UPPSALA
UNIVERSITET

Yttre miljostimuli reglerar virulensen hos
Vibrio cholerae

En studie av kolerans epidemiologi, mikrobiella
patogenes och ekologi

Tove Backstrom

Independent Project in Biology
Sjalvstandigt arbete i biologi, 15 hp, hostterminen 2010
Institutionen for biologisk grundutbildning, Uppsala universitet



Innehallsforteckning

T 1001 0T T o | - T PSPPSR OPRPOPRRRS 1
FOTKOTININGAT ...ttt ettt ettt ettt et e 2
1] o o T TP TP UPP PR PPRPP 2
Vibrio cholerae 0ch dess lIVSMIIJO ........ocviiiiiiiii e 3
FYIOGENI ...ttt 3
Morfologi 0Ch MetabOlISM .......eiiiiii e 3
Bakteriens HVSMITJOBE ..........oo i 4
Mikrobiell patogenes och virulensfaktorer hos V. cholerae............cccooeiieiiiiiici 6
PatOgeNa STAMIMA .......oeiiiiiiie e e e e e e s 6
Reglering av Virulenstaktorer ..o 6
KOIONISALIONSTAKIOTEL .....iiiiiee ettt e et e et e e anneeeannes 8
Kvorumreglering och bildandet av biofilm ... 9
BIOIOGISK TUNKEION ... 12
KOolerans epidemiolOgi.......coouuuuiiiiieiii s 13
Pandemier 0CH EPIAEIMIET .........viiiiee e e e e e e e e e e nrae e e enaeeeenees 13
ST 0] 00 V7= T - U o] =] PSSP 15
D] (TS o] PP PP TPPPRTP 16
Kolera, en infektionssjukdom som uppkommer och aterkommer...........ccccoeveveevvevennenenn. 16
En studie PA MIKIONIVA .........c.covoieiiecieeieieece ettt ettt n e are s 16
TCK ettt bbb b e bbbttt naes 18
EFKENNANGE ...ttt ettt 18



Sammandrag

Infektion av toxiska Vibrio cholerae i tunntarmen visar sig i allvarliga fall som vattnig diarré.
Om diarrén inte behandlas i tid kan den snabbt leda till uttorkning och cirkulationskollaps hos
patienten pa grund av mycket stora vattenforluster. Koleratoxinet ar den virulensfaktor hos V.
cholerae som &r orsaken till de kliniska sjukdomssymtomen. Gener som kodar for
koleratoxinet ar samlade i en profag som endast aterfinns hos toxiska V. cholerae stammar.
Genom horisontell genéverféring har V. cholerae breddat sin ekologiska nisch och skapat tva
toxiska stammar som kan infektera manniskan samt orsaka pandemier: serogrupperna 01 och
0139. Horisontell genoverforing har medicinsk betydelse da uppkomsten att nya serogrupper
gor det allt svarare att hitta nya koleravaccin. V. cholerae lever antigen som frilevande
planktoniska celler eller som kolonisatdr. Under sin virulenta fas hittas bakterien i manniskans
tunntarm och under den akvatiska livsfasen ar bakterien ofta associerad med plankton.
Manniskan tros vara enda vard for toxiska V. cholerae och bakterien sprids latt mellan sina
vardar via kontaminerat vatten. Kolera ar vanligt i tredje varlden av den orsaken att bristféllig
infrastruktur ofta leder till att fororenat avloppsvatten kommer ut i vattendrag. Efter att V.
cholerae tagits upp av sin vard maste bakterien passera via magtarmkanalen for att slutligen
hamna i tunntarmen. Resan genom mage och tarm skickar signaler till bakteriecellerna som da
vet att det &r tid att bli virulent och aktivera virulensgenerna. Via kommunikation mellan
celler kan V. cholerae ytterligare 6ka sin formaga att framkalla sjukdomssymtom hos sin vard.
Kolera har en historia som binder den till specifika geografiska omraden och arstider.
Forskare har pa senare tid kunnat visa pa en korrelation mellan klimatfaktorer och kolera.
Som infektionssjukdom ar kolera pa aterintrade och sjukdomen har visat sig vara kanslig for
klimatforandringar. For att i ett tidigt skede kunna upptéacka ett kolerautbrott ar det viktigt att
forsta hur V. cholerae samverkar med sin miljo samt hur nya toxiska stammar uppstar. Denna
sammanfattningsartikel syftar till att undersoka hur V. cholerae dverlever i sin miljo. Vidare
kommer jag diskutera varfor kolera aterkommer samt var V. cholerae uppehaller sig mellan
epidemier.

Nyckelord: Kolera, V. cholerae, mikrobiell patogenes, HGT, epidemiologi, ekologi och
plankton.



Forkortningar

CT koleratoxin EPS exopolysackarider

TCP pilus samreglerat med toxinbildning VPS Vibrio polysackarid

LPS lipopolysackarider VPI V. cholerae patogenicitetd
MSHA  mannoskansligt hemaglutinin CTX? koleratoxinfag

HGT horisontell gendverféring Omp yttermembranprotein

HA hemagglutinin VNC levande men icke-odlingsbara
Inledning

Kolera &r en diarrésjukdom som orsakas av bakterien Vibrio cholerae (David et al. 2004). V.
cholerae ar en akvatisk bakterie som lever i deltaomraden, floder och kustvatten (Hashizume
et al. 2008). Kolerautbrott kan utlosas nér det finns tillrdcklig méangd av V. cholerae i
dricksvatten, nar ménniskor tvingas dricka vatten som kontaminerats av avforing (Hashizume
et al. 2008) eller via intagandet av skaldjur som inte tillagats pa ratt satt (Reidl & Klose
2002). Under en infektion av V. cholerae koloniserar bakterien tunntarmen och utséndrar dar
ett enterotoxin® som kan orsaka stora vatskeférluster hos den smittade (Reidl & Klose 2002).
Innan bakterien kan orsaka en infektion maste den Gverleva resan genom magsacken. Den
maste aven veta nar den kommit till tunntarmen sa att kolonisering kan ske och den maste
kunna sitta pa epitelcellens utsida sa att toxinet kan verka och orsaka diarrén. | riktigt
allvarliga fall kan en kolerasmittad person forlora mer &n 20 liter kroppsvatska per dygn
(Smittskyddsinstitutet 2010). Utan behandling skulle denna kraftiga vétskeforlust snabbt leda
till uttorkning, cirkulationskollaps och slutligen doden, vilken kan intraffa sa snart som inom
nagra timmar fran infektionstillfallet. Kolera ar en sjukdom som mycket effektivt kan
behandlas om den upptécks i tid. Kolerapatienter behandlas med en kraftig vatsketerapi i
kombination med en antibiotikakur. Vatskebehandlingen gar ut pa att ge patienten elektrolyter
och vitska for att aterstalla osmotiskt tryck (Smittskyddsinstitutet 2010). Atminstone sedan
1800-talet har koleraepidemier hérjat och idag &r kolera ett stort problem i Bangladesh,
Indien, delar av Afrika och Sydamerika. Enligt WHO avlider ungefar 120 000 manniskor i
kolera varje ar, denna siffra ar troligen en underskattning pa grund av att manga lander inte
rapporterar alla fall av kolera da de ar radda att drabbas av handelssanktioner (WHO 2010c).
Idag klassas kolera som en infektionssjukdom som “uppkommer och dterkommer” (Satcher
1995), sjukdomen drabbar framst fattiga lander dar bristen pa rent vatten ar stor. Tva
epidemiologiska egenskaper hos kolera &r dess tendens till explosiva utbrott, som kan
uppkomma pa flera platser simultant, samt dess formaga att orsaka pandemier. Kolera
uppvisar tva sorters utbrott; antigen uppkommer utbrotten hastigt, sjukdomen har da en
explosionsartad utveckling, eller sa ar utbrotten mer dynamiska och uppvisar sasongscykler
(Hashizume et al. 2008). Nar utbrotten uppkommer hastigt anses kolera vara epidemisk och
nar utbrotten ar mer dynamiska ar sjukdomen endemisk. | Bangladesh, som é&r ett laglant land
med stor befolkningsmangd och hdg fattigdom, aterkommer sjukdomen sasongsmassigt och
man kan se en bimodal fordelning av kolerautbrott under ett ar (Hashizume et al. 2008).
Forskare tror att vader kan vara en viktig faktor for denna fordelning (Hashizume et al. 2008).

Det ar inte alla V. cholerae stammar som &r patogena for manniska. Det finns tva toxiska
stammar; serogrupperna 01 och 0139. Gemensamt for dessa ar att deras genom innehaller
virulensgener som kodar for kolonisationsfaktorer och koleratoxin. Gener for toxinet har V.
cholerae fatt via infektion av en bakteriofag. Genom att ta upp gener fran fagen har V.
cholerae fatt en méjlighet att bredda sin nisch, att ga fran att vara en marin bakterie till att

1 Nar ett toxin frisatts av bakterie i tarm kallas toxinet for ett enterotoxin.
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vistas inne i manniskans tunntarm. Fokus i denna sammanfattningsartikel kommer ligga pa
kolerans epidemiologi, V. choleraes mikrobiella patogenes och genetik. Jag kommer dven
inkludera ekologiska fakta om patogena V. cholerae-stammar for att kunna ge en bild av hur
V.cholerae Overlever i sin livsmiljo. Jag kommer sérskilt belysa patogenes, hur nya
kolerastammar uppkommer samt hur V. cholerae anpassar sig till sin ekologiska nisch. Jag
vill forsta varfor en sa gammal infektionssjukdom som man en gang trodde var utdod plotsligt
ateruppstar.

Vibrio cholerae och dess livsmiljo

Fylogeni

Arten V. cholerae tillhor sléktet Vibrio, familjen Vibrionaceae och stammen Proteobakterier
(Ternstrom & Molin 1994). Inom Vibrio hittar man akvatiska och patogena arter. Marina arter
lever antingen som frilevande bakterier eller associerade till marina organismer. Slaktet har
tva patogena arter som infekterar manniskan, V. cholerae och V. parahaemolyticus
(Ternstrom & Molin 1994). Studier pa V. cholerae har visat att dessa mikroorganismer
uppvisar olika fysiologiska egenskaper. Utifran detta har man kunnat dela in patogena V.
cholerae i tre olika kategorier: serogrupper, serotyper och biotyper. Det finns 200 serogrupper
av V. cholerae men det ar endast tva som ar toxiska och orsakar epidemier, 01 och 0139 (Lipp
et al. 2002) (tabell 1). Serogruppen 01 kan ytterligare delas in i tre undergrupper: serotyperna
Inaba, Ogawa och Hikojima (Faruque et al. 1998). Dessutom kan serogrupperna delas in i
biotyper pa grund av att de uppvisar olika biokemiska egenskaper och kanslighet mot
bakteriofager (Faruque et al. 1998). Serogruppen 01 har tva biotyper: Klassisk och El Tor.
Serogruppen 0139 har biogruppen Bengal (Faruque et al. 1998).

Tabell 1. Serogrupper, serotyper, biotyper samt O-antigenstruktur hos toxiska V. cholerae.

Serogrupp?® Serotyper” Biotyp® Struktur pa Epidemisk
O-antigen®
01 Inaba Klassisk Kedja Ja
Ogawa El Tor
Hikojima
0139 Bengal Kapsel Ja

& Bakteriegrupp som delar samma antigener.

® Undergrupp som delar vissa men inte alla antigener. Serotyperna kan skiljas &t med immunologiska analyser,
eftersom de binder till olika antikroppar.

¢ Grupp av individer med analog uppbyggnad och som kan sarskiljas da de uppvisar olika biokemiska
egenskaper.

9 Se avsnitt Morfologi och metabolism.

Morfologi och metabolism

V. cholerae upptacktes 1883 av den tyske lakaren Robert Koch nér han lyckades isolera
bakterien fran kolerapatienter (Koch 1883). Koch kallade bakterien for "Kommabazillen”
eftersom den hade en bdjd stavformad struktur (Prescott et al. 1999) (figur 1).
Kéannetecknande for V. cholerae ar forutom formen den polara flagellen. Flagellen omges av
en skida av lipopolysackarider (LPS) och ger bakterien motilitet (Ternstrém & Molin 1994).
V. cholerae &r en fakultativt anaerob gramnegativ bakterie med en respiratorisk och
fermentativ metabolism. D-glukos ar bakteriens priméara kolkélla (Ternstrom & Molin 1994).



Figur 1. V. cholerae, en stavformad bo6jd akvatisk bakterie med polar flagell (Fran Waldor & RayChaudhuri
(2002), med tillstand fran upphovsrattsinnehavaren (Reprinted by permission from Macmillan Publishers Ltd:
Nature (Matthew K. Waldor and RayChaudhuri 2000), copyright (2000)).

Gemensamt for de toxiska stammarna, serogrupperna 01 och 0139, &r att de kan producera
koleratoxin, det som skiljer stammarna at &r O-antigenerna (O-sidokedjorna) 01 och 0139
(Kaper et al. 1995). Cellvaggen hos gramnegativa bakterier bestar av tva tunna skikt, ett inre
cellmembran och ett yttermembran, som atskiljs av ett peptidoglykanskikt i mitten (Carlsson
& Linder 2008). O-antigenen sitter i yttermembranet och strukturen &r mycket
antigenbestammande. Hos gramnegativa bakterier &r det huvudsakligen O-antigenen som
utloser reaktioner med antikroppar. O-antigenen ar kopplad till yttermembranet via en
artspecifik karnpolysackarid som i sin tur binder till en lipid A (Carlsson & Linder 2008).
Analyser av O-antigener har visat att serogrupperna 01 och 0139 uppvisar olika strukturer pa
sina antigener. 01 har en lang lipopolysackaridkedja (LPS) (Vinogradov et al. 1995), medan
0139 har en kort lipopolysackaridkapsel (Knirel et al. 1997) (Tabell 1). Genom att analysera
O-antigenen har forskare kunnat konstatera ett nara slaktskap mellan serogrupperna 01 och
0139, da O-antigenerna binder till samma basstruktur (Knirel et al. 1997).

Bakteriens livsmiljoer

Det finns en stark association mellan kolera och vatten. V. cholerae &r en bakterie som lever i
akvatiska miljoer, exempelvis marina miljoer eller flodmynningar med brackt vatten (Colwell
et al. 1977). Dessa akvatiska miljoer erbjuder lagom vattentemperatur, naringsmangd och
koncentration natriumjoner, nagot toxiska V. cholerae behover for att tillverka koleratoxin
(Lobitz et al. 2000). Toxiska V. cholerae spenderar storre delen av sin livscykel utanfor sin
vard och aterfinns da som frilevande organism eller som kolonisator av vattenlevande
organismer (Colwell et al. 1977). Studier har visat att V. cholerae 01 kan associera med vaxt-
och djurplankton antingen genom att fasta till organismen eller genom att uppehalla sig inne i
tarmen (Lipp et al. 2002). | en enda hoppkrafta har man hittat s3 manga som 10* V. cholerae
celler (Colwell 1996). V. cholerae har tva faktorer som gor koloniseringen av plankton
mdjlig, gener som kodar for enzymet kitinas (Connell et al. 1998) samt gener som kodar for
MSHA typ IV-pili (Reidl & Klose 2002). MSHA typ IV-pilusen gor att V. cholerae kan binda
till kitin i exoskelettet pa zooplankton (Reidl & Klose 2002). Enzymet kitinas gor att
bakterien kan bryta ner kitin och anvénda kitinet som kol- och kvavekalla (Connell et al.
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1998, Meibom et al. 2004). En mojlig forklaring till varfor slaktet Vibrio ar viktiga
komponenter i det akvatiska ekosystemet kan vara just formagan att bryta ner kitin, da kitin ar
en komponent som aterfinns hos manga akvatiska evertebrater (Colwell et al. 1977). MSHA
typ 1V-pili hittas hos V. cholerae biotyp El Tor och V. cholerae 0139-stammar (Chiavelli et
al. 2001), toxiska stammar som ar patogena for manniskan. Daremot hittas den inte hos den
klassiska 01 stammen (Chiavelli et al. 2001). Troligt &r att association med djurplankton
erbjuder bakterien en fristad i den akvatiska miljon, en mycket tuff miljo for en planktonisk
bakteriecell da den ar begransad pa resurser (Chiavelli et al. 2001). Flera in vitro studier har
visat att vid naringsbrist, fel salthalt eller pH, forhallanden som kan uppsta ute i havet, binder
V. cholerae hardare till plankton (Huq et al. 1984). Kitinas och MSHA typ I\V-pili mojliggor
saledes for V. cholerae att leva och véxa i akvatiska miljoer, dessa faktorer ger aven en
forklaring till varfor kolerautbrott kan uppsta nastan simultant pa olika platser. Genom att
binda till djurplankton kan V. cholerae transporteras langa strackor med vattenstrommar och
genom att anvénda kitinet i skalet verlever bakterien denna resa och &r redo att infektera nya
vardar nar den anlander till ett nytt mal. Dessa upptéckter har lett till att det har lagts fram
hypoteser om ett starkt symbiotiskt forhallande mellan V. cholerae och djurplankton (Lipp et
al. 2002) och att kolerautbrott till viss del kan bero pa formagan hos V. cholerae att
uppratthalla sig i planktoniska samhallen (Chiavelli et al. 2001). Nagot som kan ha
epidemiologisk betydelse for V. cholerae, ndr den ska passera magsacken for att ta sig till
tunntarmen, &r att bakterien blir mindre kénslig mot lagt pH genom att binda till kitin (Nalin
et al. 1979). Enligt Meibom et al.(2004) aktiverar kitinpolymerer gener fér kemotaxi,
kvorumsignallering och bildandet av biofilm hos denna bakterie. V. cholerae celler i biofilm
ar 1000 ganger béattre pa att verleva i lagt pH an planktoniska celler, sannolikt &r det
biofilmens fysiska struktur som skyddar cellerna mot en syrachock (Zhu & Mekalanos 2003).

Slaktet Vibrio ar mycket talrikt i marina miljoer och aterfinns speciellt i tropiska och
subtropiska omraden (Lipp et al. 2002). Colwell lade 1996 fram en hypotes om en korrelation
mellan kolerautbrott och alglomning (Colwell 1996). Nér ytvattnets temperatur stiger 6kar
algméngden och som féljd av detta &ven méangden zooplankton (Colwell 1996). Eftersom en
hoppkrafta kan bara p& 10* V. cholerae celler skulle infektionsrisken fér manniskor 6ka om
mangden zooplankton skulle 6ka, eftersom mangden V. cholerae da aven skulle tillta (Colwell
1996). Enligt Kaper et al.(1995) krévs det en infektionsdos pé cirka 10'! V. cholerae celler for
att en frisk manniska ska drabbas av diarré. Foljaktligen behovs det inte manga hoppkraftor i
dricksvattnet for att man ska komma upp i en infektionsdos. Algblomning kan saledes leda till
ett kolerautbrott i lander dar manniskor kommer i kontakt med kustvatten och dricker av
ytvattnet (Colwell 1996). Kolera sprids dock inte bara via vatten utan aven via foda. Om V.
cholerae kommer in via bristfalligt tillagade skaldjur tillsammans med ris racker det med 10°-
10* bakterieceller for att en infektion ska intraffa (Colwell 1996). En forklaring till varfor
infektionsdosen sénks ar att fodan skyddar bakteriecellerna mot magsyran (Kaper et al. 1995).
Nér V. cholerae inte ar i sin akvatiska livsfas befinner den sig inne i manniskans tunntarm.
For att en patogen ska orsaka en infektion hos sin vard maste den komma in i varden,
kolonisera vérden, 6ka i antal for att fullfolja sin livscykel, komma forbi immunforsvaret samt
ha formagan att skada sin vard (Prescott et al. 1999). Allt detta kan V. cholerae géra med
hjalp av olika virulensfaktorer. Nedan foljer en kort sammanfattning av V. choleraes
patogenes, de molekylara mekanismer som bakterien anvander for att infektera sin vard.



Mikrobiell patogenes och virulensfaktorer hos V. cholerae

Patogena stammar

For att V. cholerae ska vara epidemisk maste bakteriens genom innehalla gener for CT och
TCP? (Waldor & Mekalanos 1996). Eftersom dessa gener &terfinns hos serogrupperna 01 och
0139 &r det dessa stammar som orsakar epidemiska kolerautbrott. Nagon gang under
evolutionen har en icke toxisk V. cholerae kommit i besittning av gener for toxicitet (ctxAB)
och forskarna tror att detta har skett via infektion av CTX?, en filamentds lysogen bakteriofag
(Chakraborty et al. 2000). For att CTX? ska kunna infektera sin vard maste fagen forst fasta
till bakterien. Troligt ar att CTX? anvander proteinet pll1°* for att binda till TcpA (Helipern &
Waldor 2003). TcpA kodas fran genen tcpA och ar huvudprotein pa TCP (Parge et al. 1995)
samt receptor for CTX? (Helipern & Waldor 2003). Nar fagen vl bundit till TCP kan den
infektera bakteriecellen (Chakraborty et al. 2000) genom att injicera sitt cirkuldra
enkelstrangade fagDNA in till bakteriens cytoplasma via kanalerna TolA, TolQ och TolR
(Val et al. 2005). Val inne i cytoplasman integreras fagDNA:t in i en av V. choleraes
kromosomer (Vanden Broeck et al. 2007) genom platsspecifik rekombination (Val et al.
2005). Integreringen av fagDNA sker med hjalp av vardspecifika enzymer som klipper DNA
vid specifika sekvenser. | V. choleraes fall sker integreringen vid dif1, en 28 baspar lang
region pa kromosom |. Eftersom fagens genom saknar gener som kodar for rekombinaser?
utnyttjar fagen vardens XerCD-rekombinaser, tyrosinrekombinaserna XerC och XerD. Nar
fagDNA:t antar en sekundar struktur inne i cytoplasman skickas en signal till XerCD om att
rekombination ska ske. Rekombinationen sker da mellan attP-platsen pa fagens
enkelstrangade DNA och dif1(attB)-platsen pa bakteriekromosomen (Val et al. 2005).
Resultatet av rekombinationen blir att V. choleraes genom innehdller en profag®, en
koleratoxin profag (CTX¢) (Val et al. 2005). Det &r inte ovanligt att bakterier forvarvar nya
gener. Bakteriepopulationer tros byta gener med varandra genom horisontell och vertikal
gendverforing. Troligen &r det via horisontell gendverforing (HGT)® som nya toxiska V.
cholerae har uppstatt (Waldor & Mekalanos 1996). Serogrupp 0139 Bengal har sannolikt
uppkommit genom utbyte av genetiskt material med 01 El Tor (Rhine & Taylor 1994). Det
finns dven data som talar for att toxiska stammar av V. cholerae kan harstamma fran
icketoxiska akvatiska stammar (Waldor & Mekalanos 1996). Genom att ta upp fagens gener
har bakterien formodligen okat sin evolutionéra fitness och breddat sin ekologiska nisch
(Waldor & Mekalanos 1996). Val inne i bakteriegenomet maste fagens gener uttryckas for att
bakterien ska bli toxisk. Nedan foljer en beskrivning av hur V. cholerae uttrycker och reglerar
sina virulensgener.

Reglering av virulensfaktorer

Mycket ar okant nar det kommer till patogenesen hos V. cholerae, da det &r en komplex
process som involverar flera gener och faktorer. Vad man kanner till i dagsléget ar att
virulensgenerna &r reglerade och det verkar som att de endast uttrycks nar bakterien befinner
sig inne i sin vard. Det finns flera system men i denna sammanfattningsartikel behandlas
endast ToxR-regulonet. Efter att V. cholerae tagits upp av sin vard inleder den en resa som
gar frdn munnen via magsacken till tunntarmen. Under resans gang utsatts bakteriecellerna

2 Pilus som bakterien behdver for att kunna kolonisera sin vard.

® Enzym som kanner igen tvé specifika sekvenser i DNA. Genom att klippa DNA och sedan &terférena
sekvenserna mojliggor dessa enzymer att det bildas nya genkombinationer .

* Bakteriofag som hittas i bakteriekromosom och som replikeras tillsammans med kromosomen.

® Horisontell genéverforing sker genom: transduktion, transformation och konjugation, tre sétt som bakterier kan
erhélla nytt genetiskt material och bilda nya kombinationer.
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flera ganger for stor stress av sin vard, till exempel nar den ska passera den sura miljon i
magsacken och det giftiga innehallet i gallsyran. Bade magsaften och gallan ar del av véardens
forsvarssystem mot bakterier, nagot V. cholerae till del har utvecklat resistens mot och istéllet
anvander som signal for att det ar tid att gd in i virulent fas (Hung et al. 2006). Forskarna tror
att det ar faktorer som: pH, salthalt, temperatur (Gardel & Mekalanos 1994), bakterietathet
(Zhu 2002) och néringsbrist (Mueller et al. 2007), som verkar vid regleringen av
virulensgenerna hos V. cholerae. Férhojd salthalt, temperatur och pH leder till 6kad
produktion av CT hos V. cholerae (Gardel & Mekalanos 1994) och under néringsbrist ses V.
cholerae bilda biofilm pa bade abiotiska och biotiska ytor (Mueller et al. 2007). En hog
bakteriecelltathet leder daremot till minskad virulens hos V. cholerae (Zhu 2002).

For att kunna kéanna och reagera pa stimuli fran omgivning har manga bakterier ett
tvakomponentsystem dar en signal dverfors fran omgivningen in till bakteriecellen i tva steg. |
V. cholerae fall & det membranproteinet ToxR som tar emot signalen och verkar vid
signaltransduktionen (Miller et al.1987). ToxR &r ett transmembranprotein som &r lanken
mellan V. choleraes utsida och insida eftersom proteinet ar forankrat med en helixstruktur i
innermembranet. Proteinets C-terminaldnde befinner sig i bakteriens periplasma och N-
terminaléanden i cytoplasman (Miller et al. 1987). C-terminalanden ké&nner av férandringar i
den yttre miljon och vidarebefordrar informationen in till cellen genom att skicka signaler till
cytoplasman. Proteinets N-terminaldnde besvarar signalen genom att binda till
promotorregioner och aktivera bakteriens virulensgener ( Miller et al. 1987). Hos V. cholerae
aterfinns de viktigaste virulensgenerna i kluster. V. cholerae pathogenicity island (VPI) ar ett
stort kluster av gener som man hittar pa V. choleraes stora kromosom, kromosom I. VPI
innehaller bland annat gener som kodar for ACF (accessory colonization factor), ToxT och
TCP (Kovach et al. 1996). | ett annat kluster hittar man operonet som kodar for koleratoxinet,
ctxAB (Waldor & Mekalanos 1996). Gemensamt for manga av V. choleraes virulensgener ar
att de regleras av ToxR-regulonet (Yu & DiRita 2002), ett regulon som bestar av flera operon
som alla regleras av samma aktivator, det ovanndmnda DNA-bindande
transmembranproteinet ToxR (DiRita et al. 1991). Inte mindre an 20 stycken av
virulensgenerna i V. cholerae kontrolleras direkt eller indirekt av regulonet via proteinet ToxR
(DiRita et al. 1991). Genom att binda till och aktivera ctxAB-operonets promotor kan ToxR
direkt aktivera generna for koleratoxinet (ctxAB) (Miller & Mekalanos 1984) (figur 2).
Indirekt reglerar samma protein transkriptionen av virulensgenerna ctxAB och ctpA (Miller &
Mekalanos 1988) genom att verka reglerande pa ToxT, V. choleraes sekundara
aktivatormolekyl (DiRita et al. 1991) och det protein som reglerar transkriptionen av ctxAB
och ctpA (Yu & DiRita 2002) (Figur 2). ToxR reglerar aven transkriptionen av ompT och
ompU, tva poriner som hittas i yttermembranet (Miller & Mekalanos 1988). OmpU aktiveras
av ToxR (Crawford et al. 1998) och radande teori ar att man tror att porinet OmpU ér viktig
tidigt i infektionsprocessen eftersom den hdjer bakteriens motstandskraft mot magsyra och
darmed mojliggoér 6verlevnad i magséack och tarm (Provenzano et al. 2000). Aven porinet
OmpT kan ha betydelse for V. choleraes 6verlevnad i magtarmkanalen, daremot undertrycks
OmpT av ToxR (Li et al. 2000). Troligt ar att ToxR ar en forutséttning for att V. cholerae ska
kunna 6verleva inne i sin vard och kanske ar det sa att proteinet svarar pa den miljoforandring
som bakterien upplever ndr den hamnar i magsyra. Magsyran &r det stimulus som talar om for
bakterien att den &r inne i sin vérd och att det ar dags att bli virulent (Provenzano et al. 2000).
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Figur 2. Schematisk modell 6ver ToxR-regulonet i V. cholerae. Pil symboliserar positiv effekt medan sparr star
som symbol for negativ effekt. Streckad pil betyder bildande av protein och heldragen pil betyder att
genprodukten reglerar uttrycket hos en annan gen. Genom att binda till koleratoxinets promotor har proteinet
ToxR en direkt effekt vid regleringen av koleratoxinet. ToxR kan dven indirekt ha en effekt pa uttrycket av
generna for TCP genom att verka vid bildandet av ToxT-proteinet. Cirklar i cellmembranet forestéller fyra
membranbundna proteiner som kan vara involverade i att kdnna av stimuli i V. choleraes externa och interna
miljo.

Utover ToxR har V. cholerae ytterligare ett membranbundet aktivatorprotein, proteinet TcpP
(Hése & Mekalanos 1998). Troligt ar att ToxR och TcpP tillsammans k&nner igen
miljosignaler och sedan aktiverar transkriptionen av den cytoplasmatiska genen toxT, som i
sin tur aktiverar flera virulensgener genom att dess produkt binder till promotorer (Hase &
Mekalanos 1998) (figur 2). TcpP aktiverar transkriptionen av toxT-genen genom att binda till
genens promotor och mojliggor da uttryck av den viktiga virulensfaktorn TCP (Hase &
Mekalanos 1998). ToxR-regulonet regleras foljaktligen av proteinerna ToxR, TcpP och ToxT.
Transkriptionen av dessa proteiner och virulensgener tros aktiveras vid specifika
miljobetingelser som: férandrad temperatur, pH och osmolaritet (Miller & Mekalanos 1988).
Hur det gar till ar dock annu inte kant. Genom att tillsatta olika aminosyror till ett minimalt
medium med glukos som kolkélla har forskare kunnat pavisa att vissa aminosyror aktiverar
uttrycket av CT, TcpA, OmpT och OmpU hos V. cholerae, vilket tyder pa att d&ven miljon
inne i tunntarmen talar om for V. cholerae att det &r dags att bli virulent (Miller & Mekalanos
1988). Aktiviteten hos ToxR forstérks av ett annat transmembranprotein, ToxS (DiRita &
Mekalanos 1991) (figur 2). Genen for toxS ar beldgen nedstroms fran toxR och proteinet ToxS
stimulerar aktiviteten hos genen toxR antingen genom att ha en reglerande funktion eller
genom att stabilisera genprodukten ToxR (DiRita & Mekalanos 1991). Kanske ar det sa att
ToxR/S och TcpP/H kan vara involverade i att k&dnna av stimuli i V. choleraes externa och
interna miljé (DiRita & Mekalanos 1991). Det finns dven teorier om att kvorumsignalering
reglerar ToxR-regulonet och darmed virulensen hos V. cholerae (Zhu 2002).

Kolonisationsfaktorer

V. cholerae har flera komponenter som ar viktiga for att den ska kunna kolonisera sin vard,
komponenter som ar oumbarliga for att sakerstélla bakteriens dverlevnad. Jag har valt att ta
upp: flagellen, TCP, kvorumreglering samt bildandet av biofilm. Flagellen &r polér (Figur 1)
och omsluten av en polypeptidskida (Kaper et al. 1995). Flagellen ar den kolonisationsfaktor
som erbjuder V. cholerae motilitet och mdjliggor rorelse inne i tarmen (Kaper et al. 1995).
Den ekologiska nisch som manniskans tunntarm erbjuder kréver en flagell i ett tidigt skede av
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infektionscykeln. Studier har visat pa att celler utan flagell &r samre pa att kolonisera tarmen
(Richardson 1991), vilket tyder pa att motilitet &r en viktig virulens- och kolonisationsfaktor.
V. choleraes motilitet och kolonisation av tunntarmen &r en komplex process och troligt &r att
motilitet ar viktigt just i ett tidigt skede av infektionsprocessen for att den initiera uttryck av
virulensgener (Lee et al. 2001). Motilitet &r dock kostsamt for bakterier vilket kan forklara
varfor motiliteten hos V. cholerae ar negativt reglerad av ToxR-regulonet under
infektionscykeln (Ottemann & Miller 1997). Genom kemotaxi, den process dar en bakteriecell
aktivt simmar mot eller bort fran en 6kad koncentration av ett &mne, kan V. cholerae simma
till slemhinnan i tunntarmen dar kolonisering ska ske (Kaper et al. 1995). TCP, den andra
kolonisationsfaktorn, &r en typ IV-pilus och som i V. choleraes fall inte bara verkar som
receptor for CTX?® (Waldor & Mekalanos 1996) utan dven vid fastning till véardceller (Parge et
al. 1995). Troligt ar att TCP ar en av de viktigaste koloniseringsfaktorerna da den kravs for att
bakterien ska kunna kolonisera tunntarmen (Kaper et al. 1995). An &r det inte kant hur
interaktionen mellan TCP och epitelcell gar till men det finns tva teorier. Ena teori gar ut pa
att det finns adhesiner® pd TcpA-pilusen som gor det méjligt for bakterien att binda till
receptorer pa epitelcellerna i tunntarmen (Reidl & Klose 2002). Den andra teorin sager att
dessa pili gor det lattare for V. cholerae att kolonisera tarmen, genom att de forstéarker
interaktionen mellan bakterieceller och darmed underlattar bildandet av mikrokolonier pa
slemhinnan i tunntarmen. Nagra adhesiner eller receptorer har dock annu inte identifierats
(Reidl & Klose 2002).

Kvorumreglering och bildandet av biofilm

En viktig faktor hos patogena bakterier ar formagan att kunna kommunicera med varandra, da
vissa virulensgener endast uttrycks nar bakteriecelltatheten ar tillrackligt htg (Bassler et al.
1997). Kvorumreglering ar en tathetsanpassningsprocess som kan styra fenomen som:
virulens, motilitet och bildandet av biofilm (Miller & Bassler 2001). Kvorumreglering &r den
tredje koloniseringsfaktorn hos V. cholerae och processen ar starkt kopplad till bakteriens
virulens (Zhu 2002). Genom att utséndra sma signalmolekyler, som kan diffundera fritt
genom cellmembranet och tas upp av andra celler i bakteriens omgivning, kan bakterier pa
kemisk vag kommunicera med varandra (Bassler et al. 1997). Genom att kanna av
koncentrationen av signalmolekyler kan bakterieceller fa en uppfattning av hur det ser ut runt
omkring och darefter andra sitt beteende. Om koncentrationen av signalmolekyler &r lag
utanfor cellen innebar det att det finns fa individer i omgivningen, om koncentrationen
daremot ar hdg ar detta en signal for att det finns manga individer i narheten. Nar det finns
manga signalmolekyler ar sannolikheten stor att en av signalmolekylerna binder till en
cytoplasmatisk regulator, som da aktiveras och reglerar genaktiviteten hos bakterien (Carlsson
& Linder 2008). 1 V. cholerae har det identifierats tva kvorumsystem, CAl-1 systemet och Al-
2 systemet (Miller et al. 2002). | denna sammanfattningsartikel behandlas endast Al-2
systemet, ett tvakomponentsystem med signalmolekylen Al-2. Al-2 molekylen anvéands av
manga gramnegativa bakterier och molekylen kanns igen av sensorproteinerna LuxP och
LuxQ som sitter i cellmembranet (Bassler et al.1994). Systemet &r i V. choleraes fall &ven
beroende av proteinet LuxS (Miller et al. 2002), eftersom syntesen avAl-2 ar beroende av
enzymet LuxS (Surette et al. 1999). Kvorumproteinerna LuxO och HapR har en central och
viktig roll vid regleringen av virulensgenerna i V. cholerae. Genom att studera luxO-mutanter
av V. cholerae har forskare kunnat lagga fram bevis for att ToxR-regulonet regleras genom
kvorum, d& kvorum verkar undertrycka ToxR-reglerade virulensgener (Miller et al. 2002).
LuxO-mutanter uppvisar kraftigt nedsatt kolonisationsférmaga, vilket tyder pa att
kvorumregleringen ar viktig for V. choleraes virulens (Zhu 2002).

® Adhesiner ar amnen som férmedlar vidhaftning.



Kvorumregleringen hos V. cholerae ser inte riktigt ut som den gér hos manga andra bakterier.
Till skillnad fran andra bakterier sa aktiverar V. cholerae sina virulensgener och bildar biofilm
nar celltatheten &r lag och dampar uttrycket av virulensgenerna nar celltatheten ar hég (Zhu
2002). Det &r annu inte helt kant hur kvorum reglerar virulensen hos V. cholerae. En
forklaringsmodell &r att under den initiala koloniseringen, nar koncentrationen bakterieceller
och signalmolekyler ar Iag, ar det for fa Al-2 molekyler sa ingen molekyl binder till systemets
receptor LuxP (Zhu 2002) (Figur 3). N&r den membranbundna receptorn inte aktiveras av
signalmolekylen kommer luxO-generna uttryckas och kvorumproteinet LuxO bildas. LuxO-
proteiner dampar uttrycket av genen hapR, vars genprodukt HapR verkar som repressor pa
genen tcpP (Zhu 2002). Utebliven syntes av HapR mdjliggor syntes av TcpP, det protein som
aktivering virulensfaktorerna i ToxR-regulonet. Nar koncentrationen av TcpP stiger inne i
cellen kommer faktorer som tillater V. cholerae att kolonisera tunntarmen och skapa kliniska
symtom hos varden, att uttryckas. Till skillnad fran manga andra bakteriearter dar kvorum
aktiverar virulensgener nér celltatheten ar hog undertrycker kvorum virulensgenerna i ToxR-
regulonet nar det finns gott om V. cholerae celler i tarmen (Zhu 2002) (Figur 3). Né&r V.
cholerae har lyckats kolonisera tunntarmen och bdrjat foroka sig kommer méngden
signalmolekyler att 6ka (Bassler et al. 1994). Nar en Al-2 molekyl binder till
receptorproteinet LuxP aktiveras det cytoplasmatiska sensorproteinet LuxQ. LuxQ ar ett
signaltransduktionsprotein som bestar av tva komponenter, ett histidinproteinkinas och en
mottagardoman (Bassler et al. 1994). | aktiv form deaktiverar LuxQ proteinet LuxU, vilket
leder till att kvorumproteinet LuxO inte aktiveras (Zhu 2002). Om kvorumproteinet inte finns
i systemet kan proteinet inte verka som repressor pa genen hapR. Genom fosforyleringar
under signaltransduktionen 6kar saledes koncentrationen av HapR inne i cellen. Eftersom
HapR tystar genen tcpP, vars produkt aktiverar ToxR-regulonet, kommer virulensen hos V.
cholerae att ddmpas (Zhu 2002). HapR gor det aven mojligt for bakterierna att lamna sin vérd
eftersom produkten aktiverar genen som kodar for HA/proteaser’, hapA (Jobling & Holmes
1997). Genom att inte uttrycka genen som kodar for TCP men tillata uttryck av hapA kan
bakteriecellerna slappa fran tunntarmen och uppsoka nya infektionsmojligheter pa en annan
plats i tarmen eller i en annan vard (Zhu 2002). Det gors standigt nya upptackter inom
forskningen pa hur kvorum- och virulensregleringen ser ut i V. cholerae. Det har visat sig att
El Tor-stammen har en lasramsmutation i hapR-genen vilket kan tyda pa en evolutionar
anpassning hos V. cholerae till sin vard. Eftersom hapR-mutanter producerar laga nivaer av
HA/proteaser kan de halla sig fastade till tunntarmen langre an V. cholerae utan hapR-
mutationen. Det ar &ven troligt att spridningen till nya vérdar blir mer effektiv med denna
mutation, eftersom det anrikas fler celler i avféringen som lamnar varden. hapR-mutanter kan
aven uttrycka virulensfaktorerna CT och CTP vid hdg celltdthet, vilket ytterligare forbattrar
bakteriens formaga att dverleva och kolonisera sin vard. Det har dven visat sig att hapR-
mutanter bildar kraftigare biofilmer, vilket ytterligare bidrar till att de kan kolonisera sin vérd
langre eftersom de blir mindre kénsliga for yttre stress (Zhu 2002).

" Enzymer som klyver koleratoxinet sa att toxinet kan ha enzymatisk aktivitet inne i vérdcellen.
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Figur 3. Modell av hur virulensen i V. cholerae justeras med kvorumreglering. Minustecken innebdr negativ
effekt, det vill sdga att en gen inte uttrycks och syntes av protein uteblir. Plustecken innebér positiv effekt, att en
gen uttrycks och att ett protein syntetiseras. V. cholerae aktiverar sina virulensgener vid I3g celltéithet och
deaktiverar generna vid hog celltathet. Vid 1ag celltathet &r det fa signalmolekyler (Al-2) som kan binda till
LuxP vilket gor att LuxO aktiveras och undertrycker hapR-genen. Eftersom HapR &r en negativ regulator pa
ToxR-regulonet kommer avsaknad av detta protein leda till syntes av virulensfaktorerna CT och TCP och
kolonisering av bakteriens vard. Nar celltitheten daremot ar hog finns det tillrackligt manga signalmolekyler for
att en Al-2 ska binda till receptorn LuxP i cellmembranet och ddrmed aktivera proteinet LuxQ och deaktivera
LuxU. N&r LuxU deaktiveras uteblir aktivering av proteinet som behdvs for att tysta hapR-genen,
kvorumproteinet LuxO. Syntes av proteinet HapR leder till att bakterien slapper fran tunntarmen och lamnar sin
vérd.

Planktoniska celler &r bra nar bakterier vill kolonisera nya omraden (Costerton et al. 1995),
men for att sakerstalla sin existens inne i en vardorganism ar strategin att bilda biofilm mer
framgangsrik. Genom att fasta till en yta, bilda mikrosamhallen och omge samhéllet av ett
skyddande lager av polymerer skyddas patogena planktoniska bakterieceller fran yttre stress
som magsyra, gallsyra, immunférsvaret samt fran att skoljas bort (Costerton et al. 1995).
Forskare har i in vitro studier kunnat pavisa att gallsyra kan ha en stimulerande effekt pa
bildandet av biofilm hos V. cholerae (Hung et al. 2006). Celler som lever i
biofilmsformationer &r dven béttre kolonisatorer an planktoniska celler och V. cholerae som
lever i biofilm har dessutom en l&gre infektionsdos an planktoniska celler (Tamayo et al.
2010). Den lagre infektionsdosen kan bero pa att celler som existerar i biofilm har hdgre
tillvaxthastighet under infektion an frilevande celler (Tamayo et al. 2010). V. cholerae bildar
biofilm bade nar den befinner sig i sin akvatiska livsfas (Yildiz & Schoolnik 1999) och néar
den &r kolonisator av tunntarmen (Tamayo et al. 2010). | akvatiska miljéer har man sett att V.
cholerae bildar biofilm pa abiotiska och biotiska ytor (Mueller et al. 2007). Stammarna 01 El
Tor och 0139 Bengal &r bada beroende av VPS-gener vid bildandet av biofilm (Wai et al.
1998). VPS-gener kodar for exopolysackarider (EPS) som bakterien anvander for att bilda ett
matrix. Matrixet gor det mojligt for bakterieceller att binda till ett substrat (Costerton et al.
1995). 01 El Tor behéver aven MSHA typ IV-pilus for att kunna bilda en biofilm, vilket 0139
Bengal inte behdver (Watnick & Kolter 1999). Watnik och Koltner har forslagit en
trestegsmodell for bildandet av biofilm hos EI Tor-stammen. Initialt anvander El Tor-
stammen flagellen till fastsattning, darefter brukas MSHA typ IV-pili for att bilda
mikrokolonier och i sista steget anvands exopolysackarider for att bilda biofilm (Watnick &
Kolter 1999). Mogna biofilmer har ofta en tredimensionell struktur med vatskefyllda kanaler
(Costerton et al. 1995). Bade EIl Tor-stammen och 0139 Bengal-stammen kan in vitro bilda
tredimensionella biofilmer. El Tor bildar dock tjockare biofilmer &n den klassiska 01-
stammen och forskarna tror att den tjockare biofilmen har lett till att EI Tor i dag ar sa vanlig
(Watnick & Kolter 1999). V. cholerae har under evolutionen 6kat sina chanser att Overleva
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genom att kolonisera manniskans tunntarm, hoppkréftans tarm samt genom att binda till ytan
pa vaxtplankton (Yildiz & Schoolnik 1999), vilket tyder pa att biofilmen har gett en
selektionsfordel. Kanske ar det sa att biofilmen gjort det majligt for patogena V. cholerae att
bredda sin ekologiska nisch och déarmed gett bakterien en méjlighet att 6verleva tiden mellan
kolerautbrott, nar bakterien inte &r i sin vard. Till skillnad fran miljon inne i tunntarmen
uppvisar den marina miljon sdsongsvariationer och kan vara relativt naringsfattig for V.
cholerae, vilket staller stora krav pa anpassningar hos bakterien. Genom att bilda biofilm kan
V. cholerae anpassa sig till bistra férhallanden och darmed sakerstélla sin dverlevnad.
Forskarna saknar fortfarande manga pusselbitar nar det kommer till V. choleraes virulens, hur
bakterien reglerar sina gener under infektionsfas. Ként ar dock att V. cholerae har en god
formaga att svara pa miljovariationer, vilket formodligen har lett till bakteriens stora
framgang och spridning (Costerton et al. 1995).

Biologisk funktion

Detta 4r ett stycke som &r baserat pa en sammanfattningsartikel av Kaper et al. (1995), nar
inget annat anges. Kolera drabbar framst fattiga lander med hog befolkningstéthet och daliga
sanitdra forhallanden. Vérst drabbade & manniskor med nedsatt immunférsvar, sma barn och
gamla. Nér tillgangen pa nya vardar ar god gynnas bakterier med snabb tillvéxt och
egenskapen att latt ta sig fran vard till vard (Carlson & Linder 2008). V. cholerae har inget
behov av att halla sin vard vid liv utan det ligger i bakteriens intresse att snabbt véxa till och
ge kraftiga symtom hos sin vard for att kunna ga in i en ny infektionscykel. Tilltankt modell
for hur koleratoxinet verkar inne i tarmen ser ut som foljande: V. cholerae behover tva
faktorer for att kunna kolonisera och infektera sin vérd. Bakterien behdver TCP for att komma
i kontakt med epitelcellerna i tarmen och den behdver koleratoxinet (CT) for att orsaka
infektion. FOrutom att vara ett enterotoxin som verkar inne i tarmen ar CT dven ett exotoxin,
ett toxin som bakterien frisatter ut fran cellen till omgivningen. CT bestar av tva delar, en
A(CtxA)-subenhet och en B(CtxB)-subenhet. Det &r strukturen pa CT som gor det mojligt for
bakterien att fa in koleratoxinet in i epitelcellerna, eftersom strukturen tillater bakterien att
interagera med apikalt placerade receptorer i cellmembranet, monosialogangliosid GM;-
receptorer (Figur 4). Via typlI-sekretion® utséndras bada enheterna av koleratoxinet
tillsammans med HA/proteaser ut fran bakteriecellen in i tunntarmen. HA/proteaserna klyver
A-subenheten i tva polypeptidkedjor, kedjorna ar dock efter klyvningen forenade med en
disulfidbindning. B-subenheten bestar av fem delar som sitter ihop i en ringstruktur. B-
subenheten ar den del som binder till receptorerna i plasmamembranet och A-subenheten &r
den del med enzymatisk aktivitet inne i epitelcellen. Genom endocytos tas koleratoxinet upp
av epitelcellen och toxinet transporteras sedan i endosomer till golgiapparaten och sedan
endoplasmatiska natverket (ER). Inne i ER sarskiljs en av A-subenhetens polypeptidkedjor,
CT-Ay, fran komplexet med hjalp av enzymet proteindisulfidisomeras (PDI) (Vanden Broeck
et al. 2007). CT-A; ar den del av koleratoxinet som verkar toxiskt inne i varden. Fran ER
transporteras CT-Ay ut till cytosolen for att forena sig med det basolateralt placerade enzymet
adenylatcyklas (AC), vars aktivitet regleras av Gs-protein. CT-A; ar en katalytisk polypeptid
med ADP-ribosyltransferas aktivitet och som opererar vid aktiveringen av AC genom att
overfora ADP-ribos fran NAD™ till Gs-proteinet (Figur 4). En 6kad koncentration av cAMP
inne i epitelcellen leder till aktivering av PKA och fosforylering av kloridjonkanaler i
epitelcellens plasmamembran (Vanden Broeck et al. 2007). Fosforyleringen av dessa
jonkanaler startar en osmotisk rorelse av joner och vatten ut till lumen och slutligen diarré hos

& Sekretionssystem som gor det méjligt for bakterien att genomtrénga ett cellmembran utanfor det egna
membranet.
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den infekterade. Genom att frambringa kraftiga diarréer hos sin vérd kan V. cholerae i lander
med bristfallig infrastruktur snabbt komma i kontakt med nya vardar.

Caveolae /

Lipid Rafts endocytosis

Clathrin
mediated
&ﬂ

e

Late Endosome
O -— Early Endosome
. COPI Coated Vesicle
TN CFTR

H,O

\ ADP Ribose B
E —/P:vrnan-mty
'.\ -. /' activated 3

Sax

BB 048484019081 85%

Figur 4. Genom att binda till receptorer pa epitelceller och lata vardcellen inforliva CT i cellprocesser skapas ett
flode av joner och vatten ut ur cellen, vilket resulterar i diarré (Fran Vanden Broeck et al. (2007), med tillstand
fran upphovsrattsinnehavaren (Reprinted from The Lancet, 39. 10, Davy Vanden Broeck, Caroline R Horvath,
Marc J. S De Wolf, Vibrio cholerae: Cholera toxin, 1771-1775, Copyright (2007), with permission from
Elsevier)).

Kolerans epidemiologi

Pandemier och epidemier

Kolera klassas enligt Smittskyddsinstitutet som en epidemisk sjukdom pé grund av att den
uppvisar plétsliga 6kningar av sjukdomsfall 6ver det normala samt att den snabbt sprider sig
inom en population, till andra lander och vérldsdelar (Smittskyddsinstitutet 2010). Enligt
Centers for Disease Control and Prevention (CDC) klassas dven kolera som en sjukdom som
“uppstar och dteruppstdar” (WHO 2010b). | mars 2010 rapporterade WHO kolerautbrott i
Angola, Etiopien, Somalia, Sudan och i norra Vietnam. | oktober manad samma ar drabbades
aven Haiti av ett kolerautbrott. Kolera visar sig dock inte bara som enstaka utbrott, sjukdomen
anses dven vara endemisk i sodra och syddstra Asien och i Afrika, vilket innebar att kolerafall
standigt rapporteras fran dessa geografiska omraden i hogre och lagre grad. Sedan 1800-talet
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har jorden drabbats av sju kolerapandemier (Colwell 1996) (Tabell 2). De forsta sex
pandemierna spred sig fran Gangesdeltat, en relativt avgransad landmassa i Indien (Sack et al.
2004). Gangesdeltat ar ett omrade som ofta drabbas av dversvamningar till féljd av arliga
monsunregn (Hashizume et al. 2008). | deltaomradet &r kolera i dagslaget en endemisk
sjukdom som har fatt faste i populationen och sjukdomsutbrotten kommer i nagorlunda
regelbundna intervall (Hashizume et al. 2008). Efter den sjatte pandemin (1899-1923)
forsvann kolera fran manga omraden som en foljd av forbéttrad vattenhantering (Colwell
1996). Manga trodde under denna period att det inte skulle bli en till kolerapandemi, det
skulle dréja 38 ar tills den sjunde pandemin brét ut (Colwell 1996). Den sjunde pandemin
startade 1961 i Indonesien och koleran hade nu fatt faste utanfor Gangesdeltat. Fran 1961
fram tills idag har den sjunde pandemin hunnit spridit sig till sex kontinenter och agensen,
faktorn som orsakat sjukdomen, ar den patogena serogruppen 01, dven kallad EIl Tor. Den
sjunde pandemin kom att skilja sig fran de tidigare pandemierna i sjukdomssymtom, eftersom
symtomen inte var lika allvarliga som vid tidigare pandemier (Colwell 1996). Fram tills 1992,
aret man identifierade en icke-01 serogrupp som orsakade koleraepidemier, trodde forskarna
att det endast var serogruppen 01 som orsakade kolera. Den nya patogena epidemiska
serogruppen fick namnet 0139 Bengal. Det har visat sig att dessa tva serogrupper kan
samexistera (Colwell 1996). 0139 Bengal &r i dagslaget endemisk i Indien och Bangladesh
(Reidl & Klose 2002) och en del forskare anser att varlden nu upplever sin attonde pandemi
(Faruque et al. 1998).

Tabell 2. Kolerapandemiernas artal, platser, och serotyper/biotyper av V. cholerae (Colwell 1996, Faruque et
al. 1998, Kaper et al. 1995).

Pandemi Ar Plats Serotyp/Biotyp
1 1817-1823 Gangesdeltat/Indien 01/Klassisk
2 1829-1851 Gangesdeltat
— Ryssland — Europa — USA
3 1852-1859 Gangesdeltat
— USA
4 1863-1879 Gangesdeltat
— USA
5 1881-1896 Gangesdeltat 01/El Tor
— Sydamerika
6 1899-1923 Gangesdeltat
— Mellandstern — Balkanhalvon
7 1961- Indonesien 01/El Tor
— Mellandstern — Afrika — Sydamerika
8 1992- Indien — Bangladesh 0139 Bengal

Den tolfte januari 2010 drabbades Haiti av en kraftig jordbavning som tog manga manniskors
liv och lamnade huvudstaden Port au Prince i ruiner. Manniskor som éverlevde jordbavningen
var tvungna att soka sig ut pa landsbygden. Pa grund av kollapsad infrastruktur i staden och
otillrackliga sanitara forhallanden pa landsbygden fick manniskor nu svart att fa tag pa rent
vatten och ta hand om sin personliga hygien. | oktober manad samma ar drabbades landet av
en koleraepidemi. Det var mer &n 100 ar sedan landet senast drabbades av ett kolerautbrott
och det ar troligt att landet i katastrofens efterdyningar ytterligare en gang blivit ett
hogriskomrade for en koleraepidemi. P& grund av jordbavningen har manga manniskor
tvingats dricka fran samma kalla, floden Artibonite, som tros vara kontaminerad med
patogena V. cholerae (Arie 2010), och ett stort antal manniskor har drabbats av kolera. Den
27:e oktober rapporterade halsoministeriet pa Haiti 303 dodsfall av totalt 4722 kolerafall
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(WHO 2010d). V. cholerae har under en kort period kommit i kontakt med en stor méngd
vérdar vilket har lett till att sjukdomen mycket snabbt kunnat sprida sig inom befolkningen.

Sasongsvariationer

Det finns en korrelation mellan meterologiska faktorer och frekvensen kolerafall (Hashizume
et al. 2008), enligt WHO har klimatet en direkt paverkan pa hur manga méanniskor som
drabbas av sjukdomen (WHO 2010a). Forskare har kunnat konstatera att vaderfenomen som
El Nifio Southern Oscillation (ENSO) har en effekt pa forekomsten av kolerautbrott och
fenomenet anses darfor ha en betydelse for sjukdomens utveckling (Koelle et al. 2005).
ENSO harstammar fran den peruanska kusten men kan paverka variationer av kolerautbrott i
Bangladesh (Pascual et al. 2002), pa grund av att ENSO orsakar vaderforandringar over hela
jordklotet. Bland annat ses kraftiga regn och déversvamningar i Bangladesh nar den normalt
kalla strommen utanfor den peruanska kusten vissa ar byts ut mot varmt vatten fran vast
(Pascual et al. 2002). Normalt ska passadvindarna i omradet pressa bort varmt ytvatten fran
kusten sa att kallt naringsrikt bottenvatten kan stromma upp, men under ar med EI Nifio
forsvagas passadvindarna vilket medfor att det kalla ytvattnet uteblir (Olofsson 2010).
Kolerautbrotten i tredje vérlden kan saledes folja sasongsvariationer (WHO 2010a).
Epidemiologiska studier av kolera i Bangladesh har varit betydelsefulla for koleraforskningen
eftersom man har kunnat visa pa en relation mellan kortvariga variationer i klimatet och
antalet rapporterade kolerafall (Hashizume et al. 2008) (Figur 4). Bangladesh, som ligger i
Gangesdeltat, ar speciellt kansligt for regnperioder pa grund av att landet ligger nara havsytan.
Eftersom landet & mycket fattigt, har en stor befolkning och allvarliga sanitara brister ar
koleran idag ett stort problem. Kolerautbrott ar ett standigt inslag och sjukdomen anses vara
endemisk i Bangladesh (Glass et al. 1982). Studier fran huvudstaden Dhaka visar pa en
bimodal fordelning av kolerautbrott 6ver aret (figur 4). Kolerafallen toppar tva ganger per ar i
samband med monsunregnen. Antalet kolerafall 6kar fére och i slutet av en monsunperiod
(Hashizume et al. 2008). Riklig nederbdrd under regnperioder leder till 6versvamningar av
avlopp, vilket resulterar i att vattenreservoarer fororenas. Manniskor som lever i deltaomradet
under monsunperioder kommer dessutom i kontakt med kontaminerat flodvatten nar de
dricker, lagar mat och badar. I mitten pa monsunperioden ses dock en nedgang av kolerafall
(Figur 4). En forklaring till detta kan vara att det mycket kraftiga regnet skapar en
utspadningseffekt, det vill sdga att koncentrationen bakterieceller minskar. Det kraftiga regnet
kan aven skapa en mer ogastvanlig miljé for V. cholerae eftersom salthalten i vattnet sanks
(Hashizume et al. 2008). Kraftiga regn kan dessutom paverka tillvaxten hos V. cholerae pa
grund av att pH (Hashizume et al. 2008), salthalt och koncentrationen av naringsamnen
andras i ytvattnet dar frilevande planktoniska V. cholerae vistas (Lobitz et al. 2000). Likasa
paverkas V. cholerae som koloniserar plankton av 6versvamningar. Okad mangd naring i
ytvattnet resulterar i algblomning i kustomraden. Eftersom plankton verkar som reservoar for
V. cholerae (Colwell 1996) kommer mangden kolerabakterier 6ka om méngden plankton
okar. | och med att deltaomradet &r sa laglant kan tidvatten fora in kustvatten 6ver land, sa
langt in mot land som Dhaka, vilket resulterar i att plankton hamnar i vattendragen i staden
och manniskor i Dhaka far i sig en tillrackligt hdg koncentration av V. cholerae for att
infektion ska ske (Lobitz et al. 2000). Kraftiga regn leder dessutom till att det frisatts mer
I6sligt jarn vilket forbattrar V. choleraes formaga att uppratthalla sig i den akvatiska miljon
(Lobitz et al. 2000). Diarrésjukdomar som kolera kan ocksa fa faste i populationer under
torrperioder. Nar det faller lite regn och temperaturen ar hég torkar vattendrag latt ut, vilket
leder till att manga méanniskor tvingas anvanda samma vattenkalla. Om vattenkallan dessutom
ar kontaminerad med V. cholerae kan kolera snabbt sprida sig inom en befolkning
(Hashizume et al. 2008).
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Figur 4. S&songsvariationer av kolerautbrott per vecka i Dhaka. | undersokningen har man tagit hansyn till
temperaturvariationer, nederbord, vattenniva i floder och antalet kolerafall som rapporterats fran sjukhus under
perioden 1996-2002 (Fran Hashizume et al. (2008), med tillatelse fran upphovsrattsinnehavaren).

Diskussion

Kolera, en infektionssjukdom som uppkommer och aterkommer

Nér man studerar en infektionssjukdom som kolera, som “uppkommer och aterkommer ”, &r
det viktigt att man studerar sjukdomen ur ett makroperspektiv, eftersom studier visar pa en
korrelation mellan socioekonomi, demografi och férekomst av kolerautbrott (Ackers et al.
1998). Bangladesh ér ett tydligt exempel pa den nara kopplingen mellan fattigdom och kolera.
Pa grund av bristfallig infrastruktur och brist pa rent vatten ar kolera ett stort problem i landet.
Varfor sjukdomen &r endemisk i Bangladesh ar dock inte helt klart, tydligt ar emellertid att
epidemierna i omraden uppkommer sasongsmassigt vilket har lett till att man tror att klimatet
ar en nyckelfaktor. Korrelation mellan koleraepidemier och klimatet har d&ven kunnat pavisas
genom studier pa plankton. Eftersom planktonkoncentrationen regleras av temperaturen i
ytvattnet och V. cholerae ar en kolonisatér av djurplankton kommer kolerautbrotten folja
samma periodiska ménster som temperaturen i havsytan. Kopplingen mellan V. cholerae och
havet ar tydlig. Mer studier bor darfor laggas inom detta omrade, for i och med att klimatet
andras finns det en pataglig risk att nischbredden for V. cholerae 6kar. Vilket skulle innebara
Okad frekvens av bakterien och dkad infektionsrisk for manniskan (Lipp et al. 2002).
Havsnivan och planktonkoncentrationen skulle i endemiska deltaomraden kunna verka som
en indikator for koleraepidemier, och genom att mata nivan pa dessa faktorer kanske en
koleraepidemi kan forutses och stoppas (Lobitz et al. 2000). | fattiga lander dar det inte finns
resurser att bygga ut infrastruktur, for att forbattra de sanitdra forhallandena, finns
mdjligheten att minska frekvensen av kolerafall genom att filtrera bort kolerabakterien fran
dricksvatten med ett filter (Huq et al. 2010). Eftersom man hittar héga koncentrationer av V.
cholerae i djurplankton okar risken for infektion nar manniskor hamtar sitt dricksvatten fran
floder och kustomraden, dar ytvattnet innehéller hoga planktonkoncentrationer. Genom att
sila detta vatten genom en duk skulle risken for en kolerainfektion minimeras och ett
kolerautbrott kunna forebyggas, eftersom det krévs en relativt hog infektionsdos for att man
ska drabbas av kolera.

En studie pa mikroniva
Det réacker inte att bara titta pa en infektionssjukdom fran ett makroperspektiv utan man bor
aven ga ner pa mikroniva for att hitta agensen bakom sjukdomen, i kolerans fall bakterien V.
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cholerae. V. cholerae visar standigt prov pa att vara en mastare pa att anpassa sig till sin
omgivning. Bakterien har genom HGT lyckats bredda sin nisch och tva av V. choleraes 200
serogrupper, 01 och 0139, kan ga fran att leva i vatten till att verka toxiskt inne i manniskans
tunntarm, tva vitt skilda miljcer. Storsta delen av sin livscykel spenderar toxiska V. cholerae i
den akvatiska miljon, en miljo som kan vara svar att éverleva da den ar naringsfattig. Mycket
forskning har lagts ner pa att forsoka forsta hur V. cholerae 6verlever nar den ar utanfor sin
vérd. Det man vet idag r att V. cholerae under sin akvatiska livsfas antingen forekommer
som frilevande planktonisk cell eller som kolonisator av djurplankton. Genom att kolonisera
djurplankton i kustomraden tror man att bakterien 6kar sina chanser att éverleva eftersom den
kan anvanda kitin i exoskelettet som kol- och kvéavekélla. Den akvatiska miljon &r
variationsrik. Jamfort med kustmiljon ar forhallandena i djuphaven svara for V. cholerae pa
grund av att temperaturen ofta ar lag och mangden naring mycket sparsam. Marina Vibrio ar
val anpassade till att Gverleva langa perioder ute till havs (Novitsky & Morita 1977). Den
marina Vibrio-stammen ANT-300 andrar under svélt sin morfologi, den gar fran att vara
stavformad till att bli klotformad. Att den dven sénker sin metabolism och producerar
betydligt mindre avkommor (Novitsky & Morita 1976, Novitsky & Morita 1977) tyder pa att
marina Vibrio kan éverleva langa perioder utan eller pa mycket lite naring och darmed kan
driva langa strackor till havs utan att do. Samma egenskap har inte identifierats hos V.
cholerae. In vitro studier har dock visat att V. cholerae under stress kan ga in i en viloliknande
fas, en ”’levande men icke-odlingsbar”-fas (VNC) (Faruque et al. 1998). | VNC-fasen kan V.
cholerae fortfarande orsaka infektion efter en lang period i naringsfattigt medium (Faruque et
al. 1998). VNC skulle kunna vara en dverlevnadsstrategi hos V. cholerae och VNC skulle
kunna forklara varfor det kan ga langa perioder mellan utbrott. En teori som lagts fram ér att
toxiska V. cholerae mellan kolerautbrott lever i association med akvatiska organismer i en
VNC-form tills ratt miljosignal triggar igang ett nytt utbrott (Faruque et al. 1998). Kanske
finns forklaringen till hur V. cholerae kan spridas mellan kontinenter utan sin vard samt hur
koleraepidemier kan blossa upp till synes simultant pa olika kontinenter i gatan VNC. |
dagslaget anses manniskan vara V. choleraes enda vard. Nar man tittar pa vad som héander pa
Haiti, ett land som inte har haft ett kolerautbrott pa 6ver hundra ar, slas man dock av tanken
att det kanske finns flera vardar. Kanske har bakterien funnits i landet sedan 1900-talet och
vantat pa ratt miljosignal. Som manga katastrofer gjort tidigare sa kommer aven katastrofen
pa Haiti erbjuda forskare mojligheten att identifiera bakteriens naturliga reservoarer i landet,
vilket kanske skulle leda fram till alternativa vardar for V. cholerae. Vart att notera ar ocksa
att i och med att vi reser allt mer blir det dven lattare for V. cholerae att “resa” till nya vérdar.
Kanske ligger forklaringen till koleraepidemin pa Haiti i att hjélparbetare tagit med sig V.
cholerae in i landet. Tiden far utvisa.

Det &r inte bara faktorer som samhalle, miljo, demografiska forandringar och infrastruktur
som paverkar samspelet mellan V. cholerae och dess livsmiljo. Aven forandringar och
anpassningar hos bakterien paverkar samspelet. Nagon gang under evolutionen sa infekterade
en fag en icketoxisk akvatisk V. cholerae och under transduktionen fick bakterien gener som
gjorde det mojligt for V. cholerae att kolonisera och infektera méanniskan. Nar bakterien sedan
var virulent verkar det som att miljon inne i tunntarmen har erbjudit en méjlighet for
samevolution mellan V. cholerae, fag och ménniska (Waldor & Mekalanos 1996). Den
gemensamma namnaren i denna samevolution & TCP. TCP, den struktur hos bakterien som
fagen behdver for att kunna infektera V. cholerae, samma komponent som V. cholerae
behdver for att kolonisera sin vard. Nya patogena stammar av V. cholerae kan troligen pa
grund av TCP uppkomma inne i tarmen (Waldor & Mekalanos 1996). Minst en gang har detta
skett, nar 0139 Bengal bytte genetiskt material med 01 El Tor och da blev toxisk och
epidemisk. Om forhallandena tillater sa ar det troligt att HGT kommer ske igen och nya
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patogena stammar av kolerabakterien kommer uppsta. HGT driver saledes evolutionen framat
och bor inte forbises. Ju fler toxiska stammar som uppstar ju svarare blir det for oss att
bekdmpa och bota kolera. Samlade studier pa den mikrobiella patogenesen hos V. cholerae
ger en bild av en komplex process dar manga faktorer paverkar och reglerar bakteriens
virulens. Formagan att koordinera genuttrycket med omgivningen gor V. cholerae till en god
kolonisator i en mycket varierande miljo, och ju fler miljoer bakterien kan uppehalla sig i ju
storre chans har den att Overleva nar det ar brist pa vardar att infektera. Evolutionara
anpassningar hos bakterien har aven lett till att bakterien kan komma runt vardens
forsvarssystem och istallet anvanda dessa som signaler for att det ar tid att ga in i virulent fas.
In vitro studier visar pa att galla kan vara den signal som V. cholerae behéver for att bli
virulent. Gallan aktiverar gener som verkar vid bildandet av biofilm, den struktur som
ma&jliggor kolonisering av tarmen. | fattiga lander dar kolera &r ett vanligt inslag pa grund av
bristfallig hantering av vatten, skulle en storre forstaelse for bildandet av biofilm och
maéjligheten for V. cholerae att ga in i VNC-fas eventuellt innebara en mojlighet att avvarja ett
kolerautbrott. Genom att eliminera bakteriens mojlighet att bilda biofilm och ga in i VNC-fas
kanske man kan ta bort férmagan hos V. cholerae att kolonisera och 6verleva langa perioder i
vattenreservoarer (Reidl & Klose 2002). Den dagen vi fullt forstar hur V. cholerae éverlever i
sin ekologiska nisch, hur den reglerar sina virulensgener samt hur generna aktiveras av
miljosignaler kanske ett kolerautbrott kan forebyggas och forhindras.

Med denna sammanfattningsartikel har jag forsokt férmedla den unika associationen mellan
V. cholerae och dess livsmiljo, koloniseringen av ménniskan och akvatiska organismer.
Mycket forskning har lagts ner och manga fragetecken har lyckats ratas ut nar det géller denna
gackande patogena mikrob, trots detta fortsatter V. cholerae att 6verraska och utmana. Tydligt
ar att det aterstar manga fragor som maste besvaras for att vi ska forsta varfor en sadan
gammal infektionssjukdom som kolera fortsétter att ta s& manga manniskors liv. Till syvende
och sist kanske vi maste lara oss att leva tillsammans med V. cholerae av den orsaken att
bakterien i och med sin samevolution med ménniskan alltid kommer att ligga steget fore i sin
virulens.

“No matter how selfish our motives, we can no longer be indifferent to the suffering of others.
The microbe that felled one child in a distant continent yesterday can reach yours today and
seed a global pandemic tomorrow.”

Joshua Lederberg
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