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Zaobserwowana wsrod enteropatogennych szczepow Escherichia coli
(EPEC) zaleinos¢ miedzy sposobem adhezji do komdrek hodowlanych
in vitro a zdolnosciq do wywotywania charakterystycznych zmian histo-
patologicznych w komdrkach nabtonka jelita, stata sie podstawq reklasy-
fikacji tej grupy patogenow jelitowych.

WSTEP

Pod koniec lat 70-tych Cravioto i wsp. (1) oraz inni badacze (2, 3) zaobserwowali,
ze pateczki E. coli nalezace do niektorych serotypéw enteropatogennych (EPEC),
w tescie in vitro przylegaja do komorek linii HEp-2 lub Hela w postaci charakte-
rystycznych skupisk, co okreslono mianem zlokalizowanej adherencji - LA (localised
adherence). W przeciwienstwie do nich pozostate serotypy EPEC oraz wiele niepato-
gennych szczepdéw E. coli wykazuje in vitro rozsiany typ adhezji - DA (diffuse adhe-
rent), w ktérym pojedyncze bakterie przylegaja do catej powierzchni komorek (2).
Badania Levine i wsp. (4) wykazaty, ze zlokalizowany typ adhezji zwiazany jest z
obecnoscia plazmidu (60 MDa), ktéry nazwano czynnikiem adherencji £. coli - EAF
(E. coli adherence factor) (5, 6). Plazmid EAF koduje fimbriec BFP (bundle forming
pili), majace zasadnicze znaczenie w procesie adhezji szczepéw LA. Badania wykonane
na ochotnikach ujawnily zwiazek pomigdzy obecno$cia czynnika EAF a zdolno$cia
szczepow E. coli do wywolywania biegunki (7). Szczepy wyleczone z tego plazmidu nie
wykazuja adhezji typu LA i sa znacznie mniej chorobotworcze dla ludzi (8). Nastgpnie
wykazano, ze szczepy E. coli EAF-dodatnie tworza in vivo na blonie $luzowej jelita
takie same skupiska (mikrokolonie) bakterii, jak te obserwowane in vitro oraz, ze
wigkszo$¢ tych szczepdéw wywoluje w enterocytach charakterystyczne zmiany histopa-
tologiczne tzw. przylegania i zacierania struktury kosmkoéw jelitowych - AE (attaching
and effacing) (7, 9). Zmiany AE charakteryzuje $cisty kontakt bakterii z enterocytem,
zniszczenie rabka szczoteczkowego w miejscu adhezji bakterii oraz zniszczenie cyto-
szkieletu komorki. W miejscu adhezji bakterii btona cytoplazmatyczna komoérki ulega
wyniesieniu, tworzac struktur¢ podobna do piedestatu, wewnatrz ktorej gromadza sie
witdkna aktyny i inne biatka cytoszkieletu (9, 10, 11). Za zdolnos¢ szczepow E. coli do
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wywolywania zmian AE odpowiada chromosomalny gen eae, kodujacy bakteryjne biatko
btony zewnetrznej - intiming, bezposrednio odpowiedzialna za reorganizacje cyto-
szkieletu enterocytéw (10). Na podstawie obecnosci czynnika EAF oraz zdolnosci do
wywotywania zmian patologicznych w enterocytach, grupe EPEC podzielono na kla-
syczne EPEC (I grupa) i nieklasyczne EPEC (1l grupa). Klasyczne EPEC, obejmujace
serotypy: 026, 055, Ol11, O119, 0126, 0127, 0142 charakteryzuje typ adhezji LA
oraz zdolno$¢ wywotywania zmian AE. Szczepy E. coli nalezace do Il grupy (nieklasy-
czne), obejmujace m.in. serotypy 044, 086, 0114, nie maja zdolnosci wywolywania
zmian AE (brak genu eae) oraz wykazuja rozsiana adherencje lub naleza do szczepéw
nieadherentnych (2). Poza EPEC zdolno$¢ do wywotywania zmian typu AE, zwiazana
z obecnoscia genu eae, wykazano takze m.in. u enterokrwotocznych szczepéw E. coli
(EHEC). EHEC, do ktérych naleza niektére serotypy zaliczane réwnoczesnie do EPEC
np.: 026 i Oll1 oraz inne serotypy m.in. 0157, poza tym, ze moga produkowad
verotoksyny, charakteryzuja si¢ obecnoscia plazmidu o cigzarze czasteczkowym podob-
nym do plazmidu EAF, ale oznaczonym p0157, ktéry koduje fimbrie odpowiedzialne
za adhezje i ekspresje enterohemolizyny (12, 13).

Celem pracy byta charakterystyka typéw adhezji szczepdw E. coli izolowanych
z przypadkéw biegunek oraz poréwnanie typu adhezji z obecno$cia: plazmidu 60 MDa,
fimbrii adhezyjnych, genu eae oraz zdolnoscia badanych szczepdéw do wywolywania
zmian w cytoszkielecie komorek hodowlanych w tescie in vitro.

MATERIAL. I METODY

Badania przeprowadzono na 96 szczepach E. coli izolowanych w latach 1998 - 1999
z prébek katu od 94 dzieci z biegunka ($redni wiek dzieci 3 miesiace), hospitalizowa-
nych w Klinice Pediatrii AM we Wroctawiu. W badaniach wykorzystano tylko te probki
katu, w ktérych w rutynowym badaniu bakteriologicznym nie stwierdzono innych pa-
togendéw jelitowych (Salmonella spp, Shigella spp, Campylobacter spp, Yersinia spp,
Rotavirusy). Jako kontrole dodatnia zastosowano referencyjny szczep E. coli 026:H11
(H-19) EAF i eae - dodatni wykazujacy zlokalizowany typ adhezji (LA) oraz referen-
cyiny szczep E. coli 0157:H7 (EDL 933) p0157 i eae - dodatni, posiadajacy geny dla
verotoksyn (stx/ i stx2), produkujacy enetrohemolizyne i nie wykazujacy adherencji do
komorek linii HEp-2. Szczepy izolowano z posiewu prébek katu na podtoze Mac
Conkeya. Przynalezno$¢ gatunkowa badanych szczepow potwierdzano testem bioche-
micznym ID GN32 (bioMerieux).

Serologiczna identyfikacje badanych szczepéw (18-godzinne hodowle na agarze
zwyklym) przeprowadzano metoda aglutynacji szkietkowej z zestawem diagnostycznych
odczynnikéw lateksowych wielowaznych i jednowaznych dla enteropatogennych pate-
czek Escherichia coli (EPEC) (P.W. Biomex, Krakéw) oraz z odczynnikiem lateksowym
(Oxoid) dla E. coli 0157.

Fimbrie adhezyjne oznaczano metoda hemaglutynacji 3% zawiesiny krwinek czer-
wonych $winki morskiej oraz ludzkich grup A i O, w obecnosci i nieobecnosci D -
mannozy, wg Evans i wsp. (14). Pateczki E. coli wytwarzajace mannozooporne fimbrie
(MR) aglutynuja krwinki w obecno$ci i nieobecnosci D - mannozy, natomiast szczepy
posiadajace fimbrie mannozowrazliwe (MS) aglutynuja krwinki tylko w nieobecnosci
D - mannozy.
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Test adhezji in vitro do komoérek linii HEp-2 wykonano wg I.C. Scaletsky i wsp.
(15).

Hodowle komdrek HEp-2 prowadzono w podtozu MEM z L-glutamina, 10% suro-
wica, cieleca i roztworem antybiotykéw (penicylina 100 U, streptomycyna 100 U,
amfoterycyna B 0,25 ug/ml), w temp. 37°C w atmosferze 5% CO0,. Podtoze i suple-
menty pochodzity z firmy Gibco BRL. 24-godzinna hodowle komérek HEp-2 (mono-
layer) w kamerkach 2-komorowych na szkietku mikroskopowym (NUNC), ptukano
2-krotnie w PBS (pH 7,2) z 0,5% D-mannoza; nastepnie dodawano $wieze podtoze
MEM 2z 2% surowica cieleca, 0,5% D-mannoza, bez antybiotykdw. Tak przygotowane
komorki zakazano 18-godzinna hodowla badanych szczepéw w LB (Luria broth,
Difco) w temp. 37°C z napowietrzaniem. Po 3-godzinnej inkubacji w temp. 37°C
i w atmosferze 5% CO2, komorki ptukano 6-krotnie w PBS i utrwalano przez 30 min.
100% metanolem. Po 3-krotnym odptukaniu w jatowej wodzie destylowanej, komorki
barwiono 4 - 5 godzin metoda Giemza. Badanie wykonywano dwukrotnie dla kazdego
szczepu. Ponadto dla szczepdw, ktére nie wykazaly adhezji po 3 godzinach inkubacji
z komdrkami, test powtarzano, przedtuzajac czas inkubacji do 6 godz. Wynik odczyty-
wano w mikroskopie $wietlnym, w uktadzie imersyjnym, przy powigkszeniu 1000-krot-
nym. Badany szczep uznawano za zdolny do adhezji, gdy 80% komoérek HEp-2
wykazywato przylegajace bakterie.

Izolacje plazmidowego DNA wykonano wg metody Birnboim i Doty (16).

Analizy cigzaréw czasteczkowych plazmidow badanych szczepéw dokonywano w sys-
temie do analizy zeli GelDok 2000 (BioRad), w programie Quantity One, w odniesie-
niu do wzorcowego szczepu E. coli V517, posiadajacego plazmidy o znanych cigzarach
czasteczkowych.

Test FAS (fluorescence actin staining), pozwalajacy na wykazanie zdolno$ci bada-
nych szczepdéw do wywolywania zmian typu AE, wykonano zgodnie z metoda opisana
przez Knutton i wsp. (17), na linii komoérkowej HEp-2.

Sekwencje nukleotydowe, swoiste dla genu eae oraz gendéw dla verotoksyn VTI1
i VT2 (przedstawione w tabeli I), wykrywano metoda PCR (polymerase chain reaction)
wedtug Linqvist i wsp. (18).

Tabela I. Primery zastosowane w PCR do amplifikacji fragmentéw specyficznych dla
genow verotoksyn VT1 i VI2 oraz genu eae
Table I Primers used in PCR to amplify specific fragments from genes for VT1, VT2,

and eae
Primery Sekwencje oligonukleotydowe (5'-3") Cigzar czasteczkowy (bp)
VTI1 a GAAGAGTCCGTGGGATTACG
VTl1b AGCGATGCAGCTATTAATAA 130
VT2 a TACACAGGAGCAGTTTCAGACAGT
VT2 b ACCGTTTTTCAGATTTT(AG)CACATA 298
eae - 1 CACACGAATAAACTGACTAAAATG
eae - 2 AAAAACGCTGACCCGCACCTAAAT 376
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Zdolnos$¢ do produkcji enterohemolizyny oznaczano na podfozu tryptozowo - sojo-
wym z 10 mM CaCl, i 5% zawiesing krwinek baranich trzykrotnie ptukanych w PBS
(pH 7,2) wedtug Beutin i wsp. (19).

WYNIKI

Wéréd przebadanych 96 szczepdw E. coli izolowanych z prébek katu dzieci z bie-
gunka, zlokalizowany typ mannozoopornej adhezji (LA) wykazato 9,4% szczepbw, typ
podobny do zlokalizowango (LAL) 9,4%, rozsiany (DA) 46,8%, natomiast 28,1%
szczepow nie wykazato mannozo-opornej adhezji do komoérek linii HEp-2 (NA); w
przypadku 6,2% szczepow stwierdzono odrywanie komérek od szkta, zaréwno po 3 jak
i 6 godz. inkubacji; prawdopodobnie byly to szczepy ,,odrywajace” CDEC - cell deta-
ching E. coli. Wyniki badania zalezno$ci pomigdzy typem adhezji, serotypem a obec-
noscia fimbrii typu MR i MS przedstawiono w tabeli II. Obecno$¢ genu eae wykazato
25 (26%) badanych szczepdw. Wszystkie te szczepy byty zdolne do wywotywania zmian
w cytoszkielecie komorek, co wykazano w tescie FAS. Zlokalizowany typ adhezji
(rycia) dotyczyt szczepdw eae i FAS - dodatnich, nalezacych do serotypéw: 026 (6
szczepdw), OH4 (1 szczep) oraz 1 szczepu szorstkiego, ktory aglutynowat z 3% rozt-
worem NaCl. Szczepy te wykazaty réwniez obecno$é¢ plazmidu okoto 60 MDa. Typ
adhezji podobny do zlokalizowanej (ryc.lb), charakteryzuja luzne skupiska bakterii
przylegajace tylko do nielicznych (11 - 25%) komoérek HEp-2 i jest on wykrywany po
6 godz. inkubacji. Szczepy E. coli o typie adhezji LAL (9,4% badanych izolatéw)
nalezaty do serotypu: 026 (2 szczepy), 0127 (1 szczep) oraz do szczepdéw nie agluty-
nujacych z surowicami swoistymi dla EPEC (6 szczepow). Wszystkie LAL szczepy
posiadaty gen eae, co potwierdzit dodatni test FAS, ale nie posiadaty plazmidu 60 MDa.
Sposréd 25 szczepdw eae i FAS-dodatnich, 8 (32%) wykazato rozsiany typ adhezji
(ryc.1c); 1 z tych szczepdw nalezat do serotypu 026, pozostate nie aglutynowaty z dia-
gnostycznymi odczynnikami lateksowymi dla EPEC; 3 sposrod DA szczepéw (2 -
niepatogenne i 1-026) wykazaty obecno$é¢ plazmidu okoto 60 MDa. Wyniki badania
zaleznos$ci pomiedzy obecno$cia genu eae oraz plazmidu EAF a serotypem i wynikiem
testu FAS przedstawiono w tabeli 1II. Zdolno$¢ do produkcji enterohemolizyny wyka-
zaty tylko 2 szczepy E. coli 026 - jeden o zlokalizowanym, a drugi o rozsianym typie
adhezji. Oba te szczepy poza obecnoscia genu eae oraz plazmidu ok. 60 MDa, posiadaty
geny dla verotoksyny VTI1. Pozostate 9 szczepdéw, u ktorych wykazano plazmid 60
MDa, nalezaty do niehemolizujacych. Ogdtem 22 (22,9%) badane szczepy wykazaty
obecnos$é¢ genéw dla verotoksyn, pomimo, ze nie stwierdzono w$rdéd nich serotypu O157.
Zalezno$¢ miedzy obecno$cia gendw VT1 i/lub VT2 oraz serotypem i typem adhezji
wykazano w tabeli IV. Wéréd 27 (28,1%) szczepdw NA wykazano duze zréznicowanie
pod wzgledem serotypow i obecnosci fimbrii; zaden szczep z tej grupy nie posiadat
genu eae, genéw dla verotoksyn lub plazmidu 60 MDa (tab. I). Spos$rdd 6 szczepédw
CDEC (ryc.1d), potowa nalezata do serotypu 018 i posiadata fimbrie typu MR oraz
tylko jeden plazmid o wysokim cigzarze czasteczkowym (ok. 30 MDa). Podobnie jak
w przypadku szczepéw nieadherentnych, nie wykazano w tej grupie obecnosci gendéw:
stxl, stx2, eae lub plazmidu 60 MDa. Wyniki badan szczepéw CDEC wykazano w tabeli
V.
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Tabela 1I. Serotypy, fimbrie oraz typy adhezji szczepdw E. coli izolowanych z prébek katu
od dzieci z biegunka
Table II. Serotypes, fimbria and adherence patterns of E. coli strains isolated from stool
samples of children with diarrhea
Liczba Fimbrie Typ adhezji
Serotyp X
SzCzepOw | brak MS MR LA LAL DA NA | CDEC
026 9 5 4 0 6 2 1 0 0
018 9 2 1 6 0 0 5 1 3
044 4 2 1 1 0 0 0 4 0
0125 4 1 3 0 0 0 1 2 1
OH4 4 1 3 0 1 0 1 2 0
Szorstkie 4 1 2 1 1 0 2 0
086 3 0 3 0 0 0 2 0
0127 2 1 1 0 0 1 0 0
OH9 2 0 2 0 0 0 1 0
025 2 0 2 0 0 0 1 0
0111 1 0 1 0 1 0 0 0 0
0128 1 0 1 0 0 0 1 0 0
0124 1 0 0 1 0 0 0 1 0
Ngfﬁfff' 50 9 38 3 0 6 30 12 2
Razem 96 22 62 12 9 9 45 27 6
(100%) (23%) |(64,5%)|(12,5%)| (9,4%) | (9,4%) |(46,85%)|(28,1%)|(6,25%)

NA - nieadherentne szczepy, pozostate obja$nienia tabeli w tekscie

Tabela I11. Zalezno$¢ miedzy serotypem, typem adhezji a wynikiem testu FAS i obecnoscia

genu eae, badanych szczepoéw E. coli

Table II11. The dependence of serotype and pattern of adherence upon the FAS test result
and the presence of eae gene of examined E, coli strains
Liczba Serotyp Typ adhezji  Obecnoéé Test Plazmid
szczepow genu eae FAS EAF
] 026 LA + + +
| 0114 LA 4> + +
1 szorstki LA + + +
2 026 LAL + S -
1 0127 LAL + + -
6 np LAL + + -
1 026 DA - + -
2 np DA + + +
5 np DA = + -

|

np - szczep niepatogenny
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Tabela IV. Zalezno$¢ miedzy serotypem, obecnoscia genow eae, stx 1, stx2 a wynikiem testu
FAS, typem fimbrii adhezyjnych i typem adhezji badanych szczepéw E. coli

Table IV. The dependence of serotype, the presence of eae, stx 1, and stx 2 genes and the
FAS assay result, fimbria and adherence pattern of examined strains of E. coli
Lp. | Serotyp | Typ Fimbrie | Genydla | Gen Hemoli- | Test Plazmid
adhezji verotoksyn| eae zyny FAS 60 MDa
1. | 02A LA MS VT1 + E + +
2.1 026 LA 0 VTI1,VT2| + 0 + +
3.1 026 LA 0 VT1,VT2| + 0 + +
4.1 026 LA 0 VT1,V12| + 0 + +
5.1 026 LA MS VT1,VT2| + 0 + +
6. 026 LA MS VT1,VT2| + 0 + +
7.1 026 LAL MS 0 + 0 + brak
8. 1026 LAL 0 VT1 + 0 + brak
9. 1026 DA 0 VT1 + E + +
10. | OH4 LA 0 VT1 + 0 + +
11. | szorstki LA MS VT1,VT2| + 0 + +
12. | 0127 LAL MS VT2 + 0 + brak
13. | np LAL MS VT1,VT2| + 0 + brak
14. | np LAL MS VT2 + 0 + brak
15. | np LAL MS VT1,VT2| + 0 + brak
16. | np LAL MS VT2 + 0 + brak
17. | np LAL MS 0 + 0 + brak
18. | np LAL MS 0 + 0 + brak
19. | np DA MS VT1 + 0 + +
20. | np DA MS VT2 + 0 + +
21. | np DA MS VT1,VT2| + 0 + brak
22. | np DA MS VT1,VT2| + 0 + brak
23. | np DA MR VT1,VT2| + 0 + brak
24. | np DA MR VT1 + 0 + brak
25. | np DA MR VT1,VT2| + 0 + brak

np - szczep niepatogenny

E - enterohemolizyna

Tabela V. Charakterystyka izolowanych szczepdéw ,,odrywajacych” E. coli (CDEC)
Table V. Characteristcs of isolated cell detaching E. coli (CDEC) strains
Serotyp ~ Fimbrie Wzdr plazm_idowy___{_@u}_
018 MR 33
018 MR 30
018 MR 32
0125 MS 41; 3,2
np MS brak
np MS - - 2504 o

np - szczep niebadany
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Ryc. 1. Typy adhezji badanych szczepéw E. coli: a) LA - zlokalizowana, b) LAL - podobna do
zlokalizowanej, ¢) DA - rozsiana, d) CDEC - ,,odrywajace" E. coli

Fig. 1. Adherence patternas of examined strains of E. coli: a) LA - localized adherence, b) LAL
- localized like adherence, ¢) DA - diffuse adherence, d) CDEC - cell detaching E.
coli

OMOWIENIE

Oznaczanie in vitro typu adhezji do hodowlanych komérek linii HEp-2 lub Hela,
jest jedna z badawczych metod wstepnej klasyfikacji szczepdéw izolowanych z prébek
katu do grupy wywotujacych biegunke, enteropatogennych E. coli (5, 7). Wyniki naszych
badan uzyskane dla szczepéw o zlokalizowanym i podobnym do zlokalizowanego typie
adhezji sa zgodne z doniesieniami innych badaczy, biorac pod uwage obecnos¢ genu
eae, dodatnie wyniki testu FAS oraz obecno$¢ czynnika EAF. Wsréd izolowanych
LA-szczepoéw E. coli, poza serotypami zaklasyfikowanymi jako klasyczne EPEC (026,
0111, 0127) byly szczepy, ktore nie aglutynowaty z odczynnikami lateksowymi, swoisty-
mi dla EPEC, uznane na tej podstawie za niepatogenne oraz jeden szczep szorstki
i jeden szczep serotypu Ol14. Zgodnie z nowym podziatem, serotyp Ol14 zaliczono
do nieklasycznych EPEC, nie posiadajacych typowych cech wirulencji (genu eae i czyn-
nika EAF). Wedtug badan Beutin i wsp. (20) serotyp Ol14 obejmuje bardzo zrézni-
cowane szczepy, ktére w zaleznodci od posiadanego antygenu rzgskowego H moga
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produkowaé enterotoksyne cieptostata ST i/lub cieptochwiejna LT, a nawet (serotyp
OH4:H4) verotoksyne VT1. Z kolei China i wsp. (21) opisali szczep E. coli OH4:H?2
eae - dodatni. Wéréd LA - 2 szczepy serotypu 026 produkowaty enterohemolizyne
stad wniosek, ze obecny u tych izolatéw plazmid 60 MDa moze odpowiadaé plazmidowi
p0157, ktéry warunkuje zaréwno ekspresjc enterohemolizyny, jak i adhezje do
komorek. U pozostatych szczepéw niehemolizujacych, o zlokalizowanym typie adhezji,
obecny plazmid ok. 60 MDa odpowiada raczej czynnikowi EAF. Wedtug badan
Scotland i wsp. (12) prowadzonych na enterohemolizujacych, wywotujacych zmiany AE
szczepach E. coli 026, posiadajacych plazmidy o ciezarach: 66, 50 - 60 i < 50 MDa,
utrata plazmidu 59 MDa zwiqzana, byta z utrata zdolnosci do hemolizy, chociaz szczepy
te nadal wywolywaty zmiany w cytoszkielecie komérek. Z badan tych wynika réwniez,
ze szczepy LA enterohemolizujace, eae - dodatnie, powinny posiada¢ 2 plazmidy
o ciezarach czasteczkowych okoto 60 MDa - jeden odpowiedzialny za produkcje
enterohemolizyny, drugi za ekspresje fimbrii BFP. W naszych badaniach, zaden szczep
nie wykazat obecnosdci dwdch plazmidéw ciezkich, co moglto byé spowodowane ich
utrata w trakcie pasazowania. Zgodnie z doniesieniem Knutton i wsp (17) 66%
szczepéw EPEC rzeczywiscie ,,gubi” te plazmidy, nie tracac jednak genu eae. Wedtug
badan Scaletsky i wsp. (15) klasyczne EPEC EAF-ujemne, ktére utracity plazmid 60
MDa, z uwagi na obecno$¢ genu eae i zdolno$¢ do wywolywania zmian typu AE
w jelicie, naleza do klasycznych, atypowych EPEC. Wéréd 9 wykazanych w naszym
badaniu szczepdw o typie adhezji LAL, charakteryzujacej szczepy EAF-ujemne, 3 na-
lezaty do serotypéw powszechnie uznanych za chorobotwoércze: 026 i 0127, ale 6 po-
zostatych nie aglutynowato z odczynnikami lateksowymi, swoistymi dla EPEC. Wszyst-
kie te szczepy posiadaty gen eae oraz wykazaty dodatni test FAS, a 6 spos$rdd nich
posiadato réwniez geny dla verotoksyn: 1 - 026, 1 - O127 i 4 szczepy niepatogenne.
Szczepy E. coli EAF-ujemne posiadajace geny eae oraz geny dla verotoksyn, opisali
réwniez w swych badaniach Forestier i wsp. (22) oraz Scotland i wsp. (12). Biorac pod
uwage fakt, ze wigkszo$¢ laboratoriéw bakteriologicznych zaszeregowuje izolowane
z probek katu szczepy E. coli do enteropatogennych tylko na podstawie aglutynacji
z surowicami odpornosciowymi lub odczynnikami lateksowymi dla EPEC, szczepy te,
chociaz potencjalnie chorobotwércze, zdolne do wywotywania zmian AE w jelicie lub
posiadajace geny dla verotoksyn, zostatyby uznane za niepatogenne. Wydaje si¢ praw-
dopodobne, ze badane LAL-szczepy EAF-ujemne i eae-dodatnie, nie aglutynujace
z odczynnikami lateksowymi dla EPEC, moga naleze¢ do chorobotwdrczych szczepow
np.: zwierzecych, ktérych udziat w etiopatogenezie biegunek u ludzi wzrasta.

Kontrowersyjna grupa E. coli sa szczepy wykazujace rozsiany typ adhezji. Wedtug
wielu badaczy (15, 22) rola tych szczepdéw w etiologii biegunek u ludzi jest watpliwa,
poniewaz sa one izolowane od 0sob z biegunka réwnie czesto jak od oséb zdrowych.
Z kolei w swych badaniach Giron i wsp. (23) wykazali, ze szczepy DA sa czesciej
izolowane od dzieci z biegunka niz od dzieci zdrowych, co przemawia za udziatem tych
szczepow w etiologii biegunek niemowlecych. Rola szczepéw DA jest obecnie szeroko
dyskutowana. W naszych badaniach, niektdre szczepy DA wykazaly obecno$¢ fimbrii
MR, aglutynujacych krwinki ludzkie grup A i O, co mozna uzna¢ za czynnik wirulencji,
a takze obecno$¢ genu eae i plazmidu 60 MDa. Wéréd badanych, niepatogennych
szczepow o rozsianym typie adhezji, az 7 z nich wykazato obok genu eae obecno$é
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gendéw dla verotoksyn VT1 i/lub VT2. Prawdopodobnie selekcja prébek katu (prébki
pochodzity od dzieci z biegunka wymagajaca hospitalizacji i nie stwierdzono w nich
innych patogendw jelitowych) miata wplyw na uzyskanie tak wysokiego odsetka
szczepOw verotoksycznych. Grupa ,odrywajacych szczepdw E. coli” jest bardzo stabo
poznana. Szczepy takie izolowano od dzieci z biegunka, ale nie jest znany ani pato-
mechanizm dziatania tych drobnoustrojow, ani ich znaczenie w etiologii biegunek (24).

W naszych badaniach nie uwzglednione zostaty szczepy E. coli izolowane z préobek
katu dzieci zdrowych, co utrudnia ocen¢ chorobotwérczego dziatania szczepdw o roz-
sianym typie adhezji oraz ,odrywajacych” E. coli. Niemniej uzyskane wyniki badan
wykazaty szerokie zrdznicowanie pod wzgledem czynnikéw wirulencji wéréd izolowa-
nych szczepow E. coli, ktére mozna uznaé za czynnik etiologiczny biegunki u badanych
dzieci.

WNIOSEK

Klasyfikacja izolowanych z prébek katu szczepdéw E. coli wywotujacych biegunke na
podstawie aglutynacji z surowicami swoistymi dla EPEC, moze by¢ przyczyna pomijania
waznych szczepéw chorobotwérczych.

BM Sobieszczariska, R Gryko

ADHERENCE PATTERNS OF ESCHERICHIA COLI STRAINS ISOLATED FROM
CHILDREN WITH DIARRHEA

SUMMARY

Among enteropathogenic E. coli strains (EPEC) there are different patterns of adherence
to the culture cells in vitro assay: localized, localized-like and diffuse.

The adherence pattern is dependent on the ability of E. coli strains to cause of diarrhea.
The strains locally adhering posses a 60 MDa plasmid - E. coli adherence factor (EAF), and
produce characteristic histopatologic intestinal lesions linked with the presence of chromosomal
eae gene. The pathogenicity of diffusely adherent as well as cells detaching E. coli (CDEC)
remains controversial.

The aim of the study was to identify the adherence patterns of E. coli strains isolated from
children with diarrhea and to compare that patterns with the serotypes and the presence of
EAF and/or pO157 plasmids, fimbriae and eae, stx/, and stx2 specific sequences. Nine out of
examined E. coli strains showed the localized pattern of adherence. About haif (46,8 %) of
strains were diffusely adherent and six isolates were cells detaching E. coli (CDEC). A total of
22 (23%) examined strains showed the presence of specific for verocytotoxins seauences.

The results showed that many strains recognized on the ground of agglutination with specific
EPEC antisera as unpathogenic could be an etiologic agents of diarrhea which are able to
produce histopathologic lesions in the intestinal epithelium. In turn, many strains classified as
EPEC could be unpathogenic on the basis of diffuse pattern of adherence.
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