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Irodalmi attekintés

Az Escherichia nemzetséget Theodor Escherich (1857-1911) utdn nevezték el, aki
eldszor izoldlt ilyen baktériumot ujsziilott gyermekek székletébdl. Az Escherichia coli
baktériumok az Enterobacteriaceae csalddba tartoznak, és természetes viszonyok kozott
megtaldlhatok az ember €s az dllatok bélcsatorndjdban, ahol a Gram-negativ, aerob, fakultativ
anaerob normadl baktériumfldra részét képezik, melyek a bélcsatornédba a sziiletéskor és az azt
kovetd napokban szdjon 4t jutnak be s telepszenek meg.

A pathogén illetve a kommenzalista E. coli baktériumok genommérete 4,6 és 5,5 Mb
kozott valtozik, melynek kb. 80%-a konzervativ, vagyis szinte valamennyi E. coli
baktériumban megtaldlhaté6 génekbdl all. A kromoszomabdl valamint plazmidokbol &lld
genomidlis struktdra altal kodolt kérokozé mechanizmusok (virulenciafaktorok) révén képes a
baktérium a tulélésre mind a bélben mind pedig az extraintesztindlis kornyezetben. Az
enterdlis korképekért felelés — kordbban Osszefoglaléan ,,enteropathogénnek™ nevezett — E.
coli torzsek a bélcsatorndban képesek jelentés szamban megtelepedni és a legkiilonb6zobb
morfoldgiai és funkciondlis valtozdsok eldidézése altal hasmenést (gyakran bélgyulladést)
okozni.

A korkép pathomechanizmusa és klinikai tiinetei alapjan a szakirodalom az enteralis
kérokozé E. coli torzsek hat f6 csoportjat kiiloniti el, melyek bizonyos kérokozé képességek
(mint pl. adhézids-, invazids képesség €s toxintermelés) tekintetében egymastol 1ényegesen
kiilonboznek. Az hazidllatokban el6fordul6 csoportok: EPEC (Enteropathogén E. coli), ETEC
(Enterotoxikus E. coli), EHEC/VTEC (Enterohaemorrhagids/Verocitotoxikus E. coli).

Az ETEC okozta hasmenés korfejlddésében, az enterotoxinok (LT, ST toxinok)
mellett, koloniz4ciés faktor antigéneknek nevezett - plazmid &ltal kédolt - fimbria (pilus)
szerkezetll adhézids faktorok is szerepet jatszanak. A fimbridk egyenes, hajlott vagy gorbiilt
fehérjeszalak, melyek a baktériumsejt kiilsO membranjdbol erednek, s a baktériumokat a
bélhamsejtek megfelelé receptordhoz kotve fejtik ki hatdsukat. Az adhezin — receptor
kolcsonhatds a bélhdmsejtek mikrobolyhain jatszodik le, mely a baktériumok erds tapadasat
teszi lehetdvé, ugy, hogy a mikrobolyhok épek maradnak. Az udjsziilott és valasztott malacok
ETEC fertézéseit eldidézd torzseken jelenleg Ot fontosabb fimbridlis adhezint ismeriink:
F4(K88), F5(K99), F6(987P), F18 és F41. Az F5(K99) fimbria a borjakban és bardnyokban

hasmenést okozo torzseken fordul el6. Az F18 fimbrianak két variansa van: F18ab és F18ac.



Az F18ab fimbridt a sertés oedemabetegségét eldidézd torzsek hordozzak mig az F18ac
fimbria a sertések valasztaskori hasmenésében jitszik szerepet.

Az emberi-, és dllati eredetli torzsek altal termelt verotoxinok (VT) antigenitdsi €s
bioldgiai tulajdonsdgai alapjan két eltérd toxincsoportrél van sz6, melyek egymastdl
specifikus immunsavokkal elkiilonithetdk: a VT1 (stx1) és VT2 (stx2). Az utébbiak emberben
igen gyakran okoznak hemolitikus uraemids szindromat (HUS). A VT2-termel6k kozott
szerepelnek a sertések oedemabetegségének eseteibdl izoldlt torzsek is, melyek a human VT2-
es torzsektdl a 70°C-os hékezeléssel szembeni érzékenységiik és a HeLa sejtekkel szembeni
lényegesen kisebb, vagy hidnyzé toxicitdsuk alapjan is megkiilonboztethetdk, s igy a VI2v
(ill. VT2e) jelolést kaptdk. A citotoxinokat egyébként a torzsek kromoszomajiba
integralddott, temperélt bakteriofagok kddoljak. A toxintermelés tehdt a VTEC torzsekben
lizogén konverzi6 eredménye, mely — elvileg — a legkiilonb6zdbb genetikai vonalat képviselo
torzsekben is 1étrejohet.

Az EPEC a legrégebb ota ismert enterdlis pathogén E. coli csoport. Az EPEC
fertdzottséget klinikailag a viz-szert, véltozo stlyossagu, esetleg kronikus hasmenés jellemzi.
Szovettani és ultrastruktirdlis vizsgédlatok sordn a vékonybél hamsejtjein taldlhato
mikrobolyhoknak a baktériumok 4ltali elhajlitdsat, majd a baktériumnak a bélhamsejtek
mikromembréanjara vald tapaddsit, a tapadds helyén pedig a sejtmembran dobogd-szerii
kiemelkedéseinek (pedestal) képzddését észleljiik. Ezen jellegzetes morfoldgidju adhézidt
»attaching-effacing” (AE) tipusi adhézionak nevezziik. Az AE 1€zi6 kovetkeztében a sejthez
tapadé baktérium alatt a felszivé feliiletet biztosité mikrobolyhok eltiinnek s a baktériumok
kozvetleniil a bélhdmsejtek mikromembranjara tapadnak. Az EPEC és EHEC torzsekre
jellemz6 ez a sajatos bélmikroboholy karosodést el6idézd hatds, igy ezen torzseket gytijtod
néven ,,attaching-effacing,, Escherichia coli (AEEC) baktériumoknak nevezziik

Az un. ,tipikus EPEC” vagy mds néven ,,EPEC I” csoportba tartoznak azok a torzsek,
melyek rendelkeznek egy un. EAF (EPEC adhéziés faktor) virulenciaplazmiddal, mely a
hamsejttenyészeteken (Hep-2) okozott un. lokalizalt adhézidért felelds géneket hordozza. Ez
az adhézi6 a bfp gén éltal kédolt in. bundle-forming-pilusok (BFP) kozvetitésével jon 1étre.
Ezzel szemben az un. ,atipikus EPEC” (,,EPEC II”) csoportba tartozé torzsek az EAF
virulenciaplazmiddal nem rendelkeznek. A tipikus virulens torzsek tobbsége meghatarozott O
csoportba tartozik.

A bélmikroboholy kdrosodds kialakuldsdban nagyon fontos szerepe van egy kiilsd
membranfehérjének (intimin), amely létrehozza a baktérium és a bélhamsejt kozotti szoros,

visszafordithatatlan tapadast. Ezt a fehérjét a LEE pathogenitési szigeten 1év0 eae (E. coli



attachment effacement) gén kddolja. Az eae gén N terminélis szakasza konzervativ, mig a C
termindlisa varidbilis, mely alapjan ez iddig 10 eae (intimin) tipust azonositottak. Az egyes
EPEC csoportba tartozé szerotipusokhoz gyakran meghatarozott intimintipus tartozik
Sertések esetében az EPEC eldforduldsat foleg a valasztdskori hasmenéssel
kapcsolatban figyelték meg. A pathomechanizmus j6 néhany részlete, mely révén a hasmenés

esetleg kialakul, pontosan még nem ismert.

Célok

Mivel az eae” E. coli illetve EPEC baktériumok jdrvdnytani sajatossagét és pathogenezisét
vdalasztott malacokban ez iddig alig vizsgéltdk, munkank sordn a valasztott malacok EPEC

baktériumainak vizsgélatat tiiztiik ki célul az alabbi részfeladatok megjelolésével.

1. Munkénk elsédleges célja volt, hogy eae® torzseket mind egészséges mind
hasmenéses dallatokbdl jarvanytani — statisztikai elemzésre alkalmas moédon -

gyljtsiink, s az izoldlt torzseket feno-illetve genotipusosan jellemezziik.

2. Kiilonboz6 sejttenyészetek fertdzése révén az 4altalunk gylijtott torzsek in vitro

adhézids képességét vizsgaljuk.
3. Kidolgozzunk egy olyan in vivo adhéziés modell-rendszert, melynek segitségével az
AE 1ézi6t immunhisztokémiai, szovettani €s ultrastruktiralis eszkozokkel sikeresen

vizsgélhatjuk.

4. Kisérletesen eldidézett betegségekkel tanulmanyozzuk a fertézés pathogenezisét, mely

véalasztott malacokban az eddig djsziilott malacokban leirtakhoz képest eltérd lehet.

Anyagok és médszerek



Mintagyiijtés

A bélboholy kérosité baktériumokat hasmenéses korelézménnyel elhullott, valasztés
koru sertések bélnydlkahartya-kaparékaibol gyiijtottiikk az orszdg kiillonbozo teriileteirdl. Ezen
kiviil végbéltamponokat is gyljtottiink, melyek 3 gazdasdg 27 hasmenéses és 57 nem
hasmenéses valasztdsi, 4-8 hetes malacdbdl szarmaztak. Osszesen 13 gazdasidg mintdit
vizsgaltuk meg, gy, hogy 1 gazdasdg esetében koérbonctani (csipd- €s remesebél) valamint

bélsar mintdkkal is rendelkeztiink.
Baktérium torzsek és egyes fert6zési kisérletekben eléfordul6 hajlamosito tényezok

A bélnyalkahartya-kaparékokbdl illetve a bélsartamponokbdl 10-es alapu higitdsi sort
készitettiink. A 10 ®-os, 10 "-es és a 10 S-as higitdsokb6l 100 pl-t szélesztettiink iivegbot
segitségével brémtimolkék-laktéz tartalmd indikdtor tdptalajra (Merck). Osszesen 2237
izolatumot kaptunk. Ezek koziil az eae” E. coli baktériumokat az eae génre tervezett PCR-rel,
(altalaban 5-8 telepet egybevonva) sziirtiik ki. A pozitiv telepeket tisztitds (klénozds) utan

glicerines TSB-be oltottuk és a tovabbi vizsgalatokig “80 C-on tdroltuk.

Szdjon 4t torténd fertdzési kisérleteinkhez kiilonb6z6 hajlamosité tényezoket
alkalmaztunk. 2134 jelzésti ETEC torzs (O157:HS8, Fl18ac, STa, STb), amelyet az ,E1”
kisérletben haszndltunk, egy magyarorszdgi vélasztdsi hasmenéses esetbdl szdrmazik. A
fert6z6 dézis 1-5%10° CFU/ml koncentraciéju levestenyészet volt, amelybdl 10 ml-t adtunk
egy allatnak. Az ,,F” és a ,,G” kisérletekben 800 ml levestenyészetet 4000 rpm-en 30 percig
centrifugaltunk, majd a feliiliszét elontve az iiledéket 80 ml PBS-be felvettiik és szdjon at 10
ml-rel fertéztiik az egyes éllatokat (1-5x10'" CFU/4llat). A fert6zést gyomorszondan keresztiil
2-3 egymadst koveto napon, ad libitum etetés mellett végeztiik. A fert6zés utani 2-5 nap kozott
(az egyes kisérleteknél megadott feldolgozasi id6pontban) a malacokat alkalmazédsival
talaltattuk, s csipdbeliikbdl (egyes esetekben vakbeliikbdl is) mintat vettiink.

A ,,D” kisérletben a fumonizin B; mikotoxint alkalmaztuk hajlamosité tényezOoként. A
nyers kivonatot higitatlanul (0,5 mg fumonizin B,/ttkg/nap) adtuk az allatoknak, amely
megfelel 5-8 ppm mennyiségli FB; toxint tartalmazé takarmany fogyasztdsdnak. Ezt a

mennyiséget 12 napon 4t kaptak az allatok, melybdl 3 nap a fert6z€s eldtti, a tobbi pedig a



fertozés alatti 3 napra és azt kovetd 6 napra esett. A fumonizin B; mellett, a fertdzés
napjaiban, dexametazon tartalmi injekciét (Dexadreson inj., 2 mg/ml) 2,5 ml/allat
koncentracioban, mint immunszuppressziv hatdsi gydgyszer alkalmaztuk csoportonként az
allatok felében.

Az ,E1” kisérletben TGE (transmissibilis gastroenteritis) virust (Miller No. 6. torzs)
alkalmaztunk hajlamosité tényezoként. Az allatokat, az EPEC fert6zést megel6z0 napon,

egyszer peroralisan fertdztiik (5x10° PFU/4llat).

Genotipusos jellemzés polimeraz lancreakcioval és DNS alapu telep-hibridizaciéval

A kiilonb6z6 virulenciagének el6fordulasdt PCR reakcidkkal, T3 Thermocycler
(Biometra) késziilékkel vizsgaltuk. A PCR primereket a Creative Labor Kft.-vel (Szeged)
szintetizaltattuk. A PCR termékeket 1,5%-os TAE agar6zgélben futtattuk. A gélhez a kiontés
elott a DNS lathatéva tétele érdekében etidium-bromidot adtunk 0,5 pg/ml
végkoncentracioban. Az elektroforézis horizontdlis gélrendszerben, 1-szeres toménységii TAE
pufferben (0,04 M tris-acetit, 0,001 M EDTA) tortént, 90-120 V fesziiltséggel. Az
elektroforézist kovetden a géleket 302 nm hulldimhosszi UV 4tvil4gité asztalon digitélis
kamerdval (Kodak Digital Science DC120) fényképeztiikk és a gélfotok archivdlasahoz a
Kodak Digital Science 1D programot alkalmaztuk.

A LEE régi6 feltérképezéséhez harom DNS hibridizaciés probat (LEE-A, -B, -D)
hasznaltunk. A LEE-C prébat nem végeztiik el, mert az eae génre vald pozitivitds egyben
LEE C pozitivitast is jelent. A LEE-A préba a pCVD453 plazmid Sphl-EcoRI emésztésébol
szarmaz6 2870 bazispar hosszusagi fragment. A LEE-B proba a pCVD461 plazmid EcoRI-
Sall-Pvull emésztésébdl szarmazik és 2948 bp, mig a LEE-D a pCVD460 plazmid Smal-Xbal
emésztésébSl szarmazé, 2300 bp hosszdsdgd DNS szakasz. A prébakat [a->°P] dCTP
foszforizotoppal jeloltik és a jelolést un. ,random priming” modszerrel végeztik, a

forgalmazo eldirdsa szerint (Ready to go, Pharmacia).

Fenotipizalas



Az eae” E. coli torzsek szerotipizalasat (O- és H tipusuk meghatdrozasat) Lothar
Beutin (Division of Emerging Bacterial Pathogens, Robert Koch Institute, Berlin, Germany)
végezte. A hemolizist 5% juhvért tartalmaz6é agaron végzett, egyéjszakis, 37'C-on torténé
inkubdciét kovetden kialakulé hemolitikus zéna alapjan éllapitottuk meg. Az antibiotikum
rezisztenciat standard korong diffiziés modszerrel hatdroztuk meg a kovetkezd
antibiotikumokra: sztreptomicin, gentamicin, kléramfenikol, nalidixsav, enrofloxacin,

ampicillin, tetraciklin és kotrimoxazol.

In vitro adhézios tesztek

Az 6sszes eae” E. coli torzs fenotipusos jellemzése az in vitro sejtadhézids tesztet is
magaba foglalta. Pozitiv kontrollként egy sertés eredetli (PEPEC 86-1390), valamint egy
emberbdl izoldlt EPEC (E2348/69) torzset hasznaltunk; negativ kontrollként pedig két eae-
negativ béleredetli vad és a C600 K12 torzset alkalmaztuk. A HelLa és PKI15 (sertés vese
sejtvonal) sejteket 5 ml-es mini petricsészében novesztettiik egy éjszakan 4t. Mdasnap a
sejttenyészeteket haromszor mostuk PBS-sel, majd 3 ml un. ,,interakcié oldatot” tettiink a
sejtekre (85% Dulbecco Minimal Essential Medium, 5% foetal borjisavd, 0,25% glutamin,
1% D-manndz). Az igy elOkészitett sejttenyészetekhez 50 pl 18 6rés, stacioner, TSB-be oltott
baktériumtenyészetet adtunk, majd 5% CO;-ot tartalmazé termosztatban, 1 illetve 6 6ran at
37°C-on inkubéltuk. Az adhézié ledllitdsa haromszori, PBS-sel val6 mosas utan metanollal
tortént. A megszaradt készitményeket 10%-os Giemsa oldattal festettik. Az adhézids
vizsgélatokat minden esetben 2-4 alkalommal ismételtiik. Szelektalt esetekben a PK15 sejtek
€s a Dbaktériumok kapcsolatinak vizsgdlatira transzmisszids elektronmikroszképos

vizsgalatokat is végeztiink.

Lekotott csipobél-kacsok fertézése

Tizenhét baktériumtorzs vizsgélata céljabol Osszesen 47 dllatot operéltunk, melyekben
Osszesen 381 bélkacsot fertztiink. Az allatokon a miitéti elokészitést diazepam (1 mg/ttkg),
xylazin (4 mg/ttkg) és ketamin (2 mg/ttkg) injekcidkkal végeztiink. A miitét, teljes analgézia
mellett, altatdsban tortént. A jobb oldali hasfal felnyitdsa utdn megkerestiik a ligamentum
ileocaecale-t. Innen kb. 15-20 cm-rel visszafele haladva a csipdbél alsé szakaszan kezdtiik el
az elsd lekotést. Egy kisérletsorozatban a csipObéli szegmens mellett az éhbélben (kb. 1

méterrel a Trietz-f. ligamentumtdl cauddlisan) is készitettiink lekotott (10 cm-es) bélkacsokat,



melyeket a csipObéli kacsokkal azonos torzsekkel, azonos dézisban (Iml, 10° CFU/ml)
fertdztiink. Az egyes kacsok kozott rovid, 2-5 cm-es lekotott, hatarolé szakaszokat hagytunk.
A hasfal visszazardsat kovetden a malacokat puha alomra tettiik, éjszakai nyugalmukrdl
Nembutal inj. (Ceva-Phylaxia Rt., 1 ml/4 ttkg) im. addsaval gondoskodtunk, majd mésnap
reggel (kb. 16-18 6ra milva) xylazin és ketamin anaesthezidban embutramid hatéanyag-
tartalmi (T-61, Intervet International B.V., 6-8 ml/dllat intracardidlisan) injekcidval
euthandziit alkalmaztunk. Ezt kovetden az egyes lekotott béldarabokat PBS-sel atmostuk és
immunfluoreszcencids valamint szovettani, néhdny esetben pedig elektronmikroszképos

vizsgalatokra is, megfeleld mintdkat vettiink.

Szovettani, immunfluoreszcencias és elektronmikroszkopos vizsgalatok

Az immunfluorszecencids  vizsgédlatokhoz a  metilcellulézba  (Cryomatrix,
ThermoShandon) dgyazott csipobél mintdkbol Cryostat (1800 Leica) késziilékkel 4 pum
vékonysagu metszeteket vagtunk. Metanolos fixalast kovetden a metszeteket 1:50 higitdsu, az
adott baktériumtorzs ellen nyulban termelt savdval fedtiik le és nedves kamrdban, 37°C-on 30
percig inkubaltuk. A metszeteket PBS-sel torténd hdromszori mosds utdn, anti-nyul IgG FITC
konjugdtummal (Sigma) lefedtiik és nedves kamraban, 37'C-on 30 percig inkubdltuk. A
metszeteket Ujbol PBS-sel mostuk, és Evans kékkel kontrasztfestést végeztiink. Mosds és
szaritast kovetéen a metszeteket fluoreszcencids mikroszképpal a specifikusan fest6do
baktériumok jelenlétére, a bélbolyhokon képz6dd baktériumréteg Kkiterjedtségére
(kolonizicidra) és a baktériumok tapaddsdnak intenzitdsdra vonatkozdan birdltuk. A
hematoxilin-eozinnal festett metszeteken a bélnydlkahartydhoz kotodott baktériumokat
valamint a mikrobolyhok jellegzetes ,,szakadozottsdgat” vizsgéltuk. Elektronmikroszképos
vizsgalatokra a mintdkat 10%-os pufferolt formalinnal fixdltuk, majd bedgyazds és metszés

utan Hitachi H7100 tipusu elektronmikroszképpal vizsgéltuk.

A baktérium és a kefeszegély kozotti adhézio vizsgalata

A vizsgalandé baktériumot tartalmazé stacioner levestenyészetet haromszor iilepitjiik
(3000 rpm, 30 perc), ugy, hogy a harmadik reszuszpenzié esetén a PBS 1% D-manndzt
tartalmaz. A kapott baktériumszuszpenziét a McFarland skdla segitségével 1x10°

sejtstirliségre allitjuk be.



200 ul kefeszegélyt tartalmazé natrium-azidos PBS-t egy Eppendorf csdbe mériink, melyhez
200 pl 1% D-mannézt tartalmazo fenti baktérium szuszpenziét adunk. A kefeszegélyek és a
baktériumok keverékét folyamatos lassu forgatdssal 37'C-on 15 percig inkubaljuk, majd 1500
rpm fordulaton, 5 percig iilepitjiik. Az iiledéket az eredeti térfogatra szuszpendalva PBS-sel
haromszor mossuk. Az 1igy mosott kefeszegély/baktérium szuszpenziét targylemezre
csoppentve, feddlemez alatt, faziskontraszt mikroszképpal vizsgéljuk. Pozitiv kontrollként
K88" (F4") és F18" ETEC baktériumokat, negativ kontrollként pedig az E. coli 123-as (nem

pathogén) torzset hasznaljuk.

Eredmények

Valasztott malacokbdl izolalt EPEC torzsek el6fordulasa, szero- és genotipusa

Az 0sszesen 137 dllatbdl szarmazé ileum és colon bélnyalkahartya-kaparékbol 1722 E.
coli baktériumot izoldltunk, amelyeket PCR-rel eae gén jelenlétére vizsgiltunk. Az eae”
mintdk Osszesen 16, hasmenéses koreldzménnyel rendelkezd allatbdl szarmaztak (11,7%),
amelyek Osszesen 11 gazdasdgot képviseltek. A tovabbiakban 3 gazdasagbdl szarmazd, 27
hasmenéses és 57 nem hasmenéses valasztdsi malacbdl vett bélsartamponbdl Osszesen 209
illetve 306 E. coli izolatumot vizsgéltunk, melyekbdl dsszesen 32 eae” izoldtumot nyertiink.
Ezek 5 hasmenéses (18,5%) és 8 egészséges (14%) dllatbol szarmaztak. Statisztikai analizis
sordn a hasmenéses illetve egészséges malacokban el6forduld eae™ izoldtumok gyakorisdgat
illetéen szignifikdns kiillonbséget megallapitani nem tudtunk. Az intesztindlis torzsek
domindns szerotipusa az O123:H11 (40%) volt, mig a bélsarbdl szdrmazo torzsek kozott az
O108:H9 szerotipus volt a leggyakoribb (23%). A H tipusok koziil a H10 és a H11 fordult el6
leginkabb. Az 6sszes 045, 049 és az 0123 torzs, csakigy, mint az egyediili O157:H2 torzs, B
tipusd intiminnel rendelkezett. A hulldkbdl szarmazé torzsek 85%-a (17/20) [S-eae tipusid, mig
10%-a (2/20) yeae tipusu volt. Ugyanez az ardny a bélsartamponokbdl izolalt torzseknél 53%
(9/17) és 23,5% (4/17) volt (p< 0,025). Egy remesebélbdl és négy bélsarbol szarmazé torzs az
eddig eae-a-tdl eae-6-ig leirt intimintipusok primereivel nem volt tipizdlhatd. Egyik torzs
sem hordozta a humin EPEC-re vagy az EAEC-ra (EAF, bfp, pAA) vagy az éllatokban és
emberben honos NTEC-re (necrotoxikus E. coli) (cdt, cnf) illetve ETEC- és EHEC-re (sta,

sth, It, f4, 15, fI8, stxl, stx2) jellemzd virulenciagéneket.. valamennyi torzs mindhdarom LEE



prébaval (A, B és D) pozitiv eredményt adott. Ez — az intiminre irdnyulé PCR vizsgdlatok
eredményeit is figyelembe véve — azt mutatja, hogy a kollekcié minden tagja a LEE Idkusz
valamennyi régidjaval (A, B, C, D) rendelkezik. Genotipusos vizsgilatok alapjan a

torzsgylijtemény valamennyi tagja az atipikus EPEC csoportba tartozik.

In vitro adhéziés vizsgalatok

6 ords inkubaciot kovetden csak hdrom torzs mutatott adhéziot HeLa sejteken. Ezzel
szemben a PK15 sejteken 6 béleredetli és 2 bélsareredetii eae® torzs (minden esetben
hasmenéses allatokbdl szarmaztak) erds difftiz tapaddst mutatott. Tovabbi 12 torzs szintén
tapadt PK15 sejttenyészeten, bar kisebb mértékben vagyis kevesebb szamu baktérium tapadt
egy-egy sejthez. Az adhézid az intesztindlis torzsek koziil kiillonosen az 045, 0123 és az 084
szerotipusokra volt jellemzd. A PK15 sejtek membranjahoz tapadt torzsek ultrastruktdralisan

szoros adhéziot mutattak (1., 2. kép).

1. kép A #22 sz. torzzsel (O123:H11, eae-f, paa")
fertozott PK15 sejtek (6 6rds inkubdcid, Giemsa). A

baktériumok nagy szamban tapadnak a sejtekhez.

a PK15 sejtek feliiletéhez tapadt baktériumokrol (#22

sz. torzs tapadésa).

A sertésekbdl izolalt atipikus EPEC, és a human EHEC torzsek tapadasa valasztott

sertések vékonybél mikrobolyhaihoz (in vitro) és vékonybél hamsejtjeihez (in vivo)
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Az irodalombdl ismeretes, hogy human EPEC torzsek esetében a kolonizaci6 helye a
csipébél illetve az éhbél. Igy elBszor azt kivantuk tisztdzni, hogy a vékonybélbél mely
szegmense megfelelobb a tovdbbi vizsgélatokra. Ehhez a kisérlethez két kanadai (86-1390,
PO1-F103) és 2 magyar (#5 és #27) EPEC torzset vdalasztottunk ki. Az eredmények azt
mutatjdk, hogy a csipdbél alkalmasabb a tovabbi vizsgédlatokra, hiszen ugyanazokkal a
baktériumtorzsekkel a csipébélben majdnem kétszer annyi bélkacsban tudtunk tapadast
kimutatni, mint az éhbélben. Ezen vizsgdlatok alapjdn, az &ltalunk izoldlt és jellemzett
bélnydlkahartya- (#5, #10, #17, #27, #31) illetve bélsar- (#42, #60, #72, #75) eredetli atipikus
sertés EPEC torzseket teszteltiik. Egyes torzsek, mint az #5, #17, #31, #42 és a #60 szamu E.
coli torzsek jellegzetes tapaddst mutattak a vékonybél hamsejtjeihez. Ez a tapadéds a legtobb
esetben mind az immunfluoreszcencids mind pedig a hematoxilin-eozinos metszeteken
kimutathat6 volt (3., 4. kép). Az itt vizsgélt jol tapadd torzsek nagy részére jellemzd, hogy
045 szerotipussal illetve B-tipust intiminnel rendelkeznek, mely initmin in vivo expresszidjat

az anti-B-intimin savéval végzett indirekt immunfluorszcencids vizsgélattal is igazoltuk.

4 | { R

3. kép #17. sz. torzzsel fertdzott 4. kép Hematoxilin-eozinnal festett
bélkacs. Fluorszcencids tapadds a szovettani  készitmény a  1390-es
csipdbélben. baktériummal fert6zott bélkacsbol.

A nemzetkozi sertés EPEC referenciatorzs (86-1390: 045, eae-f) mellett tovabbi
kanadai EPEC torzseket is vizsgaltunk. Ezen kiviil hdrom human O157:H7 EHEC torzset is
tanulmanyoztunk lekotott csipobélkacsokban (2409-es, 7785 és EDL933 jelzési torzsek). A y-
intiminnel rendelkez6 emberi eredetli EHEC torzsek AE 1€zi6t okoz6 tapadasa jéval ritkdbban
és kisebb plakkokban volt kimutathaté mint a 86-1390-es kanadai sertés EPEC torzsé. A
bélhamsejtek mikrobolyhainak és a sejtmembrdnnak jellegzetes elvaltozdsit, valamint a

vizsgélt EPEC baktériumoknak tapadédsat (AE 1€zi6) az elektronmikroszképos vizsgdlatok is
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bizonyitottdk. A baktériumok szorosan tapadtak a bélhamsejtek membrdnjdhoz, a tapadasi
helyek szomszédsdgdban jellegzetesen megnytjtottdk a mikrobolyhokat és voltak olyan
teriiletek, ahol teljesen lepusztitottdk azokat. Emellett a bélhdmsejteknek a tapaddsi helyen

képzddd talpszerii alakzatét (pedestal) is sikeriilt kimutatni (5. kép).

5. kép Az EPEC baktériumok szoros tapaddsanak hatdsara a bélhamsejt magas emelvények

(pedestal) képzéssel vélaszol (1390-es baktériummal fert6zott bélkacs (045, eae-p).

A tobbnyire eae-a tipusi intimint termelé humédn EPEC torzsek az életkor
eldrehaladtdval egyre csokkend kortani jelentdségliek. Ezért indokoltnak tartottuk
megvizsgalni, hogy vajon a 4 hetesnél fiatalabb malacok csipObelében (1 és 2 hetes) a sertés
EPEC torzsek mutatnak-e a kor eldrehaladtdval csokkend pathogenitdst. Az adatokbdl
kiolvashat6, hogy az 1 és 2 hetes szopds malacok a négy hetes vdlasztott malacokhoz képest,
a sertés eredetli EPEC torzsek megtelepedésére és altaluk eldidézett AE 1€zi6 kifejlodésére

alapvetden nem hajlamosabbak.

Tekintettel az 4altalunk észlelt tendencidra, miszerint az eae-y tipusu torzsek
gyakorisdga a bélsdrban szignifikdnsan magasabb volt mint a bélben, folmeriilt a kérdés, hogy
vajon ez az elkiilonitési tendencia a csipdbél és a remesebél vonatkozdsdban bizonyithat6-e. A
kérdés vizsgélatdra egy 4 hetes malacot dldoztunk, melynek csip6- és remesebelében az eae-f3
és az eae-y torzs szdmdra 3-3 lekotott bélkacsot készitettiink. A bélkacsokat azonos
dézisokkal fertdzve (2-2 ml/bélkacs) azt tapasztaltuk, hogy a remesében szinte egyaltaldn nem
tudtak a baktériumok AE 16zi6t és tapaddst mutatni. A csip6béli tapadds tekintetében az eae-f3

€s az eae-y tipusu torzsek kozott 1ényeges kiilonbség volt: a csipdbélben — a kordbbi
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eredményekhez hasonléan — az eae-f tipusu torzs szignifikdnsan jobb tapadési értékeket

mutatott.

A vékonybél kefeszegélyeken, az in vivo kisérletekkel parhuzamosan elvégzett, in
vitro adhézids vizsgdlatok lényegében a fentieket erOsitették meg. A kefeszegélyhez vald
tapadasi eredményeink minden esetben (kontrollok jelenlétében) negativak lettek, annak
ellenére, hogy az EPEC torzsekkel szembeni legérzékenyebbnek vélt (egy hetes koru)
malacok kefeszegélyét is vizsgaltuk, melyek lekotott bélszegmentjeiben (in vivo) az itt
vizsgélt torzsek jOl tapadtak. Az itt vizsgdlt sertés eredetli atipikus EPEC baktériumok
esetében a negativ eredmény arra utal, hogy e baktériumok kezdeti adhezinjei az in vitro
rendszerben nem fejezddtek ki, vagy esetleg ilyenekkel a vizsgdlt torzseink nem is

rendelkeznek.

Peroralis Kkisérletek eredményei

Héarom kisérletben, ahol egyéltalin nem alkalmaztunk hajlamosité tényezoket,
hasmenés nem jelentkezett. Ennek ellenére két masik kisérletben, ahol szintén nem szerepelt
hajlamosité tényez0, a hasmenéses dallatok szdma magas volt. Ezekben az esetekben a
bélsartamponokbdl hemolizdlé E. coli baktériumokat izolaltunk, amelyek F18 és K88 (F4)
fimbridk ellen termelt savoval pozitiv reakciét adtak, jelezvén, hogy egy természetes ETEC

fertdzés 1épett fel, amelyet — tigy tlinik —, hogy az allatok a gazdasagbdl hurcoltak magukkal.

A kisérletek alatt elhullott dllatokbdl a fertézéshez hasznalt egyik E. coli térzset sem tudtuk a
béltartalombdl izoldlni. A korbonctani tiinetek kozott szerepelt pneumonia, tiidooedema,

madjelfajulas.

Ahol a takarmany emelt szdjakoncentraciot tartalmazott, 16 allatbdl 10 allatndl volt
hasmenés (5 a kontroll, mig 5 4llat a fert6zési csoportokbol). Az ileumbdl és a mesenteridlis
nyirokcsomokbdl kindtt hemolizédl6 E. coli telepek F18 és K88 (F4) ellen termelt szérummal
is agglutinaltak. Ezen kisérlet sordn egy éllatbdl szarmazd vakbélben lattunk tapadast, mely

allat viszont a kontroll csoportbdl szdrmazott.

A 2134 ETEC torzset illetve a TGE virust, mint hajlamosité faktort alkalmaztuk az 4llatok

EPEC fertozésének kialakitasahoz. Ennek ellenére a szovettani metszeteken AE 1ézi6t nem
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tudtunk megdllapitani, de ugyancsak elmaradt az ETEC adltal eldidézhetd baktérium
kolonizéci6 és hasmenés is.

A fumonizin B; és a dexametazon esetleges hajlamosité hatdsait az EPEC fert6zésre,
szovettani €s immunfluoreszcencids mdédszerekkel nem tudtuk bizonyitani, bar a fert6zést
kovetden minden dllatndl hasmenés 1épett fel, melynek oktandban az ETEC fert6zést ki tudtuk

zarni.

Egy kisérletben, ahol szintén emelt szdjatartalmi takarmdnyt etettiink, hasmenést
egyéltalan nem figyeltiink meg. Ennek ellenére két allat csipObelébdl hemolizal6 E. coli ndtt
ki. Ezek az izoldtumok F18" ETEC-nek bizonyultak. A természetes ETEC fert6zést szovettani
és ultrastruktirdlis vizsgdlatokkal is megerdsitettiik. Ezen tul, a csipdbélben és a vakbélben is
mind az immunfluoreszcencias mind a szovettani metszeteken, mind a fert6zott, mind a
kontroll csoportban, jellegzetes AE 1€zi6t és ezzel jar6 baktériumtapaddst tudtunk
megéllapitani. Ez utobbi kontroll csoportbeli AE 1€zi6 olyan malacok vakbelében is

megjelent, melyek csipdbelében egyidejiileg ETEC fertdzést mutattunk ki (6., 7. kép).

6. kép Spontin ETEC fert6zés a csipobélben 7. kép EPEC fert6zés a vakbélben.
(kontroll csoport) Az ETEC baktériumok az ép (kontroll csoport) Tipikus AE 1€zi6.
mikrobolyhokhoz tapadnak.
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Kovetkeztetések, Uj tudoményos eredmények

1. Vélasztott sertésekbdl jelentds szamban izoldltunk intimin-pozitiv (eae™) E. coli térzseket, s
ezek kozott egy eddig az irodalomban nem szerepld uj tipust (O123:H11, eae-f), mint

domindns tipust irtunk le.

2. A torzsek genetikai és fenotipusos jellemzése alapjan elsokként allapitottuk meg, hogy ezen
eae” E. coli torzsek atipikus EPEC torzsek, melyek elsésorban B és 7y intiminnel
jellemezhetdk, s hogy a vélasztott sertések vékony- és vastagbelébdl izolalt torzsek 85%-a B
tipusd intiminnel rendelkezik, mig a bélsar eredetii torzseknek 53%-a B-, 23%-a y- intimin

tipusu.

3. Az eae” E. coli térzsek tobb mint fele tapadt a PK15 (sertésvese) sejtekhez, mig a HeLa
(human epithelium) sejtekhez nem tapadtak. Az adhézié ultrastruktirdja szoros (intimin
tipusud) tapaddsra utalt, emelvény (pedestal) formalédas nélkiil, mely utébbi megfigyelést a

tapadds helyén észlelhetd aktin akkumulécié hidnya is aldtamasztott.

4. A torzsek in vivo adhézids €s bélboholy kdrosité (in. ,,attaching effacing = AE) hatdsanak
vizsgalata céljabol 4 hetes valasztott malacokra alapozott bélkacs modellt dolgoztunk ki,
melynek segitségével a vizsgdlt EPEC torzsek kozill az eae-f tipustiak (tobbnyire
béleredetiiek) jobban, az eae-y tipusuak (tobbnyire bélsdreredetiieck) kevésbé jol tapadtak és
idéztek eld jellegzetes AE 1€ziot. E tekintetben a két intimin csoport képviseldi fiatalabb (1 és
2 hetes) malacokban is a fenti kiilonbséget mutattdk, anélkiil, hogy a korral egyenes ardnyban
csokkend fogékonysdgot hatarozottan ki lehetett volna mutatni. Az fenti modellben végzett
eldvizsgalat (egy-egy eae-f €s eae-y tipusu torzs csipdbél- és remesebél kacsokban) alapjan, a
remesében - intimin tipustol fliggetleniil — igen csekély tapadédst és bélboholy kéarosodast

lehetett kimutatni, mig a csipobél a mar ismertetett kiilonbséget mutatta.
5. A jarvéanytani (case control) adatok, az izolalt atipikus EPEC torzsek pathogenitdsat — az

eddigi irodalmi feltételezésekkel ellentétben — kétségbe vontdk. A kozvetlen kérokozé hatést

a 4-5 hetes vélasztasi malacokon végzett ordlis fert6zési kisérletek eredményei sem igazoltak.
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6. Egyes tarsfertdzések (pl. ETEC) és dietetikus hajlamositd tényezOk (pl. magas
sz@jatartalmu takarmdany) egyiittese azonban mind a kisérletes EPEC fert6zést, mind a latens
természetes fertdzottséget aktivalni tudta, mely tényezok koziil a dietetikus hajlamositas

latszott hatékonyabbnak.
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