakalt snorklende dendrittiske celler, og ta opp antigener pé
overflaten, bryte dem ned til peptidfragmenter og sé& presentere disse pd HLA-klasse 2-
molekyler til T-celler. Dersom dendrittiske celler aktiveres av vaksine eller adjuvans, vil de

vandre til lymfeknuter der de blir aktive APC. (Bakke & Haneberg 2006)
Naive B og T celler kommer til MALT (og lymfe knuter) via "high endothelial venules

(HEVs). Etter 4 ha blitt aktivert til & bli hukommelses/effektor B og T celler migrerer de fra

MALT og regionale lymfe knuter via lymfe og perifer blodbane for s& a na effektor omréde
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ved slimhinne. (Bakke & Haneberg 2006) Migrasjonen skjer ved hjelp av
celleadhesjonsmolekyler og kjemokiner. (Holmgren & Czerkinsky 2005)
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Figur 2: Skjematisk beskrivelse av immunapparat i menneskers slimhinner. Induktive sider
for slimhinne T og B celler bestar av regionalt mucosa assosiert lymfatisk vev (MALT) med B-
celle follikler og M-celle follikkel assosiert epitel hvor eksogene antigen fra lumen blir
transportert aktivt giennom for d nd profesjonelle antigenpresenterende celler (APCs)
inkludert dendrittiske celler (DC), makrofager, B celler og follikulcere DC (FDC).
Bindevevet under effektoromrdde for slimhinnen er illustrert med de forskjellige
immuncellene B lymfocytter, J-kjede uttrykkende IgA og IgM plasmaceller, IgG plasmaceller
med en variant av J-kjede og CD4+ T celler. I tillegg er transport av sIgA og sIgM ved hjelp
av plgR illustrert, samt paracellulcer lekkasje av smd mengder bade lokalt produsert IgG og
1gG fra serum. IgG kan ikke interagere med J-kjede for sa “d bindes til pIgR. I nedre venstre
hjorne vises detaljene for en M celle i "kontakt” med ulike celletyper. (Brandtzaeg 2004)

1.3.2. Produksjon av sekretoriske antistoffer

Slimhinner og eksokrine kjertler i voksne mennesker inneholder mer enn 80% av alle
antistoffproduserende celler i kroppen. 80-90% av disse er IgA immunocytter. (Brandtzaeg
2003) sIgA (sekretorisk IgA) er den dominerende antistoffklassen pa slimhinnene og 1
sekreter som melk, svette, tdrer og saliva. Her forekommer IgA-molekylet som en dimer holdt
sammen av J-kjeden, og bundet til en sekretorisk komponent. Antistoffene produseres i
underliggende bindevev og transporteres over epitellaget ved hjelp av ”polymer

immunoglobulin reseptor” (pIgR). Reseptoren binder dimerisk IgA (og pentamerisk IgM, men
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i mindre grad) via J-kjeden. Dette initierer opptak av I[gA-komplekset i epitelcellen ved
reseptormediert endocytose. Inne i epitelcellen fraktes IgA-komplekset i vesikler til den
apikale siden, hvor pIgR kuttes i omradet mellom membranankerpunktet og IgA-
bindingssetet. Dermed blir [gA-dimeren frisatt ssmmen med en liten del av reseptoren
(sekretorisk komponenet) som kan bindes til mucin i mucus. Dette gjor at sIgA kan holdes

fast pa slimhinneoverflaten (Parham 2005)

fgA: J chain: »
Polymeric Ig receptor (plgR) or trans-
membrane secretory component
Free or bound secretory component

g S

Figur 3: Modell for lokal produksjon og transport av sekretorisk IgA og IgM. (Brandtzaeg
2003)

1.3.3. Funksjon av sekretoriske antistoffer

IgA er den antatt viktigste effektor komponenten i MALT og danner en spesifikk,
immunologisk barriere mot patogene inntrengere som bakterier og virus. (Holmgren og
Czerkinsky) Det er beskrevet tre ulike effektor mekanismer for IgA i slimhinnen. (Figur 4)
slgA antistoffer hemmer bakteriell adhesjon og absorpsjon av makromolekyler pa

slimhinneoverflatene. (surface immune exclusion) Dimere IgA kan inaktivere infeksigse
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inntrenger inne i sekretoriske epitelceller, og serge for at agens blir transportert tilbake til
lumen. Dette beskytter mot epitelskade. (Intracellular virus neutralization) Dimere IgA kan
ogsa interagere med antigen som har klart 4 trenge gjennom slimhinneepitelet, og sende det
tilbake til lumen ved hjelp av pIgR-mediert transport. (Stromal immune clearance)

(Brandtzaeg 2003)
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Figur 4: Skjematisk presentasjon av tre mdter dimer IgA eller sIgA kan gi immunologisk
beskyttelse pa slimhinne. (Brandtzaeg 2003)

I tillegg til sIgA, kan sIgM og IgG antistoffer bidra i det spesifikke forsvaret pa
slimhinneoverflatene. sIgM benytter samme transportmekanisme som sIgA, mens IgG-

molekyler kan lekke uspesifikt fra serum til slimhinneoverflater i nedre luftveier (Holmgren

og Czerkinsky 2005)

1.3.4. Systemisk antistoffrespons

Patogene mikroorganismer og andre antigene strukturer som kommer i kontakt med
slimhinnene, kan ogsa stimulere bade antistoffmedier og cellemediert systemisk

immunrespons. De forste antistoffene som dannes ved infeksjon, er pentamere IgM-molekyler

med lav affinitet for antigenet. Disse antistoffene utgjor sin effekt ved & aktivere
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komplementsystemet, i tillegg til & neytralisere antigen direkte. Senere i immunresponsen
utgjor IgG den dominerende antistoftklassen i blodet. IgG-molekylene er mindre i storrelse,
monomere, mer fleksible, og har hayere affinitet for antigenet. I motsetning til I[gM, kan de
forlate blodbanen og uteve sine funksjoner i vev. IgG antistoffer virker hovedsakelig
opsoniserende ved & binde seg til mikroorganismer og merke dem for fagocytose. I tillegg kan
de aktivere komplementsystemet, og direkte neytralisere virus og bakterier gjennom

okkupasjon av bindingsseter (Parham 2005)

1.3.5 Immunologisk hukommelse

En vellykket primar adaptiv immunrespons etablerer langvarig beskyttende immunitet slik at
senere infeksjon med samme patogen vil sette i gang en raskere, sterkere og mer spesifikk
sekundeer immunrespons (boosterrespons). Det er dette prinsippet som tilstrebes ved
vaksinering. En boosterrespons utgjeres av sirkulerende antistoffer og kloner av hukommelses
B- og T-celler dannet under den primare responsen. B-hukommelsescellene er dannet fra
celler som har gjennomgatt affinitetsmodning og isotype skift, slik at de har mer folsomme
antigenreseptorer pa overflaten. Dette gjor at de mer effektivt kan binde spesifikke antigen og

presentere dem for T-hjelpeceller (Parham 2005)

For & oppné boosterrespons ved immunisering, er det viktig at hukommelsesceller far tid til &
utvikle seg ber boosterdosen gis. Det er tidligere vist at seks ukers immuniseringsintervall av
nasal influensavaksine i mus er tilstrekkelig for & oppnd boostereffekt i bdde saliva og blod.

(Gunnufsen 2001. Knapstad 2002)

1.3.6 Slimhinnevaksiner

Vaksiner av levende, svekkede mikrober har vert en av de starste suksessene innen medisin.
Ved & administrere slike vaksiner direkte pd slimhinnen der mikroben normalt har sin
naturlige inngangsport i mennesker, kan man f& den naturlige immunresponsen til & gi respons
bade pé slimhinne og systemisk. P4 denne maten har bruken av levende oral poliovaksine
eliminert polio fra store deler av verden. Det ble derimot tidlig klart at levende vaksiner kan

innebare en risiko for & gi sykdom, spesielt i mennesker med svekket immunforsvar.
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(Haneberg & Holst 2002) Den levende poliovaksinen som gis oralt, representerer den forste
slimhinnevaksinen i allmenn bruk. Senere er det utviklet lignende vaksiner mot tyfoidfeber,
kolera og rotavirusinfekjon, og en nasal vaksine mot influensa (FluMist®) er nylig registrert i
USA. Den eneste ikke-levende slimhinnevaksinen p& markedet i dag er en oral koleravaksine
som bestér av inaktiverte Vibrio cholerae og B-subenheten av koleratoksin. Flere
forskningsgrupper arbeider imidlertid med & utvikle andre slimhinnevaksiner basert pa

inaktiverte mikrober eller deler av dem. (Bakke & Haneberg 2006)

Ved Folkehelseinstituttet er det gjort forsek med dyr som tyder pa at ikke-levende nasale
vaksiner kan gi opphav til beskyttende immunitet og at de kan kombineres med tilsvarende
vaksiner til injeksjon. Kliniske forsegk med nasale vaksiner bestdende av
betapropiolaktoninaktiverte influensapartikler viste at det kunne oppnas konsentrasjoner av
antistoff i serum som regnes som beskyttende mot influensa. Det ble ogsa dannet IgA-
antistoff i nesesekret spesifikt rettet mot Influensa, noe som kan tenkes & hemme utbredelsen
av sykdommen. Ved & optimalisere immuniseringsregimene slik at den immunologiske
hukommelsen blir utnyttet bedre, og eventuelt legge til adjuvans i formuleringene, er det
sannsynlig at ikke-levende slimhinnevaksiner kan bli et realistisk alternativ til flere vaksiner

som na gis ved injeksjon. (Bakke & Haneberg 2006)

Slimhinnevaksiner kan gis pa flere ulike mater. Ved Folkehelseinstituttet har det blitt vist at
intranasal immunisering av mus med inaktivert helcelle Streptococcus pneumoniae type 4 var
bedre enn oral, gastrisk, samt rektal immunisering, sett i forhold til oppnédd systemisk og
lokal immunrespons. Etter smitte med Streptococcus pneumoniae type 4 var mus immunisert
intranasalt beskyttet bidde mot systemisk infeksjon og ded, selv uten bruk av adjuvans i
vaksine. Dette tyder pa at en effektiv intranasal vaksine mot invasiv pneumokokksykdom kan

lages ut fra en enkel formulering med hele drepte pneumokokker. (Hvalbye et al. 1999)

1.3.6. Slimhinneadjuvans

Normalt vil kroppen téle & bli utsatt for store molekyler som presenteres pd slimhinnene 1
form av fedemidler eller inhalerte substanser. Det utvikles som regel redusert immunreaksjon
eller immunologisk toleranse etter gjentatt inntak av slike komponenter med antigene

egenskaper. (Holmgren & Czerkinsky 2005) I dyreforsek er det imidlertid vist at enkelte
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toksiner som utskillers fra V cholerae og Escherichia coli, kan bryte denne toleransen og virke
som adjuvans, slik at det blir utviklet immunitet mot proteiner som gis direkte pé slimhinner.
(Ogra 1996) Grunnlaget for denne virkningen er ikke helt klarlagt, men kan delvis forklares
ved at de aktiverer og setter slimhinnen i en tilstand av alarmberedskap. (Neutra & Kozlowski
2006) P& denne maten kan virkningen av et antigen bli forsterket ved a gis samtidig med
adjuvans, men uten at antigent nedvendigvis er koblet til adjuvans. (Bakke & Haneberg

2006)

Det er imidlertid noen bekymringer i forhold til intranasal immunsering. Mulighetene for
neurologiske bivirkninger pga. kort avstand mellom nasal slimhinne og hjerne vekker
bekymringer. Det har blitt vist i mus (van Ginkel et al. 2000) og mennesker (Mutsch et al.
2004) at intranasale vaksineformuleringer med toksin som slimhinneadjuvans (kolera toksin

og Escherichia coli enterotoksin), ndr nervevev. (Bakke 2005)
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1.4. DYREFORSOK

1.4.1. Dyr som redskap i medisinsk forskning

I dyreforsek gjores dyr til et redskap for 4 nd mél som vi mennesker har definert. Malet med
dyreforsek er oftest ikke & hjelp og behandle det enkelte forseksdyret. I de tilfeller der
mennesker inngdr i medisinske forsek, gjelder bl.a. Helsinki-deklarasjonen som slar fast at
hensynet til den enkelte forsekspersonen alltid skal g& foran samfunnets interesser.
Deklarasjonen uttaler ogsa at medisiner skal vaere grundig testet, bl.a. ved hjelp av forseksdyr,

for de gis til mennesker. (Engh & Hem 2004)

1.4.2. Er dyreforsok nedvendig?

Medisinsk forskning er viktig, og har gitt en rekke positive resultater, forst og fremst for
mennesker, men ogsé for dyr. Medisinsk forskning er ogsd en god helseinvestering for
framtiden. Dyreforsek er nedvendig for medisinsk forskning. Mange av landevinningen innen
forskningen kunne ikke var oppnadd uten bruk av dyreforsek. Selv om man kontinuerlig
finner nye og gode alternativer, kan disse ikke erstatte alle dyreforsek, i alle fall ikke 1 dag —
og sannsynligvis heller ikke i framtiden. Immunrespons mot vaksine er en biologisk respons
som det i dag ikke finnes “’in vitro” alternativer til. Det var i denne oppgaven derfor

nedvendig 4 benytte en ”in vivo” modell. (Engh & Hem 2004)

1.4.3. Hvorfor velge mus?

Mus har vert det mest brukte forseksdyret gjennom tidene. Dette gjaldt ogsé i Norge inntil
fisk overtok. Forseksmusenes biologi er derfor godt kjent. Mus er sma og hendige, billige 1
drift og i anskaffelse, de har hurtig vekst, kort generasjonsintervall, og er kommersielt
tilgjengelig i alle storrelser og antall. Mus finnes i mange definerte innavlede linjer og
utavlede stammer med mutasjoner (f.eks.: sukkersyke, hayt blodtrykk, fedme) Mus er blant
annet godt egnet i immunologistudier, og var derfor et naturlig valg for denne oppgaven.

(Hem 2004)
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2. FORSOKET

2.1. BAKGRUNN FOR OG HENSIKT MED FORSOKET

Dagens vaksiner har et forbedringspotensial. Administrasjonsmaéte, effekt og tid for
beskyttelse, er blant omrader det jobbes med & forbedre. Ved Folkehelseinstituttet har det
lenge veert forsket pd slimhinnevaksiner, og denne hovedfagsoppgaven er en videreforing av

dette arbeidet.

Verdenshelseorganisasjon (WHO) prioriterer utvikling av vaksiner som kan gis direkte pa
slimhinnene. (WHO 2006) Slike vaksiner vil ha mange fordeler til en injeksjonsvaksine. I
tillegg til systemisk respons, kan slimhinnevaksiner indusere en lokal og spesifikk
antistoffrespons pa slimhinnene. (Holmgren & Czerkinsky 2005) Dette kan veere viktig for &
hindre patogen a kolonisere og penetrere slimhinnene for sé a gi systemisk infeksjon. Ogsa
smittespreding i befolkningen kan pd denne maten reduseres. Pasient kan selv ta en slik
vaksine under oppsyn av helsepersonell, og det vil ikke veere behov for sterilt utstyr. (Walker
1994) Mye tyder ogsa pa at vaksineformuleringen blir enklere, og dermed billigere a
produsere enn tilsvarende vaksiner for injeksjon. (Hvalbye et al. 1999) Spesielt i
utviklingsland der vaksinetilgangen begrenses av mangel pd helsepersonell og dérlig

okonomi, vil slimhinnevaksiner vere svart fordelaktige. (Walker 1994)

Pneumokokk bakterier og influensa virus er to av de viktigste patogen som rammer
mennesker i dag, og det kan nettopp vere deres evne til 4 arbeide sammen som utgjer den
storste trusselen mot verdens helse. (McCullers 2006) Begge disse mikroorganismene er
respiratoriske patogener som koloniserer epitelceller i gvre luftveier. Normalt vil forsvaret i
ovre luftveier kunne hindre pneumokokker i & nd lungene. (Salyers & Whitt 2002) Influensa
virus gir sjelden lungebetennelse selv, utenom de arene det sirkulerer spesielt virulente
stammer, men viruset kan legge forholdene til rette for en etterfolgende bakterieinfeksjon. I
voksne, og spesielt eldre mennesker, er sekundar bakteriell lungebetennelse etter influensa,
ofte arsak til ded. I tillegg til epitelskade, er endringer i luftveienes funksjon, og
oppregulering og uttrykking av reseptorer i luftveiene virkninger etter virusinfeksjon som
trolig kan legge forholdene til rette for en sekunder bakterieinfeksjon. Mekanismene bak er

mindre kjent. (McCullers 2006)
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Mange av risikofaktorene for influensasykdom og alvorlig pneumokokksykdom er de samme,
og det er anbefalt at disse to vaksinene gis samtidig. (Aaberge 2005) En stor klinisk studie
utfort 1 Stockholm viste at sykehusinnleggelser av eldre personer pa grunn av
pneumokokkpneumonier og invasive pneumokokkinfeksjoner ble redusert med henholdsvis
36 0g 52 % hos de som hadde fatt influensavaksine i tillegg til pneumokokkvaksine
(Christenson et al. 2004)

De fleste av dagens slimhinnevaksiner bestar av levende, svekkede mikrober. Det ble tidlig
klart at levende vaksiner kan innebzre en risiko for a4 gi sykdom, spesielt i mennesker med
svekket immunforsvar. (Haneberg & Holst 2002) Ved Folkehelseinstituttet er det vist at
intranasal immunisering av ikke-replikerende vaksine mot meningokokker kan stimulere til
immunrespons bade i serum og lokalt pa slimhinnene hos mennesker. (Haneberg et al. 1998)
Forsek ved instituttet har ogsé vist at en enkel formulering med drepte helcelle
pneumokokker, gitt i form av nasedrdper, beskytter mot pneumokokkinfeksjon i mus.

(Hvalbye et al. 1999)

Denne oppgaven fokuserer nettopp pd pneumokokker. Effekt av inaktivert pneumokokk
helcellevaksine gitt ved injeksjon eller nasedraper, vil bli undersegkt i forhold til
immunrespons og beskyttelse mot sykdom etter ulike administrasjonsmater for smitte med
pneumokokker. I tillegg vil det bli sett pd om vaksine mot influensa kan virke som adjuvans,

eller forsterker, for pneumokokkvaksine ndr de gis sammen.

L.n. smittemodell med pneumokker er ikke tidligere etablert ved folkehelseinstituttet. Dette

forseket skal bidra i etablering av metoden, samt & inkludere neseskylling etter smitte.

I pneumokokkenes cellevegg finnes flere potensielle proteinantigen som er uavhening av
serotype. Dagens pneumokokkvaksiner er basert pa polysakkaridantigen mot de spesifikke
serotypene. En helcellevaksine er derfor svart interessant med tanke pa utvikling av en mer
universal pneumokokkvaksine, samt med tanke pé at barn og eldre oppnér bedre effekt av

proteinantigen enn polysakkaridantigen. (Poolman 2004)

Forseket utfores med hap om & kunne bidra til at slimhinnevaksine mot pneumokokksykdom i

mennesker skal bli en realitet.
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2.2. FORSOKSOPPSETT

2.2.1 Forforsek

I samarbeid med Anders Abrahamsen, som ogsé er hovedfagstudent ved FHI, ble det gjort et
forforsek. Hensikten med dette forforseket var & f& provemateriale som kunne brukes til &
lage og definere standard for bruk ved ELISA analyser i hovedforseket. Dette forseket bestod
av to grupper med seks mus i hver. De fikk vaksine av inaktivert influensavirus (INV) hhv.
i.n. og s.c. Musene ble immunisert to ganger med seks ukers mellomrom. Det ble tatt
salivaprgver av musene tre uker etter 2. immunisering. Musene ble to dager senere
tomtappet/avlivet. Forforseket var ogsa til stor nytte for opplering 1 handtering og

provetaking av mus for hovedforsek.

2.2.2. Hovedforsok

Det ble brukt 48 mus i hovedforseket. Disse ble fordelt i atte grupper med seks mus i hver
gruppe. Ikke immunisert, men smittet, kontrollgruppe ble tatt med for & vise at en i.p.
smittemetoden fungerte, og for sammenligning med gruppene som fikk vaksine. Negativ
kontrollgruppe var viktig for & vise at det ikke var smitte mellom burene/gruppene i
isolatoren. For & begrense forsgkets storrelse, ble det ikke satt opp kontrollgruppe for i.n.

smittemetode.

Vaksinene ble gitt til forseksdyr (mus), to ganger med syv ukers mellomrom. Effekten ble
méilt med ELISA (“enzymmerket” mikrometode) som systemiske antistoffer (i blod) og som
antistoffer lokalt pd slimhinnene (i spytt). Dyrene ble deretter smittet med en
pneumokokkstamme som gir sykdom hos mus. Denne administreres intraperitonealt (i.p.)

eller intranasalt (i.n.).

Vaksinene ble gitt bde s.c. og i.n. for sammenligning. I dette forseket ble pneumokokk
helcellevaksine benyttet alene, eller i kombinasjon med influensavaksine. Parallelt til dette
forseket har Anders Abrahamsen utforet tilsvarende forsek, der pneumokokk konjugatvaksine

ble benyttet.
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2. FORSOKET

Alle vaksinedoseringer er valgt pa bakgrunn av tidligere forsek ved Folkehelseinstituttet.

(Amundsen 2005, Ticevic 2005) Dosering for smitte med Streptococcus pneumoniae Type 4,

er valgt pa bakgrunn av samtale med veileder for denne oppgaven, Ingeborg S. Aaberge, samt

tidligere forsek. (Aaberge et al. 1995, Janakova et al. 2002) Neseskylling for bakterietelling

etter i.n. smitte med pneumokokker, har ikke tidligere vart etablert pa instituttet. Tilsvarende

metode har derimot tidligere vart etablert for influensa. Alle provetidspunkt er valgt pa

bakgrunn av tidligere etablert smittemodell for pneumokokker. (Aaberge et al 1995)

Streptococcus pneumoniae inokulat benyttet ved smitte var pa forhind laget ved instituttet

etter standardisert metode. (Aaberge et al. 1995)

Tabell 4: Oppsett av de ulike gruppene i hovedforsok.
PnH = inaktivert pneumokokk helcelle

INV = inaktivert influensavirus
s.c. = sub cutan
in. = intra nasal
i.p. = intra peritoneal
PBS = fosfatbufret saltvann (placebo)
Mus pr. gr. | Gr. | Grupper immunisert med: Adm. vaksine | Adm. smitte
6 A |PnH s.C L.p
6 B |PnH +INV s.C Lp
6 C |PnH in Lp
6 D |PnH+INV in Lp
6 E |PnH in in
6 F |PnH + INV in in
6 G | Ikke.immunisert smittet kontroll PBS s.c Lp
6 H | Negativ kontroll for smitteforsgk Ikke vaksine Ikke smitte
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2.3. PROVER OG TIDSRAMME

Metodene for som ble benyttet i dette forseket, er godt innarbeidet ved Folkehelseinstituttet.
Dette gjelder alle metoder, med unntak av PnH ELISA. Det ble for denne analysen utarbeidet
en modifisert ELISA metode pga. problemer med uspesifikk binding.

Blod- og saliva- prever ble tatt av alle gruppene, utenom negativ kontrollgruppe, for forste
immunisering, tre uker etter forste immunisering, og rett for smitte. I tillegg ble musene
tomtappet ved avlivning. Blod- og saliva- pravene ble analysert for hhv. IgG og IgA
antistoffer rettet mot influensa og pneumokokker. Negativ kontrollgruppe var kontroll bare

for smitteforseket, og derfor ikke tatt med for ELISA analyse.

Blodpreve for bakterietelling ble tatt av alle musene 3, 12, 24 og 48 timer etter smitte.

Neseskyllpragver ble tatt av de gruppene som ble smittet i.n. (Gr. E: PnH i.n. og F: PnH+INV
i.n.). Dette ble gjort ett og seks dogn etter smitte.

Uke: 0 3 7 10 11

I  (E—  (— N J—
Vaksine: 1 1
Blod: B! B? B’ B*
Saliva: S! S? S* §* g
Smitte: +
Avslutt: X

Figur 5: Tidsramme for forsok

B = Blodprave

S = Salivaprove

B* = Blodpraver for bakterietelling.

S* = Neseskylling for bakterietelling

+ = Smitte

X = Avslutning av forsoket med tomtapping av mus.
1,2 3= Prove nr.
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Tabell 5: Eksakte tidspunkt for dette forsoket

30.01-06: | Ankomst mus

07.02-06: | Oremerking

08.02-06: | Salivapreve 1

13.02-06: | Blodpreve 1

14.02-06: | 1.immunisering

06.03-06: | Blodpreve 2

07.03-06: | Salivaprove 2

04.04-06: | 2.immunisering

20.04-06: | Blodpreve 3

21.04-06: | Salivapreve 3

26.04-06: | Smitte
Blodprove for bakterietelling tas 3, 12, 24 og 48 timer etter smitte
Neseskylling for bakterietelling tas ett og seks dogn etter smitte.
(Bare av gruppene som ble smittet i.n.)

02.05-06: | Tomtapping/avlivning

3.4. ANALYSER

2. FORSOKET

Det ble utfort INV ELISA analyse av blod- og saliva- preve 1, 2 og 3. Pga. tidsbegrensninger
som folge av problemer med PnH ELISA, ble det bestemt & begrense PnH ELISA analyse til

blod- og saliva- preve 3. Man far dermed bare detektert antistoffniva etter to immuniseringer,

men man kan ga ut fra at negativ kontrollgruppe ogsa representerer nullprove (prove for

immunisering).

Bakterietelling av prover etter smitte ble foretatt som oppsatt.
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3. MATERIALER OG METODER

3.1. FORSOKSDYR

Forseket var godkjent av Forseksdyrutvalget, og ble utfort i henhold til forskrift om forsek
med dyr fastsatt av Landbruksdepartementet 15. januar 1996. Kurs i forseksdyrlere ved

Norges veterinerhegskole ble gjennomfoert for start av forsek.

3.1.1 Musene

I hovedforsegket ble det benyttet 48 mus, og i de to forforsekene ble det benyttet 12 mus i
hvert forsek. Samtlige mus kom fra Bomholt gérd, Ry, Danmark. De var spesifikk
patogenfrie, innavlede mus av typen BALB/c, med alder 8.-10 uker. De ble akklimatisert i en
uke for de ble benyttet i forsek. Hunnmus ble benyttet, da de er mindre aggressive, og dermed

lettere & handtere.

3.1.2. Oppstalling av musene

Musene var oppstallet pa Folkehelseinstituttets dyreavdeling, under daglig stell og oppsyn av
erfarent dyrepersonale. Musene ble delt inn i grupper pa 6, og hver gruppe hadde sitt bur.
Musene hadde hele tiden mat (pellets av typen; SDS RMI) og drikke (springvann pé flaske)
tilgjengelig. Burene med 6 mus i hvert, vart stasjonert i kabinett med kontrollert temperatur
(ca 20C) og luftfuktighet (ca. 50%). Det var lys/merke syklus i rommene pa 12 timer, og
lysintensiteten var mindre enn 50 Lux. Av miljeberikelse hadde hvert bur terkepapir og en
“hytte” av plast. Treflis ble benyttet som stre. Etter smitte ble musene oppstallet i isolator, for
a beskytte omgivelsene. For & komme til dyreavdelingen mé& man ga gjennom en sluse som
danner barriere til dyrene. I slusen ble det tatt pa overtrekksdress, munnbind, hansker og
hérnett, samt rene sko for bruk bare i avdelingen. Dette gjelder for alle mennesker som skal

oppholde seg i dyreavdelingen.
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3.1.3 Hindtering av musene

God héndterings teknikk er viktig for & ikke stresse musene. I tillegg til kurs i forseksdyrlare,
ble god praktisk opplering gitt av personale i dyreavdelingen. Det ble hele tiden arbeidet med
rolige, men bestemte bevegelser. Lydnivaet ble holdt til et minimum. Utover i forseket ble
musene lettere 4 hindtere da de ble roligere, og hadde sjeldnere spontan urinering og
avforing. Dette skyldtes trolig at musene ble bedre kjent med héndteringen etter hvert. S.c.
immunisering samt blodprever ble utfort av dyreavdelingens personale. Det var da mitt ansvar
a sorge for at riktig mus ble hentet frem til en hver tid, samt at vaksiner og prover ble holdt
orden pa. Etter god opplering ved dyreavdelingen, ble all annen handtering av musene utfort

pa egenhand.

3.1.4. Merking av musene

Musene innen de ulike gruppene/burene ble merket individuelt ved a lage hull i grene. Dette

ble utfort av dyrestallens personale etter en ukes akklimatisering. Musene ble merket slik;

Mus 1: hull oppe i venstre ore
Mus 2: hull nede i venstre ore
Mus 3: hull oppe i hayre ore
Mus 4: hull nede 1 hoyre ore
Mus 5: hull oppe 1 begge orene
Mus 6: hull nede 1 begge orene

3.1.5. Observasjon av musene etter smitte

Etter smitte ble musene kontrollert hyppigere enn ellers. Dette for & folge med en eventuell
sykdomsutvikling, og unnga unedvendig pakjenning for musene. Det ble laget et skjema hvor
helsetilstand ble notert minst en gang daglig de forste dagene etter smitte. I tillegg foretok
personale ved dyreavdelingen flere sjekker daglig, med fullmakt til & avlive mus ved tegn til

alvorlig sykdom.
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3.2. VAKSINEDOSERINGER

Vaksine var i en stamlgsning som ble fortynnet og evt. blandet til riktig forhold fer bruk
PnH stamlesning med total proteinkonsentrasjon 7,25 mg/mL
INV stamlosning med total proteinkonsentrasjon 5,7 mg/mL

Den intranasale dosen var 10 ganger sa hoy som den subkutane dosen. Det er vist at en slik
okning i mengder antigen for intranasal vaksine er nedvendig for & oppna like sterk

antistoffrespons i serum som ved parenterale vaksiner (Saunders et al.1999)

Doseringene av PnH og INV-vaksine er tidligere vist 4 gi god antistoffrespons bade 1 serum

og isaliva. (Amundsen 2005).

Mus som har fatt to doser med seks ukers mellomrom, har i tidligere forsek gitt
boosterrespons bade i serum og saliva (Gunnufsen 2001. Knapstad 2002). Samme
doseringsregime ble i dette forseket folgt, men av praktiske arsaker i forhold til ferieavvikling
ved dyrestallen, ble det valgt a gi to doser med syv ukers mellomrom. Mus som fikk
kombinasjon av bade INV- og PnH- vaksine fikk disse administrert samtidig ved at

vaksinelesningene ble blandet og eventuelt fortynnet til fastsatt volum.

3.2.1. PnH-vaksine

Det var seks mus i hver gruppe. For & fa tatt ut riktig mengde av vaksine, ble det satt av til to
doser i overskudd béade for i.n og s.c administrasjon.

Dette gir totalt vaksinevolum per gruppe;

S.c: 8 x 200 pL = 1600 pL

In: 8 x 30 uL =240 pL

Pneumokokk helcelle (PnH)
stamlesning 7,25 ng/pL
Gruppe | Adm. Dose Stamlesning per PBS per gruppe
per mus(pg) | gruppe (6 mus) (uL) | (6 mus) (uL)
A S.c (200uL) 5 55 1594,5
CogE | Ln@30uL) 50 552  (x2=110,4) 184,8 (x2=369,6)
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3.2.2. Kombinasjonsvaksine PnH + INV

3. MATERIALER OG METODER

Vaksinevolum for i.n administrasjon blir litt sterre for de gruppene som skal ha kombinasjon

av PnH- og INV-vaksine. Dette fordi det volumet som ma4 til for & fa riktig mengde

stamlgsning av de to vaksinene, i kombinasjon gir mer enn 240 puL per gruppe. Disse

fortynnes dermed ikke. Alternativt kunne stamlesningene ha blitt oppkonsentrert.

Komb. av; Influensa (INV) Pneumokokk helcelle (PnH)
stamlesning 5,7 pg/nL stamlesning 7,25 pg/pL
Gruppe | Adm. Per mus | Stamlesning per Per mus | Stamlesning per PBS per gruppe
(ng) gruppe (ng) gruppe (nL)
(nL) (nL)
B S.c 200uL) | 15 21,0 5 55 1573,5
DogF | Ln (33nuL) 150 2104 (x2=420,8) | 50 55,2 (x2=1104) | 0

3.2.3. Kontrollgrupper

Musene i gruppe G er ikke-immuniserte kontroller, og gis PBS 200 puL s.c. (placebo), nr de

andre gruppene far vaksine. Gruppe H er kontroll bare for smitteforseket, og gis derfor ikke

noc.
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3.3. TILLAGING AV VAKSINER

3.3.1. PnH og kombinasjonsvaksine PnH + INV

Reagenser:
PnH stamlesning med total proteinkonsentrasjon 7,25 mg/mL

INV stamlosning med total proteinkonsentrasjon 5,7 mg/mL
PSB 0,01 M, pH 7,2

Utstyr:

Pipetter, pipettespisser (Gilson pipetter)
Reor, 15 mL (Kendall, 0002099STP)
Whirlmixer (Labinco L46)

Ultralydbad (Bandelin, Sonerex TK52)
LAF-benk (Danlaf, VFB 1206)

Tillaging av vaksine utfores i LAF-benk under aseptiske forhold.

3. MATERIALER OG METODER

1) Vaksinestamlgsningene av INV og PnH ble tatt ut fra kjeleskap og satt i ultralydbad i

5 minutt for & finfordele partiklene.

2) Losningen ble pipettert over i rer som pd forhdnd var merket med gruppe nr. (se 3.2.

vaksinedoseringer). Losningen ble fortynnet til riktig konsentrasjon med PBS. Sterste

mengde ble tatt i forst.

3) Reorene ble sd ristet i 1 minutt pd whirlmixer for 4 f4 en homogen blanding.

4) De ferdige vaksinelosningene ble satt i kjeleskap (4°) over natt.

5) Vaksine ble tatt ut fra kjeleskap i1 god tid for immuniseringen skulle foretas. Dette for

at lesningene ikke skulle vare kalde, og dermed ubehaglige for musene 4 fa injisert.

36



Hovedfagsoppgave av Margareth Kvalsvik Jensen 3. MATERIALER OG METODER

3.4. IMMUNISERING

3.4.1. Intranasal immunisering

Utstyr:
Pipetter, pipettespisser (Gilson)

Fire grupper fikk vaksine intranasalt. Vaksinen ble ristet godt for bruk for & sikre at den var
homogen, og dermed at lik dosering ble gitt til hver mus. Musene ble fengslet slik at de ble
liggende pé ryggen. Vaksinelgsningen ble péfert annenhvert nesebor drapevis med en pipette,
slik at musa fikk tid til & puste inn alle dripene. Musene som fikk PnH-vaksine, fikk 30 pL,
og de som fikk kombinasjonsvaksine av PnH og INV, fikk 33 pL.

3.4.2. Subcutan immunisering

Utstyr:
Kanyler, 25G
Engangssproyter, 1 mL

Tre grupper fikk vaksine subcutant. Vaksinen ble ristet godt for bruk for & sikre at den var
homogen, og dermed at lik dosering ble gitt til hver mus. Injiseringen ble utfort av
dyreavdelingens personale. Musene ble strekt ut ved at de kloret seg fast i burlokket med
forlabbene, samtidig som de ble holdt i halen. Vaksinen (200uL) ble injisert subkutant i nedre
del av ryggen.
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Bilde 1: subcutan immunisering
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3.5. PROVETAKING OG PREPARERING AV PROVENE

3.5.1. Salivaprever

Reagenser:
Nylaget 1 mg/mL Pilocarpin hydroklorid
Pilocarpine hydrochloride (Sigma-Aldrich, P6503) 0,015 ¢g
PBS 0,01 M, pH=17,2 15,0 mL
Utstyr:

Tusj (til & merke av plass for mus nr. pa benkepapir)

Plastbelagt benkepapir (Polytrap 295 PE, Schleicher & Schuell)
Petriskaler, 9 cm

Metallgitter, 11 x 11 cm

Plastkopp med pustehull

Veker, 2mm x 25 med mer (Polywicks, Polyfiltronics Group Inc., USA)
Eppendorfror, 1,7 mL (Axygen, MTC-175-C, sterile)

Kanyler, 25G (Braun Sterican, 0,50 x 16 mm)

Engangsspreyter, | mL (BD plastipak)

Pinsetter (1 pinsett per gruppe, evt vask med sprit mellom hver gruppe)
Isoporkasse med is

Vekt (Mettler AE240)

20 merkede eppendorfrer med to veker i var veid pa forhdnd, og gav en gjennomsnittsvekt pa
0,9978 g per ror med to veker. Dette for & kunne regne nettomengde av saliva fra hver mus
etter provetaking. Det ble samlet saliva fra en gruppe (6 mus) om gangen.

Musene ble satt pa hver sin merkede plass pa et metallgitter med en petriskél under, og en
plastkopp over (bilde). Hver mus fikk 0,20 mL pilokarpin 1 mg/mL injisert intra peritonealt
(i.p), for & oke spyttsekresjonen. Absorbsjonsveker ble benyttet til & samle opp saliva fra
munn, petriskal, metallgitter og plastkopp. To absorbsjonsveker med salivaprove fra hver
mus, ble sa overfort til pd forhdnd merkede eppendorfrer, og satt direkte pd is. Hvert
eppendorfror med prove ble veid for de ble satt pa fryserom (-20 °C) til videre ekstrahering og

analysering.
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Bilde: Salivaprovetaking. Bilde: Salivaprovetaking.
Mus oppstilt pa avmerket plass Salivaprover ble samlet med absorbsjonsveker.
over en petriskdl.

3.5.2. Preparering av salivaprever

Reagenser:
PBS med 0,05 % Tween 20, pH = 7,2 (ekstraksjonsbuffer)

Utstyr:
Kanyler, 25 G (Braun Sterican, 0,50 x 16 mm)

Oppsamlingsrer (sentrifugerer)

Kryorer, 2 mL, sterile (Greiner bio-one)
Whirlmixer (Labinco L46)

Gassbrenner (FireboyPlus, Integra Biosciences)

Sentrifuge (KS-5200C, Kubota)

Salivaprgvene ble tatt opp fra -20°C, og hvert eppendorfrer ble tilsatt 400 pL
ekstraksjonsbuffer. To og to rer ble ristet kraftig pa whirlmixer i ett minutt. En kanyle ble
brent av med gassflamme, og den glodende kanylen ble brukt til & stikke ett hull i bunnen av
hvert eppendorfrer mens det ble holdt opp ned. Eppendorfrerene ble umiddelbart satt i hvert
sitt oppsamlingsrer. Alle provene ble sa sentrifugert ned ved 2500 rpm i 10 minutter. Provene
ble overfort fra oppsamlingsrerene til pa forhdnd merkede kryorer, og oppbevart ved -20°C

inntil analysering.
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3.5.3. Blodprever

Utstyr:

Varmelampe

Skalpellblad (Paragon, No. 22)

Kanyler, 0,80 x 40 mm (BD Microlance 3)

Fengslingsror

Vitrex kapillerrer, Na-hepariniserte 80IU/mL, 2,30 x 75 mm
Gummiballong

Eppendorfror, 1,7 mL (Axygen, MTC-175-C, sterile)

Blodpreve av musene ble tatt fra leggvene. Musene ble plassert under en varmelampe i noen
minutter for provetakingen. Dette for & utvide blodérene, slik at selve provetakingen skulle ga
lettere og raskere. Dyreavdelingens personale tok selve venepunksjonen. Musene ble holdt i
fengslingsrer under provetakingen. Leggen hvor blodpreven ble tatt, ble barbert med
skalpellblad for det ble stukket hull i leggvenen ved hjelp av kanyle. Blodet ble s samlet i
hepariniserte kapillerror (to ikke fulle ror per mus), for det videre ble tatt over i merkede

eppendorfror ved hjelp av gummiballong. Preparering av prevene ble utfort etter noen timer.

En blodpreve fra mus skal maks vaere 7.7 mL/kg. (Smith 2004) For en voksen mus av typen
BALB/c vil det tilsvare en blodpreve pé ca 200 puL. Det ble i dette forseket tatt i underkant av
200 pL blod av hver mus per provetidspunkt.

3.5.4. Preparering av blodprever

Utstyr:

Sentrifuge (Heraeus Instruments, Biofuge 13)
Fryserer (Sarstedt, Mikro-Schraubréhre 0,5 mL, PP)
Pipette, pipettespisser (Gilson pipetter)

Prevene stod noen timer i romtemperatur, for de ble sentrifugert i 10 minutter ved 3000 rpm.
Ved sentrifugering blir plasma skilt fra blodcellene. Plasma ble sa pipettert over pa fryseror

som var merket pa forhdnd. Prevene ble s& oppbevart ved -20 °C inntil analysering.
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3.5.5. Tomtapping og avlivning

Utstyr:

Spreyter, 2 mL (BD Plastipak)

Kanyler, 0,80 x 40 mm (BD Microlance 3)

Eppendorfror, 1,7 mL (Axygen, MTC-175-C, sterile)

Saks

Pinsett

CO;,-gassbeholder

Kanylebgtte

Isolator med sluse til sikkerhetsbenk (ClanLAF, VBF 1206 BS)

Tomtappingen ble utfort i sikkerhetsbenken knyttet til isolatoren hvor musene var oppstallet
etter smitte. Dette for & beskytte personale mot smitte. Dyreavdelingens personale foretok

selve provetakingen.

Musene ble fullstendig bedevet, tre om gangen, med CO;-gass i en kanylebette. Pelsen pa
brystkassen ble s klippet opp ved hjelp av saks og pinsett, for en sproyte ble stukket inn i
hjertet (Kanylen ble stukket inn over andre ribbeben). Blodet ble trekt ut mens hjertet fortsatt
slo. Blodet fra hver mus ble overfort til pa forhdnd merkede eppendorfrer. Det ble tappet ca.

1,5 mL blod fra hver mus. Musene der straks etter denne provetakingen.

Preparering av prevene ble utfort som for de andre blodprevene.
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3.6. SMITTE AV MUS

3.6.1. Tillaging av bakterielesning

Reagenser:
Buljong: Todd Hewitt Oxoid

Bakterier: Streptococcus pneumoniae Type 4 (1,5 x 10° CFU/mL)
Kultur laget ved FHI: 11/9-1992. (Fryst ved midtlogaritmisk vekstfase, -70 °C)
Internt navn ved FHI: 7/87
Internasjonalt navn: TIGR4
(Aaberge et al., 1995)

Utstyr:

Whirlmikser (Labinco L 46)

Pipette, pipettespisser (Gilson pipetter)
Plastrer med skrukork, 15 mL

Plastrer med skrukork, 50 mL
Fortynningsrer (Ellemannrer 2,5 mL, plast)
Inkubator (37 °C)

I forkant av smitteforseket ble det utfert en bakterietelling, slik at konsentrasjon i utgangsreret

kunne bekreftes. Den ble funnet til & vaere 1,5 x 10> CFU/mL.

Selve bakteriefortynningen ble foretatt rett for smitte som vist i figur. Buljongen ble tatt ut fra
fryserom dagen for fortynningen, for & bli romtemperert slik at bakteriekulturens virulens og
antall CFU/mL skulle bevares. For fortynning ble buljong fylt i fortynningsrer til 400uL i ett
ror, 1,8 mL 1 seks ror, og 16,2 mL i ett ror. Dette for 4 kunne utfore fortynningsrekke, frem

mot ensket konsentrasjon for bruk ved smitte, pa en enkel mate.

Bakteriekulturen var pé forhand dyrket frem ved instituttet. Midt-logaritmisk vekstfase ble
funnet ved hjelp optisk tetthet, og bakteriekultur ble da umiddelbart tatt over pa 1 ml rer og
fryst ved hjelp av flytende nitrogen i fem minutter. Videre ble reret fryselagret ved -70 °C
inntil bruk. Dette var utfort etter standardisert metode. (Aaberge et al. 1995)
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ER

Tining av bakteriekultur ble gjort raskt, umiddelbart for bruk, ved gni reret mellom hendene.

Forst ble bakteriekulturen fortynnet 1/3, deretter ble det utfort 10-folds fortynninger mellom

hvert ror. 200 pL ble overfort mellom hvert ror, med unntak for reret som skulle brukes ved

1.p. smitte der det trengtes ekstra stort volum. Rerene ble blandet godt pa whirlmikser mellom

fortynningene.

100 pL av hver av de tre siste fortynningene ble sddd ut pd blodagar, og inkubert ved 37 °C

over natt. Bakterietelling dagen etter smitte gav dermed en ekstra kontroll pa at doseringen

gitt til musene stemte.
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Figur 6: Fortynning av bakteriekultur for smitte.
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3.6.2. Smitte av musene med pneumokokker

Alle musene med unntak av negativ kontrollgruppe ble smittet med pneumokokker. Musene
ble smittet gruppevis i sikkerhetsbenk med sluse til isolator, hvor musene ble oppstallet i tiden
etter smitte. I.p. dosering ble valgt ut fra tidligere erfaring ved Folkehelseinstituttet. (Aaberge
1995) Doseringen for i.n. smitte i dette forseket var lavere enn det som tidligere har veert
brukt ved instituttet. (Janakova et al. 2002) Negativ kontrollgruppe ble sluset direkte til

isolator.

Rapportskjema for hver mus ble laget. Her ble observert helsestatus, i form av frisk, syk eller
ded/avlivet, beskrevet minst en gang daglig de forste dagene etter smitte. Musene ble under
hele forsoket observert flere ganger daglig av dyrestallens personale, som ogsa fikk i oppgave

a avlive mus som ble alvorlig syke.

GRUPPE:

Mus / Tid Smitte T3 T12 T24 T48 Tomtapp.

Q| N || W N -

Figur 7: Rapportskjema for observert helsestatus etter smitte

3.6.3. Intraperitoneal smitte av musene

Reagenser:

Bakterielosning

Utstyr:

Spreyter, 1 mL (BD)

Kanyler, 0,5 x 16 mm (BD)

Isolator med sluse til sikkerhetsbenk (ClanLAF, VBF 1206 BS)
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Musene i disse gruppene ble smittet i.p.;
A: PnH s.c.

B: PnH+INV s.c.

C: PnH in.

D: PnH+INV in.

G: Positiv kontrollgruppe

En og en gruppe ble smittet i.p. Dosering var 0,5 mL av rer med 1,0 x 10> CFU/mL. Dette gir
50 bakterier (CFU) per mus.

3.6.4. Intranasal smitte av musene

Reagenser:
Ketamin 10 mg/mL (Ketalar®, Pfizer)

Bakterielosning

Utstyr:

Spreyter, 1 mL (BD)

Kanyler, 0,5 x 16 mm (BD)

Pipette, pipettespisser (Gilson pipetter)

Isolator med sluse til LAF-benk (ClanLAF, VBF 1206 BS)

Musene i disse gruppene ble smittet i.n.;
E: PnH i.n.*
F: PnH+INV in.*

Forst ble alle seks musene i en gruppe anestesert med ketamin (50 pL/mus) i.p. Doseringen
ble bestemt ut fra tidligere erfaring ved dyrestallen. I lapet av ett minutt kunne man se at
musene ble slgve. Dette gjorde at musene pustet roligere, og dermed lettere fikk i seg
bakteriene for smitte. En og en mus ble smittet med pneumokokker ved at 30 uL av
bakterielosningen drapevis ble pafert musens nesebor med en pipette.

Ln. dosering var 30 pL av rer med 1,0 x 10° CFU/mL. Dette gir 3 x 10 * bakterier per mus.
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3.7. PROVETAKING ETTER SMITTE FOR BAKTERIETELLING

3.7.1. Blodprever etter smitte

Reagenser:
Buljong (Todd Hewitt Oxoid) (225 pL ble fylt i hvert fortynningsrer dagen for prove)

Utstyr:

Skalpellblad (Paragon, No. 22)

Kanyler, 0,80 x 40 mm (BD Microlance 3)

Fengslingsror

Vitrex kapillerrer, Na-hepariniserte 80IU/mL, 2,30 x 75 mm, 130uL
Gummiballong

Buljongrer til fortynning (Ellermannrer, 3,5 mL, plast)
Plastgse (NUNC)

Blodagarskaler (Colombiaagar med hesteblod)

Inkubator (37°C)

Isolator med sluse til LAF-benk (ClanLAF, VBF 1206 BS)

Arbeidet ble utfort i sikkerhetsbenk knyttet til isolatoren. Blodprevene ble tatt 3, 12, 24 og 48
timer etter smitte. Provevolumet ble begrenset til ca 25 pL siden prevetidspunktene var sa
narme hverandre. Fortynningsrer ble tilsatt 225 pL buljong dagen for prevetaking, og stod
kjelig inntil bruk.

Dyreavdelingens personale tok selve venepunksjonen. Musene ble holdt i fengslingsrer under
provetakingen. Leggen hvor blodpreven ble tatt, ble barbert med skalpellblad for det ble
stukket hull 1 leggvenen ved hjelp av kanyle. Blodet ble samlet i Na-hepariniserte kapillerror
(ca 25 pL per mus), for det videre ble de tatt over i rer med buljong ved hjelp av

gummiballong.
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Bilde 4: Fortynning av serumprove etter smitte.

En 10-folds fortynning ble utfert av hver prove med fire fortynninger. Det ble blandet godt
mellom hver fortynning ved & pipettere opp og ned noen ganger. 25uL av hver fortynning ble
sa dyrket pa blodagarskal. Skélene var pa forhand delt i fire, og merket med fortynning,
gr.,mus nr., dato og prevetidspunkt. Skélene ble s& innkubert i minimum 18 timer ved 37°C,

for bakterietelling.

Far med
2245 L buljong

Figur 8: Fortynning av blodprove etter smitte.
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3.7.2. Neseskylling etter smitte

Reagenser:

Veaske til neseskylling (2 % BSA i PBS ble laget dagen for prove, og satt i kjoleskap)
Albumin, bovine (Sigma-Aldrich, A-9647) (=BSA) 0,8 ¢g
PBS 0,01 M, pH=7,2 ad 40 mL

Buljong (Todd Hewitt Oxoid)

Utstyr:

Petriskaler, 9 cm

Engangssproyter, 1 mL

Buljongrer til fortynning (Ellermannrer, 3,5 mL, plast)
Plastase (NUNC)

Blodagarskéler (Colombiaagar med hesteblod)

Inkubator (37°C)

Isolator med sluse til sikkerhetsbenk (ClanLAF, VFB 1206 BS)

Bare de musene som ble smittet i.n. ble tatt neseskylling pd (PnH i.n.* og PnH+INV i.n.*).
Arbeidet ble utfort i sikkerhetsbenk knyttet til isolatoren.

Bilde 5: Neseskylling
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En og en mus ble holdt stramt i nakkeskinnet og halen, og holdt pa ryggen, slik at hodet
vendte ned, over en tom petriskél. Skyllevaske (0,5 ml per mus) ble pafort musens munn
drapevis med en 1 mL spreyte. Den forste drapen ble plassert i munnen slik at musen puster
gjennom nesa. Resten av skylleveesken ble sa sprutet 1 jevnt tempo gjennom munn. Man
kunne da se at skyllevasken kom ut av musens nese, og samlet seg i petriskdlen.
Neseskyllevasken ble sa sugd opp og ned med spreyten noen ganger, for 4 blande den godt,

da noen draper vil kunne falle direkte fra munnen.

25 uL ble pipetert ut, og sédd ufortynnet pd blodagar. 25 pL ble tatt fra petriskal over i rer
med 225 pL buljong. Fortynningsrer var tilsatt 225 pL buljong dagen for prevetaking, og stod
kjolig inntil bruk. En 10-folds fortynning ble utfort av hver prove med tre fortynninger. Hver
fortynning ble blandet godt ved hjelp av pipette for videre overforing. Fortynningene ble s&
dyrket pa blodagar. Skalene var delt i fire, og merket med fortynning, gr.,mus nr., dato og
provetidspunkt pa forhdnd. Skélene ble sd inkubert i minimum 18 timer ved 37 °C, for

bakterietelling.

25 JL 25 4L
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p@q 225 pL buliong
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Figur 9: Fortynning av neseskyll etter smitte.
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3.7.3. Bakterietelling og utregning av CFU/mL prove

Etter at provene og fortynningene hadde vart innkubert i minimum 18 timer, ble
koloniformende enheter (CFU) bestemt ved & telle kolonier pé skaler. Skalene var delt i fire,
og det var satt pd 25 uL preve med 10-folds fortynning mellom hver. Den fortynningen som
inneholdt mellom 10 og 100 CFU var lettest & telle noyaktig, og ble dermed valgt som

representant for hver enkelt prove.

25 pL blodpreve var fortynnet fire ganger med 10-folds fortynninger, sa avhengig av hvilken
fortynning som brukt, ble CFU multiplisert folgende for & gi antall CFU/mL blod.

4x107 for forste fortynning

4x10° for andre fortynning

4x10* for tredje fortynning

4x10° for fjerde fortynning

Ved bakterietelling etter blodpreve var dermed 4x10> CFU/mL blod, laveste verdi som kunne

telles.

25 pL neseskyll ble sadd ut direkte for tre 10-foldsfortynninger ble utfort. Dermed ma CFU
for neseskyll multipliseres med folgende for & gi antall CFU/mL prove.

4x10' for prove

4x107 for forste fortynning

4x10° for andre fortynning

4x10* for tredje fortynning

Ved bakterietelling etter neseskyll var dermed 4x10' CFU/mL laveste verdi som kunne telles.

1400 144000 1740 1400

140000 1400000
14000 140000

Figur 10: Blodprove fortynning Figur 11: Neseskyll fortynning
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3.8 ANALYSE AV PROVEMATERIALE

3. MATERIALER OG METODER

For & sjekke immunresponsen musene fikk etter immunisering ble indirekte ELISA-analyse

benyttet. Denne analysemetoden detekterer antistoffer i praver. I denne oppgaven ble det

analysert for systemiske antistoffer (IgG i blod) og antistoffer lokalt pa slimhinnene (IgA i

spytt).

3.8.1. Prinsipp for indirekte ELISA

1. Coating (*)

Antigen, som er spesifikke mot de antistoffene
som skal detekteres fra provene, blir satt pa
microbrennplatene.

2. Vasking
Platene vaskes med vaskebuffer for a fjerne
ubundne antigen.

3. Blokkering

Blokkeringsbuffer (proteiner) tilsettes for & fylle
opp eventuelle tomrom, der antigen ikke har
bundet seg. Dette er viktig for & hindre uspesifikk
binding. Noen ganger tilsettes ’blokkeringsbuffer”
i fortynning av prever og standard istedenfor
direkte 1 brennene.

4. Vasking
Ubundet blokkeringsbuffer fjernes med
vaskebuffer.

5. Prove (Y)
Prove pésettes, og eventuelt antistoff mot
antigenet binder seg.

6. Vasking
Ubundet antistoff vaskes bort med vaskebuffer.

7. Konjugat (£-Y-E)
Et enzymkonjugert sekundert antistoff som binder
seg til antistoffene 1 provene blir passatt.

8. Vasking
Vaskebuffer fijerner ubundet enzymkonjugert
antistoft.

9. Substrat

Substrat for enzymene blir tilsatt, og gir
fargereaksjon som er proporsjonal med
antistoffkonsentrasjonen i prove.
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Figur 12:

Prinsipp for indirekte ELISA.

(Madigan et al. 2003)
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3.8.2. Tillaging og definering av standarder

Saliva- og blod- prever analyseres for antistoffer ved indirekte ELISA. Det er da nedvendig
med en standardkurve som viser sammenheng mellom absorbans (OD-verdi) og
antistoffkonsentrasjon. En slik standardkurve ble laget ved & bruke standardlesninger med

antistoff rettet mot samme antigen som vaksinene.

Saliva standardene ble laget fra prover som var igjen fra tidligere forsek ved Folkehelse
instituttet (Amundsen 2005, Ticevic 2005). Salivaprevende ble definert etter IgA-

konsentrasjonen, siden antistoffer i IgA-klassen er dominerende i sekreter.

Blod INV standard ble dannet av prover fra forforsek, og serum PnH standard fra tomtapping
av forsek som ble kjort parallelt til dette. (Abrahamsen 2006) Blodprevene ble definert etter

konsentrasjonen av IgG, som er den viktigste antistoffklassen i blodet.

Prover med forventet hoyt innhold av antistoff, ble analysert ved hjelp av ELISA. De prevene
som gav hayes OD-verdi, ble sa blandet sammen til en pool-losning. Denne pool-lesningen
ble kjort i ELISA-analyse med fortynningsrekke, for & kunne finne passende startfortynning
til standard, og definere startkonsentrasjon (U/mL). Ved definering av standard tas det
utgangspunkt i fortynningen som gir OD-verdi nermest 0,2. Antistoffmengden i den brennen

med beste fortynning, settes lik 1U.

Folgende museprover ble valgt ut til & lage pool-lgsninger:

INV IgG: Forforsek (s.c. vaksine) Mus 4, 5 0g 6.

INV IgA: Tidligere forsek (salivapreve II) Amundsen: Mus Cl1, C2, C5,
Ticevic: Mus C2, C6.

PnH IgG: Parallelt forsek (tomtapping) Mus gr. A 1-6, og B 1-6.
PnH IgA: Tidligere forsgk (salivaprove) Amundsen: saliva II: Al, A3, A4, A5, A6,
Ticevic: saliva I: A3,

Ticevic: saliva II: A3, A6.
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Informasjon om startkonsentrasjon av standard, og fortynningsrekke av standard og prove,
settes inn i dataprogram for ELISA avleser. Programmet vil da bruke dette, i tillegg til OD-
verdi, for utregning av konsentrasjonen av antistoff i pravene. Startfortynning av prevene ble
valgt etter a ha provd hva som samsvarte best med standard. Flest mulig OD-verdier i
provefortynningen ber komme innenfor spekteret av OD-verdier i fortynningsrekken av

standard.

Startfortynningen av prevene:
Salivaprevene (INV) 1:10
Serumpreavene (INV) 1:400
Salivaprevene (PnH) 1:10
Serumpreovene (PnH) 1:100

Startfortynning av standardene:

Standard for antistoff rettet mot influensa (INV) i serum: (1:200) (640 U/mL)
Standard for antistoff rettet mot influensa (INV) i saliva: (1:5) (40 U/mL)
Standard for antistoff rettet mot pneumokokker (PnH) i serum: (1:200) (640 U/mL)
Standard for antistoff rettet mot pneumokokker (PnH) i saliva: (1:5) (20 U/mL)
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3.8.3. Generelt oppsett av ELISA-plate

I rad A kolonne 1-11 ble det tilsatt 200 uL av hhv standard og preve. De resterende brennene
ble fylt med 100 pL blokkeringsbuffer. Standard og prever ble sa fortynnet 2-folds ved a
overfore 100 puL fra rad A(1-11) til neste rad, og videre nedover ved hjelp av gaffelpipette.
Mellom hver rad ble losningen i brennene godt blandet ved a ta den opp og ned av pipetten
syv ganger. For & fa likt volum i alle brennene ble 100 pL fra rad H kolonne 1-11 kastet ut

etter fortynning. Kolonne 12 blir tatt med for & kunne justere for bakgrunnsfarge.
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Figur 13: Generelt oppsett av ELISA-plate
P = Prove

! = Fortynning (2-folds)

BL = Blokkeringsbuffer

Std = Standard

Ved coatingen ble det laget noen plater uten coat pa rad H. Disse ble benyttet ved innstilling
av standard. Noen prover ble satt pa her, i tillegg til en annen rad med coat. Dette for & sikre at

platene som ble brukt i analysen ikke gav uspesifikk binding til platen.
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3.8.4. ELISA-metode benyttet for bestemmelse av INV-antistoffkonsentrasjon

Reagenser:
Coat: Vaksinestamlgsningen (INV-antigen, konsentrasjon 5700ug/mL)
Vask: Dulbeccos vaskebuffer med Tween 20 uten Ca og Mg, pH = 7,2

Blokkering:  Skim milk powder (Oxid, LP0031, Hampshire, England)

Konjugat: Peroksydase-konjugert geit anti-mus 1gG (Sigma-Aldrich, A-9309) eller
Peroksydase-konjugert geit anti-mus IgA (Sigma-Aldrich, A-4789)

Substrat: OPD- (ortho-Phenylenediamine Dihydrochloride) tabletter
(Sigma-Aldrich, P-6912)

Katalysator for substrat: Hydrogenperoksid 30 % H,O, (Merck, 1.2201-250)

Stopplesning: Svovelsyre (H,SO4) 1,25 M (FH, 0502037)

PBS 0,01 M, pH=7

Utstyr:

Mikrotestplate, maxisorp. (Nunc-immunoplate 439454)
ELISA-vasker (Skan Washer 300 version B, Molecular Devices)
Plasttrau til reagenser ved bruk av multikanalpipette
Pipetter og pipettespisser (Gilson pipetter)

Reagensror (Ellermannrer, 3,5 mL, plast)
Madlesylindere

Erlenmeyerkolber

Tape til forsegling av plate (Tamro)

Whirlmixer (Labinco L46)

Inkubatorskap (37°C, Termaks)

ELISA avleser (Emax, Mulecular Devices)

Magnetrorer og magnet
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1. Coating
Antigen spesifikke mot de antistoffene som skulle detekteres fra provene, ble satt pa

microbrennplatene.

Vaksinestamlgsningen (INV-antigen, konsentrasjon 5700pug/mL) ble fortynnet 1:285 med
PBS. Dette gav 40 pL vaksinestamlosning i 11360 pL PBS. Konsentrasjon pa coatelosningen
ble da 20 pg/mL INV-antigen.

100 pL av coatelesningen ble tilsatt hver bronn pd ELISA-platene. Noen fé plater ble ikke
coatet i rad H. Disse brennene ble tilsatt 100 uL PBS. Platene uten coat pé rad H, ble brukt
ved innstilling av standard, som en kontroll pa at det ikke var uspesifikk binding til platene.
Platene ble forseglet, for de ble satt pa kjolerom (4°C) inntil bruk. (ca. to maneders
holdbarhet)

2. Vasking
Platene ble vasket med Dulbeccos vaskebuffer med Tween 20, fem ganger, for & fjerne

antigen som ikke hadde bundet seg til brennene pa mikrobrennplatene.

3. Blokkering
Blokkeringsbuffer (proteiner) ble tilsatt for a fylle opp eventuelle tomrom, der antigen ikke

hadde bundet seg. Dette er viktig for 4 hindre uspesifikk binding.

Skummet melkepulver lost 1 PBS ble brukt som blokkeringsbuffer.
Blokkeringsbufferen (5%) ble laget ved a veie opp ensket mengde for utblanding i PBS
(5:100). Blandingen ble satt pa magnetrerer i 1 time, og deretter 30 min i romtemperatur for

bruk. Holdbar 12 dager i kjoleskap.

200 pL blokkeringsbuffer ble tilsatt hver brenn. Platene med blokkeringsbuffer ble satt i

inkubatorskap (37°C) i 1 time og deretter 30 minutter i romtemperatur for vask.

4. Vasking
Platene ble vasket med Dulbeccos vaskebuffer med Tween 20, fem ganger for & fjerne

blokkeringsbuffer som ikke har bundet seg til bronnene pd mikrobrennplatene.
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S. Preve
Fortynnet prove og standard ble pésatt, og eventuelt antistoff mot antigenet i coaten bindes.

Prover og standarder ble fortynnet i blokkeringsbufferen.

Startfortynningen av prgvene:

Salivaprevene 1:10

Blodprevene 1:400

Startfortynning av standardene:
Standard for antistoff rettet mot influensa (INV) i blod: (1:200) (640 U/mL)
Standard for antistoff rettet mot influensa (INV) i saliva: (1:5) (40 U/mL)

200uL fortynnet prove ble tilsatt i brennene A2-A11. (+ evt rad H)
200uL standard ble tilsatt i brenn Al. (+ evt. rad H)
Resterende brenner ble fylt med 100 pL blokkeringsbuffer.

Prover og standarder ble fortynnet (2-folds) ved & overfore 100 puL fra en brenn til den neste 1
kolonnen ved hjelp av gaffelpipette. 100 puL fra siste brenn ble kastet, for at volum i alle

brennene skulle bli likt. Platene ble s& forseglet og satt i kjolerom (4°C) over natt.

6. Vasking
Platene ble vasket i fem omganger med Dulbeccos vaskebuffer med Tween 20, for & fjerne

ubundet antistoff.

7. Konjugat

Som konjugat ble det brukt peroksidase-konjugert geit anti-mus IgA til pavisning av IgA i
salivapreovene, og peroksidase-konjugert geit anti-mus IgG til pavisning av IgG 1 blodprevene.
Dette er enzymkonjugerte sekundare antistoff som binder seg til antistoffene i provene.
Konjugatat ble fortynnet 1:1000 1 blokkeringsbuffer. Det ble satt av til 10 mL per plate. Det
gav 10 pL konjugat 1 9990 pL blokkeringsbuffer. 100 pL av fortynnet konjugat, ble s tilsatt
hver brenn pa tid, for sé 4 std med konjugatet i noyaktig 60 minutter for vasking. Tiden
mellom start pd hver plate ble satt til 2 min og 15 sek, da dette var tiden som trengtes mellom

vask av hver plate. Stoppeklokke ble benyttet.
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8. Vasking
Konjugatet ble helt ut. Platene ble vasket i seks omganger med Dulbeccos vaskebuffer med

Tween 20, for & fjerne ubundet enzymkonjugert antistoff.

9. Substrat
Som substrat for enzymet peroksidase, ble OPD-tabletter benyttet. Dette substratet gir en
gul/oransje fargereaksjon ved tilstedevarelse av antistoff i provene. Fargeintensiteten er

proporsjonal med mengden antistoff i proven.

For hver plate ble 1 OPD-tablett lost morkt 1 12,5 mL forsfat-citrat buffer. Rett for applisering
ble det tilsatt 5 uL 30 % H,O, per plate, som katalysator. 100uL av substratlosningen ble sa
tilsatt hver brenn pa tid. Platene ble plassert i en mork skuff i neyaktig 30 minutter for

tilsetting av stopplesning. (1 min mellom hver plate)

10. Stopping

Fargereaksjonen ble stoppet ved 4 tilsette 50 puL svovelsyre til hver brenn pa platene. Ogsé
dette ble gjort pa tid, for at alle brennene skal fa lik tid til & gi fargereaksjon. Platene ble satt
tilbake i skuffen.

11. Avlesning
10 minutter etter stopping, ble platene tatt ut av skuffen for avlesning pa ELISA-avleser med
filter p&4 490 nm. OD-verdien (absorbansen) i hver brenn ble méilt, og korrigeret av

blankpravene.

Beregning av antistoffkonsentrasjon

OD-verdiene til standard lesningene ble brukt til 4 lage standardkurver med
antistoffkonsentrasjon (U/mL) pa x-aksen, og OD-verdier pa y-aksen. Dette gav tilnaermet
rettlinjede standardkurver (y = ax + b) som kunne brukes til utregning av konsentrasjonen i

provene ut fra avleste OD-verdier.
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Figur 14:
Standardkurve for utregning av
konsentrasjon av antistoff i

provene. Antistoffkonsentrasjon

(U/mL) pad x-aksen, og OD-

o
Antistoffkonsentrasjon LimL verdier pd y-aksen.

Data program som tilherer ELISA-avleser foretar denne beregningen, etter at startkonsentrasjonen i
standard, og fortynninger som ble utfort, er definert manuelt. For IgG i blodprevene fir man dermed

oppgitt konsentrasjonen direkte, og bare snittverdi for hver enkelt prove ma beregnes.

Salivaprevene ble fortynnet under preparering, sa dette matte tas hensyn til ved utregning av IgA
konsentrasjon i prevene;

For & beregne konsentrasjonen i ekstraksjonsvasken, ble konsentrasjonen i fortynnet prove multiplisert
med tilsvarende resiproke fortynning. Fortynningsfaktoren i ekstraksjonslesningen ble beregnet ved &
dividere ekstraksjonsvolumet (400 pL + vekt av saliva) med vekt av saliva. Ved & multiplisere
fortynningsfaktoren med konsentrasjonen i ekstraksjonslosningen, ble konsentrasjonen av IgA i

salivapreve bestemt.
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3.8.5. ELISA-metode benyttet for bestemmelse av PnH-antistoffkonsentrasjon

Pa grunn av problemer med uspesifikk binding ble det for PnH-ELISA brukt en modifisert metode 1
forhold til den som ble brukt for INV-ELISA.

Reagenser:
Coating: Vaksinestamlgsningen (PnH-antigen, konsentrasjon 7250 pg/mL)

Dulbeccos vaskebuffer med Tween 20 uten Ca og Mg, pH = 7,2
Konjugat: Peroksydase-konjugert geit anti-mus 1gG (Sigma-Aldrich, A-9309) eller Peroksydase-
konjugert geit anti-mus IgA (Sigma-Aldrich, A-4789)
Substrat: OPD-(ortho-Phenylenediamine Dihydrochloride)tabl. (Sigma-Aldrich, P-6912)
Katalysator for substrat: Hydrogenperoksid 30 % H,O, (Merck, 1.2201-250)
PBS 0,01 M, pH=7
Fosfat-citrat buffer 0,05 M
Stopplesning: Svovelsyre (H,SO4) 1,25 M (FH, 0502037)
Serumfortynningsbuffer: 30% BSA losn.
(PAA Laboratories GmbH, lev. av Pedersen & Senn)
fortynnet til 0,5 % (2mL 30% BSA + 118 mL PBS m/Tween 20)
Noytralisering av sera: PnC C-PS Pneumokokk C polysakkarid (SSI)

(10 mg torrstoff loses til 2 mg/mL i steril PBS og fordeles i nuncrer, 500
pL 1 hver. Oppbevares i fryseskap inntil bruk)

Utstyr:

Mikrotestplate, maxisorp. (Nunc-immunoplate 439454)
ELISA-vasker (Skan Washer 300 version B, Molecular Devices)
Plasttrau til reagenser ved bruk av multikanalpipette
Pipetter og pipettespisser (Gilson pipetter)

Reagensror (Ellermannrer, 3,5 mL, plast)
Madlesylindere

Erlenmeyerkolber

Tape til forsegling av plate (Tamro)

Whirlmixer (Labinco L.46)

Inkubatorskap (37°C, Termaks)

ELISA avleser (Emax, Mulecular Devices)
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1. Coating
Antigen spesifikke mot de antistoffene som skulle detekteres fra provene, ble satt pa

microbrennplatene.

Vaksinestamlgsningen (PnH-antigen, konsentrasjon 7250 pg/mL) fortynnes 1:72 med PBS. Dette gav
40 pL vaksinestamlosning i 11360 uL PBS. Konsentrasjon pd coatelesningen ble da 100 pg/mL PnH-

antigen.

100 pL av coatelosningen ble tilsatt hver brenn pd ELISA-platene. Noen fd plater ble ikke coatet i rad
H. Disse brennene ble tilsatt 100pL PBS. Platene uten coat pd rad H, ble brukt ved innstilling av
standard, som en kontroll pa at det ikke var uspesifikk binding til platene. Platene ble forseglet. De
stod s& 30 minutter i romtemperatur. Deretter ble de inkubert i 3 timer ved 37°C, for de ble satt pa

kjelerom (4°C) inntil bruk. (ca. to maneders holdbarhet)

2. Vasking
Platene ble vasket med Dulbeccos vaskebuffer med Tween 20, fem ganger, for & fjerne antigen som

ikke hadde bundet seg til bronnene pad mikrobrennplatene.

3. Reaksjon med serum

I pneumokokkenes cellevegg finnes et polysakkarid (pneumokokk C polysakkarid) som stimulerer til
antistoff produksjon, men det er ikke funnet at disse gir noen form for beskyttelse mot sykdom.
(Musher et al. 1990) Det var derfor enskelig 4 neytralisere disse antistoffene for prove ble analysert.

Dette ble utfort ved bruk av PNC.

Av 2 mg/mL PNC trengtes: ((10nL/mL/2000pg/mL) x 10 000 pL) 50 pL. Denne ble videre fortynnet i
10 000 pL 0,5% BSA/PBS/Tween 20

11 pL blodpreve ble fortynnet 1:10 1 110 pL. PNC (fortynnet) i ett lite reagensror.

Standard ble fortynnet 1:10 ved & ta 200 uL standard og 1800 uLL PNC (fortynnet).

Prove og standard ble sa mikset pa whirlmixer, for sa & skulle sté i en time.

Deretter ble provene videre fortynnet til 1:100 ved & tilsette 1089 uL 0,5% BSA/PBS/Tween 20 i hvert

ror. Tween 20 virker som en blokkeringsbuffer
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4. Prove

Fortynnet prove og standard ble pésatt, og eventuelt antistoff mot antigenet i coaten bindes.

Startfortynningen av pregvene (PnH):

Salivaprevene 1:10

Blodprevene 1:100

Startfortynning av standardene:
Standard for antistoff rettet pnemokokker (PnH) i blod: (1:200) (640 U/mL)
Standard for antistoff rettet pneumokokker (PnH) i saliva: (1: 5) (20 U/mL)

200uL fortynnet prove ble tilsatt i brennene A2-A11.(+ evt 100 pL pd rad H om uten coat)
200uL standard ble tilsatt i brenn Al. (+ evt 100 uL pa rad H om uten coat)
De resterende brennene ble fyllt med 100 pL 0,5 % BSA/PBS/Tween 20.

Prover og standard (A1-11) ble fortynnet (2-folds) ved & overfore 100 pL fra en brenn til den neste i
kolonnen ved hjelp av multikanalpipette. Platene ble sé forseglet og satt i inkubatorskap (37°C) 12

timer.

5. Vasking
Platene ble vasket i fem omganger med Dulbeccos vaskebuffer med Tween 20, for & fjerne ubundet

antistoff.

6. Konjugat

Som konjugat ble det brukt peroksidase-konjugert geit anti-mus IgA til pavisning av IgA i
salivaprevene, og peroksidase-konjugert geit anti-mus IgG til pavisning av IgG i serumprevene. Dette
er enzymkonjugerte sekundere antistoff som binder seg til antistoffene i pravene. Konjugatat ble
fortynnet 1:1000 i PBS/Tween 20. Det ble satt av til 10 mL per plate. Det gav 10 pL konjugat 1 9990
pL blokkeringsbuffer. 100 pL av fortynnet konjugat, ble sa tilsatt hver brenn pa tid, for s a sta med
konjugatet i noyaktig 60 minutter for vasking. Tiden mellom start pd hver plate ble satt til 1 minutt, da

dette var tiden som trengtes mellom vask av hver plate. Stoppeklokke ble benyttet.

Videre ble vasking, pasetting av substrat, stopping, avlesning og beregning av antistoffkonsentrasjon,

utfert som 1 metode for INV.
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3.9. STATISTISKE METODER OG GRAFISK FREMSTILLING

Dataprogrammet GrafPad PRISM Versjon 4.03, ble benyttet til grafisk fremstilling og statistiske
beregninger. Siden gruppene i forsgket var sma (n = 6), ble det benyttet en ikke-parametrisk metode til
de statistiske analysene. Slike metoder baseres pa en rangering av resultatene, fra laveste til hayeste

verdi. Dette sikrer at statistikken er valid, selv om populasjonsdistribusjonen ikke er normalfordelt.

For & beregne signifikante forskjeller mellom to ulike grupper, ble tosidig Mann-Whitney U-test
benyttet. Dataprogrammet (GrafPad PRISM) benytter folgende formel i utregningen:

U=1’11 X1’12+1’11(1’11 + 1)/2—R1,
Der n er antall observasjoner i de to gruppene som sammenlignes (henholdsvis gruppe 1 og 2) og R1 er
summen av rangeringsnumrene til gruppe 1. Programmet regner automatisk ut tilherende P-verdi ut fra

U-verdien. P-verdien er et mal pd sannsynligheten for at forskjellen mellom de to gruppene er tilfeldig.

Ved P < 0,05 anses det & vere signifikant forskjell mellom méleresultatene fra de to gruppene.
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4. RESULTATER

4.1. BESKYTTELSE MOT PNEUMOKOKK SYKDOM

4.1.1. Bakterier i blod etter smitte

Etter smitte av musene med Pneumokokker, ble det tatt blodpreve for utsding og bakterietelling. Dette
for & kunne pavise tilstedevarelse av bakterier 1 blodet etter smitte. Pravene ble tatt hhv. 3, 12, 24 og
48 timer etter smitte. Resultatene viser hvordan grupper som har fatt ulike vaksinelosninger,
administrert pa ulike mater, var beskyttet mot bakterieinfeksjon i blod. For gruppene som fikk vaksine
administrert i.n., kan man ogsa se pa forskjell etter i.n* og i.p smitteméte. Badde ikke-immunisert
smittet kontrollgruppe, og negativ kontrollgruppe (ikke smittet) for i.p smitte var med i smitteforsoket.
For & begrense forsekets storrelse, ble det ikke tatt med kontrollgruppe for i.n. smitte her, men i det

parallelle forseket. (Abrahamsen 2005)

Det var seks mus i hver gruppe med unntak av PnH s.c, der mus nr.3 dede, av ukjent arsak, for
smitteforseket startet. Alle musene bortsett fra negativ kontrollgruppe ble smittet med pneumokokker.
Noen av prevene kunne ikke telles pga. forurensninger i agarskil. For enkelte grupper vil det derfor
ved noen tidspunkt vaere ferre enn seks prover. Alle praver hvor man ikke kunne detektere
bakterievekst, er satt lavere enn nedre deteksjonsgrense (4x10%). For dede mus ble der satt en verdi
som var heyere enn det man kunne finne hos mus som levde (>1x10%). Alvorlig syke mus, som ble
avlivet, var 1 noen tilfeller vanskelig 4 ta prove av. Disse blir presentert i figur (Figur 15) som dede, og
dermed gitt en verdi over gvre deteksjonsgrense. Disse tilpasningene ble gjort for at provene fra alle

mus som inngikk i forseket skulle kunne presenteres. (Figur 15)

Ikke-immunisert smittet kontrollgruppe viser at musene i gruppen ble smittet ved administrasjon av
bakterielesning i.p. Denne gruppen er ogsé viktig for sammenligning med gruppene som har fatt
vaksine. Negativ kontroll (ikke smittet) viser at det ikke er smitte blant musene som ikke har fatt
administrert bakterielosning, og dermed ikke smitte mellom burene/gruppene i isolatoren hvor musene

ble oppstallet etter smitte.
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For gruppene immunisert s.c. kunne man ikke finne bakterier i blod for noen av prevene etter
i.p.smitte. Mus som hadde blitt s.c. immunisert med PnH eller PnH+INV var altsa beskyttet mot
pneumokokkinfeksjon Det kan ikke vises til forskjell mellom gruppe som fikk PnH alene, og gruppe
som fikk PnH i kombinasjon med INV.

L.n. vaksinering forhindret ikke bakterier i blod etter i.p. smitte. Det var ikke signifikant forskjell i
bakterietall 1 blod mellom gruppen som fikk kombinasjonsvaksine, og gruppen som bare hadde fatt
PnH vaksine (T3 P=0,49 og T24 P=0,49). Beskyttelsen var ikke god nok til & forhindre alvorlig
sykdom. Disse gruppene hadde heller ingen statistisk signifikant forskjell fra ikke-immunisert smittet

kontrollgruppe (PnH i.n. mot ikke-imm.smittet kontrollgruppe T24 P=0,82).

Etter i.n. smitte var det derimot svaert fa bakterier i blod blant gruppene som hadde fétt i.n. vaksine.
Hos tre mus i gruppen som hadde fatt PnH i.n. kunne man se bakterier i blod etter 48 timer, mens
gruppen som hadde fatt PnH+INV ikke hadde bakterier i blod. Det er dermed en antydning til at PnH i
kombinasjon med INV gir best beskyttelse, men forskjellen er ikke statistisk signifikant (P=0,18).

I gruppene PnH i.n., PnH+INV i.n. og ikke-immunisert smittet kontroll, kunne man alt etter 3 timers
proven pavise bakterier i blod. CFU/mL ekte i disse gruppene i hver prove frem til 48 timersproven.
Flere av musene klarte seg ikke til 48 timers proven, og de resterende ble avlivet da men tydelig kunne
se tegn til alvorlig sykdom, i form av lavt aktivitetsniva og pjuskete pels. Disse gruppene var derfor
ikke beskyttet mot alvorlig sykdom. I gruppe som fikk PnH i.n. skilte mus nr. 5 seg tydelig fra det

andre, ved at det ikke kunne pavises bakterier i noen av provene.

4.1.2. Musenes tilstand etter smitte

Etter smitte ble musene godt overvédket. Helsestatus til hver enkelt mus ble observert og beskrevet i
rapportskjema, i form av frisk, syk eller ded/avlivet, minst en gang daglig de forste dagene etter smitte.
Musene ble under hele forseket observert flere ganger daglig av dyrestallens personale, som ogsa fikk i
oppgave & avlive mus som ble alvorlig syke. For gruppe PnH s.c. var det bare fem mus i gruppen for

smitte.

Endringer i observert helsetilstand, vises forst 48 timer etter smitte. Mellom 48 timer og 6 degn var det

ingen endring i1 overlevelse, men to mus ble syke pa denne tiden. Den ene musen var i gruppen som
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hadde fétt PnH s.c., og den andre i gruppen som hadde fatt PnH i.n. Til sammenligning kunne man
ikke se endring i gruppene som hadde fatt INV i tillegg til PnH. Tomtapping/avlivning av musene som
hadde overlevd ble utfort 6 degn etter smitte.

3 timer | 12 timer | 24 timer | 48 timer | 6 degn

Gruppe F S DJF S D|J{F S DJ{F S D|F S D
PnH s.c. 5 5 5 5 4 1
PnH+INYV s.c. 6 6 6 6 6

PnH i.n. 6 6 6 1 511 5
PnH+INYV i.n. 6 6 6 6 6
PnH i.n.* 6 6 6 6 5 1
PnH+INV i.n.* 6 6 6 6 6
Ikke-imm.smittet kontroll | 6 6 6 6 6
Negativ kontroll 6 6 6 6 6

Tabell: Tilstand etter smitte. Alle gruppene utenom negativ kontroll er smittet med pneumokokker.
Gruppene angis etter vaksine gitt, og administrasjonsmdte for vaksine.
Timer = tid etter smitte

F = Frisk
S = Syk
D = Dad eller avlivet pga. alvorlig sykdom

PnH = Helcelle pneumokokkvaksine
INV = Influensavaksine
lkke imm. = ikke immunisert

* = gruppe smittet i.n. (resten er smittet i.p.)
Gruppe/Tid T 24 (24 timer etter smitte) T48 (48 timer etter smitte)
% n % n

PnH s.c. 100 % 5/5 100 % 5/5
PnH+INV s.c. 100 % 6/6 100 % 6/6
PnH i.n. 100 % 5/5 17 % 1/6
PnH+INV i.n. 100 % 6/6 0% 0/6
PnH i.n.* 100 % 6/6 100 % 6/6
PnH+INV i.n.* 100 % 6/6 100 % 6/6
Ikke-imm.smittet kontr. 100 % 4/4 0% 0/6
Negativ kontroll 100 % 6/6 100 % 6/6

Tabell: Overlevelse etter smitte. Alle gruppene utenom negativ kontrollgruppe er smittet med
pneumokokker. Gruppene merket * er smittet i.n. med 3x10"bakterier, de resterende gruppene er
smittet i.p. med 50 bakterier. Overlevelse er angitt som prosent (%) og numerisk (n).
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Nér det gjelder overlevelse kom gruppene som hadde fatt i.n. vaksine, og ble smittet i.p. (PnH i.n. og
PnH+INV i.n.) darligst ut, med unntak av ikke-immunisert smittet kontrollgruppe. Overlevelsen som

vises 48 timer etter smitte, endret seg ikke frem mot tomtapping/avlivning.

4.1.3. Bakterier i neseskyll etter smitte

For gruppene som ble smittet i.n. (PnH i.n.* og PnH+INV i.n.*) ble det tatt ett dogn og seks degn etter

smitte. Denne metoden, etter smitte med pneumokokker, har ikke vaert etablert tidligere ved

Folkehelseinstituttet.
PnH i.n.* PnH+INV i.n.*
Mus Tid etter smitte Mus Tid etter smitte
nr. 1 degn 6 degn 1 degn 6 degn
1 + + 1 + +
2 + + 2 + +
3 + Forurenset 3 + 2x10°
4 + + 4 + +
5 + 8 x 10° 5 Forurenset | Forurenset
6 + + 6 4x 10" +

Tabell 8: Neseskyllprover for gruppene som ble smittet i.n. (PnH i.n.* og PnH+INV i.n.*)
Pravene ble tatt 1 dogn og 6 dogn etter smitte. Noen av provene kunne ikke telles pga.
forurensninger i agarskdl.

For de tolv prevene (seks mus i hver gruppe) ble det ved forste tidspunkt funne bakterier i en
prove, og ved siste tidspunkt i to prever. Ingen av de positive prevene var fra samme mus.
Bakterietallet ved siste tidspunkt var ogsd heyere enn for forste, noe som gjor at det kunne ha
vert interessant 4 ha folgt musene i lengre tid etter smitte. Noen av provene var ikke tellbare

pga. forurensing.
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4.2. IMMUNRESPONS MOT PNEUMOKOKKER

Denne oppgaven fokuserer pa beskyttelse mot Pneumokokker. Det var derfor enskelig a se pé
antistoffresponsen rettet mot pneumokokker, for & se hvor godt pneumokokkvaksinen
stimulerte til produksjon av spesifikke antistoffer. Alle blod- og salivaprever ble analysert for

henholdsvis IgG og IgA antistoffer rettet mot pneumokokker ved indirekte ELISA.
4.2.1 IgG antistoffrespons i blod rettet mot pneumokokker
Blodpreve ble tatt dagen for 1.immunisering, 20 dager etter 1. immunisering, og 16 dager

etter 2. immunisering. Problem med PnH analyse-metoden tok mye tid underveis, sé det ble

pga. tidsmangel bestemt & analysere bare blodprevene etter 2.immunisering.

Anti-lgG PnH
etter 2. immunisering
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Figur 16: IgG antistoffrespons (U/mL) i blodprove for hver enkelt mus 16 dager etter 2.
immunisering. For gruppene som hadde fatt intra nasal vaksine, er to og to grupper like.
Dette for a kunne se pd forskjell etter ulik administrasjon av bakterier ved smitte. I gruppen
som har fatt PnH s.c. er det bare fem mus, da mus nr.3 dode for serumprove etter
1.immunisering. Median er avmerket i figur (—). Stiplet linje viser deteksjonsgrense for
pdvisning av antistoffer.
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Etter 2. immunisering kunne man se sterk respons i gruppene som hadde fatt vaksine
administerert s.c. (PnH s.c. og PnH+INV s.c.). Responsen er signifikant heyere enn for ikke-
imm. kontrollgruppe (P=0,0043 for PnH s.c. mot ikke immunisert kontroll, og P=0,00152 for
PnH+INV s.c. mot ikke-immunisert kontroll). Det kunne ikke vises til signifikant forskjell

mellom gruppe med, og uten INV.

Minst en mus i hver gruppe som hadde fatt administrert vaksine i.n. sé ut til 4 ha fatt god
respons. Gruppene som helhet kunne derimot ikke vise til signifikant forskjell fra ikke-imm.

kontroll. (Td. PnH i.n. mot ikke-imm. kontroll P=0,3939)

Det kan, som forventet, ikke pévises IgG antistoff mot pneumokokker i ikke-immunisert

kontrollgruppe.

4.2.2. IgA antistoffrespons i saliva rettet mot pneumokokker

ELISA analyse av salivaprevene gav lite informasjon. Det ble ogsd her bare analysert provene
etter 2. immunisering. Av disse provene var det bare ¢én som hadde OD-verdi > 0,1. Det var
mus nr. 1 i gruppen som hadde fatt PnH+INV i.n. som gav en OD-verdi pé 0,118. Forskjellen
til blanke prover var for liten til at resultatene kan vektlegges. Signifikant grad av IgA

antistoff i saliva rettet mot pneumokokker kunne dermed ikke pévises.
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4.3 IMMUNRESPONS MOT INFLUENSA

Denne oppgaven fokuserer pa beskyttelse mot Pneumokokker, men siden tre av gruppene fikk
influensavaksine i tillegg til pneumokokkvaksine, var det enskelig a se pa antistoffresponsen
rettet mot influensa. Dette for & se etter eventuelle interaksjoner (hemming/potensiering)
mellom de ulike vaksinene, og for & kontrollere at influensavaksinene stimulerte til
produksjon av spesifikke antistoffer. Alle blod- og salivaprever ble analysert for henholdsvis

IgG og IgA antistoffer rettet mot influensa ved indirekte ELISA.

4.3.1. IgG antistoffrespons i blod rettet mot influensa

Blodpreve ble tatt dagen for 1.immunisering, 20 dager etter 1. immunisering, og 16 dager

etter 2. immunisering. Det kunne ikke pavises IgG antistoffrespons i noen av provene for

immunisering.
Anti-lgG INV Anti-lgG INV
etter 1. immunisering etter 2. immunisering
1.0%107 = 1.0%107
1.0%105- 1.0x10% R
1.0%105+ 1.0%105+ *A* qJ A
A =1 1.0x104+
—E' 1.0x104+ AL +, E =8
5 1.0%103 D 1.0%x103-
1.0x10% 1.0x10%7
1.0x10'} =ccmccccccccccccacacccacazaaaara-
1.0x101-------m ------------------------- ) —- -n- T - -
1.0%10° - M 1ox10

PnH+INV s.c 4
PnH+INV i.n -
PnH+INV i.n -

PnH+INV s.c
PnH+INV i.n 4
PnH+INV i.n 4

Ikke imm.kontroll 4

lkke imm.kontroll

Figur 17: IgG antistoffrespons (U/mL) i blodprove for hver enkelt mus etter

1. immunisering, og etter 2. immunisering. For gruppene som hadde fatt intra nasal vaksine,
er to og to grupper like. Dette for d kunne se pd forskjell etter ulik administrasjon av
bakterier ved smitte. I gruppen som har fatt PnH s.c. er det bare fem mus, da mus nr.3 dode
for blodprove etter 1.immunisering. Median er avmerket i figur (—). Stiplet linje viser

deteksjonsgrense for pavisning av antistoffer.
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Etter 1. immunisering kunne man se en respons hos tre av seks mus i gruppen som hadde fatt
PnH+INV s.c. Denne responsen forsterkes ytterligere etter 2. immunisering, og da viser alle
seks musene god respons. Man kan etter 2. immunisering vise til en signifikant forskjell bade

fra ikke-imm. kontrollgruppe (P=0,002), og fra gruppe som bare har fatt PnH s.c. (P=0,002).

Etter 2. immunisering ser man ogsé en respons hos fire av seks mus i den ene av de to
gruppene som har fatt PnH+INV i.n. Responsen er ikke god nok til at det er signifikant
forskjell verken i forhold til den andre gruppen med samme vaksine (P=0,065), eller
kontrollgruppen (P=0,065). Det er en signifikant forskjell til gruppen som har fétt s.c vaksine
(PnH+INV s.c) (P=0,0043).

Ikke-immunisert kontrollgruppe har etter 1. immunisering to mus med antistoffrespons.
Denne responsen kan ikke pavises etter 2. immunisering. En mus i gruppen som har fatt PnH
i.n. viser ogsa uventet antistoffrespons.

4.3.2. IgA antistoffrespons i saliva rettet mot influensa

ELISA analyse av salivaprevene gav lite informasjon. Alle prevene hadde OD-verdi < 0,1, og

forskjellen til blanke prover var for liten til at resultatene kan vektlegges. IgA antistoff i saliva

rettet mot influensa kunne dermed ikke pavises pa noe tidspunkt under forseket.
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5. DISKUSJON

Denne oppgaven fokuserte pad pneumokokker. Effekt av inaktivert pneumokokk
helcellevaksine gitt ved injeksjon eller nasedraper, ble undersekt i forhold til immunrespons,
og beskyttelse mot sykdom etter ulike administrasjonsmater for smitte med pneumokokker. I
tillegg ble det sett pa om vaksine mot influensa kunne virke som adjuvans, eller forsterker, for

pneumokokkvaksine ndr de ble gitt sammen.

For gruppene immunisert s.c. kunne man ikke finne bakterier i blod for noen av prevene etter
i.p.smitte. (PnH s.c. og PnH+INV s.c.) Overlevelsen etter 6 degn var 100%, men en mus 1
gruppen som bare hadde fatt PnH s.c. var da litt syk. Disse gruppene kunne ogsa vise til sterk
IgG respons mot PnH i blodpreve etter 2. immunisering, noe som bekrefter at vaksinene har
hatt god effekt etter s.c. administrering. Det kan ikke vises til statistisk signifikant forskjell
mellom gruppe som fikk PnH alene, og gruppe som fikk PnH i kombinasjon med INV, verken
nér det gjelder immunrespons eller overlevelse etter i.p. smitte med pneumokokker. Man kan
imidlertid se en antydning til at PnH+INV s.c. gir bedre beskyttelse, siden en mus i gruppen
PnH s.c. var blitt syk seks degn etter smitte. Dette kan vare interessant 4 se nermere pa i

senere forsok.

Ln. vaksinering forhindret ikke bakterier i blod etter i.p. smitte. (PnH i.n., PnH+INV i.n.)
Beskyttelsen var ikke god nok til & bekjempe infeksjon og alvorlig sykdom. Sett i forhold til
antistoffrespons i blod etter 2. immunisering var dette ikke overraskende, da liten IgG-respons
kunne pavises. En mus i gruppen som fikk PnH i.n. (mus nr.5) skilte seg tydelig fra det andre,
ved at det ikke kunne pévises CFU pé noen av prevene. 48 timer etter smitte var det, for de to

gruppene, bare denne musen som levde. Man mé gi ut fra at denne musen var beskyttet.

Det kan ikke vises til forskjell mellom gruppe som fikk PnH i.n. alene, gruppe som fikk
PnH+INV i.n., og ikke-immunisert smittet kontroll, verken nar det gjelder IgG respons eller
bakterietall i blod etter smitte med pneumokokker i.p. I disse gruppene kunne man alt etter 3
timers preven pavise bakterier i serum. CFU/mL gkte i disse gruppene i hver preve frem til 48
timers proven. Flere av musene klarte seg ikke til 48 timers proven, og de resterende (utenom

mus nr.5 1 gruppen som fikk PnH i.n) ble avlivet da men tydelig kunne se tegn til alvorlig
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sykdom, i form av lavt aktivitetsnivd og pjuskete pels. Disse gruppe var altsa ikke beskyttet

mot alvorlig sykdom.

Sett 1 forhold til tidligere forsek ved instituttet, var den darlige beskyttelsen uventet. Forsgk
der bruk av inaktivert helcelle Streptococcus pneumoniae type 4 for i.n. immunisering, og
senere 1.p. smitte med levende bakterier fra samme stamme, har vist & gi beskyttelse mot
sykdom. (Hvalbye et al. 1999) Doseringsregime i dette forseket var imidlertid forskjellig fra
regime brukt i forsgket henvist til. For senere forsegk ber derfor doseringsregime

optimaliseres.

Det er ikke tidligere etablert noen metode for i.n. smitte med pneumokokker ved
Folkehelseinstituttet. Dette forseket skulle dermed bidra i etablering av en slik metode, samt &
inkludere neseskylling etter i.n. smitte. Resultatene etter i.n. og i.p. smitte kan ikke
nedvendigvis sammenlignes, da man ikke vet sikkert om bakteriene er like virulente etter ulik
administrasjon. Doseringene for de to smittemetodene er ogsé sveert forskjellig. I dette
forseket ble det av praktiske arsaker ikke tatt med ikke-imm. smittet kontrollgruppe for i.n.
smitte. Denne gruppen ble tatt med i det parallelle forseket. (Abrahamsen 2006) Det viste seg
imidlertid at den i.n. smittemetoden var svert emfintlig for hvor lang tid det gikk fra
tilberedning av smittesuspensjon, til smitte faktisk foregikk. Ikke-imm. smittet kontrollgruppe
for i.n. smitte i det parallelle forseket, kunne dermed ikke brukes for direkte sammenligning

med vaksinerte grupper i dette forseket.

I gruppene som hadde fatt vaksine i.n., og senere ble smittet i.n. (PnH i.n.* og PnH+INV
1.n.*) kunne man etter 48 timer observere at ingen av musene viste fysisk tegn til sykdom.
Ved bakterietelling i blod kunne lite bakterier pavises. Det kan se ut som i.n. vaksinering gav
svert god beskyttelse mot i.n. smitte. Det er antydning til at PnH i kombinasjon med INV gir
best beskyttelse, men forskjellen er ikke statistisk signifikant (P=0,18). Denne forskjellen kom
forst til syne ved T48. Det var i dette forseket ikke satt opp flere provetidspunkt, men dette
kunne vert utgangspunkt for videre studier der man kunne folge musene i lengre tid etter
smitte. I ett slikt forsek burde man ogsé ta med kontrollgruppe for i.n. smitte, for & vere
sikker pé at smittemetoden faktisk gir bakterier i blod og/eller alvorlig sykdom hos mus.

Grupper med flere enn seks mus kan ogsd vere nyttig for a styrke resultatene.
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For gruppene som ble smittet i.n. (PnH i.n.* og PnH+INV 1.n.*) ble det tatt neseskyllprave ett
degn og seks degn etter smitte. Dette hadde aldri tidligere vart gjort ved Folkehelseinstituttet
etter smitte med pneumokokker. For de tolv prevene (seks mus i hver gruppe) ble det ved
forste tidspunkt funne bakterier i en prove, og ved siste tidspunkt i to prever. Ingen av de
positive provene var fra samme mus. Bakterietallet ved siste tidspunkt var ogsd heyere enn for
forste, noe som gjor at det kunne ha vert interessant, ogsé her, 4 ha folgt musene i lengre tid
etter smitte. Noen av provene var ikke tellbare pga. forurensing. Disse ble trolig forurenset av
Proteus bakterier som finnes i musetarm under provetakningen. Dette er en antagelse med
grunnlag i karakteristisk lukt og sverming av bakteriene i blodagar. Som tidligere nevnt var
det i dette forseket ikke noen ikke-imm. smittet kontrollgruppe for i.n. smitte. Uten & kunne
sammenligne dette smitteforseket med det parallelle (Abrahamsen 2006), skal det likevel
nevnes at ikke-imm. smittet kontrollgruppe der viste bakterier i neseskyll for alle musene etter

L.n. smitte.

Forseket viser at man kan finne pneumokokker i neseskylleveaske etter i.n. smitte. Videre
forsek er nedvendig for & se om dette kan vaere en eksperimentell modell for kolonisering av
pneumokokker. Flere tidspunkt for neseskylling ber tas med for optimalisering av modellen.
En modell for kolonisering av pneumokokker pé slimhinne, vil ogsa vaere viktig med tanke pa

beskyttelse mot ere- og bihulebetennelse.

Nér det gjelder antistoffrespons mot influensa kunne man etter 1. immunisering se respons
hos tre av seks mus i gruppen som hadde fatt PnH+INV s.c. Denne responsen ble etter 2.
immunisering ytterligere forsterket, og da viser alle seks musene god respons. Man kan etter
2. immunisering vise til en statistisk signifikant forskjell bade fra ikke-imm. kontrollgruppe,
og fra gruppe som bare har fatt PnH s.c. Etter 2. immunisering ser man ogsé en respons hos
fire av seks mus i den ene av de to gruppene som har fatt PnH+INV in. Responsen var
derimot ikke god nok til at det er signifikant forskjell verken i forhold til den andre gruppen
med samme vaksine eller ikke-imm. kontrollgruppe. Det er signifikant forskjell til gruppen
som har fatt s.c vaksine (PnH+INV s.c), og man kan derfor ikke vise til at i.n. vaksine ga like

god IgG respons som s.c.

Ikke-imm. kontrollgruppe hadde etter 1. immunisering to mus med antistoffrespons mot
influensa. Denne responsen kunne ikke pévises etter 2. immunisering. En mus i gruppen som

hadde fétt PnH i.n. viste ogsd uventet antistoffrespons. En forklaring kan vaere at musene
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hadde antistoffer som kryssreagerte med pneumokokkantigenene i coaten. Det hadde vaert
onskelig 4 ta en ny analyse av alle pravene for & utelukke eventuelle feil oppstétt under

analysering. Tidsrammen for oppgaven gav dessverre ikke rom for dette.

Resultatene viser at gruppe som hadde fétt influensavaksine subcutant, fikk god IgG-respons.
Det fikk derimot ikke musene som hadde fatt influensavaksine intranasalt. Dette var uventet
siden vaksinen tidligere har gitt god IgG respons i forsek etter i.n. administrasjon. (Amundsen

2005)

Minst en mus i hver gruppe som hadde fatt administrert vaksine i.n. (PnH i.n. og PnH+INV
in.) (PnH i.n.* og PnH+INV i.n.*), sd ut til & ha fatt god IgG respons mot PnH i serum etter
2. immunisering. Gruppene som helhet kunne derimot ikke vise til statistisk signifikant

forskjell fra ikke-imm. kontroll.

Det kunne ikke pavises signifikant nivd av IgA 1 noen av salivaprevene fra dette forsoket.
Tidligere forsgk ved instituttet med bruk av samme vaksinene og dosering i mus av typen
BALB/c, kunne vise til god antistoffrespons i bdde blod og saliva etter i.n. vaksine.
(Amundsen 2005) Det kunne derfor ha veart interessant & ha sett nermere pa ELISA-analysen
for sé sjekke om den har vert for lite emfintlig. Undervegs i PnH ELISA-analysene oppstod
problem med uspesifikkbinding, s& mange prever métte kjores flere ganger. Da metoden
endelig fungerte, var det lite provemateriale til overs, s muligheten for & bekrefte resultatene

i en ekstra analyse utgikk.

Ikke-imm. smittet kontrollgruppe viser at musene i gruppen ble smittet ved administrasjon av
bakterielosning i.p., og at doseringen var tilstrekkelig til & gi alvorlig sykdom/ded hos mus.
Denne gruppen var ogsd viktig for sammenligning med gruppene som har fétt vaksine.
Negativ kontrollgruppe viser at det ikke var smitte blant musene som ikke har fétt
administrert bakterielosning, og dermed ikke smitte mellom burene/gruppene i isolatoren.

Kontrollgruppene viser klart at smitteforsgket for i.p smitte har fungert.

Ikke-imm. kontrollgruppe for i.n. smitte var, som tidligere nevnt, ikke med i dette forseket.
Det kan vises til bakterier i blod i den ene gruppen etter i.n. smitte (PnH i.n.*) samt i
neseskyll etter smitte. Det er derfor grunn til & tro at ogsa den intranasale smittematen

fungerte, men kontroll pd om doseringen av bakterier ved smitte var tilstrekkelig for a gi
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alvorlig sykdom mangler. Doseringen for i.n. smitte i dette forseket var lavere enn det som
tidligere har vert brukt ved instituttet (Janakova et al. 2002), men ser likevel ut til & veere

tilstrekkelig for & gi bakterier i blod etter smitte.

Det ble, som forventet, ikke paviset IgG antistoff mot pneumokokker 1 ikke-imm.

kontrollgruppe, da den ikke hadde fatt vaksine.

Vaksinene ble gitt bdde subcutant og intranasalt for sammenligning. I forseket ble
pneumokokk helcellevaksine (PnH) benyttet alene, og i kombinasjon med influensavaksine.
Forsgket viser at musene fikk god IgG immunrespons i serum, bade mot PnH og INV, etter
s.c. immunisering. S.c. immunisering gav ogsa beskyttelse mot sykdom etter i.p. smitte. L.n.
immunisering gav darlig IgG respons i serum mot badde PnH og INV. Beskyttelse mot sykdom
etter i.n., men ikke i.p. smitte ble oppnadd. I.n. smittemetode er imidlertid ikke godt nok
etablert til at man direkte kan sammenligne beskyttelse etter ulik administrasjon av smitte.
Nér det gjelder den i.n. smittemetoden kom flere interessante observasjoner frem i provene
tatt 48 timer etter smitte. Bla. fant man sterke tendenser til at INV i kombinasjon med PnH i
den i.n. vaksinen, forsterker beskyttelse mot bakterier i blod etter i.n smitte. Dette kan veare en
svert interessant observasjon & se nermere pa i senere forsek, da slimhinnene er den naturlige
inngangsporten for pneumokokker som gir sykdom hos menneske. Kanskje kan nettopp dette
vere en viktig observasjon det bar jobbes videre med for 4 nd mélet om en ikke-levende

slimhinnevaksine som kan beskytte mennesker mot pneumokokk sykdom.

I pneumokokkbakteriens cellevegg finnes flere potensielle proteinantigen for beskyttelse mot
pneumokokksykdom uavhengig av serotype. Det jobbes i dag med kliniske forsek der
vaksiner med enkelte proteinantigen testes (Poolman 2004) Det ble i dette forseket benyttet en
vaksine av inaktivert helcelle Streptococcus pneumoniae type 4, for smitte med bakterier av
samme serotype. Det kunne vart interessant & sjekke om denne vaksinen gav beskyttelse ogsa

mot andre serotyper.

Signifikant niva av IgA i salivaprevene kunne ikke vises hos noen av gruppene, og lite IgG 1
blod kunne pavisere hos musene som hadde fatt i.n. vaksine. Til tross for lite pavist antistoff
kunne man i smitteforseket se beskyttelse innen flere av gruppene. Dette viser viktigheten av
a gjennomfere smitteforsek, mot bare & skulle anta grad av beskyttelse ut fra antistoffer i

provemateriale.
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6. KONKLUSJON

Gruppene som fikk vaksine s.c. (PnH s.c. og PnH+INV s.c.) fikk god IgG immunrespons,

og var beskyttet mot alvorlig sykdom etter i.p smitte med pneumokokker.

Gruppene som fikk i.n. vaksine var beskyttet mot alvorlig sykdom etter i.n smitte (PnH
in.* og PnH+INV 1.n.*), men ikke etter i.p smitte. (PnH i.n. og PnH+INV i.n.) Modell for
i.n. smitte ma imidlertid etableres, for man direkte kan sammenligne resultatene etter ulik
smittemetode. Statistisk signifikant mengde av antistoff verken i serum eller saliva kunne

pavises etter i.n. immunisering.

Ikke-immunisert smittet kontrollgruppe viste at administrasjon og dosering av
bakteriesuspensjon i.p. fungerte tilstrekkelig til & gi alvorlig sykdom hos mus. Negativ
kontrollgruppe viste at det ikke var smitte mellom burene/gruppene i isolatoren etter

smitte. Dette viser at i.p. smittemodell har fungert.

Det kunne ikke vises til statistisk signifikant pavirkning ved administrasjon av
influensavaksine i tillegg til pneumokokk helcellevaksine. Dette gjaldt bdde for
immunrespons etter vaksinering, og beskyttelse mot pneumokokksykdom etter smitte.
Tendenser til pavirkning av beskyttelse er likevel til stede, og danner grunnlag for videre

studier.
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