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Opracowanie zawiera krotkg charakterystyke Verocytotoksycznych szczepow
E. coli, ich chorobotworczo$¢ dla cztowieka i zwierzat, opis struktury i sposobu
oddziatywania toksyny VT oraz diagnostyke laboratoryjng szczepow VTEC.

CHARAKTERYSTYKA OGOLNA CZYNNIKA ETIOLOGICZNEGO

Pateczki E. coli stanowig fizjologiczng mikroflore przewodu pokarmowego zwie-
rzat i cztowieka. Wiekszos$¢ z nich odgrywa pozytywna role w organizmie wyzszym,
determinujgc m.in. homeostaze wsrod bakterii jelitowych i syntetyzujgc niektore
witaminy, wykorzystywane przez ten organizm. Tylko niektdre szczepy E. coli wyka-
zujg w pewnych okresach i sytuacjach u ssakéw dziatanie chorobotwoércze, czasami
bardzo aktywne, prowadzac do powstawania roznych zespotéw chorobowych i nie-
kiedy - zej$¢ Smiertelnych (11). Mikroorganizmy znane aktualnie jako Escherichia
coli, zostaty po raz pierwszy wyosobnione przez Teodora Eschericha z préb katu,
matych dzieci z objawami enteritis (6). Wszystkie poznane dotad, chorobotwdrcze
szczepy E. coli zostaty podzielone na cztery grupy, réznigce sie budowg serologiczng
i niektorymi wiasciwosciami biochemicznymi oraz sposobem chorobotwdérczego od-
dziatywania na organizmy wyzsze (10).

Do grupy enteropatogennych szczepéw E. coli (EPEC - enteropathogenic E. coli)
zalicza sie drobnoustroje z okreslonych grup serologicznych, wywotujace rézne postacie
biegunki u ludzi, zwlaszcza u matych dzieci (m.in. ,,summer diarrhoea”). Szczepy tej
grupy dzieki czynnikowi EAF (EPEC - adherence factor), zasiedlajg, w sposob swoisty
powierzchnie enterocytow jelita cienkiego, a nastepnie niszczac struktury powierzchniowe
(mikrokosmki), powodujg stan zapalny. Niektore z nich mogg ponadto oddziatywac
toksycznie poprzez synteze entero- lub Vero- toksyn (10, 11).

Do grupy enterotoksycznych szczepéw E. coli (ETEC - enterotoxigenic E. coli)
nalezy szereg serotypdw, wywotujagcych u noworodkow ludzkich i oseskéw zwierze-
cych rézne postacie kolibakteriozy jeUtowej, manifestujgce sie objawami biegunki.
Elementami odpowiadajgcymi za zjadliwos¢ tych szczepéw sg enterotoksyny LT i ST,
wigzace sie swoiscie z receptorami na powierzchni mikrokosmkéw enterocytow btony
Sluzowej jelita cienkiego i poprzez stymulacje ,.kaskady biochemicznej”, wywotujgce
zaburzenia we wchianianiu wody i elektrolitow ze Swiatta jelita (mikrokosmki) oraz
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nadmierne wydzielanie $luzu, wody i elektrolitow przez komorki krypt jelitowych.
Rezultatem wymienionych zaburzen jest biegunka (12). Wymienione szczepy koloni-
zuja sie w jelicie cienkim (komplementarno$¢ stereochemiczno-elektrostatyczna) za
pomocg fimbrii adhezyjnych (10, 34, 58).

Do grupy enteroinwazyjnych szczepow E. coli (EIEC - enteroinvasive E. coli)
nalezg serotypy, wywotujace u ludzi dyzenterie (,,bacillary dysentery”) a u zwierzat
zakazenia o charakterze systemowym (m.in. mastitis i metritis) (10).

W grupie Vero-cytotoksycznych szczepéw E. coli (VTEC-Vero-cytotoxin-pro-
ducing E. coli), okreslanych takze jako - enterokrwotoczne (EHEC - entero-
haemorrhagic E. coli), wystepuja rozne serotypy (u cztowieka najczesciej 0157), wywo-
tujace rézne, zespoty chorobowe (63). U cztowieka najczesciej infekcje biegunkowa
- VTEC, krwotoczne zapalenie jelita grubego (HC-haemorrhagic colitis) oraz hemo-
lityczny zespot mocznicowy (HUS - haemolytic uraemic syndrome)-, u zwierzat - cho-
robe obrzekowa $win, zwigzang przede wszystkim z serotypami z grup 0139 i 0141
(34, 42, 58). Czynnikiem warunkujacym toksycznos¢ VTEC sg cytotoksyny z grupy
VT (The Vero cytotoxins). Ze wzgledu na roznice w strukturze tych cytotoksyn,
wykazujg one swoistos¢ w swoim oddziatywaniu na organizmy ludzkie (VT1, VT2)
i zwierzece (SLT-1lv) (10, 42).

ZRODLO ZAKAZENIA

Chociaz uwaza sie, ze zrodtem zakazenia E. coli dla cztowieka sg produkty spozywcze
zwierzeoego pochodzenia oraz woda, z reguty pierwotnym rezerwuarem tych bakterii sg
ludzie (zwlaszcza kat i zanieczyszczone nim czesci ciata i przedmioty) (tab. I).

Odmiennie przedstawia sie sytuacja z infekcjami VTEC, gdzie gtéwnym zrodiem
zakazenia cztowieka sg zdrowe zwierzeta oraz produkty spozywcze z nich uzyskiwane
(36). Tak wiec, o ile klasyczne kolibakteriozy nie sg defacto zoonozami, a produkty
zwierzece zakazone ,,dyspeptycznymi” szczepami E. coli nie stanowig zasadniczego
problemu epidemiologicznego, Vero-cytotoksyczne pateczki E. coli (produkujgce VT1
i VT2) mozna uzna¢ za grozne, zoonotyczne patogeny cztowieka.

CHOROBOTWORCZOSC DLA CZLOWIEKA

W roku 1977 Konowalczuk i wsp. (23), zasugerowali ze cytotoksyna (V-T) wy-
twarzana przez VTEC odgrywa wazng role w patogenezie niektdrych chordéb biegun-
kowych. Jednakze wazko$¢ zakazen szczepami VTEC u ludzi zostata jednoznacznie
ustalona po stwierdzeniu ich roli w wywotywaniu dwoch chordb o nieznanej wczes-
niej etiologii - krwotocznego zapalenia jelita grubego (haemorrhagic colitis - HC)
i hemolitycznego zespotu mocznicowego (haemolytic uraemic syndrome - HUS).

Krwotoczne zapalenie jelita grubego (HC) charakteryzuje sie krwawag biegun-
kg i zazwyczaj ma przebieg bezgorgczkowy. Czesto natomiast wystepujg bol brzucha
i wodnista biegunka (10). Ogniska HC wywolywane przez VTEC odnotowano
w 1982r. w USA (44) i od tego czasu opisano szereg epidemii i sporadycznych
przypadkow tej choroby w Kanadzie, Japonii i Wielkiej Brytanii (14, 17, 43, 57).
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Tabela 1. Patogenne dla cztowieka i zwierzat szczepy E. coli; podziat na grupy wg Grossa (10)

* - oraz - kilkanascie innych serotypéw VTEC

Zakazenie to cechuje zespdl dosy¢ charakterystycznych objawdw zwiastunowych. Po
okresie wylegania, trwajgcym od 3 do 9 dni, wystepuje krwawa biegunka (w wyniku
stanu zapalnego jelita grubego) i bél brzucha. Objawom tym nie towarzyszy pod-
niesienie cieptoty ciata. Najczesciej wymienione symptomy zanikajg po 2-9 dniach.
Jednakze u o0s6b starszych i matych dzieci, mogg rozwija¢ sie¢ komplikacje prowadza-
ce m.in. do ostrej niewydolnosci nerek.

Ta forma zakazenia VTEC, okreslana jako hemolityczny syndrom mocznicowy
jest efektem oddziatywania Yero-cytotoksyny (VT) i ma czesto przebieg ostry, powo-
dujac od 3 do 5% zejs¢ $miertelnych (36). W ogniskach gdzie chorujg mate dzieci
odsetek zejs¢ Smiertelnych jest znacznie wyzszy (w wyniku HC do 30%; w przebiegu
»petno objawowym” nawet ponad 70%). Jak juz wspomniano, hemolityczny zespét
mocznicowy charakteryzuje sie ostrg niewydolnoscig nerek, ale takze - mikro-
angiopatyczng hemolityczng anemig i trombocytopenig (25). Choroba wystepuje
we wszystkich grupach wiekowych, ale najczesciej u noworodkéw i matych dzieci.
Jest ona uwazana w USA za jedng z gtéwnych przyczyn niewydolnosci nerek w okre-
sie dziecinstwa.
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HUS pojawia sie w dwdch postaciach klinicznych, ,,typowej”, kiedy to krwawa
biegunka stanowi wazny objaw zwiastunowy, i ,atypowej” - bez wczesniejszych
objawéw biegunkowych (10). Zachorowania rodzinne jak rowniez wystepowanie cho-
roby wérdd matych grup ludzi, przemawia za tym, ze przyczyng choroby jest czynnik
zakazny. Swiadcza o tym izolacje znacznej liczby VTEC, nalezacych do jednego
serotypu E. coli (najczesciej 0157 :H7).

Sciste powiazanie VTEC z HUS, jako pierwsi, okreslili w 1983 r. Karmali i wsp.
(20). Od tego czasu wykazywano wielokrotnie etiologiczng role VTEC w typowej
formie HUS (21, 51).

Objawy zakazen VTEC u cziowieka obejmujg szeroki wachlarz zaburzen, od
tagodnych objawéw wodnistej biegunki do ostro przebiegajgcego hemolitycznego
zespotu mocznicowego. Ciekawe, ze nawet w jednym ognisku choroby, odnotowuje
sie szerokie spektrum objawéw klinicznych. Przyktadowo, w 1986 roku w USA
obserwowano wybuch tej infekcji w zakladzie dla rekonwalescentéw. U 34 pacjen-
tow stwierdzono biegunke o réznym natezeniu; 14 oséb hospitalizowano, z pos$r6d
ktérych cztery zmarly (3, 46). Infekcje VTEC mogq towarzyszy¢ zakrzepowej pla-
micy matoptytkowej (chorobie Moschowitza), w przebiegu ktérej kliniczne objawy
HUS sg pdzniej komplikowane przez zespét symptomoéw neurologicznych i wysoka
goraczke (10).

CHOROBY WYWOLYWANE PRZEZ VTEC U ZWIERZAT

Stwierdzono, ze VTEC byly wielokrotnie wyosabniane od chorych i zdrowych
cielgt (36). Mohammad i wsp. (32) odnotowali chorobe biegunkowg u tych zwierzat,
zwigzang z wytwarzaniem VT. Krowy mleczne, jatéwki i cieleta, nie wykazujace
najczesciej zadnych objawéw chorobowych, moga by¢ rezerwuarem i zrédiem (mle-
ko, mieso) zakazen VTEC cztowieka (10).

Odrebng grupe stanowig natomiast szczepy VTEC, wywotujace grozng chorobe
prosiat po odsadzeniu (w wieku 4-6 tyg.), okreslang jako choroba obrzekowa (34).
Szczepy te rdznig sie strukturg antygenowg od szczepdéw wywotujgcych HC i HUS
u cztowieka. Nalezg one najczesciej do serotypow: 0138: K81, 0139 :K82, 0141 :K85
i wytwarzajg Vero-cytotoksyne SLT-llv (variant), roznigcg sie znacznie od VT1
zblizong natomiast do VT2 (42). Sprawia to m.in., ze wymienione serotypy nie
wywotujg u ludzi infekcji (nie majg charakteru zoonotycznego) i defacto sg chorobo-
tworcze tylko dla $win.

EPIDEMIOLOGIA ZAKAZEN SZCZEPAMI VTEC

Stwierdzono, ze w Ameryce P6tnocnej HC i HUS zwigzane z VTEC, wystepuja
na znacznej przestrzeni geograficznej, u kobiet i mezczyzn w réznym wieku (10).
Zakazenia szczepami VTEC sg najczesciej wywotywane przez drobnoustroje z grupy
serologicznej 0157 i pojawiajg sie przede wszystkim w miesigcach letnich. Ogniska
choroby obserwowano czesto w zakladach opieki dla starszych ludzi oraz ws$rdd
dzieci przebywajacych w sierocincach (24, 46, 59). Najostrzejszy przebieg choroby
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obserwowano u pacjentdw starych oraz u matych dzieci (10, 24, 46). Wybuch
HC na znacznym obszarze Wschodniej Anglii odnotowano w 1985 roku; szczep
ktory wywotatl epidemie okazat sie serotypem E. coli 0157 :H7 (33). Badania epi-
demiologiczne wystepowania HC, wykonane w Anglii i Walii w okresie 12 miesiecy
(pazdziernik 1985 - pazdziernik 1986), wykazaty ze przypadki tej choroby wy-
stepowaly przede wszystkim na terenach wiejskich. Rzadko natomiast odnotowy-
wano je na obszarze o zabudowie miejskiej i przemystowej. Stosujgc testy z DNA,
szczepy VTEC oznaczono w 32 probach (39%) na 83 analizowane; 30 z 32 szczepow
VTEC nalezato do serogrupy 0157, potwierdzajgc dominujgcg role tego serotypu
w etiologii HC na obszarach geograficznie innych anizeli Ameryka Poétnocna (57).
W 1983 roku stwierdzono pojawienie sie HUS, zwigzanego z VTEC serogrupy
0157, na terenie Wolverhampton. Mialo to miejsce po przypadkach tej choroby
w hrabstwie West Midlands, diagnozowanych w okresie 2 lat (1982-1983) (61).
W wyniku badan autoréw angielskich nad wystepowaniem HUS u dzieci w wieku
do 12 lat stwierdzono szczepy VTEC w 19 (29%) na 66 przypadkoéw; 15 z tych
izolatéw nalezato do serogrupy 0157 (51).

BADANIA EPIDEMIOLOGICZNE

W styczniu 1993 r. w USA, w czasie epidemii wywotanej przez szczep E. coli
0157 :H7, zachorowato 475 0s6b, z czego zmarto czworo matych dzieci (36). W wy-
niku badan przeprowadzonych przez Center of Disease Control (CDC), stwierdzono
ze 65% chorujgcych stotowato sie w jednej restauracji, specjalizujacej sie w szybkim
przygotowywaniu prostych potraw. Co wiecej, stwierdzono, ze osoby te spozywaty
beefburgery, z ktdrych réwniez wyizolowano szczep E. coli 0157 (36).

W okresie ostatnich 10 lat (1985-1994) CDC prowadzito w USA monitorowanie
epidemiologiczne przypadkow zakazen VTEC. Odnotowano, iz w okresie tym wy-
stgpito 16 duzych epidemii, w konsekwencji ktdrych zmarly 22 osoby. Badacze ame-
rykanscy twierdza jednak, iz mimo wielu zachorowan, ktére odnotowano w ich
kraju, znaczenie VTEC jako patogenow jest wcigz niedoceniane. Wedtug CDC, co
roku w USA, wystepuje prawie 20000 zachorowan wsréd ludzi (36).

NAJCZESCIEJ WYSTEPUJACE SEROTYPY

W Europie (poza Wielkg Brytanig), izolacje serotypu 0157 nie sg tak czeste (10).
Do spostrzezen tych nalezy sie odnie$¢ z duzg ostroznos$ciag. Nie prowadzi sie bowiem
w tym kierunku doktadnych badan mikrobiologicznych ani tez dostatecznie licznych
dochodzen epidemiologicznych. Ponadto uwaza sie, ze w kontynentalnej Europie,
infekcje VTEC mogga by¢ wywotywane przez odmienne serotypy E. coli, anizeli 0157
(10, 36). Jak juz wspomniano, w Wielkiej Brytanii prowadzi sie od kilku lat doktadne
monitorowanie epidemiologiczne. Efektem tych badan jest regularne wyosobnianie
serotypu E. coli 0157 z przypadkéw krwotocznego zapalenia jelita grubego (10).
Stwierdzono, ze w 1992 roku nastgpit wzrost liczby zakazern VTEC. Odnotowano
mianowicie 473 przypadki HC, z ktérych wyizolowano wymieniony serotyp (36).



346 A.J. Furowicz, D. Czemomysy-Furowicz Nr 4

Zasadniczym zrodtem infekcji VTEC u czlowieka sg produkty spozywcze zwierzecego
pochodzenia, zwtaszcza surowe mleko i surowe mieso wotowe (10).

W USA i Kanadzie, w ogniskach HC o ostrym przebiegu, wywotywanych
przez E. coli 0157, serotyp ten byt takze izolowany z miesa hamburgerow (44,
45, 46). Ponadto odnotowano ognisko HC oraz 2 przypadki tej choroby u ludzi,
powstate w wyniku spozycia mleka nie poddanego pasteryzacji (1, 31). Od zdrowych
krow mlecznych, pochodzacych z gospodarstw zwigzanych przyczynowo z wymie-
nionymi wyzej zachorowaniami, wyizolowano serotyp 0157:H7. Wykazano, ze
w Ameryce Péinocnej bydto jest gtdwnym rezerwuarem i zrédiem szczepow E. coli
0157:H7, wywotujgcych infekcje u ludzi. W USA, w wyniku szeroko zakrojonych
badan bakteriologicznych $wiezego miesa oraz drobiu, pochodzacych ze sprzedazy
detalicznej, odnotowano obecno$¢ serotypu 0157 :H7 w 1,5-3,7% préb wotowiny,
wieprzowiny, drobiu oraz baraniny (5). Wystepowanie tego serotypu w s$rodkach
spozywczych stanowi problem zaréwno dla technologéw jak i mikrobiologéw. Wy-
nika to stad, ze bakterie te wykazuja dosy¢ znaczng oporno$¢ na niskie i wysokie
temperatury (rozwdéj w 10°C oraz w przedziale 44-45°; przezywalno$¢ w produktach
mrozonych) oraz niskie pH. Ponadto stosunkowo trudno jest je wyizolowa¢ z prob
miesa i mleka (10, 36).

Warto podkresli¢, iz poza zakazeniami odzwierzecymi, moga mie¢ rowniez miejs-
ce zakazenia cztowieka od cztowieka, w ktdrych zrodlem zarazka sg z reguly zdrowi
nosiciele (36). Poza szczepami z grupy 0157, wielokrotnie wyosobniano z prob ludz-
kiego katu szczepy VTEC nalezgce do innych serogrup (m.in. 026, 05, 045, 091, 0111,
0145). Jednakze w odroznieniu od szczepu 0157, izolacje innych serotypow byty
rzadsze, a w poszczeg6lnych prébach stwierdzano z reguty niewielkg liczbe komérek
bakteryjnych. Sposréd tych serogrup, tylko niektére typy ,,H”, mozna bylo uznac
w pehni za Vero-cytotoksyczne (produkujgce VT). Do serotypoéw tych zaliczono m.in.
szczepy E. coli z serogrupy 026 z rzeskowym antygenem H Il oraz rzadziej szczepy
026 pozbawione tej frakcji antygenowej (10).

WEASCIWOSCI BIOCHEMICZNE

Zasadniczo wiekszos$¢ biochemicznych wiasciwosci szczepow E. coli z tej serog-
rupy, nie odbiega od cech pozostatych bakterii gatunku Escherichia coli (7, 10, 11).
Biologiczne i biochemiczne cechy typowe dla drobnoustrojéw tej grupy, rézne od
»klasycznych”, to przede wszystkim: wytwarzanie Vero-cytotoksyn (VT1, VT2) w ho-
dowli komorek Vero i Hela, brak fermentacji sorbitolu (24h/37°C), ujemna reakcja
na glukoronidaze, wzrost w temperaturach 10°C i 44-45°C, przezywalno$¢ w tem-
peraturach minusowych (w zamrozonych produktach spozywczych), znaczna opor-
no$¢ na zmiany pH w czasie proceséw fermentacyjnych stosowanych w technologii
spozywczej (10, 11, 63). Wedtug Ewinga (7) 80,3% szczepdw gatunku Escherichia coli
fermentuje sorbitol w przeciggu 24-48 godz. inkubacji w temp. 37°C; 1% rozkiada
ten cukier p6zno, to znaczy po 3 lub wiecej dniach. Szczepy E. coli 0157 znajdujg sie
w grupie bakterii tego gatunku, nie fermentujgcych sorbitolu w czasie 24 godzinnej
inkubacji. Uwaza sie Ze takg ceche prezentujg szczepy nalezace do serotypu 0157: H7.
Nieliczne z nich, rozktadajg sorbitol po dtuzszej (niz 24 h) inkubacji (10, 11, 63).
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STRUKTURA | SPOSOB ODDZIALYWANIA TOKSYNY VT

Konowalczuk i wsp. (23) jako pierwsi wysuneli sugestie, ze Vero-cytotoksyna
E. coli (VT) wystepuje w wiecej anizeli w jednej formie. Pdzniejsze badania poswiad-
czyly te przypuszczenia. Stwierdzono, iz VT produkowana przez szczep H30 E. coli
(026: HI 1) wykazywata bardzo znaczne podobieristwo do toksyny Shiga, wytwarza-
nej przez szczepy Shigella dysenleriae typu 1. Podobienstwo dotyczyto wiasciwosci
biologicznych, fizycznych oraz antygenowosci (38, 39). Weissfeld i wsp. (63) okreslaja
podobieristwo miedzy tymi toksynami jako istotng identyczno$¢ w zakresie poziomu
sekwencji aminokwasowych. Tak wiec, w celu okre$lenia cytotoksyny wytwarzanej
przez szczepy VTEC, uzywa sie zarowno okreslenia Shiga-like toxin (SLT) jak i VT.
Vero-cytotoksyna E. coli neutralizowana przez surowice anty-Shiga toxin jest okres-
lana jako VT1. Natomiast druga toksyna typu VT, po raz pierwszy odnotowana
w szczepach E. coli serogrupy 0157, nie ulegajgca neutralizacji przez wymieniong
surowice, zostata oznaczona jako VT2 (49). Okazato sie, ze toksyny VT1 i VT2 sg
tymi samymi substancjami toksycznymi, ktore wczesniej zostaly oznaczone przez
Strockbine i wsp. (60) jako SLT i SLT Il. Wykazujg one podobne wiasciwosci
biologiczne, takie jak cytotoksycznos$¢ w stosunku do linii komérek Vero i Hela,
gromadzenie sie ptynu w podwigzanych petlach jelitowych krélikéw oraz wystgpienie
symptomow neurologicznych u myszy (41). Jak juz wspomniano, zasadniczg roznicg
miedzy nimi jest reagowanie z surowicg anty-Shiga toxin (VT1 - neutralizacja; VT2
- brak serozobojetnienia) (10). Natomiast cytotoksyna wytwarzana przez zwierzece
szczepy VTEC (SLT llv), jest zblizona antygenowo do VT2. W przeciwieristwie do tej
ostatniej, wykazuje tylko stabg toksycznos¢ w stosunku do komdrek linii HeLa (30).
W celu zbadania jednorodnos$ci toksyn VT1 i VT2, zostaly one poddane procesom
oczyszczania. Okazato sie, ze sg one ,holotoksynami” (toksynami kompletnymi),
zawierajgcymi pojedyncze biatko enzymatyczne (podjednostke A) oraz pentamer biat-
kowy (podjednostki B) (41, 63, 66). Opierajac sie na analizie sekwencji nukleotydow,
odpowiedzialnych za proces translacji, okresSlono mase czasteczkowg podjednostek
A i B jako 32.210 i odpowiednio - 7.690. Ponadto wykazano, ze oba typy podjed-
nostek sa syntetyzowane z okre$lonych peptydéw (2, 16). Okazato sie, ze sekwencje
aminokwasowe podjednostek B toksyny Shiga sg takie same jak sekwencje podjed-
nostek B toksyny VT1 (52). Masa czagsteczkowa podjednostek A i B toksyny VT2
zostata oznaczona jako 33.135 i odpowiednio 7.817 (15). Yutsudo i wsp. (66) analizu-
jac VT2, pochodzacg ze szczepu E. coli 0157, okreslili jej mase czgsteczkowg jako
35.000 (A) i 10,700 (B). Wartosci te korespondujg bardziej Scisle z wartosciami
przewidywalnymi dla nieprzetworzonych form jednostek VT2 (10). Struktura Vero-
-cytotoksyn E. coli jest bardzo zblizona do budowy enterotoksyn Vibrio cholerae
(CT) i E. coli (LT). ROznig sie one jednak znacznie sekwencjg aminokwasowg ich
podjednostek i w pewnym stopniu ciezarem czagsteczkowym (10). Wykazano, ze
podjednostki B, Vero-cytotoksyn E. coli (VT1 i VT2), sq odpowiedzialne za specyficz-
ne zwigzanie toksyny z odpowiednim receptorem komorkowym (10). Chemicznie
zbudowany jest on z frakcji a-galaktoza-I-4-galaktoza. Dwusacharyd ten jest u czto-
wieka zwigzany z ceramidem i glikolipidem globotriosylowym, jako antygenami grup
krwi PK i PI (27, 28). Podjednostki A sa natomiast odpowiedzialne za aktywno$é
biologiczng cytotoksyn. Po roztozeniu tej frakcji toksyny przez trypsyne na dwie
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czesci (Al i A2), aktywny komponent Al przedostaje sie do cytoplazmy komorki,
w ktorej (po zwigzaniu z lizosomami) rozpoczyna jej niszczenie. Rozczepia mianowi-
cie reszte adeninowg w podjednostce 28SrRNA. Dochodzi do inaktywacji eukario-
tycznych rybosomow, hamowania syntezy biatka i destrukcji komorki (10, 63). Wy-
kazano, ze geny kontrolujace wytwarzanie VT sg fagami, wystepujagcymi i warun-
kujagcymi te ceche w wielu szczepach E. coli. Po raz pierwszy wykazano to w szczepie
H19, nalezacym do serotypu 026:HI 1 (48, 54). Inne lizogenne komorki E. coli,
w ktérych stwierdzono fagi ,,VT”, odnotowano wielokrotnie w szczepach serogrup:
0111, 0119, 0128 i 0157 (18, 40, 54, 55, 56, 65). Natomiast w szczepach VTEC,
izolowanych od prosiat, nie stwierdzono wymienionych fagéw, geny determinujgce
synteze VT byly zlokalizowane w chromosomie (30, 54). Wielokrotnie wykazywano
w szczepie E. coli K12 geny ,,VT”, przenoszone przez fagi, pochodzace ze szczepOw
serogrup 026 i 0157 (13, 30, 54).

KOLONIZACJA SZCZEPOW

Adhezja szczepéw ETEC i niektdrych EPEC na powierzchni btony Sluzowej jelita
stanowi wazny czynnik ich zjadliwosci. Za efekt ten sa odpowiedzialne rézne serolo-
gicznie antygeny fimbrialne (10). Karch i wsp. (19) wykazali, ze w szczepach VTEC
z serogrupy 0157 wystepuje plazmid warunkujgcy synteze fimbrii adhezyjnych.
Elementy te okreslaty zasiedlanie niewielkiej liczby komdrek bakteryjnych na po-
wierzchni enterocytéw jelita, pochodzacych z hodowli tkankowej (Intestine 407 cells).
Natomiast Sherman i wsp. (53), badajgc adherencje i kolonizacje E. coli 0157 :H7 na
powierzchni komoérek hodowli tkankowych Intestine 407 i HEp-2, odnotowali, iz za
procesy te sa odpowiedzialne struktury powierzchniowe, inne anizeli fimbrie adhezyj-
ne. Plazmid opisany przez Karch@a i wsp. (19) o masie czasteczkowej 60x 106, byt
wielokrotnie stwierdzany w szczepach E. coli 0157, pochodzacych z réznych materia-
tow (17, 50, 64). Przy uzyciu testow hybrydyzacyjnych, realizowanych z DNA tego
plazmidu, odnotowano, ze mozna byto ustali¢ jako VTEC (fimbrio-dodatnie) az
196 szczepdébw na 107, pochodzacych z grupy 0157 (26). Natomiast jezeli chodzi
0 70 szczepdw nalezacych do innych serogrup, to w tescie tym udato sie okresli¢ tylko 55.

PATOGENEZA INFEKCJI WYWOLYWANYCH PRZEZ VTEC

W badaniach nad patogenezg infekcji wywotywanych przez VTEC uzywano kur-
czat, myszy, krolikow, prosigt oraz innych gatunkéw zwierzat. W badaniach ze
szczepami E.coli 0157:H7, realizowanych na gnotobiotycznych prosietach (9, 62)
stwierdzono, ze bakterie przymocowujg sie na powierzchni mikrokosmkéw enterocy-
toéw i nastepnie wykazujg tzw. effacing effect, polegajacy na niszczeniu ich struktury.
W tym konteks$cie, oddziatywanie powyzsze byto zblizone do efektéw, stwierdzanych
w nastepstwie zakazenia szczepami EPEC. Jednak w przeciwiefstwie do tej grupy
bakterii, szczepy 0157 po penetracji do komérek nabtonka jelitowego i rozwoju
wewnatrz tych komoérek, proliferowaty w lamina propia. Ponadto szczepy te koloni-
zowaly tylko jelito Slepe i okreznice prosiat, podczas gdy EPEC wigzaty sie z jelitem
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na catej jego dtugosci (10, 63). U gnotobiotycznych swin zakazanych szczepem E. coli
0157 :H7, obserwowano objawy letargu, wodnistg biegunke i brak taknienia, ponad-
to - obrzek krezki jelita okrezniczego. Objawy kliniczne przypominaty symptomy
wystepujace u cztowieka, z tym ze u ludzi stwierdzano ponadto obecno$¢ krwi w kale.
U gnotobiotycznych cielgt zakazanych szczepem E. coli 05, produkujagcym VT, bak-
terie zasiedlaty jelito biodrowe i grube, powodujac nastepnie szereg zmian w struk-
turze mikrokosmkow, prowadzacych do zatarcia ich budowy (35). Natomiast u my-
szy zakazanych dootrzewnowo oczyszczonymi preparatami VT1 i VT2, odnotowano
objawy porazenia i nastepnie zejscia Smiertelne (41).

Mechanizm dziatania VT1 badano takze przy uzyciu komorek endotelialnych,
otrzymanych z ludzkiej pepowiny (37). Odnotowano cytotoksyczny efekt, zalezny od
dawki toksyny; najbardziej wrazliwe byly komérki w stanie podziatu. Obserwacje te
popierajg hipoteze, wedtug ktorej endotelialne komoérki naczyri wiosowatych stano-
wig pierwsze elementy docelowe dla VT. Moga by¢ one pomocne w wyjasnianiu
patogenezy charakterystycznych zmian w nerkach, powstajacych w przebiegu HUS.
Sa one okreslane jako mikroangiopatia naczyrn wtosowatych (10).

DIAGNOSTYKA LABORATORYJINA ZAKAZEN

Gtowne kierunki diagnozy zakazenn VTEC w przypadkach biegunki HC lub HUS
to oznaczanie szczepéw VTEC w prdbach katu przy uzyciu metod izolacyjno-hodow-
ianych, okreslenie VT w ekstraktach katu oraz oznaczanie przeciwciat neutralizujg-
cych anty-VT w surowicy krwi pacjentow (10). Poniewaz szczepy VTEC stanowig
czesto nie wiecej niz 1% wszystkich ,,katowych” szczepéw E. coli, trudno je wyizolo-
waé, stosujgc klasyczne metody hodowlane. Willshaw i wsp. (cyt. wg 10) stosujac
testy hybrydyzacji kolonii z prébami DNA dla genow VT1 i VT2, oznaczali setki
kolonii bakteryjnych z kazdej préby katu, wykazujgcych znaczng wrazliwos¢ w tej
prébie (51).

Szczepy VTEC z grupy 0157, w odréznieniu od innych E. coli, nie fermentujg
sorbitolu podczas 24 godzinnej inkubacji. Cecha ta zostata wykorzystana w ich
diagnostyce (64). W jednym tylko tescie, na podtozu zawierajgcym sorbitol i surowice
anty-H7, wykazuje sie w przypadkach obecnosci tych szczepéw brak rozczepiania
sorbitolu i hamowanie reakcji aglutynacyjnej z surowicg diagnostyczng anty-H7 (8).
Inng metoda, uzyteczng w diagnostyce pierwotnej hodowli jest uzycie podtoza Sorbitol-
-MacConkey Agar i nastepnie wykonanie testu aglutynacyjnego z surowicg diagno-
styczng 0157 (29). Wymienione techniki sg bardzo pomocne w diagnostyce szczepdw
0157; nie nadajg sie natomiast do réznicowania szczepéw VTEC, nalezacych do innych
serogrup. Wytwarzanie VT jest oznaczane poprzez testowanie podejrzanych szczepdw
E. coli na hodowlach komérek Vero lub HeLa. Komorki te zostaty wczesniej uzyte do
realizacji cytotoksycznych testéw w badaniach z toksyna Shiga. W przypadku toksyny
VT wykazujg rowng czutos¢ diagnostyczna (10). Istnieje wiele informacji, dotyczacych
metod uzywanych do przygotowania ekstraktéw do testow cytotoksycznosci w kontek-
Scie czutosci tych préb. O'Brien i wsp. (38) podaja, ze wiele szczepéw E. coli hodowa-
nych w Srodowisku ubogim w zwiazki zelaza, po zniszczeniu ich struktury komdrko-
wej, prezentuje ekstrakty, wykazujace cytotoksyczny efekt w hodowli komérek Hel a.
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Ekstrakt ten jest neutralizowany przez surowice anty-toksyna Shiga. Niekt6re szczepy
VTEC wytwarzaty toksyne w stezeniu poréwnywalnym do stezenia w wyniku jej
syntezy przez szczepy S. dysenteriae typu 1. Poziom tej cytotoksyny byt z reguly
wystarczajgco wysoki aby mozna byto wykry¢ jg w supernatantach hodowli analizo-
wanych szczepdéw. Natomiast hodowle bakteryjne, w ktérych cytotoksyna byla wy-
krywalna tylko w lizatach bakteryjnych, nalezaty z reguty do drobnoustrojow grupy
EPEC (najczesciej wyosobnianych od zdrowych ludzi) oraz do laboratoryjnych szcze-
péw E. coli KI2 (10). Badacze z Central Public Health Laboratory do okre$lania
produkcji VT, uzywali supernatantéw z hodowli prowadzonej na podtozu Trypticase-
-Soy-Broth (47). Nastepnie w celu wykazania syntezy VT1 lub VT2 (lub tez obu
toksyn), wykorzystywano neutralizujgce testy z surowicami kréliczymi anty-VTI
i -VT2 (49, 50). Najwyzsze miana toksyny byty odnotowywane po 12-16 godzinnej
inkubacji, jednakze jej wytwarzanie obserwowano w czasie calej wyktadnikowej
(logarytmicznej) fazie wzrostu (4). Istniejg doniesienia, iz prowadzenie hodowli
E. coli w warunkach ograniczonej podazy zwigzkéw zelaza nie zapewnia dostatecz-
nie efektywnej syntezy Vero-toksyny. Uwaza sie, ze w tych warunkach uzyskuje sie
tylko nieznaczny wzrost komdrek bakteryjnych wytwarzajacych te toksyne (10). Vero-
-cytotoksyne oznaczano takze w supernatantach niektorych szczepéw z grupy EPEC,
poddajgc je hybrydyzacji z jednym lub obu typami VT. Z kolei inne szczepy EPEC,
u ktérych oba testy hybrydyzacyjne byly negatywne, wykazywaty wiasciwosci cyto-
toksyczne w stosunku do komdrek Vero i Y, o ile badaniom poddano ich komérkowe
ekstrakty, a nie hodowlane supernatanty (4). Sadzi sie, ze ten cytotoksyczny efekt nie
mogt by¢ spowodowany oddziatywaniem klasycznej Vero-toksyny, ktora nie wykazuje
powinowactwa do komorek Yl (10, 23). Uwaza sie, ze stwierdzenie wolnej Vero-
-cytotoksyny w filtratach katowych réwniez $wiadczy o infekcji VTEC. Opracowana
przez Karmali i wsp. (20, 21) metoda skriningu hodowli katowych w kierunku VT,
zostata nastepnie zmodyfikowana przez tych autorow (22). Modyfikacja ta polega na
dodawaniu do hodowli polymyksyny B, ktdra stymuluje synteze cytotoksyny przez
kolonie bakteryjne. Wykazanie VT1 lub VT2 (albo tez obu toksyn) w filtratach
katowych wymaga uzycia specyficznych surowic (anty-VTI, VT2), w celu neutrali-
zacji mechanizméw cytotoksycznosci. Wytwarzanie jednej lub obu toksyn wykazano
w prébach katu, pochodzacych od oso6b z przypadkami HUS (51). Zakazenia VTEC
byty réwniez diagnozowane poprzez stwierdzenie wzrostu poziomu przeciwciat neutra-
lizujacych VT w surowicy pacjentéw (20, 21).

A.J. Furowicz, D. Czernomysy-Furowicz

VERO-CYTOTOXIN-PRODUCING ESCHERICHIA COLIAS A CAUSE
OF THE ZOONOTIC INFECTIONS OF MAN

SUMMARY

Based on the published data the following issues are covered in the present review: short
characterization of Vero-cytotoxin-producing E. coli, VTEC infections (haemorrhagic colitic,
haemolytic uraemic syndrome), epidemiology and pathogenesis of VTEC-infections, laboratory diag-
nosis of VTEC strains and VT toxins.
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