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Enterotoksyny Escherichia coli i ich rola w patogenezie biegunek

Zaklad Mikrobiologii Instytutu Weterynarii,

Schorzenia biegunkowe u zwierzat 1 ludzi
czesto wywolane sg przez enterotoksyczne
szezepy Escherichia coli (41). Bezposrednim
czynnikiem odpowiedzialnym za wystapienie
objawow ze strony ukladu pokarmowego sg
wytwarzane przez bakterie enterotoksyny. Na-
mnozenie sie szczepdw E. coli w jelicie cienkim
oraz wytworzenie i uwolnienie w nim duzych
ilosci toksvn powoduje biegunke, odwodnie-
nie, zaburzenia gospodark: elektrolitowej, a w
rezultacie slabe przyrosty wagowe, oslabienie
odpornosci, czesto rowniez zejscia Smiertelne
(24). Objawy te dotycza mnajczesciej zwierzat
mtlodych (47, 52), a takze dzieci i niekiedy oséb
dorostych, zwiaszcza w krajach slabo rozwinie-
tych (41). Z tego tez wzgledu enterotoksyny
E. coli sg przedmiotem stalego zainteresowania.
W Polsce badania nad nimi sa stcsunkowo licz-
ne (2, 45, 61, 62).

Celem niniejszego artykulu jest zwiezie
przedstawienie danych na temat enterotoksyn
i ich roli w patogenezie biegunki.

Rodzaje enteroteksyn E. coli

Wsréd toksyn wytwarzanych przez szczepy
E. coli wyrdzniono dzialajace bezposrednio na
uklad pokarmowy i nazwano je enterotoksyna-
mi. Powoduig one gromadzenie sie piynu w
podwigzanych petlach jelitowych prosigt, cie-
lat i krolikow (31, 41, 49, 54). Pierwsze dane na
femat obecnosci tych substancji w bezbakteryj-
nych przesaczach hodowli szczepéw E. coli po-
chodza z roku 1967 cd Smitha i Halls (54). Na-
stepnie zostaly one potwierdzone przez Kohlera
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(39), ktory stwierdzil, ze wspomniany czynnik
wytwarzany przez bakterie jest cieplostaly. W
roku 1969 Gyles i Barnum (29) wyosobnili z
hodowli E. coli odmienng od poprzedniej sub-
stancje cieplochwiejng, majaca podobne wiasci-
wosci gromadzenia plynu w podwigzanych je-
litach. Obie wymienione substancje nazwano
enterotoksynami i oznaczono odpowiednio jako
enterotoksyna cieptostata ST (ang. stable toxin)
1 enterotoksyna cieptochwiejna LT (ang. labile
toxin). Niektére szczepy E. coli wytwarzaja tez
odmienng od wymienionych toksyne, tzw. Vero
toksyne (VT). Nie jest ona zaliczona do entero-
toksyn, ale jest cytotoksyna, ktérej udziat w
patogenezie biegunki nie jest w pelni wyjasnio-
ny (30).

Enterotoksyna cieplochwiejna.
Jest zwiazkiem biatkowym, inaktywowanym w
temperaturze 60°C w ciggu 10 min. (29). Nie-
ktérzy autorzy podajg odmienne dane odno$-
nie jej termoopornosci (13, 15, 19). Wykazane
roznice wynikaja raczej ze stopnia oczyszcze-
nia toksyny. W budowie enterotoksyny LT wy-
odrebniono dwie podjednostki, oznaczone lite-
rami A i B, ktérych ciezar molekularny jest
réznie podawany. Gill i wsp. (21) oraz Dorner
i wsp. (9) stwierdzili, iz ciezar komponenty A,
skladajqcej sie jeszcze z podjednostek A, i A,
Wynosi ok. 23 000. Wedlug tych samych auto-
row, kovn;oone;nta B zbudowana jest z 3—4 pod-
.ednostek o masie po ok. 11 500 kazda. Nieco
inne dane podaje Levine (41), ktéry twierdzi,
iz jednostka A laczy sie z 5 jednostkami B.
BPyé moze rozbiezno$é ta jest wynikiem roéz-
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nych metod uzywanych przez autoréw do izo-
lacji i oczyszczenia toksyny lub tez réznych
szczepow E. coli, z ktorych byly one wyosob-
nione. Enterotoksyna cieplochwiejna posiada
silne wlasciwosei antygenowe, warunkujgce po-
wstanie u immunizowanych zwierzgt odporno$-
ci antytoksycznej (4, 22, 34, 36). Toksyna LT
wykazuje znaczne podobienstwo struktury,
funkecji 1 wlasciwosci antygenowych z cieplo-
chwiejnag enterotoksyng wytwarzang przez
szczepy Vibrio cholerae (4, 22). Podobienstwo
antygenowe jest tak znaczne, ze do badan se-
relogicznych, odnoszgcych sie do toksyny LT,
czesto uzywa sie surowicy antytoksycznej, wy-
twarzanej przy uzyciu enterotoksyny V. chole-
rae, oznaczonej skrotem CT. Wediug danych
Clementsa i Finkelsteina (4), sposrod 103 ami-
nokwasow tworzacych jednostki A obu toksyn
(tzn. LT @ CT), 20 wystepuje w odmiennej sek-
wencji. Roznice miedzy nimi sg zatem niezna-
czne. Zdolnod$é syntezy enterotoksyny LT jest
kodowana przez material genetyczny plazmidu
o masie ok. 60 megadaltonow (41). Czesto plaz-
mid ten zawiera rowniez geny kodujace synte-
ze enterotoksyny cieptostatej (30, 42).

Enterotoksyna cieptostata. Pod
wzgledem budowy chemicznej jest polipepty-
dem o znacznie nizszym niz LT ciezarze drobi-
nowym, wynoszgcym w granicach 4000—5100
(36, 41). Oporna jest na dzialanie kwasdéw oraz
enzymow proteolitycznych (15, 61). Wrazliwose
toksyny ST na temperature jest roznie poda-
wana, Whipp i wsp. (63) podajg jako tempera-
ture jej inaktywacji 100°C przez 20 min., Sta-
wric 1 Jeffrey (57) 80°C, 30 min., a Giannella
(19) — 65°C, 15 min. Rozbieznosci te wynikajg
ze stopnia oczyszczenia preparatu, a takze
szczepu, z ktérego uzyskano toksyne do badan.
Stwierdzono, ze toksyna ST pochodzgca od
szczepow cielecych byla bardziej wrazliwa na
temperature, w poréwnaniu z toksyng uzyska-
na ze szczepow izolowanych od prosiagt (28, 53).
Mozna sadzi¢, iz enterotoksyna ST nie jest sub-
stancjg jednorodng (1, 10, 49, 59). Udaje sie bo-
wiem wyroézni¢ co najmniej kilka jej odmian.
Roznig sie ome aktywnoscig biologiczng w sto-
sunku do réznych gatunké$w zwierzat. Jedne
z mnich dzialaja na jelita myszy oseskow i pro-
sigt ssacych, inne natomiast sg aktywne tylko
w podwigzane] petli jelitowej prosiecia (3, 49).
Burgess i wsp. (3) rozrézniaja dwie klasy ST —
STa i STh. Pierwsza z mich jest rozpuszczalna
w metanolu, podeczas gdy druga nie wykazuje
tej wlasciwosei. Obie klasy réznia sie miedzy so-
by sktadem aminokwasowym. Olsson i Soder-
lind (49) rozrézniajg rowniez 2 odmiany (klasy)
enterotoksyny cieplostatej. Jedna jest aktyw-
na wylacznie w tesécie ma oseskach mysich
(STm), druga — wylacznie w podwigzanej pe-
tli jelitowej prosigecia (STp).

Do niedawna uwazano, ze toksyna ST nie po-
siada wiasciwosei immunogennych (31, 41, 59).

W ostatnich jednak latach udalo sie uzyskaé
preparat ST o wysokim stopniu czystosci che-
micznej. Po polgczeniu go ze sktadnikiem bial-
kowym (np. bydlecg albuming) wywoltywatl on,
po podaniu zwierzeciu, powstanie odpornosci
antytoksycznej (1, 40, 46). Dane te potwierdzil
w swoich pracach Klipstein (37, 38), ktéry 1a-
czyl ST z adiuwantem Freunda i podawal
szczurom. Zwierzeta te wykazywaly wzrost ilo-
$ci swoistych przeciwcial antytoksycznych do
poziomu zabezpieczajgcego przed enterotoksy-
cznym dzialaniem szczepdéw E. coli ST*. Dalsze
prace w tym kierunku przeprowadzili van Wij-
nendacle i wsp. (61), ktorzy do badan uzyli pro-
sigt 1 krolikéw, uzyskujge u nich po uodpornie-
niu dos¢ wysoki poziom przeciwcial anty-ST.
Ostatnio Houghten i wsp. (34) dokonali syntezy
preparatu zlozonego z aminokwaséw odpowie-
dzialnych za wtasciwo$ei immunogenne entero-
toksyn LT i ST. Powstaty po ich polimeryzacii,
polipeptyd posiadal silne wlasciwosei uodpor-
niajace dla szczurdw, okres$lone wysokim mia-
nem swoistych przeciwcial antytoksycznych.

Mechanizm dzialania enterotoksyn

W mechanizmie dzialania enterotoksyn istot-
na role odgrywaja enzymy komoérkowe, akty-
wowane przez dostajace sie¢ do nablonka jelito-
wego czgstki toksym. Sa to: cyklaza adenylowa,
aktywowana przez enterotoksyne LT (a S$cisle
przez jej podjednostke A)) oraz cyklaza guany-
lowa, pobudzana przez enterotoksyne ST. We-
dtug Lcznych autorow (1, 3, 11, 35, 41, 44) ten
sposob dzialania enterotoksyny cieplostatej wy-
stepuje tvlko w przypadku STa. Mechanizm
sekrecji jelitowej, spowodowanej przez STh nie
jest jasny, ale nie wydaje sie, aby jego istotg
byl wzrost poziomu cyklicznych nukleotydow
(27, 35, 41).

Po dostaniu sie do wnetrza komoérki czgstek
enterotoksyvny i aktywacji wspomnianych wy-
zej enzymow, wzrasta poziom cyklicznych nu-
kleotydow. Cyklaza adenylowa przeksztatca bo-
wiem adenozyno-5-trojfosforan w cykliczny
adenozyno-3,5-monofosforan (cAMP). W podo-
bny sposob dziala aktywowana przez ST cyk-
laza guanylowa, zmieniajgca guanozyno-5-tréj-
fosforan w cykliczny guanozyno-3,5-monofos-
foran (¢cGMP). Wysoki poziom c¢cAMP i ¢GMP
przeksztalca wlasciwosci blony komérkowej na-
blonka, rezultatem czego jest sekrecja plynu
do swiatta jelita cienkiego. Uwalniany plyn jest
bogaty w elektrolity, szczegolnie Na*, K*, Cl-
i HCO;~. Wynikiem biegunki jest postepujace
odwodnienie, kwasica, wstrzgs, czesto tez zej-
$cia Smiertelne (36, 41, 44, 52). W zaleznosSci od
rodzaju dziatajgcej enterotoksyny, objawy bie-
gunkowe pojawiajg sie w roznym czasie, Bar-
dziej aktywna biologicznie jest enterotoksyna
cieplostata niz cieplochwiejna (16, 31) i wyzwa-
lana przez nig biegunka wystepuje szybciej (6
godzin po podaniu ST i 10—18 godz. po poda-
niu LT).
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Nalezy réwniez wspomnieé, ze wigzanie cza-
stek enterotoksyny z jelitem warunkuja odpo-
wiednie receptory znajdujace sie we frakeji
glikoproteidowej i lipidowej komorek mnablon-
ka (9, 32, 60). Wiadomo tez, iz wlasciwosci ad-
hezyjne warunkujgce przyczepnosé do tych re-
ceptorow, w przypadku enterotoksyny LT po-
siada jej komponenta B (41). Enterotoksyna ST
wiaze sie prawdopodobnie calg czastka z recep-
torami nablonka, za pomocyg powstajacych od-
wracalnie mostkéw dwusiarczkowych (36).

Metody wykrywania enterotoksyn

W celu wykrycia i oznaczenia wystepujacych
enterotoksyn opracowano szereg metod, ktore
mozna podzieli¢ na dwie grupy: testy in vivo
i in vitro. W testach wykonywanych na zwie-
rzetach czesto stosuje sie prébe w podwigza-
nych petlach jelitowvch — prosiecia, cielecia
lub kroélika. W metodzie tej, po uprzedniej la-
parotomii, podaje sie do podwiagzanych odcin-
kéw jelita cienkiego wycigg z hodowli E. coli,
zawierajacy badang toksyme. Kazdy szczep ba-
da sie dwa razy, tzn. nieinaktywowany i po
inaktywacji termicznej. Po 18 godzinach od za-
biegu ocenia sie ilos¢ nagromadzonego plynu
w petli jelitowej, co stanowi podstawe uznania
odczynu jako dodatni lub ujemnyv. Metoda ta
znalazta dos¢ powszechne zastosowanie, ale po-
siada tez szereg wad. Jest niezbyt czula, dosé
kosztowna, a takze drastyczna w wykonaniu.
Spotyka sie tez linje prosigt genetycznie opor-
nych na dziatanie enterotoksyn, u ktorych test
ten nie daje wynikow, mimo obecnosci tych
substancji w piynie podanym do petli jelitowej.
Odmiang tego odczvnu jest opracowana przez
Truszczynskiego 1 Ciosek (62) proba, polegajaca
na podaniu do jelita cienkiego enterotoksyny
szczepu E. coli 1 pomiarach cieptoty wewmnet-
rznej ciala prosiecia. Wzrost temperatury we-
wnetrznej $wiadezy o reakcji zwierzecia .na o-
becng w podanym wyciggu enterotoksyme. In-
nym, stosowanym powszechnie odczynem in
vivo, jest test na oseskach mysich, opracowany
przez Deana i wsp. (7), zmodyfikowanyv przez
Giannella (20). Wykrywa on jednak obecnosé¢
tylko enterotoksymy cieptostalej STa (49). W
tescie tym 3—4 dniowym oseskom mysim poda-
je sie dozoladkowo wyciag z hodowli E. coli.
Po 3—4 godzinach odczytuje sie wynik, okre-
slajac stosunek wagowy jelit do reszty ciala
myszy. Indeks ten wigkszy lub réwny 0,085
uznaje sie za dodatni. Wielkosé jego (powyzej
0,085) zwieksza sie wraz z nagromadzeniem
piynu w jelicie myszy. Test na oseskach my-
sich jest praktycznie jedynym, obok wspom-
nianego odczynu w podwigzanych petlach jeli-
towych, stosowanym do oznaczania obecnosci
enterotoksyny cieplostalej.

Do wykrywania obu toksyn in vivoe mozna
stosowat tez testy przepuszczalnosci naczyn
skéry (ang. vascular permeability test) kroélika
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lub $winki morskiej (6). Jednak niska czulosé
i brak powtarzalnosci sprawia, ze obecnie znaj-
duja one mate zastosowanie.

W chwili cbecnej do oznaczania obecnosci
enterotoksyny LT uzywa sie znacznie tanszych,
powtarzalnych testow in vitro z uzyciem hodo-
wli komérkowych. Do tego celu moina stoso-
wac szereg linii komoérkowych, ktérych ocene
podaje w swej pracy Giugliano (23). Najczescie]j
uzywa sie linii komérkowej Y—1 (8), czyli ko-
morek kory nadnercza myszy oraz linii komo-
rek jajnika chomika chinskiego (linia CHO, 25).
Czuto$e tych metod jest bardzo duza, a pow-
stajace w przypadku obecnosci toksyny zmiany
cytopatyczne — jednoznaczne w interpretaciji.
Nalezy tez zaznaczyé, ze Zadna z uzywanych
linii komoérkowych nie reaguje na obecnosé¢ en-
terotoksyny cieplostatej (23).

Dobre wlasciwo$ci immunogenne enterotok-
syny LT pozwalajg uzyskaé¢ swoiste surowice
antytoksyczne, W zwiazku z tym opracowano
szereg testow serologicznych, umozliwiajgcych
identyfikacje tej toksyny. Wykorzystuje sie w
tym celu odezyn radiommunologiczny (25),
test ELISA (43), biernej hemolizy (14), precypi-
tacji dyfuzyjnej (33), koaglutynacji (51), czy
tez test aglutynacji z uzyciem lateksu (17). Mi-
mo, 1z niektére z nich sa mniej czule niz testy
z uzyciem linii komérkowych, ze wzgledu na
tatwos¢ wykonywania sg jednak czesto stoso-
wane, zwlaszeza przy badaniu duzej liczby
szczepow.

Rola enterotoksyn w patogenezie biegunki

Enterotoksyczne szczepy E. coli sa istotnym
czynnikiem patogenetycznym chordb hiegun-
kowych u zwierzat i ludzi (18; 36, 41). Zasied-
lajac jelito cienkie przy pomocy fimbrii adhe-
zyjnej bakterie te wytwarzajg enterotoksyny
(ST i LT) lub jedna z nich. Toksyny te powo-
duja wystgpienie biegunki, zgodnie z podanym
uprzednio mechanizmem. Najwiekszy problem
w aspekcie powaznych strat ekonomicznych
stanowi biegunka u zwierzat mlodych. U zwie-
rzat tych wraziiwosé¢ jelita cienkiego ma dzia-
tanie toksym jest bowiem najwieksza (47, 52,
58). O znaczeniu enterotoksyn w patogenezie
schorzenia §wiadczy odsetek enterotoksycznych
szezepow E. coli wyosobnionych od zwierzat, u
ktérych wystepowala biegunka. Jest on zawsze
wysoki, w granicach 70—80%. Szczepy E. coli
izolowane od prosigt wytwarzajg czesciej ente-
rotoksyne cieptochwiejng lub tez réwnoczesnie
LT i ST, ale nie jest to regulg (30, 56, 61, 62).
U cielgt i jagniat wiekszg role w patogenezie
biegunki wydaje sie mie¢ toksyma cieplostala
(28). Truszezynski i wsp. (62) wykazali, ze izo-
laty E. coli pochodzgce od prosigt z objawami
enterotoksycznej postaci kolibakteriozy wytwa-
rzaly toksyny w granicach 77,4% (szczepy izo-
lowane od prosigt po odsadzeniu od macior)
do 81,3% (szczepy wyosobnicne od prosiat oses-
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kéw). Znacznie mniejszy odsetek szczepow en-

terotoksycznych autorzy ci stwierdzili w izola-

tach pochodzacych od prosigt z postacig poso-
cznicowa badz enterotoksemiczng (choroba ob-

rzekowa) kolibakteriozy (odpowiednio 23,8% i

35,0% szezepow wytwarzajacych enterotoksyny).

Wiadomo jednak, iz enterotoksyny nie odgry-

waja roli w patogenezie tych form kolibak-

teriozy. Rowniez u szczepow pochodzacych od
zwierzat zdrowych odsetek wytwarzajacych en-
terotoksyny byl znaczaco mizszy niz u pocho-

dzacych od zwierzat z biegunka i wynosil w

granicach do 3% (56). Warto$ci takie wskazuja

niewatpliwie na znaczenie enterotoksycznych
szezepow E. coli w patogenezie biegunki.

Zdolnosé wytwarzania enterotoksyn czesto
laczy sie rOwnoczesnie z wystepowaniem u tego
samego szezepu fimbrii adhezyjnych (12, 36, 42).
Obie te wlasciwosei sprawiaja, ze taki szczep
E. coli jest w pelni patogenny i potencjalnie
zdolny wywolaé biegtinke (41). Roéwmoczesne
wytwarzanie fimbrii i enterotoksyn moze by¢
wynikiem obecnosci w jednym plazmidzie ma-
terialu  genetycznego kodujacego zdolnose
ich syntezy (12, 30, 42). Stwierdzono, ze wy-
twarzanie enterotoksyny LT czesto zachodzi
lacznie z obecnoscig fimbrii o antygenie K88
(55). Obserwuje sie réwniez inne powigzania tok-
syn i adhezyn, np. 987P+ST (18), chociaz ma-
terial genetyczny odpowiedzialny za wytwa-
rzanie fimbrii 987P znajduje sie w chromoso-
mie, a enterotoksyny ST w plazmidzie komor-
ki bakteryjnej. _

Przedstawione dane dotyczace enterotoksyn
i ich roli w patogenezie enterotoksycznej pos-
taci kolibakteriozy nie wyczerpujg catosci zagad-
nienia biegunek na tle E. coli. Oprécz szczepow
enterotoksycznych wystepuja bowiem jeszcze
enteropatogenne czy tez enteroinwazyjne, kto-
re rowniez wywoluja biegunki (41). Ich wyste-
powanie u zwierzat nie jest jednak blizej okre-
§lone, w przeciwienstwie do szczepow entero-
toksycznych, ktorych rola w patogenezie scho-
rzen biegunkowych jest naiwieksza.
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Badania. parazytologiczne rozmazéw krwi pobra-
nyveh od kotéw w klinice weterynaryjnej w Glasgow
w latach listopad 1979 — lipiec 1980 wykazaly obee-
noé¢ Haemobartonella felis u 232% badanych osob-
czedciej. Pasozyt wystepowal w postaci ziarenek o
srednicy 0,63—1,73 wm lub w postaci paleczkowate] o
wymiarach 0,79—1,1 ym X 0,17—0.24 pm. G
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