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Escherichia coli nale¿y do tzw. patogenów �rodowi-
skowych i wywo³uje zapalenia gruczo³u mlekowego,
które ze wzglêdu na charakterystyczny, ostry przebieg,
okre�lono nazw¹ colimastitis (6). Oprócz E. coli, do
coliforms zalicza siê gatunki z rodzaju Klebsiella
i Enterobacter, a tak¿e inne pa³eczki z rodziny Entero-
bacteriaceae. Bakterie te wywo³uj¹ oko³o 30-50%
ostrych zapaleñ wymienia w stadzie (2, 12, 17, 18, 26,
27). Mog¹ one bytowaæ w oborniku, �ció³ce, glebie
i zanieczyszczonej wodzie (7, 24). Najczê�ciej do za-
ka¿eñ na drodze galaktogennej dochodzi pod koniec
zasuszenia oraz w okresie porodu. Z tego powodu bez-
po�rednio po porodzie oraz w okresie pierwszych 6 ty-
godni laktacji obserwuje siê najwiêcej przypadków co-
limastitis. Ostre postacie czê�ciej wystêpuj¹ w miesi¹-
cach letnich, kiedy krowy podlegaj¹ wp³ywom stresu
termicznego. Bardziej podatne na zaka¿enia s¹ krowy
o wysokiej wydajno�ci (6, 18, 22).

Oko³o 10% przypadków colimastitis cechuje siê nad-
ostrym przebiegiem z silnie wyra¿onymi objawami
ogólnymi (gor¹czka, drgawki, utrata apetytu, pora¿e-
nia) i miejscowymi, co czêsto koñczy siê ogranicze-
niem wydzielniczo�ci lub nawet �mierci¹ zwierzêcia (5,
26, 31). Opisane zmiany spowodowane s¹ przez uwol-
nion¹ endotoksynê oraz mediatory stanu zapalnego,
w tym TNF-alfa. Ostatnio coraz czê�ciej obserwuje siê
zapalenia przewlek³e, a nawet podkliniczne (2, 18).

Obecno�æ bakterii oraz mediatorów procesu zapal-
nego w wydzielinie gruczo³owej z æwiartek objêtych
ostr¹ postaci¹ colimastitis nie stanowi zagro¿enia dla
cz³owieka ze wzglêdu na przestrzeganie przez produ-
centów zakazu odstawiania (sprzedawania) mleka zmie-

nionego makroskopowo. Problemem jednak mog¹ staæ
siê zapalenia podkliniczne, spowodowane przez szcze-
py shiga-toksyczne (STEC � shiga toxin-producing
E. coli) nazywane równie¿ verotoksycznymi (VTEC �
verotoxin E. coli). Szczepy te obok innych cech zjadli-
wo�ci, jak zdolno�æ do adherencji czy produkcji ente-
rohemolizyn, charakteryzuj¹ siê przede wszystkim wy-
twarzaniem cytotoksyn. Wyró¿nia siê zasadniczo trzy
cytotoksyny wytwarzane przez vero-cytotoksyczne
szczepy E. coli: VT1 czyli SLT-I (shiga-like toxin I);
VT2 czyli SLT-II (shiga-like toxin II) i VT2e czyli
SLT-IIv (shiga-like toxin II variant), które struktural-
nie tworz¹ holotoksyny AB5 (toksyny kompletne). Geny
determinuj¹ce ich syntezê wystêpuj¹ w genomie poje-
dynczo lub w uk³adach, tworz¹c ró¿ne kombinacje. To
znaczy, ¿e szczepy enterotoksyczne (EHEC � entero-
hemorrhagic E. coli) mog¹ wytwarzaæ wszystkie trzy
toksyny jednocze�nie. Szczepy, które produkuj¹ cyto-
toksyny s¹ chorobotwórcze zarówno dla ludzi, jak i dla
zwierz¹t (8, 19, 20, 28). Cytotoksyczne szczepy E. coli
wywo³uj¹ u ludzi gro�ne zespo³y chorobowe, takie jak:
krwotoczne zapalenie jelita grubego (HC � Haemor-
rhagic colitis), hemolityczny zespó³ mocznicowy (HUS
� Haemolytic uraemic syndrome) i ma³op³ytkowa pla-
mica zakrzepowa (TTP � Thrombotic thrombocytope-
nic purpura) (20, 28). Do tej pory nie brano pod uwagê
zwi¹zku colimastitis z zachorowaniami ludzi. Wystê-
powanie shiga-toksycznych szczepów Escherichia coli
w kale byd³a mlecznego stwierdzono w wielu krajach �
miêdzy innymi w Japonii, Kanadzie, Wielkiej Brytanii,
W³oszech, Hiszpanii, Finlandii, Dani, Australii oraz
Brazylii (7, 8, 11, 13, 21, 28). Szczepy takie izolowano
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tak¿e z mleka suro-
wego w Kanadzie,
Niemczech, Wiel-
kiej Brytanii, Bel-
gii, USA (8, 9, 30)
oraz z wydzieliny
zapalnej gruczo³u
mlekowego w Ho-
landii, Finlandii,
Izraelu, Nowej Ze-
landii i Brazylii (1,
13-15, 23).

Celem badañ
by³o okre�lenie ge-
nów odpowiedzial-
nych za wytwarza-
nie toksyn Shiga
w szczepach E. coli,
wy izo lowanych
z wydzieliny gruczo³u mlekowego u krów.

Materia³ i metody
Badaniom poddano 100 szczepów Escherichia coli, które

wyizolowano z wydzieliny 100 æwiartek wymienia wykazuj¹-
cych kliniczne objawy mastitis lub dodatni wynik TOK u 86
krów. Badania bakteriologiczne wykonano przy u¿yciu metod
fenotypowych, które uwzglêdnia³y morfologiê kolonii na aga-
rze z krwi¹, barwienie metod¹ Grama oraz posiewy na pod³o¿e
agarowe McConkeya z sorbitolem (16). Do szczegó³owego
rozpoznania E. coli zastosowano testy API 20E (bioMérieux).
Objawy kliniczne i zmiany w mleku opisywano w czasie po-
bierania próbek wydzieliny. Przypadki zapaleñ klasyfikowano
jako kliniczne lub podkliniczne. Liczbê komórek somatycz-
nych (lks) okre�lano przy u¿yciu aparatu Fossomatic (Foss-
�Electric, Hillerød, Dania).

Wykrywanie shiga-toksycznych szczepów E. coli przepro-
wadzono przez amplifikacjê klasyczn¹ technik¹ PCR fragmen-
tów genów stx odpowiedzialnych za ekspresjê ró¿nych odmian
(Stx1, Stx2) i wariantów (Stx2c, Stx2d, Stx2e, Stx2f) toksyny
Shiga. Szczepy kontrolne dodatnie otrzymano z Zak³adu Hi-
gieny ¯ywno�ci Pochodzenia Zwierzêcego PIWet � PIB w Pu-
³awach, nr: 389 dla Stx1, 391 � Stx2, 414 � Stx2c, 415 � Stx2d,
417 � Stx2e, 432 � Stx2f, a kontrolê ujemn¹ stanowi³ szczep
E. coli O157:H7 � VT(N) � NCTC 12900.

Bakterie do izolacji DNA inkubowano na agarze LB w temp.
37°C przez 18 h. Do PCR u¿yto DNA uzyskanego przez za-
wieszenie 4 kolonii w 100 µl wody redestylowanej wolnej od
DNaz i RNaz (Promega). Nastêpnie zawiesinê ogrzewano
w temp. 96°C przez 10 min. i odwirowywano. Otrzymany su-
pernatant stanowi³ �ród³o matrycowego DNA.

Reakcjê ³añcuchow¹ polimerazy wykonano w 20 µl mie-
szaniny sk³adaj¹cej siê z: 0,4 µl mieszaniny nukleotydów dNTP
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP) ka¿dego w koncentracji 10 mM;
2,0 µl buforu optymalizuj¹cego reakcjê (5 × Green
GoTag®Flexi Buffer � Promega); 0,5 U termosta-
bilnej polimerazy (Promega); 1,2 µl 25 mM MgCl

2
;

0,1 µl starterów (stx1, stx2, stx2c, stx2d, stx2f i 16S
rRNA) lub 0,2 µl starterów stx2e; 1,0 µl matrycowe-
go DNA, uzupe³nionej wod¹ do koñcowej objêto�ci.
Charakterystykê u¿ytych starterów podano w tab. 1.
Dla wewnêtrznej kontroli przebiegu PCR zastosowa-
no startery dla genu 16S rRNA E. coli. Reakcjê am-
plifikacji wykonano w automatycznym termocykle-

rze (Biometra), stosuj¹c nastêpuj¹ce parametry: denaturacja
wstêpna w 94°C przez 5 min., nastêpnie 30 cykli sk³adaj¹cych
siê z 94°C � 1 min., 55°C � 1 min. i 72°C � 2 min. oraz wyd³u-
¿anie koñcowe w temp. 72°C w ci¹gu 5 min.

Produkt amplifikacji rozdzielano elektroforetycznie w 1,5%
¿elu agarozowym w buforze TBE z dodatkiem bromku etydy-
ny. Wizualizacji dokonano w systemie video ImageMaster�
VDS (Amersham Pharmacia Biotech). W przypadku ekspresji
jednej z badanych toksyn, obserwowano obecno�æ dwóch pro-
duktów amplifikacji, tj. charakterystycznego dla danej toksy-
ny Shiga (jej odmiany czy wariantu) oraz drugiego typowego
dla genu 16S rRNA E. coli w postaci pr¹¿ka o masie 798 pz.

Wyniki i omówienie
Badane szczepy Escherichia coli pochodzi³y z kli-

nicznych (86%) i podklinicznych (14%) przypadków
mastitis u krów (tab. 2). U 4 szczepów stwierdzono
obecno�æ genów stx. Dwa szczepy by³y przyczyn¹
ostrych zapaleñ, z których: jeden zawiera³ dwa geny;
stx2 i stx2c, a drugi gen stx2e. Dwa izolaty pochodzi³y
z podklinicznych zapaleñ wymienia (304 tys. i 443 tys.
komórek somatycznych/ml) i zawiera³y gen stx2e.
W wewnêtrznej kontroli gen 16S rRNA E. coli by³ obec-
ny we wszystkich badanych szczepach, co potwierdza
jako�æ amplifikowanego DNA, jak równie¿ prawid³o-
wo�æ warunków PCR.

Ró¿ne geny zwi¹zane z wirulencj¹ szczepów E. coli,
izolowanych z wydzieliny zapalnej gruczo³u mlekowe-
go by³y ju¿ opisane w innych krajach. Kaipainen i wsp.
(10), badaj¹c 273 szczepy wyizolowane z klinicznych
mastitis na fermach krów mlecznych w Finlandii i Izra-
elu, stwierdzi³ obecno�æ genów odpowiedzialnych za

Tab. 2. Wystêpowanie genów STEC w izolatach E. coli z wymienia
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Tab. 1. Charakterystyka starterów zastosowanych w PCR do identyfikacji genów STEC
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takie czynniki wirulencji, jak fimbrie (f17, afa, pap, cnf,
sfa), aerobaktyna (aer), lipoproteina TraT (traT) oraz
cytotoksyczny czynnik martwicy (cnf). W Nowej Ze-
landii (1) najczê�ciej wykrywanym genem wirulencji
by³ stx1 (31% szczepów) i kolejno cnf2 (7,5%), stx2e
(6,25%) oraz eaeA � koduj¹cy intyminê (4%). W Bra-
zylii STEC szczepy stanowi³y 12,8% w�ród izolatów
E. coli z wydzieliny zapalnej i zawiera³y nastêpuj¹ce
geny: stx1, stx2 i eaeA (15).

W badaniach epidemiologicznych w Holandii szczepy
izolowane z przypadków klinicznych mastitis charak-
teryzowa³y siê du¿¹ zmienno�ci¹ genotypow¹. Wed³ug
Lipmana i wsp. (14), ró¿norodno�æ obserwowanych fe-
notypów i genotypów wskazuje na zaka¿enia krów
szczepami pochodz¹cymi ze �rodowiska zwierzêcia,
a nie wskutek przenoszenia siê z zaka¿onego gruczo³u
na zdrowy. Przyjêto, ¿e �ród³em szczepów patogennych
dla cz³owieka jest ka³ zwierz¹t, a byd³o uwa¿ane jest za
g³ówny rezerwuar shiga-toksycznych szczepów E. coli
(3, 30). Szczepy zawieraj¹ce geny eae, stx1 i stx2 izo-
lowano z ka³u byd³a na fermach w Finlandii (13).

Przeprowadzone badania wskazuj¹ na wystêpowa-
nie szczepów shiga-toksycznych w mleku od krów
z zapaleniami wymienia, co stanowi potencjalne �ród-
³o zaka¿enia ludzi. St¹d potrzebna jest sta³a kontrola
wystêpowania szczepów STEC w mleku w celu przy-
gotowania dzia³añ zapobiegawczych. Szczegó³owe
i szybkie rozpoznanie tych szczepów jest te¿ niezbêd-
ne dla postêpu w strategii profilaktyki i leczenia coli-
mastitis.
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Ryc. 1. Szczepy E. coli zawieraj¹ce geny toksyn Shiga
Obja�nienia: 1 � szczep nr 41 (dodatni stx2); 2 � szczep kontrol-
ny stx2; 3 � szczep nr 41 (dodatni stx2c); 4 � szczep kontrolny
stx2c; 5 � szczep nr 59 (dodatni stx2e); 6 � szczep nr 60 (dodatni
stx2e); 7 � szczep nr 144 (dodatni stx2e); 8 � szczep kontrolny
stx2e; M � standard masy molekularnej � 50 pz

S16 rRNA – 798 pz
Stx 2 – 584 pz

Stx 2e – 303 pz

Stx 2c – 124 pz
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