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Identyfikacja fimbrii adhezyjnych w szczepach Escherichia coli
za pomocq PCR oraz metody aglutynacji szkielkowej

Identification of Fimbrial Adhesins in Escherichia Coli Strains by PCR and
Slide Agglutination Methods

Escherichia coli jest nie tylko normalnym skladnikiem flory jelitowej u
zwierzat, ale rowniez czynnikiem chorobotwoérczym. Wsréd szczepéw patogen-
nych dla §win wyrdznia si¢ wywotujace infekcje jelitowe, takie jak biegunka czy
choroba obrzekowa i enterotoksyczne (ETEC). Szczepy ETEC, aby indukowaé
biegunke, musza najpierw skolonizowa¢ jelito cienkie. Kolonizacja jelita odby-
Wa si¢ poprzez bakterie chorobotworcze, posiadajace zdolnos¢ adhezji do jelita
cienkiego za pomoca fimbrii [3]. Pierwsza fimbria adhezyjna opisana dla szcze-
péw ETEC wyosobnionych od prosiat z biegunka byta F4 (K88). P6zniej stoso-
Wano testy serologiczne, réznicujace trzy typy fimbrii : K88-K88ab, K88ac i
K88ad [1]. Oprécz antygenéw fimbrii F4 zidentyfikowano inne fimbrie adhe-
zyjne ETEC, izolowane od prosiat z objawami biegunki, m.in. F5, przy czym
typ F4 jest czesto kojarzony z biegunka prosiat oseskow i okresu odsadzania od
Maciory, natomiast F5, F6 i F41 sa zwykle wyosobnione od prosiat oseskow z
objawami biegunkowymi. Wigkszos¢ szczepow E. coli z fimbriami adhezyjnymi
F5, F6 i F41 wykazuje charakter niekrwotoczny, za$ szczepy F4+ sa zazwyczaj
krwotoczne. Szczepy E. Coli, posiadajace zdolnosé ekspresji antygenu F4, wy-

Niniejsza praca zostala wykonana w ramach stypendium VEGA 1/8025/01 Stowackiej Agencji Stypendiéw
Oraz wewngtrznego stypendium Uniwersytetu Medycyny Weterynaryjnej w Koszycach (Slowacja).
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wotujg dotkliwsze objawy biegunkowe u osobnikéw miodszych (w wieku 1-5
dni), natomiast szczepy nie-F4 wywoluja tagodniejsze biegunki u starszych pro-
siat, tj. w wieku 4—14 dni [6].

W celu wykrycia fimbrii adhezyjnych stosuje si¢ rozne testy, m.in. metode
aglutynacji szkietkowej lub lateksowej, test ELISA, a takze metode immunofluore-
scencyjna z uzyciem adsorbowanych, poliklonalnych i monoklonalnych przeciwciat
antyfimbriowych [8]. Metoda aglutynacji szkietkowej jest najprostsza, najczesciej
stosowana i zalezy od ekspresji fimbrii. Ostatnio, w sytuacji fatwego dostepu do ich
sekwencji genowych, powszechnie i w coraz wigkszym stopniu do wykrywania
obecnosci czynnika zjadliwodci szczepéw E. coli  stosuje si¢ metody genetyczne.
Wsrdd tych metod test PCR wyr6znia si¢ czuloscia i szybko$cia, umozliwiajacymi
dokonanie identyfikacji gen6w fimbrii w ciagu kilku godzin.

Celem niniejszych badan bylo okreslenie zastosowania testu PCR do wy-
krywania genéw kodujacych fimbrie F4, F5, F6 i F41 w szczepach E. coli, wy-
osobnionych od prosiat z biegunka w réznych regionach Stowacji. Réwnocze-
snie okreslono zdolnosci tych szczepéw do ekspresji hemolizyn.

MATERIAL I METODY

W pracy wykorzystano nastgpujace szczepy referencyjne E. coli : E. coli 298: K88+ (F4),
329:K99 (F5), 318:987P_(F6) oraz 320: F41+ otrzymane z PIWet w Pulawach:; E. coli
G491:K88ac+, E. coli K88ad+ otrzymane z VRI, Brno, Rep. Czeska; E. coli M1:K88ab+. Apato-
gennego szczepu laboratoryjnego E. coli HB101 uzyto jako szczepu ujemnego [3].

Badanie obejmowalo sto osiemdziesiat cztery szczepy E. coli, wyosobnione od prosiat ose-
skéw (w wieku 1-28 dni) pochodzacych z nieszczepionych stad z réznych rejonéw Stowacji.
Szczepy wyizolowano z tresci jelitowej martwych zwierzat oraz wymazéw z odbytnicy prosiat z¢
schorzeniem biegunkowym. Badania prowadzono w Pafistwowych Instytutach Weterynaryjnych w
Bratystawie, Nitrze i Zwoleniu, Katedrze Higieny Zywnosci i Technologii Universytetu w Koszy-
cach w latach 2001-2002. Prébki posiewano bezposrednio na agar MacConkeya (Oxoid, Anglia),
za$ otrzymane kolonie identyfikowano przy uzyciu standardowego zestawu biochemicznego-
Pojedyncze kolonie przeznaczone do testu PCR posiano na agar LB i inkubowano w 37°C przez
18 h.

Uzyskane kolonie posiano na agar z krwia (Oxoid, Anglia), uzupelniony erytrocytami owcy do
uzyskania stgzenia 5% i inkubowano w 37°C przez 18h. Aktywno$é hemolityczna zostata okreslo-
na wzrokowo. Surowice przeciwko antygenom fimbriowym F4ab, F4ac, F4ad, F5, F6 i F41 zo-
staly uzyskane z krélikéw wedtug metody Edwardsa i Ewinga, cyt. za [3].

[zolaty terenowe E. coli badano w kierunku fimbrii adhezyjnych F4ab, F4ac, F4ad, F5, F6 i
F41, stosujac aglutynacje szkietkowa opisang przez Holodg¢ i wsp. [3]. Testy na F4 i F6 wykonano
na koloniach wyhodowanych na agarze z dodatkiem 5% krwi owcy, natomiast F5 i F41 na agarze
Minca z Isovitalex cyt. za [3].

Wykonano wykrywanie fimbrii adhezyjnych F4, F5, F6 i F41 przy uZyciu polimerazowej re-
akcji laficuchowej, a takze amplifikacj¢ bakteryjnego DNA wedlug opisu Ojeniyi i wsp. [7];
Holody i wsp., [3] oraz Vu-khac i wsp. [10]. Produkty PCR okre$lono testem elektroforezy, sto-
sujac 1,5 lub 2% zel agarozowy w buforze TAE. DNA bylo analizowane w $wietle UV po uprzed-
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nim zabarwieniu bromkiem etydyny (st¢zenie 0,5 ug/ml). Jako standardu masy molekularnej uzyto
markera DNA — 100 pz DNA. Oceng produktéw PCR na zelu przeprowadzono za pomoca systemu
Kodak Digital Science.

OMOWIENIE WYNIKOW

Hodowle na agarze z krwia 184 izolatéw terenowych E.coli uzyskanych od
prosiat ze schorzeniem biegunkowym wykazaty, ze u 129 (70,1%) z nich wysta-
pita beta-hemoliza. Hemolizg stwierdzono we wszystkich 65 izolatach pozytyw-
nych na fimbrie adhezyjne F4, natomiast wszystkie szczepy pozytywne na F5+ i
F6+ nie wykazywaly charakteru hemolizyny. Brak hemolizy zostal réwniez
potwierdzony w dwoch szczepach wytwarzajacych adhezyny F5 i F41.

b cdefonijkim

Ryc. 1. Test elektroforezy na zelu agarozowym — PCR do wykrywania genéw kodujacych fimbrie
w szczepach E. coli. Od lewej do prawej: a— 100 bp drabinka; b — F4 kontrola dodatnia;
¢, d, e — F4 pole dodatniej izolacji; f— F5 kontrola dodatnia; g, h — F5 pole dodatniej izolacji;
i — F6 kontrola dodatnia; j, k — F6 pole dodatniej izolacji; | — F41 kontrola dodatnia;
m, n - F41 pole dodatniej izolacji; o — kontrola ujemna

Agarose gel electrophoresis of PCR-amplified E. Coli DNA products. From left to right line:

a= 100 bp ladder; b — F4 positive control; ¢, d, e — F4 positive field isolates; f— F5 positive con-
trol; g, h = F5 positive field isolates; i — F6 positive control; j, k — F6 positive field isolates;
1 - F41 positive control; m, n — F41 positive field isolates; o — negative control
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Tabela. 1. Poréwnanie aglutynacji szkietkowej i PCR do wykrywania fimbrii adhezyjnych
wsrdd szczepu E.coli 184 wyizolowanego od prosiat z biegunka
A comparison of slide agglutination and PCR for detection of fimbrial adhesins among 184 E. coli
strain isolated from diarrhoeic piglets

Fimbrie Liczba szczepéw
aglutynacyjno-pozytywne PCR - pozytywne

F4ab 1 3

Fdac 53 62

F4ad 0 0

F3 (tylko) 4 4

F6 (tylko) 4 9 %
F41 (tylko) 0 0
F41+F5 1 B

F* 121 105
Razem 184 184

*Negatywne dla F4, F5, F6i F41

Wykonano analiz¢ 184 szczepéw E. coli, wyosobnionych od prosiat z obja-
wami biegunkowymi na obecnosé antygenéw fimbriowych F4, F5, F6 i F4l,
stosujac test PCR (ryc. 1) i aglutynacj¢ szkietkowa. Uzyskane wyniki przedsta-
wiono w tabeli 1. Stwierdzono, ze w wykrywaniu wszystkich badanych fimbrii
PCR jest o wiele bardziej czuta niz test aglutynacji szkietkowej. Stwierdzono, z€
szesnascie szczepéw byto PCR-pozytywnych i aglutynacjo-ujemnych, natomiast
zaden ze szczepow nie okazal si¢ aglutynacjo-pozytywny, a PCR-ujemny. Me-
toaa PCR antygen fimbriowy F4 zostal wykryty w 65 ze 184 badanych szcze-
pow, a jedynie 55 szczepéw wykazalo reakcje z surowica odpornosciowa F4.

Analiza produktéw amplifikacji PCR, przeprowadzona za pomocg endonu-
kleaz restrykcyjnych, wykazata, ze trzy sposréd 65 F4+ pozytywnych izolatow
posiadaly cechy charakterystyczne genotypu F4ab, za§ 62 — cechy genotypt
F4ac. Co wigcej, zaden z izolatéw nie zostal okreslony jako genotyp F4ad. W
przypadku antygenu fimbriowego F6 dziewig¢ z 184 izolatéw amplifikowano Z
uzyciem pary starteréw dla F6, zas stosujac aglutynacje szkietkowa tylko cztery
szczepy okazaly si¢ pozytywne dla F6. Sposrod badanych 184 szczepow cztery
wytwarzajace antygen fimbriowy F5 daty wynik pozytywny w reakcji PCR i
aglutynacji szkietkowej. Dwa szczepy posiadaly geny dla antygenéw fimbrio-
wych F5 i F41, ale tylko jeden szczep reagowal wylacznie z surowica odporno-
$ciowa, za$ juz zaden z nich nie wchodzit w reakcje z surowica F41.

Biorac pod uwagg czynnik chorobotworczosci czterech fimbrii adhezyjnych
antygen fimbriowy F4 uznano za najbardziej chorobotworczy. Jego obecnos¢
stwierdzono w 65 szczepach, co stanowito 35.5%, natomiast fimbrie adhezyjn®
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F6, F5 i F41+F5 wykryto metoda PCR w dziewigciu szczepach, tj. 5%, i w dwa
izolatach metoda aglutynacji szkietkowej, co stanowito 1%.

Wyniki wlasne badan wskazuja na stosunkowo wysoka wrazliwos¢ polime-
razowej reakcji tancuchowej (PCR) w poréwnaniu z czgéciej uzywana metoda
aglutynacji szkietkowej do wykrywania kazdego z antygenéw fimbrialnych F4,
F5, F6 i F41. W przypadku F41 ustalono, ze antygen fimbrialny F41 nie by}
notowany w dwoch szczepach do czasu zastosowania testu PCR. To ustalenie
potwierdzito obserwacje o braku wrazliwosci testu aglutynacji szkietkowej w
kierunku antygenu fimbrialnego F41, spowodowanego maskowaniem przez
material otoczkowy [4]. Takie rezultaty testu aglutynacji szkietkowej wynikaty
prawdopodobnie ze slabej ekspresji fimbrii in vitro, natomiast pozytywnos¢
testu PCR odzwierciedlala si¢ w genomowej strukturze szczepéw. Podobnie
czuto$é testu aglutynacji szkietkowej w kierunku wykrywania F6 byla nizsza niz
testu PCR. Jedynie okolo polowy szczepéw F6 PCR-pozytywnych reagowata z
surowica odpornosciowg F6. Czulo$¢ testu aglutynacji szkietkowej przy wy-
krywaniu F6 byta prawdopodobnie bezposrednio zwiazana z proporcja komérek
produkujacych fimbrie, ale jako ze proporcja komérek F6-pozytywnych rzadko
byta nizsza niz 20%, wigkszo$é ze szczepéw F6-pozytywnych nie byta wykry-
wana przez aglutynacje szkietkowa. Wedlug Nagy i wsp. [6] szczepy wytwa-
rzajace antygen fimbriowy F4 w jelicie $win staja si¢ F6-ujemne po pasazowa-
niu in vitro z powodu zmiennosci. W odniesieniu do antygenu fimbriowego F4
85% szczepéw F4 PCR-pozytywnych bylo rowniez pozytywnych po zastosowa-
niu testu aglutynacji, natomiast najbardziej chorobotwérczym wariantem F4
okazal si¢ F4ac. Taka réznica miedzy aglutynacja szkietkowa a PCR przy wy-
krywaniu F4 moze wynika¢ z ograniczef samego testu aglutynacji. Wykazano,
ze czesto zdarza sig, iz fimbrie adhezyjne nie sa wytwarzane z takg latwoscia in
vitro, jak in vivo, dlatego tez niektore szczepy produkujace fimbrie in vivo moga
nie zachowywac si¢ w ten sposob in vitro, chociaz zostaly wyhodowane w wa-
runkach optymalnych dla wytwarzania fimbrii.

Niniejsze badania wykazaly wysoka chorobotworczos¢ fimbrii F4 w szcze-
pach ETEC wyizolowanych od prosiat z biegunka, pochodzacych od nieszcze-
pionych zwierzat z réznych rejonéw Slowacji. Szeéédziesiat pieé ze 184
(35,3%) szczepéw okreslono jako pozytywne dla F4 przy uzyciu testu PCR.
Analiza produktéw F4+ amplifikowanych przez endonukleaze restrykcyjna wy-
kazata jednoznacznie, ze F4ac jest wariantem dominujacym, poniewaz 62 z 65
izolatow to byly Fdac (95.3%). Wysoka zachorowalnosé prosiat, spowodowana
antygenem fimbriowym F4 w szczepach ETEC byla rowniez zauwazona przez
Westerman i wsp. [11] (71.1%), Osek i wsp. [8] (56,3%) oraz Ojeniyi i wsp. [7]
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(30,9%), a takze Alexa i wsp. [1], ktéry opisal, ze 233 z 238 F4-pozytywnych
izolatéw wyosobnionych w Republice Czeskiej byto F4ac (97,9%).

Odwrotnie niz w doniesieniach innych autoréw [2, 3], podkreslajacych wy-
soki stopiefi chorobotworczosci antygenu F6 w szczepach ETEC izolowanych
od prosiat z biegunka stwierdzono, ze jedynie dziewieé szczepow (5%) bylo
F6-pozytywnych. Niski stopieni chorobotwérczosci szczepéw E.coli produkuja-
cych F6, wyosobnionych od prosiat z biegunka, zostal réwniez stwierdzony w
Szwecji 1 Wielkiej Brytanii [13].

Chorobotwdrczos¢ szczepéw ETEC wytwarzajacych fimbrie F5 i F41 rz-
nifa si¢ w zaleznoéci od polozenia geograficznego. Wysoki stopien chorobo-
tworczosci fimbrii FS i F41 zanotowano w czasie badan prowadzonych w Hisz-
panii i w Szwecji [2]. Warto zaznaczyé, ze szczepy E. coli, produkujace F5 i
F41, nie byly czesto izolowane od prosiat z biegunka w Wielkiej Brytanii [13]
oraz w Polsce [8], co zostalo potwierdzone w niniejszych badaniach. Wykryto
Jjedynie cztery szczepy pozytywne dla F5 oraz dwa szczepy pozytywne dla fim-
brii F41 i F5. Wszystkie izolaty F4-pozytywne charakteryzowaly si¢ zdolnoscia
wytwarzania beta-hemolizyny, co potwierdza fakt, iz wszystkie szczepy z anty-
genem F4 lub F18 wykazuja aktywno$¢ hemolityczng [28]. Ostatnio Frydendahl
[2] zaproponowat, aby aktywnos$¢ hemolityczng uznaé jako marker potencjalnej
patogennosci, poniewaz jest ona okreslana na podstawie obecnosci lub braku
gendw czynnika zjadliwosci.

WNIOSKI

Wykazano, ze sposréd metod diagnostycznych stosowanych w profilaktyce i
rozpoznawaniu choréb zakaznych, w tym choréb odzwierzecych, metoda ampli-
fikacji specyficznych sekwencji DNA jest bardziej swoista, czula i szybsza W
poréwnaniu z testem aglutynacji szkietkowe;j.
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SUMMARY

The polymerase chain reaction (PCR) and slide agglutination tests for detection of fimbriae of

Escherichia coli were compared. By using a slide agglutination test, fimbrial adhesins could be
detected in 63 out of 184 E. coli strains isolated from diarrhoeic piglets while PCR tests were able
to detect these fimbriae in 79 out of 184 strains. Of 79 strains detected by PCR tests sixty-five
were F4+, nine F6+, four F5+, and two both F41+ and F5+. Haemolytic activity was detected in
129 isolates (70.1%). The polymerase chain reaction proved to be a more specific, sensitive and
reliable method than the slide agglutination method.



