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Bevezetés

Az Escherichia coli a normal bélfira tagja emberben és allatokban.
Emellett szerol6giai és egyéb biologiai reakciokkal joI meghatarozhaté és
elkilonithetd nozol6giai egységei vannak, amelyek a bélcsatornaban fertdzéseket
okozhatnak Az E coli szamos extraintesztinalis fertézés kérokozoéja is lehet. Ezen
utobbi fertézések esetében nehéz lenne egyérteimi nozolégiai egységeket
felalliftani, annyi mindenesetre megallapithat, hogy a kérokozéd torzsek nagy
gyakorisaggal rendelkeznek aftalédban tobb olyan virulencia faktorral, amelyek a
kolonizaciét, invazi6t é&s a szGvetek karosodasat idézhetik eld, ezaltal akar
generalizalt fertézést is okozhatnak. ‘A fertdzés kialakuldsaban, terjedésében és
generalizaci6jaban szamos virulencia faktormak van szerepe. A virulenciét
meghatarozé tényezok kazal legfontosabbak a kolonizaciéban résztvevd fimbridk, a
citotoxikus alfa-hemolizin, bizonyos K antigének, sziderophorok, szérumrezisztencia
és motilitds. E tényezdk patogenetikai szerepének pontos tisztazasa és a
baktériumok virulencigjaért felelds gének illetve a géneket befolyasolé regulatorok
felderitése, meghatarozésa napjainkban torténik.

A fertdzd betegségek kialakulasaban az elsd és egyik legfontosabb 1&pés
a baktériumok adherencidja a gazdasejthez Ezt az E cofi kalonbozd tfpush
adhezinnekkel, fgy az |. tipusd, P, S, G fimbridkkal és a Dr és nonfimbridlis
adhezinekkel biztosija. Ezek az adherencia faktorok megkoénnyitik és eldsegitik a
kolonizaciét, majd a baktériumok szoveti migracitjat, esetenként a fertzés
generalizacidjat Fagyasztott metszeteken végzett vizsgalatok alapjan kimutattak,
hogy a tiszttott fimbriak és a fimbridval rendelkezé baktériumok fajlagosan

kotodnek, gy példaul az S fimbria a vese tubulus és gydjtdcsatomak hamsejtjeihez,



a glomerulus vasculans endotheljéhez valamint az agy microvascularis endothel
sejtjeihez, a P fimbnak a vese tubulus és glomerulus epithel sejtjeihez, valamint a
glomerulus vasculéris endotheljéhez kapcsolédnak.

A szisztémas fertdzést okozé E. coli térzsek - mint azt a kiasszikus
agglutinaciés modszerekkel és (jabban PCR technikaval igazoltak - gyakran
hordoznak S fimbriakat. Feltételezik, hogy ezen fimbnak patogenetikai szerepe a
generalizalt fertozés eldidézésében nyilvanul meg.

Az extraintesztindlis fertdzést okozé E. coli izol&tumok kb. 50% alfa-
hemolizint termel, amely a Proteus, a Pasteurella és az Actinobacillus genusok
citolizin exotoxinjaival egyitt az RTX (repeats in Toxin) csaladhoz tartozik.
Immunoblot technikéval igazolték, hogy a P. vulgaris és a M. morganii altal termelt
polypeptid molekulasilya (110 kDa) és antigenitisa azonos az E. cof alfa-
hemolizinével. Az alfa-hemolizinnel szemben a szervezet, mint antigén ellen
antitestet termel. A betegek szérumaban a fertézés silyossagatél és idotartamatol
faggoen kaiénbozo titerekben ezt ki tudtuk mutatni.

A globdiis regulatorok a virulencidért felelds fobb gének kifejezddését
egyidejileg befolyasoljak. Delécidjuk, “esetleg transzpozon mutacidjuk &ftal
nemcsak a direkt médon kédolt funkciék karosodnak, hanem szadmos més
virulencia funkcié is. Amennyiben a deléci6t illetve mutaciét szenvedett
génszakaszt helyredllitiuk a kromoszoma egyéb régioi altal kodolt virulencia
funkciok is visszatérhetnek.

Emberben hemorrhagids colitist és hemolitikus uraemias szindromat
okozhatnak az enterchemomnhagias E. coli (EHEC) O157:H7 térzsek. A betegség
kialakulasaért a baktérium altal termelt Shiga-toxint teszik’feleléssé, amelyet

bacteriofag genom koédol. A RecA fehérje, amely a DNS karosodas



hetyreéllitéséban jatszik szerepet, ezen kérokozéban elésegiti konverzié révén a
vegetativ bakteriofagok replikacidjat, amelyek aital kédott Shiga-toxin sokszoros
mennyisége termelddik .

A kommenzdlis neisseridk a széjureg normal fiorajahoz tartoznak. A
Neisseria csalad patogén tagja a Neisseria meningitidis szintén eldfordulhat a
szajfioraban anélkil, hogy betegséget idézne el6. Ugyanakkor a meningococcus
néha 6rakon belli halalhoz vezetd fertzést okozhat, mig a kommenzalis neisseridk
ritka esetben idéznek eld komolyabb megbetegedést. Molekuléars genetikai analizis
kézeli rokonsagot mutatott a patogén meningococcus, gonococcus és a
kommenzalis neisseridk k6z6tt. A meningococcus meningitisek eliminacidjia a
vitdgon még mindig probléma az Gjabban kifejlesztett vaccinak ellenére is, mivel a B
szerocsoportd N. meningitidis ellen nincs védooltas. A kutatasok nemcsak a
patogén meningococcus, hanem a kommenzalis neisserak felé is fordultak,
vizsgdlva a virulencia gének transzferének lehetdségét, ami a virulencia

evollcidjanak egy lehetséges dtjat jelentené.

Célkitlizések

1. Az E. coli altal kifejezett kalénboézd tipusu fimbrisk kotddésének vizsgalata az
extracellularis maétrix fehérjékhez (fibronectin,” laminin és kilénbszé tipusd
kollagének). A fimbriak szerepének vizsgalata a felszallé hagyuti fertézésekben,
valamint hematogén fertdzést utanozva a fimbrialt és nem fimbrigit torzsek széveti

tropizmusanak 6sszehasonlitasa.



2. Az alfa-hemolizin termelés és tddtoxicitas (hemorrhagias tGdé ddéma) kazétti
kapcsolat vizsgalata egerekben, valamint az alfa-hemolizinnel szemben a gazda
szervezet 4ltal termett eltenanyagok antitoxikus hatasanak kimutatasa £. coli és P.
morganii tadoétoxikus hatdsaval szemben.

3. A leuX és sefC tRNS-t kédol6 gének globalis regulator szerepének, ezittal
befolydsanak vizsgélata az uropatogén £ colf virulenciajara in vitro és in vivo.

4. A RecA protein befolyasanak vizsgalata a kilonbdzb patogén E. coff térzsek
virulencidjéra :n vivo.

5. A genetikai transzfer lehetGségének vizsgalata a patogén neisseria térzsek
virulencia génjeinek (pilE, porA és iga) azonositasaval a kommenzalis

neisseriakban.

A vizsgélatok soran alkalmazott médszerek

1. Virulencia markerek kifejezodésének in vitro kimutatasa:
- fimbridk kimutatdsa - haemagglutinaciés teszttel mannéz nélkdl és mannéz
jelenlétében
- elektronmikroszk6ppal
- extracellularis matrix fehérjék kétése:
agglutinacios médszerrel Naidu szerint (1)
microtiter lemezen Ljungh és Wadstrém szerint (2)
- rajzés vizsgalata 0.2 % agar taptalajt tartalmazé kis Petri csészében
- siderophor termelés kimutatdsa - Chrome Azuro! sulfonate (CAS) indikator -

lemezen Schwyn és Neilands médszerével (3)



- szérum rezisztencia vizsgalata - Taylor &s Hughes szerint normél szérumban (4)
- hemolizin termelés vizsgélata - Smith, valamint Bauer és Welch médszerével(s.6)
2. In vitro virutencia vizsgélatok éllatkisérietes modeflekben:

- tQdd toxicitasi teszt egerekben Kétyi és mtsai médszerével (7)

- tadd toxin neutralizacids teszt egerekben Emddy &s mtsai szerint (8)

- intravénas és intraperitonedlis virulencia vizsgélat az elhullas aranydnak
megéallapitdsa - Karber szerinti LDsp meghatarozés, az adott dézisokkal
fertozott egerek megfigyelése 14 napig. Az elhullott &llatok szerveinek
patomorfol6giai vizsgélata, az elvattozott szervek hisztoldgiai vizegélata.

- nephrovirulencia teszt egerekben intravénéas fertézés utdn Van den Bosch
szerint (9)

- virulencia vizsgélat szopds egerek hugyhoélyag fertézésével Kétyi szerint (10)

- baktériumok eliminaciéjanak vizsgélata egerek intravénas fertdzése utén
Hacker és mtsai szefint (11)

- csirkeembri6 virulencia teszt - Powell és Finkelstein m6dszerével (12)

- egér kolonizaciés vizsgélatok - az egerek béHidrajat per os streptomycin
kezeléssel az Enterobacteriaceae csal4d tagjaitél mentesitettk, majd £. coli
torzsekkel fertbztak. A fertdzést kévetden naponta székiet mintat gydjtottank”
és homogenizdlés utdn meghatdroztuk a fertézéssel bevitt £ colf
megjelenését szelektivvé tett eozin-metilénkék taptalajon.

3. Genetikai médszerek

- Standard genetikai médszereket a Molecular cloning: a laboratory marual
(Sambrook et af. 1989.) és a Current Protocoll in Molecular Biology (Moore et
al. 1987) alapjan alkalmaztuk.

- DNS-DNS hibridizaciokc



DNS jeldiése - PCR DIG Probe Synthesis Kit (Boehringer Mannheim's Roche
Diagnostic) felhasznalasaval a gyart6 leirasa alapjan.

DNS slot biot - DIG System felhasznaléi utasitasa alapjan

Southem hibridizacié6 - Southern médositott médszerével, valamint a DIG
System felhasznaléi utasftasa alapjan

- PCR amplifikaciok

Eredmények és megbeszélés

1. Uropatogén Escherichia coli kalonbdz6 fimbridkat ( I-es tipusy, P, S) kifejez6 és
fimbridt nem hordozé izogén kidnjaival végzett patogenetikai vizsgalataink soran
igazoltuk a fimbrialt térzsek subepithelialis k6tészoveti fehérjékhez (extracellularis
matrix fehérjék) valé kotédését A fimbridkkal rendelkezd torzsek virulensebbnek
mutatkoztak az egerekben ascendalé és hematogén fertdzés utéan. A fimbrialt
torzsek vesetropizmusat intravénas fertozés utdn a szervekbdl végzett
csiraszamolassal igazottuk.

2. \Vizsgalataink soran kimutattuk, hogy felGletesen altatott egerek intranasalis
fertdzése utdn az alfa-hemolizalé E. coli és P. morganii térzsek hemorrhagias
tudoodémat okoznak. 150 E. coli torzset vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy majdnem
100 %-os komelacié van az alfa-hemolizin termelés és tdddtoxicitds kozott.
Egyetlen torzset taléltunk, amely a hemolizin termelés ellenére nem okozott
hemorrhagias tudoddémat és elhullast A hemolizint nem termeld térzsek egyike
sem volt pozitiv a tddoétoxicitdsi vizsgalatokban. A thdétoxicitast csak

baktériumsejtekkel vagy szonikatumukkal tudtuk kivaltani, mig a hemolizinnel



6nmagaban nem. A tddé6déma kialakuldasdban ezért tovabbi, eddig nem
azonosott faktor(ok)nak is szerepet kell jatszania.

Alfa-hemolizint termeld E. cofi 4ltal okozott fertdzésen atesett személyek, illetve
immunizalt nyulak vérsavéinak vizsgélataval igazoltuk, hogy a wvérikben a
tddétoxikus hatast kivédd ellenanyagok indukalédnak, amelyek titere kéveti az anti-
hemolitikus titereket. A homolég rendszerben mérhets hatas mellett
keresztneutralizacié fenndllasét bizonyftottuk £ coli & P.  morganii
vonatkozasaban.

3. Igazottuk a leuX transfer RNS specifikus gén globdlis regulator szerepét a
virulencia gének kifejez6désében in vitro (fimbria képzés, motilitas, siderophor
termelés) és in vivo (intranasalis, intravénas és intravesicalis egérfertdzések és
clearance vizsgalatok) kisérietekkel. A globdlis’ reguldtor mutacidjaval elért
attenudélas vakcina jelott baktérium szdrmazékok eldallitasanak Uj lehetdségét veti
fel. ' '
Az uropatogén E. coff enteralis kolonizaci6janak tartéssagét a leuX és sefC funkciok
egyarant befolydsoljak. A két gén barmelyikének funkcibkiesése a kolonizaci6
‘ idotartaménak lerévidaléséhez vezet.

4. Egérkisérietekben kimutattuk, hogy a recA gén mutacidjdval az
enterohaemorrhagias E. coli torzsek elvesztik virulencidjukat, mig az uropatogén E.
coli nem. A recA gén mutacidja szintén olyan €él6 attenuatt vakcina kifejlesztésének
elvi lehetdségét veti fel, amely rendelkezik a vad t6rzs egyéb immunogén
sajatsagaival, de nem rendelkezik a megbetegedést okoz6 toxin
termelSképességgel, a toxint kddold bakteriofagok jeleniéte elienére sem.

5. Vizsgaltuk kaidnbdzd virulencia gének (pilE, porA, IgA protedz génje)

eléfordulasat a kommenzélis neisseriak genetikai &lloméanyaban. Genetikai



azonossagot allapitottunk meg a N. meningitidis &s a pilust kifejezd kommenzalis
neisseridk pilinjei kézott Ez felveti a virulencia gének horizontélis transzferének,

mint a Neisseria genuson belilli evoldciés folyamatok egyik utjdnak lehetéségét.
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