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FOrord

Detta ar redovisning av postdoktoralt projekt nr 800/2008 med titeln
"Intracellularitet av Vibrio cholerae”. Projektet har bedrivits fran 1 september,
2008 till 31 augusti, 2010. Mikrobiolog, medicine doktor, Hadi Abd,
Smittskyddsinstitutet, Kunskapscentrum for Mikrobiologisk Beredskap, var
projektledare och Ebba Hallsenius, Myndigheten for samhallsskydd och
beredskap, Enheten for inriktning av forskning var forskningssamordnare.

Projektet har resulterat i 4 publicerade artiklar, 2 skickade till publicering och 3
manus. Sju abstrakt (sammanfattningar) har accepterats och presenterats som
postrar vid nationella samt internationella veteskapliga moten liksom Sida
konferens 2008 Stockholm, Svenska lakarstédmman 2008 och 2009 i Géteborg
och Stockholm, European Congress of Clinical Microbiology and Infectious
Diseases (ECCMID) 2009 och 2010 och Louis Pasteur Konferenser 2008 och
20009.

Denna vetenskapliga rapport ssmmanfattar bakgrunden till projektet som
forsoker beskriva begreppet extracellulara och intracellulara bakterier och hur
det humana forsvarssystemet reagerar mot dessa bakterier. Vibrio cholerae
anses vara en extracelluldr bakterie som finns i vatten och infekterar endast
manniskor dar den orsakar en livsfarlig sjukdom kallad kolera.
Kolerainfektioner har 6kat globalt pd grund av naturliga katastrofer sa som
Odversvamningar, kombination av 6kad vattentemperatur och salthalt som leder
till 6kad nérvaro av bakterier med vattenlevande djur och protozoer. Darfor &r
det oerhort viktigt att studera hur V. cholerae interagerar med humana
makrofager och vattenburna makrofager. Dérefter beskriver rapporten
metoddesign och redovisar viktiga resultat som kommer att &ndra synen pa V.
cholerae.
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Sammanfattning

Vibrio cholerae anses vara en extracellular bakterie som finns i vatten och
infekterar endast manniskor dar den orsakar en livsfarlig sjukdom kallad
kolera. Trots att sjukdomen utgor ett globalt halsoproblem, finns det ingen
information om hur denna bakterie lever i manniskor, men det finns lite
information om bakteriens ekologi liksom fastande till alger och djur i vattnet.

Syftet med detta projekt ar att studera formagan hos kliniska isolat av V.
cholerae att foéroka sig inuti humana makrofager och vattenburna makrofager
och att studera roller av bakteriens kapsyl, lipopolysaccarid O-sidokedja och
yttre membranprotein A for tillvéxt och éverlevnad. Undersékningsmetoder
visade att V. cholerae vild, kapsel mutant och kapsel/LPS O-sidokedje dobbel
mutant vaxte intracellulart inuti humana makrofager TPH-1, U937 och inuti
vattenburna makrofager A. castellanii. Bakterierna éverlevde > 24 timmar
inuti humana makrofagerna och > 24 timmar inuti de vattenburna
makrofagerna. Den intracellulara 6verlevnaden har skyddat bakterierna fran
antibiotika och visat att V. cholerae inte ar en extracellular bakterie, vilket har
beskrivits tidigare, utan en fakultativt intracellular bakterie. Det intracelluléara
beteendet ger mer kunskap om bakteriens infektion och ekologiska forlopp och
om hur kolera kan behandlas.



1. Bakgrund

Patogena bakterier delas in i extracelluldra och intracellulara efter deras
formaga att foroka sig utanfor eller inuti vardceller (Fig. 1). Extracellulara
bakterier inkluderar ett stort antal bakterier, som Bacillus och Pseudomonas
arter, och férokar sig utanfor vardceller. Obligat intracellulara bakterier som
Chlamydia arter forokar sig enbart inuti vardceller, medan fakultativt
intracellulara bakterier som Shigella arter forokar sig bade extracellulart och
intracelluléart (Ismail 2002).
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Fig. 1: Lokalisering och tillvéxt av extracelluléra och intracelluléra bakterier i deras

vard.

Det humana forsvarssystemet eliminerar de extracellulara bakterierna med
medfddd och humoral immunitet medan intracellulara bakterierna bara
elimineras av cellmedierad immunitet.

Vardcellerna, liksom humana fagocyter och makrofager samt vattenburna
makrofager i naturen (amébor), tar upp bakterierna genom fagocytos.



Fagocytosen anvands som forsvarsmekanism av humana celler for att avdéda
patogener och som naringsmekanism av frilevande amobor (FLA).
Acanthamoeba castellanii ar en art av FLA som kan finnas i naturliga
vattensystem. FLA livscykel bestar av en aktiv trofozoit som atergar till en
vilande cysta vid ogynnsamma foérhallanden. Trofozoiten forflyttar sig och
fagocyterar fodan som kan besta av alger, svampar och bakterier. Studier har
visat att FLA fungerar som véardceller till en lang rad av mikroorganismer
(refererat i Abd et al 2007).

Vibrio cholerae anses vara en extracelluléar bakterie (Greub 2004) som finns i
vatten och infekterar endast manniskor (Faruque et al., 2005) dar den orsakar
en livsfarlig sjukdom kallad kolera (Reidl 2002).

Det har observerats att kolera och andra infektioner orsakade av V. cholerae
och andra Vibrio arter liksom V. mimicus har 6kat globalt pa grund av
naturliga katastrofer, kombination av 6kad vattentemperatur och salthalt som
leder till 6kad narvaro av bakterier med vattenlevande djur och protozoer
(amobor). (http://www.emedicine.com/med/TOPIC2375. HTM).

Trots att kolera drabbar miljoner och dédar flera tusentals méanniskor under
pandemier och utgor ett globalt halsoproblem i manga lander (Sack 2004),
finns det ingen information om hur denna bakterie lever i manniskor. | detta
sammanhang finns det lite information om bakteriens ekologi liksom fastande
till alger och djur i vattnet (Cottinghamet et al., 2003).

Nyligen visade en svensk doktorandavhandling att V. cholerae vaxer och lever
inuti ett encelligt djur (A. castellanii) som finns fritt i vattenmiljoer (Abd
2006). Avhandlingen beskrev ocksa en molekylar detektionsmetod for bade V.
cholerae och Acanthamoeba arter fran olika provmaterial (Abd 2006). Denna
metod diagnostiserade for forsta gangen A. castellanii som orsak till ett fall av
hjarninfektion i Sverige (Abd et al 2009), och for forsta gangen detekterade
metoden nérvaro av V. cholerae tillsammans med Acanthamoeba species i
samma vatten prover fran epidemiomrade i Sudan (ej publicerat data).

Syftet med detta projekt ar att studera formagan hos kliniska isolat av V.
cholerae att foéroka sig inuti humana makrofager och vattenburna makrofager
och att studera roller av bakteriens kapsyl, lipopolysaccarid O-sidokedja och
yttre membranprotein A for tillvéxt och éverlevnad.



2. Metod och material

2. 1. Metod design

Olika Vibrio arter har odlats med humana och vattenburna makrofager.
Gentamicn antibiotikum anvands fér avdoda extracellulara bakterier. Varje
bakteriearts formaga att foroka sig inuti makrofagerna har undersokts genom
rakning av levande bakterier, fluorescensmikroskopi och RNA extraktion.
Lokalisering av bakterier inuti makrofagerna har visualiserats med
konfokalmikroskopi och elektronmikroskopi. Roll av kapsel, lipopolysaccrider
och yttre membranprotein A for intracellulér tillvéxt of V. cholerae undersokts
genom statistiskt verifierad jamférelse mellan tillvaxt av vild bakterie och
bakterie vars respektive kapsel-, LPS- och protein A utryck har muterat.

2. 2. Mikroorganismer

Bakterier som anvands i detta projekt inkluderar V. cholerae O1 klassisk, V.
choleare O1 El Tor vild, V. choleare O1 El Tor yttre membran A mutant, V.
cholerae 0139 vild, V. cholerae 0139 kapsel mutant och V. cholerae 0139
kapsel/LPS O-sidokedje dobbel mutant. Humana makrofager TPH-1, U937
samt Acanthamoeba castellanii.



3. Resultat

3. 1. Intracellular tillvaxt och overlevnad av V.
cholerae

Vibrio arter har odlats med humana och vattenburna makrofager. Intracellular
tillvéxt av varje bakterieart har undersokts med rakning av levande bakterier.
Erhallna resultat visade att V. cholerae vild, kapsel mutant och kapsel/LPS O-
sidokedje dobbel mutant véxte intracelluléart inuti humana makrofager TPH-1,
U937. Bakterierna 6verlevde mer éan 24 timmar inuti makrofagerna (Fig. 2A).
Resultatet visade ocksa att V. cholerae O1 El Tor vild och dess yttre membran A
mutant vaxte inuti makrofag TPH-1. V. cholerae och dess mutant vaxte inuti
vattenburna makrofager A. castellanii och dverlevde >48 timmar (Fig. 2B).
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Fig. 2. Intracellular tillvéxt och éverlevnad av V. cholerae 0139 vildtyp, kapsel
mutant och kapsel/LPS dobbel mutant inuti makrofager U 937 (A) och inuti
vattenburna makrofager A. castellanii (B). Data ar medel + SD fran tre oberoende
experiment.
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3. 2. Tillvaxt och 6verlevnad av makrofager
samodlat med V. cholerae

Tillvaxt och 6verlevnad av bdde humana makrofager och vattenburna
makrofager samodlade med V. cholerae har studerats genom rakning av
levande celler.

Resultat visade att humana makrofager U 937 levde 48 timmar (Fig. 3) medan
vattenburna makrofager A. castellanii tillvéxte och levde mer &n 48 timmar
(Fig. 4).
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Fig. 3. Overlevnad av humana makrofager U 937 samodlat med V. cholerae 0139

arter. Data &r medel + SD fran tre oberoende experiment.
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Fig. 4. Tillvaxt av vattenburna makrofager A. castellanii samodlat med V. cholerae
0139 arter. Data ar medel + SD fran tre oberoende experiment.
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3. 3. Intracellular lokalisering av V. cholerae inuti

makrofager

Samspel mellan bakterier samodlade med makrofager bérjade nar bakterier
vidhéaftade sig till makrofager. Vidhaftningen visualiserades med hjélp av
fluorescensmikroskopi som detekterade V. cholerae producerande rott
fluorescerande proteiner (RFP) (Fig. 5).

Fig. 5. Vidhafte av V. cholerae O1 El Tor RFP till human makrofag TPH-1

Makarofagerna tar upp bakterierna med hjélp av pseudopodier (skena fotter)
(Fig. 6) som bildar membranbunden vakuol innehallande bakterier (Fig.7).
Bakterierna forokar sig i makrofag cellers cytoplasma (Fig.10).

> @

Fig. 6. Makrofag TPH-1 tar upp Fig. 7. V. cholerae 0139 in vakuol
V. cholerae med pseudopodier
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Den vattenburna makrofagen A. castellanii tar upp bakterier som forokar sig i
cytoplasma av A. castellanii trofozoit som kan aterga till cysta. V. mimicus har
forokat sig A. castellanii trofozoit, Abd et al., 2010 (Fig. 8). V. cholerae har
forokat sig i cytoplasma av trofoziten som har atergatt till cysta innehallande
bakterierna (Fig.9).

Fig. 8. V. mimicus tillvaxer i cytoplasma Fig. 9. V. cholerae 0139 6verlever inuti

av A. castellanii trofozoit, 3600x. A. castellanii cysta, 1650x.

3. 4. Viabilitet av intracellulara V. cholerae

Levande bakterier inuti vardceller producerar RNA, proteiner och delar sig. Fér
att undersoka viabilitet av V. cholerae inuti makrofager har en gen klonats i V.
cholerae for att producera gront fluorescerande protein som kan sparas med
fluorescensmikroskopi. Antalet levande bakterier inuti makrofagerna bestams
med rakning av vaxande bakterier pa odlingsplatta. RNA extraheras och
detekteras med gelelektroforesis.

Fluorescensmikroskopi visade att V. cholerae O1 inuti humana makrofager
producerar gront fluorescerande protein (Fig. 10 A). Radkning av levande
intracelluléra bakterier visade att V. cholerae O1 (Fig. 11 B) och V. cholerae
0139 (Fig. 2) véaxer inuti makrofager till 104 CFU/mL. Bade makrofager och
intracelluldra V. cholerae har producerat RNA (Fig. 10 C).
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Fig. 10. Viabilitet av intracelluldra V. cholerae. V. cholerae O1 gfp fluorescerar
gront efter 2 timmars éverlevnad inuti en human makrofag (A). Antalet av levande
V. cholerae O1 (B). Gel elektrofores for RNA av TPH-1 humana makrofagers
subenhet 28S och 18S samt V. cholerae subenhet 23S och 16S.



3. 5. Paverkan av antibiotika pa extra- och

intracellulara bakterier

40 mL av odlingsmedium innehaller 106/mL makrofager och 107/mL V.
cholerae O1 El Tor under 1 timme och tvattas 2 ganger genom centrifugering.

Supernatant frdn andra gangen odlades for att bestamma antalet av

extracellulara bakterier som var 5x107 CFU/mL.

Pellet resuspenderas till 40 ml och delat i 2 cellodlingsplattor. Till ena tillsatts
100 pg/mL gentamicin och till andra 20 pg/mL ciprofluxacin. Plattorna
inkuberas i 2 timmar. Antalet extracellulara respektive intracellulara bakterier

har bestamts. Resultat har presenterats i figur 13.
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Fig. 13. Paverkan av antibiotika. Ciprofluxacin avdodat 105 extracellulara
bakterier/mL och 102 intracelluléra bakterier/mL. Gentamicin avdddat 104
extracellulara bakterier/mL och har inte kunnat paverka antalet intracellulara

bakterier som varit 105 bakterier/mL.
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4. Slutsatser

V. cholerae O1 och 0139 6verlevde fagocytos och véxte inuti sdval humana
fagocyter som vattenburna makrofager. Intracellular tillvaxt och éverlevnad
skyddade bakterierna fran antibiotisk paverkan.

In vitro metod for att undersoka paverkan av antibiotika pa intracellulara
bakterier har utvecklats. Metoden anvander makrofager for att bestédmma vilka
antibiotika som avdédar bara extracellara bakterier eller antibiotika som
avdodar bade extracellulara och intracellulara bakterier.

Denna metod kommer att identifiera effektiv behandling for obligat
intracelluléra och fakultativt intracelluléra bakterier eftersom det har visat
tidigare att aminoglykosider inte kunde behandla infektioner orsakade av
obligat intracellulara och fakultativt intracellulara bakterier (Maurin 2001).

V. cholerae ar inte enbart en extracellulér bakterie, vilket har beskrivits
tidigare, utan aven en intracelluléar bakterie (fakultativt intracellular bakterie).
Det intracellulara beteendet av V. cholerae ger mer kunskap om bakteriens
infektion, ekologiska forlopp och om hur kolera kan behandlas.

Vid behandling av kolerapatienter har man sett att kinoloner gett en bra effekt,
men har inte vetat varfor. Nu kan resultat av detta projekt forklara varfor
kinolonerna ger en bra behandling mot kolera eftersom bade V. cholerae och
ciprofluxacin (ett kinolonpraparat) gar inuti vardceller och avdédar de
intracelluléara bakterierna.

Det humana forsvarssystemet eliminerar de extracellulara bakterierna med
medfétt och humoral immunitet medan intracellulara bakterierna bara
elimineras av cellmedierat immunitet. Darfér behovs ett forbattrat framtida
vaccin for att kunna stimulera det cellulara immunfdrsvaret.
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