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Roviditések

AE — attaching-effacing (mikroboholy elhalést okozo)
AFA - afimbridlis adhezin

AF/R1 — adheziv faktor/nyull (adhesive factor/rabbitl)
AF/R2 — adheziv faktor/nydl2 (adhesive factor/rabbit2)
ATCC — amerikai szovettipus gyljtemény (American Type Culture Collection)
BFP - koteg formald pilus (bundle forming pilus)

bp — bazispar

cAMP - cilkusos adenozin-monofoszfat

cGMP - ciklusos guanozin-monofoszfat

CCL - sejtvonal (Cell culture)

CDT - citoletélis duzzaszt6 (distending) toxin

CFU - telepképz6 egység (colony forming unit)

CNF - citotoxikus nekrotizl6 faktor

DAEC - diffazan adherdlé E. coli

eae — E. coli attachment effacement gén

EAEC - enteroaggregativ E. coli

EAF — EPEC adhézi6s faktor (plazmid)

EAST - enteroaggregativ hdstabil toxin

EHEC - enterohaemorrhagias E. coli

EIEC - enteroinvaziv E. coli

EM - elektronmikroszkép

EPEC - enteropathogen E. coli

ETEC - enterotoxikus E. coli

ExPEC - extraintesztindlis patogén E. coli

FITC - fluoreszcens izotiociandt konjugdtum

Gb3 — globo-triazil-ceramid

Gb4 — globo-tetrazil-ceramid

HC - haemorrhagiés colitis

HE — hematoxilin-eozin

Hly — hemolizin

HUS - haemolyticus uraemids szindréma



IF — immunfluorszcencia

Ig — immunglobulin

im — intramuszkularis

iv — intravénds

K — burok (kapszula)

kb — kilobézis

kDa — kilodalton

lif A — limfocita inhibitor faktor

LEE - locus of enterocyte effacement (pathogenitasi sziget)
LT — h6érzékeny toxin

MDa — megadalton

Nal — nalidixsav

NM — nem mozg6 (non motile)

NTEC — nekrotoxikus E. coli

OI-122 — O-122 pathogenitasi sziget (O island-122)
ORF - nyitott leolvasasi keret (open reading frame)
paa — porcine attaching-effacing associated gene
PAI — pathogenitési sziget (pathogenicity island)
PBS - foszfat puffer (phosphate buffered saline)
PCR - polimeraz lancreakcié (polimerase chain reaction)
PEPEC - sertés EPEC (porcine EPEC)

p.0. — szdjon &t (per 0s)

Ral — rabbit EPEC adherence locus

SLT — Shiga like toxin

SPF — specifikus kérokozoktdl mentes (specified pathogen free)
ST — hdstabil toxin

STEC — Shiga toxikus E. coli

Stx — Shiga toxin

TAE — trisz-acetat-EDTA puffer

TEM - transzmisszids elektronmikroszkép

Tir — translocated intimin receptor

TSB — tripton sz6ja leves (Triptical soy broth)
UPEC - uropathogen E. coli

VTEC - Verotoxikus E. coli



Osszefoglalas

Az enteropathogen Escherichia coli (EPEC) baktériumok a gyermekek és kisnyulak
jol ismert €s megfelelden jellemzett enterdlis korokozoéi, ugyanakkor igen keveset tudunk a
malacokban el6fordulé EPEC baktériumok szerotipusarél, intimin (eae) tipusarol, virulencia
faktoraikrdl és kortani jelentdségérol. A kozelmultig rendelkezésre all6 publikaciok tobbnyire
csak az eae’ E. coli (EPEC) baktériumok szopés és vilasztott malacokban vald
el6forduldsardl adtak hirt, s csupan egy legfrissebb tanulmanyt ismeriink, mely az egészséges
vagoésertésekbdl izolalt eae™ E. coli torzsek O tipusat és intimin tipusat ismertette. A kértani
hatdsokat illetben tobb publikdciét is ismeriink, melyek egyes humdn EPEC és
Enterohemorrhagids E. coli (EHEC) torzseket tjsziilott malacokban pathogénnek talaltak, de
nincsenek részletes vizsgdlatokon alapulé adataink a sertés EPEC torzsek vélasztott

malacokra vonatkozé pathogenitasarol.

A jelen vizsgalatok alapvetd céljai voltak:
1. hasmenéses és egészséges sertések EPEC hordozdsardl statisztikailag értékelhetd

jarvanytani adatokat gytijteni, 6sszehasonlitva azok genotipusat €s fenotipusat,

2. a valasztott sertésekbdl izoldlt EPEC torzsek potencidlis kérokozé képességének

vizsgalata céljabol megfeleld in vitro és in vivo modelleket kidolgozni, s végiil,

3. a vdlasztott sertések fertdzésével eldidézhetd bélboholy-karosité hatdsukat —

hajlamosité tényezokkel ill. azok nélkiil — vizsgalni.

Ad 1.:

Az eae gén PCR-es €s a bélboholy karosité géncsoport DNS hibridizaciés kimutatdsa
alapjan, 13 gazdasag 164 hasmenéses-, €s 57 nem hasmenéses malacabdl: 20 béleredetii és 17
bélsér eredetli eae™ E. coli torzset izoldltunk és vetettiink részletes vizsgalat ald. Az izolalt
torzsek a hasmenéses malacok 12,8%-abdl, s a nem-hasmenéses malacok 14,0%-abdl
szarmaztak. Domindns tipusként, az O123:HI11, eae-f (a torzsek 40%-a) keriilt — az
irodalomban els6ként — megallapitasra. A béleredetli torzsek 85%-a rendelkezett eae-f, 10%
pedig eae-y génnel, viszont szignifikdnsan kevesebb (53%) bélsareredetii torzs volt eae-f, mig

23%-uk volt eae-y pozitiv.



Ad 2.:

In vitro adhéziés probdkra a PK-15 sertésvese hamsejt tenyészet a sertés eredetli EPEC
torzsek jelentds részénél alkalmasnak bizonyult (szemben az itt vizsgalt HelLa, és a mésok
altal vizsgalt Hep?2 sejtekkel). Ultrastrukturalis vizsgalatok az EPEC torzsek intim adhézidjat
mutattdk, melyet azonban a sertés EPEC torzsek esetén az emelvény (pedestal) képzddésének
hidnya jellemzett. A torzsek in vivo adhéziés és bélboholy kérosité (lin. ,,attaching effacing =
AE) hatdsdnak vizsgalata céljabol 4 hetes vdlasztott malacokra alapozott bélkacs modellt
dolgoztunk ki, melynek segitségével a vizsgdlt EPEC torzsek koziill az eae-f tipusiak
(tobbnyire béleredetiiek) jobban, az eae-y tipusiak (tobbnyire bélsareredetiiek) pedig kevésbé
JOl tapadtak és idéztek elo jellegzetes AE 1€zi6t, mely kiilonbségek mindkét vonatkozdsban
szignifikdnsnak bizonyultak (p<0,001). E tekintetben a két intimin csoport képviseldi
fiatalabb (1 és 2 hetes) malacokban a fenti kiilonbséget kevésbé mutattdk, s a korral egyenes
ardnyban csokkend fogékonysdg sem volt egyértelmiien kimutathaté. A human EHEC t6rzsek
— a fenti bélkacs modellben — a sertés EPEC torzsekhez képest joval kisebb adhézids és

megtelepedési készséget mutattak.

Ad 3.:

A sertés EPEC torzsek altal a gyakorlati koriilmények kozott el6idézhetd kérokozo hatast 4-5
hetes vélasztott sertések gyomorszondds fertdzése altal vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy egyes
tarsfertozések (pl. ETEC), és dietetikus hajlamositd tényezOk (pl. magas szdjatartalmu
takarmany) egyiittese mind a kisérletes EPEC fertdzést, mind a latens természetes
fertozottséget aktivalni tudta, mely tényezok koziil a dietetikus hajlamositds (szdja) latszott
hatékonyabbnak. Ugyanakkor egyéb tényezdk (pl. 5x10° PFU/ml TGE virus, vagy
0,5mg/ttkg/nap FumonsinB; gombatoxin) kelld mértékli hajlamossdgot — s ez 4ltal

kimutathaté mértékiit EPEC tapadast és AE 1€zi6t — nem idéztek eld.

Osszességében: jarvanytani adataink az izolalt atipikus EPEC torzsek vdlasztott malacokra

vonatkozé pathogenitdsdt — az eddigi irodalmi feltételezésekkel ellentétben — kétségbe
vontdk, s primer korokoz6 hatdsukat a 4-5 hetes valasztott malacokon végzett fert6zési
kisérleteink sem igazoltdk. Ugyanakkor a torzsek in vitro €s in vivo adhéziéjanak vizsgalatira

alkalmas modelleket dolgoztunk ki, s 1j, dominéns tipusu sertés EPEC torzsekre mutattunk ra.



Bevezetés

Eloszo

Disszerticiom szakmai részleteinek bevezetését és kifejtését megelézéen szeretném
elérebocsdtani, hogy irdsmoéd tekintetében a Magyar Tudomdnyos Akadémia Orvosi
Tudomanyok Osztdlya valamint az MTA Helyesirdsi Bizottsdga és Anyanyelvi Bizottsdga
(Halasz Béla, Lorincze Lajos és Keresztiry Dezsd nevével fémjelzett) allasfoglalasat
kovettem, mely szerint, ,ha a magyar szavak vagy kifejezések az idegennel azonos
jelentéstiek és tartalmuak, tehat nem veszélyeztetik a szakszerliséget, a mar bevalt magyar
szavak haszndlata részesiiljon elényben az idegenek helyett” (Orvosi Helyesirdsi Szotar,
1992). Itt kivanom tisztdzni azt is, hogy a disszertacidban szereplé eredmények dontéen olyan
dolgozatokon alapulnak, melyekben meghatdroz6 szerepem volt, s igy ezeket elsé szerzoként
jegyezhetem, ugyanakkor az eredmények €s a munka ismertetésére leggyakrabban a tobbes
szam elsé személyt haszndlom, s a hazai €s kiilfoldi tarsszerzok hozzdjaruldsat ily modon is

érzékeltetem.

1. Irodalmi attekintés

Az Escherichia nemzetséget Theodor Escherich (1857-1911) utdn nevezték el, aki
el0szor izoldlt ilyen baktériumot tjsziilott gyermekek székletébdl. Az Escherichia coli
baktériumok az Enterobacteriaceae csalddba tartoznak, és természetes viszonyok kozott
megtaldlhatok az ember és az allatok bélcsatorndjaban, ahol a Gram-negativ, aerob, fakultativ
anaerob normadl baktériumfldra részét képezik, melyek a bélcsatornédba a sziiletéskor és az azt
kovetd napokban szdjon at jutnak be s telepszenek meg, elsésorban a vastagbelekben (Varga

és mtsai., 1999).

Az E. coli rovid, pélcika alaku, koriilcsillds, ritkdn csilld nélkiili, 2-3 wm hosszud, 1 pum
atméroji baktérium. A torzsek jelentds részének a feliiletén fimbridk (pilusok) is taldlhatok,

egy tovabbi résziikk tokot vagy vastag burkot képez. A telepek kozonséges agaron vagy



szelektiv taptalajon 37 C-on egy napon beliil kindnek, tobbnyire sima, néha durvabb feliiletii
(R telepeket) vagy mukoid telepeket képeznek. A torzsek egy része véresagaron béta-
hemolizist okoz. A bélcsatorndban eléfordulé tobbi enterobaktériumtdl biokémiai sajatsagaik
alapjan kiilonithetdk el. Az E. coli torzsek 90%-a egy napon beliil gazképzéssel bontja a
lakozt, indolt képez és a metilvords probaban pozitiv eredményt ad. Tipizalasuk O (sejtfal-),
K (burok-), H (csillé-), és F (fimbria-) antigénjeik alapjan torténik. Igy az O antigének alapjan
szerocsoportokba, illetve az O:K:H antigének ismeretében szerotipusokba sorolhatok. Az
egyes fertdzd betegségek rendszerint meghatdrozott szerocsoportd torzsekhez kothetdk, s a

szerotipizalads diagnosztikai és jarvanykovetési szempontbdl ma is nagy jelentdségii.

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 megtaldlhat6 génekbdl all. A kromoszémdabdl valamint plazmidokbdl 4ll6
genomidlis struktdra altal kédolt kérokozé mechanizmusok (virulenciafaktorok) révén képes a
baktérium a tdlélésre mind a bélben mind pedig az extraintesztindlis kornyezetben (Kaper és
mtsai., 2004). Ennek megfeleléen a koérokozd E. coli baktériumokat intesztindlis és

extraintesztindlis kérképeket okozé csoportokba sorolhatjuk.

Az extraintesztindlis korképet okozd csoport tagjai is a normal bélflora lakéi koziil

keriilnek ki, de olyan virulenciafaktorokkal rendelkeznek, melyek segitségével a bélcsatornan
kiviili szervekbe (pl. higyutakba vagy a vérpdlydn keresztiil a 1épbe, a csontvelobe vagy az
agyhartydba) keriilve ott elszaporodhatnak és a legkiilonbozobb fertdzéseket és gyulladdsos
folyamatokat okozzdk, pl.: csecsemdkori agyhartyagyulladds, szeptikus korképek,

sebfertdzések, hugyuti infekcidk. (Gergely, 1999).

Ezzel szemben az enterdlis korképekért felelés — korabban Neter (1965) altal

osszefoglaléan ,.enteropathogennek™ nevezett — E. coli torzsek a bélcsatorndban képesek
jelentds szamban megtelepedni és a legkiilonb6z6bb morfoldgiai és funkciondlis véltozasok

eldidézése altal hasmenést (gyakran bélgyulladast) okozni.
Tekintettel arra, hogy disszerticiomban a vélasztott sertésekben el6forduld

Enteropathogen E. coli (EPEC) baktériumokra vonatkoz6é eredményeinket kivanom

ismertetni, ennek megfelelden az irodalmi ismertetom tovabbi részében elsOsorban azon

10



enterdlis korképekért felelds E. coli pathotipusokra kivanok Osszpontositani, melyeknek a

haziéllatokban jelentdsége van (1. dbra).

o

g g
aktin-felhalmozodas és
LT vagy ST mikroboholy-karosodas
enterotoxin-termelés
Shiga- toxin
ILETEC ) ILEHEC \*_.J . EPEC )

1. abra Hasmenést okoz6 E. coli pathotipusok, és sajatos miikodésiik az eukaryota sejtekkel

val6 interakci6juk sordn. Nataro és Kaper (1998) utdn, médositva (Malik Anna).

1.1. Enterotoxint termelo6 E. coli (ETEC)

Az ETEC torzseket el0szor ujsziilott malacok elhulldssal végzddd hasmenéses
megbetegedéseiben figyelték meg. (Smith és Halls, 1967; Alexander, 1994). Ezek a
baktériumok a vékonybél hdmsejtjeinek mikrobolyhaihoz képesek tapadni €s igy kozvetleniil
a felszivo bélhamsejtekre hatnak, anélkiil, hogy morfoldgiai valtozasokat okozndnak (Smyth
és mtsai.,, 1994). A hasmenést un. enterotoxikus hatds révén idézik el6. Az ETEC
baktériumok két jol elkiiloniild, (hdlabilis és hdstabil) enterotoxincsoport koziil legaldbb az
egyiket termelik, (Levine, 1987), s ez altal fejtik ki a bélhamsejtek folyadék és elektrolit
szekrécidjat serkentd hatdsukat (1. dbra). Az aldbbiakban réviden ismertetett enterotoxinokat

minden esetben plazmidokon taldlhat6 gének kédoljak.

- A hdlabilis (LT) enterotoxinok: nagy molekulatomegii (88 kDa) tobb alegységbdl

all6 1A + 5B szerkezetet mutaté proteintoxinok, melyeket els6ként a Vibrio cholerae
toxinjaként (CT) irtak le. Az ot alegységbdl all6 ,,B” kotd rész felelés a hamsejtek
membrédnjdban 1év receptorhoz val6 kapcsoldddsért. A membranon atjut6 ,,A” aktiv alegység

a sejten beliili adenilat-cikldz enzimet egy tobblépcsds mechanizmuson keresztiil aktivalja,
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mely az intracellularis cAMP-szint megemelkedéséhez, ez 4ltal a klorid-, kdlium- és
bikarbondtionok valamint a viz hiperszekrécidjdhoz, tovabbd a folyadék (és a benne foglalt
taplalék) felszivodasanak csokkenéséhez vezet. Az LT toxinokat féleg az emberi €s a sertés
eredeti ETEC torzsek termelik (Seriwatana és mtsai., 1988). Az LT toxinok — nagy
molekuldjuknak és fehérje természetiiknek koszonhetéen — jo antigének. Két f6 csoportjuk

ismert: LTI és LTII toxinok, melyek koziil anti-koleratoxin-savdval az LTI neutralizalhato.

- A hdstabil (ST) enterotoxinok kis molekulatomegii (11-48 aminosav) hdstabil peptid

toxinok, melyek gyenge antigének és 100°C-on legaldbb 15 percig megérzik aktivitdsukat. Az
ST toxinokat human-, sertés- és szarvasmarha eredetll enterotoxikus torzsek termelik. Két f6
tipusuk ismert: STa és STb (korabbi jelzés szerint STI és STII). Az STa toxint réviden
jellemzi, hogy képes szopdsegér €s az djsziilott malacok bélcsatorndjdban folyadékszekréciot
kivaltani, mikGzben valasztott malacokban kevésbé aktiv és metanolban oldodik. Ezzel
ellentétben az STb toxin metanolban nem oldédik, nem aktiv szopdsegérben, viszont Gjsziilott
€s valasztott malacokban egyarant fokozza a bél folyadékszekrécidjat. Az STa a guanilat-
ciklaz rendszert aktivalva fejti ki hatdsat. Az STb pontos hatdsmechanizmusa ismeretlen, de
annyi roviden itt is megemlithetd, hogy prosztaglandin-szerli hatdsa van (Nagy és Fekete,
2005). A hostabil és hoérzékeny toxinok hatdsdnak kozos vondsa, hogy a vékonybél
nyédlkahartydjan nem okoznak lathaté koros elvaltozast. A bélhdmsejtek toxinhatdsra
bekovetkezd véltozdsa lényegében: a viz, a Na™ és a Cl” ionok fokozott kivédlasztdsa valamint
a bél folyadék visszaszivasdnak a csokkenése. Ennek eredményeképpen a szervezet
folyadékot és NaHCOs-ot veszit, mely kiszdraddshoz és metabolikus acid6zishoz vezet

(Nagy, 1992).

Az ETEC okozta hasmenés korfejlédésében, az enterotoxinok mellett, kolonizacids
faktor antigéneknek nevezett - plazmid altal kddolt - fimbria (pilus) szerkezetli adhézids
faktorok is szerepet jatszanak (Duguid és mtsai., 1955). A fimbridk egyenes, hajlott vagy
gorbiilt fehérjeszalak, melyek a baktériumsejt kiilsé membranjabdl erednek, s a baktériumokat
a bélhamsejtek megfeleld receptordhoz kotve fejtik ki hatdsukat. Az adhezin — receptor
kolcsonhatds a bélhdmsejtek mikrobolyhain jatszddik le, mely a baktériumok erds tapadasat
teszi lehetové, ugy, hogy a mikrobolyhok épek maradnak. Az djsziil6tt és valasztott malacok
ETEC fertdzéseit el6idézd torzseken jelenleg Ot fontosabb fimbridlis adhezint ismeriink:

F4(K88), F5(K99), F6(987P), F18 és F41. Az F4 fimbridnak — szeroldgiai keresztreakcion
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alapulé vizsgdlatok alapjan — 3 fobb altipusét kiilonitjiik el: F4ab, F4ac, F4ad. Az F5(K99)
fimbria a borjakban és baranyokban hasmenést okozé torzseken fordul eld, altipusairdl
egyel6re nincsenek adatok. Az F18 fimbridnak két varidnsa van: F18ab és Fl18ac (@rskov és
@rskov, 1983; Rippinger és mtsai., 1995). Az Fl8ab fimbriat a sertés oedemabetegségét
eldidézo torzsek hordozzak (Bertschinger és mtsai., 1990), mig az F18ac fimbria a sertések
valasztdskori hasmenésében jitszik szerepet. Mivel az ETEC torzsek fimbridi a nekik
megfeleld receptorokra koétddnek, mely receptorok viszont tobbnyire csak bizonyos emlds
fajokban (altaldban korhoz kototten) termelddnek, az ETEC torzsek hasmenést okozo

képessége altaldban fajhoz (és korhoz) kotott.

Az emberi megbetegedéseket okozd ETEC torzsek a fejlodd orszagok lakossdgédban
(féleg 2 éves kor alatti gyermekeknél) és az odautazé turistdk kozott fellépd viz-szer(
hasmenéses megbetegedésekkel hivtak fel magukra a figyelmet, s felfedezésiik 6ta ma is az

ilyen korképek legfontosabb kéroktani tényezdi (Nataro és Kaper, 1998).

1.2. Verotoxikus Escherichia coli (VTEC)

A Verotoxikus E. coli (VTEC) néven azon torzseket tirgyalom, melyek tenyészetének
feliilisz6ja a zold majom vesehdmsejteket (Vero sejteket) irreverzibilisen karositani (azok
fehérjeszintézisét gétolni) képes. A meghatarozast elséként Konowalchuck és mtsai. (1977),
emberi-, és 4llati eredetli torzsekre vonatkozéan haszndltdk. Ugyanezen évben O’Brien és
mtsai. (1977), egér kisérleteik alapjan egy konferencia kozleményben hivtak fel a figyelmet
arra, hogy egyes human E. coli torzsek - tobbek kozott a Konowalchuck és mtsai. altal is
vizsgalt un. H30 jeli (O126-0s) torzs — a Shigella dysenteriae 1-es tipusu torzsek toxinja
elleni specifikus savdval neutralizdlhaté (Shigella-szerii) toxinokat (SLT) termelnek. Ok az
ilyen SLT termel6 torzseket STEC torzseknek nevezték el. A két elnevezés azéta egyaréant

meghonosodott (Mainil, 1999).

Dolgozatomban az egyszerlibb kovethetdség kedvéért a VTEC ill. VT toxin
elnevezéseket haszndlom, melyek minden esetben az egyes irodalmi adatokban fellelhetd
STEC vagy VTEC/STEC, ill. Shigella-szeri toxin (SLT) elnevezések szinonimdiként

szerepelnek. Egyébként a verotoxikus E. coli (VTEC) meghatarozast alkalmazza az Eurdpai
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Uniénak a kiemelt zoondzisok — laboratériumi vizsgédlatokon alapulé — folyamatos

ellendrzésérdl sz616 rendelete (2003) is.

Az emberi-, és dllati eredetli torzsek altal termelt verotoxinok (VT) antigenitdsi €s
bioldgiai tulajdonsdgai alapjan mir Konowalchuck és mtsai. (1977) is felismerték, hogy
alapvetden két eltéré toxincsoportrdl van sz, melyek egymadstol specifikus immunsavokkal
elkiilonithetok: a VT1 és VT2. Az utébbiak emberben igen gyakran okoznak hemolitikus
uraemias szindromat (HUS). A VT2-termelok kozott szerepelnek a  sertések
oedemabetegségének eseteibdl izoldlt torzsek is, melyek a humén VT2-es torzsektdl a 70°C-
os hokezeléssel szembeni érzékenységiik és a Hela sejtekkel szembeni 1ényegesen kisebb,
vagy hidnyz6 toxicitdsuk alapjin is megkiilonboztethetdk, s igy a VT2v (ill. VT2e) jelolést
kaptdk. IdOkdzben szamos tovabbi VT2 toxin-varidnst mutattak ki, melyek csupdn egy-két
aminosavban kiilonboznek, s kisebb kiillonbségeket a receptor-affinitdsban is mutatnak
(Mainil, 1999). Koziiliik kiillon meg kell emliteni a VT2c-t, melyet egyes human O157:H7
torzsek fokozott pathogenitasaért tartanak felelosnek. A citotoxinokat egyébként a torzsek
kromoszémadjaba integrdlodott, temperalt bakteriofagok kdodoljdk. A toxintermelés tehét a
VTEC torzsekben lizogén konverzié eredménye, mely — elvileg — a legkiilonb6z0bb genetikai
vonalat képvisel0 torzsekben is létrejohet. Ennek megfeleléen ma kb. 100 kiilénb6zo
szerotipusi E.coli torzsrdl tudjuk, hogy tobb-kevesebb gyakorisdggal VT termeld lehet
(Mainil, 1999).

A verotoxinokra — az LT toxinhoz hasonldan — jellemz0, hogy 1A és 5B alegységbol
épiilnek fel, melyek koziil a sejtfelszini receptorhoz a B alegységek kotddnek, mely receptor a
VT1 és VT2 esetében az tUn. Gb3 (globotriaozil ceramid), VT2v esetében pedig a Gb4
(globotetraozil ceramid). A VT toxinok er0s fehérjeszintézist gatld hatdssal rendelkeznek, igy
testszerte (elsOsorban a vesékben, agyveldben, gyomor-bél traktus submucosijaban)
leginkdbb az arterioldk endothelsejtjeit karositjdk. A bioldgiai aktivitasért az A alegység
felelos, mig a B alegységek feladata a sejtmembran-receptorokra valé kapcsolddas. Jelenlegi
ismereteink szerint STEC/VTEC torzseket, embereken kiviil, borjakban, kecskékben,
juhokban, sertésekben, macskdkban, kutydkban és lovakban mutattak ki (Grif és mtsai.,
1998.). A korkép eloterében, sertés kivételével, dltaldban a hasmenés all, mig a sertés
esetében (oedemabetegség) rendszerint ennek épp ellenkezdjét (obstipacid, lasstibb

bélperisztaltika) latjuk.
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A VTEC fertdzések legsulyosabb formdja az emberben el6fordulé haemorrhagias
vastagbélgyulladas (HC), melyet el6idéz6 VTEC baktériumokat ezért a szakirodalom kiilén

névvel, enterohaemorrhagiat okozo E. coli (EHEC) névvel is jeloli.

1.2.1. Enterohaemorrhagiat okozé E. coli (EHEC)

Az els6 (nem kelléen hokezelt hamburger altal terjesztett) 1982-es jarvany oOta az E.
coli baktériumok kozott ez a korokozdcesoport kapta a legnagyobb figyelmet (Riley és mtsai.,
1983). A jarvanyokat O157:H7 tipusu E. coli torzsek idézték eld, melyek a kozelmiltban
elsOsorban az USA-ban, az Egyesiilt Kirdlysagban és Ausztrdlidban, legutobb pedig Japanban
idéztek eld sulyos, véromléses vastagbélgyulladdssal jellemzett korképeket. A tiinetek az
esetek mintegy 10%-dban, foleg gyermekekben silyos, €letet is veszélyeztetd hemolitikus
uraemids szindromdba (HUS) mehetnek 4t, melyet a microangiopathids hemolitikus anaemia,
thrombocytopaenia jellemez. ElsOként Karmali és mtsai. figyelték meg (1983), hogy a HUS
egyes, citotoxint termeld E. coli (els6sorban O157:H7 tipusi) torzsek székletben vald
megjelenésével €s haemorrhagids colitisszel (HC) van Osszefiiggésben. Vizsgdlataik alapjan
néhany ilyen E. coli tenyészet szlirlete felting, irreverzibilis citopathogen hatast okozott Vero
sejteken. Ezen, és a fent emlitett kordbbi felfedezések (Konowalchuck €s mitsai., 1977,
O’Brien és mtsai., 1977) alapjan vélt vildgossd a Shiga-like azaz Shiga-szerti toxinok (SLT),
vagy mds néven Vero toxinok (VT) és az O157:H7-es tipusu torzsek okozta tn. hamburger
jarvanyok valamint a HUS kozotti Osszefiiggés (Mead és mtsai., 1997), melyek kimutatdsat
kezdetben megkonnyitette azon egységes tulajdonsdguk, hogy a széban forgd torzsek a

szorbitot nem bontjak.

Az OI157:H7 tipusu torzsek mellett azonban hamarosan felfigyeltek az elsésorban
Eurépéban fellépd tin. non-motile O157:NM torzsekre is (melyek a szorbitot nem bontjdk), s
ugyancsak sulyos jarvdnyok okozo6i lehetnek. A késObbiekben felfigyeltek olyan EHEC
torzsekre is, melyek egyéb (O26:H11, O103:H2, O111:NM, O113:H21) szerotipusokba
tartoznak, de minden bizonnyal varhat6 ezen szerotipusok listdjanak tovabbi bdviilése is.
Jelenlegi ismereteink szerint ilyen EHEC torzseket, embereken és szarvasmarhdkon kiviil,
kecskékben, juhokban, sertésekben, macskdkban, kutydkban és lovakban is kimutattak (Grif
és mtsai., 1998), de — mint kideriilt, ezen torzsek elsddleges forrdsa a szarvasmarha tej és hus

volt.
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A tiinetek kialakuldsdért a fenti O157 és nem-O157 tipusi EHEC torzsek esetében egy
komplex adhéziés mechanizmus és a méar fent ismertetett toxinhatds egyiittesen felelds (1.
abra). Jelenlegi ismereteink szerint a baktériumok elsddleges tapaddsat a bélhamsejteken egy
94-104 kb tomegti, in. EHEC-virulenciaplazmid 4ltal kodolt fehérje hozza 1étre. Ez az tun.
EHEC plazmid (melynek prototipusa a pO157 plazmid) kddolja az enterohemolizint is,
melynek pontos kortani szerepe jelenleg még nem ismert, de az eddigiek alapjan tgy tlnik,
hogy jelenléte a HC kifejlodésének egyik fontos feltétele. Az adhézié masodik 1€pése a bél
mikrobolyhokat karosité (attaching-effacing) (in. AE) hatds, melyet kordabban a kutatdk

enteropathogen E. coli (EPEC) okozta elvaltozasként ismertek meg (I1d. alabb).

1.3. Enteropathogen E. coli (EPEC)

A legrégebb ota ismert enterdlis pathogén E. coli csoport, mely ,,megorokolte” a
régebben valamennyi enterdlis koérokozoéra alkalmazott nevet (Neter, 1965), s melyet
hazdnkban a kordbban domindlé német irodalom alapjan még ma is ,,dyspepsia coli” néven
emlegetnek. Ezek, a tobbi enterdlis E. coli pathotipustdl jol elkiiloniild torzsek, az 50-es, 60-as
években silyos jarvanyokat okoztak a fejlett orszagokban is, mig mdra — valdszinlileg a
higiénés viszonyok lényeges javuldsa miatt — itteni jelenlétiik sporadikussa valt. Valtozatlanul
nagy azonban a jelentdségiik a kevésbé fejlett orszdgokban, ahol fdleg az egy éven aluli
csecsemOk hasmenését és bélgyulladdsat okozzdk (Nataro és Kaper, 1998; Trabulsi és mtsai.,
2002). Az EPEC fertdzottséget klinikailag a viz-szer(i, véltozo silyossagu, esetleg kronikus
hasmenés jellemzi. Szovettani és ultrastruktirélis vizsgalatok sordn a vékonybél hamsejtjein
taldlhatdé mikrobolyhoknak a baktériumok dltali elhajlitdsdt, majd a baktériumnak a
bélhamsejtek mikromembranjdra vald tapaddsat, a tapadds helyén pedig a sejtmembrin

dobogo-szerl kiemelkedéseinek (pedestal) képzddését észleljiik (1. és 2. dbra).
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2. abra EPEC (és EHEC) a gazdasejt feliiletén, mely altal kialakul a jellegzetes pedestal-

(emelvény) képzddés (Brett Finlay altal készitett kép).

Ezen jellegzetes morfologidju adhéziot ,,attaching-effacing” (AE) tipust adhézionak
(Moon €s mtsai., 1983) nevezziikk. Az AE 1€zi6rdl elsoként Staley és mtsai. (1969) szdmoltak
be, bar ekkor még ezt a kifejezést nem hasznadltdk. A kutatdcsoport ezt a szovettani elvaltozast
az 055 szerocsoporti humdn EPEC baktériummal mesterségesen fertdzott, kolosztrum
mentes Ujsziilott malacokon figyelte meg (Staley és mtsai., 1969). Késobb nyulakban és
emberekben is leirtak AE 1ézidkat (Takeuchi és mtsai., 1978; Ulshen és Rollo, 1980; Moon és
mtsai., 1983). Az AE 1€zi6 kovetkeztében a sejthez tapadé baktérium alatt a felszivo feliiletet
biztosité mikrobolyhok eltlinnek s a baktériumok kozvetleniil a bélhdmsejtek
mikromembrédnjdra tapadnak. Az EPEC és EHEC torzsekre jellemzo, a fenti, sajdtos
bélmikroboholy karosodast eldidézd E. coli baktériumokat gylijtd néven ,,attaching-effacing,,
Escherichia coli (AEEC) baktériumoknak nevezziik (Moon és mtsai., 1979, 1983). Az EHEC
és EPEC baktériumok tehdt kozos genetikai alapon szervezett AE tipusi adhézié révén
tapadnak a bél hamsejtjeihez, de mig az EPEC torzsek elsddleges tapadési helye a vékonybél,
addig az EHEC torzsek elsddlegesen a vastagbél hdmsejtjeit tdimadjak meg. Ezen tul eltér6 a
két pathocsoportban az, hogy mig az EHEC torzsek VT toxinokat termelnek, addig az EPEC
torzsek esetében ez a képesség hidnyzik. A fentiekkel 6sszhangban, 1995-ben a Sao Paulo-
ban tartott Masodik Nemzetkozi EPEC Szimpdziumon egységesen elfogadtdk, hogy EPEC-
nek tekinthetd minden olyan hasmenést okozé E. coli, amely a jellegzetes AE 1€zi6t hozza
létre a vékonybélben és nem termel Shiga-szeri vagy verocytotoxint. Ezen beliil az tn.
Htipikus EPEC” vagy més 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
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az adhézi6 a bfp gén éltal kédolt in. bundle-forming-pilusok (BFP) kozvetitésével jon 1étre.
Ezzel szemben az ,un. atipikus EPEC” (,,EPEC II) csoportba tartoz6 torzsek az EAF
virulenciaplazmiddal nem rendelkeznek (Kaper, 1996). A tipikus virulens torzsek tobbsége
meghatdrozott O csoportba tartozik. Az Egészségiigyi Vildgszervezet (WHO) 12 olyan O
szerocsoportot fogadott el, melyek a humidn EPEC-re jellemzdéek: 026, OS5, 086, O111,
0114, O119, 0125, 0126, 0127, 0128, 0142 és O158. Ezen a szerocsoportokban mindkét
EPEC tipus képviseldi eléfordulhatnak, de esetenként ilyen szerocsoportd, egyéb E. coli

pathocsoportba (pl. EAEC) tartozé torzsekkel is taldlkozhatunk (Trabulsi és mtsai., 2002).

A tipikus és atipikus EPEC torzsek eloforduldsit kiilonbozo foldrajzi helyekrol
jelentették. A legtobb tipikus EPEC torzset Sao Paolo-ban és Rio de Janeiro-ban, mig az
atipikus torzseket az Egyesiilt Kirdlysagban és Olaszorszagban izolaltdk. Ugyanilyen foldrajzi
kiillonbségek adédnak az egyes szerotipusok eldforduldsa kozott (Trabulsi és mtsai., 2002). A
virulencia tulajdonsdgokat tekintve a tipikus EPEC torzsek tulajdonsidgai homogénebbek:
csak azokat a virulenciafaktorokat termelik, amelyek az EAF plazmidon vagy a LEE (locus of
enterocyte effacement) pathogenitdsi szigeten kédolédnak. (A LEE pathogenitdsi szigetrdl
bdvebben egy kiilon fejezetben szélok.) Ezzel szemben az atipikus EPEC torzsek gyakran
termelnek EAST1 (enteroaggregativ hdstabil) toxint vagy AFA (afimbrialis adhezin)-t, illetve
egyéb olyan virulenciafaktorokat, amelyeket nem a LEE régi6 kédol (Trabulsi és mitsai.,
2002). A két csoport a sejttenyészeteken mutatott adhéziés tulajdonsdgokban is kiilonbozik. A
tipikus torzsek csak LA (lokalizalt adhézid) adhéziét mutatnak (Rodrigues és mtsai., 1996),
mig az atipikus torzsek egyéb: LAL (localized-like adherence), DA (diffiz adhézid) vagy AA

(aggregativ adhézi6) adhézié-mintdzatot is mutathatnak (Scaletsky és mtsai., 1984).

A kérkép kialakuldsdban nagyon fontos szerepe van egy kiils6 membranfehérjének
(intimin), amely létrehozza a baktérium €s a bélhamsejt kozotti szoros, visszafordithatatlan
tapadast. Ezt a fehérjét a LEE 16kuszon 1év0 eae (E. coli attachment effacement) gén kodolja.
Az eae gén N termindlis szakasza konzervativ, mig a C termindlisa variabilis, mely alapjan ez
iddig 10 eae (intimin) tipust azonositottak (Id.: késébb). Az egyes EPEC csoportba tartozo

szerotipusokhoz gyakran meghatarozott intimintipus tartozik (Trabulsi és mtsai., 2002).

Mint az eddigiekbdl is kitlint, az AE 1€zi6 kialakuldsdban szdmos gén jatszik szerepet.
Ezen folyamat egy — ma leginkabb elfogadott — modell szerint harom 1épcsében zajlik le

(Nataro és Kaper, 1998). ElsOként a baktérium €s az eukaryota sejt kozott egy laza tapadds jon
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létre. Ezt az EPEC torzsek egy részénél kordbban emlitett , koteges fimbria vagy bundle-
forming-pilus” (BFP) eredményezi. A BFP-t k6dol6 operon a 60 MDa tomegli plazmidon, az
un. tipikus EPEC torzsek esetében, az EPEC adherens faktoron (EAF), helyezkedik el. /Az
atipikus EPEC torzsek kozott ilyen faktoroknak tekinthetjiik a nydl-EPEC torzsek jellegzetes
fimbriait (Dow és mtsai., 2005)./

A maésodik 1€pés a szigndl transzdukcid, melynek sordn a baktérium a célsejtet a sajat
tapaddsara elOkésziti azdltal, hogy a tapaddsat eldsegitdé receptort (transzlokalt intimin
receptor=Tir) a gazdasejtnek atadja, s annak membranjan megjeleniti. A folyamatot tovabbi
bakteridlis gének (espA, espB, espD) vezérlik, melyek egyiittese egy kromoszdémalisan
elhelyezkedd, 35,5 kb méretli géncsoporton az un. ,,LEE (locus of enterocyte effacement)
pathogenitdsi szigeten” taldlhatok (McDaniel és mtsai., 1995; Perna és mtsai., 1998) (3. dbra).

Ezen folyamat 1ényegét illeten a tipikus és atipikus EPEC torzsek kozott kiilonbség nincs.

A pathogenitdsi sziget meghatdrozds (Hacker és mtsai., 1997) létrejottéhez —
egyébként — az a megfigyelés vezetett, hogy egyes koérokozd baktériumok virulencidhoz
kothetd génjei a kromoszoma meghatarozott részén a horizontélis terjedést lehetové tevo
génekkel egy kiillon mobilis régiot alkotnak. A pathogenitdsi szigeteket eldszor
extraintestindlis (uropathogen) E. coli torzsekbdl irtak le, késobb tobb pathogén baktériumrol

kideriilt, hogy a virulenciagénjeik a kromoszémaén ilyen szigeteket alkotva helyezkednek el.

LEE A LEE B LEE C LEED
escRSTU escCJ escV escN tir orfU eae espADB
III. tipust szekrécids rendszer intimin szekretalt
fehérjék

3. abra A LEE 16kusz (Nataro és Kaper, 1998)

A LEE pathogenitasi sziget 4 nagyobb funkcionélis régiéra oszthaté (LEE-A, -B, -C, -
D). A LEE-A és -B régiok a IIl. tipusu szekrécids rendszer fehérjéihez sziikséges géneket
valamint a ler (LEE-encoded regulator) gént kodoljak. A Ler fehérje a LEE-n valamint
néhany LEE-n kiviil elhelyezkedd géneket is reguldl (Elliott és mtsai., 2000). Az egyes LEE
régidkat reprezentdld kulcsgéneket a 3. dbra mutatja be. A LEE-C région taldlhaté az eae (E.

coli attachment effacement) gén (melynek terméke az intimin), amely a szoros tapadast hozza
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l1étre a baktérium €s az eukaryota sejt kozott. Ennek a sejten megjelend receptora a Tir, melyet
a LEE-C régio tir génje szabdlyoz. A LEE-D operon olyan fehérjéket kodol, amelyek a III.
tipust szekrécids rendszer altal termelddtek (Frankel és mtsai., 1998). A folyamat végsd
stddiumaban kialakul a baktérium és az éltala termelt, transzportdlt majd az eukaryota sejt
kiils6 membranjaba beépiilt receptor (Tir= translocated intimin receptor) kozotti szoros
kapcsolat (Kaper, 1998). A szoros tapadast egy 94-97 kDa tomegi kiils6 membrénprotein, az
intimin alakitja ki, melyet az elébb emlitett eae gén kdédol (Jerse és mtsai., 1990). E
fehérjének N termindlisa valtozatlan (konzervativ), mig a C termindlison az utolsé 280
aminosav, amely a kotddésért kozvetleniil felelds, varidbilis. Ez a varidbilis régio lett az alapja
az intimin molekuldris tipizdldsdnak, melynek eredményeként ez iddig 10 intimin tipust
hatdroztak meg. Ezek jel6lése a gorog abce betliit koveti: o, B, v, 0, € (Oswald és mtsai., 2000),
€, 1, M, ¥ és O (Zhang és mtsai., 2002; Krause és mtsai., 2005). Az o-intimin a tipikus EPEC

torzsekre, mig a y-intimin az EHEC torzsekre jellemzd (Nataro és Kaper, 1998).

Tipikus EPEC torzset még nem taléltak dllatokban (Nataro és Kaper, 1998), ami arra
enged kovetkeztetni, hogy ezen baktériumoknak egyediili rezervodrja maga az ember. Az
026:H11 szerotipusu atipikus EPEC torzs szarvasmarhdban val6 el6forduldsa viszont mér
régota jol ismert (Gyles, 1994). Az O128:H2 szerotipus nyulakban, kutydkban és macskdkban
gyakori, mely torzseket féleg Brazilidban izolaltak (Trabulsi és mtsai., 2002). Viélasztas kord
nyulakban ezen kiviil az O15 és az O103 csoportok is képesek hasmenést okozni (Cantey és
Blake,1977; Dow és mtsai., 2005). Nyugat-Eurépdban gyakran izoldltak EPEC-szerii E. coli
torzseket hasmenéses nyulakbdl. Ezek az O109, O103 és az 026 szerocsoportokba tartoztak
(Milon és mtsai., 1999). A legrészletesebben vizsgalt nytil EPEC torzs a RDEC-1 nevi, O15
szerocsoportl E. coli torzs, melynek a hamsejthez valo tapaddsdban illetve a kolonizéacidjaban
szerepet jatszd, plazmidon koédolt fimbridlis adhezineket irtak le: AF/R1 (adhesive
factor/rabbitl) (O’Hanley és mtsai., 1978; Berendson és mtsai., 1983). Tovabbi ilyen, a nytl
EPEC torzsekre jellemz6 adheziv fimbridk az AF/R2 (Milon és mtsai., 1990; Fiederling és
mtsai., 1997) és a Ral fimbria (rabbbit EPEC adherence locus) (Adams és mtsai., 1997).

A 22,6 kb méretli OI-122 PAI jelen van majdnem minden EHEC és tipikus EPEC
torzsben (4. dbra). Az OI-122 26 ORF-et tartalmaz, melyek koziil tobb, mas baktériumfaj
pathogén torzseit is jellemzi. Igy, pl a pagC, mely a Salmonella enterica serovar

Typhimuriumban keriilt el6szor kimutatdsra (Pulkinnen és Miller, 1991), illetve a sen, mely a
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Shigella flexneri enterotoxin 2-vel (Nataro és mtsai., 1995) homoldg. A szintén ezen sziget
altal kodolt efal (Nicholls és mtsai., 2001) gén terméke a kolonizacids folyamatokban jatszik
szerepet. Az efal génben bekovetkezd mutéacié kozvetett médon befolyédsolja a kolonizacids
folyamatokat azéltal, hogy a LEE dltal kédolt effektor fehérjéknek a szekrécidjat csokkenti
(Stevens, 2004).

-~ J00E0

|||. I'I wspl  aspf Salm Transpos. P4 imograse
WA

LEE (35.7 kb) 0122/SpLE3 (22.6 kb)

4. abra Az OI-122 pathogenitasi sziget (Morabito és mtsai., 2003)

Az EDL933 és Sakai E. coli O157:H7 EHEC torzsek esetében a PheV tRNS 16kuszba
integrdlédva fordul eld, és az OI-122 pathogenitdsi sziget 5° végén elhelyezkedd efa/lifA
gének a LEE pathogenitdsi szigettdl mindossze 0,7 Mb-ra helyezkednek el. Szamos torzs

esetében az OI-122 és a LEE egy PAI-t alkotnak (Morabito, 2003).

Az EPEC pathogenezisének illetve az AE 1€zi6 kialakuldsdnak a tanulmanyozésdra
szamos sikeres modellkisérletet végeztek nyulakban, malacokban, csirkékben valamint in
vitro szovettenyészeteken (Knutton €s mtsai., 1989; Potter és mtsai., 1985; Shermann és
mtsai., 1988; Tzipori és mtsai., 1987). Gnotobiotikus tjsziilott malacokon végzett kisérletek
(Helie és mtsai., 1991) sordn kimutattak AE 1ézidkat a duodenumban, jejunumban és az
ileumban, de a vastagbélben (caecum és colon) még a fertdzést koveté masodik napon sem,
bar a kolonizacié6 megtortént. A fenti kutatok egy kezdeti tapadasrdl is beszamoltak, mely
sordn a bélnyédlkahartya hamsejt apikalis része és a bakteridlis sejtfal oly médon rendezdédik
at, hogy egyméashoz igazodnak, de egy sziik rés marad koztiik. Ilyen fenotipust az emberi

eredetli EPEC torzsek altal okozott AE 1€zi6 esetében nem figyeltek meg.

Sertések esetében az EPEC eldforduldsat foleg a valasztiskori hasmenéssel
kapcsolatban figyelték meg. A pathomechanizmus jé néhdny részlete, mely révén a hasmenés

esetleg kialakul, pontosan még nem ismert. Eddigi ismereteink szerint sertésekben
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leggyakoribb szerocsoportok: 026, 045, 0108, O141 (Gyles, 1994; Janke és mtsai., 1989;
Helie és mtsai., 1991).

A sertés EPEC tovabbi tanulmédnyozdsa sordn egy Uj virulenciagént, a paa (porcine
attaching effacing) gént irtak le, amely — gy tlinik —, hogy a bélnyélkahértydhoz valé6 tapadas
korai stddiumdban jétszik szerepet (An és mtsai., 1999). Ezt a gént eldszor egy kanadai —
vélasztdsi hasmenéses esetbdl izoldlt — sertés EPEC torzsben (045, eae-f) (An és mtsai.,
2000), késobb pedig EHEC és ETEC izolatumokon is kimutattdk (An és mtsai., 1999; Dow és
mtsai., 2005). Lengyelorszdgi és sz€élesebb korli kanadai vizsgélatok a védlasztott sertésekbdl
mutattak ki intimin génnel rendelkezd (eae™) E. coli torzseket, azok részletesebb vizsgilata
nélkiil. A fent emlitett kanadai torzs EPEC csoportba soroldsa a kolosztrum mentes tjsziilott
malacok belében észlelt AE 1€ézidk alapjan tortént, s a szerzok ugy vélték, hogy a sertés EPEC
torzseknek a vélasztdsi hasmenés eloidézésében szerepe van (Helie é€s mtsai., 1991; An és
mtsai., 2000). Legutébb Németorszdgban, Krause és mtsai. vagohidi, egészséges sertésekbol
szarmazo E. coli torzsek intimintipusét vizsgéltdk: az eléfordulé tipusok: B, €, v és 0 (Krause

€s mtsai., 2005) voltak. A szerzok a paa gén eléforduldsat viszont nem nézték.

A fenti tanulmdnyokbdl Osszefoglalhatéan megdllapithatd, hogy a valasztott
malacokbdl az eae” E. coli torzsek tobb-kevesebb gyakorisdggal kimutathaték, s a néhdny
részletesebben vizsgdlt torzs tobbsége az 045-6s szerotipusd, B-intiminnel rendelkez6 EPEC
csoportba sorolhat6. Nem taldlkoztunk viszont olyan tanulménnyal, mely ilyen E. coli
torzseket egészséges és valasztott malacokban jarvanytani szempontbdl, illetve a bélcsatorna
kiilonbozé szakaszain, szisztematikusan igyekezett volna izoldlni, genetikailag és

fenotipusosan jellemezni, majd 6sszehasonlitani.
Vizsgélataink kezdetén ugyancsak hidnyat lattuk olyan adatoknak, mely az ilyen eae”

torzsek adhézigjat széles korben elérhetd sejtvonalon (pl. HeLa) vagy kozvetleniil a vélasztott

malacok belében vizsgalta volna.
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Célok

Mivel tehét az eae” illetve EPEC baktériumok jérvénytani sajitossdgat és pathogenezisét
vdalasztott malacokban ez iddig alig vizsgéltdk, munkank sordn a valasztott malacok EPEC

baktériumainak tanulmanyozasat tiiztiik ki célul az alabbi részfeladatok megjelolésével.

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

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

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

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

vizsgélhatjuk.

4. Kisérletesen eldidézett betegségekkel tanulmanyozzuk a fertézés pathogenezisét, mely

véalasztott malacokban, az eddig djsziilott malacokban leirtakhoz képest, eltéro lehet.
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2. Vilasztott malacokbdl izolalt eae” E. coli baktériumok fenotipusos és

molekularis jellemzése

2.1. Anyagok és médszerek

2.1.1. Mintagyiijtés

A bélboholy kérosité baktériumokat hasmenéses korelézménnyel elhullott, valasztds
koru sertések bélnyalkahartya-kaparékaibdl gytijtottiik az orszdg kiillonbozé teriileteirél. A
Debreceni, a Kaposvdri és az Orszdgos Allategészségiigyi Intézetek Koérbonctani
Osztdlyainak segitségével 0sszesen 137, vélasztasi hasmenésben elhullott 4-6 hetes vélasztott
malac bélnydlkahartya-kaparékat (kb. 0,5 g) vizsgaltuk meg. Minden 4llatb6l két helyrdl:
csipObél (ileum) és a remesebél (colon) nyalkahdrtydjar6l gylijtve kaparékot. Az allatok
Osszesen 11 kiilonbozo gazdasagbdl szarmaztak. Ezen kiviil végbéltamponokat is gy(ijtottiink,
melyek 3 gazdasdg 27 hasmenéses €s 57 nem hasmenéses vélasztdsi, 4-8 hetes malacabodl
szdrmaztak. Osszesen 13 gazdasig mintdit vizsgiltuk meg, tigy, hogy 1 gazdasig esetében

koérbonctani (csipd- és remesebél) valamint bélsar mintdkkal is rendelkeztiink.
2.1.2. Baktériumtorzsek és statisztika

A bélnyélkahdrtya-kaparékokbdl illetve a bélsartamponokbdl 10-es alapu higitdsi sort
készitettiink. A 10 ®-os, 10 -es és a 10 *-as higitdsokbSl 100 pl-t szélesztettiink iivegbot
segitségével bromtimolkék-lakt6z tartalmu indikétor taptalajra (Merck). Minden mintabdl 3-
12 kiilondllé E. coli telepet tovabboltottunk, igy Osszesen 2237 izoldtumot kaptunk. Ezek
koziil az eae™ E. coli baktériumokat az eae génre tervezett PCR-rel, (4ltalaban 5-8 telepet
egybevonva) szlrtik ki. A pozitiv telepeket tisztitds (klénozds) utdn glicerines TSB-be

oltottuk és a tovabbi vizsgalatokig ~80'C-on téroltuk.

A kiilonb6zé PCR-ekhez haszndlt referenciatorzsek az 1. tablazatban vannak
feltiintetve. A 103 és 113 sz. E. coli torzseket (béleredetli, intimin-negativ vad izol4dtum)
negativ kontrollként hasznéltuk. A C600-as jelii K12-es torzset ,,abszolit” negativ kontrollnak

tekintettiik (II. tdblazat). A pozitiv kontrollként szolgdlé sertés EPEC torzset (86-1390) John
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Fairbrother-t8]1 (Faculty of Veterinary Medicine, University of Montreal, Saint-Hyacinthe,
Quebec, Canada), mig a humédn EPEC torzset (E2348/69) Herbert Schmidt-tél (Department of
Microbiology and Hygiene, Medical Faculty Carl Gustav Carus, Technical University of
Dresden, Germany) kaptuk.

A bél- illetve a bélsdreredetii eae-f torzsek el6forduldsanak statisztikai kiértékeléséhez

a Fischer-féle probat alkalmaztuk (Houe és mtsai., 2004).

2.1.3. Genotipusos jellemzés polimeraz lancreakcioval és DNS alapu telep-

hibridizacioval

A kiilonb6z6 virulenciagének el6fordulasdt PCR reakcidkkal, T3 Thermocycler
(Biometra) késziilékkel vizsgaltuk. A PCR primereket a Creative Labor Kft.-vel (Szeged)
szintetizdltattuk. Az egyes primerek szekvencidit, a termékek méreteit valamint a
referencidkat az I. tabldzat tartalmazza. A PCR termékeket 1,5%-os TAE agardzgélben
futtattuk. A gélhez a kiontés el6tt a DNS lathatova tétele érdekében etidium-bromidot adtunk
0,5 pg/ml végkoncentracidoban. Az elektroforézis horizontalis gélrendszerben, 1-szeres
toménységli TAE pufferben (0,04 M tris-acetat, 0,001 M EDTA) tortént, 90-120 V
fesziiltséggel. Az elektroforézist kovetden a géleket 302 nm hulldmhosszi UV atvilagito
asztalon digitdlis kamerdval (Kodak Digital Science DC120) fényképeztiikk és a gélfotdk

archivdlasahoz a Kodak Digital Science 1D programot alkalmaztuk.
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L. tablazat A vizsgélatokhoz hasznalt PCR primerek, kontroll torzsek és a PCR ciklusok referencidi

Primer Gén Szekvencia Amplikon Kontroll Referencia
(5°-3%) mérete (bp) torzsek

B52/B53 eaeA AGG CTT CGT CAC AGT TG 570 EDL933 China és mtsai., 1996
CCA TCG TCA CCA GAG GA

EAF1/EAF2 EAF CAG GGT AAA AGA AAG ATG ATA A 392 E2348/69 Franke és mtsai., 1994
TAT GGG GAT CAT GTA TTA TCA

EP1/EP2 bfp AAT GGT GCT TGC GCT TGC TGC 747 E2348/69 Gunzburg és mtsai., 1995
GCC GCT TTA TCC AAC CTG GTA

B54/B55 stxl AGA GCG ATG TTA CGG TTT G 388 EDL 933 China és mtsai., 1996
TTG CCCCCA GAG TGG ATG

B56/B57 Stx2 TGG GTT TTT CTT CGG TAT C 807 EDL933 China és mtsai., 1996
GAC ATT CTG GTT GAC TCT CTT

155-F1/155-R1 paa ATG AGG AAC ATA ATG GCA GG 350 86-1390 Batisson és mtsai., 2003
TCT GGT CAG GTC GTC AAT AC

B213/B214 espD GCT GGA TTT ACA ACT GG 417 E2348/69 Goffaux és mtsai., 2000
NTT TCT CTT CGG CTT TY

AF/R1-F/AF/R1-R afrl TAC CGT TACTGC GAA GACCT 230 RDEC-1 Dow és mtsai., 2005
CGT GCT GTT AAT CGCCACTA

AF/R2-F/AF/R2-R afr2 AAGTTA GGG GACGCC ATT AC 518 E22 Dow és mtsai., 2005
CCA GGA CTT ATT CTG ACC AG

ralG-F/ralG-R ral GAT CTTTGG CAGTGG ACAC 577 83/39 Dow és mtsai., 2005
CGG CAACAGTTCCITTTTG AA

cnfs-A/cnfs-B cnf CTG GAC TCG AGG TGG TGG 533 J96 Blanco és mtsai., 1996
CTC CTG TCA ACC ACA GCC

CDT-s1/CDT-asl GAA AGT AAA TGG AAT ATA AAT GTC CG

cdtB GAA AAT AAATGG AAC ACACATGTCCG 466 1404 Téth és misai.. 2003a

CDT-s2/CDT as2 AAATCA CCA AGA ATCATCCAGTTA ”
AAATCT CCT GCA ATCATCCAGTTA

PCVDA432 start/stop PAA CTG GCG AAA GAC TGT ATC AT 630 17-2 Schmidt és mtsai., 1995
CAA TGT ATA GAA ATC CGC TGT T

EAST-1S/EAST-1AS astA GCC ATC AAC ACA GTA TAT CC 106 17-2 Yatsuyanagi és mtsai.,
GAG TGA CGG CTT TGT AGT CC 2002

SK1/LP2 eae-a CCC GAA TTC GGC ACA AGC ATA AGC 2807 E2348/69 Schmidt és mtsai., 1993

CCC GAATTC TTA TTT TAC ACA AGT GGC
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SK1/LP3
SK1/LP4
SK1/LPS
SK1/LP6B
SK1/LP7
SK1/LP8
SK1/LP10
SK1/LP11B
stal/sta2
stb1/stb2

1t1/1t2
AMO005/AMO006
K99A/K99B
fedA-F/fedA-R
hlyAl/hlyA4
ZA4321-a/Z4321-b
7A4326-a/Z4326-b

74332-a/74332-b

74333-a/Z4333-b

eae-y
eae-f
eae-€
eae-&
eae-1
eae-1]
eae-K
eae-0
sta
stb

It

14

F5
fl8
ehly
pagC
sen
efal

efal

CCC GAA TTC GGC ACA AGC ATA AGC
CCC GAA TTC TTA TTC TAC ACA AAC CGC
CCC GAA TTC GGC ACA AGC ATA AGC
CCC GTG ATA CCA GTA CCA ATT ACG GTC
CCC GAA TTC GGC ACA AGC ATA AGC
AGC TCA CTC GTA GAT GAC GGC AAG CG
CCC GAA TTC GGC ACA AGC ATA AGC
TAG TTG TAC TCC CCT TAT CCC

CCC GAA TTC GGC ACA AGC ATA AGC
TTT ATC CTG CTC CGT TTG CT

CCC GAA TTC GGC ACA AGC ATA AGC
TAG ATG ACG GTA AGC GAC

CCC GAA TTC GGC ACA AGC ATA AGC
GGC ATT GTT ATC TGT TGT CT

CCC GAA TTC GGC ACA AGC ATA AGC
GTT GAT AACTCCTGATATTITA
TTT CTG TAT TAT CTT TCC CC

ATT ACA ACA AAG TTC ACA GC

TCT TCT TGC ATC TAT GTT CG

TCT CTA ACC CCT AAA AAA CC

TTA CGG CGT TAC TAT CCT CTC TA

GGT CTC GGT CAG ATA TGT GAT TC

GGT GAT TTC AAT GGT TCG GTC

AAT GCT ACG TTC AGC GGA GCG

TAT TAT CTT AGG TGG TAT GG

GGT ATC CTT TAG CAG CAG TAT TTC
GTG AAA AGA CTA GTG TTT ATT TC

CTT GTA AGT AAC CGC GTA AGC

GGT GCA GCA GAA AAA GTT GTA G

TCT CGC CTGATA GTG TTT GGT A

ATG AGT GGT TCA AGA CTG G
CCA ACT CCA ACA GTA AAT CC
GGA TGG AAC CAT ACC TGG

CGC AAT CAATTG CTAATGC
CTC CCA GAG ATA ATTTTG AGG
CAA CTG TAT GCG AAT AGT ACTC
CTG TCA GAC GAT GAC ATT GG
GAA GGATGG GCATTGTGT C

27

2792

2287

2608

2430

2685

2590

2769

2686

167

138

275

764

314

509

1550

521

551

504

547

EDL933

RDEC-1

PMKS5

4795/97

7476/97

CF 11201

6044/95

CL-37

2173

2173

263

263

431

2173

EDL-933

E2348/69

E2348/69

E2348/69

E2348/69

Schmidt és mtsai., 1993
Oswald €és mtsai., 2000
Oswald és mtsai., 2000
Zhang és mtsai., 2002
Zhang és mtsai., 2002
Zhang és mtsai., 2002
Zhang és mtsai., 2002
Zhang és mtsai., 2002
Alexa és mtsai., 1997
Alexa és mtsai., 1997
Alexa és mtsai., 1997
Choi és Chae, 1999

Franck és mtsai., 1998

Imberechts és mtsai., 1994

Hess és mtsai., 1986

Karmali és mtsai., 2003
Karmali és mtsai., 2003
Karmali és mtsai., 2003

Karmali és mtsai., 2003



A LEE régi6 feltérképezéséhez harom DNS hibridizaciés probat (LEE-A, -B, -D)
haszndltunk. A LEE-C prébat nem végeztiik el, mert az eae génre valé 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 szdrmazé, 2300 bp hosszdsdgd DNS szakasz. A prébakat [a-"°P] dCTP
foszforizotoppal jeloltik és a jelolést un. ,random priming” modszerrel végeztiik, a
forgalmazé eldirdsa szerint (Ready to go, Pharmacia). Az agartiptalajon megfeleld
elrendezésben kitenyésztett E. coli telepek DNS-hibridizadcidjat Jacques Mainil
laboratériumédban (Bacteriology Department of Infectious and Parasitic Diseases, Veterinary

Faculty, University of Liege, Belgium), Goffaux és mtsai. (1997) szerint végeztiik.

2.1.4. Fenotipizalas

Az eae” E. coli torzsek szerotipizalasat (O- és H tipusuk meghatdrozdsat) Lothar Beutin
(Division of Emerging Bacterial Pathogens, Robert Koch Institute, Berlin, Germany) végezte
(Drskov és @Orskov, 1984; Bettelheim és Thompson, 1987 mddszerei alapjan). A hemolizist
5% juhvért tartalmazé agaron végzett, egyéjszakds, 37 C-on torténé inkubéciét kovetden
kialakulé hemolitikus zéna alapjan allapitottuk meg. Az antibiotikum rezisztencidt standard
korong difftiziés mdédszerrel (CLSI, 2005) hataroztuk meg a kovetkezd antibiotikumokra:
sztreptomicin, gentamicin, kléramfenikol, nalidixsav, enrofloxacin, ampicillin, tetraciklin és

kotrimoxazol.

2.1.5. In vitro adhézios tesztek

Az 6sszes eae” E. coli torzs fenotipusos jellemzése az in vitro sejtadhézids tesztet is
magdaba foglalta. Pozitiv kontrollként egy sertés eredeti (PEPEC 86-1390), valamint egy
emberbdl izoldlt EPEC (E2348/69) torzset haszndltunk; negativ kontrollként pedig a két eae-
negativ béleredetli vad és a C600 K12 torzset alkalmaztuk (III. tablazat). A HelLa (ATCC:
CCL-2) és PK15 (sertés vese sejtvonal, ATCC: CCL-33) sejteket 5 ml-es mini petricsészében
(NUNC) novesztettiik egy éjszakan at. Masnap a sejttenyészeteket haromszor mostuk PBS-
sel, majd 3 ml un. ,,interakcid oldatot” tettiink a sejtekre (85% Dulbecco Minimal Essential
Medium, 5% foetal borjisavd, 0,25% glutamin, 1% D-mann6z) (De Rycke és mtsai., 1997).

Az 1igy elOkészitett sejttenyészetekhez 50 upl 18 Ords, stacioner, TSB-be oltott
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baktériumtenyészetet adtunk, majd 5% CO;-ot tartalmazd termosztatban, 1 illetve 6 6rdn at
37°C-on inkubdltuk. Az adhézi6 ledllitdsa haromszori, PBS-sel val6 mosas utin metanollal
tortént. A megszaradt készitményeket 10%-os Giemsa oldattal festettiik. Az adhézids
vizsgalatokat minden esetben 2-4 alkalommal ismételtiik. A human EPEC torzsek hatasaként
HeLa sejteken, ahol a baktérium tapadt, sokszor aktin felhalmozd6das (dtrendezddés)
mutathaté ki (Knutton és mtsai., 1989). Ennek felderitésére a PK15 — és a human EPEC torzs
esetében Hela sejteken is —, aktin festést végeztiink fluoreszcens izotiocianat-falloidinnel
(Sigma) (Knutton és mtsai., 1989), melynek értékelése fluoreszcens és fazis kontraszt

mikroszkoppal tortént.

In vitro vizsgalatokat MDBK (ATCC: CCL-22) valamint bovin primer bélhdmse;jt-
vonalon (jejunum és colon) is végeztink. Ezek a vizsgdlatok Jacques Mainil
laboratériumdban késziiltek. A sejteket 24 lyukd szovettenyésztd lemezben novesztettiik. Az
adhézids vizsgalatot ugyanigy végeztiik, de a fixalas paraformaldehiddel, majd a festés pedig

hematoxilinnel (Mayer-oldat) és eozinnal tortént.

Szelektélt esetekben a PKI15 sejtek és a baktériumok kapcsolatinak vizsgdlatira
transzmisszids elektronmikroszképos vizsgdlatokat is végeztiink. Ezen esetekben a
szovettenyészetet a megfeleld torzsekkel végzett 8 6rds inkubdcidt kovetden a PBS-sel
mostuk, majd 5%-os tripszinnel emésztettiik maximum 10 percen at, 37 C-on. A sejteket 1000
rpm fordulatszdmon 10 percig centrifugaltuk, majd a feliilusz6 ledntése utan 10%-os pufterolt
formalinnal fixdltuk, majd bedgyazds és metszés utdn Hitachi H7100 tipusu
elektronmikroszképpal a kovetkezd baktériumok PK15 sejteken torténd adhézidjanak 0,5 pm
vékonysdgu blokkjait vizsgaltuk: #5 (O45:H11, eae-p,), #22 (O123:H11, eae-p), #42
(0O145:H28, eae-y), sertés EPEC 86-1390 (045, eae-f), humén EPEC E2348/69 (O127:H7,

eae-o) (1. és I1. tablazat).
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2.2. Eredmények

2.2.1. Valasztott malacokbol izolalt EPEC torzsek eléfordulasa, 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 koérelézménnyel rendelkezd allatbol szarmaztak (11,7%),
amelyek Osszesen 11 gazdasagot képviseltek (II. tdblazat). Az éllatok elhulldsdnak diagnézisa
4 gazdasdg esetében E. coli okozta hasmenés volt. Ez a megdllapitds azon alapult, hogy a
csip6bélbél felkent nyélkahdrtya-kaparékbdl 10°-10° CFU/g mennyiségii hemolizalé E. coli
nott ki. Két gazdasagbdl az déllatokban virusos megbetegedéseket (circovirus, Aujeszky
betegség) diagnosztizaltak (Orszdgos Allategészségiigyi Intézet, Kérbonctani Osztaly); mig 5
gazdasagbol érkezd hulldkbol semmilyen specifikus, elhullast okozd betegséget nem tudtak

megallapitani.

I1. tablazat A hasmenéses és a nem hasmenéses valasztott malacokban el6fordulé eae’ E.coli

izolatumok gyakorisaga

Mintak Sertések E. coli eae* E. coli  eae' E. coli  eae" sertések

szama (n) izolatumok  izolatumok torzsek szama
szama (n) szaman (%) szama (n) n (%)

Bél 137 1722 50 (2,9%) 20 16 (11,7%)

(hasmenéses)

Bélsar 27 209 6 (2,9%) 5 5 (18,5%)

(hasmenéses)

Bélsar 57 306 26 (8,5%) 12 8 (14,0%)

(nem

hasmenéses)

Osszesen 221 2 237 82 37 29
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A tovabbiakban 3 gazdasdgbol szdrmazd, 27 hasmenéses €s 57 nem hasmenéses
vdlasztdsi malacbdl vett bélsartamponbdl Osszesen 209 illetve 306 E. coli izoldtumot
vizsgaltunk, melyekbdl 6sszesen 32 eae™ izoldtumot nyertiink. Ezek 5 hasmenéses (18,5%) és
8 egészséges (14%) allatbol szarmaztak (II. tablazat). Statisztikai analizis sordn a hasmenéses
illetve egészséges malacokban eléfordulé eae” izoldtumok gyakorisdgat illetéen szignifikdns

kiillonbséget megéllapitani nem tudtunk.

Az 50 béleredetli és a 32 bélsareredetili izolatumot szerotipizaltuk és az I. tdblazatban
feltiintetett, kiilonboz6 virulenciagének jelenlétére PCR segitségével tovabb vizsgaltuk,
valamint az intimintipusukat is meghatdroztuk. A 82 eae” izoldtum analizise soran kideriilt,
hogy néhanyuk, amelyek egyazon dllatb6l szarmaztak, — azonos feno- és genotipusos
tulajdonsaggal rendelkeztek. Azokat az izolatumokat tekinthettiik kiilonall6 torzsnek, amelyek
kiillonboz6 allatb6l szdrmaztak és/vagy kiilonb6zd feno-és genotipusos tulajdonsdgokkal
rendelkeztek. Igy a 82 izoldtumbdl 4ll6 gyiijteményt, ezen kritériumok alapjan, 37 eae®

torzsre csokkentettiik. A 37 torzs koziil 20 béleredetli, mig 17 bélsareredetii volt.

A szerotipusok, intimintipusok és a paa 16kusz jelenlétére vonatkozé adatokat a III.
tdblazatban tiintettiik fel. Az intesztinalis torzsek dominans szerotipusa az O123:H11 (40%)
volt, mig a bélsarbdl szarmazod torzsek kozott az O108:H9 szerotipus volt a leggyakoribb
(23%). A H tipusok koziil a H10 és a H11 fordult eld leginkdbb. Az dsszes 045, 049 és az
0123 torzs, csakdgy, mint az egyediili O157:H2 torzs, P tipusd intiminnel rendelkezett. A
hullakbél szarmazé torzsek 85%-a (17/20) [-eae tipusd, mig 10%-a (2/20) jeae tipusi volt.
Ugyanez az ardny a bélsdrtamponokbdl izolélt torzseknél 53% (9/17) és 23,5% (4/17) volt (p<
0,025). Egy remesebélbdl és négy bélsarbol szarmazd torzs az eddig eae- a-t6l eae-6-ig leirt

intimintipusok primereivel nem volt tipizalhat6 (I. tablazat).
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IIL. tablazat Valasztott malacokbdl izoldlt 37 db eae® E. coli torzs szero- és genotipusa

valamint az in vitro tapadasi tulajdonsaguk

Torzs Minta O-tipus H-tipus eae tipus paa  HeLa6h PK156h
szama

#5 ileum 045 H11 B + — ++
#18 ileum 045 HI11 B + — ++
#27 ileum 045 HI11 B + - _
#1 colon 049 H10 B + - _
#2 colon 049 H10 B + — _
#29 ileum 049 H10 B — — _
#31 ileum 049 NM B + - _
#15% colon 0123 H11 B + - +/-
#17% ileum 0123 Hi1 B + - ++
#22° colon 0123 H11 B — - ++
#32° colon 0123 HI11 B + - +/-
#41° colon 0123 H11 B — - +
#76° colon 0123 H11 B — _ _
#84° colon 0123 H11 B — - +/-
#4 colon 0153 H11 B — — _
#10° ileum 084 H7 y - - ++
#13 ileum 028 H28 Y + - +/-
#14 colon 028 H28 UuT + — —
#85 colon R tipusu HI1 B - - —
#88 ileum R tipusu HI11 B — + ++
#73° bélsdr 076 H7 y + - -
#69° bélsér 0103 HI11 B + — _
#72"" bélsdr 0157 H2 B - - +
#70%° bélsar 0123 HI11 B + +/- ++
#71° bélsar R tipusd Hil B - + ++
#75 bélsar 028 H28 UT + — _
#46 bélsér 028 H28 B + - _
#58 bélsar 076 H7 Y + — _
#50 bélsér 0108 H9 B - - +/-
#59 bélsar 0108 H9 UT — — _
#60 bélsér 0108 H9 B - - +
#65" bélsér 0108 H9 UT - - +/-
#42 bélsar 0145 H28 Y + - +
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#53 bélsar ONT H7 B + - -

#48 bélsar R tipusua H28 Y + - +/-
#61 bélsér R tipusi H9 B - - +/-
#68° bélsar R tipusi H10 UT - - -
86-1390 bél 045 NT B + - ++
E2348/69 bélsér 0127 H6 o - ++ ++
#103 ileum NT NT - NV - -
#113 ileum NT NT - NV - -
C600 K12 NT - - - -

NT: nem tipizalt

UT: nem tipizalhat6

ONT: O tipus nem tipizalhat6

NV: nem vizsgélt

" hemolizalé torzsek: #10, 72 és 65

*az 0sszes 0123 szerocsoporttal rendelkez torzs szeroldgiai keresztreakciot mutatott az O4-
es antiszérummal szemben. Ezt az O123-as referenciatorzsrél (W43) nem irtak le (Edwards
and Ewing’s, Identification of Enterobacteriaceae, Fourth edition, William H. Ewing ed.,
Elsevier, New York, 1986)

® hasmenéses malacokbdl szarmazé torzsek

“#68-as szamu torzs astA génnel rendelkezik

33



Hemolitikus aktivitds csak egy intesztindlis és két bélsareredetli torzsnél volt
megfigyelhetd. Itt szeretnék kiilon rdmutatni arra, hogy a vizsgalt 37 eae” E. coli torzs koziil
PCR-rel 4 torzs enterohaemolysin gén-hordozénak bizonyult (1. kép), mely lelet felveti annak
gyanujat, hogy ezek a torzsek az EHEC virulenciaplazmidhoz hasonlé plazmiddal
jelentkeznek. A torzsek antibiotikum rezisztencia tulajdonsidgai a kovetkezOképpen
Osszegezhetdk: 68%-uk volt rezisztens tetraciklinre, 43% sztreptomicinre, és 5%-uk
nalidixsavra. A torzsek nem mutattak rezisztencidt enrofloxacinre, gentamicinre,
kléramfenikolra, ampicillinre és kotrimoxazolra. Figyelemre mélt6, hogy a torzsek 37,8%-a

mutatott multirezisztenciat (3-6 antibiotikummal szembeni rezisztencia alapjan).

Az egyéb virulenciagénekre irdnyul6 vizsgélatok sordn kideriilt, hogy egyik torzs sem
hordozza a humdn 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, f18, stxl, stx2) jellemzd virulenciagéneket. Gylijteményiinkben a nyil EPEC
fimbridlis adhezineket kodold gének (afrl, afr2, ral) sem fordultak eld. Ezzel szemben az
astA gén, amely a hostabil EAST1 enterotoxint kédolja, egy béleredetii torzsben (eae* R-

tipusu:H11) kimutathat6 volt.

A paa gén a torzsek 54%-aban (20/37) fordult eld, még pedig egyforma ardnyban

mindkét (bél- és bélsareredetil) csoportban.

A LEE régiok kimutatasara iranyulé DNS hibridizacios vizsgélatok sordn valamennyi
torzs mindhdarom LEE préobdval (A, B és D) pozitiv eredményt adott. Ez — az intiminre
iranyul6 PCR vizsgalatok eredményeit is figyelembe véve — azt mutatja, hogy az eae®
kollekci6 minden tagja lényegében a LEE I6kusz valamennyi régidjaval (A, B, C, D)

rendelkezik.

Az EPEC és EHEC torzsek mésik djonnan megismert pathogenitési szigetére (OI-122)
vonatkozé PCR vizsgélataink eredményeit a IV. tdbldazatban tiintettiik fel. A pathogenitési
sziget jelenlétének monitorozasa sordn meghataroztuk az efal, sen és pagC gének jelenlétét.
A vizsgalt torzsek egyikében sem fordult eld egyszerre mind a négy marker gén. Az OI-122
virulencia génjei koziil leggyakrabban az efal gént mutattuk ki (2. kép). Néhany torzs

hordozta a sen gént is, azonban a pagC egyetlen torzset sem jellemzett (IV. tdblazat).
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IV. Tablazat OI-122 specifikus virulencia gének eléforduldsa eae” E. coli torzsekben

Torzs / Eredet OI-122
efal efal pagC  sen
74332 74333 74321 4326

#5 bél - - - _
#18 bél + - - _
#27 bél - - — _
#1 bél - + - +
#2 bél - - - _
#29 bél - - — _
#31 bél - - — _
#15 bél + + - +
#17 bél + - - _
#22 bél + + - +
#32 bél - - — _
#41 bél - - - _
#76 bél + - - _
#84 bél + + - +
#4 bél - - — _
#10 bél - - - _
#13 bél - - - _
#14 bél - - — _
#85 bél - - — _
#88 bél - - - _
#73 bélsar - — - _
#69 bélsar - — - _
#72 bélsar - - - _
#70 bélsar - — - _
#71 bélsar - — - _
#75 bélsar - — - _
#46 bélsar - — - _
#58 bélsar - - - _
#50 bélsar + - - _
#59 bélsar + — - +
#60 bélsar - — - _
#65 bélsar - — - _
#42 bélsar - - - _
#53 bélsar - - - _
#48 bélsar - — - _
#61 bélsar - - - _
#68 bélsar - — - _
E2348/69 (+ kontroll) + + + +
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2.2.2. HeLa, PK15 és MDBK sejteken végzett in vitro adhézios vizsgalatok

A torzsgylijtemény Osszes tagjanak in vitro adhézios képességét megvizsgaltuk HelLa
é€s PK15 sejteken 1 6rds valamint 6 6rds inkubéciét kovetden. Egy 6rds inkubdcié esetén
egyetlen torzs sem mutatott adhéziét egyik sejttenyészeten sem, mely eredmény arra enged
kovetkeztetni, hogy ezek a torzsek manndz-rezisztens, Un. kezdeti adhezinekkel nem
rendelkeznek. A 6 Ords inkubdcidt kovetden csak hdrom torzs mutatott adhéziét Hela
sejteken. Ezzel szemben a PK15 sejteken 6 béleredetii és 2 bélsareredetii eae” torzs (minden
esetben hasmenéses dllatokbol szarmaztak) erds diffiz tapaddst mutatott. Tovabbi 12 torzs
szintén tapadt PK15 sejttenyészeten, bar kisebb mértékben vagyis kevesebb szdmu baktérium
tapadt egy-egy sejthez. Az adhézi6 az intesztindlis torzsek koziil kiilonosen az 045, O123 és
az 084 szerotipusokra volt jellemz6 (III. tdblazat és 3a. kép). Ezek koziil a 10-es szamu torzs,
6 6ras inkubéciét kovetden, (084:H7, Hly", eae-) jelentds toxicitast mutatott a sejtekre, mely
nagy valdszinliséggel az o-hemolizinnek tudhat6 be. Ezért, a kovetkez0 kisérletek soran ezen
torzsnél, az inkubaciot 4 6ra malva leallitottuk, s mosas, fixalas és festé€st kovetOen a torzs
tapadonak bizonyult. A két eae-negativ, intesztindlis illetve bélsdreredetli torzs viszont
egyéltalan nem mutatott tapaddst. Ebben a vonatkozdsban ugyanigy viselkedtek mint a

laboratériumi K12-es torzs, amit negativ kontrollnak hasznaltunk (III. tdbl4zat és 3b. kép).

A sertés eae” E. coli torzsek esetében a PK15 sejtekhez valé tapadédsa helyén nem
lehetett lokalizélt aktin felhalmozddast kimutatni. Ezzel ellentétben a pozitiv kontrollként
haszndlt human EPEC E2348/69 torzs a PK15-6n gyenge, mig a HeLa sejteken j6l kivehetd
aktin akkumuléciét okozott. A PK15 sejtek membranjdhoz tapadt torzsek ultrastruktiralisan
szoros adhéziét mutattak. A vizsgdlt torzsek a kovetkezdk voltak: O45: eae-B, paa* (#5.
szamu), O123: eae-f, paa~ (#22. szému) és O145: eae-y, paa™ (#42. szémi). Ugyanilyen
szoros tapadés jellemezte a kontrollként haszndlt sertés EPEC (045: eae-fB, paa™) torzset is
(4a., 4b. és 4c. kép). A sertés EPEC torzsek dltal okozott szoros tapaddst un. pedestal
(emelvény) képzodés nem jellemezte. Ezzel ellentétben a humidn EPEC O127: eae-¢; paa”
torzs néhany sejtet emelvény képzodésre serkentett (4d. kép). Esetenként a baktériumok

bejutottak a sejtbe is.
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2.3. Megbeszélés

Az koztudott, hogy az emberben és néhany 4llatfajban az enteropathogen E. coli
(EPEC) — rendszerint hasmenést okozva — eléfordul (Nataro és Kaper, 1998; Krause és mtsai.,
2005). A hasmenéses Ujsziilott és valasztdsi malacrdl is leirtdk, hogy EPEC vagy eae” E. coli
hordozé6 lehet (Janke és mtsai., 1989; Mainil és mtsai., 1995; Osek, 2001; Frydendahl, 2002).
Az 1jsziilott malacokat sikeresen fertdzték kisérletesen valasztdsi malacbdl izoldlt EPEC
(Helie és mtsai., 1991; Zhu és mtsai., 1994) valamint human EHEC baktériummal (Moon és
mtsai., 1983; Tzipori és mtsai., 1995; Dean-Nystrom és mtsai., 2003), amely segitségével
sikeriilt mélyebben tanulmdnyozni az altala okozott AE léziét. Ettdl fiiggetleniil az eae”

torzsek kérokozo képessége valasztasi malacokban még tisztazatlan maradt.

Kutatdsaink soran kideriilt, hogy ezen torzsek eléforduldsa hasmenéses (18,5%) illetve
nem-hasmenéses (14,0%) valasztott malacokbdl szarmazd bélsartamponokban nem mutatott
szignifikans kiilonbséget. Ez azt jelzi, hogy az eae® E. coli jelenléte a bélsirban nem
feltétleniil jelzi ezen baktériumok szerepét a valasztasi hasmenésben. Ezen megfigyelésiinktdl
fiiggetleniil, fontosnak tartottuk, hogy az altalunk gylijt6tt torzsek in vitro fenotipusos
tulajdonsagait meghatarozzuk, hogy valasztdsi hasmenésben jatszott szerepiikrdl teljesebb
képet kapjunk. Az altalunk gyljtott adatok, a németorszagi egészséges vagohidi sertések
bélsarmintdiban el6fordulé eae™ E. coli-hoz hasonlé gyakorisdgot mutattak, ahol ez az ardny
17-20% volt (Krause és mtsai., 2005). Ehhez hasonlé aranyd eae® E. coli eléforduldst
észleltek, tiinetmentes, két évnél idésebb gyermekekben is (Nataro és Kaper, 1998). A fenti
adatok arra engednek kovetkeztetni, hogy az EPEC pathogenetikai jelentdésége nem feltétleniil
all Osszefiiggésben az iirités gyakorisdgdval. Irodalmi adatok szerint a hasmenéses valasztdsi
malacokban el6fordulé eae® E. coli gyakorisiga, az altalunk észleltekhez képest, sokkal
alacsonyabbnak latszik Kanaddban (9,3%), Lengyelorszdgban (2,7%) és Dénidban (1,3%)
(Fairbrother és mtsai., 1994; Osek, 2001; Frydendahl, 2002). Az eltérés egyik egyszerii oka
lehet, hogy az el6bb emlitett tanulmanyok ugyanabbdl az 4llatbdl tobb izoldtumot vizsgaltak.
Elsodleges ,,nyers” eredményeink ugyanilyen random izolaldson alapultak és a hasmenéses
vdalasztasi malacok bélsarmintdibol hasonléan alacsony (2,3%) eléforduldsi ardnyt kaptunk.
Amikor az eredményeket viszont az egyes allatokban valé el6forduldsokra kalkuléltuk, akkor
joval nagyobb el6forduldsi ardnyt dllapitottunk meg (a malacok 18,5%-a) (II. tdblazat). Sajnos

az emlitett tanulmdnyokban izolalt eae® torzseket nem jellemezték részletesebben. Egy
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nemrég késziilt németorszagi felmérés szerint — amelyben vagohidi sertések bélsareredetii
torzseit vizsgaltdk —, mar az O tipust és az intimintipust is meghataroztdk, de a paa gén
jelenlétét ott sem vizsgaltak. Az O123 szerocsoporti eae’ E. coli nem fordult eld (Krause és
mtsai., 2005). Igy kutatdsaink soran megallapitott domindns szerotipus (0123:H11, eae-p)

hasznos és Uj informacionak tiinik.

Itt emlitjiik meg, hogy egy, a jelen disszertdciés munkdval parhuzamosan végzett
vizsgalatsorozatban vélasztott nyulak valamint 3 év alatti gyermekekbdl izolalt E. coli
torzseket is vizsgéltunk, melynek sordn ugyancsak a hasmenéses illetve nem hasmenéses
esetekbdl izoldlt torzsek tulajdonsdgait hasonlitottuk Gssze. Erdekes médon mindkét
vizsgalatsorozat azt mutatta, hogy a hasmenéses esetekbdl joval gyakrabban lehetett EPEC
baktériumokat kimutatni, melyek intimin tipusa (nyulak esetében f, human esetekben a €s y) a

klinikai tiinetekkel 6sszefiiggést nem mutatott (Dow €s mtsai., 2005; Dow és mtsai., 2006).

A sertés eredeti EPEC torzsek kozott a legintenzivebben vizsgélt valasztasi
hasmenésbdl izolalt, kanadai 86-1390 sz. torzs az O45:K”E65” szerocsoporthoz tartozik és S
tipusi eae gént hordoz (Zhu és mtsai., 1994; An és mtsai., 1999, 2000). Kanaddban a
hasmenéses esetekbdl szarmazo sertés EPEC torzseknél az O45, a leggyakrabban eléforduld
szerocsoport (Helie és mtsai., 1991; Zhu és mtsai., 1994; An és mitsai., 2000). Ettdl eltéréen
jelen munkankban egy masik szerotipus (O123: H11) volt a leggyakrabban azonositott, ami
arra enged kovetkeztetni, hogy az eae” E. coli egyes szerocsoportjainak gyakorisdgit a

foldrajzi helyiik is meghatarozhatja.

A Dbéleredetli torzsek leggyakrabban megfigyelt intimin tipusa B-nak bizonyult,
hasonldan a kanadai O45 sertés EPEC (86-1390) torzshoz és a nydl EPEC torzsekhez (An és
mtsai., 2000; Oswald és mtsai., 2000; Dow és mitsai., 2005). Ez az intimin tipus a
legelterjedtebb a kiilonb6z6 dllatfajbdl szarmazé EPEC torzsek kozott (Oswald és mitsai.,
2000; Krause és mtsai., 2005). Erdekes, hogy azon intimin tipusok, amelyeket a sertések
bélnyélkahartya kaparékaibdl izoldltunk, megoszlasi tendencidjukat illetden, kiilonboznek
azon torzsek intimin tipusaitol, amelyeket a bélsarbol gyljtottiink (III. tablazat). Az
intesztindlis torzsek eae-f el6forduldsa (85%) szignifikdnsan nagyobb volt (p<0,025) mint a
bélsareredetlieké (53%). A bélsareredetii torzsek gyakrabban rendelkeztek eae-j)~val. Ezek az

eredmények tdmogatjdk azt a feltételezést, hogy az eae-f torzsek elsédlegesen a sertések
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csipO- és a remesebelében telepednek meg, mig az eae- ytorzsek foleg a rektalis nydlkahéartyan
fordulhatnak eld. Fitzhenry és mtsai. (2002a, b) a human EPEC (O55) és EHEC (O157)
torzsek szoveti tropizmusat vizsgalva megallapitottdk, hogy az eae-y torzsek elsdsorban a
Peyer plakkok feliiletén tapadtak, mig az eae- & torzsek a Peyer plakkokon kiviil, a bélbolyhok
felszivé hdmsejtjeinek feliiletét is kolonizaltak. Eléfordulhat, hogy a sertés eae’ E. coli
torzsek esetében is hasonlé jelenséggel kell szamolnunk. A sertés eae® E. coli-bdl 4llo
torzsgyljteményiinkben nem fordult el o, €, &, 1, x, N vagy O tipusd intimin. Bar 4
(remesebélbdl szarmazo illetve egy bélsarbdl izoldlt) torzs eae génje nem volt tipizdlhatd, gy
tinik, hogy gylijteményiinkben ) intimin varidnsok létezése — kiilondsen a bélsareredetii
torzseink kozott — nem kizarhat6. Erdekes, hogy Krause és mtsai. (2005) igen gyakran
hatdroztak meg eae-0 tipust, amelyet mi egyaltalin nem taldltunk. Ennek valészina
magyardzata, hogy az eae-6 tipusra jellemzd szerotipusok a gyiijteményiinkben egyéltalan

nem fordultak elo.

Az E2348/69 O127:H7 EPEC prototipus torzs az E. coli O157 EHEC torzsekhez
hasonléan hordozza a vizsgélt OI-122 sziget virulencia génjeit. Viszont az altalunk izolalt
eae’ torzsek ebben a vonatkozdsban sem tekinthetdk tipikus EPEC-nek, hiszen egyetlen
vizsgalt torzs sem rendelkezett komplett OI-122 patogenitési szigettel. Az a tény azonban,
hogy az altalunk izoldlt és jellemzett bél- illetve bélsareredetli eae® torzsek koziil néhdny
hordozta az efa és sen géneket azt mutatja, hogy ezen nemrég megismert virulenciagénekkel
mar egyes atipikus EPEC torzsek is rendelkezhetnek, melyek ilyen alapon, valdsziniileg a ma

ismert virulens EPEC és EHEC torzsek evolicios elodeinek tekinthetok.

Az esetleges egyéb EPEC illetve sertés ETEC virulenciafaktorok jelenlétét mindenre
kiterjed6 és szisztematikus PCR vizsgalatokkal igyekeztiink tisztdzni, de negativ eredményt
kaptunk. Ez aldl kivétel a paa gén volt, mely a torzsek kozel felében volt jelen. Az
el6fordulds megoszldsa a bél- illetve a bélsareredetii torzsek kozott szignifikdns kiillonbséget
nem mutatott. Emellett Ggy tlinik, hogy a paa 16kusz jelenlététdl nem fiigg a PK15 sejtekhez
val6 tapadasi képesség sem. Ugyancsak fiiggetlen volt a paa gén jelenléte a klinikai hattértol.
Ebben a vonatkozdsban eredményeink ellentétében d&llnak Batisson és mtsai. (2003)
megallapitasaival. Ok ugyanis sertés csipdbél ,.explant” modellen (in vitro tiléld csipSbél
szovet) megallapitottdk, hogy a sertés 045 torzs kromoszémdjanak paa régidjdba beépiilt

TnphoA inszercié az AE fenotipus kialakuldsat csokkentette. Emellett azonban 6k is

39



beszdmoltak olyan esetekrdl, melyekben a paa gént nem tartalmazé sertés O45 torzs is AE
1ézi6t okozott. An és mtsai. (1999) megfigyelései egyébként arra utalnak, hogy az EHEC és a
kutydkban eléfordulé EPEC torzsek altal okozott AE 1€zi6 sokkal inkdbb fiigg a Paa fehérje
jelenlététdl, mint a nyul, sertés vagy a human EPEC esetében. Ezt megerdsiti az a tény, hogy
paa gént a pozitiv kontrollként hasznélt humén E2348/69 EPEC torzsben sem taldltunk. A
PK15 sejteken tortént tapaddsi vizsgalatok sordn a paa gén jelenléte nem befolydsolta a sertés
eredetll eae’ E. coli torzsek 4ltal okozott AE 16zi6 ultrastruktirélis jellemz8it (pl. a szoros
tapadst), beleértve a 86-1390 referenciatorzset is. Ugy tiinik tehdt, hogy a Paa fehérje
jelenléte nem altaldnosan sziikséges az AE aktivitas kifejtéséhez (An és mtsai., 1999). Ami a
sertések vdlasztdsi hasmenése kapcsian gyakran észlelt hemolizdlé képességet illeti, a Zhu és
mtsai. (1994) 4ltal megfigyeltekkel Osszhangban, az 4dltalunk vizsgdlt torzsek koziil csak
kevés okozott hemolizist véres agaron (3/37). Erdekes médon ezek koziil csak az egyik torzs
(#10 sz. torzs O84:H7, eae-7) okozott citotoxikus hatdst. Itt kell megemliteni, azon kordbbi
vizsgalatainkat, melyeket 204, véalasztdsi hasmenés (és oedemabetegség) eseteibdl izolalt,
hemolizal6 enterotoxikus és verotoxikus (ETEC/VTEC) torzsekre kiterjedden végeztiink, s
melyek sordn eae’ E. coli torzset egy esetben sem taldltunk. Ugy tiinik tehét, hogy a sertés
ETEC/VTEC csoport 1ényegesen elkiiloniil az EPEC csoporttol, ellentétben a human
adatokkal, melyek bizonyos gének kozos jelenléte alapjan a két csoport kozotti rokonsagra

utalnak (Malik és mtsai., 2006).

Irodalmi adatok szerint a sertés eae’ baktériumok nem kotédtek Hep-2 sejtekhez (Zhu
és mtsai., 1994), ellentétben az emberi eredetii EPEC torzsekkel (Jerse és mtsai., 1990). Itt
viszont rdmutattunk arra, hogy a sertés torzsek tapadasi tulajdonsdgainak vizsgélatira egy
masik emberi hdmsejtvonal (HeLa) sem alkalmas. Tovabbi tenyésztett sejteken (MDBK és
primer borju vékonybélhdmsejt) az adhézids vizsgalatok szinte valamennyi torzs esetében
mutattak tobb-kevesebb tapadast (beleértve a negativ kontroll torzseket is) (5. kép). Ezért
tovdbbi tanulményozdsukkal felhagytunk. Sikeriilt azonban egy olyan sejtvonalat talalnunk
(PK15) és ennek alapjan egy in vitro rendszert kidolgoznunk, amely alkalmas volt ezen
adhézi6s vizsgdlatok elvégzéséhez. Néhany, hasmenéses esetbdl izoldlt eae™ E. coli torzs
ugyanis a PK15 sejtekhez jol tapadt, de elektronmikroszkdpos vizsgédlatok sordn kideriilt,
hogy ez a szoros tapadds nem hasonlit az irodalomban kordbban leirt klasszikus AE 1ézi6hoz
(Jerse és mtsai., 1990). Az dltalunk vizsgalt 4 eae” torzs valamint a 86-1390 kanadai referens
torzs egyike sem okozott pedestal képzddést az eukaryota sejten és egyikiik sem jutott be a

sejtek cytoplazmdjaba. Ezzel megegyezden a tapadds helyén egyik torzs sem okozott aktin
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felhalmozodéast a PK15 sejteken. Az eae-f torzsek intimin 3 fehérje termelését specifikus
nytlsavé haszndlata segitségével immunfluoreszcens technikaval sikeriilt kimutatni. Erdekes
megfigyelés, hogy a humédn EPEC E2348/69 refenciatorzs szintén tapadt a PK15 sejtekhez,
sOt jellegzetes pedestal képzddésre serkentette azokat €s internalizdlddott; a tapadds helyén
pedig gyenge aktin felhalmozddést okozott. A sertés és a humdn eae” térzsek kozotti tapaddsi
kiilonbség oka az lehet, hogy maga a tapadas kapcsolatban van az EAF plazmid illetve a BFP
(fimbridk) jelenlétével, mely plazmiddal illetve fimbridval a sertés eredetli eae’ E. coli
torzsek nem rendelkeztek. Tovdbba az is lehet, hogy in vitro koriilmények kozott a sertés eae”
torzsekben a LEE gének funkcidja hidnyos. Ezen kiviil meg kell emliteni, hogy a PK15 sejtek
— mint vese tubulus hdmsejtek — az eae™ E. coli kezdeti illetve szoros tapaddsdhoz sziikséges
receptorokat nem termelik, ezért nem képviselhetnek oly mértékben specifikus rendszert, mint
a sertés csipObél explantitumok sejtjei (Zhu és mitsai.,, 1995). A PKI15 sejtvonal
alkalmazasdnak el6nye viszont mégiscsak az, hogy sertés eredetii sejtvonal, mely olyan,
viszonylag jol reprodukdlhaté in vitro koriilményeket teremt, amelyek kozelebb allnak
magdhoz a sertés fajhoz, mint az eléttiink (€s altalunk is) sikerteleniil prébélt humén eredetii
hamsejtek (Hep2 és HeLa). Ezért ugy tlinik, hogy a sertés eae® E. coli in vitro tapadasi
vizsgélataira a PK15 sejtvonal megfeleld, csakigy, mint a humén és a nyul eredeti EPEC
torzsek vizsgélatara az emberi hamsejtvonalak (HeLa, Hep2) (Knutton és mtsai., 1989; De
Rycke és mtsai., 1997). A PK15 sejtadhéziés vizsgdlatok ramutattak tovdbba arra, hogy in
vitro koriilmények kozott, a kiilonbozo sertés eae” E. coli torzsek illetve a klasszikus humén
EPEC altal okozott tapadds fenotipusa kiilonb6zd. A kiilonbségek pontos felderitése
érdekében tovabbi vizsgdlatok sziikségesek, ugy, mint, a LEE 16kusz részletesebb genetikai
analizise és a tapadds in vivo vizsgalata (szdjon at torténd fertézések illetve lekotott bélkacsok

fertozése).

Eddigi megfigyeléseink illetve az itt vazolt megallapitisok alapjan kijelenthetjiik,
hogy az altalunk gyijtott eae™ E. coli torzsek kiilonboznek az emberi eredetii tipikus EPEC-
tdl és az un. atipikus EPEC csoportba tartoznak, melyek un. inicidlis (kezdeti) adhezinjeinek
1étezése — a tobbi atipikus EPEC-hez hasonl6an — egyeldre kérdéses. Erre utalnak egyébként a
sertés vékonybél mikrobolyhokkal (brush border) végzett in vitro adhézids vizsgélataink is,
melyek szerint a sertés EPEC torzsek a mikrobolyhokhoz — in vitro — nem tapadnak (Id.

késobb).

41



2.4. Képek

12 3 4 56 7 8 9 10

1550 bp

1. kép Enterohaemolysin (eHly)-specifikus PCR termékek gélelektroforézise
Minték: 1. E. coli O157:H7 7785 (ehly™), 2. E. coli C600, 3. #13, 4. #42, 5. #50, 6.
#58 (ehly™), 7. #59 (ehly™), 8. #61 (ehly™), 9. #65 (ehly™), 10. DNS nélkiili minta.

1 23 4567 8 91011121314 1516 17 18

efa1(Z4332)

503 bp

efa1 (Z4333)
546 bp

2. kép efa-specifikus PCR termékek gélelektroforézise
Mintdk: 1. #1, 2. #2, 3. #5, 4. #15, 5. #17, 6. #18, 7. #22, 8. #27, 9. #29, 10. #31,
11. #32, 12. #41, 13. #70, 14. #71, 15. #84, 16. E2348/69, 17. E. coli C600, 18.

Nincs DNS
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3a. kép A #22 sz. torzzsel (O123:H11, eae-f, paa™) fertézott PK15 sejtek (6 Ords
inkubécid, Giemsa). A baktériumok nagy szdmban tapadnak a sejtekhez. (A skdla 40 um-

nek felel meg.)

3b. kép A #103 sz. eae-negativ sertés intesztindlis E. coli torzzsel fert6zott PK15 sejtek. Nem

lathat6 bakteridlis tapadds. (6 6rds inkubacid, Giemsa-festés) (A skdla 40 um-nek felel meg.)
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4a., b., c. d kép

Transzmissziés elektronmikroszképos felvétel a PKI5 sejtek feliiletéhez tapadt
baktériumokrol (6 6ra inkubdciot kdvetden: 4a. és 4b. képek; 8 6rds inkubaciot kovetden 4c.
€s 4d. képek). Néhdny baktérium kezdeti kotddést mutat a sejtek membranjadhoz, néhanyuk
pedig szorosan kotddik a sejtmembranhoz, tigy, hogy egy keskeny rés marad a baktérium és a
hamsejtfal kozott (nyil). 4a.: #22 sz. torzs (O123:H11, eae-f, paa ) 4b.: A kanadai sertés
EPEC referencia torzs (045, eae-f, paa’) 4e.: #5 sz. torzs (045:H11, eae-f, paa™) 4d.: A
human EPEC torzs (O127:H7, eae-a, paa™), amely kezdeti pedestal-képzddést mutat. (A skéla
1 um-nek felel meg.)
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5. kép A #29 sz. torzs (O49:H10, eae-f, paa™) adhézidja az MDBK sejtekhez (hematoxilin-

eozin festés).
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3. Az atipikus EPEC baktériumok tanulmanyozasa sertés bélkacs

modellben és sertés vékonybél mikroboholy készitményekben

3.1. Bevezeto

Mint az el6z8 fejezetben kifejtettem az eae™ E. coli baktériumok koérokozénak
szamitanak mind human mind allategészségiigyi vonalon. Irodalmi adatok szerint sertésekben
foleg a valasztdsi hasmenés kialakitdsdban lehet szerepiik, bar a pathomechanizmus pontos
folyamata még tisztazatlan €s a bélbeni kolonizacio részleteirdl is keveset tudunk. A kérokozé
in vitro adhézidjanak vizsgélata céljabol Zhu és mtsai. (1995) fejlesztettek ki egy tn. csipdbél
explantdtum technikdt, mely a vélasztott malacok tilélo csipObél-darabkdin a sertés eredetli
EPEC (pl.: 045, eae-p) torzsek tapaddsat és tipikus bélboholy-karosité hatdsat bizonyitotta. A
rendszer azonban meglehetdsen bonyolult és az igy kapott eredmények nem minden esetben

vannak az egyéb in vitro modszerek eredményeivel Osszhangban.

Kordbbi in vitro kisérleteink alapjan — tobbek kozott — megdllapitottuk, hogy
feltétleniil sziikség van egy megfeleld modell rendszer kidolgozdsara, melynek segitségével az
eae” E. coli baktériumok dltal okozott 1ézidkat in vivo is vizsgédlhatjuk, illetve a kiilonb6zd
pathotipusok tapaddsi képességét a valasztdsi malacokra vonatkozdan is 0Ossze tudjuk
hasonlitani. Ezért a valasztott sertésekben kialakitand6 bélkacs modellre gondoltunk. Az AE
1ézi6 tanulmanyozdsdra a bélkacs mitétet nemrég alkalmaztik foleg O157:H7 szerotipusu
EHEC baktériumok esetében; fiatal kérddzokon (juhok, baranyok) és nyulakon végezve a
miutéteket (Stevens és mtsai., 2002; de la Fuente és mtsai., 2004., China és mtsai., 1997).
Jelenlegi ismereteink szerint ez iddig valasztds kord sertésekben EPEC vagy EHEC

baktériumok vizsgélatara bélkacs modellt nem alkalmaztak.

Az aldbbiakban ismertetend6 munka célja az volt, hogy kideritsiik, lehet-e — és milyen
feltételekkel — a vdalasztott malacok lekotott vékonybél-szegmentjeiben a sertés EPEC és a
humidn EHEC in vivo adhéziés és bélboholy elhajlité (attaching effacing) képességét
vizsgélni, tovabbd, hogy ezen modszerrel lehet-e a kiilonboz6 szerotipusu €s intimin tipusu

sertés EPEC torzsek kozott jellegzetes eltéréseket talalni. Végiil pedig célunk volt vizsgalni,
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hogy a huméan EHEC torzsek ezen sertés in vivo modellben a sertés EPEC torzsekhez hogyan

hasonulnak.

3.2. Anyagok és modszerek

3.2.1. Baktériumtorzsek

Osszesen 15 sertés eredetii atipikus EPEC torzset vizsgaltunk meg sertés-bélkacsban. Negativ
kontroll torzsiink, mint a korabbi in vitro fertozéseknél, szintén a 123 E. coli volt (Moon és
mtsai., 1968), mig a pozitiv kontrollként a Kanadaban izoladlt EPEC 86-1390 jelzést E. coli
torzset (Batisson és mtsai., 2003) hasznaltuk. A kisérleti torzseink az altalunk valasztas koru
sertésekbdl, Magyarorszdgon izolalt eae” E. coli térzsek voltak. Ezenkiviil tovdbbi kanadai
izolatumok, valamint harom emberi eredetii EHEC torzs is szerepeltek a kisérleteinkben. Ezek
koziil a 2409 jelzésti O157:H7 EHEC torzset Dr. Richard Wilson-t6l (E. coli Reference
Center, Pennstate University, Pennsylvania, USA) kaptuk. Tovabbi két O157:H7 EHEC
torzset, a 7785-6t (Riley és mtsai., 1983) és az EDL933-at (O’Brien és mtsai., 1983) pedig Dr.
Herbert Schmidt-tdl (Department of Microbiology and Hygiene, Medical Faculty Carl Gustav
Carus, Technical University of Dresden, Germany) szereztiik be. Az egyes torzsek

szdrmazdasat, szerotipusdt illetve genotipusos jellemzését az V. tablazatban tiintettem fel.
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V. tablazat A sertés-bélkacs modellben vizsgélt E. coli torzsek fobb jellemzoi

Torzs Pathotipus Szerotipus Genotipus Izolalas helye
86-1390 EPEC (pozitiv O45:K”E65“  eae-p, paa, espD Kanada, sertés bél

kontroll)
123 negativ kontroll 043:H28 USA, sertés bél
2409 EHEC O157:H7 stxl, stx2, eae-y  USA, széklet
7785 EHEC O157:H7 stxl, stx2, eae-y  USA, széklet
EDL-933 EHEC O157:H7 stxl, stx2, eae-y  USA, hiispogdcsa
P87-4725 EPEC 045:K”E65*  eae, paa Kanada, sertés bél
PO1-F103 EPEC O123:H11 eae-f3, espD Kanada, sertés bél
P01-9092 EPEC Nem vizsgalt eae, paa, Eastl Kanada, sertés bél
#5 EPEC 045:H11 eae-f, paa, espD Magyarorszag, bélnyalkahartya
#10 EPEC 084:H7 eae-y Magyarorszag, bélnyalkahartya
#17 EPEC O123:H11 eae-f, paa, espD Magyarorszag, bélnyalkahartya
#27 EPEC 045:H11 eae-f, paa, espD Magyarorszag, bélnyalkahartya
#31 EPEC 049:NM eae-f3,, paa, espD Magyarorszag, bélnyalkahartya
#42 EPEC 0145:H28 eae-y paa, espD  Magyarorszag, bélsar
#60 EPEC O108:H9 eae-3, espD Magyarorszag, bélsar
#72 EPEC O157:H2 eae-f3, espD Magyarorszag, bélsar
#75 EPEC 028:H28 NT, paa, espD Magyarorszag, bélsar
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3.2.2. Lekotott csipobél-kacsok fertozése

A fenti 17 baktériumtorzs vizsgdlata céljabol osszesen 47 éllatot operadltunk, melyekben
osszesen 381 bélkacsot fertdztiink (Fvdrosi Allategészségiigyi és Elelmiszerellenérzé
Allomds 4ltal kiadott engedély szama: 23/99, specidlis engedély szdma: 25-4-2/2000). Az
allatokon a mutéti elOkészitést diazepam (1 mg/ttkg), xylazin (4 mg/ttkg) és ketamin (2
mg/ttkg) injekcidkkal végeztiik. 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 csipObél alsé szakaszan kezdtik el az els6 lekotést. Egy
kisérletsorozatban a csipobéli szegmens mellett az €hbélben (kb. 1 méterrel a Trietz-f.
ligamentumtdl cauddlisan) is készitettiink lekotott (10 cm-es) bélkacsokat, melyeket a
csipObéli kacsokkal azonos torzsekkel, azonos dézisban (1ml, 10° CFU/ml) fertdztiink. Az
egyes kacsok kozott rovid, 2-5 cm-es lekotott, hatdrold szakaszokat hagytunk. A hasfal
visszazardsat kovetden a malacokat puha alomra tettiik, éjszakai nyugalmukrél Nembutal inj.
(Ceva-Phylaxia Rt., 1 ml/4 ttkg) im. addsaval gondoskodtunk, majd masnap reggel (kb. 16-18
6ra mualva) Nembutal adagoldsdval a malacokat tdlaltattuk, illetve — a kisérletek késdbbi
folyamdn — xylazin és ketamin anaesthezidban embutramid hatdéanyag-tartalma (T-61,
Intervet International B.V., 6-8 ml/dllat intracardidlisan) injekcidval euthanaziat
alkalmaztunk. Ezt kovetden az egyes lekotott béldarabokat PBS-sel atmostuk és
immunfluoreszcencids valamint szovettani, néhdny esetben pedig elektronmikroszképos
vizsgélatokra is, megfelel6 mintdkat vettiink. A bélkacs probédkra 4ltalaban 4-5 hetes
malacokat alkalmaztunk, kiilonb6z6 allomanyokbdl. Egy kiilon kisérletsorozatban viszont
ugyanazon allomanybdl vizsgdltunk 4 hetes valamint 1 és 2 hetes malacokat, ugyanazon [3
illetve 7y tipust intiminnel rendelkezd sertés EPEC torzsek adhézidjanak tanulméanyozésara, a

fert6z6 dozist a bélatmérdkkel aranyosan csokkentve.

A vékony- illetve a vastagbél-nyédlkahartyan el6idézhetd AE 16zi6t egy B- és egy ¥
tipust intimint termel6 sertés eredetiit EPEC (a kanadai 86-1390 jelti O45, eae-f3 és a magyar
#10 jelli O84, eae-y) torzs esetében hasonlitottuk Ossze egy 4 hetes malacban, 3-3 bélkacsot a

torzsek 2-2 ml-nyi TSB tenyészetével (kb. 5%10® CFU/ml) fertézve.
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3.2.3. Szovettani, immunfluoreszcencias vizsgalatok és statisztika

Az immunfluorszecencids  vizsgdlatokhoz a  metilcellulozba (Cryomatrix,
ThermoShandon) dgyazott csipObél mintakbol Cryostat (1800 Leica) késziilékkel 4 wm
vékonysagu metszeteket vagtunk. Metanolos fixaldst kovetden a metszeteket 1:50 higitasu, az
adott baktériumtorzs ellen nyidlban termelt savoval fedtiik le és nedves kamrdban, 37'C-on 30
percig inkubdltuk. A metszeteket PBS-sel torténé haromszori mosas utdn, anti nyul IgG FITC
konjugdtummal (Sigma) lefedtiik és nedves kamrdban, 37 C-on 30 percig inkubéltuk. A
metszeteket Ujbol PBS-sel mostuk, és Evans kékkel kontrasztfestést végeztiink. Mosas és
széritast kovetéen a metszeteket fluoreszcencids mikroszképpal a specifikusan fest6do
baktériumok jelenlétére, a bélbolyhokon képz6dd baktériumréteg Kkiterjedtségére
(koloniziciéra) és a baktériumok tapaddsdnak intenzitdsiara vonatkozdan birdltuk

(Bertschinger és mtsai., 1972).

A hematoxilin-eozinnal festett metszeteken a bélnydlkahdrtydhoz kotddott

baktériumokat valamint a mikrobolyhok jellegzetes ,,szakadozottsdgat” vizsgaltuk.

A hematoxilin-eozinnal festett metszetekben a baktériumok AE 1€ézidval jar6 tapadasi
intenzitdsat metszetenként 50 bélboholy vizsgélata alapjan itéltik meg (AE 1ézi6t mutatd
bélbolyhok %-o0s ardnya). Az igy nyert adatok statisztikai értékelését a Student-féle t-probaval
végeztiik (Svéb, 1973).

Az anti-B-intimin nyidlban termelt, specifikus immunszérumot Gad Frankeltél (Centre
for Molecular Microbiology and Infection, Department of Biological Sciences, Imperial
College London, UK) kaptuk. A kisérleti torzsekre specifikus immunsavot, melyeket a
bélkacs-kisérleteinkben vizsgélt torzsek kimutatdsdra haszndltunk, ismételt intravénds

oltasokkal nyulakban termeltettiik (@rskov és @rskov, 1983).
3.2.4. Sertés vékonybél mikrobolyhokkal végzett in vitro kisérletek
A vékonybél kefeszegély készitést és e készitménnyel a baktérium adhézid

tanulmanyozdasat Sellwood és mtsai. (1975) moddszereinek modositasdval végeztiik, az

alabbiak szerint.
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3.2.4.1. Kefeszegély (brush border) kinyerése sertés vékonybélbol

Felhasznalt oldatok:
PBS-EDTA puffer (pH= 6,8)
- EDTA diNatrium 2 hidrat: 18,61 g

- KClI : 558,75 mg
- NaCl :278¢g

- Na,HPO, :3975¢

- KH2P04 25 g

- Desztillalt H,O 251

Hipoténids EDTA pH= 7.4 (a pH-t 0,5 M-os Na,COj3 oldattal allitjuk be)

- EDTA diNatrium 2 hidrat: 1,861 g
- Desztillalt H,O 011

Az allatok csipd- vagy az éhbél szakaszat (kb. 1 méter hosszi) dtmosas utdn hideg
PBS-EDTA oldatba helyezziikk. A bélszakaszt jégre kihelyezett tdlcan felnyitjuk és a
folosleges nyélka eltdvolitdsa utdn egy targylemez segitségével a bélhdmsejteket dvatosan
lekaparjuk. A kaparékot friss PBS-EDTA-ba, 250 ml-es centrifugacsébe gytijtjiik, majd
hdrom alkalommal 1000 rpm-en, 4 C-on, 10 percig centrifugdljuk (Sorvall centrifuga,
kilendiil6fejes rotor). Az utolsé mosds utdn a feliilisz6t elontjiik, majd az iiledéket 250 ml
hipoténids EDTA-ban vessziik fel, alaposan Osszerazzuk és 30 percig jégen tartjuk. Az igy
kapott oldatot 2000 rpm fokozaton 10 percig centrifugdljuk. Az iiledéket 30 ml hipotonids
EDTA-ba vessziik fel és szovetdorzsoldvel 2-3-as fokozaton tizszer dtmozgatjuk, majd 250
ml-re feltoltjiik és stiri iveggyapoton kétszer atsziirjiikk. Kozben mikroszképpal ellendrizziik,
€s ha sok a tormelék és a kotdszoveti sejt, akkor djrasziirjilk. A brush bordert tartalmazé
oldatunkat 2500 rpm-en, 10 percig centrifugdlva, a kefeszegély toménységét beallitjuk
(latéterenként 20-40 kefeszegély), majd a készitményt felhaszndldsig 0,01% NaNs-ot

tartalmaz6 PBS-ben, 4'C-on taroljuk.
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3.2.4.2. A baktérium és a kefeszegély (brush border) kozotti adhézié 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 pl kefeszegélyt tartalmazd natrium-azidos PBS-t egy Eppendorf csobe mériink,
melyhez 200 pl 1% D-mannézt tartalmazé fenti baktérium szuszpenziét adunk. A
kefeszegélyek és a baktériumok keverékét folyamatos lassd forgatdssal 37 C-on 15 percig
inkubdljuk, majd 1500 rpm fordulaton, 5 percig iilepitjiik. Az iiledéket az eredeti térfogatra
szuszpenddlva PBS-sel haromszor mossuk. Az 1igy mosott kefeszegély/baktérium
szuszpenziot targylemezre csoppentve, feddlemez alatt, faziskontraszt mikroszképpal
vizsgaljuk. Pozitiv kontrollként K88" (F4") és F18" ETEC baktériumokat, negativ

kontrollként pedig az E. coli 123-as (nem pathogén) torzset hasznaljuk.
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3.3. Eredmények

3.3.1. A sertésekbol izolalt atipikus EPEC, és a human EHEC torzsek tapadasa
valasztott sertések vékonybél mikrobolyhaihoz (in vitro) és vékonybél hamsejtjeihez (in

Vivo)

Az irodalombdl ismeretes, hogy human EPEC torzsek esetében a kolonizaci6 helye a
csipobél illetve az éhbél. Igy eldszor azt kivantuk tisztazni, hogy valasztott sertések esetében a
vékonybél mely szegmense megfelelobb a tovabbi vizsgalatokra. Ehhez a kisérlethez két
kanadai (1390, PO1-F103) és 2 magyar (#5 és #27) EPEC torzset valasztottunk ki. Az egyes
torzsek tapadasat osszesen 21 lekotott bélkacsban vizsgaltuk. A vizsgélt torzsek altal okozott
tapadds immunfluoreszcencids eredményeit a VI. tdblazat tartalmazza. Adataink alapjan
szignifikdns (p< 0,05) kiilonbség van a kapott értékek kozott. Az eredmények azt mutatjak,
hogy a csipobél alkalmasabb a tovédbbi vizsgdlatokra, hiszen ugyanazokkal a
baktériumtorzsekkel a csipébélben majdnem kétszer annyi bélkacsban tudtunk tapadast
kimutatni, mint az éhbélben (6. kép). A nem fert6zott bélkacsok (0sszesen 5) minden esetben
negativak lettek, jelezvén, hogy a vizsgdlt sertéseknek spontdn, sajit EPEC fert6zottségiik

nem volt.

VI. tablazat A 6 hetes sertések csipObelében és éhbelében sertés eredetii EPEC baktériumok

tapadédsa (immunfluoreszcencids festéssel vizsgilva)

Torzs/ szerocsoport Ileum Jejunum

+/ 0sszes loop +/ 0sszes loop
P86-1390/ 045 6/6 3/6
PO1-F103/ 0123 4/5 1/5
#5/ 045 5/5 4/5
#27/ 045 5/5 3/5
Osszesen 20/21 11/21

Ezen vizsgdlatok alapjan, az altalunk izolélt €s jellemzett bélnyélkahartya-eredetti (#5,
#10, #17, #27, #31) illetve bélsdreredetl (#42, #60, #72, #75) atipikus sertés EPEC torzseket
teszteltiik. Az immunfluorszcencids készitményekben a bélbolyhok feliiletén mikrokoloniak,

esetenként pedig folyamatos, tapadd réteget képezd baktériumok Il4thaték (7. kép). A
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hematoxilin-eozinnal festett metszeteken a baktérium-tapaddst €s kolonizdciét valamint a
tapadé baktériumok sejtmembran karosité hatdsat, tipikus AE 1€zi6 kialakuldsat vizsgdltuk

(8a., b. kép).

A vizsgalatok szamszerli eredményeit a VII. tdbldzat mutatja. Egyes torzsek, mint az
#5, #17, #31, #42 és a #60 szamu E. coli torzsek jellegzetes tapaddst mutattak a vékonybél
hamsejtjeihez. Ez a tapadds a legtobb esetben mind az immunfluoreszcencids mind pedig a
hematoxilin-eozinos metszeteken kimutathat6 volt, de tipikus AE 1ézidk (mikrobolyhok k6zé
bedgyazddott baktériumok, lekerekedett vagy kagylohély-szerli behuzddasokat mutatd
bélhamsejt-szegélyek) csak a HE metszeteken voltak jol megfigyelhetdk. Az itt vizsgalt jol
tapad6 torzsek nagy részére jellemz0, hogy B-tipusi intiminnel rendelkeznek, mely intimin in
vivo expresszidjat az anti-B-intimin savéval végzett indirekt immunfluorszcencids vizsgalattal
is igazoltuk (Id. késObb). Az eredmények azt mutatjdk, hogy a paa illetve az espD gén
jelenléte nem befolyasolta a tapadast. Ezen gének dltal termelt fehérjék foleg a kezdeti

adhézidban vesznek részt.

A statisztikai kiértékelés szerint a két eae-y tipusu torzs (#10 és #42) adhézidja
szignifikdnsan (p<0,001) alacsonyabb volt mint a két legjobb eae-f tipusi torzs (#1390 és
#17) adhézidja, vagy mint az eae-f torzsek Osszességének étlaga (p<0,01). Az eae-f tipusd
intiminnel rendelkez6 torzsek adhézids készsége tehat, egyértelmiien jobb volt mint az eae-y
tipustiaké. Kivételt csupan a #60-as (bélsareredetil) eae-f torzs jelentett (VIIL. tabldzat). Ennek
kapcsan elvégeztik a bél- (I) és a bélsar- (F) eredeti EPEC torzsek adhézidjanak
Osszehasonlitdsat is, melynek eredménye szerint béleredeti EPEC torzsek szignifikdnsan

jobban tapadtak a csipObélszegmentekben (p<0,001) mint a bélsareredetiiek.
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VILI. tablazat Sertés EPEC torzsek tapadasi készsége és a tapadds intenzitdsa (%) a valasztott
(4 hetes) sertésekben kialakitott csipObélkacsokban (immunfluoreszcencids ¢és HE

vizsgalatanak Gsszesitése)

Torzs/ szerocsoport, Immunfluoreszcencidval Szovettani HE tapadés
intimintipus, eredet kimutatott tapadas vizsgdlattal kimutatott  intenzitdsa
(+/0ssz.) tapadas Y%
(+/6sszes)
#5/ 045, eae-f, 1 12/13 12/13 35,1%
#27/ 045, eae- 1 10/13 12/13 25%
#17/ 0123, eae-p, 1 717 717 44.,6%
#31/ 049, eae-f, 1 6/7 4/7 16,6%
#72/ 0157, eae-f, F 3/7 3/7 19,4%
#60/ 0108, eae-fS, F 377 3/7 1,4%
#10/ 084, eae-y, 1 57 717 20,6%
#42/ 0145, eae-y, F 377 2/7 2,3%
#75/ 028, eae-NT', F 3/7 3/7 4,3%
1390/ 045, eae-p, 1 17 717 71,1%
123 (negativ kontroll), 1 0/7 0/7 -

eae-NT intimin nem tipizalhat6

I: béleredetli

F: bélsareredetli

**Tipikus AE 1ézi6t mutaté bélbolyhok dtlagos %-os gyakorisiga (metszetenként 50
bélboholy vizsgalata alapjan)

Megjegyzés: A kisérletek a VIII. tablazatban feltiintetett vizsgdlatokkal egyidejiileg torténtek.
Ezért a negativ és a pozitiv kontroll torzsekre vonatkozé nagyszamu eredményeket ott

tlintettiik fel.
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A tovédbbiakban harom huméan O157:H7 EHEC torzset tanulmanyoztunk lekotott
csipdbélkacsokban (2409-es, 7785 és EDL933 jelzésii torzsek). Ezek mellett kontrollként
kanadai EPEC torzseket vizsgédltunk. Az eredmények azt mutatjdk, hogy a B-intimin tipusd
(és tobbnyire 045 szerotipusi) torzsek erdsebben és specifikusabban kotddnek a
mikrobolyhokhoz (VIIL. tdbldzat). A tapadds specificitdsa és a 3 intimin kifejez6dése anti B
intimin immunsavéval is kimutathat6 volt (9. kép). A y-intiminnel rendelkezd emberi eredetii
EHEC torzsek AE 1€zi6t okoz6 tapaddsa viszont joval ritkdbban €s kisebb plakkokban volt
kimutathato.

VIIL. tablazat A human eredetli EHEC torzsek AE 1€ziot okozo tapaddsa valasztott, 4 hetes

malacok csipdbelében, sertés eredetli EPEC torzsekkel 6sszehasonlitva

Torzs/ szerocsoport, Immunfluoreszcenciaval Szovettani HE tapadds
intimintipus kimutatott tapadas vizsgalattal intenzitdsa
(+/6sszes) kimutatott tapadas %
(+/0sszes)
1390/ EPEC 045, eae-f 8/10 7/10 70,6%
4725/ EPEC 045, eae-NT 3/4 2/2 NV
P01-F103/ EPEC 0123, eae-f3 5/10 6/10 23,6%
2409/ EHEC O157:H7, eae-y 3/6 4/6 2%
7785/ EHEC O157:H7, eae-y 0/4 1/4 1%
EDL 933/ EHEC O157:H7, eae-y 0/4 4/4 4,5%
123 (negativ kontroll) 0/6 0/6 -

“Tipikus AE 1ézi6t mutaté bélbolyhok 4tlagos %-os gyakorisiga (metszetenként S50
bélboholy vizsgalata alapjan)
NV: nem vizsgéltuk

A bélhamsejtek mikrobolyhainak és a sejtmembrinnak jellegzetes elvaltozasat,
valamint a vizsgdlt sertés EPEC baktériumoknak tapadasit (AE 1€zi6) a transzmisszids
elektronmikroszképos vizsgdlatok is bizonyitottdk. A baktériumok szorosan tapadtak a
bélhamsejtek membranjahoz, a tapadasi helyek szomszédsagaban jellegzetesen megnyujtottak

a mikrobolyhokat és voltak olyan teriiletek, ahol teljesen lepusztitottdk azokat. Emellett a
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bélhamsejteknek a tapadasi helyen képz0do talpszerti alakzatét (pedestal) is sikeriilt kimutatni
(10a., b. és c. képek). Ezzel szemben a human EHEC O157:H7 torzsek, amelyek y-intiminnel
rendelkeznek, ritkdbban, de jol kimutathatdéan jellegzetes AE 1€zi6t okozva kotddtek a
bélhamsejtekhez. A ritka el6fordulds miatt elektronmikroszképos vizsgalatokkal nem voltak
kimutathaték. Ahol szovettani vizsgdlattal jellegzetes tapadds volt megfigyelhetd, ott is

csupan 1-2 bélbolyhon okoztak tipikus AE 1ézi6t. (VIIL. tablazat).

3.3.3. Az életkor szerepének tanulmanyozasa eae-f és eae- ytipusi sertés EPEC torzsek

csipobéli megtelepedésében és az AE 1€zi6 eloidézésében

Az eddig bemutatott eredmények alapjan ugy tint, hogy a 4 hetes malacok
csipébelében elsdsorban az eae-f tipusi sertés EPEC torzsek tapadnak megfeleléen és
idéznek eld AE 1€zidt, mig az eae-y tipusu sertés EPEC torzsek e tekintetben kevésbé voltak
virulensek. Mivel ismert, hogy a tobbnyire eae-o tipusi intimint termel6 humin EPEC
torzsek az életkor elérehaladtaval egyre csokkend kortani jelentdségiiek, indokoltnak tartottuk
megvizsgalni, hogy vajon a 4 hetesnél fiatalabb malacok csipdbelében a fenti két tipusu
intiminnel (B és 7y) jellemzett sertés EPEC torzsek két-két képviseléje mutat-e a kor
elérehaladtdval csokkend pathogenitast. Idevonatkozé eredményeinket a IX. tdbldzatban
foglaltuk ossze. Kiegészitésként megvizsgaltuk a kanadai referenciatérzs 86-1390 (045, eae-
P 8 hetes malacok lekotott bélszegmentjeiben mutatott adhézidjat is, mely alap dézisban,
harom malacra vonatkozéan, 46,0%-os tapaddsi intenzitdst mutatott. A negativ kontrollként

haszndlt E. coli 123-as torzs ugyanakkor ilyen adhéziét nem mutatott.
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IX. tablazat Kiilonbozé kord malacokban kialakitott csipSbélkacsokba alap dézisban®

beoltott EPEC torzsek immunfluoreszcencidval €s hematoxilin-eozinos szovettani vizsgalattal

kimutatott tapadésa illetve a tapadds intenzitdsa

Torzs/ IF tapadds IF tapadds HE tapadis HE tapadis
SZerocsoport, (+/6ssz. loop) intenzitdsa" (+/6ssz. loop) intenzitdsa
intimintipus atlag %
1 2 4 1 2 4 1 2 4 1 2 4

hetes hetes hetes | hetes hetes hetes | hetes hetes hetes | hetes hetes hetes
#10/ 084, eae-y 2/4 44 5/7 | 1,0 225 1,57 | 1/4 4/4 77 | 1,5% 17,5% 20,6%
#17/ 0123, eae-f | 2/4 4/5 5/7 0,75 22 1,5 | 2/4 3/3 7/7 |27,5% 63,3% 44,6%
#42/ 0145, eae-y | 2/3  3/4 2/7 | 1,0 1,75 0,57 | 3/4 3/3 2/7 |16,5% 8,0% 2,3%
1390/ 045, eae-f | 4/4  3/4 6/7 | 3,5 1,75 2,0 | 4/4 3/3 7/7 |655% 34,0% 71,1%
123/ 043, eae” 214 1/5 0/7105 02 - 04 2/4 0/7 - 3,0% -

iAlap dozis: 1 hetes malacokndl 0,2 ml TSB tenyészet/10 cm bélkacs

2 hetes malacoknadl 0,3 ml TSB tenyészet/10 cm bélkacs (a bél méretek alapjan)
A baktériumok tapaddsdnak mértéke (hdmsejtek fedése) és folyamatos rétege alapjdn
(metszetenként 0,5-t0] 4-ig terjedd szamok dtlaga)
**Tipikus AE 1ézi6t mutaté bélbolyhok dtlagos %-os gyakorisiga (metszetenként 50
bélboholy vizsgalata alapjan)

Az immunfluoreszcencidval (IF) kimutathaté baktériumtapadéds &atlagos intenzitdsa,
valamint a szovettani (HE festett) metszetekben észlelt AE 16zi6 gyakorisaga (HE tapadés
intenzitdsa) korral csokkend mértéket csak az O145-6s eae-ytipusi EPEC esetében mutatott,
melynek viszont a masik, O84-es, eae- ¥ torzs esetében épp az ellenkezdjét tapasztaltuk. Az
eae-f tipusi torzsek dltaldban jobban (intenzivebben) tapadtak és okoztak AE 1€zidt, bér ez
esetben a kiilonbség statisztikailag nem volt szignifikans. Roviden megéllapithatd, hogy az 1
illetve a 2 hetes malacokban a 4 hetesekhez képest 1ényeges kiillonbséget sem egyik, sem

masik intimin tipus nem mutatott (IX. tdblazat).

A fertozo dozisnak az EPEC baktériumok csipobélbeni megtapaddsdra gyakorolt

hatdsdt 1 és 2 hetes malacokban kiilon is vizsgéltuk, mivel a humdn analdgia alapjan ezt a
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korosztalyt az EPEC baktériumok megtapaddsa valamint AE 1éziok kialakuldsdra (tn.
,dose/response” vizsgalatra) a leginkdbb alkalmas (fogékony) csoportnak véltik. A X.
tdblazatban, az un. emelt (éltaldban négyszeres) dézisu fertdzésre vonatkozdan, dsszefoglalt
eredményeink az IX. tdblazat megfelel6 eredményeivel 0sszehasonlitva, ilyen egyirdnyu (az
emelt dozissal minden esetben egyiitt jard, ndovekvd ardnyid és intenzitisi AE 1€zidt és
tapaddst mutatd) hatdst nem lehetett kimutatni. Ezt az eredményt az is aldtdmasztja, ami
egyébként az adatokbdl is kiolvashatd, hogy az 1 és 2 hetes szopds malacok a négy hetes
valasztott malacokhoz képest, a sertés eredeti EPEC torzsek megtelepedésére és altaluk

eléidézett AE 1€zi6 kifejlodésére alapvetden nem hajlamosabbak.

X. tablazat Egy illetve két hetes malacokban kialakitott csip8bélkacsokba emelt dézisban®
beoltott EPEC torzsek immunfluoreszcencidval és hematoxilin-eozinos szovettani vizsgélattal

kimutatott tapadésa illetve a tapadds intenzitdsa

Torzs/ szerocsoport, IF tapadés IF tapadés HE tapadas HE tapadés
intimintipus (+/6ssz. loop) intenzitdsa (+/6ssz. loop) intenzitdsa
atlag %

1 hetes 2 hetes 1hetes 2hetes 1hetes 2hetes 1 hetes 2 hetes
#10/ O84, eae-y 4/4 4/5 1,75 2,0 2/4 24 11,0% 15,5%
#17/ 0123, eae-f 4/4 5/6 2,25 1,83 4/4 4/5  57,5% 46,4%
#42/ 0145, eae-y 4/4 6/6 1,5 2,5 4/4 215 21,5% 5.2%
86-1390/ 045, eae-f  4/4 6/6 3,0 2,3 4/4 4/5  39,0% 33,2%
123/ 043, eae” 0/4 3/6 — 0,6 0/4 0/4 - -

*Emelt dézis: 1 hetes malacoknal 0,8 ml TSB tenyészet/10 cm bélkacs

2 hetes malacokndl 1,3 ml TSB tenyészet/10 cm bélkacs
A baktériumok tapaddsdnak mértéke (hdmsejtek fedése) és folyamatos rétege alapjdn
(metszetenként 0,5-t01 4-ig terjedd szamok atlaga)
**Tipikus AE 1ézi6t mutaté bélbolyhok dtlagos %-os gyakorisiga (metszetenként 50
bélboholy vizsgalata alapjan)

Ezt kovetden az alap és emelt EPEC doézissal végzett kisérletet elvégeztiik 8 hetes
vélasztott malacokban is a kanadai 86-1390 (045, eae-f) pozitiv kontroll és az E. coli 123-as
negativ kontroll torzsek alkalmazisaval. Eredményeinket a XI. tdblazatban foglaltuk 6ssze, s

ezeket az 1-, 2- és 4 hetes malacokban ugyanezen tOorzsek alap doézisdra viszonyitva
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megdllapithattuk, hogy a sertés eredeti EPEC (045, eae-f) torzs szignifikdnsan
intenzivebben (65,5% és 71,1%) tapadt az 1 hetes és 4 hetes malacok csipobél-
nyélkahértydhoz mint a 8 hetes malacokéhoz (46%). Az emelt doézis alkalmazdsa esetén a
vizsgdlt korcsoportok (1, 2 és 8 hetes) kozott szignifikdns kiillonbséget nem taldltunk (39,0%,
33,2% és 31,7%).

XI. tablazat Nyolchetes malacokban kialakitott csipébélkacsokba alap és emelt dézisban®
beoltott Escherichia coli torzsek immunfluoreszcencidval és hematoxilin-eozinos szovettani

vizsgalattal kimutatott tapaddsa illetve a tapadds intenzitdsa

Torzs/ szerocsoport, IF tapadas HE tapadas HE tapadas
intimintipus (+/0ssz. loop) (+/6ssz. loop) intenzitdsa
%

alap emelt alap emelt alap emelt

dozis  doézis  dozis  dézis  dozis  dozis
86-1390/ 045, eae-f  3/3 3/3 3/3 3/3 46%  30,6%
123/ 043, eae” 3/3 2/3 0/3 0/3 - -

*Alap dézis: 1 ml TSB tenyészet/10 cm bélkacs
Emelt d6zis: 5 ml TSB tenyészet/10 cm bélkacs

3.3.4. A vékony- illetve a vastagbél-nyalkahartyan eléidézheté AE 1€zi6 eae-f és eae-y

tipusi sertés EPEC torzs esetében

Tekintettel az el6z8 fejezetben kozolt adatainkra (miszerint eae” E. coli baktériumokat
a remesebélbdl is lehetett izolédlni) tovabba a 2. fejezetben észlelt tendencidra (miszerint az
eae-ytipusu torzsek gyakorisaga a bélsarban szignifikdnsan magasabb volt mint a bélben, 2.
fejezet III. tablazat), folmeriilt a kérdés, hogy vajon a csipobélben nem telepednek-e meg
jobban az eae” E. coli baktériumok, illetve, hogy az eae-f3 és az eae-y elkiilonitési tendencia
a csipObél és a remesebél vonatkozdsaban bizonyithat6-e. A kérdés vizsgdlatira egy 4 hetes
malacot dldoztunk, melynek csip6- és remesebelében egy-egy eae-f és eae-y torzs szamdra
torzsenként 3-3 lekotott bélkacsot készitettiink. A bélkacsokat azonos ddézisokkal fertdézve (2-

2 ml/bélkacs) azt tapasztaltuk, hogy a remesében szinte egyaltaldn nem tudtak a baktériumok
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AE 1€zi6t és tapadast mutatni (XII. tdblazat). A csipObélben — a kordbbi eredményekhez

hasonléan — az eae-f3 tipust torzs az eae-)hoz képest jobb tapadasi értékeket mutatott.

XII. tablazat 4 hetes malacok csipd- illetve remesebelében kialakitott bélkacsokba beoltott
EPEC torzsek immunfluoreszcencidval és hematoxilin-eozinos szovettani vizsgélattal

kimutatott tapadésa, illetve a tapadds intenzitdsa

Torzs/ szerocsoport, IF tapadas IF tapadés HE tapadés HE tapadas
intimintipus (+/6ssz. loop)  intenzitdsa (+/6ssz. loop) intenzitdsa

ileum colon ileum <colon ileum colon ileum colon

86-1390/ 045, eae- 2/3  0/3 1,67 - 3/3 0/3 6.7% -
#10/ O84, eae-y 2/3  0/3 0,7 - 1/3 0/3 4,0% -

A baktériumok tapaddsdnak mértéke (hdmsejtek fedése) és folyamatos rétege alapjdn
(metszetenként 0,5-t01 4-ig terjedd szamok atlaga).
“Tipikus AE 1ézi6t mutaté bélbolyhok 4tlagos %-os gyakorisiga (metszetenként S50

bélboholy vizsgdlata alapjan).

3.3.5. Kefeszegélyhez torténo tapadas eredményei

A vékonybélhdmsejt mikrobolyhaihoz val6 tapadasi vizsgalatokkal az EPEC baktériumok
kezdeti tapaddsban részt vevo adhezinek jelenlétére vonatkozdan szerettiink volna adatokat
nyerni. Ezekhez a vizsgdlatokhoz pozitiv kontrollként a 2134, 2173, 263 és a 2150 ETEC
torzseket alkalmaztuk. Az els6 két torzs F18 fimbridval, mig a 263-as K88ab (F4ab), a 2150-
es pedig K88ac (F4ac) fimbridval rendelkezik. Bizonyos sertés genetikai vonalak
bélhamsejtjeiben egyik vagy masik ETEC-fimbria receptorok (esetleg egyiittesen) fordulnak
el. fgy az egyes dllatokbél készitett kefeszegély szuszpenzidhoz (kiilon-kiilon vizsgédlva)
mind a négy ETEC baktériumot illetve néhany atipikus EPEC baktériumot (86-1390, #10,
#42, #72, #75) adtunk (XIII. tablazat). Negativ kontroll a 123-as nem pathogén E. coli volt. A
vizsgélt atipikus EPEC baktériumok a bélkacs-prébdban megfelel6 adhézidt mutatd 4 hetes
malacok felsébb bélszakaszabdl készitett bélmikroboholy készitményekhez egyetlen esetben
sem tapadtak. Ugyanakkor az F18" és a K88" ETEC torzsek tapaddsa azt jelezte, hogy az in

vitro adhézidés rendszer miitkodik. Az ETEC torzs tapaddsat a 1la. kép mutatja, mig a
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szabadon uszkdal6 kefeszegélyek, amelyekhez az EPEC baktériumok nem tapadtak, a 11b.
képen lathat6. A biztonsdg kedvéért a vizsgdlatokat elvégeztiik egyhetes malacok vékonybéli
kefeszegély készitményeinél is, mely malacok vékonybelében — a bélkacs-probdk tanusiaga
szerint — egyidejlileg igen nagy intenzitdssal tapadtak meg az EPEC baktériumok. Az EPEC

baktériumok tapaddsat ez esetben sem észleltiik (XIII. tdblazat).

XIIL. tablazat A sertés EPEC torzsek in vitro adhéziéjanak hianya 4 hetes és 1 hetes malacok

vékonybél-mikroboholy készitményeiben

Vizsgalt baktérium Kefeszegélyhez val6 tapadds Kefeszegélyhez val6 tapadas

(+/0sszes) (4 hetes malacok) (+/0sszes) (1 hetes malacok)
#10 (EPEC) 0/4 0/4
#42 (EPEC) 0/6 0/4
#72 (EPEC) 0/4 NV
#75 (EPEC) 0/10 NV
86-1390 (EPEC) 0/22 0/4
123 (negativ kontroll) 0/16 0/4
263 (ETEC, K88ab) 18/22 0/4
2150 (ETEC, K88ac) 16/22 NV
2134 (ETEC, F18) 20722 3/4
2173 (ETEC, F18) 15/22 NV

NV: nem vizsgalt

3.4. Megbeszélés

Eredményeink arra utalnak, hogy 4 hetes vdlasztdsi malacokban alkalmazott
csipObélkacs-modell a bélmikroboholy karosodast eldidézd AE fenotipus tanulmanyozasira
megfeleld in vivo rendszerként alkalmazhats. Ezaltal Osszehasonlithatjuk a kiilonbozo
pathotipusi (pl. ETEC és EPEC), valamint az EPEC csoporton beliil, kiilonb6z¢6 intimin-
tipusu E. coli torzsek adott koru sertésekre vonatkozé tapadasi jellegzetességeit. Az altalunk
vizsgélt atipikus EPEC baktériumok esetében a [ tipusd intiminnel illetve az 045

szerocsoporttal rendelkezd torzsek in vivo tapadasi készsége az immunfluoreszcencids,
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szovettani és az elektronmikroszkopos vizsgélatokkal egyértelmilien bizonyithat6 volt, annak
ellenére, hogy in vitro a kefeszegélyhez nem tapadtak. Azt, hogy az adhéziéban a paa és az
espD gének jelenléte esszencidlis lenne, vizsgalatainkkal nem tudtuk bizonyitani. Az viszont
kideriilt, — amit az epidemioldgiai vizsgalatok eredményei is jeleztek — hogy az eae- ¥ tipusu
sertés EPEC torzsek az eae-f torzsekhez képest, a malacok csipdbél-nyélkahartydjahoz joval
kevesebb affinitdst mutatnak. A remese-bélkacsok nyalkahértydhoz val6 tapadasi készsége —
legalabbis a lekotott bélszegmentekben — mindkét intimin tipusu torzsre nézve alacsonyabb
volt anndl, hogy az adott rendszerben mérni tudjuk. Vizsgélataink ezen tanulsdgat a kovetkezd
fejezetben targyalt ordlis fert6zési kisérletekben igyekeztiik ellendrizni (s mint késébb latni
fogjuk a vakbélben val6 adhézids és AE 1€zi6t el6idézd készség ott ugyan igazolhat6 volt, de

a csipObélhez képest altaldban csokkent mértékben).

Az AE fenotipus tanulmdnyozdsara eddig csak az irodalomban jdl jellemzett — €s foleg
human eredetli — E. coli baktériumtorzseket hasznaltak. Mindenképpen uj eredményekrol
szamolunk be, amikor a valasztott sertésekbdl izoldlt atipikus EPEC baktériumok in vivo
tapaddsi képességét valasztott sertések lekotott csipobél-szegmentjein vizsgaljuk. Kiillonosen
az ultrastruktdrélis vizsgdlatok mutattak rd, hogy a mikrobolyhok elhajldsa, lesoprése majd az
emelvény- (pedestal) képzodés ezen EPEC torzsekkel végzett fert6zés eredményeként
ugyanigy kimutathat6, mint ahogyan azt a tipikus human EPEC és az EHEC torzsek
vonatkozdsaban, egyéb in vivo modellekben leirtdk (Staley és mtsai., 1969; Knutton és mtsai.,

1989; Helie és mtsai., 1991; Dean-Nystrom és mtsai., 2003; Booher és mtsai., 2002).

A Dbélkacs modellben végzett vizsgalataink szerint az O157:H7 szerotipussal
rendelkez6 emberbdl izoldlt EHEC torzsek tapadasa a csipobélben részleges volt. A vizsgalt
harom torzs koziil kettd mutatott esetenkénti tapadast és mikroboholy kérositast. Igaz,
ezekben az esetekben a tapadas specifikus volt, €s a jellegzetes AE fenotipust is megfigyeltiik.
Az O157:H7 szerotipusi EHEC torzsek altal okozott megbetegedések az egyik legismertebb
zoonOzis csoportba tartoznak, mely fertézések szarvasmarhardl emberre torténd terjedése jol
ismert (Riley és mtsai., 1983). Arra vonatkozd adataink viszont nincsenek, hogy sertésrdl
emberre terjedhet-e a kérokoz6. Mivel ezek a torzsek képesek megtapadni a sertés (legalabbis
az Ujsziilott malac illetve 3 hénapos malacok szdjon at vald fertézése kapcsin) vékonybél
hamsejtjein, ezért a sertésnek, mint potencidlis vektornak a szerepe felmeriilt. Ilyen irdnyd

adatokat és konklizidkat Dean-Nystrom ¢és munkatarsai (2003), valamint Booher és
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munkatdrsai (2002) kozoltek. Adataink minden esetre azt jelzik, hogy a human EHEC torzsek
a sertés EPEC torzsekhez képest, a sertés csipdbelében joval kevésbé tudnak megtelepedni, s
ezzel Osszhangban van az, hogy természetes koriilmények kozott a sertések O157 EHEC

hordozasa is joval ritkdbb (Booher és mtsai., 2002).

A fent észleltek is arra inditottak benniinket, hogy a valasztott malacokbdl izolalt, és a
4 hetes malacok csipdbelében viszonylag jol vizsgalhaté EPEC torzseket fiatalabb (1 és 2
hetes, szopds) malacok lekotott csipdbél-szegmentjeiben is megvizsgaljuk. Mint kideriilt, a
fiatalabb kor, az itt vizsgdlt EPEC baktériumok megtelepedése irdnt, nem jelentett egy
linedrisan érvényesiild és kovetkezetesen kimutathaté nagyobb hajlamossagot, de a fiatalabb
korral 0sszefiiggd, esetlegesen nagyobb hajlamossag meglétét alatdmasztottak (legaldbbis az
1- 2 hetes €és a 8 hetes malacok vonatkozasdban) az un. alap dézissal végzett vizsgalatok. A
szopds €s a 4 hetes valasztott malacokban észlelt — 1ényegében egyezd intenzitdsd — in vivo
eredmények arra is ramutattak, hogy az itt vizsgalt, véalasztott malacokbdl szdarmazé EPEC
torzseink csipobéli tapadédsat (1-4 hetes kor kozott), a receptorok hidnya nem befolydsolja.
Ilyen receptorokra utal6 adhézidbeli kiillonbséget ugyanis in vivo nem tudtunk kimutatni az 1-
4 hetes kor kozott. Ebbdl eredden feltételezhetjiik, hogy a vizsgdlt torzsek human- vagy nyul
EPEC torzsekhez hasonl6 un. inicidlis adhezinekkel vagy nem rendelkeznek, vagy csak az 1-4
hetes kor kozott a csipObéli szakaszokon nagyjabodl egyformén taldlhatok. A 8 hetes malacok
csipObelében észlelt csokkent intenzitdsu tapadds esetleg jelezheti a kezdeti (vagy egyéb)

adhézids receptorok csokkend termelddését is.

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.

Az in vitro és az in vivo rendszerek eltérd eredményeivel kapcsolatban, itt jegyezziik

meg, hogy az altalunk alkalmazott vélasztott malac csipobélkacs modell nemcsak az in vivo
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adhézids tulajdonsdgok tanulmanyozdsdra alkalmas, hanem azt az in vivo génatvitel (fag
transzdukcid) hatékonyabb voltdnak bizonyitdsara is sikeresen hasznéltuk olyan esetekben,
amikor az in vitro génatvitel sorozatosan negativ eredményekre vezetett (T6th és mitsai.,

2003b).

Az itt targyalt bélkacs kisérletek minden esetre ramutattak arra, hogy az 4ltalunk
izolalt, valasztott malacokbdl szarmazo, eae-f tipusi EPEC torzsek némelyike a kanadai
sertés EPEC torzshoz hasonl6 intenzitassal képes a véalasztott malac csipdbelében megtapadni
és ott jellegzetes AE 1€zi6t el6idézni. Ennek alapjan folmeriilt a kérdés, hogy az itt vizsgalt
sertés EPEC torzsek (vagy azok referencia torzsének elfogadott 86-1390-es torzs) képes-e és
milyen feltételek mellett valasztott sertések ordlis fertdzése révén hasonld bél-elvaltozasokat

€s esetleges megbetegedéseket okozni.
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3.5. Képek

6. kép 1390 EPEC torzzsel (045, eae-p) fert6zott bélkacs. Fluoreszkalé baktériumok tapadésa
a csipobélben. (Immunfluorszcencids mikroszkop, 40x)

7. kép #17. sz. torzzsel (0123, eae-p) fertdzott bélkacs. Fluoreszkald baktériumok tapadasa a
csipdbélben. (Immunfluoreszcencids mikroszkop, 40x)
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8a. kép Szovettani készitmény a 1390-es (045, eae-f) baktériummal fertézott bélkacsbol
(HE, 100x) A mikrobolyhok rétegére erdsen tapadd, a mikrobolyhok kozé is beékelddd
mikrokolénidk (nyilak) valamint esetenként kialakulé kagyldszeri behizéddsok a vékonybél
hamsejtek apikdlis feliiletén (szaggatott nyil).

8b. kép Szovettani készitmény a 123-as E. coli (negativ kontroll) baktériummal fert6zott
bélkacsbol. Baktériumtapadas nincs (HE, 100x).
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9. kép Fluoreszcens tapadas (1390, 045; anti—B—geae immunszérummal)
3 T o

‘e LA -
-

10a. kép A valasztott malac (4 hetes) lekotott csipébelében a bélhdmsejt mikromembranjdhoz
tapadé és ahhoz kozelitd sertés EPEC (045, eae-f) baktériumok a bél mikrobolyhokat a
tapadds helyén lepusztitottak, annak kozelében pedig eltorzitottdk (attaching effacing 1€zi6 =
AE). Transzmisszids elektronmikroszkoépos felvétel (10000x)
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10b. kép Képmagyardzat mint a 10a. képnél. Az EPEC baktériumok tobbsége mar a
bélhdmsejt mikromembranhoz szorosan tapad. Transzmisszids elektronmikroszképos felvétel
(12000x)

10c. kép Képmagyardzat mint a 10a. képnél. Az EPEC baktériumok szoros tapaddsianak
hatdsdra a bélhamsejt magas emelvények (pedestal) képzéssel valaszol (20000x)
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11a. kép. ETEC torzs (2041) tapadédsa a vékonybél kefeszegélyhez (faziskontraszt technika,
40x).

11b. kép. Sertés eredetii EPEC torzs (1390), amely a vékonybél kefeszegélyhez nem tapadt
(faziskontraszt technika, 20x).
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4. Atipikus EPEC fertozések altal okozott bélboholy-karosit6 hatasok (AE

1éziok) valasztott malacokban

4.1. Bevezeto

A nemzetkozi és a kozelmiltban megjelent illetve megjelenés alatt 4ll6 hazai
tanulmanyok azt mutattdk, hogy a valasztott malacokbdl izolalt eae™ E. coli torzsek, EAF
plazmiddal nem rendelkezd, atipikus EPEC-nek tekinthetk (Malik és mtsai., 2004, 2005;
Krause és mtsai., 2005), melyek valasztdsi hasmenésben jatszott szerepe ez idaig
tisztazatlannak latszik. Bar egyértelmii és mindent kizdré bizonyiték erre nem allt
rendelkezésiinkre, munkahipotézisként feltételeztilk, hogy olyan hajlamosité tényezok
segitségével, amelyek a vdélasztiskor 1é€pnek fel, potencidlis koérokozé képességiiket
kifejthetik. Ezt latszanak aldtdmasztani azon eredményeink is, miszerint vilasztott (4 hetes)
sertések lekotott csipobél szegmentjeiben a vizsgélt atipikus EPEC baktériumok tobbsége
igen gyakran és megfeleld intenzitdssal tapad €s okoz tipikus AE 1ézidkat (1d. el6zo fejezet).
Feltételezésiink igazoldsara szajon at torténd fertdzéseket végeztiink 4-6 hetes koru sertéseken

(6sszesen 96 kisérleti és 36 kontroll allatot hasznalva).

A fert6zési kisérleteket kiillonféle hajlamosito tényezokkel illetve azok nélkiil végeztiik
el, azon kérdés megvalaszoldsa céljabol, hogy az atipikus sertés EPEC torzsek dnmagukban
vagy tarsfertozésekkel, illetve egyéb hajlamosité tényezok segitségével okoznak-e
megbetegedést és/vagy AE 1€ziot. E célbdl igyekeztiink a legmegfelelobb — és lehetdség
szerint nemzetkozileg is ismert — sertés EPEC torzset kivédlasztani, majd ezzel kiilonb6z0

koriilmények kozott fertdzési kisérleteket végezni.

4.2. Anyagok és modszerek

4.2.1. A baktériumtorzsek és a hajlamosito tényezok

Az ,A” — ,,G” betlikkel jelzett kisérletekhez hasznalt, sertésbdl izoldlt atipikus EPEC

illetve a kontroll torzseket a XIV. tdblazatban tiintettiik fel. A Kanadaban izolalt, vad tipusu,
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pathogén 86-1390 E. coli (045, eae-p) valasztdsi hasmenéses esetbdl szarmazik, és tipikus
AE 1€zi6t okozott mind in vitro mind in vivo. Ezen kiviil a human EPEC torzseknek megfeleld
— azok LEE régidival azonos — LEE szekvencidt hordoz (Batisson és mitsai., 2003).
Kisérleteinkben ezt a torzset, mint referens sert€és EPEC torzset haszndltuk, mig a nem
pathogén, sertés béleredetli 123 jelli E. coli torzs (O43:H28) negativ kontrollként szerepelt
(Moon és mtsai., 1968). Néhany kisérletben ezen torzsek spontdn nalidixsav-rezisztens
mutansait hasznéltuk (,,A”, ,,B1”, ,,B2” kisérletek). A tanulmanyozni kivant térzsek (P91-19-
172, 86-1390, P87-4725, PO1-F103; Helie és mtsai., 1991) Kanadabdl (John Fairbrother-nek
koszonhetden), illetve Magyarorszagrdl szarmaztak (#5, #10, #27, #31, #42, #60, #72, #75,
#22; Malik és mtsai., 2005) (XIV. tédblazat).

A 2134 jelzésti ETEC torzs (O157:H8, Fl18ac, STa, STb), amelyet az ,,E1” kisérletben
hasznéltunk, egy magyarorszagi vdlasztasi hasmenéses esetbOl szarmazik (Nagy és mitsai.,
1990). A baktériumtdrzseket 70 C-on 25% glicerolt és 75% tripton-széja (TSB) levest
tartalmazé tdpoldatban taroltuk és a felhaszndldshoz brémtimolkék lemezeken vagy tripton-
sz6ja levesben 37 C-on novesztettik. A fertéz6 dézis 1-5x10° CFU/ml koncentraci6ji
levestenyészet volt, amelybdl 10 ml-t adtunk egy allatnak. Az ,,F” és a ,,G” kisérletekben 800
ml levestenyészetet 4000 rpm-en 30 percig centrifugdltunk, majd a feliilisz6t elontve az
iiledéket 80 ml PBS-be felvettiik és szdjon 4t 10 ml-rel fertéztiik az egyes dllatokat (1-5x10"!
CFU/éllat). A fert6zést gyomorszondan keresztiil 2-3 egymast kovetd napon, ad libitum etetés
mellett végeztiik (Févérosi Allategészségiigyi és Elelmiszerellenérzé Allomds éltal kiadott
engedély szama: 23/99). A fert6zés utdni 2-5 nap kozott (az egyes kisérleteknél megadott
feldolgozasi idodpontban) a malacokat Nembutal illetve T61 injekcié alkalmazasaval (az el6z6
fejezetben leirottak szerint) tdlaltattuk, s csipObeliikbdl (egyes esetekben vakbeliikbdl is)
mintdt vettiink, melyeket minden esetben immunfluoreszcencids és HE festéses szdvettani
vizsgélatnak, néhdny esetben pedig transzmisszids elektronmikroszkopos vizsgalatoknak
vetettiink ald. A modszerekre vonatkozo egyéb részleteket illetden a 3.2.3. és a 4.2.3.

fejezetekre utalunk.
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XIV. tablazat Az allatfertdzésekhez hasznalt Escherichia coli torzsek

Torzs Szerotipus eae gén Megjegyzés
86-1390 045:K”E65¢ + EPEC kontroll, Kanadai pool
2134 O157: H19, F18ac - ETEC kontroll
123 043:H28 - Nem pathogén kontroll
P91-19-172 045:K”E65“ + Kanadai pool
P87-4725 045:K”E65“ + Kanadai pool
PO1-F103 O123:H11 + Kanadai pool
#5 045:H11 + Magyar-1 pool
#10 084:H7 + Magyar-1 pool
#27 045:H11 + Magyar-1 pool
#31 049:NM + Magyar-1 pool
#42° 0145:H28 + Magyar-2 pool
#60 O108:H9 + Magyar-2 pool
#72 O157:H2 + Magyar-2 pool
#75 028:H28 + Magyar-2 pool
#22 0123 + Onall6 fertézés (G kisérlet)

: ,,G” kisérletben 6nallo fertozésre is felhasznalt torzs

A ,,D” kisérletben a fumonizin B; mikotoxint hajlamosité tényezdként alkalmaztuk.
Ezt a mikotoxint Isabelle Oswald laboratériumaban allitottadk el6 (Toulouse) (Fournout és
mtsai., 2000). A nyers kivonat egy in vitro kultirdbdl szarmazik, mely 50% vizet tartalmaz. A
sterilizalt, kipréselt kukoricat, befertézték Fusarium verticillioides torzzsel (NRRL 34281) és
négy hétig 25 C-on inkubaltik. Ezt a gombatdrzset magas FB, termelés jellemzi. Acetonitril
és viz 1:1 ardnyu keverékével a nyers toxint kivontak, leszlirték majd egy rotacios beparloval
(evaporatorral) bekoncentraltdk. Az igy kapott kivonat 1,4 g FB; mikotoxint tartalmazott
literenként. Az FB; koncentraciét fél-kvantitativ horizontdlis kromatografidval mérték
(Oswald €s mtsai., 2003). A nyers kivonatot higitatlanul (0,5 mg fumonizin B,/ttkg/nap) adtuk
az éallatoknak, amely megfelel 5-8 ppm mennyiségli FB; toxint tartalmazé takarmédny
fogyasztasanak. Ezt a mennyiséget 12 napon at kaptdk az allatok, melybdl 3 nap a fertdzés

elotti, a tobbi pedig a fertdzés alatti 3 napra és az azt kovetd 6 napra esett.
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A fumonizin B; mellett, a fert6zés napjaiban, a ,,D” kisérletben dexametazon tartalmu
injekciot is adtunk (Dexadreson inj., 2 mg/ml; Intervet International B. V.) 2,5 ml/allat
koncentracioban. Az immunszuppressziv hatdsi gydgyszerrel a csoportok egyik felét

kezeltiik, a masik felét kezeletleniil hagytuk.

Az ,E1” kisérletben TGE (transmissibilis gastroenteritis) virust (Miller No. 6. torzs)
alkalmaztunk hajlamosit6 tényezdként. A sejttenyészeten novesztett virust Tuboly Tamastdl,
a SZIE Allatorvos-tudoményi Kar, Jarvanytani és Mikrobiolégiai Tanszékérél kaptuk. Az
dllatokat, az EPEC fertézést megel6z6 napon, egyszer perorlisan fertéztik (5x10°

PFU/éllat).

4.2.2. Kisérleti elrendezés

Osszesen kilenc, egymdst kovetd gyomorszondds fertdzési kisérletet végeztiink, mely
kisérletek egyenként 2-6 fert6zési csoportot tartalmaztak. Az egyes kisérleteket ,,A”-t6l ,,G”-
ig terjed6 betlikkel jeloltik (XV. tablazat). A ,,B1” kisérletben gyomorsav neutralizaldsa
c€ljabol, az dllatokat fertézé€s eldtt 20 ml pufferolt peptonvizzel (1000 ml desztillalt H,O, 20 g
pepton és 5 g NaCl, pH: 7,2) itattuk. A tobbi kisérletben — hatdstalansdg miatt — ettdl
eltekintettiink. Az ,,A” kisérletben a fert6z6 anyag egyszerre tobb levestenyészetet (37C, 16
ora, TSB) tartalmazott, mivel ezek az Un. kevert (,,poolozott”) torzsek voltak, melynek

mindegyikébdl 5 ml levestenyészetet adtunk egy allatnak.

Az ,,A” kisérletben hasznalt EPEC-keverék csoportok (,,poolok™) a kdvetkezok voltak:
kanadai (86-1390, P91-19-172, P87-4725, PO1-F103); magyar-1 (bélizoldatumok) (#5, #10,
#27, #31) és magyar-2 (bélsdrizoldtumok) (#42, #60, #72, #75) (XIV. tablazat).

A kisérletekben 0sszesen 132 dllatot haszndltunk, ugy, hogy egy-egy fert6zési csoport
3-8 malacot tartalmazott. A vélasztds napjan az allatokat intézetiink kisérleti allathdzaba
széllitottuk, s ad libitum etettiik (kivétel a szallitds napjan). A fert6zés eldtt par oraval az

allatoktol, az ivovizellatas folyamatos fenntartdsa mellett, a tdplalékot megvontuk.
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XV. tablazat Kisérleti elrendezések és bélboholy-kérosité hatdsok (AE 1ézi6k) EPEC’

baktériumokkal valamint nem pathogén kontroll torzzsel fertézott vdlasztott malacokban

hajlamosité tényezokkel és azok nélkiil.

Kisé Kezelési Hajlamosito Hasmenés AE 1€zi6 és tapadas Tapads
isérlet/Telep P o " . fluoreszcens
csoportok tényezok (HT) (+/ Osszes) HE metszeteken (i, c) metszeteken(i)
»A” L 1. kanadai pool 2/4 1/4 1/4
2. magyar-1 pool 2/4 0/3 (%) 0/3
3. magyar-2 pool 2/4 0/3 (%) 1/3
4.C 1/4 0/3 (%) 0/3
,,B1” /1L 1. (1390) 0/6 1/6 0/6
2.C 0/4 0/4 0/4
,,B2” /11 1. (1390) ) 6/6 2/5 (%) 5/5
természetes
2.C ETEC fert6zés 4/4 0/3 (i) 0/3
D"’ /111, 1. (1390) 3/6 0/6 0/6
2.C fumonizin B, 1/4 0/4 0/4
dexametazon
3.(1390 + HT) (valamennyi 2/6 0/5 (%) 0/5
csoport felénél)
4. (C+HT) 2/4 0/4 0/4
»E1” /1V. 1. (1390) 2/6 0/6 1/6
2. (ETEC) 1/6 0/6 0/6
3.(1390+ETEC) ) 5/6 0/6 0/6
TGE virus
4. 1390+TGE 2134(ETEC) 4/6 0/6 0/6
5. TGE 2/3 0/3 0/3
6.C 2/3 0/3 0/3
»E2” /1V. 1. (1390+F103) 2/6 1/61 1/6 col 1/6
2.C 1/4 0/41 0/4 col 0/4
N S o 1. (1390+F103) sz6ja 5/8 0/81 0/8 cae 0/81 0/8 cae
2.C ETEC foies 58 0/8i 1/8cae 0/8i 0/8 cae
LG’ /VL™  1.(#22) . 0/3 2/31  1/3 cae 1/3i  2/3 cae
szbja
2. (#42) természetes 0/3 0/31 2/3 cae 2/31  1/3 cae
ETEC fertozés
3.C az 1. csoportban 0/2 021 2/2cae 0/21 0/2 cae

,»C” kisérlet: ugyanazon kisérleti elrendezést és malacszamot alkalmaztuk, mint a ,,B1” és a ,,B2”
kisérleteknél, de sem a fert6z0 torzs okozta, sem spontan fertdzés nem 1épett fel, igy az eredményeket
kiilon nem tiintettiik fel

75



Roviditések:

*Enteropathogen E. coli torzsek jelzése: 1390 (kanadai referens O45), #42 (magyar izolatum
014), #22 (magyar izoldtum O123), ,,pool”-ok (Id. XIV. tablazat)

C: negativ kontroll torzs (E. coli 123)

1; ileum, cae: caecum, col: colon

HT: hajlamosit6 tényez0k

HE: hematoxilin-eozin Tapadds nem volt megfigyelheto a colon szovettani HE mintdiban
(kivétel ,,E2” kisérlet)

%: 1 allat elhullott

. emelt sz@jatartalmu takarmannyal etettiik az dllatokat
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4.2.3. Klinikai és koérbonctani vizsgalatok

A kisérletek 7-11 napig tartottak. Az allatok 21-28 napos korukban, a valasztds napjan
érkeztek az dallathdzba, s érkezésiik utdni 2.-3. napon fertdztiikk altaldiban hiarom egymadst
kovetd napon, kivétel az ,F’ kisérletben, amikor ez 2 nap volt. Az dallatokat naponta
klinikailag vizsgdltuk, megmértiik a rektalis homérsékletet €s az esetleges hasmenést
feljegyeztiik. A kisérlet inditdsakor valamint annak tartama alatt 2-3 naponta bélsarmintdkat
gylijtottink és juh-véres - valamint brémtimolkék-agaron, 37 C-on E. coli jelenlétére
megvizsgaltuk. Az 4llatok testtomegét naponta megmértiik (kivétel ,,C”, ,E1” és ,E2”
kisérletek). Az éllatokat legkésobb a kisérlet hatodik-nyolcadik napjdn pentobarbitdllal
(Nembutal inj., Ceva-Phylaxia Rt.) tdlaltattuk, s a kiilonboz6 irdnyd vizsgdlatokra mintét

vettiink.

Szovettani vizsgalatokra minden esetben ileum-mintdkat (emellett az ,,F” és a ,,G”
kisérletekben colon és caecum mintdkat is) vettiink. Egyes mintdkat ultrastruktiralisan is
vizsgaltunk. Ezenkiviil valamennyi béldarabot metilcellul6zba dgyazva fagyasztott metszetek
készitéséig "80'C-on taroltuk. A szovettani metszetek paraffin bedgyazdssal, hematoxilin-
eozin festéssel késziiltek. CsipObélmintdkat bakterioldgiai vizsgalatok céljabol is gyljtottiink.
A hemolizal6 E. coli telepeket, az esetleg eléfordulé ETEC fert6zés kideritésére, K88(F4) és
F18 savéval targylemez-agglutinicioval vizsgaltuk. A ,B2” kisérletben az igy kapott
telepeket f4, f18, sta, stb, stbfl és It gének jelenlétére PCR-rel is megvizsgiltuk. Az ,,A”, ,,B1”,
,B2”, ,E1” és ,E2” kisérletekben a csipObelek egy 10 cm-es szakaszat homogenizaltuk
(Heidolph DIAX 900 késziilék), majd tizes alapu higitdsi sorozatot készitve E. coli telepeket
szamoltunk. Ezen esetekben a fert6zésre haszndlt E. coli torzsek nalidixsav rezisztens
mutansaival dolgoztunk, és az egyes higitdsi sorozatokbol 100 pl-t 10 mg/ml koncentricidju

naladixsavas bromtimolkék taptalajra oltottunk.

4.2.4. Az EPEC baktériumok bélbeni megtelepedésének és az AE 1éziok kialakulasanak

vizsgalata

Az alkalmazott médszerek (IF, HE, EM metszetek vizsgdlata) megegyeztek a 3.2.3. pontban
leirtakkal.
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4.2.5. Az allatok szarmazasa, tartasa és takarmanyozasa

A vélasztott malacokat 6 sertéstenyészetbdl (Duroc x lapdly illetve Hungahyb) az
orszag kiillonbozd telepeirdl vasaroltuk (XV. tdblazat). Az egyes kisérletekhez hasznalt vegyes
ivard malacok 2-5 kocdtdl szarmaztak és a kiilonbozd fert6zési csoportokba random mdédon
keriiltek. Az eltérd fert6zésnek kitett csoportokat kiilon szobdkban tartottuk (kutricdnként 3-5
malac). A kutricdkat minden nap a szokdsos klinikai vizsgdlat utdn kitakaritottdk. Egy
kutricdban kb. 0,6-1 m* hely, mig az etetévalytnal kb. 30-40 cm jutott egy malacra. Automata
oOnitato rendszeren keresztiil a viz ad libitum allt rendelkezésre. A szobahomérséklet 22 + 1°C,

a paratartalom 40-44% volt.

A kisérletek sordan az éllatok antibiotikum mentes prestarter malactdpot kaptak. Az
LE17, JF” és a ,,G” kisérletekben a takarmany nem tartalmazott cink-oxidot sem. Az ,,F”’ és a
,G”  kisérletekben pedig megnoveltiik a takarminy szdja-koncentracidjat (26,27%
nyersfehérje tartalom) (XVI. tdblazat). A takarméanyt pellet vagy granuldtum forméaban

etettiik, melynek szamitott atlagos energiatartalma 3630 kcal DE/ttkg volt.
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III. tablazat Az ,F” és a ,,G” kisérletekben hasznalt antibiotikum- és cink-kiegészitéstol

mentes prestarter takarmény receptirdja (emelt sz6jatartalommal)

Komponensek 9%
Buza 22,3
Rozsliszt 25,0
Sz6ja (46%-0s) 18,0
Full-fat szgja 10,0
Takarménymész 3,0
MCP 0,9
NaCl 0,3
Malac 1. 0,5% (HPIG 422-505-03) 0,5
Szamitott beltartalmi paraméterek %
Szarazanyag 88
Nyersfehérje 26,27
Em. nyfeh. sertés 23,6
Nyers zsir 3,31
Nyers rost 3,96
Nyers hamu 7,84

DE sertés 14,34 MJ/kg
ME sertés 13,5 MJ/kg
Lizin 1,506
Methionin 0,4
Meth + cisztin 0,84
Treonin 1,01
Triptofan 0,33

Ca 1,4

P 0,63

Na 0,116

Fe 236,76 mg/kg
Mn 72,91 mg/kg
Cu 41,5 mg/kg
Zn 177,83 mg/kg
Se 0,29 mg/kg
Co 0,19 mg/kg
I 0,76 mg/kg
A-vitamin 13441,5 NE/kg
D;-vitamin 1000 NE/kg
E-vitamin 42,35 NE/kg
K;-vitamin 2,17 mg/kg
B;-vitamin 1,35 mg/kg
B,-vitamin 4,09 mg/kg
Bg-vitamin 3,67 mg/kg
B,-vitamin 0,03 mg/kg
Pantoténsav 14,87 mg/kg
Folsav 0,37 mg/kg
Biotin 0,12 mg/kg
Niacin 26,89 mg/kg
Kolinklorid 360,5 mg/kg
C-vitamin 9,14 mg/kg
Linolsav 1,63
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4.3. Eredmények

4.3.1. Hasmenés, rektalis hémérséklet, relativ testtomeg-novekedés

A kisérletekben szerepld, osszesen 132 dllat koziil 54-nél fordult eld legaldbb egyszer
hasmenés, ami dltaldban a fertézést kovetd egy napon beliil jelentkezett. Hasmenés a kontroll
csoportokban is el6fordult (38,8%-ban), mig az EPEC torzsekkel fertdzott csoportokban

Osszességében a hasmenés gyakorisaga 41,6% volt, szignifikdns kiillonbség nélkiil.

A ,B17,,C” és a,,G” kisérletek sordn, ahol egyéltalan nem alkalmaztunk hajlamosité
tényezoket, hasmenés nem jelentkezett. Ennek ellenére a ,,B2”, ,,F” és a ,,G” kisérletekben,
ahol szintén nem szerepelt hajlamosité tényezo, a hasmenéses allatok szdma magas volt (XV.
tdblazat). Ezekben a kisérleteken a bélsartamponokbdl hemolizdlé E. coli baktériumokat
izolaltunk, amelyek F18 ill. K88 (F4) fimbridk ellen termelt savéval pozitiv reakciét adtak,
jelezvén, hogy egy természetes ETEC fert6zés 1épett fel, amelyet — ugy tlinik —, hogy az

allatok a gazdasagbdl hurcoltak magukkal.

Azokban a kisérletekben, amelyekben a csipObelet vortex-szel homogenizdlva
feldolgoztuk (,,A”, ,,B17, ,,B2”, ,E1” és ,,E2” kisérletek), az EPEC és a kontroll baktériumok

csiraszdma lényeges kiildnbséget nem mutatott: 4tlagosan 1-5x10° CFU/g bél volt.

4.3.2. Mortalitas

A B17,,C”, El1”, ,E2”, F” és ,,G” kisérletekben elhullds nem volt. Az ,,A” és ,,B2”
kisérletekben a kisérleti és a kontroll csoportokbdl egy-egy malac hullott el, s a ,,D” kisérlet 3.
csoportjdbol szintén egy dllat. Az elhulldsok oka (tiidd-, mellhartya-, szivburokgyulladds) az
EPEC fertdzéssel nem volt Osszefiiggésbe hozhats. A kisérletek alatt elhullott dllatokbdl a
fert6zéshez hasznalt egyik E. coli torzset sem tudtuk a béltartalombdl izoldlni (morfol6giai
birdlatra a hulldk nem voltak alkalmasak). A kdrbonctani tiinetek kozott szerepelt pneumonia,
tidéoedema, madjelfajulds. A vastagbelekbdl Pseudomonas és/vagy E. coli nétt ki. A ,,B2”
kisérletben kettd dllat (az egyik a kontroll csoportbdl) hullott el a fertdzést kdveto elso illetve
a madsodik napon. Hemolizdl6 E. coli nétt ki mind a bélsartamponbdl mind pedig a

csipObélbol, melyek ismert ETEC adhéziés faktort nem hordoztak. A ,,D” kisérletben egy

80



allat hullott el, amely boncoldsakor heveny bélgyulladds és heveny tiidogyulladds volt
megéllapithatd (XV. tdblazat).

4.3.3. A hajlamosité tényezok szerepe és az AE 1éziok

Az ,A” kisérlet sordn csupan két pool esetében taldltunk (egy-egy 4llatndl)
immunfluoreszcencids vizsgdlattal kimutathaté specifikus baktériumtapadast (13., 14., 15.
képek). A ,,B2”, ,,F” és a ,,G” kisérletek sordn természetes ETEC tarsfert6zés 1épett fel. Ennek
megfeleléen a ,,B2” kisérletben valamennyi allatndl vizszerli hasmenés jelentkezett, s a
bélsartamponokbdl kitenyésztett hemolizdld E. coli baktériumok mindkét esetben F18"
ETEC-nek bizonyultak. ETEC-re jellemz6 virulenciagének jelenlétére PCR-es vizsgélatokat
is végeztiink. A torzsek pozitivak voltak f18, sta, stb, stbfl génekre, mig k88 és It génekre

negativnak bizonyultak.

Az ,E1” kisérletben a 2134 ETEC torzset illetve a TGE virust, mint hajlamosité
faktort alkalmaztuk az allatok AEEC fert6zésének kialakitdsdhoz. Ennek ellenére a szovettani
metszeteken AE 1€zi6t nem tudtunk megéllapitani, de ugyancsak elmaradt az ETEC altal
eldidézhetd baktérium kolonizacio és hasmenés is. Egyediil egy éllat remesebelébdl szarmazo
metszeten fedeztiink fel ETEC-re jellemz0d, IF vizsgélattal specifikus fluoreszcenciat mutato
sporadikus mikrokolénidkat. Egy éllatban az anti-TGE konjugatum segitségével a TGE virus
jelenlétét tudtuk igazolni (12. kép). Az ,E2” kisérletben viszont egy sertés csipO- és
remesebelében jellegzetes AE 1€z16t és specifikus baktériumtapadast tudtunk kimutatni (16a.

és b. képek).

A ,D” kisérletben haszndlt fumonizin B; és dexametazon esetleges hajlamositd
hatasait az EPEC fertozésre, szovettani és immunfluoreszcencids mdodszerekkel nem tudtuk
bizonyitani, bar a fertdzést kovetden minden édllatndl hasmenés 1épett fel, melynek oktanaban
az ETEC fert6zést ki tudtuk zarni. Ugyanakkor az egyéb irdnyud (vér enzim) vizsgalatok (Dr.

Sélyi Gabor, OAI) a fumonizin B, hatdsdra visszavezethetd enyhe valtozasokat mutattak.
Az F’ kisérletben, ahol a takarmdny emelt szdjakoncentricidt tartalmazott, 16

allatbol 10 allatndl volt hasmenés (5 a kontroll, mig 5 dllat a fertézési csoportokbol). Az

ileumbdl és a mesenteridlis nyirokcsomokbol kinétt hemolizdld E. coli telepek F18 és K88
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(F4) ellen termelt szérummal is agglutinaltak. Ezen kisérlet sordn egy allatbol szarmazoé

vakbélben lattunk AE jellegli tapaddst, mely dllat viszont a kontroll csoportbdl szarmazott.

A ,,G” kisérletben, ahol szintén emelt szdjatartalmi takarmanyt etettiink, hasmenést
egyéltalan nem figyeltiink meg. Ennek ellenére az 1-es kezelési csoportban két allat
csip6belébdl hemolizdld E. coli nétt ki. Ezek az izolatumok F18" ETEC-nek bizonyultak. A
természetes ETEC fert6zést szovettani €s ultrastruktdralis vizsgédlatokkal is meger0sitettiik.
Ezen til, a csipObélben és a vakbélben is mind az immunfluoreszcencids mind a szovettani
metszeteken, mind a fert6zott, mind a kontroll csoportban, jellegzetes AE 1€zi6t €s ezzel jard
baktériumtapaddst tudtunk megallapitani. Ez utébbi kontroll csoportbeli AE 1€zi6 olyan
malacok vakbelében is megjelent, melyek csipdbelében egyidejiileg ETEC fertdzést

mutattunk ki (17. és 18. képek).

4.4. Megbeszélés

Az EPEC 045, vilasztott malacokra vonatkozo, feltételezett pathogenitdsar6l mar
korabban beszamoltak (Helie és mtsai., 1991; Janke és mtsai., 1989; Zhu és mtsai., 1994) és e
szerocsoport kérokozo képességét tjsziilott malacokban kisérletesen is bizonyitottdk (Helie és
mtsai., 1991). Azonban még mindig nyitott maradt a kérdés, hogy a pathogenitds vélasztott
malacokban megismételhetd-e és kétséget kizaréan bizonyithaté-e. Donnenberg és
munkatdrsainak (1993) EHEC fert6zéssel sikeriilt ugyancsak ujsziilott malacokban AE 1€zi6t
eldidézni és megallapitottdk, hogy az eae gén feltétleniil sziikséges a 1€zi6 kialakitasaban.
Ugyanakkor rdmutattak arra is, hogy a szovettenyészeteken végzett in vitro eredmények nem
feltétleniil egyeznek az in vivo eredményekkel. Ez a megfigyelés a sajat, PK15 sejten végzett
in vitro adhézios kisérleteink eredményeit is figyelembe véve benniinket arra késztetett, hogy

a szdjon at torténd EPEC fert6zési kisérleteket valasztott malacokban is elvégezziik.

Ez a modell ETEC vonatkozdsdban mar viszonylag jol ismert (Sarmiento és mtsai.,
1988). Legutobb Madec és munkatarsai (2000) 25-28 napos SPF (specified pathogen free)
allatokat K88 (F4) fimbridval rendelkez6 E. coli torzsekkel fertdéztek. Annak ellenére, hogy a
sikeres fert6zés érdekében kiilonb6z6 kondicidkat, un. risegitd beavatkozédsokat alkalmaztak

(pl. takarmdny- vagy ivOvizelvonds a fert0zés elotti 3-4 ordban; NaHCOs-oldat addsa a
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fertdzést kovetden; intragasztrikus fertdz€s az ordlis fert6zés helyett; a fert6z6 anyaghoz
tehéntej vagy mucin addsa, melyek K88 receptor-specifikus fehérjéket és glikolipideket
tartalmaznak), nem volt egyértelmii, hogy a hasmenést csak az ETEC baktériumok
okozhattdk. Vdlasztasi hasmenés kialakitdsdban ugyanis tobb tényezd jelenlétére van sziikség,
hiszen multifaktoridlis betegségrol van szé, melyben az ETEC baktériumoknak és egyes
enterdlis virusoknak (TGE, rotavirus) is meghataroz6 szerep jut (Nagy és mtsai., 1996).
Vilasztott malacokban eléfordulé EPEC és ETEC kozos fert6zésérél Wada és munkatarsai
(1996) adtak hirt eldszor, akik egy gazdasagban elhullott sertések szovettani bélmetszeteiben
taldltak AE lézidkat. Az elhullds eldtt az allatok a hasmenés tiineteit mutattak. Kideriilt, hogy
az AE lézidkat O45 szerocsoporttal rendelkezd E. coli (EPEC) okozta, ugyanakkor O149

szerocsoporttal rendelkezd baktérium (ETEC) is kolonizélta a bélnyéalkahartya feliiletét.

A fent emlitett kisérletek is rdmutatnak arra, hogy a malacok ETEC okozta vélasztasi
hasmenésének hétterében komplex koéroktan 4ll (Nagy és mtsai., 1996), melyben esetleg az
EPEC baktériumok is részt vehetnek. Kisérleteinkben megprobéltunk fényt deriteni arra, hogy
e korkép kialakitdsdban az atipikus EPEC baktériumoknak lehet-e valéban szerepe. Ennek
érdekében egy nemzetkozileg ismert, kanadai, O45 tipusi EPEC baktériummal (esetenként
pedig ennek tarsizolatumaival, valamint hazai sertések belébdl illetve bélsardbdl izolalt EPEC
baktériumokbol képzett kevert izoldtumokkal) fertoztiink kiillonb6z6 gazdasagokbdl szarmazé
valasztott malacokat, prediszponald tényezoének TGE virus- illetve ETEC fert6zést valamint

fumonizin B, toxint és magas szdjatartalmui takarmany etetését vilasztva.

A fenti kisérleteinkben fontos szempont volt, hogy a valasztasi malacokbdl izolalt
eae” E. coli torzsek pathogenitdsit a természetes dllapotokhoz kozelitd fertézési modellben
tanulmanyozzuk. Mint az el6zdekben ismertetett kisérleteink soran kideriilt, hogy a torzseink
vélhetden funkciondlisan ép LEE pathogenitési szigettel rendelkeznek, ugyanakkor néhény, a
tipikus EPEC-re jellemz0 egyéb gén (bfp, EAF) hianyzik beldliik. Szerotipusuk is tobbnyire
»szokatlan” a vélasztdsi malacokbdl eddig leggyakrabban leirt EPEC szerotipussal (O45)
szemben. A PKI15 sejtekkel végzett in vitro kisérletek soran a vizsgélt EPEC baktériumok
tobbsége in vitro tapadasi készséget mutatott. Ezek koziil az egyik legjobban tapadé torzs a
nemzetkozi referens sertés EPEC torzsnek tekintett 86-1390-es (O45:H") torzs volt. Ugyanezt
észleltiik a vélasztott malacokon végzett bélkacs probak eredményeként is. Ezért a 4-6 hetes

valasztott malacok oralis fertdzésére elsOsorban ezt a torzset hasznaltuk.
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Kisérleteink sordan el0szor az egyes EPEC baktériumtorzsekbol — késziilt
levestenyészeteket Gsszevontan (,,poolozva”) adtuk az allatoknak (,,A” kisérlet). Az egyes
»poolokat” ugy allitottuk 0ssze, hogy azok eredetiikre nézve bizonyos geogréfiai (kanadai,
magyar) valamint anatomiai (bélsar illetve bélnyalkahértya) kiillonbséget képviseljenek. A
klinikai és a szovettani eredmények az egyes ,,poolok” megbetegitd képességét nem
bizonyitottdk. Ezért a tovdbbi két kisérletben (,,B1” és ,,B2”) azonos helyrdl szarmazé
allatokban csak a pozitiv kontrollként alkalmazott 86-1390-es torzs hatdsat figyeltilk meg.
Mig a ,B1” kisérletben sem hasmenés, sem AE 1ézi6 nem jelentkezett, addig a ,B2”
kisérletben majdnem minden é&llatndl vizszeri hasmenés Ilépett fel. Itt a csipdbelek
immunfluoreszcencids metszetein lattunk kolonizédciét és AE jellegli adhéziét. Kideriilt
viszont, hogy a kisérleti és a kontroll dllatokban egy ETEC tarsfert6zés 1épett fel, s igy nem
tudtuk az AE 1€ziok kialakuldsiat egyértelmiien az dltalunk végzett EPEC fert6zésnek

tulajdonitani.

A ,,C” kisérletben a ,,B” kisérleti fertdzési protokollt Gjbol alkalmazva mas helyrdl
rendeltiik az 4allatokat. Valasztdsi hasmenés illetve szovettani elvdltozds ezittal egyaltalan
nem lépett fel (az eredményeket a tibldzatban nem tiintettiik fel). Igy fordultunk a hajlamosité
tényezOk alkalmazdsa felé. A ,D” kisérletben fumonizin B; valamint a dexametazon
immunszuppressziot okozé hatdsat igyekeztiink kihaszndlni. Statisztikailag értékelhetd,
egyértelmii EPEC-hatdst azonban semmilyen mddszerrel nem tudtunk kimutatni. Az ,E”
kisérletekben (,,E1” és ,,E2”) ismét djabb helyrdl rendeltiik az dllatokat. Az ,,E1” kisérletben
az EPEC fert6zés kialakitashoz — hajlamosité tényezoként — TGE virust illetve ETEC torzset
is (0157:H8, Sta*, Stb*, F18ab) igénybe vettiink. Az ,,E2” kisérletben a takarmanyba nem
tettiink cink-oxidot. Ennek ellenére csupdn egy esetben tudtunk fluoreszcencids tapadést
kimutatni (18. kép). Az ,,F” kisérletnél emeltiikk a takarmdny szodjatartalmat és két kanadai
torzzsel (1390, PO1-F103) fertdztiink. A malacokban itt is egy ETEC tarsfert6zés 1épett fel,
AE 1€zi6t viszont nem tudtunk kimutatni. A ,,G” kisérletben az allatok ismét egy ujabb
teleprdl szdrmaztak. A fertdzd baktériumok az éltalunk izolalt #22 és #42 szamu torzsek
voltak. Bar hasmenés és 14z nem jelentkezett, szovettani €s ultrastruktirdlis médszerekkel
mind AE 1€zi6t mind pedig ETEC-re jellemz6 elvéltozast mutattunk ki. Mint kideriilt ez
esetben is spontdn Fl8ac ETEC fert6z€s altal eldidézett hajlamosité tényezdvel dllhattunk

szemben.
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Mint a fentiekbdl kidertil, kisérleteink sordn szdmos varidcidval probdlkoztunk, s ezek
eredménye alapjan megallapithatd, hogy a hazai sertéstartasi gyakorlat szerint valasztott (4-5
hetes kord) malacokban o©nélléan atipikus EPEC baktériumok a valasztisi hasmenés
koéroktandban nem jatszanak szerepet. Az mindenképpen figyelemre méltd, hogy ha ETEC
tarsfertdzés 1épett fel, akkor amellett, hogy természetszerlien megndtt a hasmenéses esetek
szdma, megjelent a szdvettanilag kimutathat6 AE 1€zi6 is. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy
az eae’ E. coli baktériumoknak a vdlasztdsi hasmenésben esetenként tdrsult szerepe lehet, de
ilyen esetekben is sziikséges az etetett takarmanyok hajlamosité szerepét (pl. emelt
szOjatartalom) figyelembe venni. Eredményeink latszélag ellentmondasban vannak Girard és
mtsai. (2005) kozelmultban megjelent kozlésével, mely szerint 19% szdjafehérjét tartalmazod
tdppal etetett 3 hetes malacokat sikeresen fertdztek az altalunk is alkalmazott 86-1390-es
(045, eae-p, kanadai) torzzsel. Az éltaluk sikeresnek vélt fenti vdlasztdsi malac modell
azonban — szerintiink — tdlzottan mesterséges és a mindennapi gyakorlattél nemcsak a
malacok lényegesen fiatalabb kora tekintetében tér el, hanem abban is, hogy a malacoknak 3
mg/ttkg dexametazont is adtak (p.o.), mely a mi ,,D” kisérletiinkben alkalmazott d6zisnak kb.

tizszerese.

Ezzel szemben gy véljiik, hogy az altalunk elvégzett kisérletek eredményei a sertés
EPEC torzseknek a valasztdsi hasmenésben vélt esetleges szerepét jobban €s életszertibben
vilagitjdk meg. Ezek szerint az EPEC baktériumok (mint tirs kérokozdk) esetleg akkor
juthatnak szerephez, ha egyidejiileg ETEC fert6zés is fellép az dllomédnyban, s mindezt egyes
dietetikus hajlamosité tényezokkel (pl. magas széjatartalmu takarmany) is eldsegitjiik. Ezt
tdmasztja ald azon megfigyelésiink is (,,G” kisérlet), mely szerint ilyen prediszponalt
allatokban a korabbi spontan EPEC fert6zések kitjulasaval (az EPEC baktériumoknak példaul

a csipObélben valé elszaporodésdval is) szamolni kell.
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4.5. Képek

12. kép EPEC + TGE koz6s fert6zés (,,E1” kisérlet) (Immunfluoreszcencids vizsgalat, 40x)

TGE viruszarvanyok a bélhamsejtekben.
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13. kép ,,Kanadai pool”-lal fert6zott malac csipdbele. (,,A” kisérlet) (Immunfluoreszcencias
vizsgélat, 60x)

14. kép Magyar-1 ,,pool”-lal fert6zott allat csipdbele. Flureszcens tapadas nem lathatd. (,,A”
kisérlet) (Immunfluoreszcencids vizsgalat, 60x)

87



15. kép Magyar-2 ,,pool”-lal fertozott allat csipdbele. (,,A” kisérlet) (Immunfluoreszcencids
vizsgélat, 40x)

16a. és b. kép 86-1390 EPEC torzs fluoreszcencias tapadasa a csipdbélben (,,E2” kisérlet)
(Immunfluoreszcencias vizsgalat, 60x)
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17. kép Spontan ETEC fert6zés a csip6bélben (,,G” kisérlet) (Kontroll csoport) Az ETEC
baktériumok az ép mikrobolyhokhoz tapadnak.
Transzmisszids elektronmikroszképos felvétel (15000x).

18. kép EPEC fertézés a vakbélben. (,,G” kisérlet) (Kontroll csoport) Tipikus AE 1€zid.
Transzmisszids elektronmikroszképos felvétel (20000x).
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5. Zaro6 megbeszélés és kovetkeztetések

Mint kordbban megfogalmaztuk, munkank elsédleges célja volt hogy eae’ E. coli
(EPEC) torzseket mind egészséges mind hasmenéses &llatokbdl jarvanytani, statisztikai
elemzésre alkalmas médon — gyijtsiink, s az izolalt torzseket feno-illetve genotipusosan
jellemezziik. Az ilyen irdnyd molekuléris epidemiol6giai vizsgalataink sordn a hasmenéses és
nem hasmenéses allatok bélsdrtamponjaiban valamint a bélnydlkahartya kaparékokban az
eae” E. coli torzseket nagyjabol hasonl6 gyakorisdggal taldltuk. Ugyanakkor megallapitottuk,
hogy ezek a torzsek egyéb ismert kérokozok jelenléte nélkiil is izoldlhatok. Ezért ugy tlint,
hogy az eae™ E. coli torzsek jelenléte ezekben az allatokban esetenként a hasmenéssel oktani

Osszefiiggésben is lehetett.

Kutatdsaink sordn kideriilt, hogy a Magyarorszagon izoldlt hasmenéses allatokbdl
valamint a bélnyalkahartya kaparékokbol egy uj szerotipus (O123:H11, eae-f) igen gyakran
izolalhat6. Adataink arra utalnak, hogy az eae- [ tipus vélasztdsi malacokban inkdbb a csip6-
és remesebélben, mig az eae-yinkdbb a végbélben fordul el gyakrabban. Mindkét csoportot

egyformén jellemezte a ,.tipikus human EPEC” torzsekre jellemzd EAF plazmid hidnya.

A torzsek AE jellegli tapaddsaért elsOsorban felelés LEE pathogenitdsi sziget — a
hibridizacios probak alapjan — valamennyi torzsben (valamennyi régiét tartalmazva) jelen
volt. Ugyanakkor az EHEC és a tipikus EPEC torzseket jellemz6 (nemrég felfedezett) OI-
122-es pathogenitdsi sziget egészét torzseinken nem tudtuk kimutatni. Ezen sziget egyes
génjeinek jelenlétét igazolo PCR eredményeink viszont azt jelzik, hogy némelyik torzsiink
rendelkezik az OI-122-es sziget bizonyos elmeivel, s ilyen alapon, a valdszinlileg a késobb

kialakult EPEC és EHEC torzsek evolicios rezervoarjainak tekinthetok.

A torzsek molekuldris jellemzésén tdl célunk volt az is, hogy - kiillonbozd sejttenyészetek
fertozése révén - az éltalunk gyljtott torzsek in vitro adhézids képességét vizsgaljuk, s erre
megfeleld rendszert dolgozzunk ki. Eredményeink alapjan szdmos sertés €s human EPEC
torzs in vitro adhézids vizsgdlataira a PK15 sertés vese sejtvonalat javasoljuk. Az itt
tanulmanyozott EPEC torzsek a sertés vese sejtvonalon emelvény (pedestal) képzddés nélkiil

tapadnak €s okoznak intimin tipust adhéziot.
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Az EAF plazmid fent emlitett hidnyét is figyelembe véve a vizsgilt sertés eredetli eae” E.

coli torzsek un. ,,atipikus EPEC”-nek tekinthetok.

A tovébbiakban célunk volt az is, hogy kidolgozzunk egy olyan in vivo adhézids

modell-rendszert, melynek segitségével a baktériumtapadast és az AE 1éziét

immunhisztokémiai, szovettani és ultrastrukturalis eszkozokkel vizsgdlhatjuk. Eredményeink
arra utalnak, hogy 4 hetes valasztdsi malacokban alkalmazott csipdbélkacs-modell —
szemben az éhbél szegmentekkel — a bélmikroboholy karosodast eldidéz6 AE fenotipus
tanulmanyozdsara megfelelo in vivo rendszerként alkalmazhat6. Ezéltal 6sszehasonlithatjuk a
kiilonbozo pathotipusu (pl. ETEC és EPEC), valamint az EPEC csoporton beliil, kiilonb6z6
intimin-tipusd (pl. eae-f vs eae-y) E. coli torzsek adott kord sertésekre vonatkozé adhézids
tulajdonsagait. Idevonatkozé vizsgalataink sordn megallapithattuk, hogy az eae- ytipusu sertés
EPEC torzsek az eae-f torzsekhez képest, a 4 hetes malacok csipdbél-nydlkahartydjahoz
szignifikdnsan (p<0,001) alacsonyabb intenzitdssal tapadnak, s szignifikdnsan alacsonyabb
volt a bélsareredetli EPEC torzsek altal eldidézett AE 1ézidk gyakorisidga is. A bélkacs
modellben végzett tovabbi vizsgdlataink szerint az O157:H7 szerotipusui, emberbdl izolalt
EHEC torzsek a 4 hetes vélasztott malacok csipdbelében jellegzetes, de ritkdn eléfordulé AE
1ézi6t mutattak, mely egyezik azon adatokkal, mely szerint a sertés, a human EHEC torzsek
hordozasdban, nem jatszik dont6 szerepet. Vizsgalataink ugyanakkor ramutattak arra is, hogy
a sertés EPEC torzsek in vivo tapaddsa nem jar egyiitt az ugyanazon malacok bél mikroboholy
készitményeihez val6 in vitro tapadds készségével, ami ezen torzsek kezdeti adhezinjeinek

(ill. azok in vitro termelddésének) hidnyat jelzi.

Az itt targyalt bélkacs kisérletek minden esetre ramutattak arra, hogy az altalunk
izolalt, valasztott malacokbdl szdrmazd, eae-f tipusi EPEC torzsek némelyike (pl. #17-es
0123, eae-p, #5-6s 045, eae-p) a referens (045, eae-f) kanadai sertés EPEC torzshoz hasonld
intenzitdssal képes a vélasztott malacok csipObelében megtapadni €s ott jellegzetes AE 1€zi6t
eléidézni. Ennek alapjan folmeriilt a kérdés, hogy az itt vizsgdlt sertés EPEC torzsek
(elsésorban azok referencia torzsének elfogadott kanadai 045, eae-[ tipusi EPEC -es torzs)
képes-e és milyen feltételek mellett valasztott sertések ordlis fertdzése révén hasonld bél-

elvaltozasokat és esetleges megbetegedéseket okozni ?
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A fert6zési kisérleteket kiilonboz6 hajlamosité tényezdk kozbeiktatdsaval, ill. azok
nélkiil végezve, az eredményekbdl kideriilt, hogy a hazai sertéstartdsi gyakorlat szerint
valasztott (4-5 hetes kort) malacokban az atipikus EPEC baktériumok a valasztasi hasmenés
kéroktandban o©ndlléan nem jatszanak kozvetlen szerepet. Az viszont mindenképpen
figyelemre mélt6, hogy ha ETEC tarsfertozés I1épett fel, akkor amellett, hogy
természetszeriien megndtt a hasmenéses esetek szama, megjelent a szovettanilag kimutathat6
AE 1€zi6 is. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy az eae® E. coli baktériumoknak a vélasztdsi
hasmenésben esetenként tarsult szerepe lehet, de ilyen esetekben is sziikséges az etetett

takarmdanyok hajlamosit6 szerepét (pl. emelt szgjatartalom) figyelembe venni.

A fentiek alapjdn az itt elvégzett munka legfontosabb ij tudomdnyos eredményeit az

aldbbiakban tudom osszefoglalni:

1. Vilasztott sertésekbdl jelentds szamban izoldltunk intimin-pozitiv (eae®) E. coli torzseket, s
ezek kozott egy eddig az irodalomban nem szerepld 4j 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 els6sorban [ és 7y intiminnel
jellemezhetdk, s hogy a vélasztott sertések vékony- és vastagbelébdl izoldlt torzsek
tilnyomdan (85%-a) B tipust intiminnel rendelkeznek, mig a bélsar eredetli torzsek ettdl

szignifikdnsan (p<0,02) eltérnek (53%-a -, 23%-a y- intimin tipusi).

3. A sertés EPEC torzsek in vitro adhézidjanak vizsgélatira eddig nem allt rendelkezésre
megfeleld, jol definidlt sejtmodell. Vizsgalataink alapjan a PK15 (sertésvese) hamsejtekhez
torzseink tobb mint fele jol tapadt, mig a HeLa (humén epithel) sejtekhez nem tapadtak. Az
adhézié ultrastruktirdja szoros (intimin tipusi) tapaddsra utalt, emelvény (pedestal)
formalodas nélkiil, mely utébbi megfigyelést a tapadas helyén észlelhetd aktin-akkumulacié

hidnydval — s a torzsek atipikus EPEC jellegével — 0sszhangban volt.
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4. A torzsek in vivo adhézids €s bélboholy karosité (Un. ,,attaching effacing = AE) hatdsanak
vizsgalata céljabol 4 hetes valasztott malacokra alapozott csipdbélkacs modellt dolgoztunk ki,
melynek segitségével a vizsgdlt EPEC torzsek koziil az eae-f tipusiak (tobbnyire
béleredetiiek) jobban, az eae-y tipusiak (tobbnyire bélsareredetiiek) kevésbé jol tapadtak és
idéztek eld jellegzetes AE 1€zi6t, mely kiilonbségek mindkét vonatkozasban szignifikdnsnak
(p<0,001) bizonyultak. E tekintetben a két intimin csoport képviseldi fiatalabb (1 és 2 hetes)
malacokban kevésbé tértek el, s a korral egyenes ardnyban csokkend fogékonysdgot sem

lehetett hatarozottan kimutatni.

5. A bélkacs-prébaban (in vivo) pozitiv eredményt adé malacok vékonybelének megmarado
szakaszaibol készitett kefeszegélymintdk az in vitro probdban az EPEC baktériumokkal
adhézidt nem mutattak, jelezvén, hogy a vizsgalt sertés eredetli EPEC torzsek un. inicidlis

adhezinekkel nem rendelkenek vagy azokat in vitro nem termelik.

6. A bélkacs kisérleteink eredményei arra is rdmutattak, hogy az emberi eredetit EHEC
torzsek, a valasztott malacok csipObelében, a sertés EPEC torzsekhez képest joval kevésbé

tudnak megtelepedni.

7. A jarvanytani (case control) adataink, az izolalt atipikus EPEC torzsek pathogenitdsat — az
eddigi irodalmi feltételezésekkel ellentétben — kétségbe vontdk, s a kozvetlen kérokozé hatést
a 4-5 hetes vélasztasi malacokon végzett ordlis fert6zési kisérletek eredményei sem igazoltdk.
Egyes tarsfertozések (pl. ETEC) és dietetikus hajlamosité tényezOk (pl. magas szdjatartalmu
takarmany) egyiittese azonban mind a kisérletes EPEC fert6zést, mind a latens természetes
fertozottséget aktivalni tudta, mely tényezok koziill a dietetikus hajlamositds latszott

hatékonyabbnak.
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