PRZEG EPID, 1999, 53, 3-4, 375-383

Beata Magdalena Sobieszczanskal, Romuald Gryko2, Roman Franiczek2,
Grazyna Gosciniakl, l1zabela Grzesl

CHARAKTERYSTYKA VEROTOKSYCZNYCH SZCZEPOW
ESCHERICHIA COLI

1) Katedra i Zaktad Mikrobiologii AM, Wroctaw
Kierownik: prof, dr hab. Kryspina Grzybek-Hryncewicz
2) Wojskowy Instytut Higieny i Epidemiologii Putawy

Kierownik: prof, dr hab. Michat Bartoszcze

Verotoksyczne szczepy E.coli (VTEC) zajmujg obecnie jedng z czotowych
pozycji na liscie patogendw jelitowych zaréwno w krajach Europy, jak i w Ame-
ryce Potnocnej. Wiele z tych szczepdw charakteryzuje: niezdolno$¢ do fermentacji
sorbitolu, brak enzymu fi-glukuronidazy oraz zdolnos¢ do produkcji enterohemoli-
zyny. Cechy te zostaty wykorzystane w rutynowej diagnostyce zakazen wywota-
nych przez VTEC. Celem wykonanych badah byfa izolacja na podstawie charak-
terystycznych cech metabolicznych, verotoksycznych szczepéw E. coli (VTEC),
z kalu chorych na biegunke a nastepnie poréwnanie izolowanych szczepéw z refe-
rencyjnymi szczepami VTEC.

WSTEP

Nazwa verotoksyczne szczepy E. coli - VTEC (verotoxigenic E. coli) zwigzana jest
z dziataniem cytopatycznym jaki majg na komoérki linii Vero toksyny wytwarzane
przez VTEC - tzw. verotoksyny. Verotoksyny oznaczane sg skrétami VT (verotoxins)
lub SLT (Shiga-like toxins) - ze wzgledu na duzy stopien homologii z toksyng
wytwarzang przez Shigella dysenteriae (2, 4).

Wiekszo$¢ verotoksycznych szczepéw E. coli nalezy do serotypu 0157:H7, ktory
posiada charakterystyczne cechy biochemiczne - brak zdolnosci fermentacji (lub
op6zniong fermentacje) sorbitolu oraz brak enzymu /?-glukuronidazy (5, 11, 12).
W rutynowej diagnostyce zakazen VTEC wykorzystywane sg r6zne podtoza selek-
tywne wykorzystujace te wihasciwosci (12). Najczesciej jest to podtoze MacConkey’a
z sorbitolem zamiast laktozy - SMAC (w Polsce dostepny jest gotowy agar sorbitol
- MacConkey firmy - Oxoid). Na podiozu SMAC szczepy sorbitolo-ujemne rosng
w postaci szarych kolonii, natomiast sorbitolo-dodatnie w postaci r6zowych kolonii,
podobnie jak laktozo-dodatnie kolonie pateczek Enterobacteriaceae na podiozu
MacConkeya z laktozg. Poza E.coli 0157 wiele innych pateczek jelitowych nie
wykazuje zdolnosci fermentacji sorbitolu. Nalezg do nich: Proteus sp., Providencia
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sp., Yersinia pseudotuberculosis, wiekszo$¢ szczepéw Shigella sonnei i Shigellaflexneri,
niektére szczepy Kluyvera ascorbata, Edwardsiella tarda, Enterobacter sakazaki i ger-
goviae, Hafnia alvei. Poza E. coli 0157, sorbitolo-ujemne sg réwniez inne gatunki
z rodzaju Escherichia: E. hermanii oraz E. mlneris (9). E. vulneris fermentuje malo-
nian, w przeciwieristwie do E. hermanii (gatunek ten wytwarza 26ty barwnik) i E. coli
0157. Sorbitolo-ujemne szczepy E. coli powinny by¢ przebadane testem lateksowym
dla E. coli 0157 (12). W Polsce, na rynku dostepne sg dwa testy lateksowe E. coli
0157 - firmy Oxoid oraz polski test firmy Biomex. W obu testach reakcje krzyzowe
moga dawac nastepujgce gatunki bakterii: Escherichia hermanii, Salmonella z grupy
N, Citrobacter freundii oraz Yersinia enterocolitica 09 (9).

Wiele, bo az 89.9% VTEC ma zdolno$¢ produkcji enterohemolizyny (E-Hly)
(1, 2, 3). Jest to nowy typ hemolizyny E. coli, ktérg mozna wykry¢ tylko na podtozu
tryptozowo-sojowym wzbogaconym 5% krwinkami baranimi, ptukanymi trzykrotnie
w PBS. Enterohemolizyna stanowi bardzo dobry marker epidemiologiczny, szczeg6l-
nie w przypadku sorbitolo-dodatnich szczepéw VTEC np.: E. coli 026 lub 0111.

Celem pracy byta izolacja verotoksycznych szczepéw E. coli na podstawie ich
charakterystycznych cech metabolicznych oraz zdolnosci do produkcji enterohemoli-
zyny, z probek katu os6b z biegunkg a nastepnie poréwnanie izolowanych szczepéw
z referencyjnymi szczepami verotoksycznymi VTEC.

MATERIAL | METODY

Materiatem do badania bylo 257 prébek katu pobranych od chorych z biegunka
(175 dzieci i 82 dorostych), leczonych w Klinikach: Pediatrii, Hematologii i Gastro-
enterologii Akademii Medycznej we Wroctawiu. Z kazdej probki katu wysianej na
podtoze MacConkeya izolowano $rednio po 20 laktozo-dodatnich kolonii, charak-
terystycznych dla E. coli. R6wnoczesnie ze szczepami izolowanymi od chorych bada-
no 7 referencyjnych, verotoksycznych szczepéw E. coli otrzymanych z Niemiec, dzieki
uprzejmosci drF. Ebla i dr L. Beutina: 026:H11 (H-19); 026:H- (413/89-1);
0157 :H7 (EDL 933); 0111 :H- (HUS-2); 0126:HO (E 2348/69); 0157:H7 (N);
0157 :H7 (D).

1. Oznaczanie hemolizyn wg Beutin i wsp. i zdolnosci do fermentacji sorbitolu (3, 7, 12)

Izolowane z badanych materiatow laktozo-dodatnie kolonie bakteryjne oraz refe-
rencyjne szczepy VTEC przesiewano na podtoza:

a) do wykrywania enterohemolizyny: agar tryptozowo-sojowy z 5% krwinkami
baranimi trzykrotnie ptukanymi w PBS (pH 7,2) z dodatkiem 10 mM CaCl2,

b) do oznaczania ax i/fub /?-hemolizyn: agar tryptozowo-sojowy wzbogacony 5%
krwig baranig z 10 mM CaCl2

¢) do okreSlania zdolnosci fermentacji sorbitolu: agar MacConkeya z sorbitolem
zamiast laktozy - SMAC (Oxoid).

Wszystkie podfoza inkubowano 24 godz. w temp. 370C. Hemolize odczytywa-
no po 3 i 24 godz. inkubacji. Hemolizujgce i sorbitolo-ujemne szczepy réznico-
wano krotkim, probéwkowym szeregiem biochemicznym. Dalsze badania prowadzo-
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no tylko na szczepach, ktore zaszeregowano do rodzaju Escherichia oraz na szcze-
pach referencyjnych.

2. Wykrywanie /7-glukuronidazy wg Thompson i wsp. (11)

Wszystkie izolowane z badanych materiatdbw, hemolizujgce oraz niezdolne do
fermentacji sorbitolu a takze referencyjne szczepy E. coli badano w kierunku zdol-
nosci do produkcji enzymu /?-glukuronidazy. W tym celu przygotowano substrat dla
/?-glukuronidazy: MUG (4-metylumbelliferyl-/?-D-glukuronid), rozktadany przez en-
zym do fluoryzujgcego produktu. 100 mg odczynnika MUG (Sigma Chemical Co.,)
rozpuszczono w 100 ml dejonizownej wody i dodano 2 krople detergentu Triton
X-100 (Sigma Chemical Co.,). Powstaty roztwdr po wyjatowieniu przez filtr mem-
branowy (0,45 /mn) rozporcjowano do szklanych buteleczek z zakraplaczem. Odczyn-
nik przechowywany w temperaturze lodéwki (4°C) jest przydatny do uzytku przez
ponad 6 miesiecy. Reakcje przeprowadzano na 96-dotkowej ptytce mikrotitracyjnej.
Do odpowiedniej iloSci dotkdw plytki (zaleznie od iloSci badanych szczepéw) na-
krapiano po dwie krople odczynnika MUG (przed wykonaniem oznaczenia odczyn-
nik MUG ogrzewano do temp. pokojowej). Do oznaczenia /?-glukuronidazy badane
szczepy przesiewano na bulion tryptozowo-sojowy i inkubowano w temp. 37°C do
nastepnego dnia. Ptynne hodowle odwirowywano (15 min przy 4 tys. rpm/min).
Supernatant zlewano i ponownie odwirowywano (15 min przy 15 tys. rpm/min).
1,5 ml uzyskanego supernatantu przenoszono do jatowych probéwek Ependorfa i za-
mrazano w - 70QC do czasu badania na linii komdrkowej. Osad bakteryjny uzyskany
po pierwszym wirowaniu ptynnych hodowli bakteryjnych stuzyt do badania obecno-
&ci enzymu /?-glukuronidazy. Osad mieszano z odczynnikiem MUG w dotku phytki
testowej, do uzyskania mlecznej zawiesiny. Ptytke inkubowano w temp. 37°C przez
20 min. Dodatni wynik reakcji (zdolno$¢ do produkcji /?-glukuronidazy) w postaci
niebieskiej fluorescencji odczytywano w S$wietle dtugofalowej lampy ultrafioletowej
(Biometra 3T), w zaciemnionym pokoju. Brak $wiecenia charakterystyczny jest dla
bakterii MUG-ujemnych (nie zdolnych do produkcji /?-glukuronidazy).

3. Wykrywanie verotoksyn na linii komérkowej Vero
wg zmodyilkowanej metody Konowalchuk i wsp. (6)

Hodowle linii komérkowej Vero na podiozu wzrostowym RPMI z 2% glutaming
i 5% surowicg cielecg oraz gentamycyng (20 /ig/ml), trypsynizowano, odwirowywano
i po dwukrotnym odptukaniu, komérki zawieszano w podtozu wzrostowym do ge-
stosci 2 x 105komorek/ml. Zawiesing komorek (100 //1) nakrapiano do dotkow phytki
mikrotitracyjnej (NUNC) i inkubowano 24 godz. w 37°C w atmosferze 5% CO02
w celu uzyskania jednowarstwowej hodowli komérkowej (monolayer). Monolayer
komdérkowy zakazano supernatantem (10 1) ptynnej hodowli badanych i referencyj-
nych szczepdw (kazdy szczep nakrapiano do dwdch dotkéw). Zakazone komorki
inkubowano w atmosferze 5% CO02 w 37°C przez 3 dni. Efekt cytopatyczny od-
czytywano w mikroskopie kontrastowo-fazowym po 24, 48 i 72 godz. w poréwnaniu
z kontrolg ujemng: monolayer komdrek Vero z 10 /il jatowego bulionu tryptozowo-
-sojowego. Badanie powtarzano dwukrotnie.
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4. OKkreslenie wkasciwosci biochemicznych i lekowrazliwosci badanych
i referencyjnych szczepéw E. coli

Izolowane z katu chorych hemolizujace, sorbitolo-ujemne, MUG-ujemne i vero-
toksyczne szczepy Escherichia oraz referencyjne szczepy VTEC oznaczano testami ID
GN i ATB GN (bio Merieux) zgodnie z instrukcjg producenta.

5. Typowanie serologiczne sorbitolo-ujemnycb i verotoksycznych
szczep6w E. coli izolowanych z kaln chorych

Hodowle badanych szczepéw E. coli przesiewano na agar zwykly i inkubowano
18 godz. w 37°C. Typowanie serologiczne przeprowadzano technikg aglutynacji szkietko-
wej testem lateksowym dla E. coli 0157 (Oxoid), a nastepnie testem lateksowym dla
enteropatogennych szczepéw E. coli (Biomex) zgodnie z instrukcjg producenta.

WYNIKI

Sposréd 257 badanych prébek katu od chorych z biegunka z 93 (36,2%) materia-
t6w izolowano 163 hemolizujace szczepy z rodzaju Escherichia. W 40 (15.6%) mate-
riatach byly to szczepy a- hemolizujagce (wyrazna, przejrzysta strefa hemolizy po
3 godz. inkubacji na podtozach z krwinkami baranimi ptukanymi i nie ptukanymi),
w 51 (19,8%) badanych materiatach obecne byly szczepy bakteryjne hemolizujace
krwinki po 24 godz. na obu podtozach, a w 2 badanych materiatach stwierdzono
obecno$¢ szczepow E. coli produkujgcych enterohemolizyne - metna, mata strefa
hemolizy widoczna byta tylko na podtozu z krwinkami ptukanymi (tab. 1). Wsrdd
szczepdw hemolizujacych (izolowanych z 93 materiatow) byly szczepy sorbitolo-
-dodatnie i sorbitolo-ujemne oraz szczepy rozktadajgce MUG i nie posiadajace /?-glu-
kuronidazy. W pozostatych 164 (63,8%) badanych materiatach nie wykazano obec-
nosci szczepdw nalezacych do rodzaju Escherichia sorbitolo-ujemnych i/lub MUG-
-ujemnych. lzolowane z badanych materiatbw sorbitolo-ujemne szczepy nie nalezace
do rodzaju Escherichia nie byty brane pod uwage w dalszych badaniach.

W 3 (1,2%) badanych materiatach wystepowaty szczepy E. coli hemolizujgce, nie
fermentujgce sorbitolu. Jeden materiat zawierat szczepy a- hemolizujagce, a dwa pozo-

Tabela |. Badane materiaty, z ktérych izolowano szczepy wytwarzajagce hemolizyny i szczepy
niehemolizujace.
The studied materials from which hamolisin-producing strains and non-haemolytic
strains were isolated
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Tabela 11 Zdolnos¢ rozktadu sorbitolu i MUG oraz rodzaj wytwarzanych hemolizyn przez szczepy
z rodzaju Escherichia izolowane z 93 badanych materiatéw.
The ability to decompose sorbitol and MUG and the types of haemolysins produced by
Escherichia genus strains isolated from 93 tested materials

state szczepy /?- i/tub enterchemolizujgce. W 90 (96,8%) badanych materiatach wyste-
powaty szczepy sorbitolo-dodatnie i hemolizujgce: w 39 materiatach byly to szczepy
a- hemolizujace, w 49 materiatach szczepy /?- i/lub enterohemolizujace, a w 2 materia-
tach enterohemolizujace (tab. Il). Szczepy E. coli O-glukuronidazo-ujemne stwierdzono
w 10 (3,9%) z 93 badanych materiatdbw: w 7 materiatach, z ktérych réwnocze$nie
izolowano szczepy hemolizujgce po 24 godz. na obu podtozach oraz w 3 materiatach,
z ktérych izolowano réwniez szczepy E. coli a- hemolizujace (tab. I1). Wszystkie
izolowane z 93 probek katéw szczepy hemolizujace i sorbitolo-ujemne lub dodatnie
oraz /?-glukuronidazo-ujemne lub dodatnie, na podstawie oznaczenia krotkim szere-
giem biochemicznym zaszeregowano do rodzaju Escherichia. Oznaczenie metabolizmu
badanych hemolizujacych sorbitolo-ujemnych szczepéw testem ID GN wykazato, ze
szczepy te nalezg do gatunku Escherichia vulneris. Pozostate badane szczepy nalezaty
do gatunku E. caoli.

Izolowane z badanych materiatow hemolizujgce szczepy bakteryjne oraz szczepy
referencyjne przebadano na linii komorkowej Vero. Wszystkie referencyjne szczepy
VTEC juz po 24 godz. inkubacji z komdrkami Vero powodowaty silny efekt cyto-
patyczny (zaokraglenie wiekszosci komorek), a po 3 dobach 100% zakazonych ko-
morek bylo zaokraglonych i odklejonych od podtoza. W kontroli ujemnej nawet po
72 godz. komérki tworzyty monolayer i zachowywaty swoj pierwotny, wydtuzony
ksztatt. Tylko w 2 (0,8%) badanych materiatach stwierdzono szczepy ktore, powodo-
walty efekt cytopatyczny na linii Vero. lzolowane, verotoksyczne szczepy byly en-
terohemolizujgce i nalezaly do gatunku E. coli. Typowanie serologiczne wykazato
przynalezno$¢ obu szczepéw do serotypu 026 (antygenu rzeskowego nie oznaczono).
W przypadku pozostatych badanych - hemolizujacych szczepédw nie obserwowano
zadnych zmian w morfologii komérek Vero po trzech dobach.

Dla izolowanych verotoksycznych szczepéw E. coli 026 oraz referenycyjnych
szczepow VTEC oznaczono lekowrazliwos¢ (tab. Ill). Poza nielicznymi wyjatkami,
badane szczepy byly wrazliwe na testowane antybiotyki. Oporno$¢ na antybiotyki
/?-laktamowe, tetracykliny oraz chinolony 1 generacji wykazaty 3 szczepy referencyjne
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Tabela Ill. Wrazliwos¢ na antybiotyki referencyjnych VTEC oraz2 izolowanych, verotoksycznych
szczepdw E. coli 026,(738) i 0262(740).
Susceptibility to antibiotics of reference VTEC and two isolated verotoxic E. coli strains
026,(738) i 0262(740)

R - oporny, | - znmigjszona wrazliwose, S- wrazlivwy

Tabela 1V. Wyniki badan referencyjnych szczepéw VTEC
Results of tests of reference strains

E-Hly - enterohemolizyna, MUG - 4-melylumbelliferyl-/i-D-glukuronid

VTEC (026 :H-; 0157 :H7 EDL 933; 0111 :H-). Izolowane z przypadkow biegunki
verotoksyczne szczepy E. coli 026 oraz pozostate szczepy referencyjne (026:H11;
0126 :H6; 2 szczepy 0157:H7-N i D) byly wrazliwe na wszystkie testowane anty-
biotyki. Wyniki badan (rozktad MUG i sorbitolu, typy wytwarzanych hemolizyn)
referencyjnych szczepéw VTEC przedstawiono w tabeli IV.
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DYSKUSJA

Enterohemolizyna opisana zostata po raz pierwszy przez Beutin i wsp. w roku
1989 (2). Jest to nowy typ hemolizyny produkowany przez enteropatogenne szczepy
E. coli 026 i Ol 11 oraz niektore szczepy 025 i 0121. Badania Beutin i wsp. wykaza-
ty, ze 94% verotoksycznych szczepow E. coli 0157 ma zdolno$¢ do produkcji en-
terohemolizyny (1, 2, 3). W naszych badaniach wsrédd 257 przebadanych materiatéw,
tylko w 2 (0.8%) przypadkach izolowaliémy enterohemolizujace szczepy E. coli, ktdre
nalezalty do serotypu 026. Spos$réd 7 badanych, referencyjnych szczepéw VTEC,
6 z nich (serotypy: 2 szczepy 026, 2 szczepy 0157, Ol11 i 0126) produkowato
enterohemolizyne a 1 szczep (0157 :H7 - EDL 933) A i/lub enetrohemolizyne. Usta-
lenie rodzaju hemolizy sprawia wiele trudno$ci w przypadku szczepéw E. coli a i/lub
/?-hemolizujgcych. Strefy hemolizy wywolywane przez a- i /?-hemolizyny sa duze,
przejrzyste i widoczne na podtozach z krwinkami ptukanymi i nie ptukanymi. Strefy
lizy krwinek powodowane przez inne niz enterohemolizyna rodzaje hemolizyn wi-
doczne na podtozach po 24 godz. mogg maskowa¢ matg, metng strefe hemolizy
wywotywang przez enterohemolizyne, jezeli badany szczep bakteryjny wytwarza dwa
rézne rodzaje hemolizyn np.: a- i enterohemolizyne. Na tej podstawie w naszych
badaniach oznaczajgc szczepy verotoksyczne na linii komérkowej Vero, uwzglednilis-
my wszystkie szczepy hemolizujace (bez wzgledu na typ hemolizyny). Beutin i wsp.
w swych badaniach wysiewali badany materiat bezposrednio na podtoza do oznacza-
nia hemolizyn i izolowali tylko kolonie hemolizujagce po 24 godz. krwinki ptukane
w PBS (3). Podjete przez nas proby wysiewania materiatu bezposrednio na podioze
do oznaczania hemolizyn nie powiodty sie, poniewaz nierzadko w materiale obecne
byty bakterie z rodzaju Proteus sp., ktére uniemozliwiaty dalsze badanie. Ponadto na
wzbogaconym podtozu z krwig wyrastato, pomimo redukcyjnej techniki posiewu,
bardzo duzo réznych kolonii bakteryjnych, wséréd ktérych trudno bylo wyodrebnié
pojedyncze, hemolizujgce kolonie. Strefa hemolizy powodowana przez enterohemoli-
zyne jest mata, metna, stabo widoczna (nawet na podtozu dwuwarstwowym) i zwykle
nalezy zdja¢ eza kolonig bakteryjna, aby mozna byto jg dostrzec. lzolacja z podtoza
MacConkeya laktozo-dodatnich, charakterystycznych dla E. coli kolonii pozwolita
na wyodrebnienie szczep6w enterohemolizujgcych, jednak mogta wptyngaé na pomi-
niecie obecnych w materiale VTEC. Podioze Mac Conkeya z sorbitolem zamiast
laktozy jest obecnie najczesciej stosowanym podiozem wybidrczym w rutynowej diag-
nostyce zakazen wywotanych przez VTEC (5, 7, 10, 12). W naszych badaniach tylko
w 3 materiatach stwierdziliSmy obecno$¢ szczepow sorbitolo-ujemnych, ktére okazaty
sie szczepami Escherichia vulneris.

Wybiérczy charakter podtoza SMAC mozna zwiekszy¢ dodajgc antybiotyki np.:
cefixim, hamujgce wzrost wielu sorbitolo-ujemnych pateczek jelitowych (12). Krishan
i wsp. proponuja jako podtoze selektywne agar MacConkey z sorbitolem lub agar
Miiller-Hinton z dodatkiem MUG (100 mg/ml) (7). Nalezy jednak wzig¢ pod uwage,
ze sposréd VTEC tylko serotyp E. coli 0157 nie fermentuje sorbitolu i jest MUG-
-ujemny, chociaz opisano izolowane w Niemczech szczepy E. coli 0157 sorbitolo-
-dodatnie i MUG-dodatnie (5).

Szybki test oznaczania /?-glukuronidazy, podobnie jak podioze Mac Conkeya
z sorbitolem ogranicza badanie VTEC do serotypu E. coli 0157. Izolowane w naszych
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badaniach verotoksyczne szczepy E. coli 026 byty sorbitolo i MUG-dodatnie. Wsréd
przebadanych referencyjnych szczepéw VTEC, 3 z nich nalezace do serotypu 0157
byly sorbitolo- i MUG-ujemne, pozostate, nalezagce do serotypow 026, Ol lii 0126
fermentowaty sorbitol i wytwarzaty /?-glukuronidaze.

Wykorzystywanie w rutynowej diagnostyce zakazen wywotanych przez VTEC
tylko podtoza SMAC i/lub oznaczania /?-glukuronidazy moze by¢ powodem nie
wyizolowania verotoksycznych szczep6w E. coli z badanego materiatu.

Najlepszg metoda wykrywania VTEC jest oznaczanie verotoksyn w supernatantach
z ptynnych hodowli badanych szczepéw lub bezposrednio w materiatach badanych, na
linii komodrkowej Vero lub HelLa (6, 8, 10). Jest to jednak badanie kosztowne,
pracochtonne, wymagajgce odpowiedniego wyposazenia laboratorium, dlatego niedo-
stepne dla rutynowej diagnostyki. W Polsce dostepny jest komercyjny test pozwalajacy
na oznaczanie verotoksyn w badanym materiale - VTEC-RPLA firmy Oxoid (3).

Oznaczanie enterohemolizyny wydaje sie dobrg metoda, pozwalajacg z duzym
prawdopodobienstwem na izolacje z badanych materiatdbw VTEC, a mozliwg do
zastosowania w rutynowej diagnostyce. Ponadto jej oznaczenie pozwala réwniez na
wykrycie verotoksycznych szczepéw E. coli sorbitolo-dodatnich i MUG-dodatnich.

Biorac pod uwage fakt, ze niektére enteropatogenne szczepy E. coli (serotypy 026
i 0111) zaliczane obecnie do VTEC, mogga produkowac verotoksyny, celowe wydaje
sie zwrdcenie uwagi na te patogeny jelitowe, izolowane w Polsce z przypadkdéw
biegunek prawdopodobnie czesciej niz szczepy E. coli 0157 (12).

WNIOSEK

1 Oznaczanie enterohemolizyny pozwala na izolacje z badanego materiatu wiek
szosci verotoksycznych szczepow E. coli.
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CHARACTERISTIC OF VEROTOXIGENIC STRAINS OF ESCHERICHIA COLI
SUMMARY

The aim of the study was the isolation from faecal samples of patients with diarrhoea of
verotoxigenic strains ol E. coli (VTEC) on the basis of characteristic biochemical properties and
production of enterohaemolysin and comparison of isolated verotoxigenic strains with reference
strains of VTEC.

For isolation of VTEC from 257 stool samples derived from patients with diarrhoea were used
selective medium sorbiol - Mac Conkey agar (SMAC) and media supplemented with unwashed and
washed in PBS sheep erythrocytes for detection of haemolysins of E. coli. In all haemolytic and
sorbitolo-positive or - negative strains isolated from 93 stool samples were examined the activity of
/1-glucuronidase using MUG (4-methylumbelliferyl-/(-D-glukuronid) as a substrate for that enzyme.
All isolated haemolytic strains as well as reference VTEC were examined on Vero cell line.
Verotoxigenic strains from examined samples were investigated by agglutination assay with antiserum
to E. coli 0157 and then with antisera to eneropathogenic E. coli (EPEC). After that they were
examined with ID GN and ATB GN tests.
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In 93 (36,2%) examined samples there were haemolytic strains of E. coli which fermented or not

sorbitol and were MUG-positive or negative. Only in 2 (0,2%) stool samples there were verotoxigenic
strains of E. coli which were sorbiol-positive and MG-positive. Both strains belonged to 026 serotype
and were derived from samples of two children with diarrhoea. Isolated verotoxigenic strains of
E. coli 026 were susceptible on all tested antibiotics.
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