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Verotoxigenic Escherichia coli isolated

from human samples in Slovenia

Marija Trkov,* Alenka Andlovic,? Ingrid Berce,’ Alenka Storman,*

Mateja Ravnik,® Metka Paragi'

Abstract

Background: Shiga toxin-producing E. coli or
Vero cytotoxin-producing E. coli (VITEC) are
characterised by the ability to produce either one
or both cytotoxins referred to as Shiga toxin 1
(Stx1) and Shiga toxin 2 (Stx2). VTEC infection
may result in life-threatening conditions such as
haemolytic uremic syndrome (HUS) and throm-
botic thrombocytopenic purpura (TTP). Due to
different methods of monitoring and identifica-
tion of these bacteria in recent years, the existing
data on reported cases of VTEC infections prob-
ably do not reflect reality. Our study of VTEC
strains isolated in different regions of Slovenia,
showed serogroups, major virulence factors and
specific epidemiological data that can serve as a
basis for further laboratory and epidemiological
surveillance of VTEC infections.

Methods: A total of 66 VTEC strains, isolated
from stool samples of patients with diarrhoea
from the year 1993 to 2009, were collected at
NIPH (National Institute of Public Health). The
data of patient’s age and gender, onset of illness
and clinical manifestation of disease were gath-
ered. The serogroups of isolated strains were
determined with antisera following manufac-
turer’s instructions. The ability to produce vero-
cytotoxins was tested using the reversed pas-
sive latex agglutination method. The presence
of genes for intimin (eae), enterohaemolysin
(ehxA) and verotoxins (vtx1 and vtx2) were de-
termined by polymerase chain reaction (PCR).

Results: Infection with VTEC was encountered
throughout the year, but most people were ill
in the summer and autumn months. More than
half of patients (57.6 %) were younger than five
years. Collected VTEC strains belonged to se-
rogroups O17, 026, O91, O103, O111, O113, 0126,
0128, 0145, 0148 and O157 (the most frequent
were O157 and O26). A high percentage of VTEC

strains showed the presence of intimin (86.4 %)
and enterohaemolysin (86.4 %) genes. The gene
for vtx1 was found in 22.7 % of strains, the vix2 in
57.6 % of strains, while the presence of both genes
was determined in 19.7 % of strains. The presence
of the vtx2 gene was determined in all strains as-
sociated with HUS and TTP, most of them pos-
sessed the eae and ehxA genes too. These patients
were mostly older people and young children.

Conclusions: Most infections with VTEC oc-
curred in the warmer months of the year, most
patient were small children. The severity of
VTEC infection is determined by several factors
such as the E. coli serogroup, the type of Shiga
toxin produced and presence of other virulence
genes. The most common serogroups among the
study strains were O157 and O26. VTEC O26 has
been the most commonly isolated serogroup in
recent years, nevertheless more and more dif-
ferent serological groups began to emerge. In all
strains associated with HUS and TTP, the vix2
gene was determined. Further typing of verocy-
totoxin encoding genes will contribute to assess
the risk for complications with VTEC infection.
The study provides insights about the age of the
patients, seasonal distribution of disease, sero-
groups and genotypes of the agent.

Izvlecek

Izhodisc¢a: Za verotoksigene seve bakterije E. coli
(VTEC) je znacilno, da izdelujejo verotoksine, pri
okuzbi pa lahko pride do zelo nevarnih zapletov,
kot sta hemoliti¢no-uremiéni sindrom (HUS) in
tromboti¢na trombocitopeni¢na purpura (TTP).
Za zbrane verotoksigene seve, osamljene v raz-
licnih regijah, smo prikazali seroloske skupine in
najpomembnejse dejavnike virulence ter doloce-
ne epidemioloske podatke. Rezultati raziskave so
zato lahko podlaga za nadaljnje laboratorijsko in
epidemiolosko spremljanje okuzb z verotoksige-
nimi sevi bakterije E. coli.
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Metode: V raziskavo smo vkljucili 66 sevov
VTEC, ki smo jih zbrali na IVZ in so bili osa-
mljeni iz vzorcev iztrebkov bolnikov z drisko v
razli¢nih slovenskih regijah med letoma 1993 in
2009. Zbrali smo podatke o ¢asu bolezni, bol-
nikovih starosti in spolu ter klini¢nih znakih
bolezni. Seroloske skupine osamljenih sevov
smo dolo¢ili v skladu z navodili proizvajalcev
antiserumov. Za seve, pri katerih predhodno ni
bila dolo¢ena sposobnost izdelovanja verotoksi-
nov, smo verotoksine dolo¢ili z reverzno pasivno
aglutinacijo lateksa. Prisotnost genov za intimin
(eae), enterohemolizin (ehxA) ter verotoksine
(vtx1 in vtx2) smo dolodili z metodo PCR.

Rezultati: Zaradi okuzbe z verotoksigenimi sevi
bakterije E. coli je najve¢ ljudi zbolelo v poletnih
in jesenskih mesecih. Vec kot polovica bolnikov
(57,6 %) je bila mlajsa od petih let. V raziskavo
vklju¢ene VTEC so pripadale seroloskim sku-
pinam O17 026, O91, 0103, O111, O113, 0126,
0128, O145, 0148 in O157, najpogostejsi pa sta
bili O157 in O26. Pri visokem odstotku vero-
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toksigenih sevov smo dolo¢ili gen za intimin
(86,4 %) in gen za enterohemolizin (86,4 %). Gen
za vix1 je imelo 22,7 % sevov, gen za vtx2 je imelo
57,6 % sevov, oba gena pa je imelo 19,7 % sevov.
Pri vseh sevih, povezanih s HUS in TTP, smo do-
loc¢ili gen za vtx2, pri vedini pa tudi gena eae in
ehxA. Ti bolniki so bili predvsem majhni otroci
in starej$e osebe.

Zakljucki: Najvec okuzb z VTEC se je pojavilo v
toplejsih mesecih leta, najve¢ okuzenih pa je bilo
v skupini majhnih otrok. Potek bolezni je odvi-
sen tudi od lastnosti povzroditelja, in sicer od se-
roloske skupne E. coli, skupine verotoksinov, ki
jo sev izdeluje, in drugih dejavnikov virulence.
Najpogostejsi seroloski skupini med preiskova-
nimi sevi sta bili O157 in 026, pojavljati pa se je
zacelo vedno ve¢ razli¢nih seroloskih skupin. Pri
vseh sevih, povezanih s HUS in TTP, smo do-
lo¢ili gen za vtx2. Raziskava omogoca vpogled
v podatke o starosti bolnikov, ¢asu pojavljanja
bolezni, seroloskih skupinah in genotipih pov-
zroditeljev.

Uvod

Escherichia coli je prevladujoca fakulta-
tivno anaerobna bakterija v prebavilih ljudi
in zivali.! Vecina sevov je za gostitelje nepa-
togenih, nekateri med njimi pa so med pro-
cesom evolucije s horizontalnim prenosom
ali z mutacijami pridobili razli¢ne gene, ki so
omogocili nastanek in kasneje povecevanje
virulence. Ti sevi lahko povzrocajo razlicne
zunajcrevesne in Crevesne okuzbe.? Creve-
sne okuzbe povzrocajo verotoksigene, ente-
ropatogene, enterotoksigene, enteroinvaziv-
ne, enteroagregativne in difuzno adherentne
E. coli.>* Za verotoksigene E. coli ali E. coli,
ki izdelujejo Sigove toksine (VTEC/STEC),
je znacilna zmoznost izdelovanja verotoksi-
nov (VT), ki delujejo citotoksi¢no na celice
Vero. Ker so sorodni citotoksinu bakterije
Shigella dysenteriae tipa 1, zanje uporablja-
mo tudi okraj$avo Stx (angl. Shiga toxins).’
Delujejo tako, da zaustavijo sintezo protei-
nov v celicah gostitelja in so poglavitni, ne
pa tudi edini dejavnik virulence VTEC.® Ve-
rotoksine delimo v dve skupini, Stx1 (VT1) in
Stx2 (VT2), bakterije pa izdelujejo eno ali pa
obe skupini toksinov. Geni, ki nosijo zapise
zanje, vtx1 (stx1) in vtx2 (stx2), so na lamb-
doidnih bakteriofagih. Nekatere VTEC, en-
terohemoragi¢ne E. coli (EHEC), imajo na

genomu otok patogenosti LEE (angl. locus
for enterocyte effacement).” Omenjeni lo-
kus nosi zapis za odstranitev mikrovilov na
enterocitih. Izraz enterohemoragi¢na E. coli
se pogosto uporablja, vendar naj bi bil bolj
vezan na tiste VTEC, pri katerih je prislo
pri okuzbi do hemoragi¢nega kolitisa, ki se
kaze s krvavo drisko. Otok patogenosti LEE
je znacilen tudi za enteropatogene seve bak-
terije E. coli (EPEC), odkrili pa so ga celo
pri vrsti Citrobacter rodentium. Ta otok nosi
zapise za intimin, sekrecijski sistem III, pro-
tein Tir in razli¢ne sekrecijske proteine. Vsi
sodelujejo pri pritrjevanju bakterijske celice
na evkariontsko celico. Sekrecijski sistem IIT
sodeluje pri translokaciji proteina Tir v ev-
kariontsko celico, kjer sluzi kot receptor za
intimin. Tako si patogena bakterija izdela
svoj lastni receptor, ki ji omogoca pritrje-
vanje na celice gostitelja. Mnoge VTEC, ki
imajo ali pa nimajo otoka patogenosti LEE,
imajo tudi veliki plazmid, na katerem sta za-
pisa za dejavnika virulence enterohemolizin
(ehxA) in serinsko proteazo (espP).*”®
Kljub temu, da pripadajo verotoksigene
E. coli zelo razli¢nim serotipom,® je bila E.
coli O157:H7 v razli¢nih drzavah najpogo-
stejSa povzrociteljica tako posameznih pri-
merov bolezni kot tudi izbruhov.”** Glede
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pogostosti pojavljanja preostalih serotipov
in seroloskih skupin VTEC obstajajo razlike
med posameznimi drzavami, vendar naj-
pogosteje poroc¢ajo o seroloskih skupinah
026, 0103, O111 in O145.'*"* Klini¢ni znaki
bolezni, ki jo povzrocajo verotoksigene E.
coli, so razli¢ni. Pri bolnikih se pojavi dri-
ska, ki je lahko tudi krvava. Nevarna zapleta,
do katerih lahko pride pri okuzbi z VTEC,
sta tromboti¢na trombocitopeni¢na purpu-
ra (TTP) in hemoliti¢ni uremic¢ni sindrom
(HUS). S HUS so povezane razli¢ne serolo-
ske skupine,'* najpogostejsi serotip pa je E.
coli O157:H7.*® Do hemoliti¢no uremi¢nega
sindroma pride pogosteje pri bolnikih oku-
zenih s sevi, ki imajo gen za vtx2.'>'¢

Do zelo velikega izbruha je prislo v zacet-
ku maja 2011 v Nemciji, ko je zbolelo nekaj
tiso¢ ljudi, mnogo od njih s krvavo drisko
in HUS, za posledicami okuzbe pa je umrlo
priblizno $tirideset bolnikov. Izbruh je pov-
zrocil do sedaj redko osamljeni serotip E.
coli O104:H4."7 Ugotovili so, da je imel sev
neobicajno in redko kombinacijo lastnosti,
ki so po eni strani znacilne za verotoksigene,
po drugi pa za enteroagregativne E. coli. Sev
je izdeloval verotoksin Stx2 podtipa vtx2a,
pri njem pa niso nasli nekaterih drugih ge-
nov, ki so znacilni za VTEC. Tako sev ni
izdeloval verotoksinov Stxi, ni imel gena za
enterohemolizin, prav tako tudi ne gena za
intimin, kar kaze na odsotnost otoka pato-
genosti LEE na njegovem genomu. Pri sevu
pa so nasli Stevilne gene, znacilne za entero-
agregativne seve bakterije E. coli, med njimi
tudi gen aggR, ki je povezan s pritrjevanjem
in tvorbo biofilmov pri tej skupini E. coli,
ki tudi povzrodajo ¢revesne okuzbe.'®'” Te
ugotovitve pojasnjujejo visoko stopnjo pato-
genosti seva, ki je povzrocil izbruh v Nem-
¢iji, nekoliko kasneje pa e manjsega v Fran-
ciji.’’

Pomemben vir verotoksigenih sevov
bakterije E. coli so prezvekovalci, zlasti go-
vedo, ponekod tudi ovce. Z iztrebki lahko
pridejo v razli¢na zivila, tudi na zelenjavo
in v vodo.'>"* Verotoksigeni sevi bakterije
E. coli se lahko prenasajo z okuzenim me-
som, zlasti mleto govedino, mesnimi izdelki,
nepasteriziranim mlekom, nepasteriziranim
sadnim sokom, razlicno zelenjavo, vodo,

lahko pa tudi ob stiku z okuzenimi ljudmi
in Zivalmi.’

Z naso prvo tovrstno raziskavo v Slove-
niji smo skusali zbrati in prikazati podatke
o starosti in spolu bolnikov, ¢asu bolezni,
klini¢ni sliki bolezni ter seroloskih skupinah
in genotipih VTEC. S tem Zelimo izboljsati
poznavanje tveganih skupin bolnikov, oku-
zenih z VTEC, ter pripomoci k hitrejsemu
in ucinkovitejSemu diagnosticiranju teh
bakterij.

Materiali in metode

Sevi bakterij. V raziskavo je bilo vkljuce-
nih 66 verotoksigenih sevov E. coli (VTEC),
ki smo jih zbrali na Institutu za varovanje
zdravja Republike Slovenije (IVZ). Sevi so
bili osamljeni iz vzorcev iztrebkov bolnikov
z drisko med letoma 1993 in 2009 na IVZ,
Institutu za mikrobiologijo in imunologijo
Medicinske fakultete v Ljubljani (IMI) in v
sedmih regionalnih zavodih za zdravstveno
varstvo (Nova Gorica (NG), Kranj (KR), Ce-
lje (CE), Koper (KP), Maribor (MB), Mur-
ska Sobota (MS) in Novo mesto (NM)). Mi-
krobiologki laboratorij, ki je sprejel vzorec
iztrebka, je prispeval podatke o ¢asu bolezni,
starosti in spolu bolnika ter razpolozljive
podatke o klini¢ni sliki. Sodelujo¢i labora-
toriji so na IVZ posredovali izolate VTEC,
izolate E. coli z doloceno ali nedoloceno se-
rolosko skupino ali pa meSane bakterijske
kulture. Vsi sevi E. coli so bili osamljeni iz
iztrebkov bolnikov s klasi¢nimi bakteriolo-
$kimi metodami. Verotoksigenost izolatov,
ki smo jih prejeli iz IMI in so bili osamljeni
do leta 2006, so na omenjenem institutu do-
kazovali z encimsko-imunskim testom. Ve-
rotoksigenost preostalih izolatov, ki so bili
osamljeni do leta 2006, je bila ugotovljena
na IVZ z reverzno pasivno aglutinacijo la-
teksa, po letu 2006 pa tudi s PCR. Vsem se-
vom smo na IVZ dolocali prisotnosti genov
za verotoksine, intimin in enterohemolizin.
Seroloske skupine O smo dolo¢ili z antise-
rumi po navodilih proizvajalcev: Imunolo-
$ki zavod Zagreb (Hrvaska), Statens Serum
Institut (Danska), Sifin (Nemcija) in Denka
Seiken (Japonska). Nekateri laboratoriji so
seroloske skupine izolatom E. coli dolo¢ili
sami, preostalim pa smo jih dolo¢ili na IVZ.
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Tabela1: Ustanove, ki so Leto Ustanova® (n)° Seroloska sk.
prejele okuZene vzorce

z VTEC, leto osamitve,
seroloSke skupine in

i
@ +

genotipi osamljenih 1993 IMI-LJ (1) 0157 1 + + +
sevov VTEC. 1994 IMI-LJ (1) o113 1 + + -€ +
1997 IMI-LJ (1) 0157 1 + + & +
1998 IMI-LJ (1), KR (1) 0157 2 + + + +
1998 IMI-LJ (2) 026 2 - + + +
1999 IVZ-LJ (1) 0157 1 = + + +
1999 MS (1) 0157 1 + + + +
1999 NG (1) 0157 1 + = + +
1999 IMI'LJ (1) 026 1 = + + +
2000 IVZ-LJ (2) 0157 2 - + + =
2000 MB (1), NG (1) 0157 2 + + + +
2000 NM (1) 0157 1 - + +
2000 IVZ-LJ (1) 0157 1 = + + +
2001 NG (1) 0157 1 - + + +
2001 IMI-LJ (1) 017 1 + + - -
2001 IMI-LJ (1) ND ¢ 1 - + - +
2002 IMI = LJ (1), NG (1), KR (1) 0157 3 - + + +
2003 IMI-LJ (1) 0157 1 - + - +
2003 IMI-LJ (1), MB (1) 0157 2 + + + +
2003 MB (2), IMI-LJ (1), MS (1) 0157 4 - + + +
2004 IMI-LJ (1) 0145 1 - + + +
2004 MB (3), KR (1) 0157 4 - + + +
2005 NG (1) 0157 1 - + + +
2005 IMI-LJ (1) 0145 1 - + + +
2005 IMI-LJ (2) 026 2 = + + +
2006 NG (1) 0157 1 = + + +
2006 IMI-LJ (1), IVZ-LJ (1) 026 2 + - + +
2006 IVZ-LJ (1) 026 1 - + + +
2007 NG (1) 0157 1 + + + +
2007 KR (1) 0157 1 - + + +
2007 NG (1), KR (1) 026 2 + . + +
2008 KR (1) 0157 1 - + + +
2008 IVZ-LJ (1) 0 avtoaglutinacija 1 + - + +
2008 IVZ-LJ (1) 026 1 - + + +
2008 CE(1) 0103 1 = - +
2008 KR (1), CE (1) 0103 2 + - + +
2008 IMI-LJ (1) 0111 1 - + + -
2009 CE (1) 0157 1 - + +
2009 IVZ-LJ (1) ND 1 - + - -
2009 NG (1), IVZ-LJ (1) 026 2 + - + +
2009 KP (1), IMI-LJ (1) 026 2 + - + -
2009 KP (1) 091 1 + + + +
2009 IVZ-LJ (1) 0103 1 + - + +
2009 CE (1) 0111 1 + = + +
2009 IMI-LJ (1) 0126 1 = + - -
2009 KR (1) 0128 1 - + - +
2009 IVZ-LJ (1) 0148 1 - + - -

¢ IVZ: Institut za varovanje zdravja RS, Ljubljana; IMI: Institut za mikrobiologijo in imunologijo, Ljubljana;
NG: ZZV Nova Gorica; KR: ZZV Kranj; KP: ZZV Koper; CE: ZZV Celje; MB: ZZV Maribor; MS: ZZV Murska
Sobota; NM: ZZV Novo mesto

b &tevilo sevov; ¢ ND: ni bilo doloceno; @ +, gen prisoten; ¢ —, gen ni prisoten
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Tabela 2: Pojavnost posameznih seroloskih skupin VTEC po Letih.

0157

—
—

026
0103
0145

o O o o o

0111

o o o o o

0113

—

017
091
0126
0128

o O o o

0148
ND°

O O O o o o o o o o o
©O o o o o o
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~ O O O O o o o o o o
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—

—

1

—

Skupaj

W O O O O O o o o o o o w

7 4 1 1 2 1 1 34
0 0 2 3 2 1 4 15
0 0 0 0 0 3 1 4
o1 1 0 0 0 0 2
o 0 0 0 0 1 1 2
0o 0 0 0 0 0 0 1
0o 0 0 0 0 0 0 1
0o 0 0 0 0 0 1 1
0O 0 0 0 0 0 1 1
0o 0 0 0 0 0 1 1
0o 0 0 0 0 0 1 1
o 0o 0 0 0 1 1 3
7 5 4 4 4 7 12 66

% serolodka skupina; ® seroloska skupina ni bila doloéena

Priprava taréne DNK. Tar¢no DNK, ki
smo jo uporabili v veriznih reakcijah s poli-
merazo (PCR), smo pripravili tako, da smo
do 10 bakterijskih kolonij, zraslih na trdnem
gojiscu, suspendirali v 200 pl 10-odstotni
raztopini Chelex-100 (Sigma, ZDA) v 1x
pufru TE. Suspenzijo smo segrevali 5 min
pri 100 °C, centrifugirali 5 min pri 2200xg,
nato pa 15 ul supernatanta prenesli v 100 pl
1x pufra TE in ga shranili pri -20 °C do upo-
rabe.

Pomnozevanje v verizni reakciji s poli-
merazo (PCR). Prisotnost genov vtx1 (ve-
rotoksin 1), vix2 (verotoksin 2) in eae (in-
timin) smo ugotavljali z meSanico zacetnih
oligonukleotidov »DEC Primer Mix« po na-
vodilu proizvajalca (Statens Serum Institut,
Danska).?® Reakcijska me$anica za pomno-
zevanje v »multipli« verizni reakciji s poli-
merazo je poleg 8 ul tarcne DNK vsebovala
$e: 5 pl 10x pufra PCR, 3,5 pl somM MgCl,,
8 ul mesanice dNTP (vsakega 1,25 mM)
(Applied Biosystems, ZDA), 4 ul mesanice
zacetnih oligonukleotidov (Statens Serum
Institut, Danska), 0,4 pl 5 U/pl polimeraze
DNK Platinum Taq (Invitrogen, ZDA) in
11 pl vode (Sigma, ZDA). Pomnozevanje s

PCR je potekalo po naslednji shemi: dvemi-
nutni zacetni denaturaciji DNK pri 95°C je
sledilo 35 ciklov (50 sekundna denaturacija
pri 94 °C, go0-sekundno prileganje zacetnih
oligonukleotidov pri 62°C, 50-sekundno
pomnozevanje pri 72°C) in triminutno
kon¢no pomnozevanje pri 72°C. Ob vsa-
kem pomnozevanju preiskovane DNK smo
pomnozevali tudi kontrolno mesanico DNK
E. coli, ki je vsebovala gene za eae, vtx1 in
vtx2 (Statens Serum Institut, Danska).
Prisotnost gena za enterohemolizin
(ehxA) smo ugotavljali z zacetnima oligo-
nukleotidoma hlyA1 (5-GGT GCA GCA
GAA AAA GTT GTA G-3’) in hlyA4 (5-
TCT CGC CTG ATA GTG TTT GGT A-3).
Nastal je pomnozek PCR velikosti 1551 bp.*!
Petindvajsetmikrolitrska reakcijska mesani-
ca je vsebovala 7,5 pl vode (Fermentas, Li-
tva), 12,5 ul 2x PCR mesanice (Fermentas,
Litva) 1 ul (10 pmol/ul) vsakega zacetnega
oligonukleotida in 3 pl tar¢ne DNK. Po-
mnozevanje s PCR je potekalo po shemi:
2,5-minutni zacetni denaturaciji DNK pri
95 °C je sledilo 30 ciklov (30-sekundna de-
naturacija pri 94 °C, 30-sekundno prileganje
zacetnih oligonukleotidov pri 60 °C, 9o-se-
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Slika 1: Stevilo bolnikov,
okuzenih z VTEC, po

! . Druge seroloske supine
mesecih.
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12
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Stevilo primerov
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Mesec

kundno pomnozevanje pri 72 °C) in 10-mi-
nutno kon¢no pomnozevanje pri 72°C. Za
pomnozevanja s PCR smo uporabili cikli¢ni
termostat Eppendorf (Nemcija).

Agarozna gelska elektroforeza: Po-
mnozke PCR smo pregledovali v 0,7-2,0 %
0,5 x TBE (Sigma, ZDA) agaroznih gelih.

Sposobnost izdelave verocitotoksinov
VTiin / ali VT2: Ugotavljali smo jih pri 43
sevih z reverzno pasivno aglutinacijo lateksa
s testom VTEC - RPLA po navodilu proi-
zvajalca (Oxoid, Velika Britanija) in predho-
dno opisanem postopku.**

Rezultati

V raziskavo smo vkljucili seve E. coli, ki
so ustrezali laboratorijskim merilom za do-
lo¢itev verotoksigene E. coli** Pri vseh je
bila dokazana prisotnost genov vtx1 ali vtx2,
ki nosijo zapise za verotoksine, pri vecini pa
tudi sposobnost izdelovanja verotoksinov.

Kot je razvidno s Slike 1, ki prikazu-
je stevilo bolnikov zaradi okuzbe z VTEC
po posameznih mesecih v letu, so bolniki
zbolevali skozi vse leto, najve¢ v poletnih
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in jesenskih mesecih. Bolnike smo razdeli-
li v starostne skupine, kot prikazuje Slika 2.
Najvec bolnikov je bilo med zelo majhnimi
otroki, mlajsimi od petih let (38 0z. 57,6 %).
Vendar pa je bilo stevilo bolnikov dokaj vi-
soko tudi pri drugih starostnih skupinah, in
sicer v skupini 25-44 let, 45-64 let in pri bol-
nikih, starih 65 let ali ve¢ (Slika 2). Med zelo
majhnimi otroki je bilo nekoliko ve¢ deckov
kot deklic, pri starejsih obolelih pa nekoliko
ve¢ zensk kot moskih (ni prikazano).

V Tabeli 1 prikazujemo seroloske skupi-
ne O posameznih verotoksigenih sevov E.
coli, leto njihove osamitve in ustanove, ki so
prejele vzorce iztrebkov bolnikov, okuzenih
z VTEC. Kar 34 od 66 sevov VTEC (51,5 %)
je pripadalo seroloski skupini O157. Na dru-
gem mestu je bila 026 (15 od 66 sevov oz.
22,7 %), §tirje sevi so pripadali seroloski sku-
pini O103, po dva O145 in O111, po en pa se-
roloskim skupinam O113, O17, 0126, 0148,
0128 in O91. Enemu sevu seroloske skupine
O nismo mogli doloc¢iti zaradi avtoagluti-
nacije, dva seva pa nista pripadala nobeni
od seroloskih skupin, za katere smo imeli v
nasih laboratorijih antiserume. Najve¢ se-
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Tabela 3: Genotipi posameznih seroloskih skupin VTEC.

=

ehxA
0157 19 2 10 1
026 7 6 0 0
0103 0 3 0 1
0145 2 0 0 0
o111 0 1 0 0
0113 0 0 0 0
017 0 0 0 0
091 0 0 1 0
0126 0 0 0 0
0128 0 0 0 1
0148 0 0 0 0
ND® 0 1 0 1
Skupaj 28 13 1 4

O O O N

—

w O o o o o o o

0 0 0 0 34
0 2 0 0 15
0 0 0 0 4
0 0 0 0 2
0 0 0 0 2
0 0 0 1 1
0 0 1 0 1
0 0 0 0 1
1 0 0 0 1
0 0 0 0 1
1 0 0 0 1
1 0 0 0 3
3 2 1 1 66

@ seroloska skupina; ® seroloska skupina ni bila doloéena

vov VTEC (24 od 30 oz. 80 %), osamljenih
do leta 2004, je pripadalo seroloski skupini
O157. To verjetno ni zgolj posledica dejanske
prevladujoce prisotnosti te seroloske sku-
pine med VTEC, ampak tudi bolj naértne-
ga iskanja in dokazovanja verotoksinov pri
tej seroloski skupini v tem obdobju. Druga
najpogostejsa seroloska skupina med prei-
skovanimi sevi je bila O26. Najvec sevov te
serologke skupine je bilo osamljenih v letih
2006 (3 sevi) in 2009 (4 sevi). V zadnjih le-
tih, zlasti v letih 2008 in 2009, pa smo opa-
zili ve¢jo zastopanost drugih seroloskih sku-
pin, kot so O103, O111, 0148, 0126, 0128 in
Oo91 (Tabela 2).

Verotoksigene E. coli imajo razli¢ne de-
javnike virulence, za katere nosijo zapise
razli¢ni geni. Pri 40 od 42 testiranih sevov
smo ugotovili sposobnost izdelovanja ve-
rotoksinov z reverzno pasivno aglutinacijo
lateksa (VTEC - RPLA). Pri dveh sevih, ki
sta pripadala seroloskima skupinama O1s57
in 0126, sposobnosti izdelovanja verotoksi-
nov s to metodo nismo dokazali, vendar je
bila pri slednjem dokazana naknadno z en-
cimsko-imunskim testom. Pri preostalih 24
sevih, ki smo jih prejeli iz IMI in so bili osa-

mljeni do leta 2006, so na omenjenem in-
$titutu sposobnost izdelovanja verotoksinov
preverjali z encimsko-imunskim testom. Pri
enem sevu E. coli O157 sposobnost izdelova-
nja verotoksinov s to metodo ni bila doka-
zana, je pa bila naknadno dolocena s testom
VTEC - RPLA. Prisotnost genov za vero-
toksine, vtx1 in / ali vtx2, smo ugotovili pri
vseh proucevanih sevih (Tabela 1). Gen vtx2
je imelo 38 sevov (57,6 %), petnajst sevov
(22,7 %) je imelo le gen vtx1, trinajst sevov
(19,7 %) pa je imelo oba gena. Slednji so pri-
padali seroloskim skupinam O157, O17, O91
in On3. Pri preiskovanih sevih smo ugota-
vljali tudi prisotnost genov za intimin (eae)
in enterohemolizin (ehxA). Gen za intimin
je imelo kar 57 sevov (86,4 %), pripadali
so seroloskim skupinam Oi57, 026, O14s,
0103, O111 in O91. Prav toliko sevov, ki so
pripadali seroloskim skupinam O157, O113,
026, O145, 0103, O111 O91 in 0128, je ime-
lo gen za enterohemolizin. Glede prisotno-
sti proucevanih genov smo ugotovili veliko
raznolikost genotipov med preiskovanimi
sevi (Tabela 1, Tabela 3). Najpogostejsi geno-
tip pri VTEC O1s7 je bil vixi-, vix2+, eae+,
ehxA+ (19 / 66 sevov oz. 28,8 %). Pojavljal se
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Slika 2: Stevilo bolnikov,
okuzenih z VTEC, po
starostnih skupinah.
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25-44 45-64 =65

ni podatka

Starostna skupina (v letih)

je od leta 1999 pa vse do leta 2009, najve¢ pa
v letih 2002 (3 sevi), 2003 (4 sevi) in 2004 (4
sevi). Deset sevov O157 (15,2 %) je pripada-
lo genotipu vtxi+, vtx2+, eae+, ehxA+, ki pa
je bil ¢asovno in regionalno nekoliko manj
enakomerno zastopan. Genotip vtx1-, vixa+,
eae+, ehxA+ je bil najpogostejsi tudi pri se-
rologki skupini 026, saj smo ga ugotovili pri
sedmih sevih. V zadnjih letih (2006, 2007 in
2009) pa se je pojavljal genotip vixi+, vix2,
eae+, ehxA+. Genotipi proucevanih sevov
ter njihova ¢asovna in regionalna zastopa-
nost je razvidna iz Tabel 1 in 3.
Verotoksigene E. coli povzrocajo drisko,
ki je lahko tudi krvava. Pri okuzbi lahko pri-
de do zapletov, kot sta tromboti¢na trombo-
citopeni¢na purpura (TTP) in hemoliti¢ni
uremic¢ni sindrom (HUS). Podatke o tezjem
poteku bolezni, kot so krvava driska (KD),
HUS in TTP, ki smo jih uspeli zbrati, prika-
zujemo v Tabeli 4. Krvavo drisko je povzro-
¢ilo sedem sevov VTEC, ki so imeli gen za
vtx2 in/ali vtx1 ter gena za intimin in ente-
rohemolizin. Pripadali so seroloskim skupi-
nam O157, 026 in O103. Z osmimi prime-
ri zapletov, kot sta TTP in/ali HUS, so bile
povezane naslednje seroloske skupine: O157
(dva primera), O26 (dva primera), po en
primer pa z O17, O145 in O126. Enemu sevu,
povezanemu s HUS, seroloske skupine O
nismo uspeli dolo¢iti. Oboleli so bili majhni
otroci, stari do 4 leta, ali pa starejse osebe.

Pri vseh sevih, kjer je prislo do HUS in/ali
TTP, smo dokazali prisotnost gena vtx2, pri
vecini pa tudi prisotnost genov za intimin in
enterohemolizin. Zanimivo je, da smo pri
VTEC 0126, ki je povzro¢il HUS pri 61 letni
bolnici v letu 2008, dokazali zgolj prisotnost
gena vix2. Enak genotip verotoksigenega
seva E. coli smo ugotovili tudi pri 55-letnem
bolniku, pri katerem je prislo do HUS po
okuzbi z VTEC v letu 2010 (ni prikazano).
Omenjenemu sevu seroloske skupine O ni-
smo uspeli dolo¢iti.

Razpravljanje

Po podatkih Evropskega centra za pre-
precevanje in obvladovanje bolezni (ECDC)
se je incidenca okuzb z VTEC v evropskih
drzavah, za katere so zbrali podatke, od
leta 1995 do leta 2002, ve¢ kot podvojila. V
letu 2005 je bila incidenca v drzavah, ki so
posredovale podatke v mreZo Enter-net,
1,17/100000 prebivalcev in se je glede na leto
2004 zmanj$ala.** V letu 2006 je bilo prija-
vljenih potrjenih primerov okuzb z VTEC na
100000 prebivalcev 0,74,° leta 2007 0,61°°
in leta 2008 0,7."* Povpre¢no povelevanje
incidence do leta 2004 in njeno padanje v
naslednjih letih ni nujno odraz dejanskega
povecevanja in kasneje zmanj$anja Stevila
okuzb z VTEC. Pri tolmacenju podatkov o
prijavljenih primerih okuzb z VTEC mo-
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Tabela 4: Klini¢na slika, starost bolnikov in leto bolezni ter seroloSka skupina in genotip povzrocitelja.

1993 37 0157
1998 14 0157
1998 <1 026
2001 68 017
2001 56 ND
2002 4 0157
2005 2 0145
2005 1 026
2006 64 026
2007 81 0157
2008 55 0157
2008 7 0103
2009 4 026
2009 61 0126

vixl, vix2, eae, ehxA KD

vixl, vtx2, eae, ehxA KD

vix2, eae ehxA HUS

vtxl, vtx2 TTP

VX2, ehxA Ej'?;igdpo"ed
vix2,eae, ehxA HUS

vtx2, eae, ehxA HUS, smrt
vtx2, eae, ehxA HUS

vtxl, eae, ehxA KD

vix2, eae, ehxA HUS, TTP
vtx2, eae, ehxA KD

vtxl, eae, ehxA KD

vtxl, eae, ehxA KD

vix2 KD, HUS

KD - krvava driska, TTP — tromboti¢na trombocitopeni¢na purpura, HUS — hemolitiéno-uremicni

sindrom

ramo nujno upostevati uporabljeni sistem
spremljanja in metodologijo odkrivanja
VTEC v posameznih drzavah, saj sta se oba
s ¢asom spreminjala.'’ Nekatere drzave so v
dolocenih letih porocale vse okuzbe z E. coli,
vklju¢no z VTEC, nekatere pa zgolj okuzbe
z VTEC Ois7. Odkrivanje patogenih E. coli,
vklju¢no z verotoksigenimi E. coli, je v pri-
merjavi z odkrivanjem nekaterih drugih
¢revesnih bakterij dokaj zahtevno, pogosto
dolgotrajnejse in tako povezano z vecjimi
stroski. Zato podatki o okuzbah s temi bak-
terijjami v Sloveniji in v svetu ne odrazajo
dejanskega stanja. Da bi dobili vsaj okvirni
vpogled v podatke o epidemiologiji in viru-
lenci verotoksigenih E. coli v Sloveniji, smo
za seve, ki smo jih zbrali v laboratoriju IVZ,
pridobili podatke o ¢asu bolezni, starosti in
spolu bolnikov, izolatom VTEC pa dolo¢ili
nekatere dejavnike virulence.

Ugotovili smo, da so za okuzbo s sevi
VTEC, vklju¢enimi v naso raziskavo, bol-
niki zbolevali skozi vse leto. Do povecane-
ga Stevila okuzb je prihajalo v poletnih in
jesenskih mesecih, najvec¢ pa julija, avgusta
in septembra (Slika 1). Do podobnih ugoto-

vitev so prisli tudi v drugih drzavah.'®**242¢
Po podatkih ECDC za leto 2008 je bilo vecje
$tevilo okuzb z VTEC v poletnih mesecih
znacilno zlasti za serolosko skupino Ois7,
medtem ko so bile okuzbe z drugimi sero-
logkimi skupinami manj odvisne od letnega
Casa.'® Najve¢ bolnikov, ki so zboleli zaradi
okuzb s sevi, vklju¢enimi v naso raziskavo,
je bilo mlajsih od 5 let, veliko jih je bilo v
starostnih skupinah nad 25 let, najmanj
bolnikov pa je bilo starih 5-24 let (Slika 2).
Glede na podatke ECDC je bilo v letih 2005,
2006 in 2007 najve¢ bolnikov, okuzenih z
VTEQ, starih do 4 leta, pri drugih starostnih
skupinah je bila incidenca okuzb nizja. Po-
membnejse razlike glede okuzb med spo-
loma v na$i raziskavi in tudi po podatkih
ECDC?**?° niso ugotovili.

Verotoksigene E. coli lahko pripadajo
zelo razli¢nim serotipom, ki vkljucujejo ve-
¢ino serologkih skupin O E. coli.*” Vendar
pa se doloceni serotipi in tako tudi doloce-
ne seroloske skupine O pojavljajo pogosteje.
Dobra polovica izolatov VTEC, vklju¢enih v
naso raziskavo, je pripadalo seroloski skupi-
ni O1s7. Prevladovali so do leta 2004, nato
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pa se je njihovo Stevilo glede na druge sero-
logke skupine zmanjsalo. To ni nujno odraz
dejanskega stanja, ampak bolj nacrtnega is-
kanja in dokazovanja verotoksinov pri O157
v tem obdobju. Druga najpogostejsa serolo-
ska skupina je bila 026, tako je v letu 2009
najve¢ preiskovanih verotoksigenih sevov
pripadalo ravno tej seroloski skupini (Tabe-
la 2). Vecina sevov seroloskih skupin O1s7
in 026 je verotoksigenih ali pa enteropato-
genih.?””*° Slednje nimajo genov za veroto-
ksine, imajo pa gen za intimin. Zanimiva
ugotovitev nase raziskave je, da se od leta
2008 dalje med verotoksigenimi sevi poja-
vlja vedno ve¢ razli¢nih seroloskih skupin O
(Tabela 1, Tabela 2). Tako so VTEC iz leta
2009 pripadale vsaj osmim razlicnim sero-
loskim skupinam. Preiskani verotoksigeni
sevi spadajo v naslednje seroloske skupine:
O17, 026, 091, 0103, O111, O113, 0126, O128,
0148, O145 in O157 (Tabela 1). Ker je sev, ki
je povzrocil letosnji izbruh v Nemciji, pri-
padal seroloski skupini O104, navajamo kot
zanimivost podatek, da noben sev VTEC,
osamljen od januarja do septembra 2011 v
sodelujocih laboratorijih, ni pripadal tej se-
rologki skupini (ni prikazano). Po podatkih
ECDC je bilo v letih 2007 in 2008 ve¢ kot
polovica (54,1 in 53,0 %) prijavljenih in po-
trjenih VTEC okuzb pri ljudeh povezanih
s serolosko skupino O157. Zelo visok delez,
kar 29 % leta 2007 oziroma 25,9 % leta 2008,
so predstavljale VTEC, ki jim seroloska sku-
pina O ni bila dolocena in so se tako uvrstile
na drugo mesto med vsemi VTEC. Na tretje
in Cetrto oziroma na drugo in tretje mesto
med doloc¢enimi seroloskimi skupinami O
sta se uvrstili skupini 026 in O103. Med naj-
pogostejsimi desetimi seroloskimi skupina-
mi v letu 2007 najdemo Se Og1, O145, O111,
0128, O113, 0146, Vv letu 2008 se pojavi Se
O117, ni pa bilo O113.****

Glede prisotnosti genov vtxi, vtx2, eae in
ehxA smo ugotovili veliko raznolikost med
preiskovanimi verotoksigenimi sevi (Tabela
1, Tabela 3). Tako smo za seroloski skupini
O157 ugotovili pet, za O26 pa tri razli¢ne
genotipe, vendar so se nekateri genotipi po-
javljali mnogo pogosteje kot drugi. Glede
prisotnosti genov za verotoksine smo pri 22
sevih (64,7 %) O157 ugotovili prisotnost gena
vtx2, prisotnost obeh genov, vix1 in vixz,
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smo ugotovili pri desetih sevih (29,4 %). O
pogosti prisotnosti genov za vtx2 pri huma-
nih izolatih VTEC O157 porocajo tudi drugi
avtorji.*'**»** Prisotnost zgolj gena za vixi
pa smo ugotovili le pri dveh sevih (5,9 %),
kar je tudi po ugotovitvah drugih avtorjev
bolj znacilnost preostalih seroloskih sku-
pin,** kot sta npr. 026 in O103."* Pri VTEC
026 smo ugotovili, da je imela dobra polovi-
ca sevov gen za vtxi, slaba polovica sevov je
imela gen za vtx2, noben sev pa ni imel ge-
nov za obe skupini verotoksinov. Pri vecini
sevov obeh seroloskih skupin smo dolo¢ili
prisotnost genov za intimin in enterohemo-
lizin (Tabela 1).

V pri¢ujoci raziskavi smo ugotovili, da
je prislo do tezjih oblik poteka bolezni, kot
so krvava driska, HUS in TTP, predvsem
pri majhnih otrocih (starih manj kot pet let)
in starejsih ljudeh (Tabela 4). Po podatkih
ECDC in Evropske agencije za varno hrano
(EFSA) so drzave ¢lanice EU, ki so sporo-
¢ale podatke v letih 2007 in 2008, ugotovile
najve¢ primerov HUS pri otrocih do cetrte-
ga leta starosti, veliko primerov pa so ugo-
tovili tudi v starostni skupini 5-14 let.'**!
Najpogostejse seroloske skupine, poveza-
ne s HUS'*?! in tudi s krvavo drisko,** so
bile poleg O157 $e 026, O111, O103, O145. V
nasi raziskavi so bile s tezjim potekom bole-
zni povezane VITEC Ois7, 026, O17 O103,
0126 in O145 (Tabela 4). Krvava driska je
bila povezana s sevi, ki so imeli gene za eno
ali obe skupini toksinov, vsi pa so imeli gen
za enterohemolizin in intimin. Omenjena
gena smo ugotovili tudi pri verotoksigenih
sevih, povezanih s HUS in/ali TTP, o ¢emer
porocajo tudi drugi avtorji.'>'**"** Vero-
toksigene E. coli, povezane s HUS, imajo
pogosto gen za vix2,'* kar smo ugotovili
tudi za seve, vkljucene v naso raziskavo. Z
omenjenim zapletom so pogosteje poveza-
ni doloceni podtipi verotoksinov. Nadaljnja
tipizacija genov vtx1 in vtx2 pri slovenskih
izolatih bo pripomogla k oceni tveganja za
nastanek HUS. Nedavni izbruh s sevom E.
coli O104:H4 je pokazal nujnost spremljanja
ne le verotoksigenih ampak tudi preostalih
skupin E. coli, ki povzrocajo ¢revesne okuz-
be. To pa je povezano s sprotnim uvajanjem
metodologije, ki omogoca njihovo odkriva-
nje in prepoznavanje njihovih lastnosti.
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Zahvala

Avtorice se zahvaljujemo Tatjani Harlan-

der iz ZZV Novo mesto, Dusanu Novaku
iz ZZV Maribor, Bojanu Drinovcu iz ZZV
Koper in Iztoku Strumblju iz ZZV Murska
Sobota, ki so prav tako prispevali nekatere
verotoksigene seve E. coli in nam posredo-
vali razpolozljive epidemioloske podatke.
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