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BEZIEHUNGEN ZWISCHEN HYDROPHOBIZITAT,
HAMAGGLUTINATION UND ADHARENZMECHANISMEN
VON STREPTOCOCCUS SUIS

Siti Isrina Oktavia Salasia® und Christoph Lammler**

ABSTRAKT

Streptococcus swis hat ene besondere Bedeutung  als
Infektionserreger bei Schwein, anderen Tieren und auch bam
Menschen. Die untersuchten Streptokokkenkulturen der vorliegenden
Arbeit konnten aufgrund kultureller, biochemischer und serologischer
Untersuchungen als Sireptococcus  suis identifiziert werden. Die
Serotypisienng  der  Kulturen  gelang mit 28 verschiedenen
monospezifischen Typenantiseren. Die innerhalb der S. suis-Kulturen
festellbaren Typenantigene waren iiberwiegend den Serotypen 2, 12
und 1 zuzuordnen. Das Vorkommen der Typenantigenmikrokapsel
stand in direkter Beziehung zu Oberflichenladungen der Kulturen. Die
Oberflichenhydrophobizitit konnte im Hexadecanadhirenztest
fesgestelllt ~ werden. 5. suis-Kulturen mit  hydrophoben
Oberflicheneigenschaften agglutinierten Erythrozyten vom Mensch,
Schwein und Kaninchen. Die Beziehungen zwischen Hydrophobiztit,
Hamagghutination und adhirierenden Eigenschaften der Kulturen konnte
mit 3 Zellmodellen gezeigt werden. 5. suis-Kulturen, die eme
Hiimagglutination zeigten, wiesen emne deutliche Adhfirenz an Hela-
Zellen, an Epithelzellen und an Lungenmakrophagen vom Kaninchen
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auf. Nicht himagghutinierende hydrophob reagierende Kulturen waren
nur an Epithelzellen und an Lungenmakrophagen nachweisbar. Die
hydrophile Kulturen zeigte keine vergleichbare Adhfrenz an 3
Zellmodellen.

Nach den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit stellt die
Oberflichenhydrophobizitit neben dem himagphutmierenden Adhéism
einen zweiten Adhisionsmechanismus von 5. suis dar und kénnte emne
Voraussetamg fiir das intrazelulire Uberdeben von 5. suis m
Makrophagen semn.

RELATIONSHIP BETWEEN SURFACE HYDROPHOBICITY,
HAEMAGGLUTINATION AND ADHERENCE MECHANISM
OF STREPTOCOCCUS SUIS

ABSTRACT

Streptococcus suis is well known as the causative agent of
disease in various ammal including pigs and human. The streptococcal
cultures isolsted from pigs and human have been charactenized and
identified biochemically and serologically as Streplococcus suis. The
cultures could be serotyped with 28 different monospecific antisera
The result of this study mdicated that the predominant antigen types of
the S. suis cultures belonged to serotypes 2, 1/2, 1. The occurrence of
the type specific microcapsule appeared to be related with the surface
hydrophobicity of the bacteria. The surface hydrophobicity could be
demonstrated by hexadecan adherence tests. The S. suis cultures with
hydrophobic surface sgghitinated erythrocytes of humans, pigs and
rabbits. The relationship between surface hydrophobicity,
haemsgghutinating and adherence properties of cultures conld be
demonstrated with 3 cell models. The heemagghitinating  cultures
adhered in high mumber to HeLa cells, epithehal cells and to siveolar
macrophages from rabbits. The non haemagghutinating cultures with
hydrophobic surfsces adhered only to epithelial cells and to alveolar
macrophages. S. suis cultures with hydrophilic surfaces showed no
comparable reaction with 3 cell models.
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The result showed that 5. swis cultures have 2 different
adherence mechanisms. The surface hydrophobicity, additionally to the
haemagglutinating adhesin, seemed to be a second adherence
mechanism of this bactenal species. This could be a prerequsite for the
intracellular survival of 5. suis in macrophages.

HUBUNGAN ANTARA HIDROFOBISITAS,
HEMAGGLUTINASI DAN MEKANISME PELEKATAN
STREPTOCOCCUS SUIS

ABSTRAK

Streptococcus suis telah dikenal sebagai penyebab infeksi
penyakit pada berbagai hewan termasuk babi dan manusia. Kultur
streptokokal isolat dari babi dan manusia telah dikarakterisasi dan
diidentifikasi secara biokemik dan serologik sebagai Streptococcus suis.
Penentuan serotipe dapat dilakukan dengan menggunakan 28 macam
antiserum monospesifik. Hasil penelitian ini menunjukkan kebamyakan
kultur 5. sues bereaksi dengan tipe antigen 2, 1/2 dan 1. Penampilan tipe
antigen mikrokapsel dari kultur 5. swis nampak mempunyai kaitan
dengan sifat hidrofobik permukaan. Sifat hidrofobisitas tersebut dapat
ditentukan dengan menggunakan tes hexadecan. Kultur 5. suis yang
mempunyai permukaan hidrofob mengagglutinasi eritrosit manusia, babi
dan kelinci. Hubungan antara hidrofobisitas, hemagglutinasi dan sifat
pelekatan bakteri pada sel telah ditunjukkan melalui 3 sel model. Kultur
S. suis yang mempunyai sifat mengagglutinasi entrosit terbukti melekat
dengan nyata pada sel-sel HeLa, sel-sel epitel dan sel-sel makrofag
alveolar dari kelinci. Pada kultur yang mempunyai sifat hidrofob dan
tidak mengagelutinasi eritrosit telah dibuktikan melekat hanya pada sel-
sel epitel dan sel-sel makrofag. Sedangkan pada kultur yang mempunyai
sifat hidrofil tidak menunjukkan adamya pelekatan pada ke tiga sel
model.

Dari hasil penelitian ini telah dibuktikan adanya dua mekamsme
pelekatan yang berbeda dani 3. suis. Hidrofobisitas permukaan bakten
disamping adesin hemagglutinin mempunyai peranan sebagai mekanis-
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me pelekatan yang kedua dari 5. swis dan dapat digunakan scbagm
persyaratan untuk pertahanan hidup bakten didalam makrofag.

EINLEITUNG

Streptococcus  suis hat eme besondere Bedeutng  als
Infektionserreger beim Schwein. 5. suis kann dariiberhinaus auch bei
anderen Tierarten und auch bei Infektionen des Menschen isoliert
werden. Als Infektionen des Menschen wurden unter anderem
Arthritiden, Meningitiden und auch Septikimien beschneben (Arends
und Zanen 1988). Als besonders infektionsgefihrdet erwiesen sich
Personen, die hiufig mit Schwemen oder Schwemefleisch in Berithrung
waren (Clifton-Hadley 1983).

S. suis wurde i dlterer Literatur imnerhalb der serologischen
Lancefield Gruppen R, S und T gefiilhrt (De Moor, 1963). Windsor
und Elliott (1975) benannten R und S Streptokokken als 5. suis Serotyp
2 und 1. In den letzten Jahren konnten dariiberhinaus zahlreihe wietere
Serotypen innerhalb der Spezies 5. suis festgestellt werden (Perch et al.
1983, Gottschalk et al. 1989, Gottschalk et al. 1991).

Ziel der vorhegenden Untersuchungen war es, zundchst ein
Typisieningssystem fiir 5. suis zu erstellen. Im weiteren war &5 von
Interesse, Beanehungen zwischen Serotyp, Oberflichenhydrophobiatiit
der Kulturen, himagglutinierenden und adhanerenden Eigenschaften von
3. suis aufzuzeigen.

MATERIAL UND METHODEN

Die biochemische Charakterisiering und Serotypisiening der
Kulturen erfolgte wie beschrieben (Estoepangestie und Lammler, 1993).
Im weiteren wurden mit Hilfe des Hexadecanadhirenztests die
Oberfichenhydrophobizitit von 5. suwis sowie himagglutinierende
Eigenschaften der Kulturen untersucht (Wibawan und Limmler, 1991,
Wibawan et al. 1993, Salasia et al. 1994).
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ERGEBNISSE UND DISKUSSION

In den vorfiegenden Untersuchungen wurden 5. suis-Isolate von
Schwemn und Mensch biochemisch und serologisch charaktensiert und
identifiziert. Die 5. swis-Kulturen zeigten iiberwiegend eme positive
Amylase-, Salicin- und Trehalosereaktion bal gleichzeihg negativer
Voges-Proskauer-Reaktion und fehlendem Wachstum in Flitssigmedium
in Gegenwart von 6,5% NaCl. Alle weiteren biochemischen Reaktionen
wiesen ein weitestgehend enheitliches Bild der 5. suis-Isolate von
Schwein und Mensch auf (Tabelle 1). Diese Ergebmisse entsprachen im
wesentlichen den Ergebnissen von Estoepangestie und Limmler (1993)
und Tarradas et al. (1994). !

Auferund neuerer Untersuchungen Libt sich 5. suis  mittlerwele
in 28 bzw. 29 verschiedene Serovare oder Serotypen unterteilen
(Gottschalk et al. 1989, Gottschalk et al. 1991). In den vorliegenden
Untersuchungen wurden Kaninchen mit den Serotyp- Referenzkulturen
immunisiert und nach Erhalt der Antiseren, dort wo Kreuzreaktionen
aufiraten, mit den entsprechenden kreuzreagierenden heterologen
Stimmen absorbiert. Nach Absorption konnten 28 monospezfische
Antiseren zur weiteren Typisiening eingesetzt werden. Die Ablésung der
Typenantigene der 5. suzs-Kulturen erfolgte durch Autoklavieren biw.
durch Formamidbehandiung der Baktenen (Estoepangestie und
Limmler, 1993). Die Serotypisierung mit spezifischen Antiseren gegen
die Kapseltypen 1 bis 28 ergab hauptsichlich die klassischen Serotypen
1. 2 und 1/2, die den bisherigen Lancefield Gruppen R und S bzw. RS
entsprachen. Einige der Kulturen lieBen sich auch innerhalb der neu
beschrieben Serotypen einordnen. Trotz der groen Zahl an
Typenantigenreferenzkulturen  waren emige S. suis-Kulturen mcht
typisierbar (Tabelle 2).

5. suis Serotyp 2 kommt eme besondere Bedeutung als
Zoonoseerreger 1. Die Ansteckung des Menschen scheint in erster
Linic durch dirckten Kontakt mit Schweinen und davon hergesteliten
Produkten zu erfolgen. Uber die Isolierung von 5. suis Serotyp 2 bex
Infektionen’ des Menschen wurde schon vermehrt berichtet. 5. suis-
Kulturen vom Serotyp 2 komnten bei Fillen von Arthntiden,
Meningitiden, Septikimien und  Endokarditiden als  Emeger
nachgewiesen werden (Arends und Zanen 1988). Die vermehrte
Isolierung von 5. suis-Serotyp 2 bet erkrankten Schwemnen konnte von
epidemiologischer Bedeutung bei Infektionen des Menschen seln.
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Tabelle 1. Biochemische Eigenschafien der 5. suis-Kulturen

S. suis isoliert von
Biochemische Eigenschafien zur
vorkiufigen Identifizienung Schwein Mensch
(n=58) (n=4)
Anylase 58 (100)! |4 (100)
Salicin ; 55 (95) 4 (100)
Wachstum in THB+6,5% NaCl 0 O 0 (@
Trehalose 56 (97) 4 (100)
Voges-Proskauer 3 (5 0
Weitere biochemische Eigenschaften

Arabinose 0 () 0 @
Arginmhydrolyse 58 (100) 4 (100)
Asculin 46 (79) 3 (79
Glucose 58 (100) 4 (100)
Inulin 50 (86) 4 (100)
Lactose 55 (95) 3 (75
Maltose 57 (98) 4 (100)
M anmit 0 () 1 (25
Saccharose 51 (98) 4 (100)
Sorbit o © |0 (0)

u = Zahl der Kulturen
1 = Zahl der positiven Kulturen (%)

Zur weiteren Abklirung der Zusammenhiinge zwischen Serotyp
und Oberflichenladung der Kulturen kam der Hexadecanadhirenztest
zur Anwendung (Wibawan und Limmler, 1992). Hierbei werden die
Bakterien zwischen einer wiBrigen Phase und emer Hexadecanphase
aufgetrennt. Haben die Bakterien hydrophobe Eigenschafien,
adharieren sie an das Hexadecan und sind in der wibrigen Phase
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Tabelle 2. Verteilung der Typenantigene innerhalb der 5. suzs-Kulturen,
ermittelt durch Immumdiffusion und Koagglutination.

5. suis isohert von n Serotyp
Schwein 13l 1
{(n=58) 22 2
: 7 12
1 3
2 4
1 10
3 22
1 26
8 NT
Mensch 4 2
(n=4)
NT = Nicht typisierbar
Iil = Zahl der Kulturen

Zahl der Kulturen mit dem jeweiligen Serotyp

weniger oder nicht mehr nachweisbar, Im Gegensatz dazu sind
Pakterien mit mehr hydrophilen Oberflicheneigenschaften in  der
wibrigen Phase auffindbar. Bei der Untersuchung der 5. suis Isolate
von Schwein und Mensch zeigte sich, daB die iiberwiegende Zahl der
Kulturen cher hydrophile Oberflicheneigenschaften aufwicsen. Bei
einigen 5. suss-Kulturen waren hydrophobe Oberflicheneigenschaften
nachweisbar. Dies erwies sich als unabhiingig von dem jeweiligen
Serotyp der Kulturen. Oberflichenproteme, wie der Clumping-F aktor,
das fibronektinbindende Protem und auch das Protem A von
Staphylococcus aureus, schienen fiir die Oberflichenhydrophobiztit
dieser Spezies von Bedeutmng zu sein (Kuusela 1978, Johnson und
Wadstrom 1984). Uber die fiir die Hydrophobizitit von ». suis
verantwortlichen Proteine liegen bislang noch keine Informationen vor.

Bul. FKH-UGM Vol XTIV No. 2: Desember 1995 43



Nach den Untersuchungen von Gottschalk et al. (1990) wiesen alle

umtersuchten 5. suis-Kulturen hydrophile Oberflichencigenschaften auf. x ; 3
Diese Untersuchungen ~wurde —mit  dem Salzaggregationstest Mutanten unterschieden sich unter anderem durch cine fehlende

: b : . Bekapselung bzw. Typisierbarkeit der Kultur M2, das Fehlen emes
: schiede d suchung d ;

duchgefilrt,  Die _ Unterse euf;f:' yh%gf?:lp&dﬁcuhgdt dz speafischen Zellwandprotems (44 kDa) und auch in der
Miusepathogenitat beider Mutanten (Gottschalk et al 1992). Die
Ergebnisse  der vorliegende  Untersuchungen konnten  diese

vorliegenden Ergebnissen kannte a
Hexadecanadhirenziests gegenitber  dem Salzaggregationstest
auriickzufithren sem.

In vorausgegangenen Studien wiesen einige S. suis-Kulturen Typisierungsergebnisse bestitigen. _Nnch dm Angaben von Gnttschfﬂk
hydrophobe Ohﬂ%ﬁcﬁdgmschaﬁm auf und a_eg}ﬁﬁrﬁeﬂm gleichzeitig et al. (1992) ergaben elektronenmikroskopische Unl_ers'uc*]}_ungm S
Erythrozyten unterschiedlicher Herkunft Diese Hiamagglutination fehlende Bekapschng der Mutantc M2 und cine irregulare
correlierte mit adhiricrenden Eigenschaften der Kulturen an HeLa-Zellen Bekapsclung der Mutante Md2. Der Verlust an Kapselmaterial
(Lammler et al 1993). Nach den Ergebnissen der vorliegenden zeigte sich nach den vorlicgenden Ef'g_ehmssw 70m einen in emer
Untersuchungen fithrten einige  Kulturen  mit hydrophoben Zunahme der Di?erﬂﬁch;?:ﬂlydrnphnb{zltﬁl der Kulturen. Besonders
Oberflicheneigenschafien gleichzeitig  zu emer Agglutinaion von hervorzuheben ist dabei, daﬂ die "irregular” _hﬁk@ps&!le Mutante
Erythrozyten von Mensch, Schwein und Kaninchen. Einige Kulturen M42 mittlere Hydrophobizitatswerle und die nicht bekapselte
zeigten  allerdings hydrophobe OBerflicheneigenschaften ohne sine Mutante M2 hohe Hydrophobizitatswerte zeigle (Tabelle 4). Eine
gleichzeitige Hiamagglutinations-reaktion. Hydrophil  reagierende vergleichbare Bezichung zwischen der Oberflachenhydrophobiziti
Kulturen zeigten ebenso keme Himagglutinations-reaktion.  Die von bekapselten und nicht bekapselten B-Streptokokkenkulturen
Bezichung  zwischen  Hydrophobiztat, Hamagglutination  und wurde von Wibawan und Lammler (1991, 1992) beschrieben.

adhirierenden  Eigenschaften der  Kulturen konnte i HeLa-
Zelladhirenzversuchen gezeigt werden. Ausgewihlte 5. suis-Kulturen,

die eine Himagglutination zeigten, wiesen eine deutliche Adhiirenz an Tabelle 3. Beziehung zwischen Hydrophobiztit, Hamagglutination und

Hela-Zellen auf. Kulturen ohne Himagglutinin, unabhingig ob die Adhiirenz von 11 ausgesuchten 5. suis-Kulturen an HeLa-Zellen.

Kulturen hydrophob oder hydrophil waren, zeigten keine vergleichbare

Adhirenz (Tabelle 3, Abb.1 und 2). Eine Bezehung zwischen 5. suis % Adhirenz an

Himagglutination und adhirierenden Eigenschaften von 5. suis wurde isoliert von | n | Hydrophobiztat Hiamagglutination Hel.a-Zellen

auch von Haataja et al. (1993) beschrieben. Diese Autoren wiesen nach.

dab Galactose cine wichtige Bedentung fiir die Adhiirenz von 5. siis an Schwein 3 g7l (82-92) + 6211 (342 - 811)

Pharyngealepithelzellen hatte. 4 |20 (9-26) 5 7 2-14)
Die Bedeutung der Oberflichenhydrophobizitat fiir  das

Adhiirenzverhalten von 5. suis konnte im weiteren mit 3 ausgewdhlten 5. Mensch 4 |23 (22-29) . 5 ( 3-%)

suis-Kulturen untersucht werden. Die Kulturen waren von R. Higgins

und M. Gottschalk (Department of Pathology and Microbiology.

School of Veterinary Medicme, University of Montreal, Qu-bec, St- n = Zahl der Kulturen

Hyacinthe, Canada) zur Verfiigung gestellt worden. Gottschalk et al 1 = Mittelwert (4 separate Untersuchunge) der Adhirenz der
(1992) gelang es durch wiederholtes Kultivieren in Gegenwart von umtersuchten Kulturen (Bakterien/20 HeLa-Zellen)
typenspezifischem Antiserum die S. suis-Mutanten M42 und M2 emner () = miedrigster und hochster Wert

bekapselten 5. suis-Ausgangskultur (89-1591) herzustellen.  Die
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Abbildung 1: Typische Hela-Zelladhirenz der 5. suzs-Kultur 177.

Abbildung 2: HeLa-Zellen ohne adhirierende Bakterien:
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Tabelle 4. Beziehungen zwischen Hydrophobiztit und Adhérenz von 3
ausgesuchten 5. suis-Kulturen an Epithelzellen, Makrophagen und an
HeLa-Zellen.

5. suis- 04 Adhidrenz an'| Adhdrenz an | Adhérenz an
Kultur | Hydrophobizitit | Epithelzellen | Makrophagen | HeLa-Zellen
89-1591 6 841 232 243
M42 40 423 207 39
M2 96 1017 574 21
= 0.001

= Mittelwert (4 separate Untersuchungen) der Adhérenz der
untersuchten Kulturen (Baktenien/50 Epithelzellen)
2 = Mittelwert (4 separate Untersuchungen) der Adhirenz der
untersuchten Kulturen (Bakterien/20 Makrophagen)
3 — Mittelwert (4 separate Untersuchungen) der Adhéirenz der
untersuchten Kulturen (Bakterien/20 HeLa-Zellen)

In Adhirenzversuchen mit diesen 3 5. suis-Kulturen zeigte sich,
daB mit der Zunahme der Oberflichenhydrophobizitit eme Zunahme der
Adhirenz der Kulturen an Epithelzellen und auch an Makrophagen
festellbar war (Tabelle 4). Diese Ergebnisse korrespondierten emeut mit
den Befunden von Wibawan und Lammler (1991, 1992). Diese Autoren
konnte bei Streptokokken der serologischen Gruppe B ebenso ene
Bezichung zwischen Oberflichenhydrophobiztit und adhinerenden
Eigenschaften der Kulturen nachweisen. Ahnlich wie auch von Nealon
und Mattingly (1985) fiir B-Streptokokken beschrieben, konnten die
hydrophoben Oberflichenproteine von 5. suis eme ersten Stufe der
Interaktion der Bakterien am Wirtszellen vermitteln. Goftschalk et al
(1991) untersuchten die Adhiision von 5. suis an Lungengewebe. Dabe:
zeigte sich keine Korrelation zwischen der Oberflichenhydrophobizitit
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und dem Adhdrenzvermogen der Kulturen Alle untersuchten S. swuis-
Kulturen wiesen hydrophile Oberflicheneigenschaften auf Wie bereits
erwdhnt,  konnte  dies auf  die = Empfindlichkeit  der
Hydrophobizititsmessungen zuriickzufiibren sein. Die Bekapselung
schien ebenso keinen entscheidenden EinfluB auf das Adhérenzverhalten
an Lungengewebe zu haben. Sowohl bekapselte als auch unbekapselte
5. suis-Kulturen zeigten nach den Untersuchungen von Gottschalk et al.
(1991) ein vergleichbares Adhdirenzverhalten. Diese Autoren vermuteten,
dab andere, von der Bekapselung unabhingige Mechanismen, fiir das
Adhirenzverhalten verantwortlich waren.

Die Ausgangskultur wie auch beide Mutanten der vorliegenden
Untersuchungen wiesen keine Agglutination von Erythrozyten auf. Diese
hiimagghutinationsnegativen Kulturen zeigten entsprechend anch keine
Adhdrenz an HeLa-Zellen (Tabelle 4). Das hamagglutinierende
Adhasin scheint somit einen zweiten Adhdsionsmechanismus von S
suts darzustellen.

ZUSAMMENFASSUNG

Die untersuchten Streptokokkenkulturen der vorliegenden Arbeit
konnten aufgrund biochemischer und serologischer Untersuchungen als
5. suis identifiziert werden. Die innerhalb der 5. suis-Kulturen
feststellbaren Typenantigene waren iberwiegend den Serotypen 2, 1
und 172 uzordnen. Die Bezichung zwischen Typenantigenmikrokapsel
und Oberflichenladungen der Kulturen konnte im
Hexadecanadhirenztest festgestellt werden. Emige 5. suis-Kulturen mit
hydrophoben Oberflicheneigenschaften agglutinierten Erythrozyten von
Mensch, Schwein und Kaninchen. Diese hiimagglutinierenden Kulturen
wicsen eine vermehrte Adhdirenz am  HeLa-Zellen auf Nicht
himagglutinierende  hydrophob reagierende Kulturen wiesen im
Gegensatz zu hydrophul reagierenden Kulturen eme vermehrte Adhédrenz
an Epithelzellen und an Lungenmakrophagen vom Kaninchen auf. Die
Bezehung zwischen Bekapselung, Hydrophobiztit
und adhiinerenden Eigenschafien von 5. suis konnte m wetteren an 2
Kapselmutanten und einer bekapselten 5. suis-Ausgangskultur gezeigt
werden. Die Oberflichenhydrophobiztit stellt neben dem himagglu-
tinierenden Adhdsin einen zweiten Adhisionsmechamsmus von 8, suis
dar und kénnte eine Voraussetzung fiir das intrazelluldre Uberleben von
5. suis in Makrophagen sein. Die aufgefiihrten Eigenschaften von 5.
suis ermoglichen eine stammspezifische Charakterisierung emzelner
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Kulturen dieser Spezies. Dies konnte eme Badmnmg n
epidemiologischen Fragestellungen h?bm und Aum Verstindnis der
Pathogenen von 5. suis Infektionen beitragen.
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