JACEK OSEK

Medycyna Wet. 54 (7) 1998

Wykrywanie fimbrii F18 u szczepow Escherichia coli
izolowanych od Swin
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F18 fimbriae detection in Escherichia coli strains isolated from pigs

Summary

The aim of the study was to determine F18 fimbriae in E. coli strains isolated from pigs with diarrhea and
with edema disease, respectively. Thirty nine strains were used in which the F18 antigen was tested by the slide
agglutination and PCR tests. Expression of fimbriae was determined on blood agar and on Iso-Sensitest me-
dium supplemented with eosin and alizarin. The strains were cultured in aerobic conditions and in an atmo-
sphere with 10% CO, had positive influence on the results obtained in the slide agglutination test (61.5%
posifive strains) as compared to the cultures grown in aerobic conditions (51.3% F18" strains). Using PCR 28
strains (71.8%) with the fed A genes encoding, F18 fimbriae were detected. The F18 antigen was shown in
E. coli strains of different serogroups isolated from piglets with diarrhea and with edema disease.

Kolibakteriozy $win, wywotlane przez patogenne
szczepy Escherichia coli, sa wciaz istotnym proble-
mem zdrowotnym i ekonomicznym w hodowli. Infek-
cje powodowane przez te bakterie mogg najczescie]
dotyczy¢ prosiat w dwoch przedziatach wiekowych:
bezposrednio po urodzeniu oraz w okresie odsadzania
od macior, zwykle w wieku 4-6 tygodni (4). Zakaze-
nia prosiat oseskow sa zwykle rezultatem chorobotwor-
czego dziatania enterotoksycznych (ETEC) bakterii,
posiadajacych zdolno$¢ kolonizacji btony Sluzowe;j
jelita cienkiego i wytwarzajacych enterotoksyny — cie-
ptochwiejna LT i/lub cieptostata ST (19). Zasiedlanie
nabtonka jelitowego odbywa si¢ przy udziale fimbrii,
oznaczonych antygenami F4 (K88), F5 (K99), F6
(987P), F17 i F41 (3, 8, 13). W przypadku prosiat w
okresie odsadzania kolibakterioza moze wystgpowac
w dwoch postaciach: biegunkowej lub choroby obrze-
kowej (4, 5,25). Szczepy E. coli izolowane z tych przy-
padkdw chorobowych nie zawsze posiadaja wspomnia-
ne fimbrie adhezyjne. Patogeneza schorzenia, zwlasz-
cza pierwszy jej etap, tzn. zasiedlanie nablonka biony
$luzowej jelit, nie jest doktadnie poznana ale przypusz-
cza sie, ze rOwniez w tym wypadku biora udzial fim-
brie adhezyjne (9, 10, 12, 18).

W 1990 r. Bertschinger i wsp. (1) opisali nowy typ
fimbrialnego czynnika kolonizacyjnego szczepow E.
coli, izolowanych z przypadkéw kolibakteriozy pro-
siat odsadzonych, ktory oznaczyli F107. Tego typu
antygen stwierdzono poczatkowo u szczepow naleza-
cych do serotypu O139:K82. Pézniejsze badania wy-
kazaty, iz moze by¢ on obecny réwniez u bakterii in-
nych grup serologicznych, izolowanych najczesciej od

prosiat z objawami choroby obrzgkowej (6) ale row-
niez biegunki (11, 22). Celem ujednolicenia nazew-
nictwa wprowadzanego dla réznych fimbrii szczepow
ETEC, antygen F107 przemianowano na F18 i ta na-
zwa jest najczesciej obecnie uzywana.

Wykrywanie obecnosci fimbrii F18 in vitro jest czg-
sto ograniczone warunkami hodowlanymi i stosowa-
nymi podtozami bakteriologicznymi. Wittig i wsp. (23)
uwazaja, iz stwierdzenie antygenu F18 testami sero-
logicznymi (np. odczynem aglutynacji) wymaga wzro-
stu bakterii w warunkach mikroaerofilnych (z dodat-
kiem 10-40% CO,), uzycia specjalnych pozywek jak
tez odpowiednio przygotowanych surowic diagno-
stycznych. Imberechts i wsp. (6) sklonowali fragment
genomu bakteryjnego, odpowiedzialnego za wytwa-
rzanie podjednostki fedA fimbrii F18 i badali ich wy-
stgpowanie u szczepow E. coli testem polimerazowe]
reakcji tancuchowej (PCR). W Polsce nie wykonywa-
no do tej pory badan nad obecnoscia fimbrii F18 u
patogennych szczepdw E. coli izolowanych od $win.
Poniewaz stosowane metody (serologiczne, PCR) nie
zawsze daja jednakowe wyniki, w obecnej pracy wyko-
nano réwnolegte badania 39 szczepéw E. coli uzywa-
jac testu aglutynacji, z uwzglgdnieniem réznych warun-
kow hodowlanych i poréwnano uzyskane rezultaty z
wynikami testu PCR. Celem pehiejszej charakterysty-
ki badanych szczepow, oznaczano réwniez ich przyna-
leznos$¢ serotypowa, zdolno$¢ wytwarzania fimbru F4,
F35,F6,F171F41 oraz wlasciwosci hemolityczne. Uzy-
skane wyniki moga przyczyni¢ si¢ do szerszej charak-
terystyki patogennych szczepdéw E. coli izolowanych
od prosiat z kolibakterioza okresu odsadzenia.



Materiatl i metody

Szczepy bakteryjne. Do badan uzyto tacznie 39 szcze-
pow E. coli izolowanych od prosiat z biegunka (20 szcze-
pow) oraz z objawami choroby obrzekowej (19 szczepow).
Identyfikacjg szczepdéw wykonano przy pomocy rutyno-
wych metod biochemicznych. Szczep referencyjny wytwa-
rzajacy fimbrie F18 (E. coli 107/86, serotyp 0139:K82)
uzyskano od prof. H. Bertschingera, Zurich, Szwajcaria.

Badania serologiczne. Oznaczanie antygenow O i K E.
coli przeprowadzono metoda aglutynacji probéwkowej,
uzywajac wlasnego zestawu surowic diagnostycznych anty-
-0 1 anty-OK.

Oznaczanie hemolizy. Wtasciwos$ci hemolityczne ba-
danych szczepow E. coli oznaczano na agarze z dodatkiem
5% krwi owczej, wykonujac inkubacje w 37°C przez 18 h.

Oznaczanie fimbrii F4, F5, F6, F17 i F41. Obecnos¢
antygenow fimbrialnych okreslano testem aglutynacji
szkietkowej i/lub ELISA wg metod opisanych w poprzed-
nich pracach (14-17).

Surowice anty-F18. Surowice diagnostyczne anty-F18
uzyskano na krolikach immunizowanych szczepem E. coli
107/86, inkubowanym na agarze z krwig w 37°C przez 18 h
w atmosferze z dodatkiem 10% CO.. Uzyskany wzrost bak-
teryjny sptukiwano jatowym PBS, odwirowano i zawiesza-
no w PBS do ggstosci 5x10° bakterii/ml, ktdra oznaczano
fotometrycznie przy dlugosci fali 600 nm. Tak przygoto-
wane bakterie uzywano do immunizacji krolikow, ktdra wy-
konano dwiema metodami: a) dozylnie, w odstepach 3-4 dni,
uzywajac wzrastajacych dawek antygenu (od 0,2 do 1,6 ml);
pierwsze dwie iniekcje wykonano z uzyciem bakterii inak-
tywowanych formaling (0,5%) oraz b) podskémie (1 ml),
w odstepach 2-1 tyg., z rowna objgtoscia kompletnego
(pierwsza iniekcja) i niekompletnego (druga iniekcja) ad-
iuwantu Freunda (Sigma) oraz PBS (dwie kolejne iniek-
cje). Po 7 dniach od ostatniego podania antygenu kroliki
skrwawiano 1 uzyskane surowice wysycano dwukrotnie
szczepem homologicznym (serotyp O139:K82), nie wytwa-
rzajacym fimbrii F18. Tak przygotowane surowice diagno-
styczne rozcienczano jatowym PBS i ustalano doswiadczal-
nie optymalne stezenie dla testu aglutynacji szkietkowe;j.
Dla celéw kontrolnych uzywano referencyjnej surowicy
anty-F18 uzyskanej od dr H. Klie, Dessau, Niemcy.

Identyfikacja fimbrii F18. Powierzchniowa ekspresje¢
fimbrii F18 oznaczano u szczepdw E. coli inkubowanych
na podlozach: agar z krwia oraz Iso-Sensitest (Oxoid) z
dodatkiem 5% krwi oraz 0,062% alizaryny 2G (Fluka) i
0,125% eozyny (Laborchemie, Apolda, Niemcy) wg meto-
dy opisanej przez Wittiga i wsp. (23). Inkubacje posianych
podiozy agarowych przeprowadzono w 37°C przez 18 h,
rownolegle w warunkach tlenowych oraz w atmosferze wzbo-
gacone] w 10% CO,. Aglutynacjg szkietkowa wykonywano
zkropla surowicy anty-F18 (rozcieficzenie 1:10 — 1:50) oraz
zawiesina bakterii w kropli ptynu fizjologicznego.

Identyfikacja genéw kodujacych fimbrie F18 (test
PCR). Szczepy E. coli badano testem PCR uzywajac par
starterow FedA 1 i FedA 2 o nastepujacych sekwencjach
(5°=’3): GTG AAA AGA CTA GTG TTT ATT TC oraz
CTT GTA AGT AAC CGC GTA AGC (7). Sktad miesza-
niny do reakcji PCR byt nastgpujacy: 33 ul wody redesty-

lowanej, 5 pl buforu do PCR (10x skoncentrowany) (Pri-
mezym), 4 pul mieszaniny nukleotydow dATP, dCTP, dGTP
1 dTTP (koncentracja po 200 pM/ml), po 1 ul starterow
FedA 11 FedA 2 (koncentracja po 50 pM/ml) oraz 1 ul
termostabilnej Taq polimerazy DNA (Primezym, 1,6 U).
Do koficowej objgtosci 45 pl mieszaniny PCR dodawano
nastepnie 5 pl matrycy DNA E. coli, uzyskanej przez za-
wieszenie 2-3 kolonii badanego szczepu w 50 pl wody re-
destylowanej. Reakcje¢ PCR wykonywano w termocylke-
rze (MJ Research, USA) uzywajac nastepujacych parame-
trow: 94°C 5 min. (denaturacja matrycowego DNA), 25
cykli sktadajacych si¢ z nastgpujacych temperatur: 55°C
1 min, 72°C 2 min. i 94°C 1 min; kofcowy proces wykona-
no w 55°C 2 min. oraz 72°C 5 min. Rezultatem amplifika-
cji DNA byt produkt zawierajacy 510 par zasad (bp), ozna-
czany w 2% zelu agarozowym, barwionym bromkiem ety-
dyny (5 pg/ml) przez 2 min. Kontrole dodatnia stanowit
szczep 107/86 a ujemna szczep C600.

Wyniki i omdwienie

Szczepy E. coli izolowane od prosiat odsadzonych
od macior, pochodzity z przypadkéw biegunki (20
szczepdw) lub choroby obrzgkowej (19 szczepow). Na
podstawie badan serologicznych zaliczono je do kilku
grup serologicznych (tab. 1). Od prosiat z jelitowa
postacia kolibakteriozy wyosobniono szczepy naleza-
ce do dwdch serotypodw: O157:K? (11 szczepdw) oraz
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Ryec. 1. Wyniki testu PCR szcezepéw E. coli badanych z parg
starteréw FedA 1 i FedA 2, uzyskane po rozkladzie elektro-
foretycznym w 2% zelu agarozowym i barwieniu bromkiem
etydyny. Poszczegoélne Sciezki: S — standard masy molekular-
nej; 1 - kontrola ujemna reakcji PCR (bez matrycy DNA); 2
13 —szczepy E. coli F18* (odpowiednio: hemolityczny i niehe-
molityczny); 4 — szczep C600 (kontrola ujemna); 5 — szczep
107/86 (kontrola dodatnia)



Tab. 1. Charakterystyka szczepéw E. coli uzytych do badan na obecno$¢ fimbrii F18

Liczba
szizepow Hemoliza
izolowanych i F6 F17

Antygen fimbrialny

Serotyp

0149:K91
O157:K?

O157:K?

0138:K81
0138:K81
0139:K82
0139:K82
0141:K85
| O141:K85

_ W MW N wowe
+
|
1
1
1
|

agarze z krwig. Badaniem makro-
skopowym wykazano, iz wigk-
szo$¢ izolatdw posiadata cechy
hemolityczne in vitro (tab. 1).
Wszystkie szczepy serotypu
0149:K91, posiadajace fimbrie
F4, wytwarzaly hemoliz¢ na
podtozu agarowym; réwniez
wiekszos¢ izolatow grupy
0157:K? byta hemolityczna (9
z 11 wyosobnionych szczepow).
Bakterie o cechach hemolitycz-
nych dominowaly takze wsrod
szczepOow pochodzacych z przy-
padkow choroby obrzekowe;

Pochodzenie szczepow
biegunka
biegunka

choroba obrzekowa
choroba u_h_riz_ékuwa

choroba obrzekowa

Tab. 2. Wyniki badan szczepéw E. coli w kierunku obecnosci
fimbrii F18, wykonane testami aglutynacji i PCR

Liczba szczepow
dodatnich w testach:

Liczba szezepdw

Serotyp badanych Hemaliza Aglutynagji
PCR
£0,* €O,

0149:K9N 9 + 2 2 2
0157:K? 9 + 6 5 8
O157:K? 2 - 2 1 2
0138:K81 9 + 7 6 8
0138:K81 1 - 0 0 0
0139:K82 3 + 3 2 3
0139:K82 2 = 2 2 2
0141:K85 3 + 2 2 3
0141:K85 1 = 0 0 0
Razem 39 24 20 | 28

Objasnienie: 1 — szczepy do badan inkubowano w atmosferze
wzbogaconej w 10% CO, lub w warunkach tlenowych (CO,")

0149:K91 (9 szczepéw). Wirod izolatow uzyskanych
od prosiat z objawami choroby obrzekowej stwierdzo-
no szczepy 3 grup serologicznych: O138:K8I,
0139:K82 oraz 0141:K85. Serotypy te, izolowane
przez innych autorow (20-22, 24) sa uznawane zwy-
kle za podstawowy czynnik etiologiczny tego scho-
rzenia. U wszystkich uzytych w obecne) pracy szcze-
pdw oznaczano wystgpowanie fimbrii adhezyjnych F4,
F5, F6, F17 i F41, uzywajac testu aglutynacji szkiel-
kowej i/lub ELISA. Stwierdzono obecnos¢ fimbrii F4,
wystepujacych tylko u wszystkich badanych szczepow
serotypu 0149:K91, pochodzacych od prosiat z bie-
gunka (tab. 1). Nie wykazano innych okreslanych w
pracy rodzajow fimbrii, zaréwno u szczepow izolo-
wanych od prosiat z biegunka jak tez wyosobnionych
z przypadkow choroby obrzgkowe;.

W kolejnym etapie pracy oznaczano zdolno$¢ ba-
danych szczepdw E. coli do wytwarzania hemolizy na

(tab. 1). W grupie tej stwierdzo-
no jednak 4 szczepy, ktére nie
wykazywaly zdolnosci lizy krwinek czerwonych w
uzytym podlozu wzrostowym; szczepy te reprezento-
waly wszystkie 3 izolowane serotypy. Jak podaja inni
autorzy (2,4, 25), hemolityczne szczepy E. coli sg czg-
sto izolowane z przypadkow kolibakteriozy prosiat, a
wytwarzana przez nie hemolizyna, ktorej rola w pato-
genezie biegunki jak i choroby obrzgkowej nie jest do
konica wyjasniona, uznawana jest za istotny wskaznik
chorobotwoérczosci. Rowniez w obecnych badaniach
stwierdzono, iz 33 spo$rod 39 wyosobnionych szcze-
pow (84,6%) miata zdolno$¢ uwalniania hemolizyn in
Vitro.

Nastepny etap pracy, stanowiacy istotg prezentowa-
nych badan, dotyczyt oznaczania zdolno$ci powierzch-
niowego wytwarzania fimbrii F18 lub tez obecnosci
genow kodujacych ekspresjg tego antygenu, przy uzy-
ciu odpowiednio testow aglutynacji i PCR. Fimbrie
F18 uwazane sg za istotny czynnik patogennosci szcze-
pow E. coli izolowanych od prosiat z objawami cho-
roby obrzekowej ale tez bywaja stwierdzane u bakte-
rii wyosobnionych z przypadkow biegunek na tle E.
coli, zwkaszcza u prosigt w okresie odsadzania od ma-
cior (22). Szczepy badano testem aglutynacji z suro-
wicami anty-F18, uzywajac dwoch podlozy (agar z
krwia i Iso-Sensitest z dodatkiem barwnikow), inku-
bujac posiewy w normalnej atmosferze jak tez z do-
datkiem 10% CO,. Stwierdzono, iz oba zastosowane
do badan podtoza bakteriologiczne wykazywaly jed-
nakowa zdolno$¢ indukcji ekspresji antygenu F18 u
badanych szczepow E. coli; zgodnos¢ wynikow aglu-
tynacji szkietkowej wykonanej z bakteriami hodowa-
nymi na tych podtozach wynosita 100%. Do dalszych
badan uzywano wiec fatwiej dostgpnego agaru z krwia.
Réznice ilosciowe w liczbie szczepow dodatnich wy-
stgpowaly natomiast gdy posiewy do badan inkubo-
wano w warunkach mikroaerofilnych i tlenowych.
Stwierdzono, iz inkubacja w obecnosci CO, wpltywa-
ta w korzystny sposob na wytwarzanie przez badane
szczepy antygenu F18, a tym samym na jego wykrycie
testem aglutynacji (tab. 2). W tym przypadku stwier-
dzono 24 (61,5%) szczepdw dodatnich po wzroscie w
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$rodowisku CO, podczas gdy hodowle Wykonane w
warunkach tlenowych daty 20 (51,3%) szczepdw z wy-
kazanym serologicznie antygenem F18; korelacja uzy-
skanych wynikow wynosita tylko 83,3%. Z badan
Wittiga 1 wsp. (22) wynika, iz obecnos¢ CO, przy in-
kubacji jest niezbedna do prawidtowej ekspresji fim-
brii F18 u szczepoéw E. coli. Autorzy podaja, iz steze-
nie gazu powinno wahac¢ si¢ migdzy 10-40%, w zalez-
nos$ci od serotypu szczepu badanego w kierunku fim-
brii F18. Rowniez, przynajmniej w nlektorych przy-
padkach, zastosowanie podtoza z ahzarynq 1 eozyng
mialo korzystny wptyw na wykrywanie in vitro szcze-
pow F18'. W obecnych badaniach wykazano dodatni
wplyw warunkéw mikroaerofilnych na optymalna eks-
presje fimbrii F18 jednak nie stwierdzono réznic w
wykrywalnosci tego antygenu w zaleznos$ci od uzyte-
go do badan podloza bakteriologicznego.

Wyniki uzyskane w odczynie aglutynacji poréwna-
no nastgpnie z rezultatami testu PCR, ktéorym mozna
wykaza¢ chromosomalne geny, odpowiedzialne za wy-
twarzanie podjednostki fedA fimbrii F18. Test PCR,
niezwykle czuty 1 swoisty, pozwala stwierdzi¢ odpo-
wiednie geny, a tym samym wykazaé szczepy dodat-
nie niezaleznie od warunkow inkubacji in vitro bada-
nych bakterii E. coli. W badaniach PCR stwierdzono,
iz 28 szczepow (71,8%) miato geny kodujace ekspre-
sje podjednostki fedA, a tym samym posiadato poten-
cjalng zdolno§¢ wytwarzania fimbrii F18. Na ryc. 1
przedstawiono przykladowo produkty amplifikacji
genowej (510 bp) badanych i kontrolnych szczepow
E. coli. Zgodnos$¢ wynikow testow aglutynacji, wyko-
nanej ze szczepami inkubowanymi w warunkach tle-
nowych jak i w atmosferze z dodatkiem 10% CO, oraz
badanymi metoda PCR wynosita odpowiednio 71,4%
185,7%. Wykazano, iz antygen F18 moze by¢ wytwa-
rzany zaroOwno przez szczepy hemolityczne E. coli jak
1 nie posiadajace cech hemolitycznych (tab. 2). Wittig
1 wsp. (22) stwierdzili réwnoczesne wytwarzanie he-
molizyny 1 fimbrii F18 u szczepow E. coli izolowa-
nych od prosiat odsadzonych od macior; nicktére ta-
kie szczepy wykazywaty jednak tendencje do utraty
tych cech patogennosci podczas przechowywania lub
wzrostu in vitro. W obecnych badaniach stwierdzono,
iz niektdre szczepy Hly posiadaty zdolno$¢ powierzch-
niowej ekspresji fimbrii F18 (stwierdzane testem aglu-
tynacji) lub tez mialy obecne geny kodujace ich wy-
twarzanie (stwierdzane testem PCR). Wykazano roéw-
niez, iz prawie wszystkie (10 z 11 szczepow badanych)
izolaty serotypu O157:K? jak tez 2 szczepy grupy
0149:K91, pochodzace od prosiat z biegunka, posia-
daly zdolno$¢ wytwarzania antygenu F18. Jest to sto-
sunkowo wysoki odsetek szczepéw dodatnich, nie
stwierdzany w badaniach innych autorow (5, 11, 22,
23). Nalezy jednak zaznaczy¢, iz liczba przebadanych
szczepOow nie byta duza i uzyskane wyniki moga nie
by¢ reprezentatywne. Stwierdzono takze, iz dwa he-
molityczne szczepy serotypu 0149:K91 wytwarzaty
rownoczesnie dwa rodzaje fimbrii: F4 i F18; informa-
cji takich brak jest w pracach innych autorow.

Whioski

1. Fimbrie F18 wystepuja u szczepdw E. coli izolo-
wanych zarowno z przypadkéw choroby obrzgkowej
jak 1 biegunki prosiat odsadzonych od macior.

2. Wykrywanie fimbrit F18 mozliwe jest testem aglu-
tynacji szkietkowej oraz metodg PCR.

3. Identyfikacja antygenu F18 metoda serologiczna,
zwlaszcza u szczepoéw inkubowanych w warunkach
tlenowych, moze dawa¢ wyniki falszywie ujemne.
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VITAUD C., SAVEY M.: Gabczasta encefalopatia
mozgu u geparda importowanego do Francji. (Spon-
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U samca geparda (Acinonyx jubatus) urodzonego we wrzesniu 1987 r. w
Wild Animal Park w Wielkiej Brytanii, wyeksportowanego do Francji w kwiet-
niu 1993 1., w grudniu 1996 r. stwierdzono gabczasta encefalopatie mozgu. Pierw-
szym objawem bylo porazenie konczyn tylnych, drgawki migsni glowy, ktdre
nastgpnie objgly cate cialo, oraz nadwrazliwosé na bodZce. Nastgpnie wystapily
trudnodci w poruszaniu sig zwierzgcia, obunizyla si¢ masa ciata przy zachowa-
nym apetycie. W styczniu 1997 r. zwierzg poddano eutanazji. Zmiany patolo-
giczne typowe dla gabczastej encefalopatii wystgpowaly w czgsci korowej i wzgo-
rzu mézgu. Badanie immunochemiczne z uzyciem przeciwcial monoklonalnych
(3F4) wykazato nagromadzenie PrP w neuropilu. Metoda immunoblotingu stwier-
dzono obecno$¢ biatka prionowego PrP res) o masie 27-30 kDa opomego na
dziatanie proteinazy K. Geparda karmiono migsem bydia niezdatnym do kon-
sumpcji oraz karma z dodatkiem maczki migsno-kostnej. Dieta nie zawierata
elementow osrodkowego uktadu nerwowego bydta.
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