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Presence of Shiga toxin genes in Escherichia coli strains from cows’ colimastitis

Summary

A hundred of E. coli strains from 86 cows with colimastitis were screened using the PCR method for the
presence of shiga toxin-producing Escherichia coli (STEC) genes. The procedure involved amplifying the stx
gene (stx1, stx2) and its variants (stx2c, stx2d, stx2e, stx2f) with primers described earlier by other authors.
The amplification reaction generated PCR products of molecular masses 348, 584, 124, 175, 303, 428 bp,
respectively, and 798 bp for 16S rRNA E. coli as an internal control. The presence of shiga toxin genes was
found in four strains (4%) and stx2, stx 2c and stx2e genes were stated. The study indicates that mastitis milk
can be potentially risky for human since it is an important source of shiga toxin-producing E. coli strains.
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Escherichia coli nalezy do tzw. patogenow srodowi-
skowych i wywotuje zapalenia gruczolu mlekowego,
ktore ze wzgledu na charakterystyczny, ostry przebieg,
okreslono nazwa colimastitis (6). Oprocz E. coli, do
coliforms zalicza si¢ gatunki z rodzaju Klebsiella
i Enterobacter, a takze inne paleczki z rodziny Entero-
bacteriaceae. Bakterie te wywotuja okoto 30-50%
ostrych zapalen wymienia w stadzie (2, 12, 17, 18, 26,
27). Moga one bytowa¢ w oborniku, $cidtce, glebie
1 zanieczyszczonej wodzie (7, 24). Najczesciej do za-
kazen na drodze galaktogennej dochodzi pod koniec
zasuszenia oraz w okresie porodu. Z tego powodu bez-
posrednio po porodzie oraz w okresie pierwszych 6 ty-
godni laktacji obserwuje sig¢ naj wigceej przypadkow co-
limastitis. Ostre postacie czg$cie] wystgpuja w miesia-
cach letnich, kiedy krowy podlegaja wplywom stresu
termicznego. Bardziej podatne na zakazenia sa krowy
o wysokiej wydajnosci (6, 18, 22).

Okoto 10% przypadkow colimastitis cechuje sig nad-
ostrym przebiegiem z silnie wyrazonymi objawaml
og6lnymi (goraczka, drgawki, utrata apetytu, poraze-
nia) i miejscowymi, co czgsto konczy si¢ ogranicze-
niem wydzielniczos$ci lub nawet §miercia zwierzgceia (5,
26, 31). Opisane zmiany spowodowane sa przez uwol-
niona endotoksyng oraz mediatory stanu zapalnego,
w tym TNF-alfa. Ostatnio coraz czg$ciej obserwuje si¢
zapalenia przewlekte, a nawet podkliniczne (2, 18).

Obecnos¢ bakterii oraz mediatorow procesu zapal-
nego w wydzielinie gruczotowej z ¢wiartek objetych
ostra postacia colimastitis nie stanowi zagrozenia dla
cztowieka ze wzgledu na przestrzeganie przez produ-
centow zakazu odstawiania (sprzedawania) mleka zmie-

nionego makroskopowo. Problemem jednak moga sta¢
si¢ zapalenia podkliniczne, spowodowane przez szcze-
py shiga-toksyczne (STEC — shiga toxin-producing
E. coli) nazywane réwniez verotoksycznymi (VTEC —
verotoxin E. coli). Szczepy te obok innych cech zjadli-
wosci, jak zdolnos¢ do adherencji czy produkcji ente-
rohemolizyn, charakteryzuja si¢ przede wszystkim wy-
twarzaniem cytotoksyn. Wyrdznia si¢ 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) 1 VT2e czyli
SLT-IIv (shiga-like toxin II variant), ktore struktural-
nie tworza holotoksyny ABS5 (toksyny kompletne). Geny
determinujace ich synteze wystepuja w genomie poje-
dynczo lub w uktadach, tworzac ré6zne kombinacje. To
znaczy, ze szczepy enterotoksyczne (EHEC — entero-
hemorrhagic E. coli) moga wytwarza¢ wszystkie trzy
toksyny jednoczesnie. Szczepy, ktore produkuja cyto-
toksyny sa chorobotworcze zarowno dla ludzi, jak i dla
zwierzat (8, 19, 20, 28). Cytotoksyczne szczepy E. coli
wywotuja u ludzi grozne zespoly chorobowe, takie jak:
krwotoczne zapalenie jelita grubego (HC — Haemor-
rhagic colitis), hemolityczny zespdt mocznicowy (HUS
— Haemolytic uraemic syndrome) i matoptytkowa pla-
mica zakrzepowa (TTP — Thrombotic thrombocytope-
nic purpura) (20, 28). Do tej pory nie brano pod uwage
zwiazku colimastitis z zachorowaniami ludzi. Wyste-
powanie shiga-toksycznych szczepdw Escherichia coli
w kale bydta mlecznego stwierdzono w wielu krajach —
migdzy innymi w Japonii, Kanadzie, Wielkiej Brytanii,
Wtoszech, Hiszpanii, Finlandii, Dani, Australii oraz
Brazylii (7, 8, 11, 13, 21, 28). Szczepy takie izolowano
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Tab. 1. Charakterystyka starterow zastosowanych w PCR do identyfikacji genéw STEC

wego w Kanadzie, Wielkosé Dostep

Niemczech, Wiel- | yapua Sekwencja (5'> 3) A"‘""":gwa“y b”k::ﬁ:: amplikonu | do Banku | Pi§miennictwo

kiej Brytanii, Bel- g g PCR (pz) | Genowego

gii, USA (8,9, 30) | p3p |cAGTTAATGTCGTGGCGAAGG ot 213-232 a8 | Jyioa7a | Cebula iwsp.

oraz z wydzieliny | LP31 |CACCAGACAATGTAACCGCTG 559-538 3)

zapalnej gruczotu | ps3 | ATCCTATTCCCRGGAGTTTACG 5 295-316 584 X07865 | Cebulaiwsp.

mlekowego w Ho- | LP44 |GCG TCA TCG TAT ACA CAG GAG C 881-859 3)

landii, Finlandii, | gypc.a |GCGGTTTTATTTGCATTAGT 1186-1205 Wang i wsp.

. stx2c 124 M59432
Izraelu, Nowej Ze- | stx2c-b | AGTACTCTTTTCCGGCCACT 1309-1290 (29)
landii 1 Brazylii (1, | sy4-a | GGTAAAATTGAGTTCTCTAAGTAT 1221-1244 Wang i wsp.
stx2d 175 AF043627

13-15, 23). Stx2d-b | CAGCAAATCCTGAACCTGACG 1395-1375 (29)
Celem, badan | gype-a | ATGAAGTGTATATTGTTARAGTGGA . 204-228 e M36727 | Wangiwsp.

bylo okreslenie ge- | Stx2e-b | AGCCACATATAAATTATTTCGT 506-485 (29)

now odpowiedzial- | 428.1 | AGATTGGGCGTCATTCACTEETTG ot 519-543 28 | Atg7ao | Schmidtiwsp.

nych za wytwarza- | 128-2 | TACTTTAATGGCCGCCCTGTCTCC 946-923 (25)

nie toksyn Shiga | 4e5.r | agaGTTTGATCATGGCTCAG 168 rRNA 8-27 108 Jotgsg | Eresmann

w szczepach E. coli, | 16S-R |GGACTACCAGGGTATCTAAT 805-798 i wsp. (4)

wyizolowanych
z wydzieliny gruczolu mlekowego u krow.

Materiat i metody

Badaniom poddano 100 szczepow Escherichia coli, ktore
wyizolowano z wydzieliny 100 ¢wiartek wymienia wykazuja-
cych kliniczne objawy mastitis lub dodatni wynik TOK u 86
krow. Badania bakteriologiczne wykonano przy uzyciu metod
fenotypowych, ktore uwzglednialy morfologi¢ kolonii na aga-
rze z krwia, barwienie metoda Grama oraz posiewy na podtoze
agarowe McConkeya z sorbitolem (16). Do szczegdtowego
rozpoznania E. coli zastosowano testy API 20E (bioMérieux).
Objawy kliniczne i zmiany w mleku opisywano w czasie po-
bierania probek wydzieliny. Przypadki zapalen klasyfikowano
jako kliniczne Iub podkliniczne. Liczbg komodrek somatycz-
nych (Iks) okreslano przy uzyciu aparatu Fossomatic (Foss-
—Electric, Hillerad, Dania).

Wykrywanie shiga-toksycznych szczepow E. coli przepro-
wadzono przez amplifikacj¢ klasyczna technika PCR fragmen-
tow genow stx odpowiedzialnych za ekspresjg roznych odmian
(Stx1, Stx2) 1 wariantéw (Stx2c, Stx2d, Stx2e, Stx2f) toksyny
Shiga. Szczepy kontrolne dodatnie otrzymano z Zakfadu Hi-
gieny ZywnoS$ci Pochodzenia Zwierzgcego PIWet — PIB w Pu-
tawach, nr: 389 dla Stx1, 391 — Stx2, 414 — Stx2c, 415 — Stx2d,
417 — Stx2e, 432 — Stx2f, a kontrolg ujemna stanowit 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 uzyto DNA uzyskanego przez za-
wieszenie 4 kolonii w 100 pl wody redestylowanej wolnej od
DNaz i RNaz (Promega). Nastgpnie zawiesing ogrzewano
w temp. 96°C przez 10 min. i odwirowywano. Otrzymany su-
pernatant stanowil Zrodto matrycowego DNA.

Reakcje tancuchowa polimerazy wykonano w 20 pl mie-
szaniny sktadajacej si¢ z: 0,4 ul mieszaniny nukleotydow dNTP
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP) kazdego w koncentracji 10 mM;
2,0 pl buforu optymalizujacego reakcje (5 % Green

rze (Biometra), stosujac nastgpujace parametry: denaturacja
wstepna w 94°C przez 5 min., nastgpnie 30 cykli sktadajacych
si¢ z 94°C — 1 min., 55°C — 1 min. i 72°C — 2 min. oraz wydtu-
zanie koncowe w temp. 72°C w ciagu 5 min.

Produkt amplifikacji rozdzielano elektroforetycznie w 1,5%
zelu 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$¢ dwoch pro-
duktow amplifikacji, tj. charakterystycznego dla danej toksy-
ny Shiga (jej odmiany czy wariantu) oraz drugiego typowego
dla genu 16S rRNA E. coli w postaci prazka o masie 798 pz.

Wyniki i omowienie

Badane szczepy Escherichia coli pochodzity z kli-
nicznych (86%) 1 podklinicznych (14%) przypadkow
mastitis u krow (tab. 2). U 4 szczepow stwierdzono
obecnos¢ genow stx. Dwa szczepy byly przyczyna
ostrych zapalen, z ktorych: jeden zawieral dwa geny;
stx2 1 stx2c, a drugi gen stx2e. Dwa izolaty pochodzity
z podklinicznych zapalen wymienia (304 tys. 1443 tys.
komorek somatycznych/ml) i zawieraty gen stx2e.
W wewngtrznej kontroli gen 16S rRNA E. coli byt obec-
ny we wszystkich badanych szczepach, co potwierdza
jako$¢ amplifikowanego DNA, jak roéwniez prawidto-
wos¢ warunkow PCR.

Rézne geny zwiazane z wirulencja szczepow E. coli,
izolowanych z wydzieliny zapalnej gruczotu mlekowe-
go byly juz opisane w innych krajach. Kaipainen i wsp.
(10), badajac 273 szczepy wyizolowane z klinicznych
mastitis na fermach kréw mlecznych w Finlandii i Izra-
elu, stwierdzil obecno$¢ genow odpowiedzialnych za

GoTag®Flexi Buffer — Promega); 0,5 U termosta- ap, 2, Wystepowanie genow STEC w izolatach E. coli z wymienia

bilnej polimerazy (Promega); 1,2 ul 25 mM MgCl;

0,1 pl starterow (stx1, stx2, stx2c, stx2d, stx2f'i 16S Postaé Liczba Wykazane geny

rRNA) lub 0,2 ul starteréw stx2e; 1,0 pl matrycowe- mastitis | s262epOW | sty | stx2 | stx2c | stx2d | stx2e | stx2f | stx2,stx2c
go DNA, uzupelnionej woda do koncowej objgtosci.

Charakterystyke uzytych starteréw podano w tab. 1. |Kliniczna 86 0 0 0 0 1 0 1
Dla wewngtrznej kontroli przebiegu PCR zastosowa- |podkliniczna 14 0 0 0 0 2 0 0

no startery dla genu 16S rRNA E. coli. Reakcje am-

plifikacji wykonano w automatycznym termocykle- Razem 100 0 0 0 0 3 0 !
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Ryec. 1. Szczepy E. coli zawierajace geny toksyn Shiga
Objasnienia: 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

takie czynniki wirulencji, jak fimbrie (17, afa, pap, cnf,
sfa), aerobaktyna (aer), lipoproteina TraT (traT) oraz
cytotoksyczny czynnik martwicy (cnf). W Nowej Ze-
landii (1) najczesciej wykrywanym genem wirulencji
byt stx1 (31% szczepdw) 1 kolejno cnf2 (7,5%), stx2e
(6,25%) oraz eaeA — kodujacy intyming (4%). W Bra-
zylii STEC szczepy stanowily 12,8% wsrod izolatow
E. coli z wydzieliny zapalnej i zaw1era1y nastepujace
geny: stx1, stx2 i eacA (15).

W badaniach epidemiologicznych w Holandii szczepy
izolowane z przypadkow klinicznych mastitis charak-
teryzowaiy si¢ duza zmiennoscia genotypowa. Wedlug
Lipmana i wsp. (14), roznorodno$¢ obserwowanych fe-
notypow i genotypow wskazuje na zakazenia krow
szczepami pochodzacymi ze Srodowiska zwierzecia,
a nie wskutek przenoszema sig z zakazonego gruczohu
na zdrowy. Przyjeto, ze zrodtem szczepow patogennych
dla cztowieka jest kat zwierzat, a bydto uwazane jest za
gléwny rezerwuar shiga-toksycznych szczepow E. coli
(3, 30). Szczepy zawierajace geny eae, stx1 i stx2 izo-
lowano z katlu bydta na fermach w Finlandii (13).

Przeprowadzone badania wskazuja na wystegpowa-
nie szczepoOw shiga-toksycznych w mleku od krow
z zapaleniami wymienia, co stanowi potencjalne zrod-
to zakazenia ludzi. Stad potrzebna jest stata kontrola
wystepowania szczepow STEC w mleku w celu przy-
gotowania dziatan zapobiegawczych. Szczegotowe
i szybkie rozpoznanie tych szczepdw jest tez niezbed-
ne dla postgpu w strategii profilaktyki i leczenia coli-
mastitis.
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