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Inledning

Kunskap om vérd-parasit relationer & en viktig del i kartldggningen av ala sorters mikroorganismer. Relationen
paverkas av sval vard som mikroorganism och kunskap kring dess interaktioner ligger oftatill grund for bland
annat bek&mpningen av mikroorganismen. En viktig del av interaktionen & mikroorganismensvirulens, dv s
dess grad av forméaga att framkallla sjukdom hos dess vérd. Hos bakterier anses adhesionsférméga ménga génger
vara en avgorande virulensfaktor for dess mgjlighet att etablera sig hos en vérd.

Plesiomonas shigelloides & en gramnegativ, oxidaspositiv stav, som tillhér familjen Enterobacteriaceae. Dess
habitat utgérs framférallt av sttvatten och sediment, men den férekommer &ven som harmlés kommensal hos
fiskar och vissa andra vattenlevande djur. P. shigelloides har formégan att framkalla 5ukdom hos bade
manniskor och djur och anses varaen alt vanligare orsak till bland annat sk turistdiarréer. Bakgrunden till denna
bakteries forméaga att framkalla sjukdom &r &nnu inte klarlagd. Man har 14nge antagit att adhesion och dven
invasion av humana- och animala tarmepitelceller & nagra av dess virulensfaktorer, men hittills & alt for fa
studier gjorda for att detta sékert ska kunna faststéllas.

Detta arbete syftar till att forrutom presentera P. shigelloides, dven belysa olika former av virulens-faktorer hos
bakterier och konsekvenserna av dessai en vard-paragit relation. Avdutningsvis presenteras en studie kring
adhesionsférmagan hos P. shigelloides och eventud | koppling mellan denna och bakteriens virulens.



Bakteriella virulensfaktorer

Vard-parasit relationer

Terminologi

Forhallandet mellan en mikroorganism och dess omgivning definieras beroende av interaktionerna dem emellan
och resultatet av dennainteraktion (4,5). Exempelvis finns vard-parasit forhallanden dér b&da parter drar nytta av
varandra, men vanligare &r att mikroorganismer lever av och p&en vard pa bekostnad av denna. Terminologin
kring mikroorganismer och deras vard-parasit forhallanden presenteras nedan.

Patogener : mikroorganismer som kan framkalla gukdom hos djur, ménniskor eller vaxter.

Patogenicitet: formégan hos en mikroorganism att kunna framkalla ukdom.

Virulens: ett métt pa graden av patogenicitet. Specifika egenskaper hos mikroorganismen, sk virulensfaktorer,
gor att den kan orsaka skada hos en vérd.

Sapr ofyter: mikroorganismer som lever pa doda organismer. Orsakar i regel g sukdom.

K ommensaler : mikroorganismer som lever av eller pa en vard utan att orsaka den skada. Normalflora, t ex i
gastrointestinalkanal och p& hud, ingér i denna grupp. Ménga av kommensalerna &r potentiella patogener, d v s
de kan orsaka 5ukdom under vissa férhallanden. Detta kan vara vid fall av kraftig Gvervaxt av en normalt
harml s kommensal €ler vid nedsatt motstandskraft hos varden.

Symbionter: mikroorganismer som lever i samexistens med sin vard och dar bada parter drar nytta av varandra.
I denna grupp bland annat vdmmikroberna hosidissare.

Par asiter: mikroorganismer som drar nytta av en vard och samtidigt orsakar den skada.

Opportunistiska patogener: mikroorganismer som i sin normala omgivning fungerar som kommensaler men
som kan orsaka sukdom om de fér tilltrade till annan miljo eler vavnad. Till exempel kan harmlésa slammar av
E-coli fran gastrointestinalkanalen orsaka urinvégsinfektion.

Obligata patogener: orsakar alltid gukdom.

Vard-parasit interaktioner

Forhallandet mellan en mikroorganism och dess véard &r dynamiskt och kan hela tiden kan forandras. Resultatet
eller utgdngen av interaktionen dem emellan paverkas av faktorer hos sval mikroorganism som vard, men aven
av omgivningen (bild 1). Enbart virulensen hos en bakterie &r inte avgtrande for om en infektion etableras utan
samspelet mellan véard, parasit och omgivning maste besktas (4,5).

Bakterier Omgivning

Vard
Bild 1. Interaktion mellan en vérd och en parasit paverkas alltid av faktorer hos sdvél véard, som parasit och omgivning.
Hos bakterien ar det framfér allt graden av férmaga att framkalla sjukdom, virulensen, som & avgorande for att

upprétta en infektion. Virulensen hos en bakterie utgdrs av virulensfaktorer, d v s specifika egenskaper hos
mikroorganismen som majliggor etablering i eler paen vard.

For varden & resistensen mot mikroorganismen viktig. Vardens motsténd utgors av sval rent fysiska barriarer
(hud, demhinnor) som inflammationsreaktioner och specifik antikroppsmedierad resistens.

Omgivningen utgér manga ganger en reservoar for bakterien och &r avgorande for bakteriens majlighet till
Overlevnad och tillvéxt. En for bakterien ogynnsam miljo gynnar istéllet véarden.



Mekanismer for etablering av sjukdom - Patogenicitet

Bakterier kan orsaka §ukdom genom odlika strategier, som t ex invasion av vavnad och/eller toxinproduktion
(4,5). De grundldggande forutsattningarna for etablering av en bakteridll infektion &r att bakterien har forméga
att 1dmna sin reservoar och spridastill [amplig vard. Denna spridning eler transmission kan ske bland annat via
direktkontakt mellan individer eler indirekt viavatten, luft, mjolk dler andratyper av vektorer (4). For att
gukdom sedan ska etableras hos individen bor foljande parametrar beaktas:

- bakterienslokalisation i kroppen

- bakteriensvirulens

- minstainfektionsdos

- férekomst dler grad av vavnadsskada

- vérddjuretsresistens

Adhesion och kolonisation

Den inledande fasen for upprattande av infektion hos en vérd innebar kolonisation av |amplig ingangsport. | de
alraflestafall utgorsingangsporten av semhinna, t ex konjunktiva, luftvagar, gastrointestinalkanal eller
urogentialkanal, men penetration kan &ven ske genom intakt eller skadad hud. Skadad demhinna dler hud
medfdr ofta ett nedsatt forsvar hos vérden samtidigt som det underléttar adhesion och penetration for bakterien
(2,4,5).

En bakteries virulens avgors delvis av formagan att kolonisera och invadera vavnad (bild 2). Kolonisation sker
genom adhesion till specifik vavnad foljt av bakterietillvéaxt. Adhesion sker oftast genom en sk receptor-ligand
interaktion mellan bakterie och vardedl (1,2,5). Ligander utgors ofta av ytstrukturer sdsom fimbrier, flageler,
kapsel eler delar av cellvaggen och kallas hos bakterier fér adhesiner. Receptorer hos véarded len utgorsi de
flestafall av kolhydrat- eller peptidrester pa cellytan. Adhesin-receptor interaktionen &r specifik och &r en
forklaring till varfor vissa bakterier bara kan adhereratill vissatyper av celer eler vavnader, sk vavnadstropism
(2,5). Efter adhesion till en vavnad kan bakterien, om férhallandena & gynnsamma och vardens forsvar kan
undvikas, borja foroka sig och pa sa sétt kolonisera vavnaden i fraga. Vidare mekanismer for adhesion diskuteras
i kapitel 2 " Bakteridl adhesion och invasion av vérdedler”.

Bild 2. Olika typer av interaktioner mellan bakterier och véardcell; association (A), adhesion (B), invasion (C) och toxinproduktion (D).

Invasion

Manga bakterier har forméaga att producera extracelluldra enzymer och enzymliknande dmnen som genom att

skada omgivande vavnad och bryta ned vérdens forsvar kan underléttainvasion (5). Dessa dmnen kallas

invasiner, eller " spreading factors’ och &r bidragandetill bakteriens virulens. Till skillnad fran exotoxiner, se

nedan, & invasinerna mer ospecifika, inte lika potenta och verkar enbart lokalt (4,5). Invasiner verkar frémst for

att underlétta spridning av bakterien i véavnader genom att angripa strukturella element eler framkallalys av

celer. Invasiner utgérs bland annat av:

- hyauronidas— bryter ned hyaluronsyra, som utgdr den grundléggande strukturen i bindvév, och underléttar
pa A sétt spridning

- kollagenas— bryter ned kollagen i muskelvévnad och underléttar spridning

- fosfolipas —hydrolyserar fosofolipider i cellmembran vilket leder till celldod

- hemolysin —bildar porer genom cellmembran i réda blodkroppar, vilket leder till lys

- koagulas— omvandlar fibrinogen till fibrin som técker bakterien och ddljer denna for vérdensimmunforsvar

Forutom invasiner har ménga bakterier forméagan att paverka och manipulera en vardedl till att salv underldtta



for invasion. Genom mekanismer som paverkar vardcellens cytoske et kan bakterien inducera ett upptag
intrace lulért (1,2). Mer om dess mekanismer behandlasi kapitel 2 " Bakteridl adhesion och invasion av
vérdedller”.

Produktion av toxiner

Toxinproduktion férekommer hos sdval gramnegativa som grampositiva bakterier och utgor annu en
virulensfaktor. Man skiljer mellan tva typer av toxiner; exotoxiner, som & proteiner, och endotoxiner, som & en
del av de gramnegativa bakteriernas cellvagg (4,5).

Exotoxiner utgors av proteiner och paminner i sin verkningsmekanism mycket om enzymer. De forekommer hos
savé gramnegativa- som grampositiva bakterier och frisdtts, med vissa undantag, under bakteriens tillvaxtfas.
Exotoxiner &r ofta mycket potenta och verkar specifikt pa vissa celler eler vavnader hos varden. Ett exotoxin ar
specifikt for sin bakterieart och namnges ofta efter pa vilken véavnad det verkar som t ex neurctoxin, som verkar
pa nervvavnad, eller enterotoxin, som verkar i tarmen (5).

Vissa exotoxiner &r uppbyggda av tva subenheter (bild 3). Subenhet A utgor toxinets enzymatiska formaga,
medan subenhet B utgdr ligand for en receptor hos mélcellen (1,5). Béda enheterna kréavs for att toxinet ska
kunna utéva effekt pad malcellen. Malcellen angrips antingen genom att subenhet B binder till cellen och bildar
en por genom cellmembranet genom vilken subenhet A kan na cytoplasman aternativt att bada subenheterna nér
cytoplasman genom receptormedierad endocytos. Andra exotoxiner, sk cytotoxiner, attackerar olika specifika
cdler, t ex leukotoxin, cardiotoxin och hepatotoxin.

Bild 3. Exotoxiner bestér av tva subenheter, dar subenhet A utgor toxinets enzymatiska forméaga och subenhet B utgér en ligand for en
receptor hos malcellen.

Exotoxiner & kraftigt antigena och stimulerar till antikroppsproduktion. Ett toxin som férlorat sin toxicitet kallas
toxoid och kan bland annat framstéllas genom behandling av toxinet med formalin eler jod (1,4,5). Toxoider kan
sedan anvéandas for immunisering av djur och manniskor, vilket sker bland annat vid tetanusvaccinering.

Endotoxiner finns enbart hos gramnegativa bakterier d& detta toxin ingdr som en del av deras cdllvagg. Sma
mangder endotoxin kan friséttas under bakteriernas tillvéxtfas, men den storsta friséttningen sker da bakterierna
dor och cellvaggen bryts sonder. Till skillnad frén exotoxinerna ér endotoxinernainte lika potenta och de verkar
g hdler lika specifikt. Endotoxiner & svagt antigena och kan inte omvandlastill toxoider (4,5).

Endotoxiner & uppbyggda av lipopolysaccharider, LPS. Molekylen delasin i tre delar (bild 4) med en lipiddd,
ett kolhydratskelett och en d&nde med repeterande sockerarter. Lipiddelen utgér den toxiska delen av LPS-
molekylen och kallas lipid A. De repeterande sockerarterna bygger upp vad som brukar kallas gramnegativa
bakteriers O-antigen (1,4,5). O-antigenet skyddar bakterien mot fagocytos och utgér darfor tillsammans med
lipid A nagra av bakteriens virulensfaktorer.

Effekterna av ett endotoxin & desamma hos alla djurslag oavsett vilken bakterie det kommer ifrén. Vanliga
effekter ar feber, forandringar av den vita cellbilden och hypotension. Man ser &ven produktion av
tumornekrotisk faktor (TNF-?) frén makrofager, vilket kan ledatill skada pa blodkarl, 6kad permeabilitet,
vatskeforlust och ytterligare hypotension. | vissafall drabbas individen av chock och endotoxinemi, vilket kan
resulterai dod (4,5).
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Bild 4. Schematisk illustration av LPS-mol ekylens uppbyggnad.




Vardens forsvar och bakteriens undkommande

Allaindivider har skyddsmekanismer for att undvika kolonisation och invasion av bakterier och for att diminera
eventuella bakterier som lyckas invadera en vavnad. Bakteriernai sin tur har utvecklat mekanismer for att pa
olika sdtt undvika detta férsvar. Vérdens férsvarsmekanismer delasin i ospecifik respektive specifik resistens.
Den ospecifika resistensen utgors av fysiska barrigrer sdsom hud och slemhinnor, samt av fagocytos, monocyter
och makrofager, inflammationsreaktioner och feber. Den specifika resistensen bestdr av cellmedierad- samt
antikroppsmedierad resisitens (4,5).

Huden utgor en fysisk barriar samtidigt som den dven utsdndrar &mnen som &r skadliga fér ménga bakterier. De
flesta bakterier kréver att huden &r skadad for att de ska kunna penetrera denna, men det finns aven arter som kan
penetreraintakt hud. Kortlar i huden utsdndrar bland annat fettsyror som har antibakteriella egenskaper.
Dessutom finns pa huden et enzym, lysozym, som bryter ned cellvaggen hos grampositiva bakterier vilket leder
till lys av dessa (2).

Slemhinnor & den vanligaste ingangsporten for bakterier, men &ven hér har kroppen skyddsmekanismer. De
flesta lemhinnor tacks av mucus som fangar upp bakterierna och omgjliggor adhesion till vévnaden. Mucus
innehdller immunoglobuliner (IgA) som binder till bakterierna och forhindrar adhesion av dessatill cellytan
(1,2). Dessutom innehdller mucus dven lysozym, som orsakar bakterielys. Aven saliv, magsyra och proteolytiska
enzymer som tacker demhinnor i gastrointestinalkanalen har antibakteriella egenskaper eler utgdr en miljo
ohélsosam for bakterierna.

Fagocytos utgor ett mycket viktigt skydd mot bakterieinfektion. Saval blodbanan som olika vavnader patrulleras
av neutrofiler, monocyter och makrofager som kdnner igen kroppsframmande @mnen och fagocyterar dessa.
Fagocyter kan verka bade ospecifikt i avsaknad av antikroppar och specifikt d& antikroppar finns narvarande
(2,5). De flesta mikroorganismer dor da de fagocyteras, men det finns dven de som kan Gverleva fagocytosen och
foréka sig inuti de fagocyterande cellerna.

Invasion av bakterier och den vavnadsskada som d& uppkommer triggar ett inflammatoriskt svar hos varden.
Inflammationsmediatorer och komplementfaktorer framkallar effekter som okad kérlpermesbilitet, okat
blodfldde, infiltration av fagocyter, svullnad och feber (5). Dessa effekter verkar for att diminera bakterierna
frén drabbad vavnad.

Det specifika forsvaret utgors av cellmedierat- samt antikroppsmedierat immunforsvar. Antikropparna kan
tillforas utifran viat ex rédmjolk och utgor da en passiv immunitet. Passiv immunitet & enbart & tillfallig, dv s
den avtar datillférda antikroppar dor eller forbrukas. Vanligast & dock den aktivaimmuniteten dar kroppen galv
bildat antikroppar som svar pa en infektion (4,5). Antikroppssvaret &r specifikt for varje enskild typ av infektion.

Bakterier har genom &rhundradens lopp utvecklat mekanismer for att undkommaeller Gvervinna vardens
forsvarsmekanismer. Strukturer och funktioner som utvecklats &r framférallt inriktade pa skydd mot fagocytos
och mot vérdens immunmedierade forsvar. Dock & den strukturella uppbyggnaden av bakterier, shsom
gramegativa bakteriers cellvagg och LPS-molekylen i denna, eventuell kapsdl och andra ytstrukturer ménga
génger ett effektivt skydd mot ocksd andra ospecifika forsvar frén varden.

Efter invasion & fagocyterna bakteriernas stérsta problem. En bakterie drar snabbt till sig fagocyter och méste
darfor utveckla metoder for att antingen inte bli upptéckt eler p& négot sitt undkomma fagocytos. Foljande
strategier anvands av bakterier for att dverleva eler undkomma eventud |l interaktion med fagocyter (2,5):

1. Undvikakontakt med fagocyter genom att:
- invaderavavnader som inte patrulleras av fagocyterande celler, sdsom hud dler kértellumen
- undvikaatt framkalla en inflammatorisk reaktion och pa sd sitt undvika att lockatill sig
fagocyterande celler
- utsdndra @mnen som inhiberar kemotaxi. Kemotaktiska dmnen verkar normalt for att dratill sig
fagocyterna. Exempel pa inhiberande amnen &r streptolysin, som utsondras av vissa streptokocker,
samt vissa exotoxiner.
ddlja den antigena strukturen pé cellytan och pa si sitt uppfattas som ”kroppsegen” av fagocyterna
2. Hamma upptag av bakterien in i fagocyten — om kontakt sker mellan bakterie och fagocyt har dessa
bakterier utvecklat ytstrukturer som hammar fagocytens upptag av bakterien. Exempel pé sidana
ytstrukturer &r kapsdl, fimbrier, O-antigen pa LPS-molekylen hos gramnegativer med flera.



3. Overlevainnei fagocyten —dessa sk intracelluléra parasiter har utvecklat metoder for att éverlevainnei
fagocyten. Pa sa sitt far de ett extra skyddande cellmembran samtidigt som de uppfattas som kroppsegna
och undviker andra fagocyter. Metoder for att Gverlevainnei fagocyten gér ut paatt antingen forhindra
fusion mellan fagosom och lysosom dller att kunna fly ut ur fagosomen. Vissa bakterier har utvecklat
resistens mot lysozymer och dverlever helt enkdt innei fagolysosomen. Mekanismerna bakom denna
strategi & annu inte helt klarlagd.

4. Skadaeller doda fagocyten — vilket kan skeinnan dler efter upptag. Bakterien producerar extracdluldra
enzymer som angriper fagocytens eler lysosomernas cdlmembran vilket leder till lys av fagocyten.

Bakterier har &ven utvecklat strategier och mekanismer for att undkomma det specifika antikroppsmedierade
immunsvaret. Huvudsakligen &r dessa mekanismer riktade till att inte upptéckas av de cirkulerande
antikropparna genom att efterlikna” kroppsegna’ @mnen. Mekanismer for att délja den antigena strukturen
forekommer ocksa och fungerar genom att bakterien "klar sg” i vardens egna amnen (2,5). De &mnen som
anvands &r t ex fibrin, fibronectin eler polysaccharider som hyaluronsyra. Vissa bakterier undviker helt enkelt
antikroppskontakt genom att harbargeraintracdlulart dler i omréden dit antikroppar inte nér, sdsom lumen i
gastrointestinalkanalen, urogenitalkanalen, spottkortlar eler i njurtubuli. Variation av antigen &r ytterligare ett
effektivt sdtt att undkomma det antikroppsmedierade immunsvaret. Genom att férandra de ytstrukturer till vilka
antikroppar faster in, undgér bakterien immunsvaret tills nya antikroppar hunnit bildas.

Bakteriell adhesion och invasion av vardceller

Adhesionsmekanismer

For att en bakterie ska kunna foréka sig och kolonisera en vard krévs att den har mdjlighet att adhererartill
vérdceller. Adhesionen kan vara direkt éler indirekt, d v s antingen direkt till cellytor pa vardeellen eller indirekt
till amnen utsondrade fran vavnaden, t ex mucin. Bakterier kan dven adhereratill andra bakterier som sedan
tidigare fast in till véavnaden, vilket sker ndr en vévnad koloniseras (2).

Principer for adhesion

Generdlt gdller att adhesion mellan bakterie och vardeell sker genom "lock-and-key” principen, d v sdet krévs
en ligand hos bakterien och en receptor hos vérdeellen (2,4,5). Ligander kallas hos bakterier for adhesiner och
utgors av strukturer pa cellytan. Receptorn hos vardeellen utgor av specifika kolhydrat- eller peptidrester. Detta
medfér att de flesta bakterier enbart har mdjlighet att adhereratill en typ av cell eler vavnad dar "rétt” receptor
finns.

Adhesion till en vardedll sker under inflytande av flera mekanismer, svél specifika som ospecifika. Framforallt
paverkas adhesionen av hydrofoba interaktioner, bildande av katjon-bryggor och specifika receptor-ligand
interaktioner (2). Hydrofoba interaktioner och katjon-bindningar &r ospecifika reversibla bindningar, medan
receptor-ligand bindningen utgdr en specifik, irreversibel interaktion, vilket ger upphov till den art- och
vavnadstropism som forekommer hos vissa bakteriearter (2,5).

Hydrofoba interaktioner uppkommer da opoldra molekyler pa bakterie och vardeell ndrmar sig varandra och
resulterar i att adhesion blir energiméassigt fordel aktig. Dessa interaktioner & helt ospecifika och foljs om majligt
av en receptor-ligand bindning (2). Katjon-bindningar uppkommer nar positiva joner, t ex kalciumjoner, gar in
som en brygga mellan de negativt laddade bakterie- och cellytorna och mdjliggér adhesion. Dennatyp av
bindningar férekommer bland annat da bakterier i munhdlan adhererar till tandytor (2).

Receptor-ligand bindning & en hoggradigt specifik bindningstyp mellan bakterie och vardeell. Adhesiner pa
bakteriens yta binder till en receptor pa véardecelen p& samma sitt som ett enzym binder till sitt substrat (2,5)
(bild 5-1). En receptor-ligand bindning kan hédmmas av molekyler med en snarlik struktur till adhesinen eler
receptorn, sk analoger. Bindning kan ocksa sketill isolerade adhesiner eller receptorer, vilket forhindrar
adhesion eftersom bindningen &r irreversibel.

Specifika bindningar ger upphov till den vavnadstropism som forekommer hos vissa bakteriearter. Vavnads-
tropism innebér att bakterien enbart har formaga att binda till en specifik véavnad hos sin vard. Exempe pa detta
ses bland annat hos olika Streptococcus species som finnsi munhdlan, dar Srept. mutants faster in till tandytor,
men g till munslemhinna och Srept. salivarius faster till munslemhinna, men saknar férmaga att fasta till
tandytor. Fler exempel pa vévnadstropism finner man ocksa hos Vibrio cholerae, som &r tunntarmsspecifik och
Neisseria gonorrhoeae, vars bindningsplats finnsi urogenitalia.



Adhesionsfaktorer

Adhesiner utgors ofta av bakteridla ytstrukturer eller makromolekyler i bakteriens cellvagg. Vissa fungerar
utesl utande som adhesiner, medan andra &ven sté&r for andra funktioner sdsom rorlighet eller skydd. En bakterie
har ofta forméaga att uttrycka flera typer av adhesionsfaktorer, vilket mojliggér adhesion varierande vavnader
under olika faser av invasionen.

Fimbrier &r filamenttsa proteiner som finns pé de flesta gramnegativers cellyta och deras huvudsakliga uppgift

ar att verka for adhesion till vérdedler (bild 5-1, 5-2). Fimbrier & uppbyggda av ett protein kalat pilin och kallas
darfor aven for pilier (1,4). Adhesinen &r ofta placerad pa fimbriernas topp eler 1angs skaftet och har darfér en
langre réckvidd an eventue| kapsel dler andra ytstrukturer. Detta medfor en fordd vid adhesion till en vérdedll
da avstandet gor att effekterna av eventue la repellerande krafter mellan de negativt laddade cellytorna minskas
(1,2,5). Fimbrier brukar delasin i fem olika klasser, typ 1-5, beroende pa skillnader i struktur och adhesin. Under
en bakteriestillvaxt sker en kontinuerlig produktion av nya fimbrier. Detta & nédvandigt pa grund av att
fimbrier &r relativt 6mtéliga och |&tt gér sbnder. Den standiga produktionen majliggér ocksa den variation av
antigen som manga bakterier anvander for att undvika véardensimmunférsvar (1).

Flagdler & proteinmonomerer utgéende frén bakteriens plasmamembran som ger bakterien rérlighet. En
bakterie kan vara forsedd med en dler fleraflageller placerade antingen i polernadler runt hela cellytan.
Flagellernainnehdler H-antigen och &r viktiga vid identifiering av olika serotyper inom en bakterieart. Hos vissa
arter kan flagellerna &ven verka som adhesiner (2,5).

Vissa bakteriearter &r forsedda med en kapsel beldgen utanfor cellvaggen. Kapsan &r uppbyggd av
polysaccharider och dess uppgift & i férsta hand att verka som ett extra skydd for bakterien mot
immunokomponenter och antibakteriella @mnen som utsdndras av vérden (1,2). Kapseln kan dock aven verka
som adhesionsfaktor och mediera sdval specifik som ospecifik adhesion. Glykocalyx & en annan typ av
skyddande lager av polysaccharider som finns pé cellytan hos vissa bakterier (3,4). Aven om den skyddande
effekten & den priméra har glykocalyxen, precis som kapseln, aven funktion som adhesionsfaktor.

Aven cdllvaggen i sig kan verka som adhesin hos bade grampositva och gramnegativa bakterier. Férutom de
hydrofoba molekylerna (proteiner) i cellvaggen, som interagerar med hydrofoba molekyler i vardeellen, kan
aven LPS-molekyler, teikonsyra och lipoteikonsyra fungera som adhesiner (2,5).

Lipopolysaccharider (LPS) ingdr i alla gramnegativers yttermembran. Dessa molekyler utgor bakteriens
endotoxin, motverkar fagocytos och kan &ven verka som en adhesin. Detsamma géller teikonsyra och
lipoteikonsyra (LTA), som utgdr en del av cellvaggen hos grampositiva bakterier. Molekylerna & involveradei
sava specifik som ospecifik adhesion. Fér LTA har man funnit att receptorn utgors av ett glykoprotein,
fibronectin, som finns pa cdllytan hos bland annat epitelcdler (2).

Lectiner &r proteiner med mdjlighet att bindatill kolhydrater. Sddana proteiner finnsi bakteriers cellvagg och
medverkar i adhesionen till vardeeller. Lectin-kolhydrat bindningar har visats vara delaktiga i bakteriell adhesion
till intestinala epitelceller, samt epitelcdler i svalg, munhdaoch urinvégar (2,5).

Nya uppgifter foredar enzymer pa bakteriens yta som mdjliga adhesiner. Man har visat att et enzym pa ytan av
Streptococcus pyogenes, kallat glyceraldehyd 3-fosfat dehydrogenas, kan bindatill proteiner sdsom fibronectin,
lysozym och myosin. Likasd har ett enzym hos Sreptococcus gordonii visats varainblandat i adhesion av
bakterien till endotelcdler, vilket mojliggor kolonisation av endokardiet och uppréttande av endokardit (2).

Bild 5-1. Schematisk bild av adhesion mellan bakterier och vardceller, har i form av en receptor-ligand bindning mellan bakteriernas fimbrier
och vérdcellernas receptorer.




Bild 5-2. Elektronmikraoskopisk bild (a) av fimbrier hos Aeromonas hydrophila, samt adhesion av aeromonader (b) till en human
tarmepitelcell (19).

Vardcellsreceptorer

Véardcdlens membran & uppbyggt av ett dubbelt lipidlager i vilket proteiner finnsinkorporerade. Proteinernas
uppgift & att ansvara for transporter in och ut ur cellen, fungera som receptorer for hormoner och andra
extracdluléra 8mnen, samt medverka i interaktioner mellan celer i vévnaden. Proteinerna & antingen
lokaliseradei membranets yttre lipidiager eler transmembrant (2,4).

Treprincipidlt olika strategier finns for bakteriers adhesion till en vérdeell. Bindning kan ske direkt till lipider i
cellmembranet, direkt till molekyler pa cellytan som normalt fungerar som receptorer for andra &mnen dler
indirekt till molekyler som redan adhererat till véardeellen (2). Vanligen utgérs receptorerna av peptid- eler
kolhydratrester pa glykolipider eller glykoproteiner i vérdeellens cellmembran. Dessa ska normalt fungera som
receptorer for kroppsegna &mnen, men utnyttjas av bakterien. Vid indirekt bindningen till en molekyl som redan
adhererat till vérdeellen kan invasion in i cellen underléttas, genom att upptag av kroppseget amne och bakterie
sker smultant. Bakterier har ocksa formaga att adhereratill extracellulart matrix (ECM).

Effekter av adhesion

D4 bakterien adhererat till en vardeel sker ménga génger forandringar i sdval bakterie som vérdedl.
Forandringarnai bakterien anpassar den till sin nya miljo och gor det ocksa méjligt for den att ta nasta steg och
invadera vardedlen. Forandringarna paverkar bland annat tillvaxtfaktorer eler produktion av &mnen nédvandiga
for fortsatt adhesion dler vidareinvasion (1,2).

Foréndringar av vérdcellen efter bakteriell adhesion & mycket varierande. | de allraflestafall sker interaktionen
med sa kallad normalflora, vilket inte ger upphov till nagra forandringar alls. Interaktioner med patogener dler
toxin fran dessa kan dock ge upphov till sdval strukturella som funktionella forandringar, vilka underl&ttar for
invasion av bakterien (2).

Invasion

Invasionsmekanismer

Invasion av en vavnad kan ske med hjdp av sk invasiner eler spreading-factors (se kapitel 1” Bakteridla
virulensfaktorer”), men vissa bakterier har dven forméagan att stimuleraen varded | till upptag av bakterien
intracdlulért, trots att cellerna normalt inte har fagocyterande egenskaper. Detta sker genom péverkan av
vérdcellens cytoskelett, ffa mikrofilament dler mikrotubuli, och brukar kallas "forced phagocytosis’ (1).
Mekanismerna kan skilja sig & négot beroende pa vilken cdlltyp som invaderas, men grundprincipen &r att
bakterien stimulerar den normalt icke-fagocyterande vérdeellen till bildandet av pseudopodier enligt sasmma
principer som hos en fagocyt. Detta sker genom polarisering och depolarisering av aktin i vardcellens
cytoplasma (1,2).



Efter fagocytosin i vardedlen befinner sig bakterien inneduten i en membranbunden vakuol. Genom att bryta
ned lipidmembranet eler bilda porer genom detta kan bakterien l&mna vakuolen och frigdras ut i cytoplasman.
Detta medfér en fordel for bakterien datillgéngen panéring i cytoplasman &r god samtidigt som vardee len ger
ett extra skydd mot antikroppar, komplement och antibakteriella substanser som kan finnas extrace lulért (1). Att
kunna |amna en fagocyterad vakuol &r ocksatill fordel for bakterier som tas upp av " akta’ fagocyter. Flykten ut i
cytoplasman sker dainnan fusion sker mellan fagosom och lysosom och bakterien undgar de lytiska enzymerna.

Bakterien interagerar med vérdcel lens cytoskelett ocksa da den befinner sig intracd lulart. For att kunna forflytta
sig inom cellen och ndintilliggande celler sker en kondensering av aktin i bakteriens ena pol. Detta medfor att en
svandliknande struktur bildas, som mdjliggor forflyttning genom cytoplasman och in i intilliggande celler (1,2).

For att kunna uppratta en systemisk sjukdom krévs forst att bakterien har forméga penetrera och invadera epitel
for att sedan spridas vidare via exempelvisblod dler lymfa. De flesta invasiva bakteriearter invaderar epitel
genom péverkan pa mikrofilament i cytoskelettet enligt ovan.

Forsok med saval in vitro som djurmodeller har frambringat foljande teori kring den invasiva mekanismen hos
Yersinia spp. (1,2). Efter adhesion till M-celler i tarmens Peyerska plague tas Yersinia enterocolitica upp genom
fagocytos. M-celler & naturliga fagocyter och adhesion till deras cellyta medfér automatiskt fagocytos och
trangport till den underliggande lymfati ska vavnaden. Om organismen lyckas undkomma makrofagerna kring de
Peyerska plaguen kan den sedan adhereratill integrinreceptorer pa epitelcellernas basalyta. Bakterien utnyttjar
saledes receptorer som normalt anvands till adhesion mellan vardcell och ECM-molekyler. Adhesionen leder till
férandringar av vérdce lens mikrofilament och bakterien tasin i vérdeellen via bildandet av en vakuol enligt
principen beskriven ovan.

Makrofager, precis som manga andra celler som ingdr i immunforsvaret, uttrycker intergrinreceptorer pasin
cellyta. Receptorerna anvands normalt till adhesion mellan makrofag och ECM-molekyler, men kan ocksa
utnyttjas av invasiva bakteriearter. Genom att bindatill en integrinreceptor tas bakterien upp intracel lul&rt i
makrofagen genom en alternativ vag skiljd fran den normala fagosombildningen (1,2). Detta medfor en
férdrgjning i fusionen mellan vakuol och lysosomer och bakterien har mdjlighet att |amna vakuolen innan fusion
SKer.

Effekter av invasion

Bakteridll invasion av en véardeell medfor forandringar av sval bakterien som vérdeellen. Bakterien maste
snabbt anpassa sig till sin nya miljo, som ofta skiljer sig vasentligt frén den tidigare extracellul&ra omgivningen,
samtidigt som vérdcellen genomgar allt fran knappt markbara forandringar till dod (2).

Véardedlen genomgér i forsta hand férandringar som verkar for att eliminera den invaderande organismen. Bland
annat kan man efter bakteridl invasion se en 6kad produktion av cytokiner som triggar vérdensimmunforsvar.
Likasa kan man se en dkning av antalet ICAM-1 molekyler pa tarmepitelcdllers yta efter invasion av vissa
bakteriearter (1). ICAM-1 fungerar som receptor for neutrofiler vid adhesion till epitelytan.

Forokning och tillvaxt av bakterier intracelluldrt medfér manga ganger att vardedlen dor, ffa pa grund av
minskad néringstillgang och ansamling av toxiska restprodukter fran bakteriernas metabolism. Dennatyp av
celldod brukar betecknas som nekrotisk. Vissa bakteriearter har ocksa formagan att inducera apoptos, d v s
programmerad cellddd, hos de celler deinvaderar eler ndrliggande celler. Det & dock annu inte klarlagt om
apoptos av invaderade celler &r ett resultat av invasionen eler ett led i vardens férsvar. Att offra de invaderade
cdlerna kan vara ett sétt for vérden att bli av med mikroorganismerna (1,2).

Efter upptag in i vardcelen maste bakterien snabbt anpassa sig till de nya férhallandena som réder. Den nya
miljon kan medféra forandringar i sdvél temperatur, som pH och koncentration av syre och koldioxid. Vissa
bakterier har utvecklat metoder for att dverlevainnei fagolysosomer, medan andra som fort som mdjligt efter
fagocytos |amnar fagosomen och lever fritt i cytoplasman. Efter invasion av epitel har bakterien tvd mgjligheter
till vidare utveckling, den kan véxatill och férékasinnei vardeelen for att sedan |&mna denna och spridas
vidare extracellulért eler den kan fortsétta invadera djupare vévnader och spridas vidaretill andradelar av
vérden. Hos vuxna, friska individer & det vanligast att invasionen begrénsastill epitelet, &ven om det finns vissa
bakteriearter som altid orsakar systemisk gukdom (1). De bakterier som invaderar djupare véavnader kommer att
stéta pé en rad av varden forsvarsmekanismer och har darfor utvecklat metoder for att undvika dessa. Bland
annat finns metoder for att undvika fagocytos, vilket behandlatsi tidigare kapitd.
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Plesiomonas shigelloides

Bakgrund

Plesiomonas shigelloides & en fakultativt anaerob, gramnegativ, oxidas-positiv stav. Den &r rérlig med vanligen
2-5 polaraflageller. Dess naturliga habitat anses vara stvatten och den har isolerats fran goar, dammar, floder
och sediment i ett flertal lander i sdvél kallt, som tempererat och tropiskt klimat (6). P. shigelloides forekommer
som normalflora hos vissa fiskar, reptiler och amfibier (6,16) och anses vara en tkande orsak till
gastrointestinala stérningar hos béde manniskor och djur (7,8,9,18).

Taxonomi och klassificering

Plesiomonas shigelloides i solerades férsta gangen 1947 av Ferguson och Henderson frén ett humant faecesprov.
Organismen visade sig ha vissa likheter med Shigella sonnei, bland annat pévisades samma somatiska antigen
som hos S sonnei fas 1, men organismerna skiljde sig at vad det géllde rérlighet, indol produktion och mgjlighet
att fermentera mannitol. Den nyfunna bakterien fick arbetsnamnet Paracolon C27 och placeradesi familjen
Enterobacteriaceae (8 9,13).

Sedan dess upptéckt har P. shigelloidestillhort ett flertal genus, bland annat Pseudomonas, Fergusonia,
Scatomonas, Vibrio och Aeromonas (8). Forst 1962 fick bakterien ett eget genus, Plesiomonas, efter det att Habs
och Schubert framhallit ett antal unika egenskaper hos organismen som skiljer sig frén nérbed ktade genus
s3som t ex Aeromonas (8,9).

Pagrund av sin likhet med Aeromonas vad det gallde fermentati onsmetabolism, oxidasproduktion och placering
av flageller (8) placerades P. shigelloidesi familjen Vibrionaceae och har tillhért denna familj fram till aldeles
nyligen. Enligt andra upplagan av Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology har dock genus Plesiomonas
&terigen placeratsi familjen Enterobacteriaceae (17).

Morfologi, serologi och biokemiska egenskaper

P. shigelloides &r en fakultativt anaerob, icke-sporformande, gramnegativ stav. Den &r rorlig genom en dler flera
poléraflageller och forekommer enskilt, i par eler i korta kedjor. Storleken paen enskild cdll & 0.8-1?m x 3?m
(8,18).

Optimal tillvaxttemperatur for P. shigelloides & 37-387C, men tillvéxt kan skei temperaturer mellan 8-447C.
Toleransen fér NaCl varierar mellan 0 och 5 % for olika ssammar, medan pH toleransen varierar mellan 4 och 9
(13). Odling kan ske pa saval blodagar som selektiv agar. Efter 24 h inkubation i 372C pa blodagar véxer
organismen som runda, glénsande, ogenomskinliga kolonier med upphdjd mitt (8,13) (bild 6). Som selektivt agar
rekommenderas antingen Plesomonas-agar (PL) dler Inositol Brilliant Green Bile Salts agar (1BB) (9,18), se
tabell 1. P& 1BB-agar vaxer organismen som rosatill lila, torra kolonier med upphéjd mitt. Vid isolering kan
ibland &ven krévas 24 h i berikningsmedium, t ex alkaline peptone water, innan utstryk sker pa platta (12,18).

Bild 6. Blodagarplatta med kolonier av P. shigelloides.

11



De viktigaste biokemiska egenskaperna for P. shigelloides & bland annat rérlighet, oxidas- och inositol -
produktion, samt oférméga att producera exoenzymer somt ex lipas och amylas (tabell 2) (9,13). For biokemisk
identifiering av organismen anvands ofta syssemet APl 20E frén bioMérieux.

Serotypning av P. shigelloides sker genom identifiering av somatiska (O) antigen samt antigen frén flageler (H).
Hittills har 101 O-antigen och 51 H-antigen identifierats (6). Vissa stammar av organismen har ett O-antigen
identiskt med det hos stammar av Shigella sonnei fas 1 och forskning pagar kring mgjligheten att anvanda
antigen fran Plesiomonas for vaccinframstéllning mot human shigellos (6,8,9,18).

Tabell 1. Innehdll i selektivt media for P. shigelloides. Tabell 2. Nagra viktiga biokemiska egenskaper hos
PL -agar g/l 1BB-agar g/l P. shigelloides

Peptone 1.0 Peptone 10.0 Egenskap Reaktion
NaCl 50 NaCl 5.0 Rorlighet +(85)

Y east extract 20 Meat extract 5.0 Oxidas + (100)
Mannitole 75 BilesdtsNo.3 85 Katalas + (100)
Arabinose 5.0 Brilliant green  0.0033 Araginin dehydrolas +(93)
Inositol 1.0 Neutra red 0.025 Ornitin dekarboxylas + (100)
Lysine 2.0 Inositol 10.0 Fermentation avinositol  + (100)
BilesatsNo.3 1.0 Agar 15.0 Gas frén glukos - (100)
Phenol red 0.08 Lipas - (100)
Agar 15.0 Amylas - (100)

Habitat och vardspektra

Den naturliga miljon for P. shigelloides & sitvatten och organismen har isolerats fran goar, dammar, floder och
sediment i ett flertal [ander. Forekomst av organismen och méngden som kan isoleras beror av vattnets
temperatur, tillgangen pa néringsdmnen och férekomst av avloppsfororeningar (6). De flesta slammar kraver
temperaturer Gver 82C for att kunna vaxartill, men organismen har dven isolerats fran kallare temperaturer (6,8).

| vissa vattendrag har &ven noterats sdsongsvariationer i forekomsten av P. shigelloides. Isolering och tillvéxt har
da varit mgjlig under den varma sisongen, men g under den kalla (6). Isolering har dven skett frén saltvatten,
men da oftast enbart i narheten av avloppsutslapp. Forsok har visat att P. shigelloides har en begrénsad
Overlevnad i saltvatten, 22-25 h, och att dverlevnaden dkar med dkad méangd néringsdmnen (9).

Forekomst av P. shigelloides hos olika djurarter och manniskor speglar framfor allt deras nérhet till vatten (6,9).
Bakterien forekommer naturligt hos fiskar och vissa reptiler och har isolerats frén en rad olika daggdiur,
inklusive manniskor. Fisk utgor ocksd en sekundar reservoar for organismen. Sporadisk férekomst hos daggdjur
och manniska tros bero pa kontakt med fisk, vatten eller vattenfororenad féda som innehaller organismen (bild 7)

(6).
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Sekundér reservoar

Bild 7. Plesiomonas shigelloides forekommer naturligt i sttvatten, fiskar fungerar som sekundar reservoar och paverkas g av bakterien.
Infektion av sdval ménniskor som djur sker via vatten eller vattenkontaminerad foda. Spridning mellan djur och ménniskor &r € rapporterad.
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Klinisk manifestation hos manniskor och djur

Infektion med P. shigelloides hos manniskor kan delasin i tva grupper; infektioner som orsakar gastroenterit och
infektioner som orsakar extraintestinal gukdom. Vanligast &r att man drabbas av gastroenterit, men organismen
kan hos immunokomprimerade personer och smé barn orsaka §ukdomar som septikémi, septisk artrit, meningit
och cholecydtit (6,7,8,9,13). Méanniskor drabbas efter att p& négot sitt varit i kontakt med vatten, fisk eller
skaldjur som innehaller organismen (8,18). Aven vattenférorenad foda anses vara en smittokalla. Man réknar
med att 70% av de som drabbas har antingen en underliggande sukdom (cancer, levercirrhos) eler har utsatts
for en identifierbar risk sdsom utlandsresa dler konsumtion av fisk/skaldjur (8).

Stérre utbrott av Plesiomonas-orsakad diarré har skett i ett flertal 1ander till foljd av bland annat konsumtion av
kontaminerat vatten (Japan), kontaminerade skaldjur (USA), stvattensfisk (Zaire), samt efter bad i sttvattensgo
(Holland) (13). | Japan réknas P. shigelloides som den tredje stérsta orsaken till sk "turistdiarré’ (7,8).

Gastroenterit orsakad av P. shigelloidesfinnsi tre olika former, en sekretorisk form, en invasiv form och en
subakut-kronisk form. Sjukdomen ger symptom som feber, diarré, huvudvark, yrsdl, krakningar, buksmartor och
dehydrering (6,7,8,9,13,18). Vid den invasiva formen ses dven blodig diarré. Sjukdomen kréaver sdllan
behandling hosi dvrigt friska manniskor och varar i cirka 1-7 dagar. Drabbade individer kan dock fortsétta
utsdndra organismen i faeces upp till tvd manader efter tillfrisknande (6). Inkubationstiden varierar fran 1 till 9
dagar.

Forekomst av P. shigelloides hos déggdjur & ¢ lika va dokumenterad som hos méanniska, men organismen har
isolerats fran faeces hos sval asymptomatiska djur, som djur med gastrointestinala stérningar (6).

P. shigelloides har nyligen rapporterats som orsak till bade akut och kronisk diarré hos katter (11). Dessa
mikroorganismer har &ven isolerats frén hundar, nétboskap, fér, getter och grisar, samt vilda djur som varg,
tvatthjorn, isbjorn och olika typer av apor. Aven daggdjur tror man smittas fr&n kontaminerad foda eller
kontaminerat vatten (6).

Patogenicitet

Mekanismerna kring enteropatogeniciteten hos P. shigelloides & annu inte klarlagda. Organismen orsakar inte
alltid gukdom, men ansesinte heller tillhtra den gastrointestinala normalfloran hos ménniskor (6). Forekomst
beréknastill ca0.2-3.2% hos individer som g visar symptom (13). Ocksa hos djur har isolering skett frén savél
asymptomatiska individer som individer med gastrointestinala stérningar, men hér krévs ytterligare
undersokningar innan bakterien kan avskrivas som enterisk kommensal (6).

De potentiella virulensfaktorer som pévisats hos P. shigelloides &r produktion av enterotoxin, men organismen
tros éven besitta adhesiva och invasiva egenskaper (13).

Enterotoxin

Produktion av enterotoxin som virulensfaktor hos P. shigelloides har 1ange varit ett omtvistat &mne. Flertalet
forsok har gjorts med varierande resultat, men bland annat genom att anvanda sig av upprepade passager av
bakterien i in vivo forsok har man lyckats rena fram och karaktarisera sival ett varmeabilt (LT), som ett
varmestabilt (ST) enterotoxin (6,13). Modellerna som anvénts vid in vivo-forsoken &r rat ileal loop model, rabbit
ileal loop model, samt suckling mouse assay model (6,10). Man har rapporterat 6kande toxinaktivitet vid
upprepade passager in vivo (10). Teorin kring detta fenomen &r att det troligtvis krévs passage in vivo for att
inducera produktion av enterotoxiner. Dennateori styrks ocksa av det faktum att stammar som vid odling in vitro
mist sin toxinproduktion &erfér den igen vid ytterligare passagein vivo (10).

Enterotoxinproduktion har ocksa pavisatsi in vitro forsok. | en studie med VERO-celler (green monkey kidney)
rapporterades cytotoxinproduktion fran P. shigelloides-stammar isolerade frén barn med diarré (18) (bild 8). |
ytterligare en studie beskriver Gardner et al. (15) morfol ogiska férandringar hos chinese hamster ovary-celler
(CHO), dvs produktion av cytotoniskt toxin, efter exponering av sterilfilrat frén P. shigelloides. Denna effekt
liknar de forandringar som uppkommer vid enterotoxinpaverkan fran choleratoxin och stérker hypotesen att

P. shigelloides har formagan att producera enterotoxin (15).
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Bild 8. Normala respektive cytotoxiskt féréndrade VERO-celler efter inkubation med sterilfiltrat av P. shigelloides.

Produktion av exoenzymer

Exoenzymer & &mnen som produceras av bakterier, som genom att bryta ned och skada vévnad underlattar
spridning och invasion av denna. Hos P. shigelloides har férekomst av cytolysin och hemolysin pévisats, vilket
kan ha en inverkan pa bakteriens formaga att framkalla ukdom (6,7).

Cytolysin verkar genom nedbrytning av kringliggande vévnad och hdmning av omgivande normalflora. Skadad
véavnad &r |4ttare att adhererartill och forenklar invasion, medan péverkan pa normalfloran underl&ttar for tillvaxt
och kolonisation av vvnaden (5,6). Detta medfdr att produktion av cytolysin mycket vél kan varaen av

P. shigelloides virulensfaktorer och bidrar pa sa sitt till dess patogenicitet.

Enligt vissa undersokningar forekommer ocksd hemolytisk aktivitet hos P. shigelloides (6,7). Produktion av
hemolysin medfdr att organismen kan utnyttja bland annat véardens hemoglobin som en jarnkalla. Hemolysin
verkar genom att bilda porer genom membranet pa réda blodkroppar, vilket leder till lys av dessa. Eventuel It kan
hemolysin éven fungera fér att bryta ned membran efter fagocytos, vilket ger organismen méjlighet att
undkomma fagocytens Iytiska enzymer (7).

Adhesion och invasion

Endast ett fatal studier har gjorts kring P. shigelloides adhesiva férmaga, men man har nu kunnat visa att vissa
isolat kan adhereratill (14) och invaderatarmepitelceller in vitro (7). Tidigare har man enbart antagit att
Plesiomonas har en invasiv formaga d& man kliniskt pavisat blodinnehall i faeces frén individer med
Plesiomonas-orsakad gastroenterit, men forskare har nu lyckats visa dettain vitro. Vid forsoket anvandes en
cellinje med humana coloncancer celler (Caco-2), vilka efter interaktion med bakteriestammar studeradesi
elektronmikroskop (7).

Resultat av dessa studier visade att vissaisolat av P. shigelloides har formaga att adhereratill mikrovilli och
intakt membran pa tarmeeller, men ocksa att de invaderar dessa celler. Organismen pévisades béde fritt i
cytoplasman hos cellerna, samt i membranbundna vakuoler. Detta medfér att organismen troligtvis tas upp
intracelluldrt genom en fagocyterande process, men att den ocksa har formagan att |amna dessa vakuoler for att
undkomma fagocytens Iytiska enzymer (7).

| detta forsok pavisades for forsta gangen dven fimbrier pa ytan av bakterierna. Fimbrier spelar en stor roll i
adhesionsmekanismen hos flertalet bakteriearter och troligtvis s &ven hos P. shigelloides. Fimbrier pavisades
enbart hos bakterier i ndra association med varded ler, vilket antyder att stimuli frén varded ler kravs for att
fimbrier ska uttryckas pa bakteriens yta (7).

Behandling och antibiotikaresistens

Flertalet ssammar av P. shigelloides uppvisar resistens mot olika penicilliner, bland annat ampicillin, piperacillin,
ticarcillin och carbenicillin. Detta beror troligtvis pa produktion av ?-lactamas da manga stammar har visats vara
kandigain vitro for penicilliner med ?-lactamas hammare. Resistens ocksa mot aminoglykosider, sdsom
gentamicin och tobramycin, har pavisats, men har & mekanismen bakom annu inte klarlagd (6,18).

Rekommenderad behandling vid Plesiomonas-orsakad sukdom &r siledes kinoloner alternativt potentierade
sulfonamider, baserat pa ovanstéende resistensspektra. Detta kan dven tillampas inom veterinarmedicinen, men
pa grund av den enbart sporadiska forekomsten rekommenderas resistensbestdmmning av allaisolat (6,18).

Antibiotikabehandling har visats minska §ukdomsperioden hos individer drabbade av gastroenterit, vilket

medfor att behandling kan vara befogat vid sdval intestinala som extraintestinala kommor orsakade av
P. shigelloides (8,9).
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Experimentell studie kring adhesiva egenskaper hos
Plesiomonas shigelloides isolerade fran manniskor, djur
och akvatisk miljo.

Inledning

P. shigelloides anses vara en 6kande och hittills underdiagnosticerad orsak till gastrointestinala stérningar hos
s&véa manniskor som djur. Intresset kring dess forméga att framkalla sukdom har dérigenom okat och bland
annat forméaga att adherera till tarmepitelceller har féresagits vara en av dess virulensfaktorer. Trots flertalet
publicerade studier kring potentiella virulensfaktorer hos P. shigelloides har man inte kunnat faststélla vilka
faktorer som har avgérande betydel se fér patogenesen (7).

Syftet med mina studier var att undersika och jamforain vitro adhesionsférméga och produktion av exotoxin
hos P. shigelloides-stammar isolerade frén olika kallor.

Material och metoder

Bakteriestammar
Totalt 27 stammar av P. shigelloides undersoktes (tabell 3-5).

Odling
Stammarna odl ades pé& héstbl odagar (5% hasterytrocyter i heart infusion broth, HIB, Difco laboratories) i 24 h

vid 377C. Med svabb overfordes bakteriernatill 10 ml av HIB och inkuberadesi 24h vid 372C. Efter
centrifugering ( 30000xg/30min) avskiljdes, sterilfiltrerades (Milliporefilter 0.22um) och frystes (—207C)
supernatanten. Detta kulturfiltrat anvandes senare for detektion av exotoxin.

Adhesi onsexperiment

Bakteriecdlerna tvéttades upprepade génger med PBS. INT-407 celler (Homo sapiens Intestine 407, BSL 2, F)
odlades p& objektglas under 48h, 372C i CO, inkubator. 12ml av bakteriesuspension i PBS innehallande 10°
bakterier/ml tillfordestill petriskalar dar objektglas med INT-407 placerats. Efter inkubering i 60 min vid 372C
tvéttades objektglasen 5 ggr i PBS fér att avlidgsna icke-adherenta bakterier. Objektglasen fixerades med metanal
och fargades med metylenbltt . Experimentet utfordes tva ganger.

Detektion av exotoxiner
Detektion av cytotoxiskt- och cytotoniskt toxin utférdes genom att anvéanda INT-407 celler (tabell 6). 15
selekterade P.shigelloides-stammar testades, enligt tidigare beskriven metod (19).

Avldsning av tester

Avlésning av adhesionsférsoket utférdes manue it i ljusmikroskop med 100 gangers férstoring, enligt metod
beskriven av Schubert och Holz-Bremer (14). Antalet celler med adhererande bakterier réknades, samt antalet
bakterier som adhererade till dessa celler. Totalt réknades 100 celler per objektglas. Resultaten som anvants vid
berakning &r ett medelvarde av resultaten vid de tva olika omgangarna.

Detektion av exotoxin utfordes manuellt i ljusmikroskop. Positiv exotoxin effekt beddmdes efter foljande
kriteria: cytotoxin - total eler partidl destruktion av INT-407 cellerna, cytotoniskt toxin — morfol ogisk
foréndring (elongering) av INT-407 cdlerna, utan destruktion.

Resultat

Adhesion

Resultaten av adhesionsforsoken presenterasi tabellerna nedan (tabell 1- 3), enligt moddl| efter Schubert och
Holz-Bremer (14).

Indelning av resultaten i grupper har skett efter det antal celler som adhererar en viss méngd bakterier. Grupp |
utgérs av de celler som saknar adherenta bakterier, grupp |1 &r de cdler till vilka 1-5 bakterier adhererat osv.
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Tabell 3. Meddlvérdet av adhesionsresultat vid experiment med INT-407 celler och P. shigelloides ssammar med
animalt ursprung

Stam Gr. | Gr. 1l Gr. 11l Gr. 1V Gr.V Gr. VI Ursprung
0 1-5 6-10 11-20 21-50 > 50

615/94 58 37,5 2 2 0,5 0 svan
397/95 84,5 15,5 0 0 0 0 hare
PYRY2000 84 15,5 0,5 0 0 0 katt
CAT3 67 25 4,5 3 0,5 0 katt
CAT12 58 32,5 7,5 2 0 0 katt
CAT19 88,5 10,5 0,5 0 0 0 katt
660/97 69,5 27 2,5 1 0 0 orn
1014/99 70 28,5 15 0 0 0 fisk
B1129/2000 66 32 1 1 0 0 fagel

Tabell 4. Meddlvérdet av adhesionsresultat vid experiment med INT-407 celler och P. shigelloides ssammar med
humant ursprung.

Stam Gr. | Gr. Il Gr. Il Gr. IV Gr.V Gr. VI Ursprungr
0 1-5 6-10 11-20 21-50 <50

IH40828 90 10 0 0 0 0 manniska
IH40845 78,5 21 0,5 0 0 0

IH40904 45 34 8,5 7 5 0,5

IH40936 65 31 3 1 0 0

IH41154 74,5 23,5 2 0 0 0

1102 39,5 34 16 8 25 0

1516 58 39 3 0 0 0

2044 77 22,5 0,5 0 0 0

2416 56 40,5 3 0,5 0 0

i Samtliga humanstammar & hamtade fran kliniskafall av diarré

Tabell 5. Medelvérdet av adhesionsresultat vid experiment med INT-407 cdler och P. shigelloides slammar
isolerade frén akvatik miljo.

Stam Gr. | Gr. 1l Gr. 11l Gr. 1V Gr.V Gr. VI Ursprung
0 1-5 6-10 11-20 21-50 <50

4C 92 8 0 0 0 0 flodvatten
3F 56,5 31 8 4 0,5 0 flodvatten
73/297 100 0 0 0 0 0 flodvatten
75/301 76,5 235 0 0 0 0 flodvatten
92/380 29 42 10 11 8 0 flodvatten
16/21 43 43 9,5 3 0,5 0 flodvatten
23/90 47,5 32 7,5 10,5 25 0 govatten
5/43 88,5 11 0,5 0 0 0 avloppsvatten
75/302 56,5 35,5 6,5 1 0,5 0 flodvatten

Resultaten i tabellerna &r baserade pé ett medelvarde av respektive stams resultat vid de tva olika tillfallena som
experimentet utfordes. Noteras bor att resultaten for vissa sammar varierade kraftigt mellan férsta och andra
tillfallet. Ytterligare upprepningar av experimentet krévs for att bringa mer klarhet kring medel vérdet.

Resultaten for respektive grupp av isolat visar stor variation av adhesionsformaga mellan de olika stammarna.
Till exempel finnsinom gruppen av akvatiskaisolat stam nr 73/297 som helt saknar adhesionsférmaga. Samma
grupp innehdller ocksa Gvervagande fler sammar som adhererar kraftigt, med upptill 50 bakterier. Exempd pa
bakteriell adhesion fran studien visasi bild 9.

Det totala medelvérdet av antalet celler till vilka bakterier adhererar for respektive grupp & storst for de humana

isolaten (adherenstill i meddtal 35,2 av 100 celler). Akvatiskaisolat visar i medeltal adhesion till 32,4 av 100
celler och de animala ssammarnatill 28,3 av 100 celler.
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Bild 9. Adhesion av P.shigelloides stam IH 40936 till en INT-407 cell.

Detektion av exotoxin

Resultaten av studien visar (tabell 6) att inget av undersoktaisolat var kapabe att producera cytotoxiska toxiner i
INT-407 cdlltestet. Déremot s3gsi outspadda prover, hos samtligaisolat, en cytotonisk effekt med kraftig
morfologisk férandring av cellerna.. Aven vid spadning 1:10 uppvisade vissaisolat cytotoniska férandringar
(bild 10).

Tabdl 6. Detektion av exotoxin

Stam Ursprung 11 1:10 1:100
B1129/2000 fagel +++ 0 0
615/94 svan +++ 0 0
397/95 hare +++ + 0
1014/99 fisk +++ 0 0
CAT 19 katt +++ 0 0
IH40904 human +++ 0 0
IH41154 human ++ 0 0
IH40845 human +++ + 0
IH40936 human +++ + 0
2044 human ++ 0 0
4C akvatisk +++ 0 0
92/380 akvatisk +++ 0 0
75/302 akvatisk +++ 0 0
5/43 akvatisk +++ 0 0
16/21 akvatisk ++ + 0

Den av forsoket resulterande morfol ogiska forandringen av INT-407 cellerna gentemot den negativa kontrollen & graderad enligt foljande:
0 —ingen forandring, + - 6vervégande mangd normala celler, enstaka forandrade, ++ - 6vervagande méngd forandrade celler, enstaka
normala, +++ - samtliga celler forandrade.

Bild 10. Normala respektive cytotoniskt forandrade INT-407 celler efter inkubation med sterilfiltrat av P. shigelloides.
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Diskussion

Virulensen hos bakteriearter som orsakar gastrointestinala sjukdomar & manga ganger kopplad till deras
forméga att adhereratill humana- och animala tarmepitelceller och produktion av enterotoxiner. Resultat frén
mina studier kring adhesionsférméga hos P. shigelloides-isolat visar att undersoktaisolat har, cavsett ursprung,
varierande férméga att adhererain vitro till odlade humana tarmepitelceller. Stérst adhesionsférméaga uppvisade
stam nr 92/380 isolerad fran akvatisk milj6, med adhesion till 71% av 100 réknade celler och dar 8% band
upptill 50 bakterier per cell.

Ingen tydlig skillnad i adhesion mellan de olika grupperna av isolat fran olika kéllor uppvisades. For att
ytterligare forstka klargéra om denna skillnad i adhesion fanns, utfordes ett t-test. | detta test jamfoérdes
medelvardena av antalet celer till vilka bakterier adhererat, inom respektive grupp av isolat. Signifikant skillnad
i adhesion mellan de olika grupperna av isolat kunde g pévisas (p<0,05).

Enbart ett fatal studier kring den adhesiva formagan hos P. shigelloides &r rapporterade. | en nyligen publicerad
artike frén Audralien (7) rapporteras att humanaisolat fraén kliniska fall adhererar till och invaderar Caco-2
celler. Schubert och Holz-Bremer (14) rapporterar skillnader i adhesion hos plesiomonader med olika ursprung.
Resultat frén mina pilotstudier skiljer sig fran tidigare publicerat arbete av Schubert och Holz-Bremer (14).
Dessa forfattare beskriver att P. shigelloides-stammar isolerade fran humana kliniska fall adhererar i hogre grad
till INT-407-celler, jamfort med akvatiska isolat. Intressant &r att mina resultat fran adhesi onsexperimenten
uppvisar en generdl It hogre adhesionsformaga hos de akvatiska isolaten, jamfért med studie av Schubert och
Holz-Bremer. Man kan enbart spekulera kring orsakernatill dessa skillnader. En av orsakerna kan vara géva
utférandet av experimenten, sdsom inkubationstemperatur, tid for interaktion mellan bakterie och cell, samt antal
passager av bakterierna. Aven geografisk- och serologisk variation av isolat kan bidratill forklaringen.

Resultaten fran mina studier visar ocksa att samtliga undersoktaisolat av P. shigelloides, oavsett ursprung, ger
upphov till en cytotonisk reaktion i INT-407 celltest. Liknande cytotonisk paverkan har tidigare rapporterats av
Gardner, Fowlston och George (15). Resultaten av béda dessa studier stodjer teorin om att P. shigelloides har
férméaga att producera exotoxin.

Fortsatta studier kring potentiella virulensfaktorer hos P.shigelloides, i kombination med med ekol ogiska och
epidemiol ogiska parametrar, & nddvandiga for att kunna klargora dessroll som human- och animal
enteropatogen.

Sammanfattning

Plesiomonas shigelloides & en gramnegativ, oxidaspositiv stav som tillhor familjen Enterobacteriaceae. Den
forekommer naturligt i sttvatten, samt som normalflora hos vissa fiskar, (6, 16) och anses vara en 6kande och
hittills underdiagnosticerad orsak till gastrointestinala stérningar hos bade manniskor och djur (7,8,9).
Mekanismerna kring enteropatogeniciteten hos P. shigelloides & annu inte klarlagda. Det finns et flertal
potentiella virulensfaktorer som kan varainvolverade i sjukdomsforloppet. Adhesiv formaga, tillsammans med
produktion av enterotoxiner, tros ha stor betydelsei detta férlopp.

Resultat fran mina studier kring adhesionsférméaga hos P. shigelloides-isolat visar att undersoktaisolat har,
oavsett ursprung, varierande formaga att adhererain vitro till odlade humana tarmepitel celler. Resultaten visar
ocksa att samtliga undersiktaisolat av P. shigelloides, oavsett ursprung, ger upphov till en cytotonisk reaktion i
INT-407 celltest.

Fortsatta studier kring potentiella virulensfaktorer hos P.shigelloides, i kombination med med ekol ogiska och
epidemiol ogiska parametrar, & nddvandiga for att kunna klargora dessroll som human- och animal
enteropatogen.

Conclusion

Plesiomonas shigelloidesis a gram-negative, oxidase-positive rod of the family Enterobacteriaceae. The primary
natural habitat of the organism is fresh water and it is part of the normal bacterial flora of fish (6,16).

P. shigelloides causes gastrointestinal disease in both animals (7,8). Mechanismsinvolved in the pathogenicity
of P. shigelloides are not yet fully understood. Several potential virulencefactors, eg adhesive properties and
ability to produce enterotoxins, are suggested to be involved in the mechanisms of disease.
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The results of my studies of adhesive properties of P. shigelloides, show a variation between different strainsin
the ability to attach to human enteric epithelial cdlsin vitro. The results also show that al examined strains,
regardless of origin, cause cytotonic reactionsin the INT-407 celltest.

Complementary studies concerning potential virulencefactors of P. shigelloides, including ecological and

epidemiological parameters, are necessary to clarify theroll of the organism as an enteric pathogen in both
humans and animals.
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