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izolowanych od świń

Zakład Mikrobiologii Państwowego lnstytutu Weterynaryjnego, Al. Partyzantów 57,24-100 Puławy

Kolibakteriozy świń, wywołane przęz patogenne
szczępy Escherichia coli, są wciąz istotnym proble-
mem zdrowotnym i ekonomicznymw hodowli. Infek-
cje powodowanę ptzęz te bakterię mogą najczęściej
dotyczyc prosiąt w dwoch przedziałach wiekowych:
bezpośrednio po urodzeniu oraz w okresie odsadzania
od macior, zwykle w wieku 4-6 tygodni (4). Zakaże-
nia prosiąt osesków są zwykle rezultatem chorobotwór-
czę go działanta enterotoksy czny ch (ETEC) bakterii,
posiadających zdolność kolonizacji błony śluzowej
jelita cienkiego i wytw arzających enterotoksyny - cie-
płochwiejną LT i/lub ciepłostałą ST (19). Zasiedlanie
nabłonka jelitowego odbywa się przy tldzialę fimbrii,
oznaczonych antygenami F4 (K88), F5 (K99), F6
(987P), F17 i F41 (3, 8, 13). W przypadku prosiąt w
okresie odsadzania kolibakteri oza możę występowaó
w dwóch postaciach: biegunkowej lub choroby obrzę-
kowej (4, 5, 25). Szczepy E. c o li tzolow ane z Ę ch przy -

p adkow chorob owych nie zaw sze po siadaj ą wspomnia-
ne fimbrie adhezyjne. Patogeneza schorzenia, zwłasz-
czaplęrwszy jej etap, tzn. zastedlanie nabłonka błony
śluzowej jelit, nie jest dokładnie poznanaaleprzypusz-
cza się, że ńwnież w tym wypadku biorąudział fim-
brie adhezyjne (9, 10, 12, 18),

W 1990 r. Bertschinger i wsp. (1) opisali nowy typ
fimbrialnego czynnika kolonizacyj nęgo szczępów E.
coli, tzolowanych z ptzypadkow kolibakteriozy pro-
siąt odsadzonych, który oznaczyli FI07, Tego typu
antygen stwierdzono początkowo u szczepow należą-
cych do serotypu 0139:K82. Póżniejsze badania wy-
kazały, tż możę być on obecny równiez u bakterii in-
nych grup serologicznych, izolowanych najczęściej od

prosiąt z objawami choroby obrzękowej (6) ale row-
niez biegunki (II, 22). Celem ujednolicenia nazęw-
nictwa w prowadzane go dla r óżny ch fi mbrii szczep ów
ETEC, antygen FI07 przemianowano na F18 i ta na-
zwa jest najczęściej obecnie używana.

Wykrywanie obecności fimbrii F 1 8 in vitro jest czę,
sto ograniczone warunkami hodowlanymi i stosowa-
nymi podłozami bakteriologicznymi. Wittig i wsp. (23)
uważają iż stwierdzenie antygenu F18 testami sero-
logicznymi (np. odczynem aglutynacj i) wyma ga wao-
stu bakterii w warunkach mikroaerofilnych (z dodat-
kiem 10-40o^ COż),użycia specjalnych pożywek jak
tez odpowiednio przygotowanych surowic diagno-
stycznych, Imberechts i wsp. (6) sklonowali fragment
genomu b akteryj ne go, o dp owie dzialne go za wytw a-
rzanie podjednostki fedA fimbrii F 18 i badali ich wy-
stępowanie u szczepów E. coli testem polimerazowej
reakcji łańcuchowej (PCR). W Polsce nie wykonywa-
no do tej pory badań nad obecnością fimbrii F18 u
patogennych szczepów E. coli izolowanych od świń.
Poniewaz stosowane metody (serologiczrre, PCR) nie
zawsze dająjednakowe wyniki, w obecnej pracy wyko-
nano równoległe badania 39 szczępów E. coli używa-
j ąc te stu agluĘnacj i, z ttw zględni eni em róznych warun-
ków hodowlanych i porównano uzyskane rezultary z
wynikami tesfu PCR, Celem pełniejszej charakterysty-
ki badanych szczepów, oznaQzano równiez ichprzyna-
lezność seroĘpową zdolność w@arzania fimbrii F4,
F5, F6, F17 i F41 oruzwłaściwości hemoli§czne.Uzy-
skane wyniki mogą przyczyntc się do szerszej charak-
terysĘki patogennych szczepów E. coli izolowanych
od prosiąt z kolibakteriozą okresu odsadzenia.



Matetiał imetody
Szczepy bakteryjne. Do badań lżytołącznię39 szczę-

pów E. coli izolowanych od prosiąt z biegunką (20 szcze-
pów) orazz objawami choroby obrzękowej (19 szczepów).
Identyfikację szczepów wykonano przy pomocy rutyno-
wych metod biochemicznych. Szczep referencyjny łvytwa-
rzający fimbrie Fl8 (r. coli I07186, sefotyp O139:K82)
uzyskano od prof. H. Bertschingera,Zlrich. Szwajcaria.

Badania serologiczne. Oznaczanie anĘgenów O i K E'.
coli przeprowadzono metodą aglutynacji probówkowej,
ltywając własnego zestawu surowic diagnostycznych anty-
-O i anty-OK.

Oznaczanie hemolizy. Właściwości hemolityczne ba-
danych szczepów E. c o li oznaczano na agarze z dodatkiem
5% k:rw i ow czej, wykonuj ąc inkubacj ę w 37 " C przez I B h.

Oznaczanie fimbrii F4, F5, F6, F17 i F41. Obecność
antygenów fimbrialnych określano testem aglutynacji
szkiełkowej illub ELISA wg metod opisanych w poprzed-
nich pracach (I4-I1).

Surowice anty-Fl8. Surowice diagnosĘczne anĘ-F18
uzyskano na królikach immunizowanych szczepemE. coli
10'7186, inkubowanymnaagarze z krwiąw 37oCprzez 18 h
w atmosferze z dodatkiem IIYI CO,. Uzyskany wzrost bak-
teryjny sptukiwano jałowym PBS. Ódwirowano i zawiesza-
no w PBS do gęstości 5x108 bakterlilml,którąoznaczano
fotometrycznie przy długości fali 600 nm. Tak przygoto-
wane bakterie uzywano do immunizacji krolikóą którąwy-
konano dwiema metodami: a) dozylrrie, w odstępach 3-4 dn|
ft;ywającwzrastających dawek antygenu (od 0,2 do 1,6 ml);
pierwsze dwie iniekcje wykonano ztlżyciembakterii inak-
tywowanych formaliną (0,5%) otazb) podskórnie (1 ml),
w odstępach 2-1 tyg., z równą objętością kompletnego
(pierwsza iniekcja) i niekompletnego (druga iniekcja) ad-
iuwantu Freunda (Sigma) oraz PBS (dwie kolejne iniek-
cje). Po 7 dniach od ostatniego podania antygenu króliki
skrwawiano i uzyskane surowice wysycano dwukrotnie
szczepem homologicznym (seroĘp O 1 3 9 :K82), nie wytwa-
r zaj ącym fi mbrii F l 8. Tak przy gotowan e surowice diagno -
styczne rozcieiczano jałowlłn PBS i ustalano doświadczal-
nie optymalne stęzenie dla testu agluĘnacji szkiełkowej.
Dla celów kontrolnych uz},\ilano referencyjnej surowicy
anty-Fl8 uzyskanej od dr H. Klie, Dessau, Niemcy.

IdenĘfikacj a fimbrii F18. Powierzchniową ekspresję
fimbrii Fl8 oznaczano u szczepów E. coli inkubowanych
na podłozach,. agar zkrwią oraz Iso-Sensitest (Oxoid) z
dodatkiem 5% krwi oraz 0,0620ń alizaryny 2G (Fluka) i
0,125Yo eozyny (Laborchemie, Apolda, Niemcy) wg meto-
dy opisanej przezWittiga i wsp. (23). Inkubację posianych
podłoĘ agarowych przeprowadzono w 37"C przez 18 h,
równolegle w warunkach tlenowych oraz w atmosferzęwzbo-
gaconej w I0oń COr. Aglutynację szkiełkowąwykonywano
z kroplą surowicy anĘ-F 1 8 (rozcieńczenie 1 : l0 - 1 :50) oraz
zawiesiną bakterii w kropli pĘnu fizjologicznego.

Identyfikacja genów kodujących fimbrie F'l8 (test
PCR). Szczepy E. coli badano testem PCR używając par
starterów FedA 1 i FedA 2 o następujących sekwencjach
(5'+'3): GTG ĄŁĄ AGA CTA GTG TTT ATT TC oraz
CTT GTA AGT AAC CGC GTA AGC (7). Skład miesza-
niny do reakcji PCR był następujący: 33 pl wody redesty-

lowanej, 5 pl buforu do PCR (10x skoncentrowany) (Pri-
mezym),4 pl mieszaniny nukleotydów dATĘ dCTŁ dGTP
i dTTP (koncentracja po 200 pM/ml), po 1 pl stafterów
FedA 1 i FedA 2 (koncentracja po 50 pM/ml) oraz l p,l
termostabilnej Taq polimerazy DNA (Primezym, I,6IJ).
Do końcowej objętości 45 pl mieszaniny PCR dodawano
następnie 5 pl matrycy DNA E. coli, uzyskanej ptzęzza-
wieszenie 2-3 kolonii badanego szczepu w 50 pl wody re-
destylowanej. Reakcję PCR wykonywano w termocylke-
rze (MJ Research, USA) uzyłvając następujących parame-
trów: 94"C 5 min. (denaturacja matrycowego DNA), 25
cykli składających się z następujących temperatur: 55oC
1 min, 7ż"C2 min. i 94"C 1 min; końcowyproces wykona-
no w 55"C 2min. oraz1żoC 5 min. Rezultatem amplifika-
cji DNAbyłprodukt zawierający 510 par zasad(bp),ozna-
czany w 20ń żęlu agarozorym, barwionym bromkiem ety-
dyny (5 pglml) przez 2 min. Kontrolę dodatnią stanowił
szazep I07186 a ujemną szczep C600.

Wyniki iomówienie
Szczepy E. coli izolowane od prosiąt odsadzonych

od macior, pochodziły z przypadków biegunki (20
szczepów) lub choroby obrzękowej (I9 szczepow). Na
podstawie badań serologicznychzaltczono je do kilku
grup serologicznych (tab. 1). Od prosiąt z jelitową
po stacią ko lib akterio zy wyo sobnio no szczępy należą-
ce do dwóch serotypów: O157:K? (lI szczepow) oraz

Ryc. 1. Wyniki testu PCR szczepów E. coli badanych z parą
starterów FedA 1 i F'edA 2, uzyskane po rozkładzie elektro-
foreĘcznym w 20ń żela agarozowym i barwieniu bromkiem
eĘdyny. Poszczególne ścieżki: S - standard masy molekular-
nej; 1 - kontrola ujemna reakcji PCR (bez matrycy DNA); 2
i 3 - szczepy E. coliF18* (odpowiednio: hemoliĘczny i niehe-
moliĘczny); 4 - szczep C600 (kontrola ujemna); 5 - szczep
107 186 (kontrola dodatnia)



Tab. 1. CharakterysĘka szczepów E. coli ufuĘch do badań na obecność fimbrii F18 agar ze z l<rw ią. B adaniem makro-
skopowym wykazano, iż więk-
szośc lzolatów posiadała cechy
hemolityczne in vitro (tab. 1).

Wszystkie szczępy serotypu
O 149:K9 1, posiadające fimbrie
F4, wytwarzały hemolizę na
podłozu agarowym; równiez
większość tzolatow grupy
0157:K? była hemolityczna (9

z 11 wyosobnionych szczepów).
Bakterie o cechach hemolitycz-
nych dominowały takze wśród
szczep ów po chodzący ch z pr zy -
padkow choroby obrzękowej
(tab, 1). W grupie tej stwierdzo-
no jednak 4 szczepy, które nie

Tab.2.Wyniki badań szczepów E. coli w kierunku obecności
fimbrii Fl8, wykonane testami agluĘnacji i PCR

wykazywały zdolności Itzy krwinek czerwonych w

stwierdzon o, iż 33 spośrod 39 wyosobnionych szcze-
pów (84,60ń) miała zdolność uwalniania hemoltzynin
vitro.

y, stanowiący istotę prezentowa-
o znaczania zdo lno ś c i p owierzch-
a fimbrii F18 lub tez obecności

ctor (22). Szczepy z suro-
wicami anty-Fl8, (agar z
kr-wią i Iso-Sensite ), inku-
bując posiewy w normalnej atmosferze jak też z do-
datkiem I0% CO". Stwierdzono, iż oba zastosowane
do badań podłożi bakteriolo gic zne wykazywaĘ j ed-

nakową zdolność indukcji ekspresji antygenu F18 u

stępowały natomiast gdy posiewy do badań inkubo-
wano w warunkach mikroaerofilnych i tlenowych.
st w obecno
ła wytwarza
sZ m Samym
testem aglutynacji (tab.2). W tym przypadku stwier-
dzono ż4 (6I,5%) szczepów dodatnich po wzroście w

Objaśnienie: I szczepy do badań inkubowano w atmosferze

wzbogaconej w 10"ń CO, lub w warunkach tlenowych (CO' )

O149:K91 (9 śro
odprosiątzo by
no szczepy og
O139:K82 oraz OI4I:K85, Serotypy te, izolowane
przęz innych autorów (20-22, ż4) sąuznawanę zwy-
klę za podstawowy czynnik etiologiczny tego scho-
rzenia, U wszystkich użytych w obecnej pracy szcze-
p ów oznaczano występ owanie fimbri i adhezyj nych F4,
F5, F6, FI7 iF4I,tlżywając testu aglutynacji szkieł-
kowej illub ELISA. Stwierdzono obecność fimbrii F4,

z pr zyp adków choroby obrzękowej .

W kolejnym etapie pracy oznaczal7o zdolnośó ba-
danych szczępow E. coli do wytwarzania hemolvy na
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środowisku CO, podczas gdy hodowle wykonane w
warunkach tlenowych dŃy 20 (5I,3%) szczepów zw1l-
kazanym serologicznie antygenem F 1 8; korelacjauzy-
skanych wyników wynosiła tylko 83,3%. Z badail
Wittiga i wsp. (22) v,rynlka, iż obęcność CO, przy un-
kubacji jest niezbędna do prawidłowej ekspiesji fim-
brii F18 u szczepów E. 9oli. Autorzy podają iż stęże-
nie gazupowinno wahać sięmiędzy l0-40oń,w zależ-
ności od serotypu szczępubadanego w kierunku f,rm-
brii F18. Również, przynajmniej w niektórych przy-
padkach, zastosowante podłoża z alizaryną i eozyną
miało korzystny wpływ na wykrywantę in vitro szcze-
pow Fl8*. W obecnych badaniach wykazano dodatni
wpĘr,v warunków mikroaero fi lnych na optymalną eks -
presję fimbrii F18 jednak nie stwierdzono róznic w
wykrywalności tego antygenu w zalężności od użyte-
go do badań podłoża bakteriologicznego.

Wyniki uzyskane w odczynie aglutynacji porówna-
no następnte z ręzultatami tesfu PCR, którym można
wykazac chromosomalne geny, odpowiedzialnę za W -
twarzanie podjednostki fedA fimbrii F18. Test PCR,
niezwykle czuĘ i swoisty, pozwala stwierdzić odpo-
wiednie geny, a tym samym vnrykazaó szczepy dodat-
nie niezależnie od warunków inkubacji in vitro bada-
nych bakterli E. coli. W badaniach PCR stwierdzono,
tż28 szczępów (7I,8Yo) miało geny kodujące ekspre-
sję podjednostki fedA, a tym samym posiadało poten-
cjalnązdolność wytwarzania fimbrii F18. Na ryc. 1

przedstawiono przykładowo produkty amplifikacji
genowej (510 bp) badanych i kontrolnych szczepów
E. coli, Zgodność wyników testów aglutynacji, !\ryko-
nanej ze szczepami inkubowanymi w warunkach tle-
nowych j ak i w atmosfe rzę z dodatkiem 1 0% CO 

" 
or az

badanymi metodą PCR wynosiła odpowiednio TI,4YI
i85,]o^. Wykazano, iżanĘgen F18 moze być wytwa-
rzany zarównoprzęzszczepy hemolityczne E. coli jak
i nie posiadające cech hemolitycznych (tab, 2). Wittig
i wsp, (22) stwierdzili równoczesne wyhłarzanie he-
molizyny i fimbrii F18 u szczepów E. coli izolowa-
nych od prosiąt odsadzonych od macior; niektóre ta-
kie szczepy wykazywaĘ jednak tendencję do utraty
tych cech patogenności podczas przechowlłvania lub
wzrostu in vitro. W obecnych badaniach stwierdzono,
iz niektóre szczepy Hly posiadĄ zdolnośó powierzch-
niowej ekspresji f,rmbrii F18 (stwierdzanę testem aglu-
tynacji) lub tez miaĘ obecne geny kodujące ich wy-
tw atza.nie ( stwierdzane. testem P CR). Wykazano rów-
nież, iż prawie wszystki e (I0 z 1 1 szczepów badanych)
izolaty serotypu 0157:K? jak też ż szczepy grupy
O149:K91, pochodzące od prosiąt z biegunką posia-
daĘ zdolność wytwarzania an§genu F18. Jest to sto-
sunkowo wysoki odsetek szczepów dodatnich, nie
stwierdzany w badaniach innych autorów (5, II,22,
2 3 ), Nal e ży j e dnak zaznaczy ć, iż liczb a pr zeb adany ch
szczepow nie była duża i uzyskane wyniki mogą nie
byc reprezentatywne. Stwierdzono tabe, iz dwa he-
molityczne szczepy serotypu OI49 :K9I vłytwarzały
równocześnie dwa rodzaje fimbrii: F4 i F18; informa-
cji takich brak jest w pracach innych autorów.

Wnioski
1. Fimbrie F18 występljąuszczepów E. coliizolo-

wanych zarówno z przypadków choroby obrzękowej
jak i biegunki prosiąt odsadzonych od macior.

2, Wykrywanie fimbrii F18 możliwe jest testem aglu-
tynacji szkiełkowej oraz metodą PCR.

3 . IdenĘfik acj a anĘ genu F 1 8 meto dą ser olo giczną
zwłaszcza l szczepów inkubowanych w warunkach
tlenowych, możę dawać wyniki fałszywie ujemne.

piśmiennictwo

1 .Bertschinger H. U., Bachmann M., Mettler C , Pospischil A , Schraner E
M., Stamm M., Sydler T., Wld P Vet. Microbiol. 25, 267, 1990.

2 Cavalieri S. J., Bohack A , Snyder I. S.. Microbiol. Rev. 48, 3ż6, 1984.
3.Gaastra W, De Graaf E K: Microbiol. Rev. 46, l29, 1982.
4.Holland R E: Clin. Microbio1 Rev. 3, 3,{5, 1990
5.Imberechts H., De Greye H., Lintermans P: Vet Microbiol'.40,219,1992.
6.Imberechts H., De Greve P., Schlicker C., Bouchel H., Pohl B., Charlier G,

Bertschinger H., Wild P., Vąndekerckhove J., Van Damme J,, Van Montagu
M., Lintermans P: Infect. Immun.60, 1963,1992.

7.Imberechts H,, Vąn Pelt N., De Greve H., Lintermans P, FEMS Microbiol
Lett l19, 309, 1994.

8 MoonH. Ił/.:Clln. Top Microbiol Immrrnol. I51,14'7,1990.
9.Nag,, B, Casey T. A, Moon H. W.: J Clin Microbiol. 28, 65l, 1990.

10 Nagł B., Moon H. I|'., ]saacson R E: Infect. Immun. 13, '1214, 1976
11 Ojeniyi B , Ahrens P., MeylingA: J Vet Med B 4I,49, 1994
12.Okerman Z Vet Microbiol. 14, 33, t987.
13 Orskov I., Orskov F Prog Allergy 33, 80, 1983
14 Osek J., Svennerholm A. M,: Yet. Microbiol. 29,299,1991.
15 Osek J., Truszczyński,Ą{: Comp. Immunol. Microbiol. Infect. Dis. 15, 285,

l992.
16.)sek J., Truszczyński M, Medycyna Wet. 51, 33'7 , ],995.
1].Osck J.: Pol. J. lmmunol, 20, 27ó, lq95.
I8.Salrljka E , Salaikova Z., Alexa P., Hornick M.: Yę| Microbio1. 32, 163,

1992
19.Sears C. L , Kaper J. B: Microbiol Rev. 60, 161,1996.
21.Soderlind O, ThaJvelin B , Mollby R: J. Clin Microbio1 26, 879, 1988
2l.Wilson R A , Franci,s D. H.: Am. J. Vet. Res, 47,213,1986.
22.Wittig W., Klie H., Gallien P., Lehmann S., Timm M., Tśchape H.: ZbLBakt.

283, 95, ]995
23.Witlig II/., Prager R, Stamnt M., Streckel W, Tsclupe H.: Zbl. Bakt,28l,

130,1994
24 l|'ray C, McLaren I. M., Carroll P. l., Vet Rec I33, 439, 1993
25.Wray C., Morris J. A J. Hyg 95, 577, 1985.

Adres autora: dr Jacek Osek, ul. Kościuszki l2l24,24-100 Paławy

BRON T., BELLI P., MADEC H., MoUToN F.,
VITAUD C., SAVEY M.: Gąbczasta encefalopatia
mózgu u geparda importowanego do Francji. (Spon-
giform encephalopathy in an imported cheetah in
France). Vet. Rec. I4I,270-27I,1997 (II)

U samca geparcla (Acinonyx jubatus) urodzonego we wrześniu 1987 r w
Wild Animal Park w Wietkiej Brytanii, wyekspońowanego do Francji w kwiet-
niu l 993 r., w grudniu 1996 r. stwierdzono gąbczastą encefalopatię mózgu Pierw-
szym objawem było porażenie kończyn Ęlnycb, drgawki mięśni głowy, które
następnie objęĘ całe ciało, oraz nadwrażliwośó na bodźce Następnie wystąpiły
trudności w poruszaniu się zwierzęcia, obniżyła się masa ciałaprzy zachowa-
nym apetycie W sĘczniu 1997 r. rwievę poddano eutanazji. Zmiany patolo-
giczne typowe dla gąbczastej encefalopatii występowĄ w części korowej i wzgó-
rnl mózgtl. Badanie immunochemiczne z lży ciem przeciwciał monoklonalnych
(3F4) wykazało nagromadzenie PrP w neuropilu. Metodą immunoblotingu stwier-
dzono obecność białka prionowego PrP res) o masie 27-30 kDa opomego na
działanie proteinazy K. Geparda katmiono mięsem bydła niezdatnym do kon-
sumpcji oraz karmą z dodatkiem mączki mięsno-kostnej. Dieta ntę zawierŃa
elementów ośrodkowego układu nerwowego bydła. 
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