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UITTREKSEL 

'n Verskeidenheid potensiele enteropatogene mikroorganismes kon by 

97,4% van sporadiese gevalle van akute soi gel ingsgastroenteritis 

geinkrimineer word. Alhoewel veelvuldige infeksies dikwels voorge= 

kom het kon enterotoksigene . Enter obacteriaceae (46,2%), rotavirus (43,6%), 

enteropatogene serotipes van Escherichia coli (38,5%), Staphy lococcus 

aureus (15,4%), Salmonella spesies (5,1 %), Shigel l a spesies (5,1 %), 

Candida al bicans (2,6%), Candida kr usei (2,6%), Pseudomonas aeruginosa 

(2,6%), Bacillus cer eus (2,6%) en hemol itiese E. coli (2,6%) as 

potensiele oorsake aangedui word. Enterotoksigene Enterobact eriaceae 

het meer dikwels ongeassosieerd as ander groepe voorgekom. 

Cholerageenagtige labiele toksiene (LT), stabiele toksiene (ST) of 

'n kombinasie van beide (ST+ LT) is deur lede van laasgenoemde groep 

geproduseer. Die verskillende toksiene Kon by 5 E. coli (LT), 

4 E. coli (ST), 2 E. coli (ST+ LT), 5 Kl ebsiella pneumoniae (LT), 

2 Enterobacter cloacae (LT), 1 Enter obact er aerogenes (LT) en 

1 Proteus vulgaris (LT) gedemonstreer word. Die labiele toksiene van 

die verskillende genera is instaat om, onderling varieerende, maar 

hoevlak toenames van intrasellulere sikliese adenosien-3' ,5 1 - monofosfaat 

(cAMP ) by 11 Chinese hamster ovary11 (CHO-K1) selle te induseer. Die 

induksie van cAMP kan teen hoe titer deur antiserum teen cholerageen 

geneutral iseer word. Vooraf behandeling van die verskillende labiele 

toksiene met GM 1 gangl iosied of versperring van reseptore op CHO-Kl 

selle met die B subeenheid van cholerageen voorkom induksie van ver= 

hoogde cAMP. Hierdie verwantskap van labiele toksiene met cholerageen 

dui op ' n meganisme vir die induksie van diarree soortgelyk aan die 

van cholerageen. 

Die plasmied (Ent) gemedieerde aard van enterotoksiensintese kon by 

ST sowel as ST+ LT produserende E. coli stamme aangedui word . Hier= 

die eienskappe kon ~e ur konjugasie na nie-enteropatogene E. coli K12 

s tamme oorgedra word . Soortgelyk kon die gesamentl ike oordrag van Ent 

(ST+ LT), en bepalers wat bestandheid teen sulfafurasool, ampisilien, 

karbenisil ien en tetrasikl ien verleen, van 'n enteropatogene serotipe 

van E. coli , 0128:K67:H27, na 'n nie-enteropatogene E. coli _ K12 be= 



werkstell ig word. Hierdie bevindinge impl iseer diagnostiese en 

terapeutiese komplikasies by die diagnose en behandeling van 

gastroenteritis. 

Sommige toksienproduseerders, waar ender E. coli (ST), K. pnewnoni ae (LT), 

Enterobacter (LT) spesies en P. vulgaris (LT), reageer nie soos 

tipiese fekale col iformorganismes vol gens die toetse wat vir die 

kwal iteitskontrole van water gebruik word nie. Dit ~ tesame met die 

bevinding dat enterotoksigene E. coli (LT) en K. pnewnoniae (LT) in 

betekenisvolle getalle uit water en riool geisoleer kan word, dui 

op 1 n moontl ike bran van enterotoksigene infeksies. Hierdie 

bevindinge bepleit 1 n herevaluering van die status van indikator= 

organismes en gesondheid standaarde vir water vir mensl ike gebruik. 



ABSTRACT 

A var iety of potential enteropa t hogenic micro-organisms could be 

incri minated in 97,4% of acute cases of sporadic infantile gastro= 

enteritis. Although multiple infections occured frequently, 

enterot oxigenic Enterobacteriaceae (46,2%), rotavirus (43,6%), 

enteropa t hogenic Escherichia coli serotipes (38,5%), Staphy l ococcus 

aureus (15,4%), Salmonella species (5,1 %), Shigella species (5, 1% ), 

Candida albicans (2,6%), Candida kr usei (2,6%), Pseudomonas 

aeruginosa (2,6%), Bacillus cereus (2,6%) and hemolytic E.coli 

were implicated as causitive agents. Unassociated enterotoxigenic 

Enterobacteriaceae were more frequently isolated than others. 

Choleragen-like labile toxins (LT), stable toxin (ST) or a 

combination of both (ST+ LT) were shown to be produced by various 

members of Enterobacteriaceae . The various toxins could be 

demons t rated in 5 E. coli (LT), 4 E. coli (ST), 2 E. coli (ST+ LT), 

5 Klebsie lla pneumoniae (LT), 2 Enterobacter cloacae (LT), 

Enterobacter aerogenes (LT) and 1 Proteus vulgaris (LT). Labile 

toxins from the various gene ra induce mutually variable but high 

level accumulation of intracellular cyclic adenosine 3' ,5'-monophosphate 

(cAMP) of Chinese hams t er ovary Kl (CHO-Kl) cells . Induction of 

cAMP i s neutralised to high titre by antiserum to choleragen. 

Pre t rea t ment of the various labile toxins with GM 1 gangl ioside 

or blocking of receptors on CHO-Kl cells by the B subunit of 

choleragen similarly prevent the accumulation of cAMP. This 

relationship with chol e ragen suggests a similar mechanisms of 

diarrhoea induction. 

The pl asmid (Ent) mediated nature of enterotoxin syn thesis was 

demonstrated for ST and- ST+ LT producing E. coli strains. These 

determ i nants were transfered to non-enteropathogenic E. coli Kl2 

strains by conjugation . Similarly co-transfer . of Ent (ST+ LT) and 

resistance determinants coding for sulphafurazole, amp icillin, 

carbenicill in and tetracycline from enteropathogenic E. co l i sero= 

tipe, 0128:K67:H27, to non-enteropathogenic E. coli K12 were 

accomplished. These findings imply diagnostic and therapeutic 

complications in the diagnosis and treatment of gastroenteritis. 



Some toxin producers such as E. coli (ST), K. pneumoniae (LT), 

Enterobact er (LT) species and P. vu l garis (LT) do not behave as 

typical faecal col iforms as judged by tests used for water quality 

control. This, as well as the isolation in significant quantities 

of enterotoxigenic E. coli (LT) and K. pneumoniae (LT) from water 

and sewage, may indicate a pos s ible source of enterotoxigenic in= 

fections. These findings call for a review of the status of 

indicator organisms and of health standards for water for human 

consumption. 
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HOOFSTUK 

INLEIDING 

1. 1 Omskrywtng van gastroenteritis 

Gastroenteritis kan beskou word as t- n versamel tng van akute dtarree= 

siektes wat gewoonweg oak bekend staan as die diarree en disenteriee , 

Dit meet noodwendig as tn sindroom beskou word vanwee die uiteenlopende 

oorsake daarvan, In Sommige gevalle is die oorsake van die stekte 

bepaalbaar en spesifiek. In die meeste gevalle kan egter geen bepaalbare 

oorsake hetsy infektief, deur voedingsge6reke of andersins gevtnd 

word nie (Gordon, 1971) , 

Kl inies gesproke vertoon die siekte tn btologiese gradient wat 

wissel van onopsigtel ike infeksies tot ernstige manifestasies 

-daarvan met 1 n ho~ sterftesyfer, Gordon, Chitkara en Wyon (1963) 

en Gordon, Behar en Scrimshaw ( 1964) veer aan dat die meeste 

akute diarreesiektes aansteekl ik van aard is. Oar dfe algemeen kan 

daar egter nie op kl iniese gronde onderskeid getref word met be= 

trekking tot die spesifieke oorsaak nie, Los tot waterige 

stoelgange wat meer dikwels as normaal voorkom ts 1:- n uitstaande 

gemeenskapl ike simptoom (Gordon et al. ~ 1963). 

Alhoewel akute gastroenteritis ender alle ouderdomsgroepe aan= 

getref word is die voorkomssyfer daarvan die hoogste ender 

kinders jonger as vyf jaar. Volgens Gordon (1971) is die voorkoms= 

syfer by verre die hoogste ender kinders in hulle eerste twee 

l ewensjare en kom die meeste gevalle sporadies voor , 

l .2 Geografiese verspreiding en voorkoms van die siekte 

Verskeie navorsers waaronder Gordon (1971), Dean, Ching, Williams 

en Harden (1972), Gorbach en Khurana (19 72), Echeverrta, Blacklow 

en Smith (1975), Guerrant, Moore, Kirschenfeld en Sande (1975), 
Nal in, Mclaughlin, Rahaman, Yunus en Curl in (1975}, Ryder, Sack, 



Kapikian, Mclaughlin, Chakraborty, Rahman, Merson en Wells (1976), 

Greeff, Schoub, Lecatsas en Prozesky (1977) en Schoub, Greeff, 

Lecatsasj Prozesky, Hay, Prinsloo en Ballard, (1977), het aange= 

toon dat gastroenteritis 'n w8reldwye verspreiding genfet. 

Nietemin kom dit minder dikwels in industrfele lande voor en is 

die sterftesyfer daar laag (Gordon 1971). In die ontwikkelende lande 

lyk die prentjie anders. Volgens Gordon e t a l, (1963; 1964) en 

Gordon (1971) is die siektesyfer sowel as die sterftesyfer 

hoog. Gordon (1971) dui aan dat sterftes aan diarreesiektes vfr 

jong kinders in Guatamala op 17 per 1000 gevalle te staan kom. 

Dit is 25 keer hoer as in die VS A. Die sterftesyfer in lndi~ 

is selfs hoer. Daar sterf sowat 1 ,4 miljoen kinders per jaar aan 

gastroenteritis en hierdie syfer sluit cholera gevalle uit 

(Editorial, 1975b). 

Die Redakteur van die Lancet (Editorial, 1975b .)wys daarop 

dat die sterftesyfer vir gastroenteritis in Afrika ook besonder 

hoog is . In Suid-Afrika is dit die hoof oorsaak van sterftes 

onder suigel inge van die Swart, Kleurl ing en Asiatiese gemeenskappe. 

By die Blanke gemeenskap neem dit die tweede plek in naas pneumonie 

(Spencer en Coster, 1969; Departement van Statistiek, Pretoria, 1974). 

Alhoewel die siekte dus duidel ik 1 n globale verspreiding vertoon 

(Ed.itorial, 1975 b) bestaan daar geografiese verskille met betrekktng 

tot die siektesyfer sowel as die sterftesyfer. Hierdie verskille is 

vol gens Gordon (1971) nie te wyte aan kl imatologiese faktore nie 

maar word bepaal deur verskille in die sosiaal~kulturele omgewing , 

Hierby speel geassosieerde biologiese faktore soos voedsel- en 

watervoors i e-n i ng 'n be 1 angr i ke ro 1. 

1 .3 Klassieke enteropatogene organismes in die etiologie van 
gastroenteritis 

Nieteensiaande die belangrikheid van hierdie siekte, kon erkende 

enteropatogene organismes tot onlangs net in sowat 20-40 persent van 

gevalle ge'l'soleer word (Guerrant e t a l., 1975; Sack, 1975; 

Robins-Browne en Koornhof, 1977). 

2 



Die klassieke enteropatogene organ i:smes w,H wel gevtnd word ts ,, . 

die be ken de Salmonella en Shi gella spestes, H ter5y word d te 

sogenaamde enteropatogehe serotipe van E, coli ook alreeds 

die afgelope 30 jaar, veral op epidemtologiese gronde, ge1mpl t seer . 

Vi brio cholerae is 5elangri.k in die stre l<.e waar cliolera e.ndem tes· 

voorkom. Soms word ander organ i smes waaronder sekere vtrus$e , 

Clos t r idium perfringens ., Yer sinia enterocolitica., Bacillus 

cereus en Staphylococcus aureus., ool<. as oorsal<e 5etreK,. , Pa t _ogene 

Protozoa soos Entamoeba hi s t oly tica en Giardia larrin lia en 

parasietiese wurms T,s ook al as oorsal<.e 6y_ gastrogntedti:s· 

gei'mpl i seer (Gordon e t al • ., 1963) , 

Die enteropatogene rol van Salmonella en Shigella spesies is reeds 

goed bekend. Volgens Jawetz, Melnicl< en Adelberg (1972} en 

Cruickshank, Duguid, Marmion en Swain (1973} kan salmonellae 

drie hoof klasse siektes, of kom6inasies daarvan, veroorsaak . 

ln ge wandskoors betrek gewoonlil<. S . typhiJ S , paratyphi en 

S . schottrriulleri . Die organismes word deur voedsel of drank_ i:_nge= 

neem en beland in die dunderm . Hier ddng hulle die dermwand 

binne en bereik die l imfbuise , Deur middel van die ductus 

thoracicus kan hulle die 6loedstroom 6inneval en vandaar ander 

organe berei k . 'n Verskeidenheid letsels van onder andere 

die l imfweefsel, lewer, galblaas en longe mag ontstaan , 

Septisemie, veral deur S, choleraesuis·., kan plaasvind wanneer dfe 

organismes op 1n vroee stadium in die siel<.te di'e 6loedstroom 

binneval. Verspreiding van die organismes vind plaas en dft 

kan onder andere verettering, absesvorming, meningitis, 

osteomiel itis, pneumonie of endokarditis tot gevolg h€ . 

Gastroenteritis word hoofsaakl ik deur S . typhimurium., S, enteritidis 

of S . derby veroorsaak. 1 n Geweldige irdtasie van die dermwand 

lei tot 'n elektroliet • en vloeistofverl fes , Die bloedstroom word 

egter nie binnegeval nie en verspreiding na ander organe vind ook 

nie plaas nie, 

3 



Shigellae word deur ingestie ingeneem. Hulle heg vas aan die epiteel= 

selle van villi van die dikderm mukosa. Hier induseer die basil le 

die epiteelselle om hulle te ingesteer waar hulle dan vermeningvuldig 

en lateraal na ander epiteelselle versprei. Soms dring hul le so ver 

as die lamina propria in, Shigellae val egter selde ander weefsel 

binne en bakteremie is seldsaam. 

Die graad van die siekte word min of meer deur die betrokke spesie 

bepaal . Shigella dysenteriae veroorsaak die hewigste siekte, Af= 

gesien van die indringingsverrnoe skei hierdie spesie ook 'n soort 

enterotoksien uit. Laasgenoemde veroorsaak vloeistofakkumulasie 

in die dermkanaal maar dit het ook 'n neurologiese werking. Geen 

soortgelyke toksien is normaalweg by ander Shige lla spesies 

teenwoordig nie. 

In teenstell ing met S . dysenteriae veroorsaak S , sonnei 1n baie 

matige aandoening. Enkele los stoelgange en ~n bietjie abdominale 

ongeri~f is die reel. Shige lla f lexner i en S. boydii kan siekte 

so erg as S. dysenteriae veroorsaak maar is gewoonl ik matiger as 

1 aasgenoemde. 

E. coli word nie as 1n patogene organisme beskou wanneer dit tot 

sy normale ekologiese nis, die distale gedeelte van die derm= 

kanaal van die mens, beperk word nie (Gorbach, 1971; Sack, 1976a). 

'n Enkele erkende uitsondering bestaan egter by kinders ender t wee 

jaar met diarree. In sulke gevalle is eers deur Bray (1945) en 

later deur Giles, Sangster en Smith (1949), Taylor, Powell en 

Wright (1949) en Kirby, Hall en Coackley (1950) aangetoon dat 

uitbreke van diarree in kleuterskole geassosfeer word met sekere 

serotipes van E. coli Volgens Giles e t al , (1949) was die 

sterftesyfer in sulke gevalle dikwels so hoog as 50 persent, 

Een van die eerste serotipes van E, coli wat met diarree ~utt6reke 

by jong kinders geassosieer is (Taylor, et al , ., 1949) .. , is die bekende 

serotipe 0 I 11. Tans word daar sowat 33 enteropatogene serotipes 

van E. coli uit verskillende geografiese areas van die wereld erken 

(Sakazaki, Tamura en Saito, 1967; 0rskov, 0rskov, Jann en Jann, 1971; 

Sakazaki, Tamura en Nakamura, 1974; Sakazaki, Tamura, Nakamura, 
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Kurata, Gohda en Takeucni, 19.74), Hi.ervan kom sowat 16 a l gemeen voor ~ 

Bewyse vir die enteropatogeniteit van Fiierdte serotl'pes van E, coli; 

het aanvankl i.k uitsluitl ik 6erus op epidemi·ologiese omstandi:gh.ei:ds= 

getuienis, Deur groat noeveelhede van serotipes 055 BS van E~ co l i 

aan 'n vrywill ige kind (Neter en Shumway, 1950) en 0111 B4 aan 

vrywi 11 ige volwassenes (Kirby e t al, , 1950; Ferguson en June, 19-52; 

June, Ferguson en Warfel, 1953) te voer, kon aangetoon word dat 

hierdie organisrres diarree veroorsaak. Die meganismes waarvolgens 

hierdie enteropatogene serotipes van E. co li diarree verwek, sou, 

later uiteenlopend van aard 61yk te wees (sien nieronder), Sakazaki 

et al. (1967) kon aantoon dat 'n klein klompie van hierdie serotipes 

die vermoe tot indringing, soortgelyk aan die van Shige lla spesies, be= 

sit. Die belangrikste bydraes tot 'n beter begrip van die patogenese 

van gastroenteritis is egter gemaak kart voor en sedert die aanvang van 

die sewende cholera pandemie in 1960-1961 (Craig en Pierce, 1976). 

1.4 Die invloed van die sewende cholera pandemie 

Reeds in 1884 het Robert Koch voorgestel dat cnolera 1 n toksinose 

is (aangehaal deur Craig en Pierce, 1976). Die sentrale ro l wat 

die enterotoksien van Vibr io cholerae in die patogenese van die 

siekte speel is egter eers tydens die nui.dige cholera pandemie 

vasgestel. Gedurende die· afgelope 16 jaar kon 6elangri'ke vrae in 

verband rret die epidemiologie, immunologie, patogenese en 6e= 

handel ing van cholera, sowel as gastroenteritis veroorsaak deur 

E. coli , beantwoord word, 

Die kennis wat ingewin is uit die studies aangaande die patogenese 

van V. cholerae , vorm 'n basis vir die ontplooiing van die rol 

wat E. co l i en ander enterotoksigene 6·aktedee in dl'e patogenese 

van akute gastroenteritis speel, 

Die aanvoorwerk vir die bestudering van die enterotoksien van 

V. cholerae , met behulp van die konyn.,,ileumlus, l<.an grootl tks aan 

De en sy medewerkers toegeskryf word (De en Chatterje; 1953; 

De, Bhattacharya en Sarkar, 1956). Dit het gelei tot die suiwering 
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en biochemiese karaktertsering van d te enterotoksi.en of cfi.ole.rageen 

van V. cholerae deur Ftnkelstetn en Lo Spalluto (19:69.·, 19.701 en tot 

die opheldering van sleutel6egrippe in verfi~nd met d [e patogenese van 

cholera. Die huidige 6egrip van die eiens·l<.appe van cliolerageen en 

die werking daarvan verseker dat cholera nou as die moedermodel van 

die bakteriese ingewandsiektes 6es l<.ou kan word._ 

1. 4. 1 Die molekulere struktuur van cliolerageen 

Die beskikbaarstell i'ng van hoogs gesuiwerde cfiolerageen deur 

Finkelstein en sy medewerkers, was grootl tks daarvoor _verantwoordel i:k 

dat die struktuur en die werking daarvan, sowel as die van ander 

verwante enterotoksiene, vandag tot ~n groot mate verstaan word, 

Hoo fsa~k lik deur die werk van Finkelste in en LoSpalluto (l~69 i 

1970), LoSpalluto en Finkelstein (1972), L5nnrot6 en Holmgren (1973) 

en Holmgren en L5nnroth (1975) 6estaan daar tans konsensus dat 

cholerageen 'n toksiese proteien is wat deur V. cho-Z.erae i:n die 

lumen van die dermkanaal uit geskei word. 

Cholerageen het 'n moleku1€re massa van 84 000 daltons (Finkel stein 

en LoSpalluto, 1969, 1970; Lai, Mendez en Cliang, 1976) wat uit twee 

subeenhede A en B bestaan (sien f iguur l~l). Vol gens Kurosky, Markel, 

Touchstone en Petersen (1976) , · Lai et al. (1976), Ohtomo, Muraoka, 

Ta shiro, Zinnaka en Ama ko (1976) en Van Heyningen (1976) bestaan die A sub= 

eenheid uit twee pol ipeptiedkettings A1 en A2 . Hierdie twee kettings is 

deur 'n enkele disulfiedband aanmekaar gebind. Lai et al. (1976) bereken 
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die molekulere massa van A1 op 20 000 en A2 op 7 500 daltons (sien figuur 1-1). 

Die B subeenheid van die chol e ragee nmol ek ule is 'n pol ipeptied met 

'n molekulere mass a van 9 400 daltons en 6evat twee siste'ienreste. 

Lai et al,. (1976) voer aan dat hierdie siste'ienreste 1 n disulfiedbrug 

met ander B subeenhede vorm sodat 'n kettingring van ses B subeenhede 

om een A subeenheid van die natuurl ike cholerageenmolekule gevorm 

word. Dit gee dan 1 n formule van AB 6 aan cholerageen (sien 

figuur 1-1). 



A
1 

pol ipeptied (20 000) 

A2 pol ipeptied (7 500} 

B subeenheid (9 400) ] 
Cholerageen (AB 6) 

Figuur 1- 1. Die molekulere struktuur van cholerageen. 

A subeenheid 
(30 000) 

B subeenhede 
(54 000) 

Cholerageen 
(84 000) 



Choleratoksien word deur V, chol erae gesintettseer en uitgeskei in die 

vorm AB6 wat uit een A subeenheid en ses polipeptied B subeenhede be= 

staan. Die ring wat deur die B subeenhede gevorm word omsluit die A
1 

peptied gedeeltelik en die A2 peptied geheel en al (figuur 1-1). 

'n Sekere hoeveelheid cholerageno1ed word ook natuurl ikerwys deur 

die organ ·isme gesintetiseer en in die medium uitgeskei (Ohtomo et al ., 

1976). Hierdie choleragenoled bestaan net uit B subeenhede en is nie 

toksies nie (sien hieronder). 

Tydens die suiweringsproses ondergaan die subeenhede van cholera= 

toksien 'n herrangskikking (Finkelstein en LoSpalluto, 1970; Lai -

et ai. , 1976). Gevolgl ik word 1n aantal molekules wat die A subeen= 

held en net vyf B subeenhede bevat (AB
5
), gevorm. Choleragenoled, 

wat slegs ult B subeenhede (B6) bestaan, kan ook tydens dre sui·wertngs= 

proses gevorm word (sien figuur 1 .... 2}, !'resiese gegewens cor cite rnolekule.re 

massas van die komponente van die cholerageenrnolekule lAB.
6) word deur di.e 

biochemiese en biofisiese metodes wat tydens die suiweringsproses 

toegepas word, beTnvloed. Om hierdfe redes 6estaan daar kletner verskille 

in die waardes wat deur verskillende werkers gepubl iseer is (Van 

Heyningen, 1976; Kurosky, et al ., Ohtomo et al ., 1976) , Nietemin 

is daar bevestiging van die model vir die vorm van die cholerageen= 

molekule soos voorgestel deur Lai et al . (1976). Elektron mikro= 

foto's, gepubl iseer deur Ohtomo et al , (1976), toon duidel ik dat die 

A subeenheid omring is deur B subeenhede, CholeragenoYed toon slegs die 

ringvorm van die B subeenheid met die A subeenheid afwesig, 

1 .4.2 Antigeniteit v~n V. chole rae enterotoksien 

Antitoksien teen cholerageen en teen! iggame teen die B subeenheid 

kan makl ik in proefdiere soos konyne en muise berei word. Deur 

middel van immunodiffusie en dergel ike eksperimente kon Holmgren 

(1973b ), Ohtomo et al . (1976) en Van Heyningen (1976) aantoon dat 

die holotoksien en choleragenoTed 1 n hoof antigeniese bepaler deel maar 

dat eersgenoemde 1 n bykomende 6epaler besit. Ohtomo et al , (1976) en 

Van Heyningen (1976) kon later aantoon dat hierdie 6ykomende 6~paler 

te wyte is aan die A subeenheid wat 6y die holotoksien teenwoord[g 

is. Antitoksien teen cholerageen reageer goed met 6f subeenheid A 
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Cholerageen (AB6) Choleragenoied (B6) 

Figuur 1-2. Die vorming van choleragenoied. 



6f subeenbeid B, Antiserum teen su6eenlietd A reageer egter glad nie 

met B nie, Die omgekeerde is ooR waar (Van Heyntngen, 19.]6} .. IHerdte 

eksperimente dui dus daarop dat daar geen antigen-tese ooreenkomste 

tussen die A en B peptiede van cliolerageen 6estaan nfe 

1. 4. 3 Genetiese aspekte van cholerageensintese 

Die ~ene verantwoordel ik vir die stntese van cliolerageen t~ geleg op 

die chromosoom van die organisme (Gerdes en Romtg, 1975}, Van 

Heyningen (1976) postuleer dat su6eenliede A en B waarskynlik dte 

produkte van verskil lende cliromosomale gene van V, cholerae ts: omdat 

A en B in baie opsigte twee totaal verskillende proteTene ts, Verdere 

bevestiging vir sy argument word deur Ontomo et al . (1976) ve.rstrek, 

Hulle het bevind dat wanneer individuele B subeenhede gepol tmertseer 

word 1n produk gevorm word wat identfes is aan natuurl ike clioleragenoied 

(B6). Die subeenhede A en B word waarskynl tk gelyktydtg deur V, cholerae 

geproduseer en aanmekaar gesit. Wanneer die B su6eenlieid in oormaat 

geproduseer word pol imeriseer dit spontaan en word as clioleragenoTed, 

die nie toksiese produk, deur die organisme vrygestel, 

I .4 .4 Die werk ing van V, cholerae ente rotoks ten 

Reeds in 1855 skryf Dr Jolin Snow : Hit would seem that th.e cholera 

poison, when reproduced ih sufftcient quantity, acts as an irritant 

on the surface of the stomach and intestine, or, what is more 

probable, it withdraws fluid from the blood circulating in the 

capillaries, by a power analogous to that by which tlie eptthel ial 

cells of the various organs abstract tl-ie different secretion tn the 

hea 1 thy body". Aangehaa 1 c:ieur Sharp en Ryn ie ,( 1971) , 

Die meganisme waarvolgens cholerageen vtr die masstewe verl tes aan 

water en elektrol iete by pasiinte verantwoordel ik is word egter 

nou eers beter verstaan. Banwel 1, Pierce, Mitra, Caranasos, 

Keimowitz, Mondal en Manji (1968) en Carpenter en Greenough (1968) 

het aangetoon dat 'n toename in die sekresie van isotoniese vloeistof 
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as gevolg van die werktng van c~olerageen oor dte hele lengte van die 

dunderm kan plaasvind, Verskeie eksperi.mente met proefdiere socs 

konyne en honde (Field, PlotRin en Sil en 1968a en b ; Pierce, Carpenter, 

Elliot en Greenough, 1971) net aangetoon dat die toksien die muRosa 

van die ileum tot so ~n mate stimuleer dat ~n aRtiewe sekres&~ van 

chloried (Cl-) en 'n inhioisie van Na+ opname plaasvind. Volgens 

Sharp en Hynie (1971) vtnd hierdie sekretoriese proses tot so 1n 

mate plaas dat die herabsorpsievermoe oorskry word .. Di.e water word dan 

osmoties in die lumen van die dermkanaal gehou en newige diarree 

volg , Die gevolge hiervan kan fataal wees , 

Die eerste aanduidings vir die spesifieke werking van cnolerageen 

het na vore gekom uit die werR van Field et al , (1968a en b ), 

Schafer, Lust, Sircar en Gold6erg (1970), Chen, Rohde en Sharp 

(1971), Field (1971), Kimberg, Field, Jonnson, Renderson en Gershon 

(1971) en Sharp en Hynie (1971}, Die 6elangrike 6evfnding deur 

hierdie werkers was dat V, cholerae enterotoRsien ~n mem6raange~onde 

ensiem van soogdierselle, adenielsiklase, aktiveer (sien figuur 1-3), 

Adenielsiklase speel ender andere ~n 5elangrike rol in die elektro= 

1 ietbeheermeganisme van soogdiersel le. Stowwe socs hormone, cholerageen 

en E. coli enterotoksien tree as eerste 6oodskappers op deur adeniel= 

siklase te aktiveer. Sodanige aktivering lei tot ' n verhoging in die 

konsentrasie intrasel lulere adenosien - 3' ,5'-monofos faat (sikl iese 

AMP) van die soogdiersel , Die effek van so ~n toename i.n die konsen= 

trasie sikliese AMP (cAMP) op diesel is velerlei van aard, Wat wel 

van belang i.s vir hierdie studie is die feit dat die deurlaatbaarbeid van 

diesel ender andere vergroot en dat elektrol iettranspormegantsmes van 

diesel verander (sien figuur 1-3). Hierdie veranderinge in elektro= 

1 iettransport lei tot oormatige vloeistofakkumulasie in di.e dermkanaal, 

0nder eksperimentele toestande aktiveer cholerageen die adenielsi.klase , 

cAMP-sisteem van baie soorte selle waaronder epiteelselle van die 

mukosa, lewerselle, vet selle, 61oedplaatjies en duif eritrosiete 

(Field et a l., 1968a en b; Vaughan, Pierce en Greenough, 1970; 

Kimberg et a l., 1971; Gill en King (1975). Twee sellyne naamlik, 

" Chinese hamster ovary" Kl selle (Hsie, Jones en Puc!<., 197li Hste 
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SOOGDIERTEIKENSEL 

lste Bood skappers 

1) Cholerageen 

2) E. co li LT 

3) Hormone 

5'-AMP 

··Mg++ 
Fosfod i es= 
terase 

cAMP 
(2de boodskapper) 

+ 
Ensieme 

Figuur 1-3. Meganisme van diarree-induksie deur middel van stimulering van die 
adenielsiklase-cAMP - sisteem van die soogdiersel. 
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en Puck, 1971; Puck, Waldren en Hsie, 1972; Guerrant, Brunton, 

Schnaitman, Rebhun en Gilman, 1974) en muis VJ bynierselle (Donta, 

King en Sloper, 1973; Donta en Smith, 1974; Sack en Sack, 1975; 

Donta, 1976), reageer met kenmerkende morfologiese veranderinge op 

stimulering deur cholerageen en verwante enterotoksiene. Gevolgl ik 

word hierdie twee sellyne tans wyd gebruik om die teenwoordigheid 

van cholerageenagtige enterotoksiene aan te dui (sien hieronder). 

In 'n siektet~estand is die toksien se werking egter beperk tot 

daardie selle van die dermkanaal waarmee dit in kontak kom (Gill 

en King, 1975). 

'n Belangrike aspek van die werking van cholerageen het voortgespruit 

uit die werk van Cuatrecasas (1973b en c ), Holmgren (1973a en b ), 

Holmgren, Lonnroth en Svennerholm (1973a ), King en Van Heyningen (1973), 

Pierce (1973), Van Heyningen, S (1974) en Van Heyningen, W (1974) . 

Hulle kon aantoon dat daar 'n reseptorsetel vir die spesifieke 

binding van cholerageen aan selmembrane bestaan. Hierdie reseptorsetel 

is gekenmerk as tn komplekse gl ikol ipied; galaktosiel-N-asetielgalatosa= 

miniel (sialosiel) laktosielseramied of kortweg GM 1 gang] iosied. Die 

GM 1 gangl iosied is 'n normale komponent van die selmembrane van 

soogdierselle. Cholerageen het 'n hoe affiniteit vir die GM 1 
gangl iosied, bind daaraan en word sodoende op die seloppervlakte 

gekonsentre-er. Choleragenoied, die biologiese onaktiewe toksienderivaat, 

bind net so geed as cholerageen aan die reseptor maar is nie instaat 

om die adenielsiklase - cAMP-sisteem van diesel te aktiveer nie 

(Cuatrecasas, 1973d ; Holmgren, 1973a en b; HoJmgren et al., 1973a ). 

Wanneer selle eers met choleragenoied behandel word bind dit aan al 

die beskikbare reseptore en blokkeer dan die werking van cholerageen 

wanneer laasgenoemde agterna by die behandelde selle gevoeg word 

(Cuatrecasas, 1973d ; Pierce, 1973). Ons weet nou dat die B-sub= 

e~nheid van die cholerageenmolekule (sien figuur 1-1) verantwoordel ik 

is vir die spesifieke binding van die toksien aan GM 1 gangl iosiedsetels 

op selmembraanoppervlaktes (Van Heyningen, Carpenter, Pierce en 

Greenough, 1971; Cuatrecasas, 1973b, c en d ; Holmgren et al., 1973a; 

King en Van Heyningen, 1973; Lonnroth en Holmgren, 1973; Van 

Heyningen, 1974, 1976). 
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Op gr0nd van hul le eKspertmentele b..ev i: ndtngs· stel B.enne.tt en 

Cuatrecasas 09-751 voor dat die tol<srenrnolel<ule, of ~n gedeelte 

daarvan, dfe fosfolipfed du66ellaag van selle fndrtng en as ~ 

i ntegra I e membraanprote7en ~n Komp I eks met d i.'e· mem6.raange6onde 

adenielsiklase vorm, Verskeie werkers Kon n[erna aantoon dat die 

A1 peptied die onontbeerl ike aktiewe deel van die cfiolerageenmolel<J.ile. 

is (Gil I en King, 1975; Berl<.enbile en Delaney, 1976; Gtl l, 1976;, 

Holmgren en Lonnrotli, 1976; Ohtorno et al., 1976; Van Heyningen, 

1976). Hierdie A1 peptied is dus daarvoor verantwoordel ik dat 

die adenielsiklase 9 cAMP ~srsteem van diesel geakttveer word, Die 

rol van die A2 peptied is nag nie duidelik nie maar dit mag uehulp= 

saam wees by die indringingsproses van d[e A peptied tot ~inne in die 

sitosol van diesel (Berkenbile en Delaney, 1976I, 

1 .5 Enterotoksiene van E. co li 

\ \ 

In 1956 isoleer De en sy medewerker s (De et al, J 19.561 E, coli 

stamme uit pasiente met Kl iniese cnolera maar fiul le l<on .g~en . 

V. cholerae vind nie. Sommge van nierdre E, coli stamme kon 

vloeistofakkumulasie, identies aan die van V, clioler ae , in dte 

konyn-ileumlus veroorsaak. Hulle bevind ook dat identiese serotipes van 

E. coli toksigeen of nie ~toksigeen mag wees, Die verrnoede ontsta~n 

dus dat serotipering nie bewys ·van die enteropatogeniteit van 

E. coli kan lewer nie (Goldschmidt en Du Pont, 1976; Sack, 19765 1 , 

De et al. (1956) wend egter geen verdere pogings aan om na ~ 

enterotoksien by E. coli te soeK nie, Tien jaar later rapporteer 

Taylor en Bettelheim (1966) die teenwoordigneid van 1·n enterotoKs ten= 

agti ge bestanddeel (n Kul ture van E, coli wat met cliloroform gedood 

is. Behalwe die bevinding dat die stof hoogs labiel is en dat dtt 

vloeistofsekresie in die konyn-ileumlus verwek, karakteriseer hulle 

dit nie verder nie. 

Die momentum vir die ontrafeling van die rol wat E, coli in 

gastroenteritis speel het egter voortgespruit uit die werk van 

Smith en Hal ls (1967a en b ), Hui le kon aantoon dat ~n enterotoksien, 
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teenwoordig ln selvrye f t ltrate van E, coli , ~erantwoordel t~ wa ~ ~tr 

d iarree by pasge6-ore en pasges-peende -varl<Jes, Die e tens Rappe van 

hierdie enterotoksien was egter fn 5afe op~fgte versk t llend -van di€ 

van cholerageen , ~n Uitstaandekenmerl< is dfe nitte sta6tltt iet , tn 

teenstell ing met cholerageen kan vernittfng tot JO0 O'c vir 30 mtnute 

nie die aktiwiteit van sta6i"ele toksien (ST} vernieti"g nfe CSmfth 

en Hal ls, 1967b ; Kohler, 1968; Smi tFi er:i Gyles, 1970; Bywater, 19.721 .. 

Verdere eienskappe van E. coli ST kon vasgestel word deur ·met selvrye 

ru-preparate van die toksien te werk, Vergeleke ·met cFiolerageen 

verwek ST vloeistofakkumulasie 6inne ~n kart tyd (~_ 4 ure tn proef= 

diere), maar die werkfngsduurte is oak kart (Evans, Evans en Pierce, 

1973). Die toks i"en is •n gl ikoproteren:· 6-es·tand teen s·uur (pHll., 

dial iseerbaar en met •n molekulere massa van 1000 ~10000 daltons 

(Smith en Gyles, 1970; Gyles, 1971; Bywater, 1972; Jacks en 

Wu, 1974; Sack, 1975) , Sta6iele toksien is nie tn staat om vorming 

van neutral iserende teenl iggame te stimuleer n ie (Sm[th en Gyles 

1970). 

Tot op datum is daar nag geen duidel ikhetd oar die wyse waarop die 

stabiele toksien van E. coli diarree verwek ni"e , En kele studies 

dui daarop dat ST moontlik die adenielstklase~cAMP ~srsteem in die 

konyn-ileumlus (AI-Awqati, Wallace en Greenough, 1972} en die hond­

lus (Guerrant, Ganguly, Casper, Moore, Pierce en Carpenter, 19.731 

stimuleer, lndirekte getuienis vir ~n gemeenskaplike adenielsi.l< lase 

aktiveringsisteem vir ST en E. coli la5iele toksien (s t en hieronderl 

bestaan, gegrond op die feit dat die werking van die t wee toksiene 

nie aanvullend is nie (Pierce en Wallace, 1972; Donta en Smith, 19_74; 

Kwan en Wishnow, 1974; lenser en Metzger, 1974) , Baie min ts oak 

bekend omtrent die bindingsetel van ST , Daar is getuienis dat dit 

nie aan gangliosied bind nie (Pierce, 1973) , 

Kort na die ontdekking van E. coli ST beskryf Gyles en Barnum 0969.} 
1 n cholerageenagtige hitte labiele toksien (LT) by E. coli , Hterdte 

stamme was alma! afkomstig van varke met diarree. In ► n voortsetti:ng 

van hulle werk toon Smith en Gyles (1970) aan dat alle toksienprodu= 

serende E. coli stamme ST vorm maar dat net sommige ST sowel as LT 

kan produseer. 
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Na die werk op varke he·t dte rol wat enterotokstgene E, co l'( 6y 

gastroenteritis van dte -mens speel dutdel tk oegtn word, Pasi.1:!nte 

in Calcutta, met die simptome van cnolera (ryswater stoelgange, 

ernstige ontwatering en skokJ, is ondersoek. Geen V, cnoler ae 

kon gelsoleer word nie maar groot getalle E, coli (107~10 9 mi - 1) 

was teenwoordig in die proksimale dunderm (Goroacli, Banwell, 

Chatterjee, Jacobs en Sack, 1971; Sack, Gor6acli, Banwel l, 

Jacobs, Chatterjee en Mitra , 1971). Hierdie E. coli stamme het 

gewoonl ik net tot een of twee serotipes behoort. Die organtsmes 

het ook tydens die herstel lende fase uft die dunderm verdwyn, 

Sack et al . (1971) het bevind dat hierdie E, coli' stamme tn 

hitte labiele toksien produseer, Die liitte laoiele tol<.sten van 

mensl ike 8. coli stamme is identies aan die afkomsti'g van dtere· en 

is verwant aan cholerageen (sien hferonder), 

'n Aansienl ike mate van verwarring omtrent die ST etenskap by 

mensl ike E. coli stamme het tot omtrent 19]3 bestaan (Sack , l975 L 

Gevolgl ik is dit moeil ik om die vroeer gegewens in dte ver6and te 

interpreteer. Dit is egter nou duidel ik dat daar by meris l ike 

toksigene E. coli stamme ook twee soorte enterotoksiene voorkom; 

'n hitte labiele toksien (LT) en ~n hitte stal:5iele toksien (.ST}, 

Feit I ik al die mens l ike stamme wat tot dusver ondersoek is 

produseer beide LT en ST gesamentl ik (Sack, 1975), Onlangs liet 

Sack (197 5) stamme wat slegs ST of LT produseer geTsoleer, Die 

relatiewe belangrikheid van hierdie stamme in die etfologte van 

gastroenteritis is onbekend (Sack, 1975). 

Die eienskappe van E , coli LT van mens! ike en dierl ike oorsprong 

kom baie met die van cholerageen ooreen, Klinies is die werktngs= 

duur en simptome wat deur cholerageen en E. coli LT veroorsaak word 

feitl ik identies (Evans ~t al ,, 1973c ; So, Crandal 1, Crosa en 

Falkow, 1974; Sack, 1975). E, coli LT is immunogen tes (Gyles en 

Barnum, 1969). Daar is ook ~n groot mate van serologiese ooreen= 

koms tussen E. coli LT en cholerageen, Teen I iggame teen die een 

neutral iseer die ander tot ~n mindere of meerdere mate (Evans, 

Evans en Gorbach, 1973; Holmgren, Soderl ind en Wadstrom, 1973; 
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Smith en Sack, .1973i Guerrant et al q. 19_74~ Gyles, 1974a en b.. ; 

Dorner, Jakscne en Stocki, 1':176), E, coli LT, s·oos· geproduseer deur 

verskillende serotipes van menslike en dierli.ke oorsprong, i.s 

immunologies verwant en waarskynlik identies aan mekaar (Evans et alq 

1973b; Holmgren et al ,~ 1973b; Smith en Sack, 1973; Gyles, 19.74a 

en b ; Sack en Froeh 1 ich, 1977) , 

E. coli LT is 'n relatief groat prote'ienmolekule van + 100 000 

daltons (Jacks en Wu _, 1973; Lariviere, Gyles en Barnum, 1973; 

Dorner et a l ,, 1976). Dit is liitte la6iel deurdat inaktivedng 

plaasvind by 6o 0 c vir 30 minute (Gyles en Barnum, 1969) . Dit is 

oak nie bestand teen suur nie (So et al., 1974; Mundel 1, Anselmo 

en Wishnow, 1976). Verskeie werkers net aangetoon dat LT net soos 

cholerageen die adenielsiklasie-,-cAMP-::-sisteem van "n verskeidenhetd 

soogdierselle stimuleer (Evans, Chen, Curl in en Evans, 1972; 

Guerrant e t al. , 1974; Hewlett, · Guer.ra1Jt, Evans en Greenough, · 1974; 

Kantor, Tao en Corbach, 1974; Kwan en i·!i s hnow, 1974; .- Gil 1,- Evans 

en Evan s , 1976). Die LT van E. coli word net soos chol e rageen deur 

GM 1 gangl iosied gebind (Holmgren, 1973a en b ; lenser en Metzger, 

1974; Donta, 1976). By gebrek aan hoogs gesuiwerde LT preparate 

kon nag nie daarin geslaag word om die toksien tot dieselfde mate as 

cholerageen te karakteriseer nie. Om diesel .fde rede bestaan daar 

dan oak grater verskille in gerapporteerde waardes vir die molekulere 

struktuur van die E. coli LT molekule (Dafni en Robbins; 1976; 

Dorner et al., 1976; Finkelstein, LaRue, Johnston, Vasil, Cho 

en Jones, 1976). 

1 .6 Enterotoksiene by ander bakteriee 

Afgesien van die enterotoksien van Shigella dysente r iae 1 , wat 

oak 'n neurologiese werking het, was enterotoksiene by Shige U a en 

Salmonella spe s ies tot ohlangs onb.ekend, "n Enterotoks t en i soor_tgelyk. 

aan die van S . dysenteriae , is nou oak 6.y s. f lexneri 2a o.es.1<.ryf 

(0'Brian, Thompson, Gemski, Doctor en Formal, 1977) . Vol gens Koupal 

en Deib e l (1975) kon hulle aantoon dat S . enter itidis, wat uit 
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kl iniese matertaal ge1soleer is 1 oak 1 n enterotoksien produseer wat 

met E, co li ST en LT ooreenkom, 1 n Cnolerageenagtige toksien is 

verder by S , t yphimuriwn aangetoon (Sandefur en Peterson, 1977). 

Verskeie ander genera kan oak enterotoksiene soos die ST en LT van 

E. coli produseer. By Kleb si ·eua pneumoniae en Enter obacter cloacae~ 

wat uit pasiente met tropiese spru geisoleer is, kon die teenwoor= 

digheid van ST aangetoon word (Kl ipstein, Holdeman, Corcino en 

Moore, 1973; Kl ipstein en Engert, 1975, 1976a en 8). Labiele toksi.ene 

is oak gevind by sontnige isolate van spesies van Kl eosieUa, 

Enterobac t er, Proteus, Ci trobac ter, Serra t i a, .Aeromonas en Pseudomonas 

afkomstig uit suigel inge en jong ktnders met akute gastro!nterltis 

(Kubota en Liu, 1971 -; Guerrant et al., 1975i Sanyal, Singh en Sen, 

1975; Wadstr6m, Aust-Kettis, Habte, Holmgren, Meeuwisse, MBllby 

en S6derl ind, 1976a en b ; Wadstr6m, Ljungh en w·retl ind, 1976; 

Greeff et a l., 1977; Schaub et al,, 19771. Hierbenewens ts 

enterotoksioene , Yersinia spesies oak by gastroenteritis geimpl iseer 

(aangehaal deur: Wadstr6m et al,, 1976ar. 

Staphylococeus aureus is bekend vir die patologiese effekte wat dit 

in die dermkanaal teweeg kan bring, Voedselvergiftigtng as gevolg 

van die enterotoksien van hierdie organisme veroorsaak egter 

simptome wat kl inies on~erskei kan word van die van gastroenteri. tts 

( C r a i g , 1 9 7 2) . Vo 1 g ens O I B r i a n en Ka p r a 1 ( 1 9 7 6 , 1 9 77) s i n t e t r s e e r 

sommige S . aureus stamme ook 1 n deltatoksien wat adeni.elsi.k la se 

van die mukosa aktiveer en vloeistofakkumulasie teweegbring, 

Clostridium perfringens tipe A veroorsaak voedselvergiftiging by 

die mens wat gekenmerk word deur diarree en abdominale krampe 

(Nygren, 1962; Duncan en Strong, 1969). Sommige Upe A stamme 

skei 1 n enterotoksien uit wat vir hierdie toestand verantwoordel ik 

is (Stark en Duncan, 1971, 1972) , 

Baci llus cer eus word reeds die afgelope 25 jaar as 1 n oorsaak van 

voedselvergiftiging by mense en di ere geinkrimineer (Nygren, 1962}, 

Die organisme kan vloeistofakkumulasie soortgelyk aan Vibrio choler ae 

in die konyn-ileumlus veroorsaak (Spira en Goepfert, 1972J. By 

mense is waterige stoelgange 1 n tipiese simptoom (Nygren, 1962). 
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1, 7 Die genet i_ese megan tsme y~n enterotok~ i_' enproduks i'e by E. coli 

Kort nadat Smith en Halls (1967a en bL die rol van enterotokstgene 

E. coli by gastroenteritis van varke 6eskryf net, maak hulle 1 n 
+ verdere ontdekking. By 1 n klein persentasie toksienproduserende (Tox 1 

E. coli , afkomstig van vark gastroenterttis, kon Smith en Halls (19681 

aantoon dat die genetiese faktor wat vir die produksie van toksien 

verantwoordel ik is, deur middel van konjugasie na ni•e -.: tokstenproduserende 

(Tax-) E.coli en Sa lmonella spesies oorgedra kan word , Die genetiese 

faktor, ook genoem Ent, wat vir enterotoksienprodukste verantwoordeli_k 

is' is 1 n ekstrachromosomale element of plasmied (Smith en Ha 11 s, 

1968; Smith en Linggood, 1971; 1972; Skerman, Formal en Falkow, 

1972; Gyl"es, So en Fa I kow, 1974; Santos, Palchaudhuri en Maas, 

1975) . 

Twee klasse Ent plasmiede kan onderskei word : 1 n homogene klas 

wat die produksie van LT+ ST 6eheer en 1 n heterogene klas ver= 

antwoordel ik vir die produksie van ST alleen (Gyles · et al, , 19.74 L, 

Die molekulere struktuur van een Ent (ST+ LT) plasmied, P307, is 

tot dusver bestudeer. Sowat die helfte van die plasmied P307 is 

homoloog aan die seksfaktor F (Santos et al., 1975). Groot gebi.ede 

van die genetiese materiaal van hierdie Ent plasmied is onhekend en 

mag moontl ik onbekende patogene eienskappe aan die organisme ver= 

leen. Die teen\vOordigheid van Ent plasmiede is ook by toksigene 

E. coli , afkomstig van mense, aangetoon (Smith en Lfnggood, 1971 i 

Skerman e t al., 1972; Gyles et al ., 19741. In hierdie verband 

is daar egter nog feitl ik geen gegewens 6eskikbaar oor stamme van 

mensl ike oorsprong wat slegs ST of LT produseer nie (Sack, 19751 . 

1 .8 Ekstrachromosomale elemente wat bydra tot bakteriese 
enteropatogeniteit 

Oordraagbare sowel as nie-oordraagbare ekstrachromosomale genet iese . 

elemente (plasmiede) kom algemeen onder Enter obacter iaceae voor , 

Dikwels word soveel asses of meer verskillende plasmiede per sel 

aangetref (Haye s, 1968; Meynel I, 1972;· So et al ., 1974). 

Plasmiede bes it 1 n wye verskeidenheid genetiese bepalers, Gevolgl ik 
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verskaf die teen1cJoordi_gh.ei.d vc;1n 1 n plasmi:ed i.n 1 n organi.sme 

addisionele genetiese potenstaal ten opstgte van oorlewing 

in 1 n ongunstige omgewing, R plasmiede \vaarvan die bepalers 

bestandheid teen antib~otika verleen, bied 6yvoor6eeld 6eter 

kanse aan die organisme om in 'n anti6iotika~ver6rufkende 

gemeenskap te oorleef. 

Die totale plasmied inhoud van 1 n organisme dra waarskynl lk by 

tot patogene vermoens, sommi ge waarvan tot dusver nog onbekend 

mag wees. So et al, (1974) het 6evind dat 85% van enteropatogene 

E. coli isolate minstens een ko~jugeer6are plasmfed 6evat, 

Daarenteen huisves slegs 38% van nie~patogene E, coli isolate 
1 n plasmied van een of ander soort, In werkl iklieid kom veral 

sekere soorte plasmiede soos Ent, H~y, K88, K99, Ren Col 6y 

enteropatogene isolate voor. Oft is selde 6y nie•patogene 

E. coli aanwesig, In 'n siektetoestand is dit noodsaakl ii< 

dat Tox+ E. coli die dunderm koloniseer en in nou kontak met 

teikenselle bly (Smith e·nHalls, 1967a ; Hohmann en Wflson, l975L 

By varke is die K88 antigeen van E. coli verantwoordel ik vir die 

vermoe van die bakteriee om aan sulke sel le vas te heg (Duguld 

en Gillies, 1957; Smith en Halls, 1968; Staley, Jones en 

Corley, 1969; Arbuckle, 1970; Drees en Waxler, 1970a en b; 

Smith en Linggood, 1971; Bertschinger, Moon en Whipp, 1972; 

Jones en Rutter, 1972). Tox+ K88. E. coli stamme is nie in staat 

om in die varkdunderm vas te heg nie en veroorsaak gevolgl ik nie 

diarree nie (Smith en Linggood, 1971; Jones en Rutter, Jg.72). 

Normale peristaltiese · beweging van die dunderm verwyder sulke K88• 

bakteriee vinnig uit die dunderm, weg van toksien sensitiewe selle 

(Davidson en Hirsh, 1976}. 1n Soortgelyke oppervlakte anttgeen, 

K99, verleen aan Tox+ E.coli stamme van kalwers en lammers die 

vermoe tot vashegting (Smith en Linggood, 1972i Isaacson, 19771. 

Die vermoe om die K88 en K99 antigene te produseer word bepaal 

deur die teenwoordigheid van 'n oordraagbare plasmied (0rskov en 

(frskov, 1966; Smithenlinggood, 1972). 
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By gastroenteri.tls van pasg~bore vakles speel 'n gasheer faktor 'n 

baie belangrike rol, Twee vark fenotipes word aangetref : die 

wat bestand is teen aanhegting van Tax+ K88+ E. co li en die wat 

vatbaar is vir aanhegting (Rutter, Burrows, Sellwood en Gibbons, 

1975; Sellwood, Gibbons, Jones en Rutter, 1975}. Hierdie twee 

vark fenotipes is die produkte van twee allele op 'n enkele 

lokus met die produk van die vatbare allel dominant oar die 

bestande allel, Fenotipes ontstaan as gevolg van eenvoudige 

Mendel iaanse oorerwing , Deur seleksie kan varke geteel word 

wat bestand is teen toksigene E. coli , 

Daar bestaan voorlopige aanduidings dat die ver.rroe tot aan~egting 

wel 'n belangrike eienskap by mensl ike enteropatogene E. coli kan 

wees (Punyashthiti en Finkelstein, 1971; Evans, Silver, Evans, 

Chase en Gorbach, 1975; McNeish, Turner, Fleming en Evans, 19751. 

Volgens Williams, Evans, Turner, George en McNeish (19771 is 'n 

50-60x1o 6 dalton oordraag6are plasmied verantwoordel ik vir dte 

sintese van 'n oppervlakte antigeen by 'n mensl ike enteropatogene 

serotipe, 026:K60:H11, van E. coli , Die organisme heg spesifiek 
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aan jejunale selle van die mensfetus vas. Hierdie vermoe kan na nie-entero= 

patogene E. coli K12 stamme deur konjugasie oorgedra word. 

Somnige E. coli starrme bes it oak die vermoe om 'n a -hernol isien te 

produseer (Smith, 1963; Smith en Halls, 1967c ; Smith en 

Linggood, 1970) . lnderdaad is daar b~vind dat die meeste Tax+ 

E. coli stamme van varke hierdie eienskap 6esit. Daarenteen skei 

slegs 'n klein persentasie van nie-patogene E, co l i stamrne, af= 

komstig van mens en dier, die a-·hernol isien uit (Smith en Linggood, 

1970). By sornrnige a -hernol isienproduserende E, coli starnrne 

word die eienskap bepaal deur 'n oordraagbare plasrnied, genoern 

Hly (Smith en Halls, 1967c ). 



1 .9 Virusse in die etiologie van gastroenteritis 

In teenstelling met die rneeste a_lgemene virusstel<.tes ts vtrusse 

eers onlangs by akute suigel ingsgastroen _terit i"s betre l< , Wel iswaar 

is dit so dat verskeie werkers enterovirusse en adenovtrusse by 

geleentheid by ge lokal iseer_de uit6reke van gastroente rit is 6y 

kinders wou impl iseer (Kjellen, Zetterberg en Svedmyr ; 1957 ; 

Eichenwald, Ababio, Arky en Hartman, 1958; Ramos~Alvarez en 

Olarte, 1964). Tog kon ander werkers aantoon dat nierdte virusse 

net so volop by gesonde kontrol_egroepe as 6y pasiente voorkom 

(Yow, Melnick, Blattner en Rasmussen, 1963; Parkes, Melnick, 

Queiroga en Khan, 1966 Stott , Bell, Eadie, Ross en Gr i st, 1967). 

In 1973 rapporteer Bishop en haar medewerl<.ers (Bisnop, Davidson, 

_Holmes en Ruck, 1973a en 8 ) die teenwoordiglieid · van reovirus"":-agtige 

deeltjies in epiteelselle van mensl ik e duodenale muko sa, Hierdie 

biopsie materiaa]; was afkomstig van 6abas met akute n.ie~bakteriese 

gastroenteriti s . Die teenwoordigneid van die virusdeeltjies het 

gepaard gegaan met histologi ese abnorma lite ite, Flewet, Davies, 

Bryden en Robertson (1974) kon soortgelyke virusdeeltji es 6y 

kinders met gastroenteritis aantoon. Morfologies identiese virus= 

deeltjies is hierna deur verskeie werkers in die stoelgange van 

kinders met gastroenteritis aangetoon (Bishop, Barnes en Townley , 

1974; Holmes, Mathan, Bhat, Albert, Swaminathan, Maiya, Pereira 

en Baker, 1974; Kapikian, Ki~ , Wyatt, Rodriguez , . Ross, Cline, 

Parrott en Chanock, 1974; Orstavik, Figenschau en Ulstrup, 1g74; 

Sexton, Da v idson, Bishop, Townley, Holmes en Ruck, l974 i Tan, 

Townl ey, Davidson, Bishop, Holmes en Ruck, 1974; White, Ashton, 

Roberts en Parry, 1974; Cruicks hank, Zilberg en Axton, 1975; 

Schaub, Nel, Lecat sa s, Greeff, Prozes ky , Hay en Prins loo 1976; 

Schaub et al . ., 1977). Davidson, Bishop, Town -ley, Holmes en Ruck 

(1975) het bevind dat 48 persent van kinders met gastroenteritis 

hierdie virusse huisves. Daarenteen ken die virus net by sowat 

7 persent van asimptomatiese kontroles aangetoon word, Dit is 

nou ook duidel ik dat die virus selde by kinders ouer as 6 jaar 

voorkom (Flewett et al. ., 1974 b ; Davidson et al. ., 1975). 
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As gevolg van sy dubbelstring RNA genoom en dubbele kapsied-struktuur 

word die v.irus voorlopig in die famil ie Reoviridae geplaas (Welsh, 

1971; Rodger, Schnagl en Holmes, 1975). Morfologies openbaar die 

virus 'n pitgedeelte met 'n deursnee van+ 38 nm. Die pit is 

omring deur 'n binnela.ag van kapsomere wat uitwaarts straal soos 

die speke van 'n wiel. 'n Buitelaag kapsomere lyk asof dit aan 

die punte van die binnelaag kapsomere vas is. Die totale deursnee 

van die virusdeeltjie is 60-65 nm. Hierdie struktuur gee aan die 

virus sy kenmerkende voorkoms van 'n wiel met 'n skerp omlynde 

rand (Flewett, Bryden, Davis, Woode, Bridger en Derrick, 1974). 

Vanwee die kenmerkende morfologie stel Flewett et al. (1974al 

die naam rotavirus vir hierdie groep voor, Sommige navorsers 

verkies egter die naam duovirus (Davidson et al ., 1975). Die 

taksonornie en nomenklatuur van mens I ike rotavirus .word verder 

bemoeil ik deurdat dit feitl ik ononderskeibaar van verskeie 

dier~irusse is. Mensi ike rotavirus kan moeil ik onderskei word 

van die virus wat vir epidemiese diarree van s u(ge li~gmuise 

verantwoordel ik is (Much en Zajac, 19721. So is oak die virusse 

wat · pasgebore kalfdiarree en varkdiarree veroorsaak (Woode, 

Bridge r, Hall en Dennis, 1974; Woode, Bridger, Hall, Jones 

en Jackson, 1976) sowel as die aapviru s SA1J en die 110" organi.sme 

van skape ·en beeste (Els en Lecatsas, 1972) ononderskeibaar. van 

die mensvirus. Nietemin wil dit voorkom asof die meerderheid 

werkers in die studiegebied die naam rotavfrus vir die mensvirus 

verkies. 

Die patogenese van virusgastroenteritis by die mens is feitl ik 

onbekend. Dit is bekend dat babas met gastroenteritis teenl iggame 

teen rotavirus vorm. Mensi ike serum geneem tydens die herstellende 

fase van gastroenteritis reageer met beide mens en kalfdiarree­

virusse (Flewett et al. , 1974a). Daar bestaan egter klein 

kapsiedantigeniese verskil le tussen hierdie twee virusse. 

Mensi ike rotavirus kan ook nie kalwers infekteer nie (Flewett 

et al. , 1974a ). Rotavirus word selde uit kinders wat voorheen 

gastroenteritis gehad het geisoleer (Sexton et al ., 1974; 
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Davidson et al , 1975). 'n Aanduiding dus dat rotavirus 'n rol in die 

siekte gespeel het. Die siekte het 'n inkubasieperiode van sowat 48 
uur. Daarna word die virus in die stoelgang uitgeskei. Virusekskresie 

is die grootste gedurende die derde en vierde dag van siekte en is selde 

waarneembaar na die agtste dag (Davidson et al ., 1975; Flewett, 

Bryden, Davies en Morris, 1975). 

Soos reeds hierbo vermeld is ander virusse soos enterovirusse en 

adenovirusse deur vroeere werkers by geleentheid geimpl iseer. Stortz 

en Bates (1973) het klein 22 nm DNA virusse (parvovirusse) gevind wat 

moontl ik enteritis by beeste veroorsaak. Soortgelyke virusse is oak in 

mensl ike stoelgange gevind (Paver, Caul, Ashley en Clarke, 1973). Die 

rol van hierdie virusse in mensl ike siekte bly egter onseker. Afgesien 

van rotavirus is coronavirus 'n belangrike oorsaak van oordraagbare 

gastroenteritis by jong varkies (Woode, 1969) en by kalwers (Stair, 

Rhodes, Whi .te en Mebus, 1972). Dit is moontl ik dat coronavirus oak 

by mense 'n rol mag speel. Tydens 'n uitbraak van gastroenteritis 

onder kinders in Norwalk, Ohio is 27 nm picornavirus-agtige deeltjies 

in hul stoelgange gevind. lnfeksie met diE deeltjies kon na vrywill igers 

oorgedra word en hulle kon teenl iggame teen die virus vorm (Kapikian, 

Wyatt, Dal in, Thornhill, Kal ica en Chanock, 1972). 

Die Redakteur van die Lancet (Editorial 1975b) beskou rotavirusse as 

een van die belangrikste oorsake van suigel ingsgastroente:itis. Dit 

het 'n w@reldwye yerspreiding maar baie min gegewens is beskikbaar oar 

tropiese en ontwikkelende streke waar die sterftesyfer aan hierdie 

siekte besonder hoog is. 

1 .10 Bronne van enteropatogene organismes 

Dit is wel bekend dat die meeste enteropatogene organismes waaronder 

V. cholerae, Salmonella en Shigel l a spesies, enteropatogene serotipes 

van E. coli , S . aureus, C. perfringens , B cereus ~n enterovirusse 

deur water en/of voedsel na die mens oorgedra kan word (Nygren, 1962; 

Schroeder , Caldwell, Vernon, White, Granger en Bennett, 1968; Vernon, 

1969; Marier, Wells, Swanson, Callahan en Mehlman, 1973; American 

Public Health Association, American Water Works Association en Water 

Pollution Control Federation, 1976). Nietemin bestaan daar dikwels 'n 

swak korrelasie tussen uitbreke van gastroenteritis en die isolering van 
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enteropatogene organismes uit epidemiologies geinkrimineerde voedsel­

(Drion en Mossel, 1977) en waterbronne (Merson, Barker, Craun en 

McCabe, 1974; Hughes, Merson, Craun en McCabe, 1975; Horwitz, 

Hughes en Craun, 1976). In feitl ik alle gepubl iseerde ondersoeke tot 

dusver is daar egter nie getoets vir die enteropatogene vermoens, 

soos bv. enterotoksienvorming, by sogenaamd onskadel ike lede van die 

Enterobacteriaceae nie. · 

Sanyal, Singh en Sen (1975) kon Aeromonas hydrophila, wat 'n 

cholerageenagtige toksien produseer, uit drinkwater en die Ganges= 

rivier isoleer. Hierdie organisme is van besl iste belang in die 

etiologie van suigel ingsgastroenteritis in die Coste (Sakazaki, 

Tamura, Prescott, Bencic, Sanyal en Sinha, 1971; Chatterjee en 

Neogy, 1972; Sanyal, Gaur, Shrivastava, Sen, Marwah en Singh, 1972) 

en waarskynl ik ook in Afrika (Wadstrom et al ., · 1976a , b enc). 

Tydens 'n ondersoek na die etiologie van akute suigel ingsgastroenteritis 

by Apache kinders het Sack, Hirschhorn, Brownlee, Cash, Woodward en 

Sack (1975) ook die waterbronne ondersoek. Hulle kon aantoon dat 3 

van 47 E. coli isolate, afkomstig van 18 waterbronne in die Whi ter iver 

omgewing, enterotoksien (LT) produsee r. Soortgelyk kon Ryder et al . 

(1976) in 'n ondersoek na sporadiese gevalle van gastroenteritis, by 

kinders in landel ike Bangladesh , enterotoksigene E. coli uit 1 van 

39 waterbronne isoleer. 

Die belangrikste gerapporteerde uitbraak van watergedraagde gastroenteritis 

wat de fin itief aan enterotoksigene E. coli toegeskryf kon word is 

onlangs beskryf (Rosenberg, Koplan, Wachsmuth, Wells, Gangarosa, 

Guerrant en Sack, 1977). Meer as 200 personeel en 2000 besoekers 

aan 'n Amerikaanse na s ionale park het siek geword met simptome van 

diarree, krampe, naarheid en vomering nadat van die par k· se riool= 

besmette drinkwater gebruik is. 'n Serotipe van E. coli , 06:K15:H16 

wat beide ST en LT produseer, is by 'n groat aantal van hierdie 

pasiente sowel as uit die drinkwater geisoleer. 'n Fout in die 

ch16reringstels e 1 het bygedra tot besmetting van die water. 
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Die onlangse bevinding deur Sack, Sack, Mehlman, 0rskov en 0rskov 

(1977), dat enterotoksigene E. coli by 8% van isolate uit voedsel 

van dierlike oorsprong in die VSA voorkom, dui verder op 'n wye 

verspreiding van hierdie enteropatogene organismes in die natuur. 

Dit hou belangrike volksgesondheidsimpl ikasies in. 

1 .11 Doelstel 1 ings 

Dit is duidel ik uit die voorafgaande bespreking dat die kl iniese 

sindroom van gastroenteritis 'n ingewikkelde etiologie openbaar. 

Weens 'n gebrek aan omvattende ondersoeke word dit dan hier ten 

doel gestel om die mikrobiologiese aspekte, wat 'n rol in die 

etiologie van gastroenteritis van suigel inge spe~l, na te gaan. Die 

probleem is uit verskeie oogpunte benader : 

(i) 'n Ondersoek na die voorkoms en belang van potensiele 

enteropatogene organismes by sporadiese gevalle van akute 

gastroenteritis van kinders onder twee jaar oud (suigel inge), 

en hul teenwoordigheid by 'n vergelykbare asimptom~tlese 

kontrolegroep, is onderneem. 

(ii) Die meganismes waarvolgens verskillende genera van entero= 

toksienproduserende bakteriee diarree induseer, en die 

verwantskap daarvan met cholera, is bepaal. 

(iii) Die genetiese aard en enteropatogene belang van verskillende 

genera van enterotoksigene · bakteriee, afkomstig uit suigel inge 

met gastroenteritis, is ondersoek. 

(iv) As waarskynl ike bronne van besmetting is riool en enkele 

natuurl ike waterbronne kwantitatief vir die teenwoordigheid 

en belang van enterotoksigene bakteriee ondersoek. Toksien= 

produserende Enterobacteriaceae , geisoleer uit gevalle me t 

suigel ingsgastroenteritis, is oak vir hul col iformgedrag en 

status as kwal iteitindikatore van water ondersoek. 
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HOOFSTUK 2 

MIKROoRGANISMES AS POTENSleLE OORSAKE VAN SPORADIESE 
SUIGELINGSGASTROeNTERITIS 

INLEIDING 

2. 1 Vroee ondersoeke in Suid-Afrika 

Vanwee die belangrikheid van suigel ingsgastroenteritis in Suid-Afrika 

is daar in die verlede verskeie ondersoeke na die rol van mikroorganismes 

in die etiolog~e van die siekte aangepak. Tog blyk dit uit die meeste 

van hierdie ondersoeke dat mikroorganismes · net by 1 n klein persentasie 

van pasiente betrek kon word. 

In een van die vroegste studies in Suid-Afrika postuleer Langer (1937) 

dat dispepsia by suigel inge, die gevolg van 'n toksiese invloed op 

die dermkanaal as gevolg van kolonisasie van die maag en proksimale 

dunderm deur "B. coli" kan wees. Mitchell, Van den Ende, Gant, 

Rabkin, Selzer en Parker (1948) kon tydens 'n diarree epidemie onder 

pasgeborenes in Kaaps tad eg ter geen bekende pato9ene organ i smes 

isoJeer nie. So oak kon Kahn en Robertson (1952) nie enteropatogene 

serotipes van E. coli by Swart suigel inge met somerdiarree inkrimineer. 

nie . 

Salmonella en Shige lla spesies kon by 16% van Swart en Wit suigel inge 

met akute gastroenteritis deur Coetzee en Pretorius (1955) geinkrimineer 

word. Hulle betwyfel egter die rol van enteropatogene serotipes van 

E. coli wat ook gedurende hulle studie by 41 % van die pasiente en 20% 

kontroles aangetref is. 1 n Hoe voorkomssyfer van Sa lmonella en 

Shigella spesies kon deur Kahn (1957) by 37,5% van Swart suigel inge 

aangetoon word. In 'n studie van sporadi-ese gastroenteritis ender 

vroeggebore babas kon Kahn, Malherbe, Cassel, Roux en Schrire (1963) 
weer geen Salmonella of Shige lla spesies of enige virusse isoleer 

nie. Hulle vind ook geen betekenisvolle verskille in die voorkoms 

van enteropatogene serotipes van E. coli by hul pasiente en kontroles 

nie. Roux, Kahn, Malherbe en Cassel (1963) vind dit ook moeilik om 
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die rol van seropositiewe E. coli by hul pasiente te evalueer. Teselfder= 

tyd is die rol van enterovirusse nagegaan. Malherbe, Roux en Kahn (1963) 

rapporteer 1 n effens hoer voorkoms van coxackie A en echovirusse in die 

somer maar vind geen werkl ik betekenisvolle verskille in voorkoms by 

pasiente en kontroles nie. Kort hierna bevind Koornhof, Richardson, 

Pol itzer, Utian en Malherbe (1964) in 1 n studie oar somerdiarree onder 

Blanke kinders in Johannesburg dat enterovirusse waarskynl ik nie 1 n 

betekenisvol le rel speel nie. Terwyl Sa lmonella en Shigel la spesies 

by 20,4% van hul pasiente geisoleer word, bevind hulle oak dat seroposi= 

ti ewe E. coli waarskynl ik 1 n etiologiese rel in diarree by suigel inge 

onder een jaar cud speel. In groat kontras tot baie van die bogenoemde 

studies bevind Spencer en Coster (1969), in 1 n uitgebreide studie oor 

die epidemiologie van suigel ingsgastroenteritis ender Swartes, dat nie 
1 n enkele virus of bakterie geisoleer kon word waaraan 1 n etiologiese 

rel toegewys ken word nie. 

2.2 Doelstell ing 

Sedert die aanvang van die sewende cholera pandemie is belangrike 

bydraes tot ens kennis van die etiologie van suigel ingsgastroenteritis 

gemaak. 1 n Ondersoek na die voorkoms en belang van potensiele 

aansteekl ike oorsake, met gebruikmaki_ng van die bes beskikbare metodes, 

word in hierdie hoofstuk uiteengesit. 

WERKWYSE 

2.3 Die keuse van pasiente en kontroles 

Die studiegroep is saamgestel uit 39 Swart pasiente onder twee jaar 

oud met simptome van akute gastroenteritis wat tot die pediatriese 

afdel ing van Kalafong Hospitaal, Pretoria, t oegelaat is. Daar is 

sever moontl ik sorg gedra dat die gekose pasiente sporadiese gevalle 

verteenwoordig. Op hierdie wyse is gepoog om epidemiese uitbreke te 

vermy. Gegewens met betrekking tot die pasientegroep word in tabel 2-1 

uiteengesit. 
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TABEL 2-1. Geskiedenis van die pasiente studiegroep 

1.. (1) ..:ten ·- ·- C 
> 1/l Cil 

Cil 0) 

1.. (l.) 1.. -
(l.) .µ 0) -0 M (l.) 

E ..::t. C ·- (l.) -o 
E (l.) ·- .c 1/l .µ 

0 ...-.. ·- E (1) >- 1/l 

C N 0) 1/l (l.) -0 3 
E ::,c C 1/l C 

.µ - 0 - C 1.. .µ 0) Cil 
C 0) -0 Cil (1) C C > 

:<U Cil 1.. Cil > .µ (l.) ·-·- - (1) 1/l 1/l 1/l -0 -0 
1/l 1/l -0 1/l 0) C 1.. (1) 1.. 

Cil (1) :J Cil cu 0 (l.) 0 Cil 
a.. ~ 0 :l: Cl E a.. > ex: 

M 7 m 5,5 2 10 Ma G W 

2 V 17 d 1 , 9 3 1 0 B G W M 

3 M 7 m 6, 1 3 1 0 B G W 

4 V 3 m 3,8 4 1 0 B G W 

5 V 11 m 9,5 4 1 0 Ma B G W 

6 M 3 m 5,4 2 5 Ma B G W 

7 V 3 m 4,9 2 1 0 Ma B G W 

8 V 2 m 5,9 3 10 Ma B G W 

9 M 7 m 6,2 4 10 Ma B G W 

10 M 4 m 6,0 5 10 Ma B G -.;.J 

11 V 2 m 3,3 5 10 B G W 

1 2 M 23 m 8,7 3 1 0 B G W 

1 3 M 16 m 9,6 2 5 B G W 

14 V 1 m 3,6 3 10 B G W 

1 5 V 12 m 6,2 4 1 0 B G W 

16' V 5 m 2,3 3 1 0 B G W 

1 7 V 3 w 3,2 3 1 0 B G W 

18 M 22 m 8,3 3 10 B G W 

19 M 8 m 7,3 3 10 B G W 

20 V 6 m 4,5 3 5 B G W 

21 V 3 m 3,3 3 10 B G W 

22 V 6 w 2,5 3 1 0 B G W 

23 V Om 12,2 4 10 Ma B G W 

24 M 14 m 13,4 4 1 0 B G W 



TABEL 2-1 (Vervolg) 

L (l) 

·-> Vl 

L 
cu 

(l) L 
(l) .µ Cl) "O 
E ..::t. C 
E (l) ·- ..c 
0 E (l) 
C Cl) Vl (l) "O 

E ::,I:'. C .µ 0 ---- C L .µ 
C Cl) "O cu (l) C 

:(l) cu L cu > .µ (l) 
(l) Vl Vl Vl 

Vl Vl "O Vl O'l C L 
cu (l) ::, cu cu 0 (l) 

0... C!l 0 :l: a E 0... 

25 M 4 m 4,3 2 1 0 

26 M 11 m 6,6 3 1 0 

27 M 9 m 6,4 6 5 

28 M 13 m 8,7 5 1 0 

29 M 2 m 3,9 4 10 

30 M 10 m 6,6 4 5 

31 M 1 m 3,7 3 10 

32 M 9 m 5,4 3 10 

33 V 6 m 6,8 4 5 

34 M 13 m 6,6 4 1 0 

35 V 13 m 6,5 5 5 

36 V 9 m 5,4 8 10 

37 V 19 m 7,9 4 10 

38 V 24 m 9,9 5 5 

39 M 3 m 3,2 5 1 0 

M = Manl ik; V = vroul ik 

2 d = dae; w = weke; m = maande 

3 Ma= borsvoeding; B = voeding met behulp van 'n bot tel; 
Ma B = borsvoeding en aanvullende voeding met behulp van 

'n bottel 

4 G = groen kleur; W = waterig; M = mukus teenwoordig 
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Cl) 
C 
cu 
Cl) 

(l) 
(l) 0 
Vl .µ 

>- Vl 
:? 
Vl C 
Cl) cu 
C > 

"O ·"O 
(l) L 
0 cu 
> c:x:: 

Ma B G w 
B G w 
B G w 
B G W M 

Ma B G w 
B G W 

Ma B G w 
B G w 
B G w 

Ma B w 
B G w 
B G W M 

B G w 
B G w 
B G W 



'n Kontrolegroep met 'n vergelykbare ouderdoms- en gaslagsverspreiding 

is ook bestudeer. Dit het bestaan uit 18 Swart pasiente wat vir ander 

redes as gastro-intestinple aandoenings tot Kalafong Hospitaal toegelaat 

is. Verdere gegewens in verband met hierdie groep word in tabel 2-2 

uiteengesit. 

Volgens Kahn (1957) en Spencer en Coster (1969) kom die meeste gevalle 

van akute gastroenteritis in Suid-Afrika gedurende die somermaande voor. 

Gevolgl ik is al die pasiente en kontroles tydens die somermaande van 

1975-1976 en 1976-1977 ondersoek. 

2.4 Monsterneming 

By pasiente met gastroenteritis is die stoelgangmonsters versamel met 

behulp van 'n 20 mi steriele wegdoenbare onderhuidse spuit toegerus 

met 'n no. 8 nasogastriese voedingsbuis. Vanwee die uitsluitl ik 

waterige stoelgange van hierdie pasiente is 'n rektale aspiraat 

geneem deur die voedingsbuis deur die anus tot in die rektum op 

te stoot. Meer as 10 mi aspiraat is deurgaans op hierdie wyse verkry. 

In elke geval is die monster in die spuit gelaat vir direkte versending 

na die laboratorium nadat die voedingsbuis met 'n omgebuigde ender= 

huidse naald vervang is. 

Stoelgangmonsters van die kontrolegroep is na ontlasing versamel in 

20 mi steriele wegdoenbare botteltjies met skroefproppe wat van 'n 

spatel voorsien is. Alle monsters is binne twee uur na versamel ing 

by die laboratorium -0ntvang en onmiddell ik verwerk. 

2.5 · Metodes vir die isolering van enteropatogene bakteriee 

By ontvangs is stoelgange dadel ik in twee volumes verdeel. In die 

geval van waterige stoelgange is sowat 5 mi daarvan in klein skroef= 

prop Bijou-botteltjies geplaas en by -70°c geberg vir moontl ike latere 

terugverwysing. In die geval van vaste stoelgange is die materiaal 

eers in 'n gelyke volume fosfaatgebufferde soutoplossings (FBS) ge= 

suspendee r en dan verder socs die waterige stoelgange behandel. Die 

res van die materiaal is vir die teenwoordigheid van bakteriee, 

rotavirus en parasiete ondersoek. 
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TABEL 2-2. Kl i~iese geskiedenis van die kontrolegroep 

Kon t ro leg roep Kl iniese diagnose Geslag 
1 

Ouderdom Aard van 
nornmer stoelgang 

K 1 Bronchoneumonie M 24 m Geel, vas 

K 2 Kwasj i orkor V 11 m Geel, vas 

K 3 Pulmonale tuberkulose M 12 m Geel, vas 

K 4 Kwasjiorkor V 6 m Geel, vas 

K 5 Bronchopneumonie V 2 m Geel, vas 

K 6 Haemophilus influenzae meningitis M 5 m Bruin, vas 

K 7 Bronchopneumonie V 11 m Bruin, vas 

K 8 Branch it is V 1 m Geel, vas 

K 9 Bronchopneumonie M 21 m Grys, vas 

Kl0 Bronchopneumonie - kolaps van regterlong M 5 m Geel, vas 

K 11 Aspirasie pneumonie M 18 m Romig, vas 

K12 Bronchopneumonie M 24 m Romig, vas 

K13 Ma rasmus M 24 m Bruin, vas 

K14 Bronchopneumonie M 10 d Geel, vas 

K15 Hid rocepha l us M 4 m Geel, vas 

K16 Meningitis V 6 m Romig, vas 

K17 Kron i ese longinfeksie V 6 m Romig, vas 

K18 Bronchopneumonie M 24 m Romig, vas 

M = man! i ~; V = vroulik 

2 d = dae ; m = maande 

w 
N 



Om die isolasie van klassieke enteropatogene sowel as enterotoksigene 

en ander moontl ike enteropatogene organismes te verseker, is 1 n 

verskeidenheid voedingsmedia vir primere isolasie gebruik. Behalwe 

waar anders vermeld word besonderhede in verband met materiaal, 

voedingsmedia, reagense en oplossings in die aanhangsel aangedui. 

Steril iteit en aseptiese tegnieke is vol gens standaard bakteriologiese 

en virologiese voorskrifte gehandhaaf en uitgevoer. 

Elke stoelgang is met behulp van rn 4 mm inokulee rlus op die volgende 

media uitgestryk : twee MacConkeyagarplate, een bloedagarplaat 

(BA-plaat), een bloedagar plus kanamisienplaat (BAK-plaat), een 

xilose-1 isien~desoksicholaatagarplaat (XLD-plaat) of 'n helder= 

groenagarplaat (HG-plaat) en een Salmonella- Shigella-agar (SS-agar)­

plaat . 1 n Buis selenietsop is ook in elke geval geinokuleer. 

Een MacConkeyagarplaat is vir 3 dae by kamertemperatuur gelaat en 

daagl iks vir die teenwoordigheid van Yersinia enterocolitica ondersoek 

(Carter, 1975). Dle BAK-plaat is vir 48 uur ender anae~obe toestande 

(Gaspa k) by 37°c geinkubeer met die doel om anaerobe enteropatogene 

organismes soos C. perfringens te isoleer (Sutter, Vargo en 

Finegold, 1975). Alle ander plate is vir 48 uur by 37°c geinkubeer 

en daarna ondersoek. Die Selenietsopkultuur is vir 18 uur by 37°c 

geinkubeer en daarna is 1 n 4 mm lusvol op 1 n SS-agarplaat en soms 
1 n XLD~plaat en/of 'n HG-agarplaat uitgestryk en vir 18 uur by 37°c 

geinkubeer. Seide SS-agarplate is na inkubasie ondersoek vir die 

teenwoordigheid van Salmonella en Shigella spesies (Edwards en 

Ewing, 1972). 

Die XLD-agar e~ die HG-agarplate is aanvullend tot ~ie SS-agar en 

selenietsop-sisteem gebruik vir di e isolering van Salmonella en 

Shigella spesies (Edwards en Ewing, 1972). 

Aeroob geinkubeerde BA-plate is gebruik om Staphylococcus en Candida 

spesies te isoleer (Frankel, Reitman en Sonnenwirth, 1970; Rippon, 1974). 

Die MacCon.keyagarplate is vir die primere isolasie van Enter obacteriaceae , 

met uitsluiting van SalmoneUa en ShigeUa spesies, georuik '(Edwards en 

Ewing, 1972). 
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Vanwee die uitsluitl ik waterige aard van stoelgange afkomstig van die 

gastroenteritis pasiente en die deurgaanse gebruik van 'n 4 mm 

inokuleerlus, kon 1 n semikwantitatiewe skatting van die relatiewe 

getalle van mikroorganismes wat in die stoelgange teenwoordig ~as , 

gemaa k word. Afhangende van die aantal enkel kolonies · is 9 tot 26 

verteenwoordigende kolonies per stoelgang van die reeks plate afgetel. 

Omdat daar hoofsaaKl ik op Enterobacteriaceae gekonsentreer is (sien 

hoofstuk 1) is hoofsaakl ik laktos,efermenteerders sowel as nie-laktose= 

fermenteerders van MacConkeyagarplate geisoleer. Met enkele uitson= 

derings (sien hieronder) is alle isolate op brein-hart-infusie (BHl)­

agarskuinsbodems geinokuleer en geberg. Die stoelgangmonsters afkomstig 

van die kontrolegroep is op dieselfde wyse behandel en ondersoek . 

By hierdie groep is daar egter nie gepoog om anaerobe organismes 

te isoleer nie. 

2. 5. 1 ldentifikasie van isolate 

Die iden titeit van isolate is met gebruikmaking van die onderskeidende 

kenmerke vol gens toepasl ike identifikasieskemas (sien hieronder) 

bewerkstel l ig (Edwards en Ewing, 1972; Cowan en Steel, 1974; Ripp·on, 

1974). Kenmerke is noukeurig volgens die voorskrifte van laasge= 

noemd e outeurs bepaal. · ·H u~ker se wysiging van die Gram-kleuring is 

volgens Cowan en Steel (1974) uitgevoer. 

(i) Enter obacter iaceae 

Na primere isolasie is kolonies gesuiwer deur dit 1 tot 7 maal op 

MacCon keyagarplate uit te stryk. Lede van die Enterobacteriaceae 

is geidentifiseer volgens die kenmerke uiteengesit in tabel 2-3. 

Hierdi e skema vir identifikasie is op die werk van Edwards en 

Ewing (1972) gebaseer. 

Die Gram-kleuring is op elke isolaat uitgevoer. Hierdie reaksie 

is nuttig om die suiwerheid van isolate te bepaal sowel as om die 

Gram-n ega tiewe kenmerk van lede van die Enterobacteriaceae te 

bevestig (Edwards en Ewing, 1977.). 
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C> CD ...,, 0 )> r C> C> C ::I: Vl < 3: - ;::,:: 

I 
-I - (I) (1) ., ., -· (1) ., -, N -· 0 (1) :J (1) )> C :[ :J :J ID V, - 0 (1) Vl rt ID rt Cl.. :J CD 7-" (1) -· -· -· -· OJ (1) OJ ----- ., (1) -· 0 3 rn 0 (1) (1) rt :J (1) rt -· V, 0 OJ V, (1) 0 (1) r V, ID - -· -· :J -· (1) Vl OJ I - - ., 

(1) - OJ (1) (1) Cl.. (1) 0 -< rt -u ., -u 7-" -· - :J :J (1) :J -u I < ., 0 ., (1) 

I N 7-" OJ Cl.. Cl.. 7-" < OJ (1) 0 0 0 I :r :J (1) -· OJ (1) ;::,:: ID ., V, -· Cl.. w ~ V, (D -· 7-" :r ., ., n OJ er 7-" I C OJ C -· (1) OJ -· er < z ., ., OJ rt 7-" 
V, C Cl.. :J ., Cl.. 0 - .___. 

C C 0 V, ., a. er ., 7-" 0 -· (D (1) -· ;::,:: ---- (1) 0 0 V, (D 7-" ., rt (D (D Vl OJ 7-" - -· -· I V, :J - 3 V, OJ - -· ----- rt 3 3: -· -· V, OJ :J Vl 0 (D :J - (1) V, ID - · (1) ., 
OJ OJ (1) 3 rt 7" V, V, ----- 3 V, 

(1) (1) (D N 0 
N :J ID 0 V, 

(D n .___. 
er .___. ., 
C -· 
7-" 

< -., 
Cl.. 
-· 
(1) 

Cl.. -· 
-t, 
-t, 
(1) ., 
(1) 
:J 

I E. coli I V, + + < I < < < I I I I I I + + -
OJ 
V, 

.+ + + I + + + I I I + + I + I I s. enter>i tidis I -
(D 

< 
+ + I I < + I I I I s. typhi OJ + I I + I :J 

+ I I I I I I I I I I s. fle::cner>i ~ I I + < ~ 
~ 
'-:; 

I s. sonnei I C) + I I + I I I I I I I I + I I:)" 
~ 
(';) 

I K. pneumoniae I ~ + + I I I I + I + + I + + < I ~ 

~-
I E. cloacae I ~ + + + I + + I + + < I + + I I (';) 

~ 
~ 

I ~ + + + I + I + < + I I + + I I E. aerogenes ::• 

+ + + I + I < + + < I + < < I E. Ziquefaciens 

+ + + I + I + I + I I < < < I E. hafniae 

< + + + I I I + + + + < I + + P. vulgaris 

+ + + + + I I + + + + + < + I P. mirabilis 

< + + + I I I I + + I + I + + P. rettgeri 

+ < + I I I I + I I + I + + P. sl-uartii 

< + + I + I + + + < I + + < I s. rnarcescens 

+ + + I < < I I + < < + I + I I C. freundii 
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:~ (./) X ;;CJ :x, ):::, (./) - ):::, (./) 0 3'. 3'. (./) r ;;,:: 

I 
-I 

< + (1) -· a, a, -, 0 ::, a.. a, C a, a, C a, (1) ):::, - - 3 -t, a, -, 0 0 - - ::, - r:- r:- ::, CD 
II II - 0 ::, -t, CT CT Ul ::, -· Ul ::, rt -, rt 3 rn · 

0 Ul 0 -· -· -· -· -· Ul -· -· 0 0 0 (1) r 
3 -a CT (l Ul ::, ::, rt rt rt -· rt rt Ul Ul Ul -, 
a, 0 -· (1) 0 0 0 0 0 (l 0 0 (1) (1) (1) r:-

\0 Ul 0 Ul Ul - - - ::, - - (1) 

I 
N -· Ul (1) (1) I 

- rt (1) Ul w 
::, -· C Ul Ul Ul \0 Ul 

(l C C Ul Ul Ul Ul Ul Ul C C a, C 
-a -t, -, C Ul Ul C C C C C C C C Ul C 
0 Ul -, C C C C C C C C -, -, -, 
Ul < C C C -, -, -, -, -, -, < -· -· C -, -, (1) 
rt -, -, -, 
-· < 
(l a. 0 
~ -· -
(1) (l \0 

0 Ul 
-t, -a 

(l 
::, Ul 

(1) -· 
\0 -t, 
a, -· 
rt (1) 

-· r:-
(1) (l 

~ 
(1) rt 

0 
-, (1) 
(1) rt 
a, Ul 
r:- ~. 
Ul -
(l I 

\0 II 
(1) 
(1) ::, 

(l 
\0 I < < < + + I I < < + < < + + I E. coli a, 
rt -· 
(l + + + I + + < I I + + + I I I I s. enteritidis -t, 

< < + I I I + I I < + -· I + I I I s. typhi -, 

a.. -· I I < < I I I I + I I I s. flexneri (1) 

Ul 
-0 I I I I + + I + s. sonnei (1) I I + < 
Ul -· 
-t, + + . + + + + + < + < + + + I K. pnewnoniae -· 
(1) 
r:-
(1) I + + + + + + < < + < + + + I E. cloacae 
rt 

~. I 
+ + + + + + + + + I + + + IE. aerogenes 

< + I + + + + < + I + + < E. liquefaciens 

+ + + I + I I I < I + < < E. hafniae 

< + I I I I I I < I I + · + I I P. vulgaris 

< + I I I I I I < I I I < I I P. mirabilis 

< < < I I < + < < I < I < I I P. rettgeri 

< < I I I < + I I I < I + I I P. stuartii 

< < I I I + < < + I + + + I I s. marcescens 

+ + + < + + I I < < + + < + C. freundii 
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(ii) Staphylococeus aureus 

Kolonies van hierdie organisme is gesuiwer deur dit op BA-plate uit te 

stryk. Die identifikasie van S. aureus is volgens die kenmerke in 

tabel 2-4 uitgevoer. Hierdie identifikasieske~a berus op die bevindinge 

van Cowan en Steel (1974). Isolate is op BA~agarskuinsbodems by 4°c 

geberg. 

TABEL 2-4. Onderskeidende kenmerke vir die identifikasie van 
Staphy l ococeus aur eus* 

Kenmer ke 

Gram positiewe kokke 

Suurvorming in mannitol, anaerobies 

katalase 

koagu 1 a se 

Arginien h idrol ise 

+ - positief vir die spesifieke toets 

.(iii) Pseudomonas aeruginosa 

Reaksies 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Na sui we ring op M"acConkeyagarplate is die identifikasie van hierdie 

organisme vol gens die kenmerke in tabel 2-5 gedoen (Cowan en Steel, 

1974). 

(iv) Baci l lus cereus 

B. cereus is op BA-plate gesuiwer en daarna volgens dte kenmerke 

in tabel 2-6 geiden tifiseer (Cowan en Steel, 1974). 
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TABEL 2-5. Onderskeidende kenmerke vir die identifikasie van 
Pseudomonas aeruginosa;', 

Kenmerke 

Gram_.: kl eur i ng 

Beweegl ikheid 

Oksidase 

Groei by 42°C 

Groei by 37°c 

Groei by 5°c 

Sitraatverbruik 

Groei op MacConkeyagar 

Gelatienhidrol ise 

Styselhidrol ise 

Mannitol 

lndool 

Nitraatreduksie 

Urease 

Glukonaat 

piosianien 

fluoresseien 

Diffusie van pigment 

Arginiendihidrolase 

--;': 

Reaksies 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ = positief vir die spesifieke toets; - = negatief vir die 

spesifieke toets. 
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TABEL 2-6. Onderskeidende kenmerke vir die identifikasie van 
Baci Uus cer eus ~~ 

Kenme rke 

Gram-kleuring 

Spoo rswe 11 i ng 

Lesitienase 

Beweeg 1 i khe id 

Sitraatverbruik 

Urease 

Hemol ities (BA-plaat) 

;~ 

+ = posi t ief vir die spesifieke toets; 

- = negatief vir die spesifieke toets. 

(v) Candida spesies 

Reaksies 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Twee spesies van hierdie gis, C. albicans en C. krusei is 

geisol eer en geidentifiseer volgens die eienskappe uiteenge= 

sit in tabel 2-7 (Rippon, 1974). 

Die ident iteit van beide spesies is deur mnr S Lategan, 

Afdel i ng Mikologie, Departement Mikrobiologie, Universiteit 

van Pretoria bevestig. Candi da spesies is op Sabouraudagarskuins= 
0 bodems by 4 C geberg. 
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TABEL 2-7. Onderskeidende kenmerke vir die identifikasie van 
Candi da albi cans en Candida krusei* 

Kenr,,erke C. albicans 

Kiembuisvorming in serum 

Pseudomisel ium 

Chlamydospoorvorming 

Glukose 

Galaktose 

Sukrose 

Laktose 

Maltose 

Nitraat 

Ammon i umsul faat 

.,. 
··+ = positief vir die spesifieke toets; 

- = negatief vir die spesifi e ke toets . 

2.5.2 Serotipering van E. coli 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

C. krusei 

+ 

+ 

+ 

Al le E. coli isolate afkomstig uit pasiente en die kontrol _egroep is 

met behulp van die beskikbare agglutinerende antisera vir die bepal i_ng 

van enteropatogene serotipes getipeer. Die voorskrifte van die vervaar= 

diger (Wellcome Reagents Limited, Becke nham, Kent, Engeland) sowel as 

die van Edward en Ewing (1972) is in ag geneem. 

Die plaatagglutinasieme t ode is uitgevoer deur 1 n redel ike dig te en 

egal ige sus pe ns ie va n 1 n 18 uur o ue BHl-agarkultuur in t wee druppe ls 

soutoplossing (0,85%) op 1 n voorwerpglasplaatjie te maak en 1 n 

lusvol onverdunde antiserum daarby te voeg. Vir die kontrole is 

dieselfde prosedure gevolg maar antiserum is met soutoplossing 

vervang. Die glasplaatjie word heen en weer gewieg en onder indirekte 

lig oor 'n danker agtergrond besigtig. 'n Sterk agglutinasie van selle 

deur die betrokke antiserum binne 1 minuut is as 'n bevestigende 

reaksie beskou. Vir elke stoelgang waaruit 1 n enteropatogene 

serotipe bevestig is, is twee isolate vir herbevestiging deur middel 

van die buisagglutinasie-toets geselekteer. 'n Digte suspensie 
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(+ 10
8 

mt - 1) van die organisme is in soutoplossing berei en vir 

1 uur by 100
6

c in 'n waterbad verhit. Tweevoudige reeksverdunnings 

(1 :10 tot 1:320) van die antiserum is in soutoplossing berei. Van 

elke ve rdunning word 0,5 mt met 1 n gelyke volume verhitte suspensie 

gemeng. lnkubasie daarvan 37°c vir 2 uur is gevolg deur 18 uur by 4°c. 

Na ekwil ibrium by kamertemperatuur is die buise vir agglutinasie ondersoek. 

Die kontrole, wat uit verhitte suspensie en soutoplossing in plaas van 

antiserum bestaan, bly troebelrig . 

Die volgende enteropatogene E. coli antisera is gebruik : pol ivalent 

1, 2, 3, en 4; 026:K60(B6); 055:K59(B5); 086 .:K61(B7); 0111:K58(B4); 

011 2: K66 ( B 11) ; 

0125:K70(B15); 

0142:K86(B), 

0114:K90(B); 0119:K69(B14); 0124:K72(B17); 

0126:K71 (B16); 0127:K63(B8); 0128:K67(B12) en 

+ Die meeste Tox seropositiewe E. coli stamme is ook bevestig en die 

H-antigene bepaal deur Dr B Rowe, Central Public Health Laboratory, 

Col indale, London. 

2.5.3 Bereiding van enterotoksiene 

Aanvankl ik is tot soveel as vyf isolate wat tot dieselfde spesie 

behoort en uit dieseJfde stoelgang afkomstig is saamgevoeg vir die 

bereiding van 'n toksien. Omdat daar egter 1 n moontl ikhe id bestaan dat 

bakteriosienproduserende s_tamme ander gevoel ige stamme in so 1 n mengsel 

mag dood (Ryder e t al. , 1976) is al die isolate late"r individueel 

vir die voorbereiding van toksiene gebruik. Al di e isolate is 

minstens twee kee r by verskillende geleenthede op hierdie wyse getoets 

vir hul ve rmoe om enterotoksiene te vorm. 

Twee ver sk illende klasse enterotoksien nl. labiele toksien (LT) en 

stabiele toksien (ST) · (Sack, 1975) word by E. coli aangetref. Me todes 

vir die bereiding en identifikasie van die toksiene verskil van 

mekaar (Sack, 1975). 
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Vir die bereiding van ST is isolate uit gebergde kulture in 10 mi 

hoeveelhede BHl-sop geinokuleer en 18 uur by 37°c geinokuleer. Een 

4 mm lus vol hiervan is tel kens gebruik om 4 mi· hoeveelhede BHl-sop, 

in 50 mi Erlenmeyer-flessies met watteproppe, te inokuleer. Opti male 

toestande vir die voortbreng ing van stabiele toksien (ST) is verkry 
0 . 

deur die kulture dan vir 18 uur by 37 C in 'n roteerskudapparaat 

(Labotec) teen 180 siklusse per minuut (skudkulture) t-e -lnkubeer 

(Giannella, 1976; Alderete en Robertson, 1977a en b). Skudkulture 

is hierna in steriele sentrifugeerbuise vir 30 minute teen 12000xg 

gesentrifugeer. Diebol iggende vloeis tof is met behulp van 'n 5 mi 

wegdoenbare onderhu idsespuit, toegerus met 'n 38 mm by 20 dikte naald, 

afgetrek en deur 'n 25 mm by 0,22 µm poriegroote wegdoenbare filter 

·(Millipore of Gelman) gefiltreer (Dea~ -~ t ·at.; 1972; Donta ~n Smith, 

1974). Die steriele filtraat is in klein Bijou botteltjies opgevang, 

vir 30 minute in 'n waterbad by 65°c verhit en dan by 4°c geberg 

(Smith en Gyles, 1970; Sack et al., 1971}. 

Die bereiding van labiele toksien (LT) is ~oos vir ST in 4 mi 

hoeveelhede BHl-sop (pH 8,5) in 50 mi Erlenmeyer-flessies gedoen. 

Dit is egter vir 48 uur by 37°c 

1975; Mundel! et a'l . ., 1976). 

geinkubeer sender om te skud (Sack, 
0 Na inkubasie is die kulture by 0-2 C 

vir 30 minute teen 12000 x g gesentrifugeer (Evans et a'l ._, 1973a en 

b). Steriele filtrate is socs vir ST berei maar dit is in twee 

_ volumes van ongeveer 2 mi elk in yskoue Bijou botteltjies opgevang. 

Een botteltjie met toksien is by 65°C in 'n waterbad verhi t vir 

30 minute, sodat die labiel e aard daarvan vasgestel kon word. Sowel 

die verhitte as onverhitte toksien is by 0-4°c geberg en binne 48 

uur getoets. Wanneer LT nie binne 48 uur getoets kon word nie is 

dit gevriesdroog en binne 3 weke getoets (Mundel! et a'l._, 1976). 

2.5.4 Demonstrasie van enterotoksiene 

Daar bestaan belangrike yerskille tussen die twee klasse enterotoksiene 

van E. co 'li . Verskillende metodes word dan ook aangewend om die 

teenwoordigheid van die toksiene aan te dui. Sedert die vroegste 

stud ies oor die aard van V. cho'lerae enterotoksien en E. co'li ST en 
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LT is van die konyn-ileumlus as diermodel gebruik gemaak (De et al. , 

1953, 1956). Onderskeid tussen ST en LT het hoofsaakl ik berus op 

verskille tussen hierdie twee toksiene met betrekking , tot die 

aanvangstyd en duur van vloeistofakkumulasie in die konyn-ileumlus. 

Die hitte- en pH-labiele eienskap van LT het as verdere onderskeidende 

kenmerk gedien (Evans et al., 1973a; So et al., 1974; Sack, 1975). 

Ander onderskeidende kenmerke soos die molekulere massa en antigeniteit 

vereis ingewikkelde metodes (Jacks en Wu, 1974; Finkelstein et al., 

1976), en is nie geskik om op 'n roetine basis vir die bepal ing van 

hierdie toksiene te gebruik nie. Alhoewel die konyn-ileumlus tot 

onlangs, hoofsaakl ik as navorsingstegniek gebruik is, bly dit 'n 

omslagtige en tydrowende metode. Eenvoudiger maar gevoel ige tegnieke 

vir die bepal ing van ST en LT is later ontwikkel 

2. 5. 4. 1 Die bepal ing van stabiele toksien 

Volgens Dean et ·ai. (1972) en Sack (1975) is suigelingmuise feitlik 

uitsluitl ik gevoel ig vir die bepal ing van ST. lngeteelde suige= 

l ingmuise, Balb/c tussen en 5 dae oud is, afhangende van die 

1 iggaamsgrootte, 75 to 100 µt hoeveelhede van die stabiele toksien 

toegedien. Twee druppels van 'n 0,5% Evansblouoplossing in water is 

by 4 mi ST gevoeg. 'n Wegdoenbare tuberkul ienspuit, toegerus met 

'n mm by 150 mm plastiese kateter, is met ongeveer 800 µl ST­

Evansbloumengsel gevul en daarna is van die lugblasies ontslae 

geraak. Deur die punt van die kateter bo-oor die tong tot in die 

farinks te stoot kon die verlangde dosis ST toegedien word (Schoub, 

Jacobs, Robins-Browne, Koornhof, Lecatsas en Prozesky, 1976). Die 

blougekleurde toksienpreparaat is makl ik waarneembaar deur die dun 

l iggaamswand van die suigel ingmuise wanneer dit in die maag be land. 

lndien die toksien elders toegedien word is die toets waardeloos. 

Dit gebeur soms dat die kateter nie deur die farinks beweeg nie 

maar via die trachea in die longe beland. Dit kon egter onmiddell ik 

na toediening waargeneem word en so 'n toets kon onmiddel l ik herhaal 

word. 

43 



Elke ST is tel kens in minstens drie suigel ingmuise getoets. Die muise 

is kort voor die toets van hul moeders weggeneem en so in groepies van 

drie ingedeel dat elke 1 id van die groep van 'n ander ouerpaar afkomstig 

was. Dit, sowel as die feit dat 'n ingeteelde muisras, Balb/c, gebruik 

is het bygedra tot eenvormige resultate. 

Na toediening van die toksien is die muise vir 4 uur by kamertemperatuur 

gelaat en daarna met chloroformdampe gedood. Vloeistofakkumulasie in 

die dermkanaal as gevolg van die werking van ST (sien figuur 2-1) is 

volgens die volgende formule bepaal : 

massa van die dermkanaal 
massa van die karkas = 0,083 

Die drie dooie muise in 'n toets se gesamentl ike massa is bepaal. 

Die dermkananale van die drie muise is deur disseksie vanaf die 

pilorus sfinkter tot by die rektale sfinkter verwyder en die totale 

massa hiervan is bepaal deur dit dadel ik saam te weeg (sien figuur 2-1). 

Dermkanale is tydens disseksie ook vir ooglopende opswell ing as 

gevolg van gea kkum uleerde vloeistof ondersoek (sien figuur 2-1) . 

Die verhouding van dermkanaalmassa tot 1 iggaamsmassa is vol gens 

die formule hierbo bereken. 'n Massaverhoudingswaarde van grater 

as 0,083 is as bevestiging van 'n sterk positiewe ST-reaksie 

beskou. Waardes kleiner as 0,06 is as negatief vir ST beskou omdat 

geen vloeistofakkumulasie in die dermkanaal plaasgevind het nie. 

In gevalle waar waardes tussen 0,06 en 0,083 verkry is, is die toets 

minstens een keer herhaal deur die toksien van nuuts af te berei en · 

te toets. In sulke gevalle, sowel as by alle sterk positiewe ST­

reaksies, is 'n verhitte porsie van die toksien (65°c vir 30 minute 

in 'n waterbad) ook weer getoets om die moontl ikheid van 'n LT 

effek uit te sluit. Wanneer waardes tussen 0,06 en 0,083 by 

herhal ing verkry is, is die reaksie as intermedier positief 

beskou . 
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Positiewe en neqatiewe kontrolestamme is deurgaans ingesluit by die 

bereiding van elke dag. se groep toksiene. Verhitte porsies van die 

kontrole toksiene is dan altyd saam met die ooreenstemmende groep 

onbekende toksiene getoets. As positiewe kontrole vir ST is twee 

welbekende stamme, E. coli B7A (Dupont, Formal, Hornick, Snyder, 

Libonati, Sneahan, La Bree en Kalas, 1971) en E. coli H10407 (Evans 

et al. , 1973bL altwee waarvan ST sowel as LT produseer, gebruik. 

Beide hierdie stamme is goedgunstigl ik deur Dr B Rowe, Central 

Pub! ic Health Laboratory, Col indale, London, verskaf. As negatiewe 

kontroles vir ST en LT is 'n welbekende indringende stam, E. coli 

111a, gebruik. Hierdie stam is goedgunstigl ik deur Dr H L du Pont, 

University of Texas Medical School, Houston, V.S.A. vers kaf . 

2.5.4.2 Die bepal ing van labiele toksien 

Net soos in die geval van cholerageen is dit nou duidel ik dat E. coli 

LT ook deur middel van die adenielsiklas~-cAMP-sisteem van soogdier= 

se lle optree (sien hoofstuk 1). Die werking van E. coli LT kan 

onder andere tot morfologiese verandering van 'n verskeidenheid van 

sel lyne lei (Guerrant et al. , 1974, 1975; Sack en Sack, 1975). 

Hoofsaakl ik twee sellyne is tans in gebruik om LT te bepaal. 

Guerrant et al. (1974) maak gebruik van 'n "Chinese hamster ovary 

Kl" (CHO-Kl) sellyn terwyl Sack en Sack (1975) 'n Yl byniersellyn 

vir dieselfde doel gebruik. Die metode van Guerrant et al. (1974) 

soos verder omskryf deur Guerrant et al. (1975) is in hierdie studie 

gebruik. Hierdie metode is baie gevoel ig vir enterotoksien deurdat 

dit 3 x 10- 17 mole cholerageen of 'n 1.:250 verdunning van E. coli 

LT kan bespeur (Guerrant et al., 1974) . 

. Sowat 3-5x106 CHO-Kl selle is in 'n gliserolvriesmengsel (sien 

aanhangsel) by -70°c in klein Bijoubotteltjies geberg. Wanneer 

benodig is die selle vinnig (3-5) minute in 'n 37°c waterbad ontvries. 

Hierna is die selle in 25 mi F12 medium (Gibco), aangevul met 10% 

fetale kalfserum (Gibc'a; F12+10% FKS), in 75 cm2 Falconflesse 

(Becton-Dickinson) onder 6% CO 2 by 37°c voortgekweek totdat dit 

aaneenlopend gegroei het (1-5 dae). Wanneer die selle 'n aaneen= 
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lopende monolaag gevorm het is die medium afgesuig en met 5 mt warm 

(37°c) tripsienoplossing (ATV) vervang. Tripsienbehandel ing vir , 

5-10 minute by 37°c maak al diesel le van die flesbodem los waarna 

dit drie keer in fosfaat gebufferde soutoplossing (FBS) gewas, en 

deur sentrifugering teen 1500 o.p.m. vir 6 minute herwin is. Gewasde 

selle is in 10 mt F12 medium wat 1,0 mM 1,3-d_imetielxantien 

(theophyll ine) bevat, en aangevul is met 1% fetale kalfserum 

(F12+1 % FKS-T), gesuspendeer. Die selsuspensie is daarna so verstel 

dat dit ' n konsentrasie van 2x10
4 

selle per mt bevat het. Die 

selkonsentrasie is met behulp van 'n verbeterde Naubauer hemositometer 

bepaal (Hoskins, 1967). 

Die bepal ing van LT is uitgevoer in wegdoenbare mikrotiterplate met 

96 platbodem putjies (Cooke Laboratory Products). In elke putjie 

van die mikrotiterplaat is 250 µt F12+1 % FKS-T, wat ongeveer 

5x10 3 CHO-K1 sel le bevat, gevoeg. Onmiddell ik hierna is 20 µt 

LT per putjie toegevoeg en die toksien-selmengsel vir 24 uur by 
0 

37 C Onder 6io CO - kb 
2 ge1n u eer. Elke toksien is in -minstens 6 putjies 

op 'n keer getoets. 

Na inkubasie is die selle onder 'n omgekeerde binokulere mikroskoop 

(Zeiss) ondersoek. 'n Totaal van minstens 400 selle per toets is 

vir elke toksien ondersoek (Guerrant et al., 1974, 1975). Die 

persentasie verlengde spoelvormige selle wat ook hul knopvormige 

uitsteeksels verloor het, is bereken (sien figuur 2-2). Die 

gemiddelde persentasie morfologiese afwyking is op hierdie wyse 

eers viral die lede van die Enter obacteriaceae wat uit die 

kongrolegroep geisoleer is, bepaal. Daarna is die standaardaf= 

wyking van die gemiddelde persentasie CHO-K1 selle soos dit 

gereageer het op toksienpreparate afkomstig vanaf die kontrolegroep 

(Guerrant e t al ., 1975) volgens Sokal en Rohlf (1969) bereken. 

Die gemiddelde persentasie CHO-K1 selle wat teen die kontrolegroep 

isolate ge rageer het was 4,98% met 'n standaardafwyking van.:!:_ 2,53%. 

Op grond van hierdie gemiddelde waarde is 'n indeling van al die 

isolate in hierdie studie as volg gemaak: isolate wat instaat is om 
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CHO-Kl selle tot 4 of meer standaardafwykings bo die gemiddelde (>15%) 

te stimuleer, is as hoogs toksies beskou. Stimulering van selle tussen 

2 en 4 standaardafwykings bo die gemiddelde (10% tot 15%) is as 

intermedier toksies beskou en onder 2 standaardafwykings bo die 

gemi_ddelde (<10%) as nie-toksies (Guerrant et al . ., 1975). 

2.5.5 Demonstrasie van iridringingsvermoe 

Twee metodes is gebruik om vir die indringende vermoe van alle 

Ent erobacteriaceae isolate te toets. 

2. 5. 5. 1 Die marmot keratokonjunktivitis-toets (Sereny-toets) 

1 n Digte suspensie van 18 uur oue BA-kulture is gemaak deur die organisme 

in 1 mt BHl-sop van die skuinsbodem af te was. Een druppel hiervan 

(±_ 108 selle) is met 1 n Pasteurpipet in die konjunktivale sak van 

volwasse marmotte toegedien. Die diere is daagl iks vir 5 dae onder= 

soek vir die ontwikkel ing van 1 n inflammatoriese keratonkonjunktivitis 

(Sereny, 1955; Du Pont et al. ., 1971; en sien figuur 2-3). 

2.5.5.2 Die Hela-seltoets 

Die vermoe om in Hela-selle in te dring is bepaal volgens 1 n wysiging 

(Schoub et al . ., _ 1976) van die tegnieke van Labrec, Schneider, 

Magnani en Formal (1964) en Du Pont et al. (1971). 

He la-selle is op 12 mm sirkelvormige dekglasies in 10 mt skroefprop= 

proefbuise in Minimal Eagle's 

beesserum (Gibco) en 100 i.e. 

. . b 37°C k k m1s1en, y voortge wee. 

Medium (MEM; Gibco), aangevul met 10% 
-l . ·1· 100 -l mt pen1s1 1en en µg mt strepto= 

Wanneer feitl ik aaneenlopend is die 

monolaag 3 keer met 2 volumes van Hank se gebalanseerde soutoplossing 

(HBS) gewas om alle spore van die antibiotika te verwyder. 1 n Sus= 

pensie van die toetsorganisme in MEM, aangevul met 2% beesserum, om 
1 n digtheid van ±_3x10 7 mt -l selle te gee is by die monolaag gevoeg en 

vir 30 minute by 37°c geinkubeer. Vervolgens is dit driemaal met HBS 

gewas waarna 1 mt MEM met 2% beesserum bygevoeg en dit vir 16 uur by 
0 37 C voortgekweek is. Die monolaag is hierna weer soos voorheen met 
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HBS gewas, die dekglasies met Hela-selle in · Bouinoplossing gefikseer en 

daarna met hematoksil ien-eosien-kleuring behandel (Hoskins, 1967). Pre= 

parate is in entellan op voorwerpglasies gemonteer en daarna mikroskopies 

ondersoek vir intrasellul~re bakteriee as gevolg van indringing. 

2.5.6 Demonstrasie van hemol isienproduksie 

Die vermoe tot hemol isienproduksie is by alle lede van die Enter obacteY'iae 

ondersoek. By ander organismes is hierdie eienskap aangeteken wanneer en 

indien dit op gewone BA-plate gekweek is. 

SKaapbloed is in Alseveroplossing versamel (Dacie en Lewis, 1970) en 

die rooibloedselle daarna driemaal in soutoplossing gewas en deur 

sentrifugering herwin. Rooibloedselle is by afgekoelde (4s0 c) 

Columbia-agar (Oxoid) tot 'n finale konsentrasie van 4% gevoeg en 

gewoonweg in petribakkies ~egiet·. 'n Lus vol van 'n 18 uur BHl-sop= 

kultuur is oar 'n oppervlakte van sowat 3 cm2 uitgestryk. Soveel as 

6 organismes per plaat kan so getoets word. Die kultuur is by 37°c 

voortgekweek en na 24 uur en 48 uur ondersoek vir hemol ise. 

2.6 Demonstrasie van parasiete 

Stoelgangmonsters is dadel ik na ontvangs beide makroskopies en 

mikroskopies vir die teenwoordigheid van parasiete ondersoek. Een 

druppel waterige stoelgang of sowat een mg vaste stoelgang is in 

twee duppels soutoplossing (0,85%) op 1 n voorwerpglasie gesuspendeer 

en onder 1 n dekglasie mikroskopies ondersoek (Frankel et al ., 1970). 

2.7 Die .bepal ing van rotavirus in stoelgange 

Twee metodes nl. elektronmikroskopie en komplementbinding is gebruik 

vir die bepal ing van rotavirus in stoelgange. 

2.7. 1 Elektronmikroskopie 

1 n Eenvoudige negatiewe kleuringstegniek is gebruik om die teenwoor= 

woordigheid van rotavirus deur middel van elektronmikroskopie in stoel= 
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gange aan te toon (Schaub, Koornhof, Lecatsas, Prozesky, Freiman, 

Hartman en Kassel, 1975). Waterige stoelgange afkomstig van die 

pasiente is teen 2500 o.p.m. vir 30 minute gesentrifugeer. Een 

tot vyf gram vaste stoelgang, uitsluitl ik afkomstig van die kontrole= 

groep, is in FBS gesuspendeer in 'n verhouding van ongeveer 1 :2 

respektiewel ik en daarna soos die waterige stoelgange behandel. 

Diebol iggende vloeistof is na bogenoemde sentrifugering weer in 'n 

Beckmann ultrasentrifuge teen 160,000xg vir 1 uur gesentrifugeer om 

virusdeeltjies te sedimenteer. Die sediment is hersuspendeer in 'n 

paar druppels gedistilleerde water. Een druppel van die suspensie is 

met een druppel van 'n 3% fosfowolframsuuroplossing (pH6) gemeng. 'n 

Klein druppeltjie hiervan is op 'n formvar-koolstofbehandelde kopergaas= 

skyfie aangewend, toegel~at om te droog en in 'n Phil] ips EM 300 

elektronmikroskoop teen 60 kV ondersoek vir die teenwoordigheid van 

rotavirus. 

2.7.2 Die komplementbindingstegniek 

'n Omgekeerde kompl imentbindingstegniek waar die rotavirus-antigeen 

in stoelgange geidentifiseer is deur titrasie daarvan teenoor 'n 

vasgestelde verdunning van konyn-antiserum teen Nabraska Calf Diarrhoea 
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Virus (NCDV) is deur Spence, Fauvel, Bouchard, Babuik en Saunders (1975) beskryf. 

In die ~uidige studie is die omgekeerde komplementbindingstegniek 

uitgevoer deur van 'n vasgestelde verdunning van konyn-antiserum teen 

die S.A. 11 aaprotavirus gebruik te maak. Die S.A. 11 aaprotavirus 

is baie naverwant aan die van die mens. Antiserum teen laasqenoemde 
virus is geskenk deur dr B D Schaub, Nasionale lnstituut vir 

Virologie, Privaatsak X4, Sandringham. 

Antiserum teen S.A. 11 aaprotavirus se komplement is geinaktiveer 

deur dit by 56°c in 'n waterbad vir 30 minute te verhit. Gevriesdroogde 

marmotkomplement (Wellcomme Reagents Limited) is opnuut saamgestel in 

2 mt gedistilleerde water en teen 'n sterkte van 2 eenhede gebruik. 

Gesensiteerde skaaprooibloedselle (4%) in Versene gebufferde sout= 

oplossing (VBS), wat as 'n standaard reagens in hierdie laboratorium 



berei word, is gebruik. Die oorblywende gedeelte van die viruspre= 

paraat na ultrasentr~fugering, soos hierbo vir negatiewekleuring be= 

skryf, is as antigeen gebruik. 

Die titrasie van rotavirus-antigeen is in mikrotiterbakkies (Cooke) 

met U-vorm putjies soos volg uitgevoer : 25 µt antigeen in 25 µt VBS 

is tweevoudig verder in 25 µt hoeveelhede VBS verdun tot tussen ½ en _1_ 
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By elke antigeenverdunning is dan 25 µt S.A. 11 aaprotavirusantiserum 

wat vooraf ~.:_ verdun is gevoeg. Daarna is 50 µt komplement by elke 
32 0 

verdunning gevoeg, die mikrotiterbakkies met sellofaankleefstof toe 

gepla k en oornag (minstens 16 uur) in 'n yskas gehou. Daarna is 50 µt 

gesensiteerde skaaprooibloedselle by elke verdunning gevoeg waarna 

dit verder vir 1 uur in 'n vogtige broeikas ender 5% CO 2 by 37°c 
geinkubeer is. Hierna is die mikrotiterbakkies vir 15 minute teen 

1500 o.p.m . gesentrifugeer. Die omgekeerde van die hoogste verdunning 

waar 'n sediment gevorm het is as die titer vir mens] ike rotavirus 

geneem. Titers van 16 of groter is as positief vir die teenwoordigheid 

van rotavirus in stoelgange aanvaar (Kapikian, Cline, Me bus, 

Wyatt, Kal ica, James, VanKi rk, Chanock en Kim, 1975; Schoub e t al. ~ 

1977, 

RESULTATE 

2.8 Voorkoms en verspreiding van potensiele enteropatogene 
organismes 

'n Totaal van 746 isolate is uit die stoelgange van 39 pasiente met 

akute gastroenteritis geisoleer en ondersoek vir hul potensiele 

enteropatogene eienskappe. 'n Verskeidenheid organismes met entero= 

patogene vermoens, insluitende rotavirus, is gevind. Tipiese resultate 

met die suigel ingmuistoets vir die demonstrasie van ST-produksie is 

volgens figuur 2-1 behaal. Soortgelyk kon LT-produksie met behulp van 

spesifieke morfologiese veranderings by CHO-Kl se lle, volgens figuur 2-2, 

by 'n verskeidenheid isolate aangetoon word. By sommige isolate is 

intermediere en soms atipiese reaksies met betrekking tot enterotoksien= 

toetsing waargeneem (sien hieronder). Die verrnoe tot indringing kon 

slegs by twee Shigella spesies aangedui word. In beide gevalle kon 'n 
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sr+ 

Fig. 2-1. Effek van stabiele toksien op suigelingmuise: A, vloeistofakkumu­
lasie in dermkanaal; B, negatiewe kontrole; C, gedissekteerde 
dermkanaal van A; D, gedissekteerde dermkanaal van B. 
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Fig. 2~ 2. Effek van labiele toksien op CHO-Kl selle: 
A, labiele toksien induseer spoelvormige selmorfo­
logie; B, negatiewe kontrole. 
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tipiese inflammatoriese keratokonjunktlvltis van di~ marmotoog, volgens 

figuur 2-3, gedemonstreer word. Hemol isienproduksie is oak by 'n ver= 

skeidenheid organismes aangetoon .. Die voorkoms en enteropatogene 

eienskappe van isolate waaraan 'n potensiele etiologiese rol toegewys 

kan word, word in tabel 2-8 uiteengesit. 

By eeh 1 id van die kontrolegroep is 'n aantal E. coli LT-produserende 

isolate verkry wat as intermedier toksies (_:!:) geklassifiseer is. Een 
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lid se stoelgang het 'n enteropatogene serotipe van E. coli , 0126:K71 (B16), 

sowel as Ascaris wurms opgelewer. In die stoelgang van 'n derde is 

slegs Ascaris wurms waargeneem. Geen ander potensiele enteropatogene 

organismes is by die kontrolegroep gevind nie (sien hieronder). Omdat 

daar, met die uitsondering van twee Shigella spesies, geen invallende 

stamme by pasiente geisoleer is nie, is hierdie eienskap nie by isolate 

van die kontrolegroep ondersoek nie. 

Die klassifisering en verspreiding van enteropatogene organismes 

word in tabel 2-9 vergelyk met die isolate afkomstig uit die 

kontrolegroep. 

Volgens die verspreiding van potensiele oorsake van gastroenteritis 

by pasiente en kontroles in tabel 2-9 kan 'n indel ing van die 

patogene groepe geriefl ikheidshalwe soos volg gemaak word 

enterotoksigene (Tax+) Enterobacter iaceae, enteropatogene serotipes 

van E. coli (seropositiewe (SP) E. coli ), Salmonella en Shigella spesies, 

S. aureus , eenmal ige isolate van patogene organismes, parasiete en 

rotavirus. 

2.8. 1 Tax+ Enterobacteriaceae 

Slegs ST+ en hoogs toksiese LT isolate is as potensiele enterotoksigene 

oorsake van gastroenteritis in aanmerking geneem (Guerrant et al ., 1975). 

In gevalle waar ander organismes as Enterobacteriaceae LT-agtige 

reaksies by CHO-Kl selle uitgelok het; word dit geriefl ikheidshalwe met 

'n (?) onder die LT reaksie in tabel 2-8 aangedui. Hiermee word egter 

geensins 'n verwantskap met E. coli LT of ch6lerageen bedoel nie. Ge= 

volgl ik word hierdie reaksies nie saam met die Tax+ Enterobacteriaceae 

gegroepeer nie maar afsonderl ik onder die betrokke organismes behandel 

(sien hieronder). 



Fig. 2-3. Sereny-toets: A, inflammatoriese indringing in marmotoog deur 
Shigella f/exneri; B, negatiewe kontrole . 
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TABEL 2-8. Potensiele enteropatogene organismes betrokke by 
gastroenteritis pasiente* 

C 
If) Cl) C 

I.. Cl) Cl) Cl) 

(l) E C If) If) 

E If) Cl) .::L If) If) ..... 
E Ol 0 .::L ..... (l) 

0 C 0 ..... 0 (l) 0 
C t'O ..... ..... 0 ..... 

Ol t'O Cl) (l) ..... 
..... I.. a. a. ~ Cl) I Cl) 

C :o O•- (l) ~ >- If) 

:Cl) 0 I.. ..... Cl) C I 
I.. (l) 0 .0 •(l) t'O 

If) .::L ..... I.. t'O .0 I.. 

t'O C (l) ..... t'O Cl) (l) 

a. :::E w If) Vl ....J Vl :c 

E. coli 0126:K?l (B16) 

2 E. coli 0? : K? : H27 + 

3 E. coli 
Rotavirus 

4 Rotavirus 

5 s. flexneri + + 
E. coli 0127: K63 (B8) 

6 E. coli 0126:K?l (B16) 

7 E. coli 0126:K71 (816) 

8 E. coli 0125:K?0 (B15) -
E. coli 0114: K90 (B) 
Rotavirus 

9 E. coli 0125:K?0 (B15) 
Rotavirus 

10 E. coli Pol i val en t 4 
Rotavirus 

11 s. typhi 

E. coli 0125:K?0 (B15) 

s. aureus ? 

E. aerogenes + 
Rotavirus 

12 E. co li 0114: K90 :·H? + 

1 3 E. coli 071 : K? :H? + 

14 s. enter itidis 

E. coli 0125:K?0 (B15) 

s. aur eus ? 

K. pnewnoniae + 

15 E. coli 0125:K?0 (B15) 
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Cl) 
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0 
E 
Cl) 
:c 
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TABEL 2-8. (Vervolg) 

C 
Vl Q) C 

I- Q) Q) Q) 

Q) E C Vl Vl 

E Vl Q) .::L. Vl Vl .µ 

E en 0 .::L. .µ Q) 

0 C 0 .µ 0 Q) 0 C 
C cu .µ .µ 0 .µ Q) 

en cu Q) Q) .µ 
.µ I- C. C. ~ Q) I Q) Vl 

C :o 0 ·- Q) ~ >- Vl 
:QJ 0 I- .µ Q) C I 

I- Q) 0 .0 \Q) cu 0 
Vl .::L. . .µ I- cu .0 I- E 
cu C Q) .µ cu (1) (1) (1) 

a.. ~ W Vl V') .....J V') :I: :I: 

16 E. coli 078 : K ?:H + . 

s. aureus + 

17 s. aur eus + 

P. aeruginosa -t ? ? 

18 E. coli + + 

19 E. coli 0125:K70 (B15) 

20 E. coli + 

21 Geen agens (E . coli ) + 

22 E. cloacae + 

s. aureus ? + 

Rotavirus 

23 K. pneumoniae + 

Rotavirus 

24 E. coli 055 K59 (B5):H + 

25 Rotavirus 

26 E. coli Poli va 1 ent 1 

E. cloacae + 

27 C. krusei ? 

B. cereus + ? + -
Rotavirus 

28 Rotavi rus 

29 K. pneumoniae + 

Rotav i rus 

30 s. sonnei + + 

E. coli Pol ivalent 2 

31 C. albicans 

32 s. aur eus ? + 
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TABEL 2-8 (Vervolg) 

C 
Vl (l) C 

I- (l) (l) (l) 

(l) E C Vl 

E Vl (l) .::t. Vl Vl 

E C') 0 .::t. .µ 

0 C 0 .µ 0 (l) Vl C 

C !1l .µ Vl .µ 0 .µ (l) 

C') !1l (l) (l) .µ (l) 

.µ I- 0. 0. ~ (l) I 0 Vl 

C :o 0 ·- (l) ~ >- .µ 

:<l> 0 I- _.µ (l) C I 
I- (l) 0 .J::l \(l) !1l 0 

Vl .::t. .µ I- !1l .J::l I- E 
!1l C (l) .µ !1l (l) (l) (l) 

Cl.. :c w Vl V) .....J V) ::c ::c 

33 P. vulgar is + 

Rotavirus 

34 Rotavirus 

35 E. coli 0125:K70 (B15) 

Rotav i rus 

36 E. coli 0128:K67:H27 + + 

E. coli Orof:K?:H55 + 

37 E. coli 0125: K7.0 (B15) -
K. pneumoniae + 

Rotavirus 

38 E. coli + 

K. pneumoniae + 

Rotavirus 

39 E. coli + 

i': 

+ en - = positief en negatief respektiewel ik vir die spesifieke 
eienskap; + = intermedier toksies; 7 = stimuleer CHO-Kl sell e. -



TABEL 2-9. Klassifikasie en verspreiding van potensiele enteropatogene 
organismes by pasiente vergeleke met die kontrolegroep 
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Enteropatogene organismes 
Aantal 

pasiente % Pasiente kbnt ro 1 es 
Aantal % Kontro 1 es 

+ b . Tox Entero acteY"l,aceae 

Rotavirus 
-~ 

Seropositiewe E. coli~ 

S. aureus 

Sa lmonella spesies 

Shigella spesies 

Candida albicans 

Candida krusei 

Pseudomonas aer uginosa 

Bacil l us cereus 

Hl y + E. coli 

18 

1 7 

15 

6 

2 

2 

46,2 0 0 

43,6 0 0 

38,5 5,6 

15,4 0 0 

5, 1 0 0 

5, 1 0 0 

2,6 0 0 

2,6 0 0 

2,6 0 0 

2,6 0 0 

2,6 0 0 

Parasiete 0 0,0 2 11 , 1 

Geen agens 2,6 1 5 

*sluit 4 Tox+, seropositiewe E. co l i stamme uit. Een Pasient het 
2 vers k illende serotipes gehuisves. 

'"''·Ascaris wurms is waa rgeneem 

83,3 

Enterotoksigene bakteriee kon by 18 van die 39 (46,2%) pasiente aangetoon 

word (tabel 2-9). Daarenteen kon slegs by een 1 id van die kontrolegroep 

'n intermedier toksiese E. col i (LT) gevind word. Twintig verskillende 
+ Tox stamme was by die 18 pasiente teenwoordig (tabe l 2-8). Die LT- en 

ST-reaksies in . CHO-Kl selle en suigel ingmuise respektiewel ik word in 

tabel 2-10 aangedui. Hierdie reaksies is . verteenwoordigend van die beste 

toksienproduseerders uit die onderskeie stoelgange. 

Al die moontl ike kombinasies van toksienvorming naamlik ST alleen, 

LT alleen en ST+ LT is by E. coli isolate uit pasiente gevind 

(tabel 2-10). Dit is egter opmerkl ik dat die vermoe om ST te vorm 

ilegs by E. coli isolate voorgekom het. In teenstell ing hiermee is ook 



TABEL 2-10. Enterotoksi.enreaksi.es van Tox+ Enterobacteriaceae 
met CHO-Kl selle (LTl en suigel ingmulse (ST) 

Q) 

·-
Vl 
C1l Q) 

Vl 
I- :::, ·-

I- (1) Q) ....J E :::, (1) 

(1) E ~ --- :::, E C 

E Vl ~ O') Q) 

E I- (1) I- ~ C 

0 (1) C Vl (1) C1l ·- Vl 

C E C1l (1) 4- ~ ~ 

E O') 0 Q) 0 
µ 0 I- ::£:::, µ O') µ 

:c C :o I E Vl •- 0 
:<ll 0 0 ·- ·- :::, I-

E I- :r: µ (1) Vl (1) 

Vl C1l ~ U Vl 0 µ 

C1l µ (1) ~ C C 

a.. V) ~ cN' O') > ·- w 

2 H2E E. coli 1 , 0 0, 1535 ST 

11 Hl 1 R E. aerogenes 31, O 0,0493 LT 

-12 H12C E. coli 2,0 0,1814 ST 

1 3 H13B E. coli 28,0 0,0563 LT 

14 H14A K. pnewnoniae 37,0 0,0461 LT 

16 H16H E. coli 43,0 0,0500 LT 

18 H18D E. coli 47,0 0,1204 ST LT 

20 H20A E. coli 30,0 0,0531 LT 

22 H22L E. cloacae 37,0 0,0490 LT 

23 H23M K. pnewnoniae 34,o 0,0573 LT 

24 H24D E. coli 23,0 0,0543 LT 

26 H26B E. cloacae 34,o 0,0474 LT 

29 H29P K. pnewnoniae 38,0 0,0529 LT 

33 H330 P. vulgaris 33,0 0,0504 LT 

36 H36A E. coli 39,0 O, 1451 ST LT 

H36P E. coli 5,0 0, 1287 ST 

37 H37T K. pnewnoniae 29,0 0,0512 LT 

38 H38J E. co l i 0,0 0,0873 ST 

H38N K. pnewnoniae 25,0 0,0590 LT 

39 H39E E. coli 31 , O 0,0581 LT 
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E. coli , K. pneumoniae, E. aerogenes, E. cloacae en P. vulgaris wat 

slegs LT produseer uit pasiente geisoleer (tabel 2-10). E. coli is 

oak die belangrikste toksienproduseerder omdat 11 van die 20 (55%) 

Tax+ stamme E. coli is en dit by 10 pasiente (25,6%) geisoleer is. 

Op grand van die beste LT-produserende stamper stoelgang kan 1 n 

indeling van die pasiente en die kontrolegroep volgens figuur 2-4 

met betrekking tot LT produseerders gemaak word. Groepe 1 en 2 

verteenwoordig die nie-toksiese stamme uit pasiente en kontroles. 

Groep 3 verteenwoordig hoogs toksiese starnme wat slegs deur pasiente 

gehuisves is. Morfologiese stimulering van CHO-Kl se lle deur die 

beste LT-produserende organismes uit groep 3 het onderl ing gewissel 

van stam tot stam maar was redelik konstant vir 1 n gegewe stam 

(tabel 2-10; sien oak hoofstuk 3). 

Soos in die geval van die ander enteropatogene groepe (sien hier= 

onder) was die Tax+ bakteriee dikwels met ander moontl ike entero= 

patogene organismes geassosieer. Die volledige assosiasies van 

hierdie groep word in tabel 2-11 uiteengesit. 

Dit is duidel ik uit tabel 2-11 dat daar by 8 pasiente (20,5%) 

s legs Tax+ E. coli teen_woord i g was. A.l die ander Tax+ 

Enterobacteriaceae was met ander potensiele enteropatogene organismes 

geassosieer. 

Die hoe voorkomssyfer (46,2%) van Tax+ Enterobacteriaceae , 

sowel as die feit dat by 8 pasiente (20,5%) geen ander ver= 

oorsakende organismes gevind is nie, sander die Tax+ bakteriee 

uit as die belangrikste groep enteropatogene organismes in 

hierdie studie. 

2.8.?. Enteropatogene serotipes van E. coli 

Sestien klassieke Tax enteropatogene serotipes van E. coli is 

volgens tabe l 2-8 by 15 pasiente (38, 5%) aangetoon. Daarenteen is 

slegs by een lid van die kontrolegroep (5,6%) 1 n seropositiewe E. coli , 

0126:K71 (B16), gevind. Die assosiasies van hierdie groep enteropato= 

gene organismes toon volgens tabel 2-12 dat daar by 5 van die pasiente 

(12,8%) slegs Tax seropositiewe (SP) E. coli stamme teenwoordig was. 
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Morfologiese reaksies van CHO-Kl selle 

Figuur 2-4. Verspreiding van LT produseerders by 
pasiente en kontroles. 
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TABEL 2-11. Assosiasies van Tox+ EntePobacteriaceae 

. + b . Assosias1es van Tox Entero act er1,,aceae 

E. coli (LT) al leen 

E. coli (ST) .al leen 

E. coli (ST+ LT) alleen 

E. coli (ST) en E. coli (ST+ LT) 

E. coli (LT) en s. aureus 

E. coli (ST), K. pnewnoniae (LT) 
en rotav i rus 

K. pnewnoniae (LT), S . ent eritidis 
E. coli (SP) en S. aureus 

K. pnewnoniae (LT) en rotavirus 

K. pneumoniae (LT), E. coli (SP) 
en rotavi rus 

E. cloacae (LT) en E. coli (SP) 

E. cloacae (LT), S. aurues 
en rotavirus 

E. aerogenes (LT), S. t yphi , E. coli (SP), 
S. aureus en rotavirus 

P. vulgaris (LT) en rotavirus 

Aantal 
pasiente 

4 

2 

2 

TABEL 2-12. Assosiasies van Tox , seropositiewe E. coli 

-~ 
Assosia s ies van E. coli (SP) ~ 

E. coli (SP) a 11 een 

E. coli (SP), K. pneumoni ae (LT) en 
rotav i rus 

E. coli (SP), K. pnewnoniae (LT) 
s. enteritidis en S. aureus 

E. coli (SP) en E. cloacae (LT) 

E. coli (SP), E. aerogenes (LT), s. 
s. aureus e ri rotavi rus 

E. coli (SP) en rotav i rus 

E. coli (SP) en Shigella spes i es 

;'; 

Sluit 4 Tox+, seropos it i ewe E. coli 

typhi , 

stamme uit 

Aantal 
pasiente 

5 

4 

2 

% 
pasi ente 

1 O, 3 

5, 1 

2,6 

2,6 

2,6 

2,6 

2,6 

5, 1 

2,6 

2,6 

2 , 6 

2,6 

2,6 

% 
pasi ente 

12 , 8 

2,6 

2,6 

2,6 

2 , 6 

1 O, 3 

5, 1 
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Die vermoe om enterotoksiene te produseer kon slegs by 4 van 20 (20%) 

verskillende seropositiewe E. coli stamme gedemonstrcer word (tabel 2-13). 

In teenstell ing hiermee kon enterotoksienproduksie by 7 (63,6%) 

nie-seropositiewe E. coli stamme aangetoon word. In die gevalle waar 

seropositiewe E. coli wel toksiene kan produseer is al die moontl ike 

kombinasies gevind (sien tabel 2-13). 

2.8.3 Salmonella en Shigella spesies 

Alhoewel geen Salmonella en ShigeUa spesies by kontroles gevind is ni'e 

kon Salmonella typhi , Salmonella enteritidis, Shige lla flexneri en 

Shigella sonnei by elk van 4 pasiente geisoleer word (tabel 2-8). 

Die twee Shigella spesies was die enigste organismes in hierdie 

studie wat indringende eienskappe openbaar het (tabel 2-8). Die 

lae voorkomssyfer van beide Salmonella (5, 1%) en Shigella (5,1 %) 

spesies is opval lend. Elk van hierdie organismes was met ander 

potensiele enteropatogene organismes geassosieer (sien tabel 2-14). 

2. 8. 4 Staphylococcus au.reus 

Hierdie organisme is by 6 pasiente (15,4%) geisoleer maar was 

afwesfg by kontroles (sien tabelle 2-8 en 2-9). By 4 isolate 

kon stimulering van CHO-Kl selle(7) aangetoon word terwyl 2 

isolate negatief was vir hierdie reaksie. Een van die positiewe 

isolate was die enigste organisme wat by daardie pasient 

geinkrimineer kon word (tabel 2-8). Geen S. aureus isolaat kon 

ST produseer nie. 

Die volledige assosiasies van S. aureus word in tabel 2-15 

uiteengesit. 

2.8.5 Eenmal ige patogene isolate 

'n Verske idenhe id potensiele enteropatogene organismes is elk 

slegs eenmaal by pasiente geisoleer. Die voorkoms en assosiasies 

van hierdie organismes word in tabelle 2-8 en 2-16 respe.ktiewelik 

saamgevat. 
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TABEL 2-13. Toksienproduksie en enteropatogene serotipes 

Tax Seropositiewe E. coli ST LT Aantal 

E. coli 0125:K?O(B15) 8 

E. coli 0126:K71 (B16) 3 

E. coli 0114:K90(B) 

E. coli 0127:K63(B8) 

E. coli Poli val ent 

E. coli Pol ivalent 2 

E. coli Poli val ent 4 

Tax + Se ropos it i ewe E. coli 

;': 
055:K59(B5):H E. coli + 

;': 
078:K? E. coli :H + 

;t: 
E. coli 0114: K90 :H? + 

;':. 
0128:K67 E. coli :H27 + + 

Tax + ni e - seropositiewe E. coli 

;l: 
E. coli 0?:K?:H27 + 

;':. 
E. coli 071:K?:H? + 

;': 
E. coli Orof:K?:H55 + 

E. coli + 

E. coli + 2 

E. coli + + 

;', 
Serotipes bevestig en H-antigene bepaal deur dr B Rowe, Central 
Public Health Laboratory, Col indale, London. 



TABEL 2-14. As_sos i as i es van Sa lmoneUa en Shige U a spes i es 

Assosiasies van Salmone lla en Shigella 
spesies 

s . typhi , E. aerogenes (LT) , E. coli (SP) 
s . aureus en rotavirus 

s . enteritidis , K. pneumoniae (LT) 
E. coli (SP) en s . aureus 

sl flexneri en E. col1, (SP) 

s . sonnei en E. coli (SP) 

TABEL 2-15. Assosiasies van S. aureus 

Assosiasies van S. aureus 

S. aureus a 11 een 

S. aureus en E. coli (LT) 

S. aureus , E. cloacae (LT) en rotavirus 

S. aureus , E. aerogenes , E. coli (SP) 
S. typhi en rotavirus 

S. aureus , K. pneumoniae, E. coli (SP) 
en S. enteritidis 

S. aureus en P. aeruginosa 

Aantal 
pasiente 

Aantal 
pasiente 

% 
pasiente 

. 2,6 

2 ,.6 

2,6 

2,6 

% 
pa s ien t e 

2,6 

2,6 

2,6 

2,6 

2,6 

2,6 
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TABEL 2-16. Assosiasies van eenmal ige patogene isolate 

·Assosiasie van eenmal ige isolate Aantal 
pasiente 

% 
pasiente 

C. albicans alleen 

C. krusei, B. cereus en rotavirus 

P. aeruginosa en S. aureus 

Hly+ E. coli en rotavirus 

2,6 

2,6 

2,6 

2,6 

By een pasient (2,6%) is 'n aantal isolate van Candida albicans gemaak. 

Hierdie organisme was die dominante in die stoelgang en geen ander 

potensiele patogene organismes is by hierdie pasient gevind nie (sien 

tabel 2-8). 

Een pasient (2,6%) het 'n stoelflora opgelewer wat slegs uit Candida 

krusei en Bacillus cereus bestaan het (sien tabel 2-8). Beide 

organismes was in min or meer gelyke getalle teenwoordig. C. krusei 

stimuleer CHO-Kl selle tot 11 % en B. cereus tot 'n morfologiese 

afwyking van 43%. Die reaksie van B. cereus vir ST was intermedier 

positief. B. cereus was ook B-hemol ities op gewone BA~plate. 

Slegs by ee n pasient is Pseudomonas aerugbnosa geisoleer (sien 

tabel 2-8). Hierdie organisme produseer 'n 11 toksien 11 wat CHO-Kl 

selle binne 3 uur 11oplos 11 wanneer toksienpreparate soos vir LT 

berei en getoets word. 'n Soortgelyke sitotoksiese effek is by 

die Hela-seJtoets waargeneem. Die SerEny-toets was negatief. Dit 

blyk hie duidel ik uit die _Hela-seJtoets of hierdie organisme wel 

indringend is nie. Enteropatogene vermoens word egter ook aan 

sitotoksiese eienskappe toegeskryf (sien bespreking ). Wanneer ST 

berei en getoets word toon dit hoogs potente eienskappe. Muise het 

feitl ik sander uitsondering binne 30 minute na toediening van 'n 

100 µi dosis gesterf. Hierdie eienskap bly stabiel na verhitting tot 
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100°c vir 20 minute . Vloeistofakkumulasie is wisselvall ig tussen 

intermedier en afwesigheid. P. aer uginosa was met S. aur eus geassosieer 

(sien tabel 2-16) maar is nie by die kontrolegroep geisoleer nie. 

By slegs een pasient (sien tabel 2-8) · is 'n aantal a -hemol isienproduserende 

E. coli isolate gevind. Geen ander patogene vermoens kon by hierdie 

isolate aangedui word nie. Hierdie pasient het ook rotavirus gehuisves 

(sien tabel 2-16). Hemol isienproduksie was afwesig by al die isolate 

van die kontrolegroep. 

2.8.6 Parasiete 

Geen pasient het demonstreerbare parasiete gehuisves nie . By twee 

lede van die kontrolegroep kon egter Ascaris wurms aangedui word 

(si~n tabel 2-9). 

2.8.7 Rotavirus 

Rotavirus kon slegs by 2 van 37 pasiente (5,4%) met behulp van 

el ekt ro nm ikros kopie (EM) aange toon word. Met die omgekeerde 

komplementbindingstegniek (0KB} was 17 pasiente (43,6%), insluite nde 

bogenoemde twee, positief (sien tabel 2-8). Volgens die verspreiding 

van rotavirus by pasiente (tabel 2-9) verteenwoordig dit die tweede 

hoogste voorkomssyfer (43,6%) na Tox+ Enter obacter iaceae . Rotavirus 

kon egter slegs by 4 pasiente (10,3%) as die enigste potensiele 

oorsaak van gastroenteritis geimpl iseer word. Die volledige 

assosiasies van rotavirus verskyn in tabel 2-17. 

As gevolg van die lae gevoel igheid van die elektronmikroskoop vir die 

bepal ing van rotavirus is slegs die omgekeerde komplementbindings= 

tegniek by die kontroles toegepas. Geen rotavirus kon egter by 

hierdie groep aangedui word nie. 

Twee van die 39 pasiente en drie van die 18 kontroles se stoelgange 

was antikomplementer. 



TABEL 2-17. Assosiasies van rotavirus 

Assosiasies van rotavirus 

Rotavirus alleen 

Rotavirus, E. coli (ST) en K. pneumoniae (LT) 

Rotaviru s en K. pneumoniae (LT) 

Rotavirus, K. pneumoniae (LT) en E. coli (SP) 

Rotavirus, E. cloacae (LT) en s. 
Rotav i ru s., E. aerogenes (LT) , s. 
E. coli (SP) en s. aureus 

Rotavirus en P. vulgaris (LT) 

Rotavirus en E. coli (SP) 

Rotavirus, C. krusei en B. cereus 

Rotavirus en Hly+ E. coli 

2.9 Omvattende bevindings 

aureus 

t yphi ., 

Aantal 
pasiente 

4 

2 

4 

% 
pasiente 

10,3 

2,6 

5, 1 

2,6 

2,6 

2,6 

2,6 

1 O, 3 

2,6 

2 , 6 

Potensiele patogene organismes kon by 38 pasiente (97,4%) geisoleer word. 

By 19 va n die 39 pasiente (48 , 7%) kon ongeassosieerde organismes betrek 

word. Di.e voorkoms van hierdie ongeassosieerde patogene groepe word 

in tabel 2-18 opgesom. 

Volgen s die verspre iding (tabel 2-9) en voorkoms van ongeassosi eerde 

organi smes (tabel 2-18) kan 'n ~ndel ing van di e patogene organi smes 

volgen s t abel 2-19 gemaak word. 

Uit die gegewens in tabel 2-19 kan gesien word dat elkeen van die hoof= 

groepe organismes by 'n groat dee l van die pasiente aanwesig was. 

Hierdi e voorkomssyfer kontra s teer grootl iks met die kontroles (sien 

tabe 1 2- 9) ·. 
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TABEL 2-18. Die voorkorns van ongeassosieerde organisrnes 

Patogene Mikroorganisrne 
Aantal % 

pasiente pasiente 

E. coli (LT) 4 1 O, 3 

E. coli (ST) 2 5, 1 

E. coli (ST+ LT) 2,6 

E. coli (ST; ST+ LT) 2,6 

E. coli 0126:K71 (B16) 3 7,7 

E. coli 0125:K70 (B15) 2 2,6 

Rotav i rus 4 10,3 

s. aureus 2,6 

C. aZ.bicans 2,6 

TABEL 2-19. Kla s sifikasie van hoofgroepe enteropatogene organismes 
volgens voorkoms by pasiente 

Hoofgroepe Enteropatogene Aantal % 
pasiente pasiente 

Tox+ Enterobacteriaceae 18 46,2 

Rot av i rus 1 7 43,6 
,~ 

48,7 Kl ass i eke enteropatogene 19 

Ander enteropatogene 11 28,2 

·'· 
"sluit SalmoneZ.Z.a en ShigtZ.Z.a spesies en enteropatogene serotipes van 
E. coZ.i in maar nie 4 Tox seropositiewe E. coZ.i stamme nie. 
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BESPREKING 

2. 10 Enterotoksigene Enterobacteriaeceae 

Met betrekking tot die voorkomssyfer (46,2%) sowel as die persentasie 

ongeassosieerde organismes (20,5%) uit hierdie groep moet die Tox+ 

Enterobacteriaceae as die belangrikste homogene groep potensiele 

enteropatogene organismes beskou word . Die hoe isolasiefrekwensie 

van hierdie bakteriee (46,2%) vertoon goeie korrelasie met die betrekl ik 

min studies in ander ontwikkelende lande. Vol gens Nal in et aZ.. (1975) 

kon hulle by 55% van hulle pasiente in Bangladesh Tox+ E. coZ.i aandui 

en uit Brasil ie is by 50% van_ die pasiente Tox+ bakteriee geTmpl iseer 

(Guerrant e t al. ., 1975). Gegewens uit ontwikkelde lande varieer aan= 

sienl ik. Die totale afwesigheid van entero toksigene bakteriee is in 

studies uit Aus tral ie (Davidson e t al. ., 1975) en Brittanje (Gross, 

Scotland en Rowe, 1976) gerapporteer. Hierteenoor verskil verslae 

uit die V.S.A. van 73% in Chicago (Gorbach en Khurana, 1972), 86% 

in Tixas (Rudoy en Nelson, 1975) en 16% by Apache kinders 

(Sack e t al ., 1975) tot die algehele afwesigheid van hierdie 

bakteriee by kinders in Honolulu (Dean et al ., 1972), Boston 

(Echeverria et al. ., 1975) en Columbia distrik (Kapikian, Kim, 

Wyatt, Cline, Arrobio, Brandt, Rodriguez, Sack, Chanock en 

Parrott, 1976). 

Sl egs een ondersoek waarin daar na enterotoksigene bakteriee in 

Afrika verwys word kon by die aanvang van hierdie studie opgespoor word. 

Volgens Schoub et al. (1975) kon hulle by 3% van hulle pasiente 

ST-produserende E. coli stamme isoleer. Die vermoe om LT te produseer 

is egter nie in daardie ondersoek bepaal nie (B D Schoub, persoonl ike 

mededel ing). Sedertdien is kennrs geneem van enkele ander ondersoeke 

op hierdie kontinent. Uit Kenia is 1 n voorkomssyfer van 2% gerappor= 

teer (Mutanda, Hillman, Shukla en Oduori, 1976). Daar is egter net 

vir LT+ E. coZ.i gesoek. In teenstelling met laasgenoemde twee be= 

vindinge rapporteer Wadstrom et al. . (1976a en b ) enteropatogene 

bakteriee by 37% van hul pasiente in Ethiopie. Hul le rapporteer ook 

enterotoksigene bakteriee uit hierdie pasiente wat, · afgesien van 

E. coZ.i wat slegs 38% van die isolate uitmaak, tot die genera 

KZ.ebsieZ.Z.a (15%), ·Enterobacter (12%), Citrobacter (11 %), Aeromonas 

(11 %), Proteus (7%), Serratia (2%) en Pseudomonas (1 %) behoort. Die 
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resultate van Wadstrom et al. (1976a en b ) bevestig bevindinge uit hierdie 

studie wat reeds gerapporteer is (Schoub, Greeff, Lecatsas, Prozesky, 

Hay en Prins loo, 1976a ; Greeff e t al., 1977; Schaub et al ., 1977). 

In teenstell ing word die isolasie van enterotoksigene E. coli by 6,2% 

van Swart pasiente onder 2 jaar oud met akute gastroenteritis, nie 

deur Freiman, Hartman, Kassel, Robins-Browne, Schaub, Koornhof , 

Lecatsas en Prozesky (1977) as 'n betekenisvolle oorsaak van die 

siekte in hulle ondersoek beskou nie. 'n Vergelyking tussen die 

bevindinge van die huidige ondersoeke met die van sommige ander 

werkers word in tabel 2-20 saamgevat. 

Met verwysing na enterotoksigene bakteriee rapporteer feitl ik al 

hierdie ondersoeke slegs die teenwoordigheid van Tox+ E. coli 

stamme. In baie min van hierdie ondersoeke is E. coli of ander 

lede van die famil ie Enterobacteriaceae geisoleer wat slegs LT 

produseer (sien tabel 2-20). In teenstell ing was dit juis 'n 

uitstaande bevinding van hierdie studie. Uiteenlopende werkswyse s 

en metode s vir die bepal ing van Tox+ bakteriee is deur hier.die 

werkers gebruik en dit verklaar soms die afwesigheid van ST of LT 

(Ryder et al ., 1976). Die gebruik van onder andere die konyn­

ileumlus vir die demonstrasie van enterotoksien is berug vir die 

wisselvall ige resultate wat dit met mensl ike Tox+ stamme gee 

(Smith en Halls, 1967a ; Gorbach en Khurana, 1972; Editorial; 1975a ). 

'n Vergelyking me t vorige bevindings word ook bemoeil ik deur di e 

beperkte spe ktrum van potensiele veroorsakende organismes wat deur 

meeste van hierdie werkers bestudeer is. 

Die isolering van bakteriee wat of LT of ST afskei impl is eer dat enige 

van hierdie enterotoksiene by die etiologie van gastroenteritis van 

belang is. Volgens Sack (1975) is feitl ik alle enterotoksigene E. coli 

stamme wa t tot dusver geisoleer is produseerders van ST+ LT. Soos in 

die huidige studie kon slegs LT-produsee rders ook deur Guerrant et al . 

(1975) by akute kindergastroenteritis be trek word. Soortgelyk dui die 

huidige onde rsoe k en die van ander op 'n rol vir slegs ST-produsee rders 

(Levine·, Caplan, Waterman, Cash, Hornick en Snyder, 1977). 
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TABEL 2-20. Persentasie isolasiefrekwensies van enterotoksigene bakteriee 
by s u igel ings- en kinderd iarree 

VERWYS I NG AREA TOKS I ENE 

Dean et al., 1972 Honolulu 

Gorbach & Khurana, 1972 Chicago LT ST 

Sack et a l., 1975 Apache kinders, Arizona LT ST 

Guerrant et al. , 1975 Brasilie LT ST 

Nal in et al., 1975 Bangladesh LT ST 

Davidson et al., 1975 Austral ie 

Schoub et al ., 1975 Swart (RSA) ST 

Echevveria et al., 1975 Boston 

Rudoy & Nelson, 1975 Texas lT ST 

Gross et al., 1976 Verenigde Kon i nkryk 

Mutanda et al ., 1976 Kenia LT 

Kapikian et al. , 1976b V.S.A . 

Wadstrom et al . _, 1976a Ethiopie LT ST 

Onderhawige ondersoek Swart (RSA) LT 

ST 

LT ST 

ISOLASIE % 

0 

73 
16 

50 

-55 
0 

3 
0 

86 

0 

2 

0 

37 
36 

10 

5 

'-J 
N 



Baie min ondersoeke na die etiologie van gastroenteritis verwys na 

die isolering van ander enterotoksigene bakteriee as E. coli en 

V. cholerae . Laasgenoemde organisme is nie tydens nierdie studie 

geisoleer nie. Die endemiese teenwoordigheid van cholera in Malawi, 

Mosambiek en Angola in 1973 het egter gelei tot die daarstell ing 

van 'n Nasionale Cholera Waaksaamheidsentrum in Johannesburg, met 

streekslaboratoriums in verskeie provinsies en tuislande (Isaacson, 

1975). Dit is grootliks te danke aan hierdie waaksaamheidsentrum 

dat 'n uitbreek van cholera 10 dae voor die diagnose van die eerste 

simptomatiese geval voorspel kon word (Isaacson, Clarke, Ellacombe, 

Smit, Smit, Koofnhof, Smith en Kriel, 1974). Die moontl ikheid dat 

V. cholerae in die toekoms 'n groter rol in di e etiologie van 

gastroenteritis in die Republ .iek mag speel is dus nie uitgelsuit nie. 

+ Die verskeidenheid Tox genera; Escherichia, Klebsiella, Enterobacter 

en Proteus , wat tydens die huidige ondersoek geisoleer is, verbreed 

die insig aangaande die etiologie van gastroenteritis. Afgesien van 

E. coli was lede van die ander genera by 9 van die 18 (50%) pasiente 

wat ~nterotoksigene organismes gehuisves het, teenwoordig (sien 

tabel 2-8). Hierdie organismes was wel altyd met ander organismes 

geassosieer maar dit was ook die geval met meeste lede van die 

ander enteropatogene groepe. Die belang van hierdie organismes word 

nietemin deur die bevindinge van ander werkers bevestig. 

Klebsiella pneumoniae word bv dikwels aangetref in assosiasie 

met E. coli by individue met akute diarree (Gorbach, et al ., 

1971; Gracey, Suharjono, Sunoto en Stone, 1973; Guerrant 

et al ., 1975; Heyworth en Brown (1975). Soms verteenwoor= 

dig dit die dominante stoelflora (Olarte, Ferguson, Henderson 

en Torregrosa 1961; Coello-Ramirez, Lifshitz en Zuniga, 

1972). 

Enterotoksienvorming by sommige isolate blyk nou van belang te wees 

by gastroenteritis. Twee Klebsie l la spesies is deur Guerrant en sy 

medewerkers (Guerrant et al. , 1975) by 2 van 40 pasiente (5%) onder 

10 jaar oud geisoleer. Beide organismes was slegs LT+ en was met LT+ 

E. coli geassosieer. Verskeie Tox+ genera naaml ik E. coli (38%), 

Klebsiella (15%), Enterobacter (12%), Citrobacter (11 %), Aeromonas (11 %) 
Pr oteus (7%), Serratia (2%) en Pseudomonas (1 %) is deur Wadstrom et al . 
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(1976a en b) by suigelinge en kinders met akute gastroenteritis uit 

Ethiopie gerapporteer. By elk van 18 pasiente was 2 verskillende 

spesies betrokke. Alhoewel laasgenoemde werkers nie die tipe 

enterotoksiene wat by die onderskeie genera voorgekom het vermeld 

nie, is gebruik gemaak van die konyn-ileumlus, die konyn-veltoets 

(deurlaatbaarheidsfaktor) en die Yl bynier seltoets om enterotoksien aan 

te dui. 

'n Belangrike aspek van laasgenoemde ondersoek is dat dit in kontras 

staan met hulle bevindings in 'n soortgelyke ondersoek in Swede waar 

slegs 2 uit 28 (7, 1%) Tox+ stamme nie E. coli organismes was nie. 

Hierdie kontras mag volgens hulle aan geografiese en ouderdomsverskille 

te wyte wees. Stabiele toksien van Klebsiella en Enterobacter spesies 

speel ook 'n rol by gastro-intestinale aandoenings. Kl ipstein et al. 

(1973) kon ST+ K. pneumoniae en E. cloacae stamme uit die midjejunum 

van pasiente met tropiese spru isoleer. Die enterotoksien van beide 

hierdie K. pneumoniae en E. cloacae stamme kom ooreen met die bio= 

fisiese, biochemiese en fisiologiese eienskappe van E. coli stabiele 

toksien (Kl ipstein en Engert, 1975; 1976a ·en b). Alhoewel daar 

herhaaldel ik vir ST by onder andere Klebsiella en Enterobacter spesies 

uit die huid ige ondersoek getoets is, kon hierdie klas enterotoksien 

nie gedemonstreer word nie. 

Met die uitsondering van die verslae van Wadstrom et al . (1976a en b ) 

waar ongedifferensieerde Tox+ Proteus spes ies by gastroenteritis 

geinkrimineer is, konstate~r hierdie studie konkrete enteropatogene 

vermoens met betrekking tot die moontl ike megani sme van diarree­

induksie deur die chol _erageenagtige enterotoksien van Proteus 

vulgaris . (Greeff et al ., 1977; en sien hoofstuk 3). 

Die Salmonella spesies uit die huidige ondersoek het geen enterotoksien= 

aktiwiteit of indringende vermoens getoon nie. Tog is enterotoksiene by 

'n kl iniese isolaat van Salmonella enteritidis wat eienskappe soos die 

van E. coli LT en ST het deur Koupa l · en De i be 1 ( 1975) beskryf. Twee 

vaskulere deurlaatbaarheidsfaktore is ook by S. typhimurium aangetoon 

(Sandefur en Peterson, 1976). Laasgenoemde organisme skei ook 1 n 

enterotoksien in steriele ru-preparate uit wat CHO-selle stimuleer en 
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deur an t i se rum teen cholerageen, en die B subeenheid daarvan, geneutral iseer 

word (Sa ndefur en Peterson, 1977). 

Afgesien van die welbekende toksien van Shigella dysenteriae 1 is 

daar onlangs 'n soortgelyke toksien by S . fl exneri 2a beskryf (O'Brien 

et al ., 1977). In die huidige studie is nietemin geen enterotoksien= 

aktiwiteit by Shigella spesies aargeneem nie (sien ook 2. 11). Beide 

organismes het egter die vermoe tot indringing besit. 

2. 11 Ander toksienproduseerders en eenmal ige isolate 

Geen cholerageen-agtige of stabiele enterotoksiene kon onomwonde by 

die ander isolate uit die huidige ondersoek aangetoon word nie. 

Enterotoksiene mag egter op verskillende wyses diarree induseer. 

Bakteriese enterotoksiene wat veranderinge in vloeistof en elektrol iet 

transport in die dermkanaal teweegbring word dan ook volgens Keusch en 

Donta (1975) in twee kategoriee ingedeel : die wat 'n verhoging van 

cAMP deur middel van stimulering van adenielsikla se teweegb ring e n die 

wat sitotoksies is. Beide cholerageen en E. co l i LT veroorsaak cAMP­

afhankl ike reaksies by ender andere CHO-K1 selle (Guerrant et al ., 

1974), Y1-bynierselle (Donta, King en Sloper, 1973; Donta en Smith, 

1974) en tydens verhoging van vaskulere deurlaatbaarheid in die vel 

(Basu Mal 1 ik en Ganguli, 1964; Craig, 1965; Evans et al ., 1973a ). 

In die dermkanaal verhoog cholerageen die transmurale potensiaalverskil 

en die kortsluitingstroom asook die netto Cl sekresie. Terselfdertyd 

verminder dit die · netto Na+ absorpsie (Field, Fromm, Wallace en 

Greenough, 1969). Nag cholerageen nag E. co l i LT beskadig egter die 

mukosa van die ileum of jejunum histologies of i s sitotoksies vir 

Hela-sell e (Carpenter, 1972; Keusch en Donta, 1975). 

In teenstel ling met cholerageen verander enterotoksiene van Clostridium 

perfringens en Shigella dysenteriae die water en elektrol iet transport 

in die de rmkanaal sander stimulering van adenielsiklase en verhoog dit 

ook nie vaskulere deurlaatbaarheid in die konynvel nie (Keusch, Grady, 

Mata en Mciver, 1972; Stark en Duncan, 1972). Enterotoksiene van 

· beide h ie rdie organismes is wel sitotoksies vir Hela-selle (Keusch en 



Donta, 1975) en induseer vloeistofakkumulasie in die rot-ileum en 

konyn-jenunum respektiewel ik (McDonel, 1974; 

Yardley, Keuch en Hendrix, 1975). 

Steinberg, Banwell, 

Die atipiese effekte wat by sommige isolate waar onder P. aer uginosa, 

S . aureus , B. cereus en C. krusei tydens toksientoetsing waargeneem 

is, kan moontl ik in die lig van bogenoemde aspekte vertolk word. 'n 

P. aeruginosa isolaat uit die huidige studie is sitotoksi e s vir CHO-Kl 

en Hela-selle. Dit veroorsaak ook intermediere vloeistofakkumulasie 

in suigel ingmuise en dood hulle binne dertig minute. Hierdie bevindings 

kom ooreen met die tweede klas enterotoksiene volgens Keusch en Donta 

(1975). Sedert die voltooing van hierdie ondersoek is identiese 

resultate behaal met P. aeruginosa afkomstig van twee Blanke pasiente 

ender 5 jaar oud met akute gastroenteritis (A.S. Greeff; ongepubl iseerde 

waarneming). 

Die vermoe om vloeistofsekresie van die mukosa van proefdiere te 

induseer of diarree by mense te _verwek is reeds by verskeie Gram­

positiewe organismes aangetoon. Sommige navorsers skryf dan ook 'n 

besliste rol aan S. aureus toe by die verwekking van diarree (Bergdoll, 

1972). Nietemin verskil die. meganisme waarskynl ik van die klassieke 

V. cholerae en verwante entiteite (O'Brian en Kapral, 1976). Dit 

word bv . alg emeen aanvaar dat vomering (en soms diarree) tydens 

stafilokokale voedselvergiftiging, die gevolg van enterotoksien is. 

Hierteenoor verskil die kl iniese beeld van stafilokokale enteritis 

(ender andere oorvloedige diarree) kenmerkend van laasgenoemde ' 

(Craig, 1972). 

In die huidige ondersoek is S . aureus by ses pasiente (15,4%) 

geisoleer. In een geval was geen ander potensiele enteropatogene 

organismes daarmee geassosieer nie (sien tabe l 2-15). By vier 

verskillende isolate, insluitende laasgenoemde, is stimulering van 

CHO-Kl se lle waargeneem (tabel 2-8). Hierdie resultate word onde r= 

steun deur onlangse bevindinge. Die deltatoksien van S. aureus 

inhibeer die absorpsie van water vanuit die dermkanaal van marmotte 

en konyn e (Kapral, orBrian, _Ruff en Drugan, 1976). Dit is positief 
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in die marmotveltoets (deurlaatbaarheidsfaktor) en verhoog die cAMP van 

marmotmukosa (0 1 Brian en Kapral, 1976). Die is ook verantwoordel ik vir 

histologiese beskadiging van die marmotileum (0 1 Brian en Kapral, 1976), 

dit is sitotoksies vir Hela-sel le en l iseer CHO-Kl en Yl-bynierselle 

(0 1 Brian en Kapral, 1977). Hoogs gesuiwerde deltatoksien stimuleer egter 

nie CHO-Kl selle nie (0 1 Brian en Kapral, 1977). Met verwysing na . die 

indel ing van enterotoksiene vol gens Keusch en Donta (1975) vertoon 

S. aureus deltatoksien dus eienskappe van beide kategoriee enterotok= 

siene. Deltatoks.ien word vry algemeen deur S. aureus stamme uitgeskei 

en tesame met die invallende vermoens van hierdie organisme besit dit 

wye patogene potensiaal (0 1 Brian en Kapral, 1976). Op grond van die 

huidige eksperimentele getuienis behoort S . aureus dus nie sander meer 

as 1 n potensiele verwekker van akute gastroenteritis uitgesluit te 

word nie. 

In hierdie ondersoek is bevind dat B. cereus CHO-Kl selle stimuleer 

en ook intermediere vloeistofakkumulasie in die suigel ingmuis verwek 

(tabel 2-8). Hierdie effek simuleer dus · die van beide E. coli ST en 

LT. Dit is voorheen aangetoon dat die meeste stamme van B. cereus 

vloeistofakkumulasie, wat met die van V. cholerae vergelyk, in die 

konyn-ileumlus kan in9useer (Spira en Goepfert, 1972). 1 n Aantal 

uitbreke van voedselvergiftiging wat deur B. cereus veroorsaak is en 

waarby sowat 600 mense geaffekteer is, word deur Nygren (1962) beskryf. 

Waterige stoelgange was 1 n tipiese simptoom. Diarree kon ook by 5 

van 7 vrywill igers geinduseer word na inname van sowat 108 basil le 

per mt . By kinders kan so m~n as 105 organismes per gram die si~kte 

veroorsaak. Nygren (1962) postuleer dat die enteropatogene vermoe 

van B. cereus aan die produksie van fosforielchol ien te wyte is. 

Bacillus cereus was in groot getalle saam met 1 n Candida krusei in 

d1e waterige stoelgang van 1 n pasient teenwoordig (tabel 2-8). Die 

moontl ike rol van laasgenoemde organisme kan dus nie uitgesluit word 

nie. · l ri de r waarheid het ru-toksienpreparate van hierdie gis 1 n 

intermediere morfologiese stimulering van CHO-Kl selle bewerkstel l ig. 

Hiermee wo rd geensins bedoel dat C. krusei 1 n enterotoksien analoog 

aan die van Enterobacteriae en V. cholerae vorm nie. Alhoewel daar 

baie goe ie korrelasie tussen die konyn-ileumlus en beide die CHO-Kl 
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sellyn en die Yl~byniersellyn vir die bepal ing van LT bestaan (Guerrant 

et al., 1974, 1975; Sack en Sack . 1975), is daar 'n verskeidenheid 

stowwe wat adeniel siklase kan stimuleer (sien 3.1). In die 1 ig van 

die kompleksiteit van die eukariotiese sel kan laasgenoemde moontl ikheid 

nie ult die oog verloor word nie. Onge lukkig het hierdie organisme tydens 

berging afgesterf en dit kon nie verder ondersoek word nie. 

By een pasient was 'n Candida albicans in groat getalle teenwoordig. 

Geen ander patogene organismes kon geimpl iseer word nie. Vol gens Kane, 

Chretien en Garagusi (1976) kon hulle C. albi cans en ander Candida 

spesies by 'n aantal pasiente met diarree impl iseer. Veelvuldige los 

tot waterige stoelgange sander mukus en bloed en soms gepaard met 

abdominale krampe was gemeenskapliki simptome. 

Die isolering van 'n _a-hemol isien-produserende E. col i by een pasient 

is interessant. Die organisme is in suiwerkultuur ult die stoelgang 

geisoleer maar was geassosieer met rotavirus (ta be l 2-8). Hierdie 

organisme het geen ander enteropatogene eienskappe openbaar nie. 

Volgens Smith en Linggood (1970) produseer feitl i k alle enterotoksigene 

E. coli stamme afkomstig van v_arke ook 'n a-hemol isien. Hemol itiese 

E. coli veroorsaak ook diarree en edeems iek t e by varke. 

2. 12 Enteropatogene serotipes van E. coli 

Geen kon krete enteropatogene vermoens kon by 16 klassieke serotipes 

van E. coli, afkomstig van 15 (38,5%) pasiente gedemonstreer word nie. 

By 5 (12,8%) van hierdie pasiente was daar geen ander potensiele 

enteropa t ogene organismes met di~ serotipes geassosi~er nie (tabel 2-12). 

In teenstell ing hiermee is daar vier klassieke serotipes van E. coli 

geisoleer waarby al die moontl ike kombinasies van toksienvorming gedemon= 

streer is (sien tabel 2-13). lnderdaad is bevind dat die meeste Tox+ 

E. coli stamme nie tot klassieke enteropatogene se rotipes behoort nie 

(tabel 2-13). Dit volg dus hieruit dat serotipering nie 'n betroubare 

aanduiding van die vermoe tot enterotoksienproduksie is nie. Tog 

impl iseer die voorkomssyfer (38,5%) en persentasie ongeassosieerde 

serotipes (12,8%) van Tox E. coli , gelykwaardige belang vergeleke 
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met Tox+ Enterobacteriaceae (46,2% en 20,5%) en rotavirus (43,6% en 

10,3%) respektiewelik. 1 n Verklaring vir die enteropatogene vermoens 

van Tox , nie-indringende enteropatogene serotipes, moet dus langs 

ander wee gesoek word. 

Reeds sedert 1885 toe Escherich die eerste beskrywing van die organisme 

wat nou as Escher ichia coli bekend staan gegee het, word hierdie bakterie 

by suigel ingsdiarree betrek. Vroee navorsers soos Bray (1945) ko n deur 

serotogiese tegnieke sekere stamme van E. coli by die etiologie van 

suigeling sdiarree inkrimineer. Oaarna kon serotipes van E. coli , 

0111(84) (Giles et al., 1949) en 055(85) (Taylor et al., 1949), by 

gastroenteritis uitbreke, met hoe sterftesyfers (40-50 %) onder babas, 

duidel i k geTnkrimineer word. 

Hierna het verskeie ernstige uitbreke, sollTTlige met hoe sterftesyfers, 

onder gehospital iseerde suigel inge voorgekom. Enkele enteropatogene 

serotipes van E. coli naaml ik 0119:H6 en 0128:H2 (Editorial, 1968), 

0114:H2 (Jacobs, Holze], Wolman, Keen, Miller, Taylor en Gross, 1970) 

en 0142:H6 (Love, Gordon, Gross en Rowe, 1972; Kennedy, Walker, Fallon, 

Boyd, Gross en Rowe, 1973) is duidel ik by hierdie uitbreke geTnk 'rimineer. 

Vroeer het Schroeder et al . (1968) 'n ernstige watergedraagde epidemie 

van gastroenteritis, waarby volwassenes aangetas is, aan E. coli 

0111 (B4) toegeskryf. Voedsel wat met E. co li 0126 (B16) (Vernon, 1969), 

en E. coli 0127:H4 besmet was (Chief Medical Officer of the Department 

of Health and Social Security, 1974) was 'n verdere oorsaak van 

gastroenteritis· epidemies onder volwasse Britte, en E. coli 0124 (B17) 

onder Amerikaners (Marier et al. , 1973). Die gevestigde rol van 

enteropatogene serotipes van E. coli by epidemiese uitbreke van veral 

suigel ingsgastroenteritis i s dus goed gedokumenteer . Serotipering van 

E. coli het 'n roetine instell ing geword terwyl die meganisme van 

enteropatogeniteit versluier gebly het. 

Orie belangrike ontwikkel inge in die ontrafel ing van E. co l i as entero= 

patogene organisme het op ongeveer dieselfde tydstip gekom. Die hernude 

ernstige e pidemiese uitbreke van gastroenteritis, veral by suigel inge, 

sedert laat 1967 (sien hierbo) het saamgeval met 'n beskrywing van die 

rol van E. coli ST (Smith en Halls, 1967a en b) en die cholerageenagtige 
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E. coli LT (Gyles en Barnum, 1969) in die etiologi.e van varkdiarree. 

Kort hierna is Tox+ E. coli ook by gastroenteritis van mense betrek 

(Du Pont et al . ., 1971; Gorbach et al . ., 1971; Sa.ck et al. ., 1971). 

Ongeveer dieselfde tyd rapporteer Sakazaki et al (1967) die rol van 

'n klein klompie indringende serotipes van E. coli 0124, 0136 en 

0144, in diarree by ouer kinders en volwassenes in Tokio. Hierdie 

organismes veroorsaak 'n kl iniese sindroom net soos die van Shigella . 

lndringende stamme wat by suigel ingsgastroenteritis betrokke was is 

hierna in enkele studies gerapporteer. Uit Texas is 'n voorkomssyfer 

so hoog as 30% gerapporteer (Rudoy en Nelson, 1975) en uit Brasil ie 10% 

(Guerrant et al. ., 1975). Uit die huidige ondersoek en die van ander 

wil dit egter voorkom of indringende E. coli stamme nie 'n betekenisvolle 

rol in gastroenteritis in Suid-Afrika speel nie · (Freiman et al. ., 1977 

en Schaub et a[. ., 1977) . 

Bogenoemde gelyktydige ontwikkel inge het tot etl ike ondersoeke, waarin 

daar na 'n verband tussen enteropatogene serotipes van E. co l i en 

konkrete enteropatogene vermoens gesoek is, gelei. Die mate van sukses 

met betrekking tot inval lende serotipes van E. coli (Sakazaki et al . ., 

1967 en Marier et al. ., 1973) is in teenstel 1 ing met verslae van aan= 

hangers van serotipering (Rowe, Gross en Scotland, 1976) en teenstanders 

daa rvan (Sack, 1976) . 

Die kern van die probleem is daarin gelee dat die vermoe tot 

enterotoksienproduksie by E. coli by sommige stamme deur 'n oordraag= 

bare En t plasmied beheer word (Smith en Hal ls, 1968; Smith en Linggood, 

1971; Skerman et al. ., 1972; Gyles et al. ., 1974; Greeff, 1977). 

Hieruit volg dat enige Tox+ E. coli ., onafhankl ik van die serotipe, 

teoreties die vermoe tot enterotoksienvorming deur konjugasie kan erf 

(sien hoofstuk 4). lnderdaad is dit in die onderhawige ondersoek 

bevind dat 'n gegewe klassieke enteropatogene serotipe van E. coli ., 
+ - . 

Tox of Tox mag wees (sien 0114:K90, tabe l 2-13). Vol gens 
+ tabel 2-13 kan ook gesien word dat 4 van die 11 (36,4%) Tox E. coli 

stamme tot klassieke enteropatogene serotipes behoort. Maar dit is 
+ ook duidel ik dat die meeste Tox E. coli stamme nie tot hierdie 

serotipes behoort nie terwyl die grootste meerderheid seropositiewe 

E. coli stamme nie enterotoksiene vorm nie. 
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Afgesien van enterotoksienproduksie en die vermoe tot indringing bied 

'n derde meganisme 'n moontl ike verklaring vir die enteropatogeniteit 

van sekere serotipes van E. co li.· 0rskov, Evans, Sack, Sack en 

Wadstrom (1976) voer aan dat die assosiasie tussen serotipe en 

enterotoksigeniteit nie lukraak is nie en dat die meeste Tox+ E. coli 

stamme tot 'n klein groepie O:H serotipes, waar onder 06:H16, 08:H9, 

015:Hll, 025iH42, 078:H11 en 078:H12 domineer, behoort. Onder hierdie 

klein groepie serotipes is die Hll antigeen die mees algemene. Volgens 

Lawn, 0rskov en 0rskov (1977) kan verskillende E. coli stamme volgens 

die elektronmikroskopies bevestigde morfologie van .die H antigeen 

(flagella) onder agt morfotipes, A-Fen twee U groepe ingedeel word. · 

Die Tox+ E. coli stamme behoort almal tot morfotipes B, D, E of U. 

Die prominente Hll antigeen behoort tot groep Den so ook die twee 

E. coli H antigene, O?:K?:H27 en 0128:K67:H27, uit die onderhawige 

ondersoek (sien tabel 2-13). Vol gens 0rskov et al . (1976) is hierdie 

klein groepe serotipes seldsaam onder meer as 20 000 E. coli stamme wat 

van 'n wye verskeidenheid bronne afkomstig is. Hulle stel dan ook voor 

dat hierdie spesiale O:H serotipes van E. coli klones verteenwoordig 

wat geselekteer is om in die spesiale toestande van die dunderm te kan 

oorleef en as gevolg hiervan 'n groter kans gebi e d word om die plasmiede 

wat diarree induseer te erf en te huisves. 

Die kwe ssie van koloniesering deur die organisme en aanhegting aan die 

gasheermukosa vind aansluiting by bogenoemde. 

Die ondersoeke van Freter en sy medewer kers (Hentges en Freter, 1962; 

Ozawa en Freter, 1964; Fubara en Freter, 1973), asook die van andere 

(Guentzel en Be rry , 1975; Schrank en Verwey, 1976), bepaal dat die 

assosiasie tussen V. cholerae en die dermmukosa onontbeerl ik in die 

patogenese van cholera is. 

So 'n noue assosiasie word bewerk deur die beweegl ikheid van die 

organisme wat gepaard gaan met 'n positiewe chemotaksis. Laasgenoemde 

faktore speel ook 'n essensiele rol in die patogenese van S . typhimuriwn 

en E. coli ingewandsin feksies (All weiss, Dostal, Carey, Edwards en 

Freter, 1977). Die vermoe van E. coli om te kan aanheg is spesies= 

spesifi ek (Editorial, 1977). Die teenwoordigheid van die plasmied 
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beheerde K88 en K99 antigene yerleen 'n spesifieke aanhegtingsvermoe 

aan enteropatogene E. coli stamme van varke en kalwers respektiewe l ik . 

Hierdie antigene is ook essensiele virulensiefaktore omdat Tox+ K88-
+ -en Tox K99 E. 

nie (sien 1.8). 

_co l i stamme swa~ of geen induseerders van diarree is 

Volgens Isaacson (1977) het die pllus proteien 

van die K99 antigeen 'n pl van groter as 10, wat dit in die fisiologiese 

pH van die dunderm 'n positiewe lading gee . As gevolg hiervan klou dit 

gretig maar nie-spesifiek aan die suur mukopol isakkaried in die dunderm 

vas. Sodanige kolonisering word waarskynl ik gevolg deur 'n hoog s 

spesifieke ankering van die organisme aan heterosakkariedstrukture van 

membraan gl ikoproteiene (Gibbons, Jones en Sellwood, 1975). lndien die 

organisme nie kan vasheg nie word dit reeds vroeg deur die geinduseerde 

vloeistofsekresie uit die dermkanaal gewas (Isaacson, 1977). Tog bestaan 

daar minstens by varke 'n gasheerfaktor wat bepaal of 'n K88 antigeen 

kan aanheg of nie (Rutter et al., 1975; Sellwood et al., 1975; en 

s i en 1 . 8) . 

Getuienis begin verskyn wat dui op 'n soortgelyke rol vir kolonisasie 

en aanhegting van mensl ike enteropatogene E. coli stamme. Evans et al . 

(1975) het 'n mensl ike Tox+ E. coli stam beskryf wat die dermkanaal van 

suigel ingkonyne koloniseer. Enteropatogene serotipes, 026:K60:H11 en 

078:H12 van E. co l i heg ook spesifiek aan mensl ike fetusdermselle vas 

maar nie aan dermselle van varke, kalwers, konyne en marmotte nie 

(McNeish et al. , 1975). Hierdie spesifieke aanhegtingsvermoe by 

serotipe 026:K60:H11 kan deur middel van 'n 50-60 x 10 6 dalton 

konjugeerbare plasmied na nie-patogene E. coli stamme oorgedra word 

(Wi 11 ia ms e t al. , 1977). Bogenoemde ondersoeke impl iseer egter steeds 

die besit van die primere enteropatogene vermoens van enterotoksien= 

produksie of indringing. 

'n Derde moontl ikheid bestaan. Vol gens Cantey en Blake (1977; kon geen 

enterotoksienproduksie of inval lende vermoens by serotipe 015 van 

E. coli gedemonstreer word nie. Tog kan klein dosise van die organisme 

(1 ,5 x 102 sel le) die konyndermkanaal koloniseer en by 48 uit 62 di ere 

diarree induseer. Die blote vermoe tot kolonisering en aanhegting blyk· 

dus in sigself 'n derde meganisme vir diarree-induksie daar te stel. 

Laasgenoemde bevindinge bied dus 'n moontl ike verklaring vir die entero= 
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patogeniteit van die betrokke serotipes van E. coli wat tydens die 

onderhawige ondersoek geisoleer is. Tot dusver onbekende faktore 

mag ook aan klassieke serotipes van E. coli eiesoortige enteropatogene 

vermoens verleen. Laasgenoemde bevindinge impl iseer nietemin dat 

serotipering sy regmatige plek in die. diagnostiese laboratorium 

behou. 

2. 13 Rotavirus 

Ondersoeke met betrekking tot die etiologiese rol van rotavirus in 

gastroenteritis van mense en di ere is reeds bespreek (sien 1 .9). Die 

voorkomssyfer van rotavirus betrokkenheid by gastroenteritis van 

suigel inge varieer aansienl ik van 16% in Argentinie (Lombardi, Roseto, 

Stamboul ian en Oro, 1975) tot so hoog as 90% in Japan (Konno, Suzuk1 

en Ishida, 1975). Die mees algemene voorkomssyfer is ongeveer 50% 

(Davidson et al ., 1975; Flewett et al ., 1975). Die voorkomssyfer 

(43,6%) van rotavirus in die huidige ondersoek vergelyk goed met 

laasgenoemde (tabel 2-9). Bale min verslae oor rotavirus uit ont= 

wikkelende lande· is n~g gepubl iseer. Een so 'n studie, waarby 

enterotoksigene bakteriee ook in aanmerking geneem is, rapporteer 

'n voorkomssyfer van ongeassosieerde rotavirus by 55% vaA kinders 

ender 2 jaar oud in Bangladesh (Ryder et al ., 1976). Di t is in 

teenstell ing met die ongeassosieerde syfer van 10,3% uit die huidige 

studie (tabel 2-17). In ondersoeke uit Afrika rapporteer Cruickshank 

et al . (1975) die teenwoordigheid van rotavirus by 44% van hulle 

Swart Rhodesiese pasiente. In baie geval le was die virus egter met 

patogene bakter i ee geassos i eer. Schaub et al . ( 1975) kon rotav i rus 

met behulp van elektronmikroskopie by 16% van Swart pasiente ender 

2 jaar oud aantoon. Ewe-eens is 'n voorkoms van 14,4% meer onlangs 

met behulp van elektronmikroskopie ook in Suid-Afrika aangetoon 

( F re i ma n e t al . , l 9 77 ) . 

Die hoe posit iewe syfer wat met behulp van die omgekeerde komplement= 

bindingsproef verkry is, is in teenstell ing met die lae syfer (6% van 

37 pasiente) verkry deur elektronmikroskopie. Hierdie resultaat was 

onverwags. 'n Ondersoek na die verband tussen die stadium van die 
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siekte waarop monsters geneem is en die lae bepaalbaarheid van rotavirus · 

met behulp van die elektronmikroskoop kon heelwat 1 ig op die probleem 

werp (Schaub et al ., 1976c ). Dit is bekend dat viru·suitskeiding in die 

stoelgang 'n ~aksimum bereik 2-3 dae na die aanvang van simptome en 

daarna vinni ,g daal (Davidson et al. , 1975).. Terselfdertyd word onge= 

veer 1 x 106 virusdeeltjies per mt benodig voordat dit met die elektron= 

mikroskoop waargeneem kan word (Davidson et al. , 1975; Torres-Medina, 

Wyatt, Mebus, Underdahl en Kapfkian, 1976a en b). Suksesvol le elektron= 

mikroskopi ese diagnose van rotavirus vereis dus monsters uit die vroee 

fase van die siekte. 

'n lndel ing van die pasiente in twee groepe, op grand van die duur van 

die siekte voor toelating tot die hospitaal, in A(1-3dae) en B(4-8dae), 

was insiggewend. Op grand van die omgekeerde komplementbindingsproef 

kom dit vreemd voor dat groep B met die langste duur 'n hoer 

positiwiteitssyfer (65%) as groep A(35%) vertoon het (Schaub et al .~ 

1976c ). Daar is dus geoordeel dat die moeders 'die siekteduur foutief 

gerapporteer het en gevolgl ik op 'n betrekl ik laat stadium in die 

siekteduur aangemeld het. So 'n foutiewe berekening kon makl ik deur 

die moeders gemaak word deur die vroee gematigde simptome te ignoreer 

en slegs die tydstip van ernstige diarree in aanmerking te neem. Die 

gewoonte van Swart ·pasiente om by ondervraging antwoorde te verskaf 

wat die ondervraer die meeste sal bevredig (Spencer en Coster, 1969) 

mag moontl ik oak hier 'n rol gespeel het. 

Dit is bevind dat die omgekeerde komplementb indingstegniek bevredigende 

resultate onder die omstandighede van hierdie studie gelewer het. 

Alhoewel verskeie outers (Middelton, Petric, Hewitt, Szymanski en 

Tam, 1976; Tufvesson en Johnsson, 1976) in hul le werk gevind het 

dat die meeste stoelgange antikomplementer gereageer het, is dit 

slegs by twee van die 39 pasiente en by 3 van die 18 kontrolemonsters 

waargeneem. 
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2. 14 Gevolgtrekkings 

Uit die voorafgaande ondersoek is dit duidel ik dat, afgesien van die 

klassieke enteropatogene organismes (Salmonella en Shi gella spesies en 

seropositiewe E. coli ), dominerende nuwe groepe enteropatogene 

organismes by gastroenteritis van suigel inge betrokke is. In hierdie 

verband moet veral die Tox+ Enterobacteriaceae en rotavirus uitgesonder 

word (sien tabel 2-19). Ongeassosieerde lede van hierdie twee groepe 

kon by 31 % van die pasiente geinkrimineer word (tabel 2-18). 

Terselfdertyd kon hierdie organismes nie by die kontrolegroep gevfnd 

word nie. 

Behalwe die etiologiese impl ikasies wat uit hierdie ondersoek voort= 

spruit betrek laasgenoemde bevindinge die diagnostiese laboratorium 

tot 1 n hoe mate. Die identifikasie van klassieke enteropatogene 

organismes sowel as lede van die heterogene groep ander organismes 

(sien tabel 2-9), vereis bekende roetineprosedures. Daarenteen 

vereis die bepal ing van toksienproduksie en rotavirus gespesial iseerde 

tegnieke. Eenvoudiger metodes vir laasgenoemde bepal ings wo rd 

benodig. Tog sal die roetinetoepassing van bestaande metodes 1 n 

belangrike toevoeging tot ons kennis van die belang van die individuele 

enteropatogene organismes in die etiologie van gastroenteritis 

kan lewer. 
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HOOFSTUK 3 

DIE AARD EN 
ENTEROTOKS I ENE 

INLEIDING 

MEGANISME VAN DIARREE-INDUKSIE 
VAN VERSKILLENDE GENERA 

3. 1 Die werking van cholerageen en E. coli LT 

DEUR 

Vibrio cholerae induseer akute diarree by mense en diere. Die 

proteien enterotoksien wat deur hierdie organisme uitgeskei word 

stimuleer die membraangebonde adenielsiklase van dermvoeringepiteel 

(Schafer et al.., 1970; Chen et al . ., 1971; Field, 1971; Kimberg 

et al. ., 1971; Sharp en Hynie, 1971). Sodanige stimulering deur 

cholerageen lei tot 'n verhoging in die konsentrasie van intrasellu= 

lere sikl iese adenosien - 3' ,5'-monofosfaat (cAMP) (Schafer et al . ., 

1970; Vaughan et al . ., 1970; Zieve et al . ., 1970; Kimberg et al . ., 

1971). Aktivering van die adenielsiklase - cAMP sisteem van dermepi= 

teel het tot gevolg dat 'n dramatiese en potensieel . fatale intralumi= 

nale vloeistofsekresie plaasvind (Schafer et al . ., 1970; Chen et al . ., 

1971; Sharp en Hynie, 1971). Die cAMP-afhankl ike sekresie is die 

gevolg van 'n verlaagde Na+ absorpsie en verhoogde transmurale 

potensiaalverskil en kortsluitingstroom sowel as netto Cl sekresie 

(Field et al . ., 1968a en b; Field et al . ., 1969; Field 1971). 

Die labiele toksien van E. coli veroorsaak diarree net soos cholerageen 

deur stimulering van die adenielsiklase-cAMP-sisteem van die dermwand= 

mukosa (Evans et al . ., 1972). Seide hierdie toksiene sti mu leer oak 

die adenielsiklase-cAMP-sisteem van 'n verskeidenheid vertebraat 

selle (sien 1 .4 en 1 .5). Die werking van beide toksiene kan ver= 

hoed word deur vooraf inkubering met antiserum teen cholerageen of 

die nie~toksiese B subeenheid daarvan (Evans et al . ., 1973a en b) . 

Verdere verwantskappe tussen cholerageen en E. ·coli LT bestaan. 

Teenliggame teen die een neutral iseer die ander tot 'n mindere of 

meerdere mate (Evans et al . ., 1973a en b; Holmgren et al . ., 1973b ; 
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Donta en Smith, 1974; Guerrant et al., 1974; Gyles 1974a en b; 

Kwan en Wishnow, 1974; lenser en Metzger, 1974). Die A
1 

peptied 

van die cholerageenmolekule (sien figuur 1-1) is die aktiewe 

spesies verantwoordel ik vir stimulering van membraangebonde adeniel= 

siklase (Bennett en Cuatrecasas, 1975; Gill en King, 1975; 

Berkenbile en Delaney, 1976; Holmgren en L~nnroth, 1976; Ohtomo 

et al., 1976; Van Heyningen, 1976). Die B subeenheid van die 

molekule is verantwoordel ik vir die konsentrering van cholerageen 

op die seloppervlakte deur spesifieke binding aan 1 n membraan 

reseptorsetel Cuatrecasas e t al., 1973a, b, c en d . Die natuurl ike 

reseptorsetel vir die B subeenheid in die dermepiteel is galaktosiel­

N-asetielgalaktosaminiel (sialosiel) laktosielseramied (GM 1 gangl iosied) 

(Van Heningen et al., 1971; Cuatrecasas 1973a, b, c en d ; Holmgren 

et al., 1973a; King en Van Heyningen, 1973; Lonnroth en Holmgren, 

1973; Holmgren en Lonnroth, 1975; Van Heyningen, S., 1974, · 1976; Van 

Heyn i ngen, W., 1974) . 

1 n Verskeidenheid van diermodel le en weefselkultuurmetodes kan aange= 

wend word om die vermoe tot enterotoksienproduksie by bakteriee aan 

te dui. Weefselkultuurmetodes waaronder CHO-Kl selle word tans 

algemeen gebruik. Die morfologiese veranderinge wat CHO-Kl selle op 

prikkel ing van labiele enterotoksiene ondergaan is 1 n cAMP-afhanklike 

reaksie (Puck et al. , 1972; Guerrant et al. , 1974). Tog kan 1 n 

verskeidenheid ander stowwe waaronder hormone, prostaglandiene, 

katesjolamiene, fluoriede en benattingsmiddels ook die adeniel= 

siklase-cAMP-sisteem van soogdierselle stimuleer (Vaughn et al., 1970; 

Kimberg et al., 1971; Sharp en Hynie, 1971; Evans et al. , 1972). 

3.2 Doelstell ings 

Die isolering van verskillende genera van LT-produserende 

organismes uit akute g,eval le van suigel ingsgastroenteritis hou 

belangrike imp] ikasies vanuit 1 n terapeutiese oogpunt sowel as 

vir 1 n toekomstige immuniseringstrategie in. Gevolgl ik is dit 

belangrik geag om die aard en verwantskap van die verskillende 

LT-spesies met cholerageen, hoofsaakl ik met betrekking tot die 

meganisme van cAMP-induksie by die - soogdiersel, te vergelyk. 
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WERKWYSE 

3.3 Organismes ondersoek 

Die organismes wat in die volgende eksperimente ondersoek is word 

in tabel 3-1 aangedui. Behalwe waar anders vermeld is, word 

materiaal en formules vir media oplossings en reagense in die 

aanhangsel aangedui. 

3.4 Toksienbereiding 

Die basiese voorskrifte vir die bereiding van labiele toksien soos 

dit onder 2.5.3 beskryf is, Is met sekere wysigings as volg uitgevoer 

'n Lusvol inokulum van 'n 18 uur oue BHl-sopkultuur is in 20 mi 

kasaminosuurgisekstrakmedium (2,0% kasaminosure (Difeo), 0,6% 

gisekstrak (DifcoJ, 0,25% NaCl, 0,87% K2HP0 4 , 0,25% glukose en 

0,1 % (v/v) spoorsoute-oplossing bestaande uit 5% MgS0 4 , 0,5% 

MnC1 2 en 0,5% FeCJ
3
), in 'n 125 mi Erlenmeyerfles vir ~4 uur 

by 37°C teen 130 s.p.m. geskud (Evans et al ., 1973a en b ; 

Mundel et ai., 1976). Toksi e nprepara t e is soos voorheen 

steriel filtreer, gevriesdroog en binne 3 weke ge bruik (Gorba~h 

en Khurana, 1972; Mundell et ai., 1976). Wanneer dtt benodig is, 

is toksiene hersaamgestel in gedistil l ee rd e wate r om die helfte van 

die oorspronkl i ke volume te !ewer. Dit het verdere verdunnings 

tot volsterkte vergemakl ik (sien hieronder). 

3.5 Neutral isering van morfologiese verande ringe by CHO-Kl selle 

1 n Hoogs gesuiwerde preparaat van cholerageen is geskenk deur 

dr RA Finkelstein, Department of Microbiology, University of 

Texa s , Dallas, Texas, V,S : A. Antiserum teen cholerageen is 

geskenk deur dr CE Miller, Enteric Diseases P~ogram, National 

Institute of Allergy and Infectious Diseases, Bethesda, Maryland, 

V.S.A. 
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TABEL 3-1. Organismes ondersoek 

Stam Mi kroorgan i sme Toksien Oorsprong 

HllR E. aerogenes LT Gastroenteritis 

H13B E. coli LT Gastroenteritis 

H14A K. pnewnoniae LT Gastroenteritis 

H16H E. coli LT Gastroenteritis 

H18D E. coli LT + ST Gastroenteritis 

H20A E. coli LT Gastroenteritis 

H22L E. cloacae LT Gastroenteritis 

H23M K. pnewnoni ae LT Gast reenter it i s 

H24D E. coli LT Gastroenteriti s 

H26B E. cloacae LT Gastroenteriti s 

H29P K. pnewnoniae LT Gastroenterit is 

H330 P. vulgar is LT Gastroenteritis 

H36A E. coli LT + ST Gastroenteritis 

H37T K. pnewnoniae LT Gastroenteritis 

H38N K. pne.wnoniae LT Gastroenterit i s 

H39E E. coli LT Gastroenterit i s 

B7A E. coli LT+ ST Dr B Rowe 

H10407 E. coli LT + ST Dr B Rowe 



Anticholerageen is in die verhouding van 1 :500 in LT-preparate van die 

organismes in tabel 3-1 verdun. Suiwer cholerageen is soortgelyk teen 
-1 . 

'n finale konsentrasie van 10 en .100 ng m1 getoets. Die mengsels is 

vooraf vir 30 minute by }7°C geinkubeer voordat daar soos voorheen getoets 

is vir morfologiese veranderinge by CHO-K1 selle (sien 2.5.4.2). Die 

ongeneutral iseerde enterotoksiene is terselfdertyd getoets. Geneutrali= 

seerde enterotoksien van E. coli (ST+ LT) H36A, is ook soos voorheen 

in suigel ingmuise getoets (sien 2.5.4. 1). 

3.6 Stimulering en neutral isering van verhoogde intrasellulere cAMP 

Enterotoksienproduserende E. co l i (LT) H16H, E. coli (ST+ LT) H36A, 

P. vulgaris (LT) H330, E. c l oacae (LT) H26B en K. pnewnoniae (LT) 

H14A is geselekteer om kwantitatief te bepaal tot watter mate hul 

labiele toksiene die konsentrasie intrasellulere cAMP van CHO-Kl 

selle verhoog. Twee bekende ST+ LT E. co l i stamme, B7A en H10407, 

is as standaarde gebruik (sien 2.5.4). Cholerageen is as 'n verdere 

standaard ingesluit. Gepaste verdunnings van geneutral iseerde en 

ongeneutral iseerde enterotoksiene is, soos aangedui onder resultate (3. 12) 

gebruik om met CHO-K1 selle te _reageer. Enterotoksiene wat vir 20 

minute by 65°c verhit is, is ook so getoets. Die CHO-K1 selle is soos 

dit onder 3.9 beskryf word behandel. Bepalings van cAMP is uitgevoer 

vol gens die voorskrifte onder 3. 10. 

3.7 Behandel ing van toksienreseptore met B subeenheid 

'n Hoogs gesuiwerde preparaat van die B subeenheid van cholerageen 

(choleragenoied) is geskenk deur dr RA Finkelstein, Department of 

Microbiology, University of Texas, Dallas, Texas, V.S.A. 

Die na~uurl ike reseptorsetel vir die B subeenheid van cholerageen, 
-1 

GM,- gangl iosied, is geblokkeer deur CHO-Kl se ll e voora f me t 200 ng mt 

B subeenheid, soos onder 3.9 beskryf, te behandel. Geskikte ver= 

dunnings van cholerageen en LT-preparate, soos aangedui onder resultate, 

is hierna bygevoeg en vir 24 uur onder 6% CO
2 

geinkubeer, waarna die 

konsentrasie intrasellulere cAMP soos dit onder 3. 10 beskryf word, 

bepaal is. Met die uitsondering v~n E. co l i H36A en 87A is enterotok= 
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siene van die organismes wat onder 3.6 genoem is en cholerageen vir 

hierdie eksperimente gebruik. 

3.8 Behandel ing van enterotoksiene met GM 1 gangl iosied 

1 n Gesuiwerde preparaat van gangl iosied, wat uit 70% GM1 gangl iosied 

en 30% sial iensuur bestaan, is geskenk deur dr WE van Heyningen, 

Sir William Dunn School of Pathology, University of Oxford, Oxford, 

Engel and. 

lnaktivering van die enterotoksiene genoem onder 3.7 is bepaal 
-1 

deur geskikte ver~unnings daarvan, elk met 100 ng mt GM 1 gangl iosied, 

vir 30 minute by 37°c te inkubeer. Hierna is die mengsel met 

CHO-K1 selle gereageer soos dit onder 3.9 beskryf word. Die bepating 

van intrasellulere cAMP is vol gens die voorskrifte onder 3. 10 uitge= 

voer. 

3,9 CHO-Kl selkweking en behandel ing 

CHO-Kl selle is gebruik vol gens Guerrant e t al. (1974). Vir die 

bepal ing van int rase llulere cAMP Is CHO-Kl selle in FlO medium 

(Gibco) aangevul met 10% FKS (Gibco) onder 10% CO 2 by 37°c 

instand gehou. Tripsinering van selle er .die bepal ing van sel= 

konsentrasies is uitgevoer soos beskryf onder 2.5.4.2. Plastiek= 

petribakkies (Falcon) van 6 cm deursnit is gebruik om lx10 6 tot 

1,5xlo6 CHO-Kl selle in 2 mt F10+10% FKS vir 8-12 ure voort te 

kweek totdat vashegting bewerkstell ig is. Die medium is hierna 

afgesuig en die monolaag twee maal met 2 mt hoeveelhede FlO 

medium, sande r FKS, gewas. Twee mt F10 met 1% FKS en 0 ,05 mM 

1-metiel-3-isobutielxantien (F10+1 % FKS-T) is by die selle gevoeg en 

toegelaat om vir 30 minute by 37°c te inkubeer. - Geskikte verdunnings 

van enterotoksiene soos aangedui onder resultate, is by die CHO-Kl 

selle gevoeg waarna dit verder vir 24 uur onder 6% CO 2 by 37°c 

geinkubeer is. 
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In die geval van die versperring van reseptorsetels deur die B subeenheid 

is die CHO-Kl selle as volg behandel: Die selle is soos hierbo (3.9) 

berei. Nadat dit met FlO medium gewas is, ls 2 m1 F10+1 % FKS-T wat 

200 ng m1 -l B subeenheid bevat bygevoeg en die mengsel vir 30 minute 

by 37°c geinkubeer. Geskikte verdunnings van LT-preparate en van 

cholerageen is dan bygevoeg, gevolg deur 'n inkubasieperiode van 

24 uur by 37°c onder 6% CO
2

. 

-1 
Enterotoksiene met 100 ng mt GMj gangliosied is by CHO-Kl selle 

met 2 m1 F10+1 % FKS-T gevoeg om finale toksienkonsentrasies, soos 

onder resultate aangedui, te gee. Hierdie mengsel is verder vir 

24 uur by 37°c onder 6% CO 2 geinkubeer. 

3. 10 Die bepal ing van intrasellulere cAMP 

Die konsentrasie intrasellulere cAMP is bepaal volgens die .kom_peterende 

Proteienbindingsmetode van Gilman (1970) soos gewysig deur Gilman en 

Murad (1974). lnkubasie van die toksienbehandelde selle is gestop deur 

aspirasie van die medium. Ekstraksie van cAMP is bewerk deur 1 m1 

yskoue 5% trichoorasynsuur by die selle te voeg en vir 10-15 minute 

te ekstraheer. Die weefselekstrak I s deur aspirasie van die gepresipi= 

teerde proteien geskei en met 0,1 m1 1N HCl aangesuur. Trichloorasyn= 

suur kon uit die weefse lekstrak verwyder word deur 6 keer met 3 volumes 

waterversadigde dietieleter te ekstraheer. Residuele eter is verwyder 

deur die weefselekstrak vir 2-5 minute by 80-90°c · in 'n waterbad te 

verhit. Weefselekstrak, bevattende die cAMP, is hierna gevriesdroog 

en hersaamgestel in 50mM natriumasetaat (pH 4,5) wanneer dit benodig 

is vir cAMP-bepa l ing. Bogenoemde ekstraksieprosedures kan uitgevoer 

word met feitl ik geen verl ies aan cAMP nie (Gilman en Murad, 1974). 

Die radioimmuunbepaling van cAMP berus op dJe kompeterende binding 

tussen ongemerkte cAMP en 1 n bepaalde hoeveelheid [3H]-cAMP aan 'n 

bindingsproteien met ;n hoe spesifisiteit en affiniteit vir cAMP. 

Die ho~veelheid gemerkte proteien-cAMP-kompleks wat vorm is omge= 

keerd eweredig aan die hoeveelheid omgemerkte cAMP in die monster. 

Deur bepaling van die proteiengebonde radio-aktiwit e it kan die on= 

gemerkte cAMP in die monster bereken word. Skeiding van proteien= 
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gebonde cAMP van die vry nukleotied kan deur houtskool adsorpsie, 

gevolg deur sentrifugering, bewerk word. 'n Porsie van die bolig= 

gendevloeistof word gebruik vir vloeistofsintilasietell ing en die 

konsentrasie van die ongemerkte cAMP word bepaal met behulp van 'n 

1 iniere standaardkromme (sien figuur 3-1). 

Alie bepalings is in dupl ikaat by o0 c oor ys en in 'n koelkamer uitge= 

voer. Blankotell ings is op 150 µ1 buffer (0,05 MT.risen 4mM EDTA, 

pH 7,5) met 50 µ ~ ~- 3H]-cAMP (Radiochemical Centrei Ame~sham, 

Enge land) bepaal. Die standaardkromme is opgestel deur ongemerkte 

cAMP dub be lvoudig te verdun om 16, 8, 4, 2 en 1 pmole per essaieringsbuis 

te gee. By 50 µ1 van elke cAMP-standaard is 50 µ1 gemerkte cAMP gevoeg 

en daarna 100 µ1 bindingsproteien, gevolg deur werwelmeng vir 5 sekondes. 

Na 2 uur inkubering by 0-2°C is 100 µ1 houtskoolsuspensie bygevoeg, 

5 sekondes gewerwelmeng en onmiddell ik vir 3 minute teen 3000 o.p.m. 

gesentrifugeer. Tweehonderd µ 1 monsters van die bol iggendevloeistof 

is by 3,5 ml sintilasievloeistof gevoeg en vir 10 minute in 'n 

Beckman vloeistofsintilasieteller getel. All e gemiddelde tellings is 

omgereken na tellings per minuut (tpm). Blankotell ings is soos 

hierbo op 150 µ 1 buffer met 50 µ 1 I3H] -cAMP bepaal. Binairig in die 

afwesigheid va n ongemerkte cAMP is op 50 µ 1 buffer, 50 µ 1 r H]-cAMP 

en 100 µ1 bindingsproteien bepaal. Laasgenoemde tpm minus die blanko tpm 

gee die tpm in die afwesigheid van ongemerkte cAMP en word uitgedruk 

as C . Die tpm in die aanwesigheid van die ongemerkte cAMP-standaarde, 
0 

word verkry deur die blankotell ings soos hierbo verkry van die ge= 

middelde tpm van elke cAMP standaard a f te trek en as C uit te druk. 
X 

'n Liniere kromme word verkry deur Cole vir elke standaardkonsentrasie 

cAMP te bereken en dit op die ordinaat feenoor pmole cAMP op die 

abs is uit te sit. 'n Standaardkromme is opnuut opgestel vir elke 

nuwe groep bepal ings. 'n Tipiese kromme soos in fig uur 3-1 is verkry. 

Dupl ikaat bepal ings van cAMP in die monsters is soos hi erbo uitgevoer 

op 50 µ 1 monsters plus 50 µ1 [3H]-cAMP plus 100 µ 1 bindingsproteien 

waarna Cole bereken is. Die konsentrasie cAMP in pmolel50 µ 1 monster 

kan direk v~n die kromme met behulp van die Cole waarde afgelees word 

of soos in die onderhawige geval, met behulp vanx'n Hewlett Packard model 
-1 

9825A rekenaar bepaal word. Dit is ui tg edruk 1 as pmole cAMP mg 

CHO-Kl-selproteien. 
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Trichloorasynsuur gepresipiteerde CHO-Kl selle is in 1 m£ 0, 1N NaOH 

vir 2 uur opgelos en die konsentrasie proteien is bepaal volgens die 

metode van Lowry, Rosebrough, Farr en Randall (1951). Die volgende 

reagense is gebruik: A, 2% Na 2co
3

; B, 0,5% Cuso 4 5H2o in 1% 

natriumsitraat; C, 50 m£ van A geme ng met 1 m£ van B; D, Fol in­

Ciocalteu reagens is in die verhouding van 1 :1 in gedistilleerde water 

verdun om ongeveer 'n 1N oplossing te lewer. Een m£ monster is met 

5 m£ reagens C gemeng en 10 minute gelaat voordat 0,5 m£ van reagens 

D met werwelmeng bygevoeg is. Die absorbansie is na 45 minute 

spektrofotometries (Cecil Instruments) by 750 r-im bepaal. 'n 

Standaardkromme is vooraf vir elke nuwe stel reagense met behulp 

van bekende konsentrasies serumproteien soos hierbo bepaal en dit 

is gebruik vir die direkte aflees van onbekendes. Tipiese krommes 

soos in figuur 3-2 is verkry. 

RESULTATE 

3. 11 Neutral isering van cAMP-afhankl ike morfologiese veranderinge 

Tabel 3-2 illustreer die resultate soos behaal met die morfologiese 

reaksies van CHO-Kl selle teen die labiele enterotoksiene voor en 

na neutralisasie met antiserum teen cholerageen . Enterotoksiene is 
0 vooraf vir 30 minute by 37 C saam met 'n 1:500 verdunning van anti= 

serum teen cholerageen geinkubeer en daarna getoets vir morfologiese 

stimulering van CHO-Kl selle. Die ongeneutralisee rde ru-toksiene 

is terselfdertyd getoets. Elke toksien is soos voorheen in sesvoud 

getoets. As positiewe kontrole is cholerageen teen konsentrasies 
-1 

van 10 ng en 100 ng m£ getoets. 

Die resultate dui ·duidel ik daarop dat die cAMP-afhankl ike morfologiese 

veranderinge deur anticholerageen geneutral iseer word. Dit is 'n 

aanduiding van die serologiese verwantskap tussen die labiele 

toksiene van verskillende genera en choleratoksien . 

95 



TABEL 3-2. Neutral isering van rnorfologiese veranderinge by CHO-Kl 
se 11 e 

% Morfologiese reaks i e 

Starn Mi kroorgan i srne ru-toksien Geneutral isee r 

H11R E. aerogenes 29 0,5 

H13B E. coli 30 1, 0 

H14A K. pneumoniae 38 0,0 

H16H E. coli 45 0,0 

H18D E. coli 48 0,0 

H20A E. coli 32 0,5 

H22L E. cl.oacae 29 0,5 

H23M K. pneumoniae 35 0,0 

H24D E. coli 27 0,0 

H26B E. cl.oacae 33 0,0 

H29P K. pneumoniae 31 0,5 

H330 P. vulgar is 36 0,0 

H36A E. coli 43 0,0 

H37T K. pneumoniae 23 0,0 

H38N K. pneumoniae 26 0,0 

HJ9E E. coli 28 0,0 

B7A E. coli · 47 0,0 

H10407 E. coli 31 0,5 

Cholerageen 

1 0 ng rn£ -1 44 2,5 

100 ng rn£ -1 
51 2,0 



3. 12 lnduksie en neutral isering van verhoogde intrasellulere cAMP 

'n Aantal stamme uit verskillende genera is geselekteer om te toets 

vir hul vermoe om die adenielsiklase-cAMP-sisteem van CHO-Kl selle , 

te stimuleer. Die resultate wat uit hierdie eksperimente verkry is 

word in figuur 3-3 A-E uiteengesit. Enterotoksiene is verdun en word 

as 'n fraksie van die finale geinkubeerde volume uitgedruk. Die 

konsentrasies intrasellulere cAMP word in pmole mg-l selproteien 

aangedui. Alle bepalings van cAMP is na 'n inkubasietyd van 24 

uur gedoen. Die punte op e lke grafiek verteenwoordig die gemiddelde 

waarde van 2 tot 4 bepal ings. 

Orie interne standaarde is gebruik. Beide E. coli H10407 en B7A 

is goed bestudeerde ST+ LT produserende stamme wat uit pasiente 

met gastroenteritis geisoleer is (sien 2.5.4). Cholerageen is 

tienvoudig verdun en teen finale konsentrasies van 100 ng tot 
- 2 -1 10 · ng mt aangewend. 

In alle gevalle is bevind dat die toename van intrasellulere cAMP 

d6sisafhanklik is (sien figuur 3-3 A-E). Die 0,1 fraksie van 

enterotoksien is nagenoeg ekwivalent aan die hoevee lhefd ru-toksien 

wat op roetine grondslag vir die morfologiese toets met CHO-Kl 

sel le gebruik word (Guerrant et al ., 1974). 1 n Vergelyking van 

die versk i llende enterotoksiene op hierdie grond slag is dus 

geregverdig. Vergeleke met die standaardstamme en cholerageen 

stimuleer die labiele toksiene uit hierdie studie hoevlak maar 

onderl ing varieerende konsentrasies van cAMP in terme van pmole 
-1 

mg selproteien as volg : 

10 ng mt - 1 cholerageen, 1290; E. coli (ST+ LT) B7A, 1510; 

E. coli (ST+ LT) H10407, 860; E. coli (ST+ LT) H36A, 1440; 

E. coli (LT) H16H, 1265; K. pneumoniae (LT) H14A, 360; 

E. cloacae (LT) H26B, 580 en P. vulgaris (LT) H330, 400. 

Neutralisering van optimum konsentrasies enterotoksiene met 

anticholerageen verhoed die induksie van verhoogde cAMP en 

bevestig 1 n verwantskap met die werk ing van cholerageen (sien 

figuur 3-3, A-E). Toksiene verhit tot 65°c vir 20 minute verloor 

die vermoe om cAMP te verhoog en bevestig die labiele aard daarvan 

(sien figuur 3-3, A-E). 
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E. coli H36A, 'n produseerder van ST en LT verloor nie die vermoe 

om vloeistofakkumulasie in die suigel ingmufs na neutral isasie met 

anticholerageen, te verwek nie. 'n Aanduiding dus dat ST nie 

serologies verwant is aan cholerageen nie. 

3. 13 lnhibering van verhoogde cAMP deur B subeenheid 

Vol gens figuur 3-4, A-D, het voorafbehandel ing. van CHO-Kl sel le 

met 200 ng mi - 1 
B ·subeenheid, 'n drastiese inhiberende effek op 

die induksie van cAMP deur enterotoksiene. Die spesifieke binding 

van die B subeenheid aan chole~ageenselreseptore laat geen vry 

setels vir binding van die holotoksien wanneer dit agterna bygevoeg 

word nie (Cuatrecasas, l973a- d). Die bevindinge volgens figuur 3-4, 

A-6, impl iseer dus dat die enterotoksiene van die verskillende genera 

wat in hierdie eksperimente gebruik is, 1 n identiese reseptorsetel 

op soogdierseloppervlaktes met cholerageen deel. Dit dui op 1 n· 

meganisme van cAMP induksie soortgelyk aan cholerageen. 

3. 14 lnaktivering van enterotoksiene deur GM
1 

gangl iosied 

Volgens figuur 3-5, A-D, word die werking van die verskillende 

enterotoksiene geheel en al geinaktiveer deur voorafbehandel ing met 
-1 

100 ng mi GM gangl iosied. 
1 

Hierdie bevinding bevestig dat GM1 
gangl iosi ed die reseptor vir die verskillende enterotoksiene is 

(Van Heyningen .et al ., 1971; Van Heyningen, S., 1974, 1976; Van 

Heyningen, W., 1974). Dit dien ook as verdere bevestiging vir 1 n 

meganisme van induksie van cAMP soortgelyk aan cholerageen. In die 

l ig van hierdie en bogenoemde bevindinge kan 1 n meganisme van diarree­

induksie, wat soortgelyk of identies aan die van cholerageen is, 

vir enterotoksiene van die onderhawige genera gepostuleer word. 

Dit konstateer nuwe bevindinge. 
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B, P. vulgaris (LT) H330 o-o, versper •-•; E. coli H10407 1:,.-1:,., versper •-•; cholerageen □-□, versper ■-■. 
C, E. cloacae (LT) H26B o -o, versper •-•; E. coli H10407 1:,. -1:,., versper •-•; cholerageen □-□, versper ■-■. 
D, K. pnewnom.,ae (LT) H14A o-o, versper •-•; E. coli H10407 1:,.-1:,., versper •-• ; cholerageen □-□, 

versper ■ -■. 
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Figuur 3- 5. lnhibering van c AMP induksie deur toksi en inaktivering met GM
1 

gang! iosied (100 ng mt -
1

) : 

A, E. coli (LT) H16H o -o, met GM 1 • - • ; E. coli H10407 t:,. - t:,. , met GM 1 •- • ; cholerageen □-□, met GM ■-■ . 
B, P. vulgaris (LT) H330 o - o, me t GM

1 
• - • ; E. coli H10407 t:,. - t:,., met GM

1 
•-• ; chol e rageen □- □, mei GM

1 
■ - ■ . 

C, E. cloacae (LT) H26B o -o, me t GM
1 
•-•; E. coli H10407 f:i. - c. , met GM

1 
•- • ; cholerageen □- □, met GM

1 
■ - ■ . 

D, K. pneumoniae (LT) H14A o -o , met GM
1 
•-•; E. coli H10407 c. - t:,. , met GM

1 
•-•; cholerageen □- □, met GM

1 
■ - ■ . 



BESPREKING 

3. 15 Die cholerageenagtige aard van enterotoksiene van verskillende 
genera 

CHO-Kl selle word wyd gebruik vir die demonstrasie van E. coli LT en 

cholerageen (Guerrant et al. , 1974, 1975; Finkelstein et al ., 1976). 

Die eienskap van CHO selle om veranderinge in morfologie, kollageens intese , 

pol imerisasie van mikrotubules, kontakinhibisie en agglutine·erbaarheid te 

ondergaan is afhankl ik van verhoogde cAMP-konsentrasies (Hsie et al ., 1971; 

Hsie en Puck, 1971; Puck et al., 1972; Guerrant et al ., 1974). Beide 

die morfologiese veranderinge van CHO-Kl selle sowel as 'n toename 

in intrasellulere cAMP kon voorkom word deur vooraf neutral isering van 

enterotoksiene van verskillende genera met antiserum teen cholerageen. 

Die labiele aard van hier.die toksiene kon ook deur hitte-inaktivering 

bewerkstell ig word (sien 3. 11 en 3. 12). 

Die bevindinge uit die voorafgaande eksperimente dui gevolgl ik daarop 

dat die LT-produserende isolate van verskillende genera cholerageen= · 

agtige labiele stoksiene produseer. Dit skakel die moontl ikheid van 

vals positiewe reaksies as gevolg van stimulering van adenielsiklase 

deur ander stowwe uit (Kimberg et al., 1971; Sharp en Hynie 1971; 

Zieve et al. , 1971). 

Sack en Froehlich (1977) het bevind dat LT soos geproduseer deur 'n 

geografi e s en kl inies heterogene groep E. co l i stamme, immunologies 

verwant is. Sommige van hierdie stamme was slegs LT produseerders en 

enterotoksiene van almal word teen hoe titer deur beide antisera teen 

cholerageen en E. coli LT geneutral iseer. Soortgelyke resultate is 

dan ook in die huidige studie met E. co l i sowel as Prot eus vulgaris , 

Klebsiella pneumoniae , Enterobacter c loacae en Enterobacter aerogenes 

behaal (Greeff, 1978 a ; en sien 3.11 en 3.12). Die cholerageenagtige 

aard van hierdie enterotoksiene skep gevolgl ik die vermoede dat die 

werking daarvan analoog aan die van cholerageen is (sien 3. 17). 
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3. 16 Die aktiw i teit van enterotoksiene van verskillende genera 

Oor die algemeen is diarree wat deur E. coli veroorsaak word heelwat 

matiger as in die geval van V. cho l erae (Finkelstein et al .J 1976). 

Dit is nietemin duidel ik dat die labiele toksiene van die verski llende 

genera uit die huidige studie in die meeste gevalle hoevlak stimulering 

van CHO-Kl selle veroorsaak. Cholerageen sowel a s twee goed bestudeerde 

enterotoksigene E. coli stamme, B7A en H10407, kon as interne standaarde 

dien. Die meeste stamme uit hierdie ondersoek is dan ook instaat om 

enterotoksiene van 'n vergelykbare sterkte te produseer. Nietemin is 

daar opmerkl ike verskille in die verband tussen die verskil lende labiele 

toksiene . Hierdie verskille mag belangrike kl iniese impl ikasies 

inhou. 

Dit wil voorkom of gastroenteritis wat met enterotoksigene bakteriee 

geassosieer word varieer met betrekking tot aie graad van ernstigheid 

(Du Pont et al .J 1971; Sack et al .J 1971; Guerrant et aZ. , 1.975; 

Finkels t ein et aZ. J 1976; Echeverria, Louria, Smith en Smith, 1977). 

Volgens Echeverria et aZ. (1977) mag daar geografiese verskille in die 

verband bestaan. 

Echeverria et aZ. (1977) voer aan dat verskille in die graad van 

ernstigheid van die siekte tewyte is aan verskille in die vermoe van 

verskillende E. coli labiele toksiene om verhoogde cAMP te bewerk. In 
-1 -terme van pmole cAMP mg prote1en is die enterotoksienaktiwi.teit 

van isolate uit Ca lcutta en Viet Nam 15,2 tot 27,3 keer meer aktief 

as nie-ente rotoksigene kontroles. Isolate uit di e V.S.A. vertoon 

2,8 tot 24,2 keer meer aktiwiteit vergeleke met kontroles. Alhoewel 

laasgenoemde outeurs se metodes verskil van die onderhawige, rapporteer 
-1 

hulle konsentrasies cAMP wat wissel vanaf 110 tot 4,040 pmole cAMP mg 

selproteTen vir verskillende enterotoksigene E. coli stamme uit akute 

gevalle van gastroenteritis. Geen gegewens in hierdie verband kon 

vir ande r Enterobact?riaceae gevind word nie. Uit die onderhawige 

ondersoe k blyk dit dat die pmole cAMP mg-l selproteTen, vir die 

verski 1 l e nde genera, tussen 360 en 1440 wissel (sien 3.12). 
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Variasie in die aktiwiteite van verskillende LT-spesies van E. coli kan 

aan verskeie faktore gewyt word. Verskillende E. co l i LT-spesies 

varieer met betrekking tot molekulere grootte, elektroforetiese be= 

weegl ikheid en immunologiese reaktiwiteit (Evans, Evans, Richardson 

en Gorbach, 1976; Finkelstein e t al., 1976). Hierdie verskillende 

LT-produkte is egter almal neutral iseerbaar deur antisera teen 

cholerageen of die B subeenheid daarvan (Finkelstein, 1976). 

Verskille in die hoeveelheid enterotoksienopbrengs sowel as in die 

molekulere spesies kan deur die groeimedium sowel as die groeikondisies 

in die hand gewerk word (Evans et al., 1973a en b ; Finkelstein et al ., 

1976; Gianella, 1976; Mundell et al ., 1976; Alderete en 

Robertson, 1977a en b ). 

Sover dit die beheermeganismes van enterotoksiensintese aangaan is 

bitter min bekend. Die sintese van LT by E. coli word waarskynlik 

in perk gehou deur sellulere faktore wat met vroee fases van 

proteiensintese in verband staan (Levner, Wiener en Rubin, 1977). 

Linkomisien, 1 n inhibeerder van proteiensintese (Chang, Sih en 

Weisblum, 1966), onthef die natuurl ike remmende werking van tot nog 

toe onbekende faktore op die sintese van enterotoksien. By E. coli 

mag dit 1 n 3 tot 25 voudige toename in LT produksie induseer en by 

V. cholerae (Inaba 659B) kan dit so hoog as 60 voudig wees (Levner 

et a l., 1977). 1 n Moontl ike aan- en afskakel ing van enterotoksien= 

produksie in die gasheer kan dus nie uit die oog verloor word nie. 

Enkele studies dui daarop dat gasheerfaktore wel 1 n rol in die 

enteropatogenese van hiefdie organismes speel. Anders as cholerageen, 

maar wel soortgelyk aan die ti-pe E toksien van C. botulinum, word 

E. coli LT deur proteol itiese gasheerensieme in die dermkanaal geakti= 

veer tot volle uiting van enteropatogeniteit (Rappaport, Sagin, 

Pierzchala, Bonde, Rubin en Tint, 1976). Na tripsienbehandel ing van 

LT vertoon dit 'n 4 tot 10 voudige toename in aktiwiteit soos gemeet 

aan die konyn-veltoets en hormoonuitskeiding van rotpituitere selle 

respekt i ewe l i k. 
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Ander aspekte, soos die vermoe van die organisme om aan te heg en die 

proksimale dunderm te koloniseer, is reeds in vorige hoofstukke bespreek. 

Die belangrike rol van genetiese vatbaarheid van die gasheer vir 

kolonisering by varke mag ook by die mens van belang wees. 

In die lig van bogenoemde aspekte is die eienaardige hiperreaksie van 1 n 

vo lwasse pas i ente wat deur Finke 1 stein et al. ( 1976) - ~~_skryf word van 

belang. Sy was die enigste van 1 n hele aantal individue op 1 n skip wat 

gedurende 1 n diarree epidemie met kliniese simptome soos die van 

cholera g~rea~eer het. Sestig 1 iter stoelgang is binne 4 dae 

gepasseer. Tog is die LT-produserende E. coli stam wat by haar 

geisoleer is nie 1 n buitengewone toksienproduseerder soos V. cholerae 

569B nie. (Finkelstein e t al., 1976). 

3. 17 Die meganisme van diarree-induksie deur enterotoksiene van 
verskillende genera 

Feit] ik alle ondersoeke na die meganisme waarvolgens chol e rageenagtige 

en t erotoksiene diarree induseer is tot dusver op V. cho l erae en ST+ 

LT-produserende E. coli stamme uitgevoer. Dit is ook duide l ik uit 

laasgenoemde ondersoeke dat diarree-induksie deur hierdie enterotok= 

siene van verhoogde intrasellulere cAMP van die dermvoeringepiteel 

afhankl ik is (sien 1 .4 en 1.5). Die bevindinge uit die onderhawige 

onde rsoek (sien 3. 11 en 3.12) impl iseer dus 1 n soortgelyke meganisme 

vir die induksie van diarree by suigel inge deur slegs LT-produserende 

E. coli , K. pneumoniae, E. cloacae, E. aerogenes en P. vulgaris . 

Hierdie afleiding word ondersteun deur die feit dat die bindingsetel van 

die B subeenheid van cholerageen (sien 1.4.4) deur hierdie enterotoksiene 

. benodig word vir die stimulering van verhoogde cAMP-konsentrasies by 

CHO-Kl selle (sien 3.13). Verdere bevestiging vir 1 n waarskynl ike 

identiese meganisme van diarree-induksie is daarin gelee dat GM1 

gangl iosied, die spesifieke bindingsetel van cholerageen (sien 1.4.4), 

ook die enterotoksiene van bogenoemde organismes geheel en al inaktiveer 

(sien 3. 14). Die baie klein hoeveelhede B subeenheid (200 ng mt - 1) 

en GM 1 gangl iosied (100 ng m£ ), wat vir die inhibisie van werking van 
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hierdie enterotoksiene benodig word, is 1 n verdere aanduiding van die 

spesifieke affiniteite wat hier betrokke is . 

By E. coli (ST+ LT) H36A, kan vloeistofakkumulasie by suigel ingmuise, 

na neutral isering van die enterotoksien met anticholerageen, gedemon= 

streer word. Hierdie bevinding dui daarop dat ST nie aan cholerageen 

ve rwant is nie. Die meganisme waarvolgens ST diarree induseer verskil 

waarskynl ik ook van die van cholerageenagtige enterotoksiene. Onlangse 

bevindinge deur ander werk~rs vind aansluiting by bogenoemde. 

Volgens Cole, Staley en Whipp, (1977) is daar twee bindingsreseptore 

vir E. coli LT in die dermkanaal. Een hiervan kom ooreen met die 

membraanbindingsetel vir cholerageen terwyl die ander met die gl ikokal iks 

geassosieer is. Stabiele toksien word egter nie soortgelyk gebind 

nie en di e meganisme vir induksie van vloeistofsekresie bly onbekend. 

3.·18 Gevolgtrekkings 

Die bevindinge uit hierdie ondersoek impl iseer dat labiele toksiene van 

slegs LT-produserende E. coli , K. pneumoniae , E. cloacae, E. aerogenes 

en P. vulgaris cholerageenagtige eienskappe openbaar. Die verskillende 

labiele toksiene is instaat om onderl ing varieerende maar hoevlak 

stimulering van intrasellulere cAMP by CHO-Kl selle te induseer. 

Hierdie reaksi_e benodig die spesifieke bindingsetel van cholerageen. 

Die meganisme waarvolgens diarree geinduseer word is dus waarskynlik 

identies aan die van choleratoksien. 

Minstens t wee belangrike impl ikasies spruit uit die bogenoemde 

bevindinge voort : 

(i) Cholerageenagtige enterotoksiene kom by 'n verskeidenheid 

genera voor. Die diagnostiese laboratorium is dus daarop 

aangewys om 1 n wye spektrum van organismes as potensiele 

oorsake van gastroenteritis in ag te neem . 
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(ii) Die verwantskap tussen cholerageen en die LT van verskillende 

genera, en die soortgelyke meganisme van diarree-induksie, 

impl iseer dat gelyksoortige behandeling van •pasiente suksesvolle 

gevolge mag he. Meer spesifiek word 'n gekombineerde strategie 

met betrekking tot toekomstige immunisering van suigel inge teen 

enterotoksigene infeksies van hierdie aard aangedui. 
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4. 1 Plasmiede as bepalers van enteropatogeniteit 

0ordraagbare sowel as nie oordraagbare ekstrachromosomale elemente , 

(plasmiede) kom vry algemeen onder die normale ingewandsflora van ,, 
mense en diere voor. Plasmiede besit 1 n wye verskeidenheid bepalers 

waarvan baie bekend is om addisionele patogene vermoens aan die 

organisme te verleen. By enteropatogene E. coli stamme is die 

voorkoms van konjugeerbare plasmiede 2-3 keer hoer as by stamme 

uit asimptomatiese gevalle (Gyles e t al. , 1974). Verder l<om 

sekere klasse plasmiede feitl ik uitsluitl ik by enteropatogene 

E. coli stamme voor. Hly verleen byvoorbeeld aan die organisme 

die vermoe om 1 n hemol isien te produs~er (Smith, 1963; Smith en 

Halls, 1967c ). Die aanhegtingsantigene K88 (0rskov en 0rskov, 1966) 

en K99 (Smith en Linggood, 1972) is weer noodsaakl ik vir kolonisering 

van die dermkanaal van varke en kalwers respektiewelik (Jones en 

Rutter, 1972; Smith en Linggood, 1971, 1972; Isaacson, 1977). 

Tesame met die besit van Ent, 1 n plasmied wat die sintese van 

enterotoksiene bepaal (Smith en Halls, 1968; Smith en Linggood, 1971; 

Skerman e t al ., 1972; Gyles et al ., 1974) ontstaan gedugte entero= 

patogene orga~ismes. 

Die pla smied gemedieerde aard van enterotoksiensintese by E. coli 

afkomstig van diere, is goed gedokumenteer (Smith en Halls, 1968; 

Smith en Gyles, 1970; Skerman e t al., 1972; Gyles e t al. , 1974; 

Falkow, Williams, Seaman en Rollins, 1976). Minder is bekend 
omtrent mens ] ike stamme. Smith en Linggood (1971) kon die konjugeer= 

baarheid van Ent by uit 27 (3,7%) mens] ike Tox~ stamme aandui. 
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So kon Skerman et al . (1972) ook Ent by E. coli H10407, wat tydens 'n 

gastroenteritis epidemie geisoleer is, na 'n Tox E. coli K12 F stam 

oordra. Die hoogste voorkoms van oordraagbare Ent naaml ik by 4 uit 

24 (17%) E. coli stamme, almal afkomstig van pasiente met diarree, 

is deur Gyles et al . (1974) gerapporteer. Al bogenoemde s tudies met 

mensl ike stamme het slegs die oordraagbaarheid van Ent, wat ST+ LT 

bepaal, aangetoon . 'n Rede vir die afwesigheid van enige noemens= 

waardige genetiese studies by E. coli ST-produsee rders is daaraan 

te wyte dat hul rol by mense eers onlangs omskryf is (Sack et al ., 

1975; Wachsmuth, Fa l kow en Ryder ( 1976). Di eselfde geld vir stamme 

wat slegs LT produseer (Sack, 1975; Guerrant et al ., 1975; Greeff 

1977, 1978a en b ; Greeff et al ., 1977; Schaub et al ., 1977). 

Saver va sgestel kan word is geen genetiese ondersoek in die verband 

oor sleg s LT-produseerders of ander organismes a s E. coli gepubl iseer 

nie. 

4.2 Doelste l lings 

Die isola s ie van 20 Tox+ lede van die fa mil ie Enterobacteriaceae , 

uit suigel inge met gastroenteritis, skep 1 n·geleentheid om spesifieke 

genetiese aspekte van hierdie organismes as 'n integrale deel van 

hierdie ondersoek na te gaan. Die volgende eksperimente stel dit 

dan ook ten doel om veral die voorkoms van selfoordraagbare Ent 

plasmiede by hierdie enteropatogene organismes te bepaal. 'n Nadere 

ondersoe k na die teenwoordigheid van ekstrachromosomale elemente by 

enkele ge selekteerde stamme is ook uitgevoer. 

WERKWYSE 

4.3 Organismes ondersoek 

Die 20 Tox+ organismes wat tydens die huidige ondersoek by suigel inge 

met gastroenteritis geisoleer is, is vir hul genetiese aard ondersoek 

(si~n ta belle 2-8 en 2-10). Die volgende E. coli K12 stamme is ook 

gebruik : 
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(i) E. coli J5 F strep-r. Huisves 1 n nie-s e lfoordraagbare 
-1 

R plasmied, RSF1010, wat bestandheid teen 50 µg mt 

streptomisien verleen (S.Falkow, persoonl ike mededeling). 

(ii) E. coli W1485-1 F thy- . Dit is chromosomaal bestand 
-1 

teen 100 µg mt nal idiksiksuur (S. Falkow, persoonl ike 

medede ling). 

(iii) E. coli J62/N F lac- pro his trp. Dit is chromosomaal 

bestand teen 100 µg mt-l nal idiksiksuur. 

Eersgenoemde twee organismes is geskenk deur dr S Falkow, University 

of Washington, Seattle, V.S.A. Laasgenoemde organisme is geskenk 

deur prof J N Coetzee, Departement Mikrobiologie, Universiteit van 

Pretoria. 

Behalwe waar anders vermeld word is alle inkubasies in 1 n droelug 

broeikas by 37°c uitgevoer. Formules vir media, oplossings en 

reagense verskyn in die aanhangsel behalwe waar anders aangedui. 

4.4 Konjugasietegnieke 

1 n Enkelsta p konjugasietegniek, vol gens Smith en Linggood (1971), 

is aanva nk l ik gebruik om die oordrag van Ent na E. coli K12 stamme 

W1485-1 en J62 te bewerkstell ig. Skenker en ontvanger organismes 

is vir 18 uur afsonderl ik in 10 mt Oxoid Nutrient Broth No2 (NB2-sop) 

gekweek. Gelyke volumes{0,2 mt)van elke kultuur is dan by 10 mt vars 

NB2-sop gevoeg en vir 24 uur saam geinkubeer. Die kultuur is hierna 

met 10 mt vars NB2-sop verdun en vir nog 24 uur geinkubeer. Vervolgen s 

is dit gesentrifugeer, die sediment in NB2-sop met 100 µg mt -l nal idiksik= 

suur (NlOO) hersuspendeer, en vir 24 uur voortgekweek om die skenker te 

dood. Na sentrifugering is die sediment weer in 10 mt vars NB2-sop (NlOO) 

gesuspendeer en vir 18 uur voortgekweek, weer gesentrifugeer en die totale 

sediment gebruik om enterotoksien volgens 2.5.3 te berei. By skenkers 

wat beide ST en LT produseer is bogenoemde prosedure in dupl ikaat 

gedoen en die finale sedimente elk afsonderl ik vir die bereiding van 

ST en LT gebrufk. 
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1 n Tweestap bestandheidsfaktor-mobil isasietoets (BFM-toets), vir die 

bespeuring van oordragsfaktore by Enter obact eriaceae , is deur 

Anderson en Lewis (1965a en b) en Anderson (1965) ontwikkel . . Die 

BFM-toets is volgens die wysiging van Skerman et al . (1972) gebruik 

om die teenwoordigheid van oordragsfaktore sowel as selfoordraag= 

bare Ent plasmiede aan te dui. Die BFM-toets maak gebruik van 1 n 

tweestap kruising tussen 1 n moontl ike skenker en 1 n intermediere 

ontvanger en daarna die toevoeging van 1 n finale ontvanger. 

Afsonderl ike 18 uur oue kulture van skenkers en ontvangers is in 

10 m1 NB2-sop berei. Een m1 van 1 n 6 uur oue skenkerkultuur in 

NB2-sop is met 0,5 m1 van 1 n soortgelyke kultuur van die inter= 

mediere ontvanger, E. co l i K12 JS, gemeng an vir 2 uur saam 

geinkubeer. Laasgenoemde organisme huisves 1 n nie-selfoordraag= 

bare R-plasmied, RSF1010, wat bestandheid teen SO ug mt -
1 

streptomisien (S50) verleen (S. Falkow, persoonlike mededel ing). 

Hierna is 0,5 m1 van die 6 uur oue finale ontvanger, .E. coli K12 

stam W148S-1 of J62, by die mengsel gevoeg en verder vir 18 uur 

geinkubeer. Na gesamentlike kweking word die kultuur gesentrifugeer 

en die hele sediment op MacConkeyagarplate wat S50 en N100 bevat, 

uitgestryk met behulp van 1 n gebuigde glasstafie. lnkubasie van 

hierdie plate is vir 'n verdere 24 uur voortgesit. Al die selle 

is m~t soutoplossing (0,85%) van .die plate afgewas en soos hierbo 

in NB2-sop met S50 N100 gekweek en behandel. Die sediment is dan 

gebruik om toksiene te berei. Soms is verdunnings van konjugasie 

mengsels in plaas van sedimente gebruik (sien 4.4. 2). Al die 

moontl ike gepaarde kombinasies in 'n toets is elk telk~ns op 

MacConkeyagarplate met S50, N100 en S50 plus N100 uitgestryk om 

as kontroles te dien. lndien 1 n oordragsfaktor of 1 n selfoordraag= 

bare Ent plasmied ult die skenker die nie-selfoordraagbare plasmied, 

RSF 1010 van E. coli JS, kan mobil iseer verwerf dit bestandheid 

teen streptomisien. Die verskyning van streptomisienbestandheid 

by die finale ontvanger stel sulke transkonjugante in staat om 

op S50 N100 te oorleef. Dit is 1 n aanduiding van die teenwoordigheid 

van 'n oordragsfaktor en/of ender andere 1 n oordraagbare Ent plasmied 

afkomstig van die skenker (Skerman e t a l. , 1972). 
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Vir die bepal ing van die oordragsfrekwensie van R plasmiede en Ent is 

'n enkelstap konjugasietegnlek volgens Datta, Hedges, Shaw, Sykes en 

Richmond (1971) en Datta en Hedges (1972) uitgevoer. Agtien uur oue 

ku lture van skenkers en ontvangers is soos· hierbo~beret. Ontvangers 

is 1:100 en skenkers 1:10 onderskeidel ik in 10 mt NB2-sop verdun. 
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Ontvangers is dan by 37°c vir 6 uur in 'n waterbad geskud en skenkers is vir 

4 uur stil geinkubeer. By 4,5 mt ontvang er is 1 mi skenker en 4,5 mi 

vars steriele NB2-sop gevoeg en die mengsel is dan vir_~ _uur of ]anger 

geinkubeer. Tienvoudige verdunnings hiervan of die gesedimenteerde 

selle is vir seleksie van transkonjugante gebruik (sien ook 4.4.1). 

By seleksie vir oordraagbare R plasmiede is die enkel en soms dubbel 

merkers daarvan sowel as die bestandheids~ienskappe van die ontvanger 

in aanmerking geneem. By Ent is seleksie teen die skenker uitgevoer. 

Die oordragsfrekwensie word uitgedruk as die aantal trans konjugante 

per skenkersel onder bogenoemde toestande. 

4.4.1 Di e bepal Ing van antibiotiese bestand heid 

Die antibiotiese bestandheid van geselekteerde Ent+ E. coli stamme 

is met die geimpregneerde skyfdiffusiemetode soos beskry1 deur 

Frankel et al. (1970) met mastringe (Mast Laboratories) op Mueller 

Hinton medium (Difeo) bepaal. Die konjugee rbaarheid van bestandheid= 

bepalers is soortgelyk bepaal. Die volgende antibiotika is gebruik 

chlooramfenikol, 30 µg; tetrasikl ien, 30 µg; gentamisien, 10 µg; 

kanamisien, 30 µg ; eritromisien, 15 µg; tobramisien, 10 µg ; 

nitrofurantoien 300 µg; nal idiksiksuur, 30 µg; sulfafurasool, 300 µg ; 

amp is i 11 i en, 1 0 µ9; ka rben is i 11 i en, 1 00 µ9; po 1 i mi ks i en B, 300 eenhede; 

penisill ien G, 10 eenhede en fusidiensuur 10 µg. 

4.4.2 Seltellings en verdunnings 

Wanneer enkelkolonies of tel 1 ings van skenkers, ontvanger- of konjugasie= 

kulture tydens enige van bogenoemde konjugasie eksperimente benodig is, 

is tienvoudige verdunnings daarvan in warm _(37°c) soutoplossing (0,85%) 

berei. 'n lnokulum van 0, 1 mt van elke verdunning is op geskikte 

MacConkeyagarplate, me t of sonder seleksie na gelang van omstandighede, 

uitgesprei, geinkubeer en getel. Tellings is in dupl ikaat gedoen en as 

kolonievormende eenhede· (KVE) in berekening gebring. 



4.4.3 Demonstrasie van Ent by tran~konJugante 

Transkonjugante is te alle tye bevestig deur vir die ouksotrofe 

eienskappe van die onderhawige ontvanger te toets. In die geval 

van plate met enkelkolonies van transkonjugante is daar na minimale 

agarmedium, sander die ouksotrofe vereistes van die ontvanger, ge= 

repl iseer. Kolonies wat nie hierop kon groei nie is van die meesterplaat 

verwyder en vir toksientoetsing gebruik. Wanneer sedi~e~te gebruik is, 

is 'n lusvol soortgelyk op minimale agarmedium getoets voordat daar vir 

toksiene getoets is. Transkonjugante is op BHl-agar by 4°c geberg. 

Daar bestaan nie 'n seleksi~metode vir Ent nie. Gevolgl ik moet elke 

transkonjugant getoets word vir die vermoe om enterotoksien te 

produseer. Samevoegings van 10 transkonjugante is vir die bereiding 

van toksiene gebruik. Deur 4 mt BHl-sop te inokuleer met 'n lusvol · 

van elk van 10 afsonderl ike 18 uur oue kultu re van transkonjugante 

in 10 mt BHl-sop ' kon toksiene op die gewone manier berei en getoets 

word . By toksienpositiewe samevoegings is elke lid daarna afsonderl ik 

ondersoek vir toksienproduksie. 

4.5 lsol asie van plasmied DNA 

Gese lekteerde Tox+ Enterobacteriaceae en Ent+ transkonjugante, sowel 

as E. coli K12 stam W1485-1, is vir 18 uur in die minimale medium 

(M9-medium) van Freifelder en Freifelder (1968) soos gewysig deur 

Silver en Falkow (1970) geinkubeer. Di t is dan 1:20 verdun in 30 mt 

M9-medium, waarby 3,3 µg mi - 1 l3H]-t imid ien en 200 µg mQ, -l deoksiadeno= 

sien gevoeg is, en voortgekweek totdat 'n seldigthe i d Ivan sowat 10 8 mi -l 

bereik is. Di e selle is vir 15 minute teen 12 ODD x g 0esentrifugeer 

(Sorvall), die sediment drie maal met yskoue soutoplossing (0,85%) 

gewas en in 1,0 mt koue 25% sukrose-oplossing in 0,05 M tris 

(hidroksiemetiel) aminometaan (Tris), pH8, gesuspendeer. Alle verdere 

hanterings van selle is by o-2°c oor ys of in •~ koelkamer uitgevoer. 

Sentrifugering is verder in 'n Beckman L2 ultrasentrifuge uitgevoe r. 
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Helder 1 isate is volgens die metode van Clewell en Hel inski (1969) berei. 
-1 

Lisosiem (0,2 mt van 'n 5 mg mi oplossing in 0,25M Tris, pH8) is by 

die sukrose selsuspensie gevoeg en vir 5 minute gelaat waarna 0,4 mt 

0,25 M etileendiamientetra-asynsuur (EDTA), pH8, bygevoeg is, Hierdie 

mengsel is vir 5 minute periodiek l iggies geswaai waarna 1 ise van 

sferoplaste bewerkstell ig is deur die toevoeging van 1 ,6 mt van 'n 

benattingsmiddelmengsel (1 % Brij 58~ 0,4% natrium deoksicholaat, 0,0625 

M EDTA en 0,05 M Tris, pH8). Na 5-10 minute word die_mengsel betrekl ik 

helder en klewerig waarna die chromosomale DNA gesedimenteer word 

deur sentrifugering by 48 000xg vir 25 minute by 2°c. Hierdie stap 

sedimenteer 98% van die totale chromosomale DNA terwyl die plasmied 

DNA in die boliggendevloeistof agterbly (Gyles et al., 1974). 

Koue l iniere gradiente van 15-50% sukrose in 0,01 M EDTA, 0,06 M 

KC1 en 0,02 M Tris by pH 7,3 is vooraf met behulp van 'n gradient= 

maker (LKB) vervaardig. Diebol iggendevloeistof van di~ helder 

l isate is sonder versteuring bo-op 15~50% sukrose gradiente geplaas 

en in 'n SW27 rotor teen 21 500xg vir 15 uur by 2°c gesentrifugeer. 

Wanneer ontspanne DNA molekules benodig is, is die helder l isate eers 
0 -1 . 

vir 15 minute by 25 C met 1 ,6 mg mt pronase behandel en dan op 

15-20% s ukrose gradiente gesentrifugeer. Agt honderd µt fraksies is 

van die bodern van die gradientbuis, deur 'n 22 dikte naald verbind 

aan die druppelteller van 'n LKB UltroRac 7000 fraksieversamelaar, 

opgevang. Vyftig µt monsters van .elke fraksie in 3,0 ·mt triton 

X-l00_sintilasievloeistofmengsel is gebruik vir isotooptellings 

in 'n Packard Tricarb sintilasieteller. Die DNA in saamgevoegde 

radio-a ktiewe fraksies is gedial iseer teen twee ll veranderinge 

van 0,1 x SSC (0, 15 M NaCl, 0,015 M natriumsitraat, pH 7,3) oor 

72 uur en daarna vir elektronmikroskopie voorberei. 

Liniere gradiente van 5-20% sukrose in 0,5 M NaCl en 0,01 M 

kal iumfosfaat by pH 7,0 is vooraf vol gens Gyle~ et al. (1974) 

vervaardig. Die boonste 0,5 mt van gesedimenteerde helder l isate 

1 : 1 verdun in TES (0,05 M NaCl, 0,005 M EDTA en 0,03 M Tris, pH8). 

'n Honderd µt monster hiervan is bo-op 5-20% sukrose gradiente 

geplaas en in 'n SW 50. 1 rotor teen 114 000xg vir 60 minute by 

is 
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20°c gesentrifugeer. Vyfdruppel fraksies is socs hierbo direk in 

flessies met sintilasievloeistof opgevang en vir isotooptell ings 

gebruik. 

4.5. 1 Elektronmikr.oskopie van plasmied DNA 

Die metode van Davis, Simon en Davidson (1971) is ge bruik vir die 
-1 

montering van DNA molekules. 'n Konsentrasie van 300-500 µgm! 

DNA in 0,01 % sitochroom C, 500 mM ammoniumasetaat en 1 mM· EDTA by 

pH 7,5 is as sprei-oplossing aangewend. Kopergaasskyfies (400 maas/ 

25mm2 ) bedek met 'n Formvarvl ies (0,3% g/v in 1:2 dichloroetaan) is 

binne 5 dae vir DNA montering gebruik. Vyftig µ1 DNA is teen 'n 

glasskuinste afgestuur in ammoniumasetaat (250 mM, pH 7,5) met 'n 

dun gepoeierde talklagie bo-op. 'n Druppel is vinnig naby die glas= 

asetaat intervlak deur aanraking met die gaasskyfie opgetel en vir 

30 . sekondes gedoop in 'n oplossing met 50 mM uranielasetaat in 

50 mM HCl, vars verdun tot 1:100 in absolute etanol. Hierdie stap 

kleur en droog die monster meteens. 

Gemonteerd e gaasskyfies is met rotasie beskaduwing teen 8° in 'n 

Edwards E12E vakuumapparaat teen 2 x 10-S torr behandel deur 2 cm 

lengtes van 40:60 palladium goud draadjies, gekoppel aan 'n 

wolfram filament, teen 300 mA te verdamp. Die gemiddelde kontoe r= 

lengte in mikrometer van minstens 10 DNA molekules is met 'n faktor 

van 2,07xlo
6 

vermenigvuldig om die molekulere massa in dalton te 

verkry (Lang, 1970). 

RESULTATE 

4.6 + Oordragsfaktore en Ent 6y Tox Enterobacteriaceae 

Met die enkelstap konjugasietegniek van Smith en Linggood (1971) 

kon die oordrag van Ent na Tox E. coli K12 F ontvangers W1485-1 

en J62 sl egs by E. coli (ST) H2E aangetoon word. Dit kan deels 

daaraan toegeskryf word dat geen genetiese sel e ksie vir Ent toege= 

pas kon word nie en deels aan 'n relatief lae oordragsfrekwensie vir 
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Ent. Gevolgl ik is besluit om indlrek vir oordraagbare Ent plasmiede te 

selekteer deur van die BFM-toets gebruik te maak. Hiermee is die 

voorkoms van oordragsfaktore bepaal en 'n mate van indirekte seleksie 

vir Ent toegepas (Skerman et al ., 1972; Gyles et al ., 1974). 

Die voorkoms van oordragsfaktore en Ent by die 20 Tox+ Enterobacteriaceae , 

soos bepaal met die BFM-toets, word in tabel 4-1 saamgevat. Op hierdie 

wyse kon oordragsfaktore by 11 van die 20 Tox+ stamme (55%) aangetoon 
+ word. Dit verteenwoordig 10 van die 18 pasiente {56%) wat Tox 

Enterobacter iacae gehuisves het. Oordragsfaktore kon by 7 van 11 

(64%) E. coli stamme aangetoon word. Beide E. coli W1485-1 of 

E. coli J62 is afwisselend as finale ontvanger in hierdie eksperimente 

gebruik. Die hele konjugasiemengsel is gesentrifugeer en die 

sediment op MacConkeyagarplate, met seleksie teen die skenker,_ ui t ges tryk . 

Al die wildetipe skenkerorganismes was gevoel ig vir 100 µg m£-l 

nal idiksiksuur en geen kombinasie van skenkers en ontvangers kon voor 

konjugasie op MacConkeyagarplate wat 100 µg m£-l nal idiksiksuur plus 
-1 

50 µg mt streptomisien bevat het groei nie. 

Elke skenker waarby 'n oordragsfaktor aangetoon is, is daarna vir 

die konjugeerbaarheid van Ent getoets. By hierdie stamme (sien 

tabel 4-1) is in die meeste gevalle aaneenlopende groei gevind. 

Die totale groeisel is gebruik om ST en/of LT te berei (sien 4.4). 

By E. coli stamme H2E (ST), H18D (ST+ LT) en H38J (ST), kon die 

konjugee rbaarheid van Ent op hierdie wyse aangetoon word (sien 

tabel 4- 1J . 

Bogenoemde eksperimente het die vermoede laat ontstaan dat oordraagbare 

Ent moontl ik ook by die ander stamme met oordragsfaktore teenwoordig 

was maar teen 'n laer frekwensie oorgedra word. Daarom is die 

konjugasiemengsel tienvoudig verdun op SSO N100 plate uitgestryk, 

en al di e kolonies, soms uit tripl ikaat verdunnings, in samevoeging 

va-n 10 gebruik om to ksiene te berei en te toets. Die 3 E. coli 

stam~e waarby die konjugeerbaarheid van Ent reeds aangetoon is, is 

op die selfde wyse getoets om die oordragsfrekwensie volgens die 
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TABEL 4-1. 
+ ~ 

Voorkoms van oordragsfaktore en Ent by Tox Enterobacteriaceae" 

Aantal proewe positief 

Stam 
Toksiene 

Oord rags fak tore Pasient Organisme Ent 
Kode ST LT W1485-1 J62 W1485-1 

2 H2E E. coli + 9 / 1 0 5/5 9110 

11 H11R E. aerogenes + 0 /10 0 /5 0110 

12 H12C E. coli + 7110 5/5 0110 

1 3 H13B E. coli + 
0110 0/5 0 /10 

14 H14A K. pneumoniae + 10/10 5/5 0 /10 

16 H16H E. coli + 
0
110 0/5 0

110 

18 H180 E. coli + + 10/10 5is 6110 

20 H20A E. coli + 
0110 0/5 0110 

22 H22L E. cloacae + 7110 5/5 0 /10 

23 H23M . K. pneumoniae + 0 /10 0 /5 0
110 

24 H24D E. coli + 9 /10 5/5 0110 

26 H26B E. cloacae + 
0
110 0/5 0

110 

:- 29 H29P K. pneumoniae + 0 /10 0/5 0110 

33 H330 P. vulgaris + 3110 5;5 0110 

36 H36A E. coli + + 10/10 5 /5 0
110 

H36P E. coli + 
8

110 5 /5 0110 

37 H37T K. pneumoniae + 
0
110 . 0 /5 0110 

38 H38J E. coli + 0 ;·, 0 2 /5 \10 

H38N K. pneumoniae + 
2
110 2/5 0110 

39 H39E E. coli + 
0
110 0/5 0

110 

Reflekteer resultate waar slegs die totale groeisel, na konjugasie 
volgens die BFM~toets, vir Ent getoets is. 
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BFM-toets te bepaal. Ole resultate van hierdie ekspe rimente verskyn in 

tabel 4-2. Hiervolgens kon die oordrag van Ent by 4 E. coli stamme 

bevestig wo rd . Die konjugeerbaarheid van Ent by 'n vierde E. coli stam, 

H36A (ST+ LT) is besonder belangrik. Hierdie stam behoort tot 'n 

klass ieke enteropatogene serotipe, 0128:K67:H27, van E. coli . Die 

suksesvolle oordrag van Ent in laasgenoemde geval spruit voort uit die 

feit dat enkelkolonies van transkonjugante in samevoegings van 10, in 

plaas van t otale sedimente~ vir toksientoetsing gebruik is. Op hierdie 

wyse kon 'n hoe oordragsfrekwensie van Ent (73%) by E. coli (ST) H2E 

oak aangetoon word. Bogenoemde resultate dui op ' n besonder hoe 

voorkomssyfer (36,4%) van konjugeerbare Ent by mensl ike E. coli 

stamme. Dit verteenwoordig 3 van die 18 (16,7%) pasiente wat Tax+ 

organismes gehuisves het. 

By die twee konjugeerbare S~ + LT Ent stamme, H18D en H36A, is die 

produksie van beide ST en LT by elke transkonjugan t aangetoon. 

Die vermoe om enterotoksiene te produseer is by enkele transkonjugante 

oar 1 n tydperk van 6 maande getoets en dit was stabiel. 

Die 4 E. coli stamme met oordraagbare Ent, H2E (ST), H18D (ST+ LT), 

H36A (ST+ LT) en H38J (ST), is geselekteer vir verdere studie." 

Twee aspekte was van besondere belang. Dit sou waardevol wees om 

die oordragsfrekwensie van die ST-produserende stam, H2E, meer 

presies met die enkelstap konjugasietegniek van Datta et al . (1971) 

en Datta en Hedges (1972) te bepaal. Tweedens is die moontl ikheid 

van gely ktydige besit van Ent en oordraagbare R faktore by hierdie 

vier stamme nagegaan. 

Die oordragsfrekwensie van Ent van E. coli H2E na E. coli J62 was 
-1 . 

~ 2,2 x 10 per skenkersel. Die betrekl ike gemak waarmee Ent in 

hierdie enkelstap konjugasie eksperiment na Tax E. coli J62 oorge= 

dra kan word hou belangrike imp I ikasies vir geen uitruil ing in. Ent 

kan oak met die enkelstap konjugasietegniek, van E. coli H2E na 

E. coli W1485-1, oorgedra word. Soortgelyk is Ent uit E. coli 
+ -W1485-1 (ent ) na Tax E. coli J62 oorgedra. 
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TABEL 4~2. Voorkoms en oordragsfrekwensie van Ent volgens die BFM-toets 

• Aantal kolonies positief vir Ent % Ontvangers van Ent 
Oordragsfaktor positiewe stam W1485-1 J62 Gemiddelde Beste 

2 l 2 

H2E E. coli (~T) 173 /281 86
1156 171/210 212/233 73,0 91, 0 

H12C E. coli (LT) 0
1113 

0
1198 0;47 

0
1312 0,0 0,0 

H14A K. pnewnoniae (LT) 0187 01221 0
1103 

0
i252 0,0 0,0 

H18D E. coli (ST+ LT) 
1
1197 

0
1255 l / 111 71286 1 , 0 2,4 

H22L E. cloacae ( LT) O /327 0;61 0
1250 0,0 0,0 

H24D E. coli (LT) 
0;4o 01202 0/273 0,0 0,0 

H330 P. vul garis (LT) 
0
;54 

0
1138 0;410 0,0 0,0 

;',H36A E. coli (ST + LT) 
0;46 O /295 .1 /706 0

1829 0,7 0,7 

H36P E. coli (ST) . o /78 2
1289 0,6 0,7 

H38N K. pnewnoniae (LT) O /341 O /279 0,0 0,0 

H38J E. coli . 0;156 
0
1223 0,0 0,0 

-1: 
Met J62 as ontvanger is trip 1 i kaa t verdunn i ngs ondersoek. Die oordragsfrekwensie is 
vol gens resultate by J62 bereken. 
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Geen R faktor oordrag kon by E. coli H2E, H18D of H38J met enige van 

bogenoemde konjugasietegnieke bewerkstell ig word nie. Dit is aanvaar 

dat Ent by hierdie 3 stamme selfoordraagbaar is. 

-1 
By E. coli H36A kon bestandheid teen sulfafurasool (300 µg m1 ) , 

. ·1· (10 - 1, ( -1 amp1s1 1en µg m1 ; karbenisi 1 ien 100 µg m1 ) en tetrasikl ien 

120 

-1 -
(30 µg m1 ) gelyktydig na E. coli J62 oorgedra word. Die oordragsfrekwensie 

van hierdie bestandheidbepalers was+ 7,3x10- 2 per skenkersel. Uit 540 van 

hierdie transkonjugante kon Ent by 23 (4,4%) aangetoon word. Die oordrags= 
-4 + frekwensie van Ent was dus ± 1,7x10 per skenkersel. Al hierdle Ent 

transkonjugante, sowel as die een wat met die BFM-toets geisoleer is 

(sien tabel 4-2), vertoon die bestandheidseienskappe van die R faktor. 

Beide Ent en die bestandheidsbepalers was saam stabiel oar 'n tydperk 

van minstens 6 maande. 

Hierdie bevindings dui daarop dat Ent en die betrokke R faktor 

waarskynl ik saam oorgedra word. Ent is in hierdie geval waarskynl ik 

nie selfoordraagbaar nie maar afhankl ik van die R-plasmied daarvoor 

(Wachsmuth et al. ., 1976). 

4.7 Ekstrachromosomale DNA by Tax+ Enterobacteriaceae 

Enkele Tax+ stamme., E. coli (ST) H2E, E. coli (LT) H16H, E. co l i (LT) 

H39E en E. cloacae (LT) H26B is geselekteer vir 'n ondersoek na die 

teenwoordigheid van ekstrachromosomale DNA. 

Die sedimentasie van DNA vanaf E. co l i W1485-1 voor en nadat dit die 

vermoe tot ST-produksie verwerf het, word in figuur 4-lA aangedui. 

Helder 1 isate van E. coli W1485-1 en 'n Ent+ transkonjugant, E. coli 

W148S-1 (ent+) uit 'n kruising tussen E. co li H2E (ST) en E. coli 

W1485-1, is op 15%-50% neutrale sukrose gesentrifugeer. 'n Prominente 

J3H]-timidiengemerkte piek verskyn naby die middel van die gradient. 

Soortgelyke ekstrachromosomale DNA is afwesig in die Tax E. coli 

K12 W1485-1 F stam voor kruising. Volgens S. Falkow, University of 

Washington, Seattle, V. S.A. bevat laasgenoemde stam geen bespeurbare 

ekstrachromosomale DNA nie (S. Falkow, persoonl ike mededel ing). 



-1 Helder 1 isate van bogenoemde transkonjugante is met 1 ,6 mg mt pronase 
0 vir 15 minute by 25 C behandel en op 15% tot 50% neutrale sukrose 

gesentrifugeer. Saamg_evoegd·e radio-akti.ewe DNA fraksies is direk onder 

die elektronmikroskoop ondersoek. Sommige DNA molekules was teenwoordig 

as oop sirkelvormige strukture volgens figuur 4-2A. Kontoerlengtes van 

hierdie ST plasmied DNA molekule dui op 'n molekulere massa van 
6 

+ 46x10 daltons. 

Helder 1 isate van 'n Tox+ transkonjugant, W1485-1 (ent\ RSF1010), 

verkry uit die BFM-toets na 'n kruising tussen E. co li stamme H2E , 

J5 en - W1485-1, is berei. Die DNA sedimentasieprofiel van W1485-1 

(ent+, RSF1010) in 5% tot 20% neutrale sukrose is volgens figuur 4-1B 

verkry. Dit toon die verwerwing van Ent sowe l as die 5,5x1o
6 

dalton 

gemobil iseerde R plasmied, RSF1010 aan. Hierdie 1 isate is nie verder 

onde-rsoek n i e. 

Enterobacter c l oacae H26B is die mees potente LT-produserende 1 id van 

die Klebsie U ae . Die vermoe tot toksiensintese kon nie na E. coli 

K12 F stamme oorgedra word nie. Ook kon oordragsfaktore nie by 

hierdie stam aangedui word nie (sien tabel 4-1). Helder lisate van 

wildetipe E. c l oacae is soos h}erbo behandel. Die DNA sedimentasie= 

profiel in 15% tot 50% neutrale sukrose is soos in figuur 4-3 bevind. 

Elektronmikroskopie van saamgevoegde gedial iseerde fraksies vol gens 

hierdie piek het die teenwoordigheid van baie klein oop sirke lvormige 

DNA molekules, vol gens figuur 4-2B, aangedui. Die molekulere massa 
6 van hierdie DNA molekules kon volgens kontoerlengtes op.:, 2,56x10 

daltons be reken word. Anders as in die geval van E. coli H2E is 

hierdie plasmied nie noodwendig verantwoordel ik vir toksienproduksie 

nie. 

Twee LT-produserende E. coli stamme H16H en H39E, waa rby geen oordrags= 

faktore of Ent oordrag bewerkstell ig kon word nie, is gel iseer en soos 

hie rbo vir die teenwoordigheid van ekstrachromosomale DNA ondersoek. 

As positiewe en negatiewe kontroles vir Ent plasmied DNA is E. coli 

stamme W1485-1 (ent+) en W1485-1 (ent-) respektiewel ik gebruil<. 

Figuur 4-4A toon die DNA sedimentasieprofiel in 15%-50% sukrose van 

stam W1485-1 voor en na die verwerwing van 'n ST Ent plasmied. Die 
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Fig. 4- 2. 
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A: Plasmied DNA van£. coli H2E, molekulere massa ± 46 x 106 

daltons. 
B: Plasmied DNA van£. cloacae H26B, molekulere massa ± 2,6 x 106 

daltons. 
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sedimentasieprofiel van wildetipe E. coli H16H (LT) toon _egter die 

afwesigheid van ekstrachrornosomale DNA. Soortgelyke eksperimente met 

E. coli H39E kon, volgens figuur 4-48, ook nie die aanwesigheid van 

plasmied DNA bevestig nie. Hierdie resultate is herhaaldel ik verkry 

en dui op 'n moontl ike chromosomale lokus vir die tox gene by laasge= 

noemde twee E. coli stamme. 

BESPREKING 

4.8 Die aard en imp! ikasies van konjugeerbare Ent by Tox+ 
Enterobacteriaceae 

Die voorkoms van oordragsfaktore by 63,6% van die Tox+ E. coli stamme 

in hierdie studie vergelyk goed met die bevindinge van ander werkers. 

By enteropatogene E. co l i stamme, afkomstig van simptomatiese mense 

en diere, is die voorkoms van oordragsfaktore so hoog as 75% tot 100% 

(Smith en Linggood, 1970; Skerman et al ., 1972; Gyles et al ., 1974). 

Daarteenoor rapporteer laasgenoemde outeurs 'n skerp kontras van 28% 

tot 38% vir die voorkoms daarvan by E. coli stamme vanuit asimptomatiese 

geval le . By enteropatogene stamme van E. coli word hierdie oordrags= 

faktore feitl ik uitsluitl ik deur plasmiede soos Ent, Hly, K88, K99, 

Ren Col verteenwoordig (sien 1 .8). Plasmiede soos hierdie sowel as 

ander ekstrachromosomale elemente dra by tot die aanpasbaarheid van 

die organisme tot sy omgewing (Reanney, 1976). Soms kom meer as een 

van hierdie plasmiede by 'n organisme voor en verleen dit gedugte 

enteropatogene vermoens (Sherrat, 1977). Die totale plasmiedkompleks 

van E. coli bepaal dan ook grootl iks die enteropatogeniteit van 

hierdie organisme (So et aZ. , 1974). Sommige oordragsfaktore ui t 

die 6nderhawige studie is gevolgl ik verder ondersoek. 

Die voorkoms van konjugeerbare Ent plasmiede by 4 van 11 (36,4%) 

E. coli stamme uit hierdie studie is heelwat hoer as die waardes 

wat deur ander werkers gerapporteer is. Die oordraagbaarheid van 

Ent by E. coli afkomstig van varke kon slegs by 6 van 51 (12%) 

enterotoksigene stamme deur Smith en Halls (1968) en Smith en 

Gyles (1970) aangetoon word. By mensl ike Tox+ E. coli kon die 
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konjugeerbaarheid van Ent by 1 van 27 (4%) stamme deur Smith en 

Linggood (1971). bewerkstelli_g word. Ses en twintig van laasgenoemde 

stamme het tot klassieke enteropatogene serotipes van E. coli behoort, 

alma] geinkrimineer by suigel inge met diarree. Die enkele konjugeerbare 

Ent plasmied was by 'n enteropatogene serotipe van E. coli 026:K60:H11, 

teenwoordig (Smith en Linggood, 1971). In die huidige studie is vier 

klassieke enteropatogene serotipes gevind wat enterotoksiene produ~eer 

(sien tabel 2-13). By een van hierdie serotipes, E. coli 0128:K67:H27 

stam H36A, kon die konjugeerbaarheid van Ent (ST+ LT) na 'n nie-entero= 

patogene E. coli K12 aangetoon word. 

Hierdie bevinding impl iseer dat serotipering nie 'n aanduiding van 

die vermoe ·tot toksienproduksie kan gee nie (sien ook 2.12 en hieronder). 

As gevolg van die afwesigheid van seleksie vir Ent by die gewone 

enkelstap konjugasie eksperiment sal oordrag slegs aangedui kan 
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word indien dit teen 'n hoe frekwensie pJaasvind. Volgens Smith en Halls (1968) 

kon Ent oordrag met behulp van laasgenoemde konvensionele metodes 

net aangetoon word indien die oordragsfrekwensie hoer as ongeveer 

10-l is. Die meeste natuurl ike oordraagbare plasmiede word egter selde 

teen 'n frekwensie hoer as 1 □- 4 per skenkersel per uur in vitr io oorge= 

dra (Skerman et ai. , 1972). Die BFM-toets bied tans die beste moontlik= 

hede vir die indirekte seleksie van Ent met 'n bespeuringsgevoel igheid 

van ongeveer 6 keer die van die enke l s tap konjugasietegniek (Skerman 

et ai., 1972). Hierdie gevoeligheid steek nogtans skerp af teen die 
-8 

sensitiewe selektiewe tegnieke, met 'n gevoel igheid van ongeveer 10 , 

vir die bepal ing van antibiotiese bestandheidbepalers (Gyles et al ., 

1974). Met behulp van die BFM-toets kon Gyles et al. (1974) oordraag= 

bare Ent by 17% van Tox+ E. coli stamme van mensl ike en dierl ike oor= 

sprang aantoon. Die algemene gevoel van al hierdie outeurs is dat Ent 

waarskynl ik by 'n heelwat hoer persentasie stamme selfoordraagbaar is 

maar dat dit teen so 'n Jae frekwensie geskied dat die bestaande metodes 

dit nie bespeur nie. Die hoe persentasie van oordragsfaktore en 

oordraagbare Ent uit hierdie studie ondersteun laasgenoemde standpunt. 
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In die huidige ondersoek kon die bepalers vir ST sowel as die verantwoordel ik 

vir ST+ LT produksi_e na E. coli Kl2 oorgedra word. In laasgenoemde geval 

het al die transkonjugante aie vermoe om beide enterotoksiene te s intetiseer 

openbaar. Die sintese van ST+ LT kan deur 'n enkele plasmied beheer 

word (Gyles et aL. , 1974). 1-n der waarheid is die klein klompie ST+ LT 

Ent plasmiede wat tot dusver ondersoek is 'n homogene groep met 'n 

molekulere massa van ongeveer 60x106 daltons en 'n G + C verhouding van 

50% (Gyles et al ., 1974) . Hierdie plasmiede deel ook die grootste gedeelte 

van hul pol inukleotiedvolgorde met mekaar afgesien van hul mensl ike of 

dierl ike oorsprong (Santos et a L. , 1975; So, Crosa en Falkow, 1975) .. 

In hierdie opsig kom hulle ook ooreen met plasmiede van die Fl en Fl I 

onverenigbaarheidsgroepe maar nie met R plasmiede wat tot die I, N, W, 

P of X onve renigbaarheidsgroepe behoort nie (Santos et al ., 1975; So 

et al ., 1975). Uit DNA-=DNA heterodupleks studies ve rtoon hierdi e 

plasmiede 55% homologie met die seksfaktor F (Santos et al ., 1975) . 

Daar is egter verrassend genoeg minder as 1% onderl inge verwants kap 

tussen die DNA van ST+ LT plasmiede, ST plasmiede en V. cho l erae 

DNA (So et aL. , 1975). 

In teenste ll ing met bogenoemde bestaan die plasmiede afkomstig van 

diere, en wat slegs vir ST kodeer, uit 'n heterogene groep met mol e= 

kulere massas wat wissel van 21x10 6 tot 80x106 daltons (So et al ., 

1975; en s ien 4.9). Terwyl die E. coli labiele toksiene van ST+ LT­

produseerders homogeen voorkom, bestaan daar aansienl ike twyfel oor 

die homogeniteit van verskillende stabiele toks ienspesies (Gyles 1974a. 

en b ; So, Boyer, Betlach en Falkow, 1976). 'n Moontl ike verklaring 

hiervoor kan in die heterogeniteit van ST plasmiede onderl ing en me t 

ST+ LT Ent plasmiede gesoe k word. 

Feitl ik alle genetiese onde~soeke van slegs ST-produseerders is tot 

dusver op varkstamme uitgevoer. Dit kan toegeskryf word aan die 

feit dat tot betrekl ik onlangs slegs ST+ LT produseerders by men se 

betrek is (Sack, 1975; Wachsmuth et al ., 1976). 

Olt Is ge volgl ik be langrik om daarop t e l e t da t d ie konjugee rbaarhe id 

van Ent by twee E. coli (ST) stamme, H2E en H38J, uit die huidige 



ondersoek aangedui kon word. By E. coli (ST+ LT) H36A is die gesamentl ike 

oordrag van Ent en die bestandheidsbepalers vir sulfafurasool, ampsil ien, 

karbenisil ien en tetrasikl ien bewerkstell_ig . Die teenwoordigheid van al 

hierdie bestandheidbepalers by al die Ent+ transkonjugante impl iseer dat 

Ent waarskynl ik afhankl ik van die R plasmied oorgedra word (Wachsmuth et 

al. , 1976). Dit is ook belangrik om daarop te let dat in die gevalle 

waar transkonjugante beide die bestandheidsfaktor en Ent gehuisves het 

hierdie genetiese elemente stabiel saam kan bestaan. In enkele gevalle 

waar sulke transkonjugante periodiek oor 'n tydperk van 6 maande getoets 

is was daar geen verl ies van beide hierdie eienskappe nie. Dit is 1 n· 

bekende feit dat verskillende R plasmiede tot verskeie onverenigbaar= 

heidsgroepe behoort. Plasmiede wat tot dieselfde onverenigbaarheids= 

groep behoort kan nie stabiel saam in dieselfde bakteriese sel bestaan 

nie terwyl die omgekeerde ook waar is (Datta en Hedges, 1971; Hedges 

en Datta, 1971; Khatoon en Iyer, 1971; Coetzee, Datta en Hedges, 1972). 

Die isola sie van hierdie enteropatogene serotipe van E. coli , OT28:K67:H27, 

met konjugeerbare Ent (ST+ LT) en R faktore met v.eelvuldige bestandheid= 

bepalers uit die huidige ondersoek mag belangrike mediese impl ikasies 

inhou. Die selektiewe druk in 'n antibiotika verbruikende gemeenskap 

kan tot die seleksie van Ent+ organismes met veelvuldige antibiotiese 

bestandheid lei (Wachsmuth et al ., 1976). 

Geen oordrag van Ent kon by ander stamme as E. coli bewerkstell ig word 

nie. 1 n Studie van die 1 iteratuur dui op geen soortgelyke ondersoeke 

met ander genera nie. Afgesien van bogenoemde redes mag genetiese 

verskille tussen skenker- en ontvangerorganismes 'n rol by die oor= 

draagbaarheid van Ent speel. Vol gens Smith en Linggood (1970) varieer 

die bespeurbaarheid van oordragsfaktore met die BFM-toets na gelang 

van die stamverskille tussen die paringskomponente in die toets. 

Mobil)sa sie is die beste wanneer al drie die stamm~ E. coli is 

(Smith en Linggood, 1970). Oordragsfaktore kon wel tussen ander 

lede van die Enterobacteriaceae en E. coli in die onderhawige ondersoek 

aangedui word. N\etemin was so 'n resultaat nie altyd herhaalbaar nie 

(sien tabe l 4- 1). Selfs met net E. coli komponente in die toets kon 

daar by sommige stamme geen oordrag bewerkstell ig word nie. Varieerende 

resultate is weer by ander E. coli stamme, veral met E. coli W148S-1, 

as finale ontvanger verkry. 
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4.9 + Die voorkoms en betekenis van ekstrachromosomale DNA by Tox 
Enter obacteriaceae 

'n Aantal Tox+ stamme is geselekteer vir 'n verdere ondersoek na die 

teenwoordigheid van ekstrachromosomale DNA. Met E. coli (ST) stam H2E 

kan die vermoe om ST te produseer duidel ik aan die verwerwing van 1 n 

~ 46x10 6 dalton plasmied toegeskryf word. Hierdie plasmied kon deur 

middel van konjugasie na twee Tox ·E. coli K12 F stamme oorgedra word. 

Die vermoe van E. coli W1485-1 en J62 om ST te produseer gaan gepaard 

met die verwerwing van hierdie plasmied. Die vermoe tot ST produksie 

kan ook onderling deur konjugasie tussen 'n Ent verworwe transkonjugant, 

E. coli W14·85-1 (ent+), en Tox E; coli J62 bewerkstel 1 ig word. 

Toksiensintese bly stabiel by transkonjugante. Pogings van verskeie 

werkers om E. coli van Ent, met behulp van 1 n verskeidenheid mutagene 

middels, te bevry was ook tot dusver onsuksesvol (Smith en Halls, 1968; 

Mitchell en Kenworthy 1977). Dit vorm 'n teenstelling met die betrekl ik 

makl ike wyse waarop 'n organisme van Hly, K88 en K99 bevry kan word 

(Mitchell en Kenworthy, 1977). Dit wil dus voorkom of Ent besonder 

stabiele genetiese eienskappe openbaar. 

Twee slegs LT-produserende E. coli stamme waarby geen oordragsfaktore 

aangedui kon word nie is gel iseer en vir die teenwoordigheid van 

ekstrachromosomale DNA ondersoek. Herhaaldel ike pogings in die verband 

was egter on~uksesvol. Hieruit kan verskeie afleidings gemaak word. 

lndien eks trachromosomale DNA by hierdie stamme afwesig is meet die gene 

vir toksienproduksie op die chromosoom van die organisme gele wees . 

Vanwee die noue verwantskap tussen E. coli LT en cholerageen (sien 

Hoofstuk ke 1 en 3) word die bepalers vir enterotoksienproduksie by 

V. cholerae as die oerouer van E. co l i LT of andersom gepostuleer 

(So et al. ., 1974). Dit is nietemin duidelik dat die gene vir die 

produksie van choleratoksien op die chromosoom van die organisme gelee 

is (Gerdes en Romig, 1975; Vasil, Holmes en Finkelstein, 1975). Alle 

ondersoeke na moontl ike omskakel ing van V. cholerae deur bakteriofage 

dui egter op die teendeel (Gerdes en Romig, 1975) . Nietemin kan so 1 n 

moontl ike verklaring vir 1 n chromosomale lokus van die tox gene by 

laasgenoemde E. coli stamme nie uitgesluit word nie. Belangrike 

enteropatogene vermoens word by verskeie bakteriee aan faagomskakel ing 

gewyt. By Corynebacter ium diphther iae is die vermoe om toksien te 
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produseer te wyte aan infeksie deur 'n faag (Freeman, 1951; Freeman en 

Morse 1952) . Nie-toksigene stamme van C. di phtheriae kan die vermoe 

tot toksienvorming verwerf deur infeksie met 1 isogene B-faag (Groman, 

1953; Barksdale en Pappenheimer, 1954). Verlies van die faag gaan 

ook gepaard met die verlies aan die vermoe om toksien te produseer 

(Groman , Eaton en Booher, 1958). 

Die verandering van somatiese antigene by salmonellae word ook 

aan fagomskakel ing gewyt. 

Groep E salmon~llae word o~derskei deur hul somatiese antigene. 

Subgroep E
1

word gekenmerk deur antigene 3 en 10, subgroep E2 deur 

antigene 3 en 15 en subgroep E
3 

deur antigeen 34. Salmonellae van 

subgroepe E2 en E
3 

is lisogeen vir nie-verwante gematigde fage £ 1 5 

en £ 34 re s pektiewel ik. Wanneer sensitiewe organismes van subgroep E1 
lisogeen geinfekteer word met faag £ 15 staak dit die produksie van 

antigeen 10 en begin antigeen 15 sintetiseer (lseki en Sakai, 1953). 

Produksie van antigeen 15 begin binne 'n paar minute na infeksie 

(Uetake, Luria en Burrous, 1958). Faag £ 34 · kan nie aan antigene 

3 en 10 adsorbeer nie en infekteer dus nie normale subgroep E1 
organismes nie. Dit kan egter aan antigeen 15 vasheg en is dus 

infektief vir E2 organismes sowel as vir E1 organismes wat 1 isogeen 

deur faag £ 1 5 geinfekteer is. Dubbele l isogene salmonellae, ( £ 1 5 ) 

(£34 ), kan dus gersoleer word wat nou antigene 34 en 3 sowel as die 

gewysigde antigeen 15 sintetiseer (Uetake et al. , 1958). Die 

somatiese antigeen 10 bestaan struktureel uit galaktosielmanosiel= 

ramnosiel volgordes wat aanmekaar gekoppel is met a.- verbindings 

(Robbins en Uchida, 1962; Makela en Stocker, 1969). Na infe~sie 

met faag £ 15 v.erander die a -bindings na B-bindings. Faag i 34 is 

weer verantwoordel ik vir die aanhegting van glukose aan die B-galaktosiel= 

res van die pol isakkaried wat dan uiting vind as antigeen 34 (Robbins 

en Uchida, 1962). 

'n Wisselwerking van DNA fragmente onderl ing tussen plasmiede of tussen 

plasmied en chromosoom bied ook 'n moontl ike verkladng vir 'n 

chromosomale i'okus vir t ox gene by E. coli LT produseerders. 
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Alhoewel die vermoe om a -hemol isien te produseer by E. coli deur 1 n 

plasmied, Hly, beheer word, mag die bepalers vir hierdie eienskap 

by sommige stamme chromosomaal wees (Smith en Linggood, 1970). 

Translokasie van 1 n 3,2x106 dalton DNA fragment wat bestandheid teen 

ampisil ien verleen, kan tussen verskillende plasmiede plaasvind 

(Hedges en Jacob, 1974; Heffron, Sublett, Hedges, Jacob en Falkow, 

1975). Hierdie ampisil ien transposon (TnA) kan op verskillende 

plekke in die DNA molekuul van nie-konjugeerbare plasmiede soos RSF1010 

(Heffron, Rubens en Falkow, · 1977) en pSC101 (Kopecko en Cohen, 1975) 

inskakel en tot bestandheid bydra. Dit mag ook op verskeie plekke van 

Col El DNA inskakel (lnselburg, 1977). Translokasie van TnA tussen 
1 n plasmied (R388) en die E. coli chromosoom vind ook plaas (Bennett 

en Richmon d, 1976). Rekombinasie van 1 n 5,7x106 dalton plasmied (P307) 

DNA fragment wat die gene vir ST bevat, met 1 n R plasmied, pSC101, 

sowel as met RSF 2124, 1 n Col El derivaat, is onlangs deur So e t al ., 

(1976) bewerkstellig. In laasgenoemde geval is die rekombinant plasmied 

in 20-30 kopiee per sel teenwoordig en lewer die organisme ongeveer 

3 keer meer ST. 

In hierdie verband vind sekere bevindinge uit die huidige studie 1 n 

belangrike a~nsluiting. Die groot gemak waarmee Ent by E~ ¢o li H2E, 

selfs deur 1 n enkelstap konjugasietegniek, na Tox E. coli oorgedra 

kan word hou belangrike epidemiologiese en mediese impl ikasies in. 
-r 

Die oordragsfrekwensie (2,2x10 ) van hierdie stam is sover bekend · 

die hoogste wat nog gerapporteer is. Promiskuiteit van hierdie 

aard herhinner aan aansteekl ike bestandheid en al die probleme 

wat daarmee gepaard gaan (Watanabe, 1963; Anderson en Lewis, 

1965a en b ; Mare en Coetzee, 1965) . Dit verhoog ook die kanse op 

geen uitruil ing en rekombinasie en die moontl ike tot standkoming van 

patogene organismes met nuwe kenmerke (Sherrat, 1977). Dit tesame 

met die fe it dat normale sowel as enteropatogene E. coli stamme 

dikwels soveel as 6 verskillende ekstrachromosomale elemente huisves, 

elk met 1 n wye verskeidenheid eie bepalers, skep besl iste moontl ikhede 

So et al ., 1974 1976). 1 n Epidemiese ST-produseerders waar Ent 

altyd gepaar is met 1 n R plasmied, wat veelvuldige bestandheid verleen, 

is onlangs beskryf (Wachsmuth et al ., 1976). Uit die 

huidige studie word 1 n vergelykbare toestand by 'n ST+ LT 
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produserende E. coli, waar Ent altyd saam met bestandheldbepalers vir 

sulfafurasool ampisil ien, karbenisil ien en tetrasikl ien konju~eerbaar 

is, gerapporteer. 

Aan die anderkant kon daar by verskeie Tox+ organismes uit hierdie studie 

geen oordrag van Ent bewerkstell ig word nie. By minstens twee LT­

produsereride E. co l i stamme, H16H en H39E, kon getuienis vir die afwesig= 

heid van ekstrachromosomale DNA gelewer word. By E. cloacae H26B weer 

is die teenwoordigheid van 1 n klein 2,56x10 6 dalton nie-s~lfoordraagbare 

plasmied aangetoon. Dit mag of mag nie vir die sintese van LT verant= 

woordel ik wees. 

4. 10 Gevolgtrekkings 

1 n Aansienl ike mate van genetiese diversiteit is by Tox+ Enterobacter iaceae 

aangetref. Die konjugeerbaarheid van Ent, by sommige E. coli stamme, 

impl iseer dat die vermoe om ST. of ST+ LT te produseer minstens na Tox 

E. coli , moontl ik selfs i n vivo na ander dermflora, kan versprei. Dit 

hou belangrike diagnostiese en terapeuti e se impl ikasies in. Die 

konjugeerbaarheid van Ent (ST+ LT), van enteropatogene serotipe 

0128:K67:H27 van E. coli H36A na nie-patogene E. coli K12, bevestig 

dat tradisionele serotipering van E. coli uit suigel ingsgastroenteritis 

nie 'n betroubare aanduiding van toksienproduksie is nie. Die gesament= 

like oordrag by E. coli H36A van Ent en veelvuldige antibiotiese 

bestandheidbepalers, en die waarskynl ike afhankl ikheid van Ent van 

laasgenoemde vir oordrag, kom gedug voor. Seleksie van sulke organismes 

in 'n antibiotika verbruikende gemeenskap kan terapeutiese en 

epidemiologiese kompl ikasies in die hand werk. 

Die afwesigheid van demonstreerbare ekstr~chromosomale DNA by sommige 

LT produserende E. coli dui op 1 n chromosomale lokus vir die tox gene 

in sommige geval le. Hierdie toestand korreleer ook nie met tradisionele 

enteropatogene serotipes van · E. coli nie. 



Ent kon nie onomwonde by ander genera as E. co l i gedemonstreer word 

nie. tog sintetiseer al -die LT produseerders hoogs verwante LT produkte 

(sien ~oofstuk 3) wat mag impliseer dat, afgesien van die geen lokus, dit 

gelyksoortig funksioneer. 'n Eenvormige strategie, vir immunisasie van 

suigel inge teen cholerageenagtige enterotoksiene, mag dus uit hierdie 

oogpunt gesien belowend wees. Die nie-immunogeniese en plasmied 

gemedieerde aard van ST mag egter probleme in die verband skep. 
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HOOFSTUK 5 

ENTEROTO KSIGENE BAKTERIEe IN 
ROL AS KWALITEITINDIKATORE 

INLEIDING 

RIOOL EN 
VAN WATER 

WATER EN 

5. 1 Die voorkoms van Tox+ bakteriee in die natuur 

HUL 

Die isolasie .van 'n verskeidenheid Tox+ Enterobacteriaceae uit pasiente 

met akute gastroenteritis skep onder andere nuwe vrae in verband met 

die moontl ike verspreiding van hierdie organismes in die natuur. Onge= 

twyfeld is dit so dat die huidige komplekse en tydrowende aard van die 

metodes vir toksientoetsing 'n beperkende fator in ondersoeke van 

hierdie aard is . Die voor die hand 1 iggende bronne om ondersoek te 

word is water en voedsel. Vera! in die ontwikkelende lande, waar dikwels 

'n gebrek aan sanitasie en kwal iteitsbeheer heers, sou hulle teenwoordig= 

heid in di e mens se onmiddell ike omgewing verwag kan word. 

+ 'n Watergedraagde rol vir Tox bakteriee in die etiol og ie van 

suigel ingsgastroenteritis word nie deur Sack et al . (1975) en Ryder 

et al . (1976) uitgesluit nie. Voedsel speel ook 'n rol in hierdie 

verband (Sack et al. ., 1977). Vol gens Rosenberg et al . ( 1977) kan 

groot epidemiese uitbreke van gastroenteritis aan enterotoksigene E. coli 

in rioolbe smette drinkwater toegeskryf word. Geen kwantitatiewe gegewens 

omtrent die voorkoms van Tox+ bikteriee in riool en natuurl ike waterbronne 

is na wete tot dusver gepubl iseer nie. 

5.2 lndikatororganismes en die kwaliteit van water 

Water vir mens I ike gebruik vereis kwal iteitsbeheer daarvan. Die 

kwantitatiewe teenwoordigheid van indikator organismes soos E. coli I 

en col iforme dien as kwal iteitstandaarde vir water . lnterpretasie 

verskille met betrekking tot die status en belang van verskillende 

indikator organismes gee aanleiding tot verskillende kwal iteitstandaarde 

(Brand, Kemp, Pretorius en Scoonbee, 1967; Livingstone, 1969; Grabow, 

Prozesky en Smith, 1974; American Public Health Association et al . ., 

1976). Ve rskille van hierdie aard mag 'n belangrike rol speel in die 

etiologie van gastroenteritis. 

1 35 



5.3 Doelstell ings 

In die 1 ig van die voorafgaande, sowel as die ernstige omvang van 

gastroenteritis in ontwikkelende lande insluitende die Republ iek, is 

dit belangrik geag om die voorkoms van Tax+ E. coli in riool en rivier= 

water na t·e gaan. Die eksperimentele ontwerp was tweerlei van aard. 

Deur die col iformgedrag van Tax+ Ent er obacteriaceae wat tot dusver 

uit _hierdie studie geTsoleer is te bestudeer, is getrag om 'n geskikt~ 

metode vir die kwantitatiewe bepal ing van Tax+ E. coli in riool en 

water te vind. Uit hul gedrag kon oak 'n evaluering van hul status 

as indikator organismes gemaak word. Tweedens is die kwantitatiewe 

bepal ing van enterotoksigene E. coli op beperkte skaal in riool en 

enkele var swaterbronne gemaak. 

WERKWYSE 

5.4 Die bepal ing van die col iformgedrag van Tax+ Enterobacteriaceae 

Gegewens in verband met media, oplossings en reagense word in die 

aanhangsel vefstrek. Standaard aseptiese tegnieke is deurgaans 

gebruik. 

Die organismes wat vir hul gedrag as col iforme getoets is verteen= 

woordig die 20 mees potente Tax+ lede van die Enterobacteriaceae uit 

gastroenteritis pasiente (sien tabelle 2-8 en 2-10). 

Agtien uur oue kulture van hierdie organismes in 10 mt BHl-sop is elk in 

die verhouding van 1:10 . in 10 m£ vars BHl-sop verdun en voortgekweek 

(37°c) tot die laat logfase (2:. 2-5 x 108 selle mi - 1). Tienvoudige 

verdunnings hiervan is in warm (37°c) soutoplossing (0,85%) van 10-l 

tot 10-8 voorberei. Een mt van elke verdunning is as inokulum vir 

die membraanfiltermetode (MF-metode) gebruik. Die 18 uur oue kulture 

is as inokulum vir die aanvullende toetse, wat normaalweg by die 

klassifikasie van col iformorganismes van toepassing is, gebruik 

(Windle-Taylor, 1958; Brand et al., 1967; American Health 

Association et al. , 1976). 

136 



Volgens di e voorskrifte van laasgenoemde outeurs is die volgende reaksies 

in aanmerking geneem: gee! kolonies (suurvorming) op MacCon ke ymembraan= 

sop (Oxoid) by 44,5°c; blou kolonies (suurvorming) op membrane vanaf 
0 m-FC-medi um (Difeo) by 44,5 C; suur en gasproduksie in laktose-galsout= 

medium {MacConkeyperssop, Oxoi~)_ binne 48 uur by 37°c en 44,5°C; 

indoolproduksie in triptoonwater binne 48 uur by 37°c en binne 24 uur 

by 44,5°c; sitraatverbruik binne 96 uur by 37°c; metielrooireaksie 

binne 5 dae by 30°c; Voges-Proskauerreaksie binne 48 uur by 30°c; 

gelatienvervloeiing binne 7 dae by 30°c en H2S-produksie binne 24 uur 

by 37°c. 'n Klassifikasie van col iformorganismes op grand van hul 

reaksies met hierdie toetse kan, volgens Brand et al-. (1967) en 

American Public Health Association et al . (1976), aan die hand van 

t abel 5-1 gemaak word. 

Gelman membraanfilterhouers toegerus met 0,45 µm membrane (Gelman GN6), 

is elk vooraf benat deur 20 m£ hoeveelhede soutoplossing deur te suig. 

Een m£ inokulum i s in die verhouding van 1 :30 in warm soutoplossing 

verdun en deurgesuig. Die filters is hierna twee maal met 20 m£ 

hoeveelhede soutoplossing gewas en drooggesuig. Daarna is die membrane 

oor.geplaas na petribakkies met absorberende skyfies (mil 1 ipore) deur= 

week(+ 2 m£) met Herwinningsmembraansop (Oxoid). Na inkubasie by 

37°c vir twee uur is die membrane na soortgelyke pertribakkies met 
·o MacConkeymembraansop (Oxoid) borgeplaas. Verdere inkubasie is bv 44,5 C 

(~ 0,2°C) vir 16 uur in waterdigte houers in 'n waterbad uitgevoer. 

Na 'n totale inkubasietyd van 18 uur is membrane met+ 20 tot 150 

kolonies geselekteer en is die koloniemorfologie en kleur van elke 

individuele kolonie ondersoek. Die kleur is onmiddell ik na verwydering 
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uit die waterbad nagegaan aangesien dit na 1 n paar minute by kamertemperatuur 

verbleik. Geel kolonies is as p6sitief vir fekale col iformgedrag 

noteer (Windle-Taylor, 1958; Brand et a7- ., 1967). 

Bogenoemde prosedure is ook toegepas met m-FC-medium (Difeo) volgens die 

voorskrifte van die American Public Health Association et al . (1976). 

Die inkubasie omstandighede in hierdie geval was 24 uur onder dieselfde 

toestande as hierbo. Blau kolonies is as tipiese fekale col iformgedrag noteer 

(American Public Health Association et al-. (1976). Twee kolonies van 

e lk van bogenoemde twee membraanmedia is verwyder en vir toksienproduksie 

getoets. 



TABEL 5-1. Klassifikasie van col iformorganismes volgens 
hul biochemiese reaksies 
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E. cloacae + + 

Irregular II + + + 

Irregular II I + + 

Irregular IV + + 

Irregular V + + 

Irregular VI + + + 
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Irregular VIII + 
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coli I kan Slegs E. indool produseer by 44,s0 c 
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Dit was belangrik om vas te stel of die Tox+ organismes onder die . 
omstandighede van bogenoemde col iform-isolasietegnieke die vermoe tot . 

toksienproduksie behou. Om hierdie rede is die kolonies wat vanaf die 

twee tipes membraanmedia geisoleer is elk gebruik om op die gewone 

manier vir toksienvorming te toets. Stabil iteit van die vermoe om 

toksien te vorm is verder getoets deur 'n lusvol van een van die 

MacConkeyperssopkulture wat positief gereageer het by 44,5°c direk in 

4 mi BHl-sop te inokuleer vir toksienbereiding. 'n Verdere lusvol is 

gebruik om vars MacConkeyperssop te inokuleer en vir 24 uur by 44,5°C 

voort te kweek. Die res van die 37°c en 44,5°C positiewe MacConkeypers= 

sopkulture is daarna gesentrifugeer en die bol iggende vloeistof vir 

toksien aktiwiteit getoets. Die vars MacConkeyperssopkultuur is na 

24 uur by 44;5°C presies soos hierbo behandel. Hierdie proses is elke 24 

uur tot vierkeer herhaal. Daarna is 'n lusvol van die MacConkeyperssop= 

kultuur op Heldergroengalsoutagar (HGG-agar) uitgestryk en by 37°c vir 

24 uur voortgekweek. Een kolonie is hierna afgetel en op 'n vars 
0 HGG-agarplaat by 37 C vir 24 uur voortgekweek. Terselfdertyd is 'n 

porsie van die kolonie gebruik om toksien te berei en daarvoor te 

toets. Hierdie proses is vier keer agtereenvolgens herhaal. 

5.5 Die bepal ing van enterotoksigene fekale col fformorganismes 
in riool en water 

Een riool- en 4 routwatermonsters, waarvan 3 uit die Apiesrivier en 1 

uit die Bon Accord dam afkomstig was, is ondersoek. Die monsterpunte 

word by benadering in die · meegaande skets aangedui (sien figuur 5-1). 

Die monsters is binne uur na versamel ing vol gens algemene voorskrifte 

verwerk (Windle-Taylor, 1958; Brand e t al ., 1967; American Public 

Health Association et aZ., 1976). 

Die MF-metode soos hierbo beskryf is aangewend om fekale col iformorganismes 

kwantitatief uit riool en rouwater te isoleer. Herwinningsmembraansop 

en MacConkeymembraansop is as primere isolasiemedia by 37°c vir 2 uur 

en 44,5°C vir 16 uur onderskeidel ik gebruik. 

Monsters is deegl ik geskud voor die bereiding van 10-l tot 10-S ver= 

dunnings in warm (37°c) soutoplossing. Een milliliter hoeveelhede van 

elke verdunning is soos hierbo in vyfvoud gefiltreer en voortgekweek. 

Membrane met± 20 tot 150 kolonies is geselekteer vir verdere ondersoek. 
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::::>-- Apiesrivier 

• Monsterpunte 

■ Kerkplein 
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J 
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Bon Accord 
Dam 

Figuur 5-1. Monsterpunte op die Apiesrivier in Pretoria 
stadgebied en Bon Accorddam. Monsterpunt DP 
was by Daspoort rioolwerke (nie aangetoon). 
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Al vyf membrane uit die geselek~eerde verdunnlng is gebruik om al die 

tipiese geel kolonies elk in 4 mt BHl-sop af te t e l en socs vir toetsing 

vir ST te behandel. Net voor sentrifugering is 'n subkultuur van elk op 

BHl-agarskunsbodems gemaak waarvandaan te gelegene rtyd LT preparate voor= 

berei en getoets is. Weens die moontl ikheid van inmenging deur bakterio= 

siene en/of bakte,riofage (Ryder et al ., 1976) is elke kolonie afsonderl ik 

getoets vir die vermoe om enterotoksien te vorm. Al die Tox+ isolate is 

volledig geidentifiseer volgens die col iformreaksies hierbo sowel as 

met betrekking tot die biochemiese eienskappe volgens tabel 2-3 . 

5.6 Die bepal ing en neutral isering van verhoogde intrasellulere 
cAMP 

+ Hierdie e ienskap is volgens die metodes ender Hoofstuk 3 by een LT 

E. coli i solaat, 2W6 uit water, bepaal. 

RESULTATE 

5.7 Col iformgedrag van Tox+ Enterobacteriaceae 

Die col iformgedrag van Tox+ Enterobacteriaceae wat uit gastroenteritis 

pasiente geisoleer is word in tabel 5-2 uiteengesit. Dit is hieruit 

duidel ik dat almal behalwe P. vulgaris hulle socs col iformorgantsmes 

gedra het met betrekking tot die laktosegalsoutmedium by 37°c. 

Die 44,5°C toets tref onderskeid tussen tipie se fekale E. coli I en 

ander col iforme (tabel 5-2). Dit is belangrik om in hierdie opsig 

daarop t e let dat E. coli H12C, 'n potente produseerder van ST, socs 

'n Irregular I I gereageer het. Die gedrag van 4 van die K. pnewnoniae 

stamme si muleer die van Irregular VI. Hierteenoor is dit duiael i k dat 

die Enterobacter spesies en 'n K. pnewnoniae stam nie socs tipiese 

fekale organismes in die 44,5°c toets beide met betrekking tot die 

MacConkeymembraansop en m-FC-medium gereageer het nie (sien tabel 5-2). 

Waar aanvankl ik gehoop is dat die Mees Waarskynl ike Getalmetode 

(MWG-metode) me t MacConkeyperssop by 37°c of by 44,5°c (Brand et al ., 

1967) a_angepas sou kon word vir die skatting van toksienproduseerders 
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TABEL 5-2. Col iformgedrag van Tox+ Enterobacter iaceae uit gastroenteritis pasiente 
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H2E E. coli + + + + + + - - - - + E. coli I 
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H13B E. coli + + + + + + - - - - + E. coli I 
H14A K. pnewnoni ae + - + - - - + + - - + Irregular VI 
H16H E. coli + + + + + + - - - - + E. coli I 
H18D E. coli + + + + + + - - - - + E. coli I 
H20A E. coli + + + + + + - - - - + E. coli I 
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H23M K. pnewnon•iae + - + - - - + + - - + Irregular VI 
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H38J E. coli + + + + + + - - - - + E. coli I 
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was die resultate teleurstellend. Alle pogings om die toksiene in die 

bol iggendevloeistof van MacConkeyperssopkulture aan te dui het misluk. 

Bepalings v-an die pH van hierdie kulture het gewissel tussen 4,1 en 

5,6. Dit is bekend dat labiele toksien gevoel ig is vir 'n lae pH en 

dat die aktiwiteit reeds begin afneem onder pH7,5 (So et al ., 1974; 

Mundell et al., 1976). Stabiele toksien kan suur toestande so laag 

as pH1 weerstaan (Jacks en Wu, 1974; So et al., 1974; Kl ipstein en 

Engert 1976a en b). Die samestell ing van die medium sowel as die toe= 

stande vir kweking beinvloed egter ook die produksie van enterotoksien 

(Gianella, 1976; Mundell et al., 197-6; Alderete en Robertson, 1977a 

en b). Bogenoemde aspekte bied dus moontl ike verklarings vir die 

afwesigheid van enterotoksien. 

Die voortkweking van Tox+ organismes vir vele generasies onder die 

omstandighede wat vir die isolasie van col iforme gebruik word kon nie 

een van die organismes van die vermoe om toksien te produseer bevry 

nie. Hierdie bevinding bevestig die getuienis -dat bakteriee tot 

dusver nog nie van Ent bevr~ kon word nie (Smith en Halls 1968; 

Smith en Linggood, 1971; Mitchell en Kenworthy, 1977). Dit het 

verder die belangrike aanduiding gegee dat die membraanfiltermetode 

by 44,5°C as 'n selektiewe tegniek vi~ die bepal ing van tipiese 

fekale ba kteriee ook vir Tox+ E. coli aangewend kan word. 

5.8 Die voorkoms van Tox+ E. coli en K. pneumoniae 
in riool en water 

Die voorkoms van enterotoksigene E. coli in riool en water word in 

tabel 5-3 uiteengesit. 'n Totaal van 1282 isolate is individueel vir 

die vermoe om LT en of ST te produseer ondersoek. Twee en twintig 

isolate afkomstig uit 3 van die vyf monsters het LT produserende 

organismes opgelewer. Twee hiervan was K. pneumoniae . Geen isolaat 

is gevind wat ST produseer nie (sien tabel 5-3). Die 22 LT+ stamme 

voldoen elk aan die tipiese col iformreaksies soos hierbo bespreek 

en is bevestig volgens die kriteria in tabel 2-3. 
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TABEL 5-3. Die voorkoms van LT+ E. coli en K. pnewnoniae 
in riool en water 
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,.,Alle tellings behalwe Tox+ E. coli en K. pnewnoniae verteenwoordig 
veronderstelde E. coli I 

**oie LT+ telling m1-l en die %LT+ is deur berekening gevind. 

0,0 

0,0 

0, 77 

0,0 

0,0 

Volgens tabel 5-3 word die voorkoms en verhouding van LT+ organismes tot 

die veronderstelde E. coli I aangedui. Alhoewel die metode daarop gerig 

was om Tox+ E. coli I as die grootste moontl ikheid te isoleer, is daar 

ook twee Tox+ K. pneumoniae stamme geisoleer. Deur al die geel kolonies 

van die vyf membrane uit die gekose verdunning te ondersoek is die kan se 

verhoog om Tox+ organismes te vind. Kolonies is direk van membrane in 

4 m1 SHI-sop geinkubeer en soos vir ST behandel. In alle gevalle is 

egter bevind dat 'n klein persentasie nie wou groei nie. By monsterpunt 

BD is slegs 97 kolonies afkomstig van een membra.an ondersoek. Die tellings 

soos in tabel 5-3 aangedui is in die geval deur berekening gevind. 
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Figuur 5-2. lnduksie en neutralisasie van cAMP: 

E. coli (LT) 2W6 o -o, geneutral iseer •-•; 
E. coli B7A 6.-6., geneutral iseer •-•; 
cholerageen □-□, geneutral iseer ■-■. 
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5.9 Cholerageenagtige aard van E. coli 2W6 Labiele toksien 

Stimulering van intrasellul@re cAMP by CHO-Kl selle en die neutral iseri_ng 

daarvan deur antiserum teen cholerageen i s by E. coli 2W6 ondersoek. 

Die resultate hiervan verskyn in figuur 5-2. Die verwantskap met 

cholerageen word aangedui deur die neutral isering van die vermoe 

om cAMP te induseer. In hierdie verband toon E. coli 2W6 uit water 

dus potensiele enteropatogene vermoens wat met LT produserende 

E. coli stamme uit suigel ingsgastroenteritis vergelyk kan word 

(sien Hoofstuk 3). 

BESPREKING 

5. 10 Die voorkoms en belang van Tox+ Enterobacteriaceae 
in riool en water 

Die teenwoordigheid van enterotoks igene bakteriee in betekenisvolle 

getalle in riool en rouwater skep nuwe gesondheidsgevare. By · 

im~l ikasie is dit 1 n moontl ike bran van infeksie in die etiologie 

van gastroenteritis. Aanbevole standaarde vir die wegdoen van 

riool i n strome, riviere en die brandersone naby baaiplekke laat 

byvoorbeeld 1 n telling van 1000 E. coli I per 100 mt toe 

(Livingstone, 1969; Smith, 1969). Gebas eer op die verhouding 

van LT+ E. co l i (1,07%) tot E. co l i I in riool volgens die huidige 

studie (tabel 5-3) kan teoreties 10,7/100 mt hoogs toksiese LT 

produserende E. coli volgens bogenoemde standaarde teenwoordig 

wees (sien tabel 5-3). lndien 1 n toevall ige inname van 10 mt 

tydens baai plaasvind (Wolf, 1972) impl iseer dit dat 'n individu 

een hoogs toksi e se LT+ E. coli inneem tydens elke toevall ige 

inname. Vol gens Grabow et al . (1974) word soveel as 10 col iforme 

per 100 mt drinkwater toegelaat. Di e vloeistof inname van 1 n mens 

is ongeveer 1400 mt per dag (Guyton, 1971). As aangeneem word dat 

sowat 1000 mt hiervan drinkwater met 10 col iforme per 100 mt af= 

komstig van riool is, kan daar een LT produserende organisme op 

hierdie wyse per dag ingeneem word. Daar is geen rede om te glo 
+ dat klein innames van LT bakteriee nie die dermkanaal tydelik of 

permanent kan koloniseer nie. Minstens is dit bekend dat slegs 
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10 Shigella dysenter iae organismes disenterie kan verwek (Gangarosa, 

Bennett, Wyatt, Pierce, Olarte, Hernandes, Vazquez en Bessudo, 1972). 

Daarbenewens kan klein getalle R+ bakteriee (Cooke, Shooter, Kumar , Rousseau 

en Foulkes, 1970; Hettiaratchy, Cooke en Shooter, 1973) en entero= 

patogene E. coli (Cantey en Blake, 1977) die dermkanaal koloniseer. 

Dit is dan ook belangrik om daarop te let dat die verhouding van LT+ 

E. coli tot E. co l i I in die Apiesrivier ± 4 keer, en die uit die 

Bon Accord dam+ 10 keer, hoer as die van riool is waarop bogenoemde 

argument baseer word. Die vermoe tot hoevlak stimulering van cAMP 

deur E. coli 2W6 uit die Apiesrivier illustreer die potensiele 

enteropatogene vermoens van hierdie organismes. Die watergedraagde 

aard van 'n omvangryke gastroenteritis epidemie, waarby 'n ST+ LT 

produserende E. coli onomwonde geinkrimineer is (Rosenberg, et al ., 

1977), moet as ondersteuning vir bogenoemde hipotese gesien word. In 

hierdie verband is dit ook interessa nt om daarop te let dat sleg s een 

van die suigel ingpasiente uit die onderhawige ondersoek uitsluitl ik op 

borsvoeding . toegewys ~as (tabel 2-1). 

lngestie van bakteriee wat R· faktore huisves kan daartoe lei dat die 

normale dermflora hierdie kenmerk erf en dan as 'n reservoir vir die 

verspreiding van R-faktore na ander organismes optree (Gardner en 

Smith, 1969; Watanabe, 1971). Getui en is vir 'n soort= 

gelyke toestand by Ent is reeds gelewer (Wachsmuth et al ., 

1976). Die teenwoordigheid van RT bakteriee in rioo lafvloeisels is 

deur verskeie navorse rs nagegaan. Uit Amerika is aangedui dat 0,5-1 ,0% 

van die col iforme in riool R faktore huisves (Sturtevant en Feary, 1969; 

Sturtevant, Cassell en Feary, 1971) terwyl dit in Brittanje so hoog as 

31 % bevind is (Smith, 1970). In Suid-Afrika is 'n voorkoms van 4% 

gerapporteer terwyl dit in die uitvloeisel van 1 n hospitaal so hoog as 

26% was (Grabow en Prozesky, 1973). Die persentasie R+ bakteriee 

neem ook toe in verouderings da mme tydens die konvensionele behandel ing 

van ri6ol (Grabow, Middendorff en Prozesky, 1973). Die beskikbare 

informa sie dui dan ook daarop dat meer gevorderde s uiweringsprosesse 

nodig is om R+ bakteriee te verwyder om veil ige waterbronne te 

verseker (Grabow, Prozesky en Smith, 1974). Reeds in terme van 

hierdie bevindinge word daar om 'n herevaluering van kwal iteit= 



standaarde vir water gepleit (Grabow et al ., 1974). Smith ·en Halls 

(1968) het aangetoon dat Ent na nader E. coli stamme sowel as na 

S. typhimurium en S. cho,leraesuis deur konjugasie oorgedra kan word. 

Soortgelyk kon die oordrag van ST sowel as ST+ LT na ander E. coli 

stamme tydens die huidige studie bewerkstell ig word (Hoofstuk 4). 

Toksiensintese is dikwels plasmied gemedieerd (sien Hoofstuk 4). 

Plasmiede verleen ongekende patogene potensiaal aan mikroorganismes 

(So et al. , 1974). Een organisme mag byvoorbeeld 1 n aantal van 

dieselfde of 1 n verskeidenheid verskillende R faktore huisves wat 

'n toename in die spektrum en vlak van bestandheid mag meebring 

(Farrar, Eidson, Guerry, Falkow, Drusin en Roberts, 1972; Van 

Rensburg, 1972). Dit kan ook bestandheid teen ultraviolet 1 ig 

. (Marsh en Smith, 1969; Siccardi, 1969), kwik, nikkel en kobalt 

(Smith, 1967; Summers en Si Iver, 1972), kol isiene (Siccardi ·, 1966) 

en bakteriofage verleen (Takano, Watanabe en Fukasawa, 1968). Die 

oordrag van hierdie plasmiede deur konjugasie kan binne 1 minuut 

geskied (Watanabe, 1963) en versprei vinnig ender die bakteriee 

(Datta, 1965; Richmond, 1972). R faktore is ook onderl ing oor= 

draagbaar tussen Enterobacteriaceae en ander organismes soos 

Pseudomonas aeruginosa, Aeromonas en Yersinia spesies en Vibrio 

cholerae (Aoki, Egusa, Ogata en Watanabe, 1971; Bryan, Van 

den Elzen en Tseng, 1972; Chatterjee en Starr, 1972; Datta en 

Hetges, 1972; Yokota, Kasuga, Kaneko en Kuwahara, 1972). 

As hierby in gedagte gehou word dat rekombinant plasmiede tussen 

R faktore en Ent moontl ik is (So et al ., 1976), is die impl ikasies 

gesien in die l ig van die voorafgaande bespreking verreikend. Dit 

mag dan ook hier in gedagte gehou word dat E. coli stam H36A 'n 

R faktor wat veelvuldige bestandheid verleen, sowel as 'n Ent 

plasmied wat aie sintese van ST+ LT bepaal, huisves. Hierdie 

twee genetiese elemente word saam teen 'n hoe frekwensie na ander 

E. coli stamme oorgedra (sien Hoofstuk 4). 

Reeds is daar aanduidings dat ander genera die vermoe om enterotok= 

siene te produseer besit en kon K. pneumoniae selfs tydens hierdie 

studie uit rouwater geisoleer word (sien tabel 5-3). 
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Enterobacteriaceae waarby enterotoksiene onder inkriminerende entero= 

patogene omstandighede uit gastroenteritis geTsoleer is sluit onder 

andere die volgende in : Escherichia, Klebsiella, Enterobacter, 

Citrobacter, Proteus en Serratia (sien Hoofstuk 1). Uit die huidige 

studie is 4 genera, Escherichia, Klebsiella, Enterobacter en Proteus 

betrek waarvan die eerste twee ook uit water geTsoleer is. In die 

l ig van die voorafgaande bespreking is dit duidel ik dat die status 

en belang van indikator organismes herevalueer behoort te word. 

5. 11 Die status en belang van indi katororganismes as kwal iteit= 
standaarde van water 

Die belangrike rol wat watergedraagde ingewandssiektes by die mens 

speel is welbekend (Windle-Taylor, 1958; American Public Health 

Association et al ., 1976). Kwal iteitsbeheer van water vir mens] ike 

gebruik is dus noodsaakl ik. Pa togene organismes kom egter meestal 

in klein getalle, indien enigsins, in die normale dermkanaa l of daar= 

buite voor. Terselfdertyd is tegnieke vir die isolasie van inge= 

wandspatogene organismes en veral van virusse uit water omslagtig 

en dikwels onsuksesvol (American Public Health Association et al., 

1976). Die gebruik van die tipiese fekale organisme E. coli I as 1 n 

indikator van definitiewe resente fekale besoedel ing het dan ook 

gevloei uit die mens se behoefte aan higieniese water- en voeds elbronne 

(Windle-Taylor, 1958; American Public Health Association et al . , 1976; 

Orion en Mossel, 1977). Aanvullende indi katororgan ismes waaronder die 

col iformg roep, Staphylococcus , Streptococcus faecalis, Clostridium 

perfringens , Proteus spesies, Pseudomonas aeruginosa en bakteriofage 

kan waardevolle bykomstige besoedel ingsinformasie vers kaf (Windle­

Taylor, 1958; Brand et al ., 1967; Livingstone, 1969, 1976; 

Greeff, 1972; American Public Health Association, 1976). Alhoewel 

daar geen twyfel oor die fekale oorsprong van E. coli I bestaan nie 

i s daar belangrike interpre tasieverskille met betrekking tot die 

betekenis van die co l i formgroep as geheel, tuss~n die Amerikaanse 

praktyk aan die eenkant en die van die Brits-Europese-Suid-Afrikaanse 

aan die anderkant (Windle-Taylor, 1958; Ame rican Public Health 

Association et al. , 1976 ; World Health Organization 1963; 

Brand et al ., 1967; Livingstone, 1969). 
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Gesien in die 1 ig van bogenoemde aspekte impl iseer die resultate uit 

hierdie studie 'n nuwe dimensii tot die sentrale filosofle van indikator­

organismes eri verbreed dit die insig aangaande die etiologie van 

gastroenteritis . Die teenwoordigheid van 'n cholerageenagtige toksien 

by 'n verskeidenheid spesies behorende tot aie Enterobacter iaceae ver= 

seker dat hierdie organismes nie langer slegs as skadelose indikatore 

van fekale besoedel ing beskou kan word nie. Die col iformgedrag van 

Tox+ organismes uit hierdie studie dui well iswaar daarop dat die meeste 

E. co l i stamme as tipiese fekale organismes beskou sal word. Nietemin 

simuleer die gedrag van een E. coli ST positiewe stam, H12C, die van 

Irregular I I wat van twyfelagtige oorsprong is maar wel as 'n moontl ike 

fndikatororganisme beskou word (Brand et al ., 1967; Livingstone, 1969), 

Proteus organismes word nie deur die roetine tegnieke vir die bepaling 

van col iforms geTsoleer nie. Dit word eerder as 'n indikator van 

organiese materiaal met beperkte betekenis vir fekale besoedel ing 

beskou (Brand et al ., 1967; Greeff, 1972). 

As gevolg van die assosiasie van die genus Klebsiella met die ou genus 

Aerobacter (Enterobacter ) is dit moeil ik om die vroeere 1 iteratuur oor 

die voorkoms en belangrikheid van Klebsiel l a te interpreteer. Alhoewel 

die meeste K. pneumoniae stamme uit hierdie ondersoek tipiese fekale 

col iformgedrag toon spu dit volgens hule reaksies in tabel 5-2 as 

Irregular VI geklassifiseer word . Volgens Brand et al. (1967) en 

Livingstone (1969) is die Brits-Europese-Suid-Afrikaanse ondervinding 

dat Irregular VI hoofsaakl ik van vesels socs jute afkomstig is. Dit 

is in die verlede as 'n twyfelagtige indikator van fekale besoedel ing 

beskou. Ontwikkel inge in die taksonomie van die groep het gelei tot 

die' daarstel 1 ing van in nuwe genus, Enter obacter wat ender andere 

E. aerogenes en E. cloacae insluit (Edwards en Ewing, 1972). Laasge= 

noemde organismes is in die verlede beskou as hoofsaakl ik afkomstig 

van plantmateriaal en moontl ik aanduidend van ou fekale besoedel ing 

(Brand et al ., 1967; Livingstone, 1969). Die rol vein hierdie 

organisme s as ingewandspatogene het egter gedurende die afgelope aantal 

jare duidel iker geword. Klebsiella pnewnoniae en Enterobac t er cloacae _ 

is ender hoogs inkriminerende omstandighede uit kinders en volwassenes 

met akute diarree geTsoleer (Olarte et al ., 1961; Kean, 

1963; Gorbach, 1971; Chakraborty en Shah, 1972; Klipstein et al. , 
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1973). Die demonstrasie van ST (Kl ipstein et al. , 1973; Kl ipstein en 

Engert, 1975, 1976a en b ) en LT (Guerrant et al. , 1975) by hierdie 

organisme s sowel as by E. aerogenes (Greeff, 1977, 1978a en b ; Greeff 

et al ., 1977) verleen nou konkrete bewyse vir hul enteropatogene vermoe 

(sien ciok Hoofstuk 3). 

KlebsieUa pneumoniae vorm deel van di e normale dermflora by sowat 

30-40% van mense en di ere (Buttiaux, 1959; Davis en Matsen, 1974) . 

Die gedrag van baie isolate van hierdie organismes uit 'n groot ver= 

skeidenheid bronne is dan ook inderwaarheid soos die van tipiese fekale 

col iforme gerapporteer. Die bevinding dat 85% van bekende patogene 

K. pneumoniae stamme, in teenstell ing met slegs 16% van omgewings= 

isolate, tipiese fekale col iformgedrag openbaar is baie betekenisvol 

(Dufour en Cabell i, 1976; Bagley en Seidler, 1977). Tersel fdertyd 

is bevind dat 93% van kl iniese E. coli stamme en 85% van omgewings= 

isolate, fekale coliform reaksies (m-FC-medium, 44,5°C), ononderskeid= 

baar van K. pneumoniae teweegbring (Bagley en Seidler, 1977). Die 

isolasie van Tox+ K. pneumoniae stamme met tipiese fekale coliform= 

gedrag uit water sowel as 'n aantal uit suigel inge met akute sporadiese 

gastroenteritis tydens die onderhawige studie hou in hierdie verband 

oelangrike impl ikasies in. Minstens verstewig dit die argument vir 

gelykwaardige status van fekale col iformpositiewe K. pneumoniae met 

E. coli (Bagley en Seidler, 1977). Die aanwesigheid van . fekale 

col iformpositiewe K. pneumoniae mag in die afwesigheid van E. coli 

aanduidend wees van fekale besoe del ing van res ente of van vroeere 

oorsprong (Bagley en Seidler, 1977). Hierdie benade ring impl iseer 

die afwesigheid van klassieke enteropatogene organismes maar 

inkriminee r K. pneumoniae as sulks as patogene organisme. Tewens 

met di e huidige stand van kennis aangaande die patogene vermoens 

en genetiese aanpasbaarheid van Ent erobacteriaceae is dit nie 

onvanpas om hierdie benadering tot die ander lede van hierdie 

fami ·l ie t e verbreed ·nie. Die gebruik van 'n Ent erobacteriaceae 

toets vind reeds goeie ins lag by die kwal it e it s kontrole van 

voedsel (Orion en Mossel, 1977). 
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5.12 Gevolgtrekkings 

Die isolasie van Tox+ E. coli en K. pneumon&ae uit riool en water mag 'n 

aanduiding wees dat dit as 'n belangrike bron van infeksie in die etiologie 

van gastroenteritis optree. lndien wel bestaan daar heelwat getuienis 

vir 'n herevaluering van kwal iteitstandaarde van water en die toepas s ing 

daarvan. 

Die tradisionele indirekte gebruik van indikator organismes om die 

aanwesigheid van klassieke enteropatogene organismes aan te dui mag 

onvoldoende beskerming teen ingewandsiektes bied. Die enteropatogene 

vermoens van sogenaamde onskadel ike indikator organismes as sulks 

im~l iseer 'n aanpassing van veil igheidstandaarde vir water vir 

mensl ike gebruik. 



6. OP·SOMM I NG 

Die bevindinge uit hierdie ondersoek dui daarop dat 1 n verskeidenheid 

mikroorganismes, dikwels met mekaar geassosieer, as oorsake van 

suigel ingsgastroenteritis geinkrimineer kan word. Enterotoksien= 

produserende lede van die Ent erobacteriaceae en rotavirus is as die 

belangrikste nuwe groepe enteropatogene organismes uitgewys. Entero= 

patogene serotipes van E. coli , Sa lmonella en Shige l la spesies, 

Candida spesies, P. aer uginosa, B. cer eus en hemol itiese E. coli is 

ook geisoleer. Enterotoksigene bakteriee is egter meer dikwels as 

ander organismes as die enigste moontl ike oorsake geisoleer. 

Al die rnoontl ike kombinasies van toksienvorming is by E. coli ge= 

demonstreer. Slegs labiele toksiene word deur K. pneumoniae , 

E. cloacae , E. aerogenes en P. vu l gari s afgeskei. Die labiele 

toksiene van die verskillende genera vertoon 'n hoe mate van 

verwantskap met cholerageen. Diarree word waarskynl ik op 1 n 

wyse soortgelyk aan die van cholerageen geinduseer. Die plasmied 

gemedieerde aard van ST en ST+ LT sintese is konjugeerbaar, soms 

gesamentl ik met antibiotiese bestandheidsbepalers, na nie-entero= 

patogene E. coli K12. Diagnostiese en terapeutiese probleme 

word hierdeur veroorsaak. 

Sommige toksigene Enterobact eriaceae gedra hul nie as tipiese fekale 

col iforme nie. Dit, tesame met die betekenisvolle voorkoms van 

E. coli (LT) en K. pneumon~ae (LT) in riool en water, impl iseer 1 n 

rnoontl ike bran van infeksie. 1 n Herevaluering van die status van 

indikatororganismes en kwal iteit standaarde van water vir mens! ike 

gebruik word bepleit. 
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8. AANHANGSEL 

8.1 Media 

Behalwe waar anders aangedui is, is gedehidree rde produkte van 

Difeo gebruik. Dit is berei volgens die voorskrifte van die 

vervaardiger en aangewend volgens Edwards en Ewing (1972), Cowan 

en Steel (1974) en Rippon (1974). 

8. 1 • 1 B 1 oedaga r 

Bloedagarbasis (Difeo) is hersaamgestel en gesteriliseer volgens 

die vervaardiger, afgekoel tot 45°c, waarna ± 4% gedefibrineerde 

perdebloed bygevoeg is. Wanneer bloedagar met kanamisien benodig 

is, is 100 µg mt -l kanamisien, saam met die bloed bygevoeg. 

Plate en skuinsbodems is dan gegiet. Columbia-agar (Oxoid) is 

soortgelyk as basis vir 4% skaapbloed gebruik. 

8 . 1. 2 M9 minimale medium 

Die volgende basis in driekeer gedistilleerde water is gebruik : 

0, 12 M Tris, 0,08 M NaCl, 0,02 M KCl, 0,001 M KH 2Po 4 , 0,02 M NH 4Cl, 

0,001 M MgC 12 , 0,0002 M CaCl 2 ,0,02 M Na 2so 4 , 0,2% Kasaminosure 

(Difeo), 0,5% glukose, pH 7,5. Wanneer 1 n sol iede medium benodig 

is, is 1 ,0% agar bygevoeg. Die medium is onder stoom vir 2 uur 

ge s teri 1 iseer. 

8.2 Weefselkweking 

8.2.1 Selkweekmedia 

Die volgende gedehidreerde produkte van Gibeo _is volgens die 

voorskrifte van die vervaardiger hersaamgestel F12-medium, 

F10-medium en MEM-medium. Fetale kalfserum en beesserum was 

ook van Gibeo. Antibiotika (Gibeo) is in 1 n finale konsentrasie 
-1 -1 

as volg·gebruik penisill ien 100e mt , streptomisien 100 µg mt 
-1 

en fungizone 0,25 µg mt . 
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Die pH is op 7,3 ingestel waarna die volledige medtum deur 

filtrasie gesteri. l i~eer is. 

8.2.2 Gl iserolvriesmengsel 

~eefselselle is in 2 m£ hoeveelhede van die volgende vriesmengsel 
0 

by -70 C geberg 

36 m£ dubbelsterkte F12 medium, 50 m£ fetale kalfserum, 

13 m£ gl iserol, 1 m£ antibiotika om 'n finale konsentrasie van 

100e m£-l penisill ien, 100 µg m£-l streptomisien en 0,25 µg m£-l 

fugizone te gee. Die pH is op 7,3 ingestel waarna die volledige 

medium deur filtrasie gesteril iseer is. 

8.3 Oplossings 

8.3. 1 Alseveroplossing 

Skaapbloed is in die volgende oplossing versamel : 

dekstrose, 20,5 gm; natriumsitraat, 8,0 gm; sitroensuur, 0,55 gm; 

NaCl ., 4,20; gedistilleerde water 1 liter. 

8.3.2 Tripsienoplossing (ATV) 

Weefselselle is met die volgende oplossing getripsineer : 

NaCl, 8,0 gm; KCl, 4,0 gm; dekstrose, 10,0 gm; NaHC0
3

, 5,8 gm; 

tripsien, 5,0 gm; EDTA, 2,0 gm; gedistilleerde water, 1 liter; 

pH 7,6. Die oplossing is deur filtrasie gesteriliseer. 

8.3.3 Fosfaat gebufferde soutoplossing (FBS) 

Die gedehidreerde FTA-buffer van BBL is volgens die voorskrifte van 

die vervaardigers hersaamgestel en deur filtrasie gesteril iseer. 

8.3.4 Hank se geballanseerde soutoplossing 

Die gedeh idreerde produk van Gibco is volgens die voorskrifte van 

die vervaardiger hersaamgestel en deur filtrasie gesteril iseer. 
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8.3.5 Versene gebufferde soutoplossi_ng (VBS) 

Die vo 1 gen de op lass i ng is be re i. : · · 

NaCl, 41,90 gm; NaHco
3

, 1,26 gm; natriumbarbitol, 1,50 gm; 

MgC1 2 .6H20, 0,50 gm; CaC1 2 , 0,0755 gm; barbital, 2,30 gm; 

gedistilleerde water, 1 liter. Dit is in die verhouding van 

1:4 in gedistilleerde water verdun en as verdunningsmiddel 

aangewend. 

8.3.6 Bouinoplossing 

Hela selle is in die volgende oplossing gefikseer 

pikriensuur (1,2%), 750 m.e, ; formal ien (40%), 250 m.e, ; 

ysasynsuur, 50 m.e, . 

8.3.7 Sintilasievloeistof 

lsotooptell ings is in die volgende oplosmiddel bepaal : 

4 gm PPO, 500 gm POPOP, 675 m toluene, triton X-100 om 

liter te maak. 

8.4 Kleurstowwe 

Giemsa-kleuring van Hela selle is met die volgende kleurmiddels uitgevoer 

hematoksi 1 ien, 10 gm; kal iumaluin, 15 gm; etanol (95%), 5_00 m.e, ; 

gl iserien, 500 mt, asynsuur, 50 m.e, ; gedistilleerde water 500 m.e, . 

Eosien is as 1 n 1% oplossing in water gebruik. 

8 . 5 C_hem i ka ·1 i ee 

Met die uitsondering van die volgende is Merck produkte deurgaans 

gebruik 

Brij 58. Servo Feinbiochemica, Heidelberg. 

Triton X-100. Rohm en Haas, Johannesburg. 

Die volgende is van Radiochemical Centre, Amersham, Engeland, verkry 

[6- 3H] timidien (29,4 Ci/mmol). 

[8-3H] adenosien - 3 1 ,5 1 -sikl iese· monofosfaat (20,000-30,000 mC"i/mmol). 

adenosien - 3 1 ,5 1 - sikl iese monofosfaat. 

Bindingsproteien. 

Geaktiveerde houtskool. 
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8.6 Antibiotika 

Streptomisien. Novo Industries, Johannesburg. 

Nal idiksiksuur. Winthrop Laboratorles·, Mobeni . 

Kanamisien. Bristol Meyers, Johannesburg. 
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