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IZVLECEK

Escherichia (E.) coli je stalen prebivalec Crevesne flore pri Cloveku in najveckrat za
¢loveka koristna bakterijska vrsta. V zadnjih desetih letih pa smo spoznali tako imenovano
novo, porajajoco se diarealno bolezen, ki jo povzroca enterohemoragi¢ni sev E. coli
(EHEC) serotipa O157, ki se pojavlja tudi v Sloveniji. Omenjeni sev lahko proizvaja
toksine, ki so podobni toksinom $igel in jih vklju¢ujemo v STEC (angl. Shiga toxin —
producing E. coli) skupino E. coli. Ti sevi so pomembni povzrocitelji zastrupitev s hrano.
Sevi EHEC povzrocajo krvavo drisko, hemoragi¢ni kolitis, katerega mozna zapleta sta
hemolitiéni uremi¢ni sindrom (HUS) in tromboti¢na trombocitopeni¢na purpura.
Najpogostejsi rezervoar sevov STEC in EHEC je govedo, lahko pa je preko
kontaminiranih iztrebkov okuzena tudi zelenjava. Virulenco dolocajo toksini, ki so
podobni toksinom Sigel (STX), adhezin intimin (EaeA) in enterohemolizin (EhxA).
Analizirali smo 122 sevov E. coli, ki smo jih izolirali s koprokulturo pri hospitaliziranih
bolnikih s krvavo drisko v obdobju od 1993-2002. Izolirane seve smo testirali z
»multiplex« verizno reakcijo s polimerazo (PCR), pri kateri smo hkrati pomnozevali dele
odsekov DNK na S§tirih genih: stx;, stx;, eaed in ehxA. Med 122 analiziranimi sevi smo pri
16 nasli iskane gene. VecCina (15) je imela gene za stx, in ehxA. V Sloveniji je okuzba z
visoko patogenim sevom E. coli sicer redka in Se nismo zasledili ve¢jih epidemij. Najdeni
serotipi so potencialno mozen izvor epidemij s katerimi se ze srecujejo po svetu in
pomembno je, da pri pridelavi, proizvodnji in pripravi hrane pomislimo tudi na
enterohemoragicno E. coli.

IZHODISCA

Incidenca nalezljivih bolezni zaradi opore¢ne hrane nara$ca tudi v razvitem svetu. Danes
ze veliko vemo o povzrociteljih in imamo izdelane varnostne ukrepe za preprecevanje
okuzb, saj je Zelja in dolznost zagotoviti zdravo, neopore¢no hrano. Stevilo prijavljenih
okuzb pa se kljub temu povecuje. Delno zaradi bolj doslednega prijavljanja, izpopolnjene
mikrobioloSke diagnostike in tudi zaradi prilagajanja mikroorganizmov na nova okolja,
oziroma zaradi sposobnosti bakterij pridobivati nove gene za patogenost.

Najpogostejsi povzrocitelji mikrobnih okuzb in zastrupitev s hrano so med bakterijami
Salmonella spp., Campylobacter spp., Clostridium perfringens, Staphylococcus aureus,
Shigella spp., Yersinia enterocolitica, E. coli O157:H7. Med njimi jih je kar nekaj, ki so se
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pojavili Sele v zadnjih 25 letih (Taxe RV, 2002) in jih imenujemo “porajajoci se” patogeni
mikroorganizmi (angl. emerging pathogens). V Sloveniji je incidenca prijavljenih infekcij
z enterohemoragi¢no E. coli okoli 4/ 100 000 prebivalcev na leto (IVZ RS, letopisi 2002-
2006). Med zbolelimi pa pogosteje zbolevajo otroci mlajsi od 5 let (IVZ RS, letopisi 2002-
2006).

Preucevali smo skupino enterohemoragi¢nih sevov E. coli (EHEC), ki proizvajajo toksine,
podobne citotoksinu bakterije Shigella dysenteriae tip 1. Zato jih imenujemo s skupnim
imenom STEC (angl. Shiga toxin — producing E. coli). Toksine imenujemo lahko tudi
verotoksini, ker so citotoksi¢ni za Vero celice (ledvicne celice afriske zelene opice) ali pa
se zanje uporablja okrajSava SLT (angl. Shiga-like toxin). V zadnjem casu uporabljamo
vecinoma okrajSavo STX. Loc¢imo dve skupini STX toksinov. Stx1 je zelo podoben
citotoksinu Sigele. Stx2 je pomembnejsi in bolj heterogen. Geni za STX so pri E. coli na
lambdoidnih bakteriofagih. Toksini se sprostijo iz celice, ko bakterija propade (Unkmeir A,
2000). Pri zastrupitvah s hrano s STEC se pri ljudeh zaradi toksinov pojavijo krvave
driske, hemoliti¢ni uremicni sindrom (HUS) in tromboti¢na trombocitopeni¢na purpura in
se lahko koncajo tudi s smrtnim izidom. Povezavo med toksinom STX in boleznijo HUS
so ugotovili Sele leta 1983 po dveh vecjih epidemijah v ZDA (Sandkvist M, 2001).

Posebnost serotipa O157:H7 je, da vecina sevov ne fermentira sorbitola. Ta lastnost je
omogocila izdelavo selektivnih gojiS¢ za izolacijo tega serotipa (Strockbine NA, 1998).
O157:H7 serotip ima okvarjen sistem za popravljanje mutacij, zato sprejema dele tuje
DNK hitreje kot druge E. coli (LeClerc JE, 1996). Ta serotip je odporen proti razlicnim
organskim kislinam. Prezivi in razmnozuje se lahko tudi pri pH okoli 4, odvisno od
temperature in tipa organske kisline. Zato je bil npr. nepasteriziran jabol¢ni sok ze vir
epidemije v ZDA, saj njegova naravna kislost ni preprecila razmnozevanja E. coli
O157:H7 (Taxe RV, 2002, Conner DE,1995). Ta serotip se pojavlja najpogosteje v
govejem mesu (mleto meso, hamburgerji), lahko tudi v svezem mleku, kalckih in svezi
zelenjavi (Taxe RV, 2002, Rangel JM, 2006).

Med STEC sevi je za epidemije v ZDA, Kanadi, Angliji in na Japonskem najpomembne;jsi
serotip O157:H7. V kontinentalni Evropi, Avstraliji in Juzni Ameriki pa prevladujejo drugi
serotipi npr. O111, 026, 0103 (WHO, 1998). V Evropi so postali izbruhi infekcij STEC
pogostejsi Sele po letu 1990. To nas opozarja, da lahko postanejo infekcije STEC resen
zdravstveni problem tudi pri nas (Caprioli A, 1998, Rangel JM, 2006).

Toksigeno serolosko skupino E. coli najdemo v hrani najveckrat zaradi ljudi, ki so
kolonizirani s takim tipom bakterije in sodelujejo pri pripravi hrane. Vir infekcije je lahko
voda, kontakt z zivalmi, ki nosijo EHEC, ali pa se bakterije prenesejo iz Cloveka na
Cloveka (Slika 1) (Bettelheim KA, 2005, Rangel JM, 2006). Naravni rezervoar EHEC je
govedo in druge zivali, ki jih uporabljamo za hrano. Tovrstne bakterije je skoraj nemogoce
popolnoma odstraniti iz verige pridelave hrane. Zivalska trupla so splo§no kontaminirana z
E. coli iz ¢revesja umrle Zivali, kljub ustreznim pogojem za preprecevanje kontaminacije.
Tudi ¢e z moc¢nimi curki bakterije odstranjujejo, se jih del razprsi po mesu in so lahko vir
infekcije. Tudi voda, ki jo uporabljajo v te namene, je lahko rezervoar bakterij EHEC. Tudi
pri pripravi piS¢ancev je lahko voda vir okuzbe. Bakterije so Ze nasli v rezervoarju vode, ki
celo prezivi zamrzovanje in je lahko vir okuzbe za ¢loveka oziroma njegovo kolonizacijo.
Znano je, da infekcijo povzro€i ze zelo nizka infektina doza, manj kot 100 celic EHEC.
Zlasti pogosto v razvitih dezelah kot tudi v dezelah v razvoju najdejo v hrani patogeno E.
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coli ali enterotoksigeno E. coli na surovem mesu, ki je direktno izpostavljeno okuzbi z
EHEC zaradi fekalne kontaminacije ali posredno s fekalnimi bakterijami okuZeni vodi
(Slika 1). Stevilo EHEC lahko zmanjSamo ali bakterijo odstranimo iz hrane z normalno,

Ww W

zivalih, ki izlo¢ajo z iztrebki patogeno E. coli, se lahko s to bakterijo okuzi tudi mleko.

Kontaminacija hrane med njeno
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Slika 1: Shematski prikaz glavnih poti in prenosa EHEC od polja do mize (povzeto po
porocilu o kontroli enterohemoragi¢ne E. coli (EHEC), (ILSI Europe Report 2001).

Ko so naredili poizkus na prostovoljcih, ki so zauzili hrano z razli¢no velikim inokulom E.
coli, so dokazali, da so serotip, ki ga je prostovoljec pojedel, izolirali tudi iz njegovega
iztrebka in da so pri posameznikih iz blata lahko izolirali bakterijo Se ve¢ kot mesec dni.
Pri prostovoljcih je priSlo do kolonizacije zauZzite bakterije.

EHEC seve najdemo pri prasi¢ih, govedu, ovcah, odraslih pticah in kokosih. Vecinoma
zivali ne zbolijo za diarealno boleznijo in predstavljajo le rezervoar za EHEC (Bettelheim
KA, 2005).

Za izvajanje stalne kontrole prisotnosti EHEC je potrebno pri proizvodnji hrane stalno:
- 1zboljSevati dobro higiensko prakso pri reji zivine,
- izboljSevati nadzor nad ¢loveSkimi in zivalskimi fekalijami in nadzor nad vodo,
- 1zboljSevati dobro higiensko prakso v klavnicah,
- omogociti dobro higiensko prakso v poljedelstvu in vodenje nadzora pri
proizvodnji hrane od polja do mize, ki sloni na sistemu HACCP,
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- izobrazevanje delavcev v proizvodnji hrane in javnosti o odgovornosti za varno in
higiensko neoporec¢no rokovanje s hrano.

Cilja in namen nasSe raziskave sta bila dolocCitev pogostosti izolatov STEC pri EHEC med
izoliranimi sevi E. coli pri bolnikih z vodeno in/ali krvavo drisko in njihova uvrstitev v
serologke skupine. Zeleli smo razviti hitro molekularno metodo, multipleks PCR, s katero
bi ugotavljali hkrati gene za toksine (stx; in stx;) in gene za pomozna virulen¢na dejavnika
adhezin intimin (eaeA) in enterohemolizin (esxA). Tako smo zeleli opredeliti virulencne
dejavnike nasih izolatov.

METODE

Analizirali smo bakterije, ki so pripadale vrsti E. coli STEC iz 122 izolatov iz blata
bolnikov, hospitaliziranih z vodeno in/ali krvavo drisko, ki smo jih shranili na trajnih
letih 1993-2002 in pri katerih smo sumili, da lahko pripadajo skupini STEC. Testirali smo
Stiri virulencne dejavnike. 1zolati so pripadali 15 seroloskim skupinam. Vecina izolatov je
pripadala skupinam 026, 0157, O113, O111 in O55, nekaj pa smo jih izbrali naklju¢no,
glede na pogostnost STEC med doloc¢enimi serotipi (Report of a WHO, 1998). Iz ¢istih
kultur posameznega izolata smo pripravili suspenzijo celic s koncentracjo 1,7 x 10’
celic/ml in iz bakterij najprej ekstrahirali DNK, tako da smo suspenzijo segrevali 15 minut
pri temperaturi 99°C. Ostanke celic smo s centrifugiranjem odstranili in DNK prestavili v
sveoio epruveto. 5 ul vzorca smo uporabili v reakciji PCR, preostanek smo shranili pri  —
20°C.

Reakcijo PCR smo izvajali v 35 ciklih, pri ¢emer smo uporabili 4 pare zacetnih
oligonukleotidov, za vsak gen enega. Preglednica 1 opisuje zacetne oligonukleotide, ki
smo jih uporabili za detekcijo doloCenega gena. Vsak par zacetnih oligonukleotidov je
pomnozeval razlicno dolg odsek DNK. Tako smo na genu za toksin STXI1 - stx;
pomnozevali 180 baznih parov dolg del, na genu za toksin STX2 - stx, 255 baznih parov,
na genu za adhezin intimin — eae4 384 baznih parov in na genu za enterohemolizin — ehxA
534 baznih parov dolg del DNK (Paton AW, 1998).

Preglednica 1: Zacetni oligonukleotidi za verizno reakcijo s polimerazo (10).

Ime Sekvenca oligonukleotida (5’-3") Mesto na genu Dolzina
pomnoZzka (bp)

Stx1F | ATAAATCGCCATTCGTTGACTAC | Nukleotidi od 454 do

Stx1R | AGAACGCCCACTGAGATCATC 633 podenote A gena 180
Stx;

Stx2F | GGCACTGTCTGAAACTGCTCC Nukleotidi od 603 do

Stx2R | GCCTCAGTTATCTGACATTCTG | 857 podenote A gena 255
Stx,

EacAF | GACCCGGCACAAGCATAAGC Nukleotidi od 27 do

EaeAR | CCACCTGCAGCAACAAGAGG 410 gena eaeA 384

HIyAF | GCATCATCAAGCGTACGTTCC Nukleotidi od 70 do

HlyAR | AATGAGCCAAGCTGGTTAAGCT | 633 gena ehxA 534
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V produktu PCR reakcije smo dobili meSanico §tirih razlicno dolgih odsekov DNK, ce je
izolirani sev vseboval vse §tiri iskane gene. Produkti PCR so bili razli¢no dolgi. Zato smo
pri detekciji produkte PCR za posamezne gene lepo locili z elektroforezo v elektricnem
polju (pri 70 V, 45 minut) na agaroznem gelu. Pasove (namnozene dele) DNK smo nato
obarvali z etidijevim bromidom in jih opazovali v UV svetlobi. Velikost produktov
reakcije PCR smo dolocili s primerjavo njihove lege glede na masni oznacevalec in jih
dokumentirali s polaroidno kamero. Pri vsaki reakciji PCR smo vkljucili tudi pozitivno in
negativno kontrolo. Pozitivna kontrola je bil sev STEC pri katerem smo nasli vse Stiri
gene, za negativno kontrolo pa smo namesto vzorca izolirane DNA uporabili 5 pl
destilirane vode (Slika 1).

REZULTATI IN RAZPRAVA

Rezultate reakcij PCR prikazuje preglednica 2, slika 1 pa sliko agaroznega gela z
naneSenimi vzorci. 48 (39,3 %) izolatov ni imelo nobenega od iskanih genov. To so bili
naklju¢no izbrani izolati, med katerimi jih je bilo nekaj iz pomembnih seroloskih skupin.
Gen za intimin (eaed) smo dokazali pri 31 (25,5 %) izolatih, gen za intimin in
heterohemolizin (ehxA) pa pri 26 (21,5 %) izolatih, med katerimi jih je vecina pripadala
seroloski skupini 0O26. Tri gene, eaed, ehxA in gen za STX2 (stx;), je imelo 8 (6,6 %)
izolatov. Ti trije geni so se pojavljali tako pri seroloski skupini 026, kot pri skupini O157.
Vse $tiri gene pa so imeli $tirje sevi (3%) in vsi Stirje so pripadali seroloski skupini O157.
Vsi izolati STEC, razen enega, so imeli gen stx,. Prav tako so imeli vsi izolati STEC, razen
enega, gen za heterohemolizin ehxA.

Sest izolatov (38 % vseh STEC) je imelo gena za oba toksina, gen stx, pa skoraj vsi (94 %
vseh STEC) izolati STEC. Skupina toksinov STX2 velja za bolj toksicno (Melton-Celsa
AR, 1998). To pojasnjujemo s tem, da v Laboratorij za diagnostiko Crevesnih infekcij
dobimo vzorce hospitaliziranih bolnikov, pri katerih so bolezni povzrocili bolj toksi¢ni
sevi, kot jih najdemo v naravi ali pri zivalih.

Nasli smo 16 izolatov STEC, pri katerih smo dokazali vsaj en gen za STX. Med njimi smo
dokazali gena stx; in ehxA pri 15 sevih. NajpogostejSa seroloska skupina med izolati STEC
je bila O157 (10 izolatov), sledila je O26 s tremi izolati. Po en izolat STEC pa je pripadal
seroloskim skupinam O17, O111 in O113. Skoraj vsi izolati STEC so imeli tudi gen za
intimin eaed (81 % vseh STEC) in enterohemolizin ehx4 (94 % vseh STEC), kar je v
skladu z drugimi Studijami, ki so pokazale pomembno povezavo med prisotnostjo genov
stx,, eaeA in ehxA pri izolatih STEC, izoliranih iz iztrebkov pri ljudeh (Boerlin P, 1999).
Zanimivih je tudi Sest O157 izolatov, ki so imeli le gen za intimin. Pri teh lahko sumimo,
da so z razmnoZevanjem v laboratorijskih razmerah izgubili plazmid pO157 in gene za
STX. To je precej pogost pojav, saj so geni za STX veCinoma na bakteriofagih (Bettelheim
KA, 2005). Za potrditev te domneve bi morali spremljati te izolate od prve izolacije in
ugotoviti, pri kateri pasazi se ti izgubijo.

Ve¢ kot polovica (62 %) nasih izolatov STEC je pripadala seroloski skupini O157. Delez
seroloske skupine O157 pri izolatih STEC je verjetno precenjen, saj je glede na njihove
metabolne posebnosti njihova izolacija precej lahka (v primerjavi z izolacijo izlatov STEC
iz ostalih seroloskih skupin). To pomeni, da je delez izolatov STEC, ki niso O157,
podcenjen. To sta ugotovila tudi Caprioli in Tozzi (Caprioli A, 1998), ko sta preucevala
infekcije STEC v Srednji Evropi.
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Slika 1: Produkti PCR se na agaroznem
gelu zaradi razli¢nih dolzin med seboj lepo
lo¢ijo. Na mesto 1 smo nanesli masni
oznaCevalec, Kkaterega  velikosti  so
veCkratniki 123 bp (najnizji pas). Na
zadnje mesto smo nanesli negativno
kontrolo. Na mestu 9 je pozitivna kontrola
— sev z vsemi Stirimi geni. Vzorca 2 in 3
imata le eaed in stx; gen. Vzorec 4 in 5
imata gena za stx; in stx,, vzorci 6, 7, 10,
11 imajo gene za ehyA, eaeA in stx,, vzorec
8 pa ima vse Stiri gene.

Letno Stevilo izolatov STEC, ki smo jih izolirali v Laboratoriju za bakteriolosko
diagnostiko crevesnih infekcij, InStituta za mikrobiologijo in imunologijo Medicinske
fakultete v Ljubljani, je nihalo v letih 1993 do 2002 med 0 in 3 na leto. V teh letih nismo
opazili naraScanja ali padanja njihovega Stevila. Na prvi pogled je Stevilo okuzenih sicer
majhno, vendar se moramo zavedati, da smo dobili v laboratorij le najhujSe primere in
nemalokrat se je bolezen zakljucila usodno. V letu 1997 in leta 2002 smo izolirali v
avgustu po dva izolata STEC seroloske skupine O157 z enakim PCR profilom. Leta 1997 s
PCR profilom stx;, stx; eaed, ehxA, leta 2002 pa s PCR profilom stx, eaed, ehxA.
Sorodnost po genotipu, dolo¢ena s PCR sicer Se ne pomeni, da gre dejansko za enake seve,
omogoca pa nam, da v to posumimo. Za potrditev bi morali uporabiti kako genetsko
epidemiolosko metodo, kot je na primer PFGE (elektroforeza v utripajoCem elektricnem
polju), s katero bi lahko z gotovostjo trdili ali gre za enake seve ali ne. Za ugotavljanje
epidemioloske povezanosti bi potrebovali ve¢ informacij o bolnikih, ki so bili okuZzeni.
Ugotoviti bi morali, kaj je bil vir okuzbe, na primer ista hrana ali kopanje v isti bazenski
vodi.

Preglednica 2: Znacilnosti sevov E. coli, analiziranih z metodo PCR

Genotip Seznam seroloskih skupin O in v oklepaju Skupno
Stevilo izolatov doloc¢enega serotipa. Stevilo
izolatov
stx;, stx,, eaed, ehxA 0157 (4) 4
stx;, stx,, ehxA4 O113 (1) 1
stx;, stx; 017 (1) 1
stx;, eaed, ehxA Ol111 (1) 1
stxy, eaed, ehxA 0157 (5), 026 (3) 8
sStx,, ehxA 0157 (1) 1
eaeA, ehxA 026 (25), 0145 (1) 26
eaeA 0157 (6), 026 (19), O55 (4), O113 (1), O115 31
ehxA (1) 1
O113 (1)
Nobeden od iskanih 48
genov 0157(4), 026(6), O55(8), O111(3), O111(6),
O17(8),
01(4), 06(1), O78(1), O18ac(2), O101(1),
075(3), NT(1)
Vseh izolatov skupaj: 122
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Mnogokratna (t.1.“Multiplex”) metoda PCR, ki smo jo uporabili v nasi Studiji, smo pri
preiskovanih bakterijah vedno uporabili po predhodni namnozitvi bakterije v €isti kulturi,
kar je bila velika prednost, saj smo koli¢ino izhodis¢nega vzorca dolocili sami. Test smo
optimizirali na manj kot 1,7 x 107 kopij doloGenega dela gena STEC v mililitru vzorca.
Zelimo pa si to metodo uporabiti kar v vzorcu pacienta, v hrani ali pri vzorcu Zivali, ali pa
vsaj na mesani kulturi. Zavedamo se, da smo Se pred ve¢jim izzivom. V navedenih vzorcih
bo zaradi interakcije z doloCenimi snovmi v vzorcu lahko priSlo do inhibicije same
reakcije, oziroma encima polimeraze, kar pomeni, da bo potrebno reakcijo optimizirati za
vsako vrsto vzorca posebej. Le na ta nac¢in bomo dobili zanesljive rezultate. Kljub tako
dobljenim pozitivnim rezultatom pa je potrebno izvesti tudi klasi¢no izolacijo zaradi
kasnejSe epidemioloske Studije.

Majhno Stevilo pozitivnih vzorcev pojasnjujemo tudi s pomembnostjo pravilnega odvzema
vzorca, saj je najvecje Stevilo bakterij enterohemoragicne E. coli v prvem vzorcu, ko se
diareja pojavi, pri vsakem naslednjem izlo¢anju pa je Stevilo bakterij ze pomembno
manjSe. Ob takih primerih moramo uporabiti posebne tehnike z obogatitvenimi

.....

SKLEP

Boljse razumevanje ekologije in nac¢inov prenosa mikrobnih povzrociteljev bolezni, kakor
tudi njihovih virulen¢nih dejavnikov, bo omogocilo hitrejSe obvladovanje novih patogenov
v prihodnosti. Pomembno je, da poznamo stanje pogostosti infekcije z enterohemoragi¢no
E. coli in njene virulen¢ne dejavnike. Trenutno zasledimo pri nas sporadi¢ne primere
okuzbe, kar pa ne pomeni, da se ne bomo morali v bliznji prihodnosti spopadali tudi z
obcasnimi epidemijami.
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