ADVANCEMENTS OF MICROBIOLOGY - POSTEPY MIKROBIOLOGII
2019, 58, 2, 143-152
DOI: 10.21307/PM-2019.58.2.143

WIM FQexeley

DIFFUSELY ADHERING ESCHERICHIA COLI

Michal Turniak, Beata Sobieszczanska*

Department of Microbiology, Wroclaw Medical University, Wroclaw, Poland

Recieved in January, accepted in March 2019

Abstract: Diffusely adhering E. coli strains (DAEC) is one of the seven pathovars of pathogenic E. coli causing intestinal infections in
humans. DAEC is a diverse group of strains producing fimbrial or afimbrial adhesins that are responsible for their pathogenicity specific
diffuse adherence pattern for epithelial cells. DAEC isolates are detected not only in humans, but also in various groups of animals (dogs,
calves, cattle, poultry, pigs). A large variation in the genes that encode the adhesins contributes to the omission of DAEC in the routine
diagnosis of gastrointestinal and urinary tract infections.

1. Introduction. 2. The Afa/Dr family of adhesins. 3. The division of DAEC strains. 4. Other virulence factors of DAEC. 5. The patho-
genicity of DAEC. 5.1. Urinary tract infections. 5.2. Gastrointestinal tract infections. 6. Immunological response in DAEC infections.
7. The pathomechanism of infections caused by DAEC. 7.1. The internalization of DAEC. 8. The epidemiology of DAEC. 9. Diagnosis.
10. Summary

ESCHERICHIA COLI O ROZSIANYM TYPIE ADHEZ]JI

Streszczenie: Dyfuzyjno-adherentne szczepy Escherichia coli (DAEC) sa jednym z siedmiu chorobotwérczych patowaréw odpowiedzial-
nych za zakazenia przewodu pokarmowego u ludzi. DAEC sg zrdznicowana grupg szczepow, wytwarzajacych liczne adhezyny fimbrialne
i afimbrialne, ktére warunkuja chorobotworczo$¢ tych szczepow E. coli oraz ich specyficzny, rozsiany typ adhezji do komérek nablonka.
Izolaty DAEC s3 wykrywanie nie tylko u ludzi, ale takze u réznych grup zwierzat (psow, cielat, bydta, drobiu, §win). Duze zréznicowanie
genéw kodujacych adhezyny utrudnia wykrywanie zakazen wywolywanych przez DAEC, co przyczynia si¢ do pomijania tych patogenow
w rutynowej diagnostyce zakazen przewodu pokarmowego i moczowego.

1. Wprowadzenie. 2. Rodzina adhezyn Afa/Dr. 3. Podziat szczepéw DAEC. 4. Inne czynniki wirulencji DAEC. 5. Chorobotwdrczos¢ DAEC.

5.1. Zakazenia ukladu moczowego. 5.2. Zakazenia przewodu pokarmowego. 6. Odpowiedz immunologiczna z zakazeniach DAEC. 7. Pato-
mechanizm zakazenn DAEC. 7.1. Internalizacja DAEC. 8. Epidemiologia zakazen szczepami DAEC. 9. Diagnostyka. 10. Podsumowanie
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1. Introduction ing pathovars depending on the virulence factors they

generate: enteropathogenic E. coli (EPEC), Shiga toxin-

Escherichia coli is a facultative anaerobe that is part
of the human colon’s microbiota. This organism colo-
nizes the intestines of newborns as early as in the first
hours of their life. Most E. coli rods are harmless and its
presence is limited to the digestive tract. Nevertheless,
in weakened people, patients suffering from immuno-
suppression and as a result of damage to the intestinal
epithelial layer, even these non-pathogenic strains of
E. coli may cause extraintestinal infections in humans,
e.g. infections of the urinary ract, blood, wounds and
other. In addition to the non-pathogenic strains of
E. coli that colonize the human intestine, a large group
of strains is pathogenic to humans and animals [18, 61].
Pathogenic E. coli rods include strains associated with
infections of the digestive tract, as well as strains which
cause extrainetstinal infections. E. coli strains responsi-
ble for intestinal infections are divided into the follow-

producing E. coli (STEC) along with the subgroup of
enterohemorrhagic E. coli (EHEC), enteroinvasive E. coli
(EIEC), enteroaggregative E. coli (EAEC), enterotoxi-
genic E. coli (ETEC), adherent-invasive E. coli (AIEC)
and diffusely-adherent E. coli (DAEC). Those E. coli
strains that cause extraintestinal infections (ExPEC;
Extraintestinal Pathogenic Escherichia coli), comprise
uropathogenic E. coli strains (UPEC; Uropathogenic
Escherichia coli) responsible for urinary tract infec-
tions, as well as such E. coli strains (NMEC; Neonatal
Meningitis Escherichia coli) that have a K1 capsule and
cause meningitis in newborns [20, 38].

DEAC strains are an extremely heterogeneous
group of potentially pathogenic E. coli, which are char-
acterized by their diffuse adherence to epithelial cells,
regardless of the type of adhesins produced from the
Afa/Dr family of adhesins (Fig. 1).
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Fig. 1. Diffuse adherence to a human laryngeal carcinoma
HEp-2 cells. Giemsa stain. Magnification 100x.

2. The Afa/Dr family of adhesins

The Afa/Dr family of adhesins includes fimbrial
adhesins, specific for the DAEC pathotype, i.e. Dr and
F1845 fimbriae, as well as adhesins related to adhesins
specific for the EAEC pathotype, i.e. AAF-I, AAF-II,
AAF-IIT and HdaA fimbriae, in addition to non-fim-
brial adhesins (AfaE-I, AfaE-22, AfaE-III, AfaE-V,
AfaE-VII, AfaE-VIIL Dr-IT and NFA-1) (Tab. I) [63, 76,
77]. The AfaE-VII adhesin is present in DAEC strains
isolated from cattle, while AfaE-VIII, in strains isolated
from humans and animals. In turn, the AAF-I, AAF-1I
and AAF-IIT aggregative fimbriae typical of the EAEC
pathovar constitute distantly related adhesins from the
Afa/Dr family. The receptor for many Afa/Dr adhesins
is hDAF (CD55) (human Decay-Accelerating Factor).
Furthermore, the AfaE-III, Dr and F1845 adhesins bind
to human carcinoembryogenic antigens hCEACAM-1
and hCEACAM-6 (human Carcinoembryogenic Anti-
gen related Cell Adherence Molecules), as well as CEA

(Carcinoembryogenic Antigen) which is also a recep-
tor for the NFA-1 adhesin. In addition, the Dr adhesin
binds to type IV collagen. Meanwhile, the receptor of
the AfaE-VIII adhesin remains unknown [51] (Fig. 2).

The operons encoding the Afa, Dr and F1845 adhe-
sisns, i.e. the afa, dra and daa operons, have a similar
genetic organization and consist of at least five genes
(a-d), conservative in the Afa/Dr family of adhesins
which encode chaperone proteins and the variable afaE
gene which encodes the AfaE structural adhesive pro-
tein [76]. Thus far, only the AfaE-I, AfaE-III, Dr, Dr-1I
and F1845 adhesins have been studied thoroughly in
terms of their genetic organization, identified receptors
and the pathogenesis in humans.

AfaE-I is an afimbrial adhesin of typical DAEC
strains which was first described in the K552 E. coli
strain, isolated from a urinary tract infection case.
AfaE-I is also present in DAEC strains responsible for
diarrhoea. This adhesin exhibits mannose-resistant
haemagglutination and has 32% identity with the Dr
adhesin in terms of its sequence of amino acids. Fur-
thermore, an adhesin which has 98% identity to the
AfaE-I adhesin in terms of its sequence of amino acids
has been described in a prototype strain representing
EPEC, defined on the basis of its electrophoretic type
as type ET5 which is included among atypical DAEC.
The ET5 type includes the O55: H- and O55: H7 E. coli
serotypes. In addition to the diffuse adherence ability,
strains included in the ET5 type have virulence genes
typical of EPEC. These are genes associated with the
ability to induce histopathological changes in the epi-
thelial cells, the so-called AE (Attaching Effacing),
which consists of blurring the structure of microvilli
similarly to those induced by EPEC adherence. In

Table I
Family Afa/Dr adhesins
Adhesin Type Host Collagen type IV! hDAF? hCEACAM?, CEA*
AfaE-I afimbrial human - + -
AfaE-II afimbrial human ND + ND
AfaB-III afimbrial human - + +
AfaE-V afimbrial human ND + ND
AfaE-VII afimbrial cattle ND - ND
AfaE-VIII afimbrial human, animals ND - ND
Dr fimbria human + + +
Dr-1I afimbrial human - + -
F1845 fimbria human - + +
NFA-1 afimbrial human ND + ND
AAF-1 - AAF-III | fimbria human ND ND ND
HdaA fimbria human ND ND ND

! collagen type IV is the basic structural component of the extracellular matrix of the basal lamina on which epithelial cells reside,
produced by epithelial cells; > hDAF (decay accelerating factor; * hCEACAM-1 and hCEACAM-6 human carcinoembryogenic antigen
related cell adherence molecules-1 and -6; * CEA, carcinoembryogenic antigen; ND, not determined. Based on [68].
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Fig. 2. Receptors for DAEC strains pathogenic to humans.

EPEC, lesions of the AE type confer LA (Localized
Adherence), hence type ET5 presents a mixed type of
LA-DA adherence [40, 76].

The AfaE-III DAEC afimbrial adhesin was first
described in the A30 E. coli strain responsible for urinary
tract infections [51]. This adhesin shows 98% homology
to the Dr adhesin in terms of its sequence of amino acids
but, unlike it, it determines adherence to epithelial cells,
inhibited by chloramphenicol. Furthermore, the set of
genes encoding AfaE-III is closely related to the daa
operon which encodes the F1845 fimbriae. Products of
the afaA and afaF genes of the afa-3 operon are homo-
logous to the PapI-PapB UPEC proteins [23].

The Dr adhesin is encoded by a set of genes of the
dra operon that determines the mannose-resistant
adherence of these strains to epithelial cells. A prototype
E. coli strain in which Dr adhesin has been described is
the strain IH11128 (O75: K5: H-). In turn, Dr-II adhesin
was first described in an EC7372 E. coli strain isolated
from a case of glomerulonephritis. The Dr-II adhesin
demonstrates only 20% similarity with adhesins from
the Afa/Dr family, but as much as 96% homology in
terms of the sequence of amino acids with the NFA-1
adhesin, present among E. coli strains responsible for
urinary tract infections. Nevertheless, despite the low
degree of similarity between the Dr-II adhesin and
Afa/Dr adhesins, both types of adhesins are character-
ized by a similar genetic organization of operons encod-
ing these antigens. In addition, strain EC7372 has a PAI
(Pathogenicity Island) similar to PAI__ . specific for
UPEC, along with genes encoding the HlyA haemolysin
and operons encoding the Pap fimbriae. In contrast to
other Afa/Dr-positive E. coli, the EC7372 strain induces
apoptosis and necrosis of epithelial cells [30, 70, 76].

The F1845 fimbrial adhesin of DAEC strains is
responsible for the diffuse adherence of the C1845
E. coli strain, which has been isolated from a case of
chronic diarrhoea in children. Research on the C1845
strain on an animal model has shown that it induces
loss of colonic epithelial cells in piglets [7]. The operon
encoding F1845 fimbriae comprises 5 daaA, daaB,
daaC, daaD, and daaE genes located on the plasmid
or on the chromosome in DAEC strains similar to the
C1845 E. coli and responsible for diarrhoea. The F1845
adhesin is 57% identical to the Dr fimbriae in terms of
the sequence of amino acids [6, 48]. In 1989, Bilge et al.

[7] developed a diagnostic DNA probe for the DAEC
pathotype that contains a fragment of the daaC gene
belonging to the operon encoding fimbriae F1845. This
probe, however, only identifies part of DAEC strains,
among others, strains producing adhesins that belong
to the Afa/Dr family, including the F1845 fimbriae.
Furthermore, the daaC probe cross-hybridizes with
the aafC gene which encodes the AAF-II aggregative
fimbriae. In addition, a positive cross-hybridization of
the daaC probe was indicated with a small percent-
age of strains that did not demonstrate adherence to
epithelial cells [7]. Nevertheless, epidemiological stud-
ies involving the daaC DNA probe shown a relation-
ship between the Afa/Dr DAEC strains and diarrhoea
in children of over 2 years of age [76]. Although this
probe’s specificity is estimated at over 95%, its sensitiv-
ity only amounts to approx. 60%. According to studies
by Scaletsky et al. [73], the sensitivity of the daaC probe
in a hybridization test involving 185 E. coli strains with
diffuse adherence amounted to 64.3%. Lozer et al. [55],
in turn, compared the frequency of detecting strains of
the DAEC pathotype using the method of hybridization
with the daaC probe and in a PCR reaction with genes
encoding afa adhesins. The DAEC pathotype was con-
firmed by these researchers in 19.1% of the 560 E. coli
strains tested using the daaC probe and in 25.5% of the
strains tested using the PCR reaction.

The AIDA-I adhesin is an autotransporter protein
of the external membrane with a molecular mass of
100 kDa, which was first described in the O126:H27
E. coli strain, isolated from a case of infant diarrhoea
by Benz et al. [5]. The AIDA-I protein is a three-com-
ponent antigen consisting of a functional a-domain
that mediates in the specific binding of E. coli with the
host cell and the B translocator (AIDA®) [42, 43, 44,
62]. The expression of AIDA-I depends on the activ-
ity of two plasmid genes, i.e. aidA, which encodes the
precursor protein with a molecular mass of 132 kDa,
post-translationally modified by a product of the aah
gene (autotransporter adhesin heptosyltransferase) into
a mature AIDA-I glycoprotein [44]. After secretion,
AIDA-I remains non-covalently bound to the surface
of the bacterium. The ability of AIDA-I to self-associ-
ate into aggregates caused this protein to be included
in a new group of autotransporter proteins labeled as
SAATS (self-associating autotransporters) which, apart
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Fig. 3. Diagram of the division of E. coli strains with diffuse type of adhesion.

from AIDA-I, includes the Ag43 antigen responsible for
the autoaggregation of numerous, pathogenic and non-
pathogenic E. coli strains and TibA, an ETEC adhesin/
Invasin [16]. In addition to adherence to epithelial cells,
AIDA-I is involved in the formation of a biofilm by
E. coli rods [78].

Besides the DAEC pathovar, the AIDA-I adhesin
was detected in other pathogenic E. coli strains, among
others, in ETEC that produce the STb heat-stable enter-
otoxin and, in strains of the STEC pathotype, i.e. Stx2
Shiga toxin and he F18 fimbriae-producing strains.
The presence of AIDA-I was also found among atypical
EPEC strains [22, 76, 80]. The receptor for the AIDA-I
adhesin is the N-glycosylated glycoprotein pgl19, pre-
sent on many types of human and animal cells [44].
AIDA-I-positive DAEC strains are responsible for
diarrhoea in infants. Adherence to intestinal epithelial
cells by via of AIDA-I stimulates synthesis and secre-
tion of the EspA, EspB and EspD effector proteins into
the cytosol of the host cell that induce the reorganiza-
tion of a cell's cytoskeleton combined with the accu-
mulation of actin underneath the adherent E. coli. The
resulting histopathological changes in epithelial cells
resemble A/E changes induced by EPEC adherence,
hence strains which have this adhesin are included in
the EPEC pathovar [76, 77].

3. The division of DAEC strains

On the basis of the presented adhesins and their
receptors, DAEC strains have been divided into two
basic groups, i.e. typical DAEC, which bind to the hDAF
receptor, and atypical DAEC, which do not bind the
hDAF factor. Each of these groups is divided into two
subclasses. Typical DAEC of the 1st subclass include
strains that have Afa/Dr adhesins which bond to the
CEA antigen (Afa/Dr_,, ) i.e. the Afa-III, Dr and F1845
strains. The second subclass of typical DAECs includes
strains that do not bond to the CEA antigen, i.e.
the AfaE-I and Dr-II strains. Atypical DAECs of the
Ist subclass include strains that demonstrate the pre-
sence of the AfaE-VII, AfaE-VIII, AAF-I, AAF-II

and AAF-III adhesins. The second subclass of atypi-
cal DAEC has Afa/Dr adhesins and other ones that
demonstrate diffuse adherence. This group comprises
DA-EPEC strains that demonstrate the presence of
the AIDA-I adhesin and have a pathogenicity island
homologous to the LEE pathogenicity island (locus of
enterocyte effacement) EPEC, as well as the ET5 type,
which also possesses the LEE pathogenicity island and
the AfaE-I adhesin [76] (Fig. 3).

4. Other virulence factors of DAEC

Many strains of the DEAC pathovar contain numer-
ous genes encoding uptake systems of iron ions. Almost
half of these strains demonstrate the presence of the
irp2 gene which belongs to the operon encoding yersi-
niabactin, i.e. a siderophore specific of rods from the
Yersinia genus. Furthermore, among DAEC isolates, the
icuB gene has been found, which is part of the operon
that encodes aerobactin, i.e. a siderophore synthesized
by some E. coli and Shigella strains, followed by the shuA
gene of the operon enabling the use of haem, which is
specifically present in Shigella and the iroN gene encod-
ing the catecholate siderophore salmochelin, common
among E. coli responsible for blood and urinary tract
infections. In addition, some DAEC strains have the
modD gene which belongs to the operon encoding the
molybdenum transport system [9, 22, 76]. Many DAEC
strains also demonstrate the ability to synthesize the Sat
toxin which belongs to the sub-family of serine protease
autotransporters of Enterobactericeae SPATE (Secreted
Autotrasporter Toxin of Enterobacteriaeae) [31].

5. The pathogenicity of DAEC
5.1. Urinary tract infections

Afa/Dr DAEC are responsible for 25-50% of cases
of cystitis in children and 30% of cases of pyelonephri-
tis in adults, especially pregnant women [76, 77]. Fur-
thermore, E. coli strains demonstrating the presence
of Dr adhesins are associated with twice as high a risk
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of arecurring infection of the urinary tract, which sug-
gests their involvement in recurrent or chronic infec-
tions of this system [51].

5.2. Gastrointestinal tract infections

Afa/Dr-positive E. coli cause diarrhoea in children
of between 2 and 5 years of age. The occurrence of
diarrhoea being limited to this age group may be the
result of the structural and functional immaturity of the
intestinal epithelial layer, as well as the lack of defence
mechanisms [77]. These strains do not cause diarrhoea
in adults, even in volunteers to whom the wild, patho-
genic C1845 strain was orally administered. Neverthe-
less, E. coli which have the daaC and afaBC genes are
isolated more often from people suffering from Crohn’s
disease or colon cancer than from healthy individu-
als [72]. The afa-1-positive strains isolated from these
patients demonstrate adherence and invasion into vari-
ous epithelial cells, and also induce the increased mRNA
expression of VEGF (Vascular Endothelial Growth
Factor) which promotes neoangiogenesis in cancerous
tumors. Furthermore, some afaC-positive strains pos-
sess a genotoxic pks pathogenicity island that brings
with it genes encoding the ability of synthesize colibac-
tin, i.e. a genotoxin that damages the DNA of host cells.
In addition, these strains often demonstrate the presence
of LpfA fimbriae (Long polar fimbriae), that enable the
translocation of intact bacteria through the M cells of
the intestinal mucosa as well as genes which encode the
HtrA and DsbA stress proteins that enable E. coli to sur-
vive in macrophages. Both of these genes are specifically
associated with the AIEC pathotype present in people
suffering from Crohn’s disease [13, 14, 58, 64].

6. Immunological response in DAEC infections

Infection with DAEC strains induces a strong
immune response. In their in vitro studies, Betis et al.
[64] demonstrated that the adherence of Afa/Dr DEAC
strains to polarized intestinal epithelial cells by means
of the hDAF receptor stimulates the release of IL-8
into basolateral spaces, which induces the migration
of PMNL (Polymorphonuclear Leukocytes) through
the intestinal epithelium [75]. The migration of PMNL
through the epithelial layer is associated with the secre-
tion of TNFa and IL-1P cytokines by enterocytes. In
turn, the secreted pro-inflammatory cytokines increase
the expression of the hDAF factor on the surface of
enterocytes, thus enhancing DAEC adherence. Hardin
et al. [34] demonstrated that IL-1p contributes to phy-
siological changes in the intestinal epithelium under
the influence of inflammation induced by an infection.
That is because this cytokine stimulates the secretion of
anions, inhibits the absorption of Na* and Cl- ions and
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the transport of glucose, dependent on the SGLT-1
transporter of sodium and glucose ions (Sodium-Glu-
cose Transport protein-1), which ultimately contributes
to the development of diarrhoea. However, Brest et al.
[12] demonstrated that although DAEC strains induce
the inflow of neutrophil in the intestinal mucosa, they
are phagocytosed by leukocytes to a much smaller extent
compared to the non-pathogenic DH5a control E. coli
strain. Infection of MNL with Afa/Dr strains induces
a spontaneous apoptosis of most of the leukocytes, one
that is characterized by morphological changes in a cell
nucleus, DNA fragmentation, activation of caspases
and high expression of annexin V. Recombinant E. coli
strains into which Afa/Dr adhesin genes (Afa-1, Afa
-III, Dr and F1845) have been introduced, although
they adhere to neutrophils, they are not engulfed. These
studies suggest that the interaction of Afa/Dr E. coli
with PMNL increases the virulence of these strains by
inducing the apoptosis of leukocytes and decreasing
their phagocytic capacities [12]. Tieng etal. [82] pre-
sented evidence of the influence of DAEC adherence
and their interaction with the hDAF receptor on trig-
gering a non-specific immune response using MICA
particles (MHC class I polypeptide-related sequence).
MICA are homologues of class I histocompatibility
antigens (MHC-I) that are present on cells of the intes-
tinal epithelium and constitute ligands for cell receptors
involved in a non-specific, innate immune response, i.e.
Ty8 lymphocytes, CD8+ cells, Taf lymphocytes and NK
cells. The interaction of DAEC with the hDAF receptor
increases the expression of MICA particles, which, in
turn, stimulates the secretion of the interferon y (IFNy)
by NK (natural killer) cells, increasing the inflammation
of the intestinal epithelium. By binding to hDAF, Afa/Dr
DAEC strains activate signalling pathways that engage
Erk/MAP protein kinases, which stimulates epithelial
cells to synthesize and secrete IL-8 [15]. In addition,
the interaction of DEAC strains with the hDAF receptor
induces an increase in the expression and synthesis of
the VEGF bioactive endothelial growth factor by epithe-
lial cells. Epidemiological studies indicate that Afa/Dr
strains often colonize the intestinal mucosa of patients
suffering from inflammatory bowel disease and patients
diagnosed with adenocarcinoma of the colon, although
their role in the development of these chronic intestinal
diseases remains unexplained [57].

7. The pathomechanism of infections caused
by DAEC

Yamamoto etal. [85] were the first to observe
changes in the cytoskeleton of human epithelial cells
(HeLa) under the influence of DAEC adherence. Sub-
sequently, Peiffer et al. [69] demonstrated that the inter-
action of the C1845 strain with the hDAF receptor on
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the surface of epithelial cells promotes the extension
of microvilli and this process is accompanied by an
increased epithelial permeability and changes in the
distribution of tight junction proteins. A DAF particle
contains four SCR domains, a serine/threonine region
and a glycosylphosphatidylinositol portion anchor-
ing hDAF in the cell membrane. The SCR-3 domain,
which is responsible for the protective effect of hDAF
against the toxic effects of the complement cascade
on cells, is also the receptor that binds Dr adhesins.
The interaction between DAEC and hDAF induces
the accumulation of hDAF particles underneath the
adjacent bacteria, which activates a cascade of signals
that engage tyrosine kinases, Cy phospholipase, phos-
phatidylinositol 3-kinase (PI3K), kinase C, as well as
leads to an intracellular increase in the concentration
of calcium ions. The increase in the concentration of
calcium ions modulates the conformation of proteins in
the cytoskeleton of the brush border through calcium-
dependent proteins binding actin fibres, namely villin
and fimbrin. Villin is involved in organizing the actin
and binds actin filaments at a low concentration of cal-
cium ions. However, an increase in the concentration
of calcium ions induces vilin fragmentation which, in
turn, leads to the depolymerization of F-actin in the
uppermost part of microvilli. The redistribution of
proteins in the cellular cytoskeleton is accompanied by
a decrease in the expression of the digestive enzymes of
the brush border, i.e. sucrase-isomaltase (SI), dipeptidyl
peptidase IV (DPPIV), as well as glucose (SGLT-1) and
fructose (GLUT-5) transporters, which may lead to the
development of diarrhoea [4, 28, 51, 68, 69]. According
to researchers, the change in the electrochemical gradi-
ent of the intestinal epithelium resulting in the devel-
opment of diarrhoea or the induction of an immune
response may be a pathophysiological consequence of
the observed phenomena. Studies by Taddei et al. [81]
demonstrated that the responsibility for the rearrange-
ment of tight junction proteins, i.e. ZO-1, ZO-3 and
occludin, which plays a key role in sealing the junction
between epithelial cells, lies with the serine group of
the Sat toxin. Guignot et al. [31] demonstrated that the
majority, namely 88%, of the DAEC strains associated
with urinary tract infections, as well as about 46% of
the DAEC strains responsible for diarrhoea in children
carry the sat gene encoding this toxin [31]. However,
these researchers failed to demonstrate the gene encod-
ing the Sat toxin in the DAEC strains isolated from
healthy children.

In turn, studies by Selvarangan et al. [74] on a mouse
model demonstrated that DAEC binding to collagen is
of vital importance in the pathomechanism of chronic
glomerulonephritis. Isogenic mutants lacking the DraE
antigen and, therefore, the ability to bind to collagen,
although still capable of binding the hDAF factor, are
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rapidly removed from the animals’ kidneys, in contrast
to the wild parental DraE-positive strain. Dr-positive
strains demonstrate tropism to the basal membranes
of glomeruli and the ability to cause chronic nephritis.
Nowicki et al. [63] demonstrated that an infection of
the urinary tract with the Afa/Dr IH11128 strain led
to significant histopathological changes, correspond-
ing to renal tubule atrophy, interstitial nephritis and
renal parenchymal fibrosis. Urinary tract infections
caused by DAEC strains can be particularly dangerous
for pregnant women. In an experimental mouse model
of chronic glomerulonephritis caused by Dr-positive
strains, Kaul et al. [39] demonstrated that almost 90%
of pregnant female mice infected with a Dr-positive
strain bore offspring prematurely compared to 10%
of mice infected with E. coli strains which did not have
the Dr adhesin.

7.1. The internalization of DAEC

The Afa/Dr operon encodes, among others, the
AfaD and DraD adhesins which simultaneously occupy
the role of invasins important in the process of DAEC
internalization by epithelial cells independently of the
hDAF and CEACAMS5 cellular receptors but engaging
caveolins, dynamic microtubules, as well as an interac-
tion with the a5p1 integrin [9]. The virulence factors
involved in the internalization of DAEC have only par-
tially been discovered. The results of studies indicate that
besides the AfaD invasin, the DraE adhesin of the Dr
fimbria also plays an important role in the process of
DAEC internalization by epithelial cells [63]. Purified
Dr fimbriae coated on small polystyrene balls stimu-
late the clusterization of receptors and accumulation
of actin in areas where the Dr antigen carrier adheres
to an epithelial cell, prior to their internalization. The
internalization of carriers coated with the Dr antigen is
inhibited by IgG antibodies directed against the Dr anti-
gen. In addition, it has been observed that intracellular
E. coli which have the Dr antigen do not influence the
functional differentiation of enterocytes. According to
studies by Guingot et al. [32], intracellular Dr-positive
strains form aggregations inside vacuoles, in which
bacteria survive in a “dormant” state. Such intracellular
aggregations probably constitute a reservoir of E. coli in
recurrent and chronic urinary tract infections [32].

A different invasin described in Afa/Dr strains is the
AfaD protein, conservative among human Afa-positive
E. coli strains. Similarly to AfaE, the AfaD protein is
exposed on the surface of a bacterial cell but, in contrast
to AfaE, it may flake off the surface of the bacterium
and be internalized by the host cells. The role of AfaD in
the invasiveness of Afa/Dr strains has been confirmed
by studies using a polycarbonate carrier coated with an
AfaD antigen, which was internalized by epithelial cells.
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AfaD was recognized as a prototype of the invasin fam-
ily, which also includes the AggB protein synthesized
by EAEC strains [24].

8. The epidemiology of DAEC

The epidemiology of DAEC strains responsible for
diarrhoeas remains poorly understood due to the lack
of commonly available laboratory methods for the iden-
tification of these strains. Nevertheless, DAEC strains
have been identified as the aetiological factor of diar-
rhoea in children in Chile [45], Mexico [25], Brazil [54],
Peru [65], Iran [1], Colombia [29] and the United States
[17]. Furthermore, DAEC strains have been detected
in children suffering from diarrhoea in Thailand [21],
Bangladesh [3], Japan [59, 84], China [52], New Cale-
donia [26], Australia [33] and in African [66, 67, 83]
and European countries, e.g. in the United Kingdom
[41] and France [37, 71]. DAEC strains are isolated
from healthy children and adults as often as from chil-
dren suffering from diarrhoea, which makes it difficult
to unequivocally determine their role as an aetiological
factor of digestive tract infections. So far, the reservoir
of DAEC strains and the routes of their transmission
also remain unknown. In a small number of studies, the
presence of DAEC strains was confirmed in drinking
water samples [36] and samples containing water from
irrigation systems [2]. There is also a paucity of data on
the incidence of DAEC strains demonstrating the pres-
ence of the AfaE-I adhesin - AfaE-III, Dr and F1845
in animals. Meanwhile, DEAC strains carrying genes
the AfaE-VII and AfaE-VIII afimbrial adhesins have
been detected in calves with diarrhoea or sepsis [47,
48]. Afa-8-positive strains and strains which had genes
associated with the afa/dr operon have been identified
among E. coli isolates from pigs, poultry and cattle [26,
35, 49, 50, 56], but there is no evidence of their trans-
mission from animals to humans.

9. Diagnosis

Although the relationship between DAEC strains
and infections, particularly those of the urinary tract,
has been known for a long time, DAEC are omitted
in the routine diagnosis of infections of the digestive
tract and the urinary tract. This is related to the huge
genotypic diversity of these strains. Phenotypically, the
vast majority of DAEC strains manifests a mannose-
resistant, diffuse adherence to epithelial cells [10, 60,
61]. However, an in vitro adherence test is time-con-
suming and quite expensive, which is why it is not used
in routine diagnostics. Besides, diffuse adherence may
also be manifested by other E. coli pathotypes [11, 46],

which disqualifies its use in routine diagnostics. Due
to the exceptional diversity of adhesins present among
DEAC strains, molecular test also seem to be of little
use in routine diagnostics. Nevertheless, epidemio-
logical studies and studies on the pathogenic poten-
tial of DAEC strains are being undertaken as part of
scientific research around the world. Numerous probes
and primers have been developed for the purposes
of genetic research on DAEC that make it possible to
detect adhesins from the Afa/Dr family which are com-
mon among these strains, e.g. daaC, daaE, afaB and
afaC [7, 50]. Unfortunately, recent research has shown
that some of the developed probes, e.g. the daaC probe,
commonly used for detection of Afa/Dr strains, cross-
reacts with EAEC strains that also cause diarrhoea,
which limits its use [54, 79]. An additional difficulty in
diagnosing infections caused by DAEC strains is their
prevalence among healthy individuals.

10. Summary

DAEC strains are associated with diarrhoea in
babies and with urinary tract infections. The patho-
genesis and diffuse adherence of this group of E. coli is
determined by specific fimbrial and afimbrial adhesins,
reacting with a wide range of receptors on the surface
of host epithelial cells. Numerous studies have con-
firmed the pro-inflammatory effect of DEAC adhes-
ins on intestinal epithelium. The latest data indicate
a possible contribution of DAEC strains in the process
of the development of colorectal cancer and Crohn’s
disease. On the other hand, DAEC strains are isolated
from patients as often as they are isolated from healthy
people, which suggests that the pathogenic potential
of this group of E. coli depends to a large extent on
the virulence factors produced by them and the age of
infected individuals. The lack of commonly available
diagnostic methods hinders the correct identification of
infections caused by DAEC, and therefore, the possibil-
ity of treatment which, in the case of some infections,
e.g. infections of the urinary tract, may lead to serious
clinical consequences.
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Streszczenie: Dyfuzyjno-adherentne szczepy Escherichia coli (DAEC) s3 jednym z siedmiu chorobotwoérczych patowaréw odpowiedzial-
nych za zakazenia przewodu pokarmowego u ludzi. DAEC sg zrdznicowang grupg szczepow, wytwarzajacych liczne adhezyny fimbrialne
i afimbrialne, ktére warunkuja chorobotworczos¢ tych szczepdw E. coli oraz ich specyficzny, rozsiany typ adhezji do komorek nabtonka.
Izolaty DAEC s3 wykrywanie nie tylko u ludzi, ale takze u réznych grup zwierzat (psow, cielat, bydla, drobiu, §win). Duze zréznicowanie
genéw kodujacych adhezyny utrudnia wykrywanie zakazen wywolywanych przez DAEC, co przyczynia si¢ do pomijania tych patogenow
w rutynowej diagnostyce zakazen przewodu pokarmowego i moczowego.

1. Wprowadzenie. 2. Rodzina adhezyn Afa/Dr. 3. Podziat szczepéw DAEC. 4. Inne czynniki wirulencji DAEC. 5. Chorobotworczos¢ DAEC.
5.1. Zakazenia ukladu moczowego. 5.2. Zakazenia przewodu pokarmowego. 6. Odpowiedz immunologiczna z zakazeniach DAEC. 7. Pato-
mechanizm zakazenn DAEC. 7.1. Internalizacja DAEC. 8. Epidemiologia zakazen szczepami DAEC. 9. Diagnostyka. 10. Podsumowanie

DIFFUSELY ADHERING ESCHERICHIA COLI

Abstract: Diffusely adhering E. coli strains (DAEC) is one of the seven pathovars of pathogenic E. coli causing intestinal infections in
humans. DAEC is a diverse group of strains producing fimbrial or afimbrial adhesins that are responsible for their pathogenicity specific
diffuse adherence pattern to epithelial cells. DAEC isolates are detected not only in humans, but also in various groups of animals (dogs,
calves, cattle, poultry, pigs). Large variation of genes encoding adhesins contributes to the omission of DAEC in the routine diagnosis of
gastrointestinal and urinary tract infections.

1. Introduction. 2. Afa/Dr family of adhesins. 3. Division of DAEC strains. 4. Other virulence factors of DAEC. 5. Pathogenicity of DAEC.
5.1. Urinary tract infections. 5.2. Gastrointestinal tract infections. 6. Immunological response in DAEC infections. 7. Pathomechanism of

infections caused by DAEC. 7.1. Internalization of DAEC. 8. Epidemiology of DAEC. 9. Diagnosis. 10. Summary
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1. Wprowadzenie

Paleczka okreznicy - Escherichia coli jest fakultatyw-
nym beztlenowcem wchodzacym w skfad mikrobiota
okreznicy czlowieka. Organizm ten kolonizuje jelita
noworodkow juz w pierwszych godzinach zycia. Wiek-
szo$¢ pateczek E. coli jest nieszkodliwa a jej wystepo-
wanie ogranicza si¢ do przewodu pokarmowego. Tym
nie mniej, u 0séb ostabionych, u chorych z immunosu-
presja, a takze w wyniku naruszenia bariery nablonka
jelita nawet te niepatogenne szczepy E. coli moga powo-
dowa¢ pozajelitowe zakazenia u ludzi np. zakazenia
drég moczowych, krwi, ran i inne. Obok niepatogen-
nych szczepdw E. coli kolonizujacych jelito cztowieka,
duza grupa szczepow jest patogenna dla ludzi i zwierzat
[18, 61]. Patogenne paleczki E. coli obejmuja szczepy
zwigzane z zakazeniami przewodu pokarmowego oraz
szczepy wywolujace zakazenia poza przewodem pokar-
mowym. Szczepy E. coli odpowiedzialne za zakazenia
jelit w zaleznosci od wytwarzanych przez nie czynnikéw

wirulencji podzielone zostaly na nastepujace patowary:
enteropatogenne E. coli (EPEC), E. coli wytwarzajace
toksyne Shiga (STEC) wraz podgrupa enterokrwotocz-
nych E. coli (EHEC), enteroinwazyjne E. coli (EIEC),
enteroagregacyjne E. coli (EAEC), enterotoksynogenne
E. coli (ETEC), adherentno-inwazyjne E. coli (AIEC)
oraz dyfuzyjno-adherentne E.coli (DAEC). Szczepy
E. coli wywolujace zakazenia pozajelitowe (ExPEC;
Extraintestinal Pathogenic Escherichia coli), obejmuja
uropatogenne szczepy E. coli (UPEC; Uropathogenic
Escherichia coli) odpowiedzialne za zakazenia ukladu
moczowego oraz szczepy E.coli (NMEC; Neonatal
Meningitis Escherichia coli), posiadajace otoczke K1,
ktore wywotluja zapalenie opon mézgowo-rdzeniowych
u noworodkow [20, 38].

Szczepy DEAC s3 niezwykle heterogenna grupa
potencjalnie patogennych E. coli, ktére cechuje roz-
siany typ adhezji DA (Diffuse Adherence) do komoérek
nabtonka, niezaleznie od typu wytwarzanych adhezyn
nalezacych do rodziny adhezyn Afa/Dr (Ryc. 1).

* Autor korespondencyjny: prof. dr hab. Beata Sobieszczanska; Katedra i Zaktad Mikrobiologii; Wydziat Lekarski; Uniwersytet Medyczny
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Ryc. 1. Dyfuzyjny typ adhezji do komorek nablonka
raka krtani HEp-2. Preparat barwiony metoda Giemzy.
Powiekszenie 100x.

2. Rodzina adhezyn Afa/Dr

Rodzina adhezyn Afa/Dr obejmuje adhezyny fim-
brialne, swoiste dla patotypu DAEC tj. fimbrie Dr
i F1845, a takze adhezyny spokrewnione z adhezynami
swoistymi dla patotypu EAEC tj. fimbrie AAF-I, AAF-II,
AAF-III i HdaA oraz adhezyny niefimbrialne (AfaE-I,
AfaE-22, AfaE-II1, AfaE-V, AfaE-VII, AfaE-VIIL, Dr-1I
i NFA-1) (Tab.I) [63, 76, 77]. Adhezyna AfaE-VII
wystepuje u szczepéw DAEC izolowanych od bydla,
natomiast AfaE-VIII u szczepéw izolowanych od ludzi
i zwierzat. Z kolei fimbrie agregacyjne AAF-I, AAF-II
i AAF-III typowe dla patowaru EAEC stanowia daleko
spokrewnione adhezyny rodziny Afa/Dr. Receptorem
dla wielu adhezyn Afa/Dr jest czynnik przyspieszajacy
rozpad hDAF (CD55) (human Decay-Accelerating Fac-
tor). Ponadto, adhezyny AfaE-III, Dr i F1845 faczg si¢
z ludzkimi czgstkami antygenéw rakowo-plodowych
hCEACAM-11ihCEACAM-6 (human Carcinoembryo-
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genic Antigen related Cell Adherence Molecules) oraz
CEA (Carcinoembryogenic Antigen), ktory rowniez jest
receptorem dla adhezyny NFA-1. Dodatkowo, adhezyna
Dr faczy si¢ z kolagenem typu IV. Nieznany jest nato-
miast receptor dla adhezyny AfaE-VIII [51] (Ryc. 2).
Operony kodujace adhezyny Afa, DriF1845 tj. ope-
rony afa, dra i daa maja podobna organizacje genetyczng
i sktadajg sie z co najmniej pieciu, konserwatywnych
w rodzinie adhezyn Afa/Dr genéw (a-d), ktére koduja
bialka pomocnicze oraz zréznicowanego genu afaE,
ktéry koduje wlasciwe bialko adhezyjne AfaE [76].
Dotychczas zostaty szczegélowo przebadane pod katem
organizacji genetycznej, rozpoznawanych receptorow
i roli w patogenezie zakazen wywolywanych u ludzi
tylko adhezyny AfaE-I, AfaE-III, Dr, Dr-1I oraz F1845.
AfaE-I jest afimbrialng adhezyng typowych szcze-
poéw DAEC, ktorg po raz pierwszy opisano u szczepu
E. coli KS52 izolowanego z przypadku zakazenia ukladu
moczowego. AfaE-I wystepuje réwniez u szczepow
DAEC odpowiedzialnych za biegunki. Adhezyna ta
wykazuje mannozo-oporng hemaglutynacje i jest
w 32% identyczna pod wzgledem sekwencji aminokwa-
séw z adhezyng Dr. Adhezyne identyczng w 98% pod
wzgledem sekwencji amonikowasow z adhezyng AfaE-I
opisano ponadto u prototypowego szczepu reprezentu-
jacego EPEC, okreslonego na podstawie typu elektrofo-
retycznego jako typ ET5, ktory zaliczono do atypowych
DAEC. Typ ET5 obejmuje serotypy E.coli O55:H-
i O55:H7. Poza zdolnoscig dyfuzyjnej adhezji, szczepy
nalezace do typu ET5 maja geny wirulencji typowe
dla EPEC. S3 to geny zwigzane ze zdolnoscig do indu-
kowania zmian histopatologicznych w komorkach
nablonka tzw. AE (Attaching Effacing), polegajacych
na zatarciu struktury mikrokosmkow, ktére sa podobne

Tabela I
Rodzina adhezyn Afa/Dr
Adhezyna Typ Gospodarz szczepéw | Kolagen typu IV! hDAF? hCEACAM?®, CEA*
AfaE-I afimbrialna | czlowiek - + -
AfaE-11 afimbrialna | cztowiek nie okreslono + nie okreslono
AfaB-I1I afimbrialna | cztowiek - + +
AfaE-V afimbrialna | cztowiek nie okreslono + nie okreslono
AfaE-VII afimbrialna | bydlo nie okreslono - nie okreslono
AfaE-VIII afimbrialna | ludzie, zwierzeta nie okre$lono - nie okres$lono
Dr fimbrie czlowiek + + +
Dr-1I afimbrialna | cztowiek - + -
F1845 fimbrie cztowiek - + +
NFA-1 afimbrialna | cztowiek nie okreslono + nie okreslono
AAF-I - AAF-IIT | fimbrie czlowiek nie okreslono nie okreslono nie okreslono
HdaA fimbrie cztowiek nie okreslono nie okreslono nie okreslono

! kolagen typu IV jest podstawowym sktadnikiem strukturalnym macierzy pozakomorkowej blaszki podstawnej, na ktorej rezyduja
komorki nabtonka, wytwarzanym przez komérki nablonka; ? hDAF (ang. decay accelerating factor) czynnik przyspieszajacy rozpad;
> hCEACAM-1i hCEACAM-6 antygeny rakowo-plodowe (ang. human carcinoembryogenic antigen related cell adherence molecules)
oraz * CEA (ang. carcinoembryogenic antigen). Na podstawie [68].
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DAF ) AfaE-l; AfaE-Il; AfaE-lll; AfaE-V; Dr; Dr-lIl, F1845; Nfa-1
(CEACAM-1 i -6 |7 AfaE-lll; Dr; F1845
(CEA ]::,{ AfaE-lll; Dr: F1845; Nfa-1

kolagen IV

If(or

Ryc. 2. Receptory dla adhezyn szczepéw DAEC patogennych dla ludzi

do tych indukowanych adhezja EPEC. U EPEC zmiany
typu AE warunkuja zlokalizowany typ adhezji LA
(Localized Adherence), stad typ ET5 prezentuje mie-
szany typ adhezji LA-DA [40, 76].

Afimbrialna adhezyna AfaE-III DAEC po raz pierw-
szy opisana zostala u szczepu E. coli A30 odpowiedzial-
nego za zakazenie ukladu moczowego [51]. Adhezyna
ta wykazuje 98% homologii pod wzgledem sekwencji
aminokwasow z adhezyng Dr, ale w przeciwienstwie do
niej warunkuje adhezje do komdrek nabtonka, hamo-
wang przez chloramfenikol. Ponadto, zespdt genow
kodujacych AfaE-III jest blisko spokrewniony z ope-
ronem daa, kodujacym fimbrie F1845. Produkty genow
afaA oraz afaF operonu afa-3 s homologiczne z bial-
kami Papl-PapB UPEC [23].

Dr adhezyna kodowana jest przez zesp6t genéw ope-
ronu dra, ktéry warunkuje mannozo-oporng adhezje
tych szczepdéw do komorek nablonka. Prototypowym
szczepem E. coli, u ktérego opisano adhezyne Dr jest
szczep IH11128 (075:K5:H-). Z kolei adhezyng Dr-11
opisano po raz pierwszy u szczepu E. coli EC7372 izo-
lowanego z przypadku kiebuszkowego zapalenia nerek.
Adhezyna Dr-II wykazuje tylko 20% podobienstwo
z adhezynami rodziny Afa/Dr, ale az 96% homologie¢
sekwencji aminokwaséw z adhezyng NFA-1, wystepu-
jacg wérdd szczepow E. coli odpowiedzialnych za zakaze-
nia ukladu moczowego. Tym niemniej, pomimo nis-
kiego stopnia podobienstwa adhezyny Dr-II i adhezyn
Afa/Dr, oba typy adhezyn cechuje podobna organizacja
genetyczna operonéw kodujgcych te antygeny. Dodat-
kowo, szczep EC7372 posiada wyspe patogennosci PAI
(Pathogenicity Island) podobng do PAI . .. swoistej dla
UPEC wraz z genami kodujgcymi hemolizyne HlyA oraz
operony kodujace fimbrie Pap. W przeciwienstwie do
innych E. coli Afa/Dr-dodatnich, szczep EC7372 indu-
kuje apoptoze i nekroze komdrek nabtonka [30, 70, 76].

Adhezyna fimbrialna F1845 szczepéw DAEC odpo-
wiada za rozsiany typ adhezji szczepu E. coli C1845, ktory
izolowano z przypadku dzieciecej, przewleklej biegunki.
Badania szczepu C1845 na modelu zwierzecym wyka-
zaly, ze indukuje on zanik komoérek nablonka okreznicy
u prosiat [7]. Operon kodujgcy fimbrie F185 obejmuje
5 genow daaA, daaB, daaC, daaD i daaE zlokalizowa-
nych na plazmidzie lub na chromosomie u szczepéw
DAEC podobnych do E. coli C1845 a odpowiedzialnych
za biegunki. Adhezyna F1845 jest w 57% identyczna pod

wzgledem sekwencji aminokwaséw z fimbriami Dr [6,
48]. W 1989r. Bilge i wsp. [7] opracowali diagnostyczna
sond¢ DNA dla patotypu DAEC, ktéra zawiera frag-
ment genu daaC, nalezacego do operonu kodujacego
fimbrie F1845. Sonda ta jednakze identyfikuje tylko
cze$¢ szczepow DAEC, a min. szczepy wytwarzajace
adhezyny nalezace do rodziny Afa/Dr, m.in. fimbrie
F1845. Ponadto, sonda daaC hybrydyzuje krzyzowo
z genem aafC, kodujacym fimbrie agregacyjne AAF-II.
Dodatkowo, wykazano dodatnig hybrydyzacje sondy
daaC z niewielkim odsetkiem szczepédw niewykazuja-
cych adhezji do komorek nablonka [7]. Tym niemniej,
badania epidemiologiczne z sondg DNA daaC wykazaty
zwigzek szczepow Afa/Dr DAEC z biegunkami u dzieci
powyzej 2 roku zycia [76] Pomimo, ze swoisto$¢ tej
sondy jest oceniana na ponad 95%, jej czuto$¢ wynosi
tylko ok. 60%. Wedlug badan Scaletsky i wsp. [73]
czuto$¢ sondy daaC w tescie hybrydyzacji 185 szcze-
pow E. coli o rozsianym typie adhezji wynosita 64,3%.
Z kolei Lozer i wsp. [55] poréwnali czgsto$¢ wykrywania
szczepow patotypu DAEC metoda hybrydyzacji z sonda
daaC oraz w reakcji PCR z genami kodujacymi adhe-
zyny afa. Patotyp DAEC badacze ci potwierdzili u 19,1%
spo$réd 560 badanych szczepdéw E. coli za pomocg sondy
daaC oraz u 25,5% szczepéw w reakcji PCR.
Adhezyna AIDA-T jest autotransportowym biatkiem
blony zewnetrznej o m.cz. 100 kDa, ktore po raz pierw-
szy zostalo opisane u szczepu E. coli O126:H27, izolo-
wanego z przypadku biegunki niemowlecej przez Benz
i wsp. [5]. Biatko AIDA-I jest antygenem trojsktadni-
kowym, zlozonym z funkcjonalnej a-domeny, ktora
posredniczy w swoistym wigzaniu E. coli z komoérka
gospodarza oraz translokatora p (AIDAC) [42, 43, 44,
62]. Ekspresja AIDA-I zalezy od aktywno$ci dwoch
plazmidowych gendéw tj. aidA, ktéry koduje biatko
prekursorowe o m.cz. 132 kDa potranslacyjnie mody-
fikowane przez produkt genu aah (autotransporter
adhesin heptosyltransferase) do dojrzatej glikoprote-
iny AIDA-I [44]. Po sekrecji AIDA-I pozostaje nieko-
walentnie zwigzana z powierzchnig bakterii. Zdolnos¢
AIDA-I do samoskupiania si¢ w agregaty spowodowata,
ze bialko to zaliczono do nowej grupy biatek autotrans-
portowych oznaczonych jako SAATSs ( self-associating
autotransporters), ktora poza AIDA-I obejmuje anty-
gen ag43 odpowiedzialny za autoagregacje licznych,
patogennych i niepatogennych szczepéw E. coli oraz
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TibA, adhezyne-inwazyne ETEC [16]. Poza adhezjg do
komorek nabtonka AIDA-I zaangazowana jest w for-
mowanie biofilmu przez pateczki E. coli [78].

Poza patowarem DAEC adhezyne AIDA-I wykryto
u innych, patogennych szczepéw E. coli m.in. ETEC,
wytwarzajacych enterotoksyne cieplostala STb oraz
u szczepow patotypu STEC, wytwarzajacych toksyne
shiga Stx2 i fimbrie F18. Obecno$¢ AIDA-I stwierdzono
takze wérdd atypowych szczepow EPEC [22, 76, 80].
Receptorem dla adhezyny AIDA-I jest N-glikozylowana
glikoproteina pgl19, obecna na wielu typach komoérek
ludzkich i zwierzecych [44]. Szczepy DAEC AIDA-I-
-dodatnie odpowiedzialne sg za biegunki u niemow-
lat. Adhezja do komorek nabtonka jelita za posrednic-
twem AIDA-I stymuluje u bakterii synteze i sekrecje
do cytozolu komorki gospodarza bialek efektorowych
EspA, EspB i EspD, ktore indukuja reorganizacje bia-
ek cytoszkieletu komorki polaczona z akumulacja
aktyny pod przylegajacymi E. coli. Powstate zmiany
histopatologiczne w komorkach nablonka przypo-
minajg zmiany A/E indukowane adhezja EPEC, stad
szczepy posiadajace ta adhezyne zaliczane sa do pato-
waru EPEC [76, 77].

3. Podzial szczepow DAEC

Na podstawie prezentowanych adhezyn oraz ich
receptorow szczepy DAEC podzielone zostaly na dwie
podstawowe grupy tj. typowe DAEC, ktore wiaza sie
z receptorem hDAF oraz atypowe DAEC, ktére nie
wigzg czynnika hDAF. Kazda z tych grup jest podzie-
lona na dwie podklasy. Typowe DAEC podklasy 1,
obejmuja szczepy posiadajace adhezyny Afa/Dr, ktore
wigzg si¢ z antygenem CEA (Afa/Dr_,) tj. szczepy Afa-
-III, Dr oraz F1845. Druga podklasa typowych DAEC
obejmuje szczepy nie wigzace si¢ z antygenem CEA tj.
szczepy AfaE-I oraz Dr-II. Atypowe DAEC podklasy 1
obejmuja szczepy prezentujace adhezyny AfaE-VII,
AfaE-VIII, AAF-I, AAF-II oraz AAF-III. Druga pod-
klasa atypowych DAEC posiada adhezyny Afa/Dr oraz
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inne, ktore prezentuja rozsiany typ adhezji DA. Do tej
grupy zaliczane sg szczepy DA-EPEC, prezentujace
adhezyne AIDA-I oraz posiadajace wyspe patogenno-
$ci homologiczng do wyspy patogennosci LEE (locus
of enterocyte effacement) EPEC oraz typ ET5, ktory
réwniez posiada wyspe patogennosci LEE i adhezyne
AfaE-1[76]. (Ryc. 3.)

4. Inne czynniki wirulencji szczepow DAEC

Wiele szczepow patowaru DEAC posiada liczne
geny kodujace systemy wychwytu jonéw zelaza. Prawie
potowa tych szczepow wykazuje obecnos¢ genu irp2
nalezacego do operonu kodujacego jersiniobaktyne
tj. siderofor swoisty dla pateczek z rodzaju Yersinia.
Ponadto, wsrdd izolatéw DAEC wykazano gen icuB,
ktory jest czgscia operonu kodujacego aerobaktyne tj.
siderofor syntetyzowany przez niektdre szczepy E. coli
oraz pateczki Shigella, nastepnie gen shuA operonu
umozliwiajacego wykorzystywanie hemu, ktéry swo-
icie wystepuje u paleczek Shigella oraz gen iroN, kodu-
jacy siderofor katecholowy salmocheline, powszechny
wsrod paleczek E. coli odpowiedzialnych za zakazenia
krwi oraz zakazenia ukladu moczowego. Dodatkowo,
niektdre szczepy DAEC posiadajg gen modD nalezacy
do operonu kodujacego system transportu molibdenu
[9, 22, 76]. Wiele szczepéw DAEC wykazuje ponadto
zdolno$¢ syntezy toksyny Sat, nalezacej do podrodziny
autotransportowych proteaz serynowych rodziny Ente-
robacteriaceae SPATE (Secreted Autoransporter Toxin
of Enterobacteriaeae) [31].

5. Chorobotworczosé¢ szczepow DAEC
5.1. Zakazenia ukladu moczowego
Afa/Dr DAEC odpowiadaja za 25-50% przypadkéw

zapalenia pecherza moczowego u dzieci i 30% przypad-
kow odmiedniczkowego zapalenia nerek u dorostych,

- L TL

[ Afa/Dr ] [ Afa/Dr ]
AfaE-VlII DA-EPEC
AfaE-VlIl ET5 DA

AAF-|

AAF-II
AAF-III

Ryc. 3. Schemat podzialu szczepow E. coli o rozsianym typie adhezji
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szczegblnie kobiet w ciazy [76, 77]. Ponadto, szczepy
E. coli prezentujace adhezyny Dr zwigzane sg z dwu-
krotnie wyzszym ryzykiem nawrotu zakazenia ukfadu
moczowego, co sugeruje ich udzial w nawracajacych lub
chronicznych zakazeniach tego ukladu [51].

5.2. Zakazenia przewodu pokarmowego

Afa/Dr-dodatnie E. coli wywoluja biegunki u dzieci
miedzy 2 a 5 rokiem Zycia. Ograniczenie wystepowa-
nia biegunek do tej grupy wiekowej moze by¢ spowo-
dowane strukturalng i funkcjonalng niedojrzaloscia
jelitowej bariery nabtonka i brakiem mechanizméw
obronnych [77]. Szczepy te nie powodujg biegunek
u 0s6b dorostych, nawet u ochotnikéw, ktérym podano
doustnie dziki, patogenny szczep C1845. Tym nie-
mniej, E. coli posiadajgce geny daaC i afaBC izolowane
sg czedciej niz od 0séb zdrowych od oséb z choroba
Crohna oraz rakiem okreznicy [72]. Szczepy afa-1-do-
datnie izolowane od tych chorych wykazujg adhe-
zj¢ i inwazje do zréznicowanych komorek nabtonka,
a takze indukuja zwigkszong ekspresj¢ mRNA czynnika
wzrostu komorek srodblonka VEGF (Vascular Endo-
thelial Growth Factor), promujacego neoangiogeneze
w guzach nowotworowych. Ponadto, cze$¢ szczepow
afaC-dodatnich posiada genotoksyczng wyspe pato-
gennosci pks, niosaca geny kodujace zdolnos¢ syntezy
kolibaktyny tj. genotoksyny uszkadzajacej DNA ko-
morek gospodarza. Dodatkowo szczepy te nierzadko
prezentujg fimbrie LpfA (Long polar fimbria), umoz-
liwiajace translokacj¢ bakterii w stanie nietknietym
przez komorki M blony sluzowej jelit oraz geny kodu-
jace bialka stresu HtrA i DsbA, ktére umozliwiajg E. coli
przezywanie w makrofagach. Oba te geny sa swoiscie
zwigzane z patotypem AIEC wystepujagcym u osob
z chorobg Crohna [13, 14, 58, 64].

6. Odpowiedz immunologiczna w zakazeniach DAEC

Zakazenie szczepami DAEC indukuje silng odpo-
wiedz immunologiczng. Betis i wsp. [64] w badaniach
in vitro wykazali, ze adhezja szczepéw Afa/Dr DEAC do
spolaryzowanych komorek nablonka jelita za posred-
nictwem receptora hDAF stymuluje uwalnianie IL-8
do przestrzeni podstawno-bocznych, co indukuje
migracje leukocytow wielojadrzastych PMNL (Poly-
morphonuclear Leukocytes) przez nablonek jelita [75].
Migracja PMNL przez warstwe nablonka zwigzana jest
z sekrecja cytokin TNFa oraz IL-1p przez enterocyty.
Wydzielane cytokiny prozapalne zwigkszaja z kolei
ekspresje czynnika hDAF na powierzchni enterocy-
tow, wzmagajac w ten sposob adhezje DAEC. Hardin
i wsp. [34] wykazali, ze IL-1P przyczynia si¢ do zmian
tizjologicznych nablonka jelita pod wplywem zapale-
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nia indukowanego zakazeniem. Cytokina ta bowiem
stymuluje sekrecje aniondéw, hamuje absorpcje jonow
Na* i Cl" oraz zalezny od transportera jonéw sodu
i glukozy SGLT-1 (Sodium-Glucose Transport pro-
tein-1) transport glukozy, co ostatecznie przyczynia
sie do rozwoju biegunki. Brest i wsp. [12] wykazali
natomiast, ze cho¢ szczepy DAEC indukujg naplyw
neutrofiléw w blonie §luzowej jelit, sg znacznie stabiej
fagocytowane przez leukocyty w poréwnaniu z nie-
patogennym, kontrolnym szczepem E.coli DHb5a.
Zakazenie PMNL szczepami Afa/Dr indukuje spon-
taniczng apoptoze wigkszosci leukocytow, charakte-
ryzujaca si¢ zmianami morfologicznymi jadra komor-
kowego, fragmentacja DNA, aktywacjg kaspaz oraz
wysoka ekspresjg aneksyny V. Rekombinowane szczepy
E. coli, ktérym wprowadzono geny kodujace adhezyny
Afa/Dr (Afa-1, Afa-III, Dr i F1845), cho¢ przylegaja do
neutrofiléw nie sg przez nie pochlaniane. Badania te
sugeruja, ze interakcja E. coli Afa/Dr z PMNL zwigksza
wirulencje tych szczepdéw poprzez indukeje apoptozy
leukocytéw i obnizanie ich zdolnosci fagocytarnych
[12]. Tieng i wsp. [82] przedstawili dowody na wplyw
adhezji DAEC i ich interakgji z receptorem hDAF na
pobudzenie nieswoistej odpowiedzi immunologicznej
za posrednictwem czastek MICA (MHC class I poly-
peptide-related sequence). MICA sg homologami anty-
gendw zgodnosci tkankowej klasy I (MHC-I), wystepu-
jacymi na komorkach nabtonka jelita i stanowia ligandy
dla receptoréw komorek zaangazowanych w nieswoista,
wrodzong odpowiedZ immunologiczng tj. limfocytow
Ty, komédrek CD8+, limfocytéow Tap oraz komorek
NK. Interakcja DAEC z receptorem hDAF zwigksza
ekspresje czastek MICA, co z kolei pobudza sekrecje
interferonu y (IFNY) przez komérki NK ( natural kiler),
zwiekszajac stan zapalny nablonka jelita. Laczac sie
z hDAF szczepy Afa/Dr DAEC aktywujg szlaki sygna-
fowe angazujace kinazy biatkowe Erk/MAP, co pobu-
dza komorki nabtonka do syntezy i sekrecji IL-8 [15].
Dodatkowo, interakcja szczepéw DEAC z receptorem
hDAF indukuje wzrost ekspresji i syntezy bioaktyw-
nego czynnika wzrostu komorek srodbtonka VEGF
przez komorki nablonka. Badania epidemiologiczne
wskazuja, iz szczepy Afa/Dr czesto kolonizuja blone
§luzowy jelita chorych na nieswoiste zapalenie jelit
oraz chorych z gruczolakorakiem okreznicy, cho¢ ich
rola w rozwoju tych chronicznych choréb jelit pozostaje
niewyjasniona [57].

7. Patomechanizm zakazen szczepami DAEC

Yamamoto i wsp. [85] po raz pierwszy zaobserwo-
wali zmiany w cytoszkielecie komorek nablonka Hela,
zachodzace pod wplywem adhezji DAEC. Nastepnie
Peiffer i wsp. [69] wykazali, ze interakcja szczepu C1845
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z receptorem hDAF na powierzchni komoérek nabfonka
promuje wydluzanie mikrokosmkéw a procesowi
temu towarzyszy wzrost przepuszczalnosci nablonka
i zmiany dystrybucji biatek ciasnych polaczen. Czastka
DAF zawiera cztery domeny SCR, region seryna/
treonina oraz czg$¢ glikozylofosfatydyloinozytolowa
zakotwiczajaca hDAF w blonie komérkowej. Domena
SCR-3, ktora odpowiada za ochronne dzialanie hDAF
przed toksycznym dzialaniem kaskady dopelniacza
wobec komorek, jest rowniez receptorem wigzacym
adhezyny Dr. Interakcja z DAEC z hDAF indukuje aku-
mulacje czastek hDAF pod przylegajacymi bakteriami,
co aktywuje kaskade sygnaléw angazujacych kinazy
tyrozynowe, fosfolipaze Cy, 3-kinaze 3 fosfatydyloino-
zytolu (PI3K), kinaze C oraz prowadzi do wewnatrz-
komorkowego wzrostu stezenia jonéw wapnia. Wzrost
stezenia jonow wapnia moduluje konformacje bialek
cytoszkieletu rabka szczoteczkowego poprzez zalezne
od wapnia biatka wigzace wtokna aktyny tj. wiline i fim-
bryne. Wilina jest zaangazowana w organizacje aktyny
i przy niskim stezeniu jonéw wapnia wiaze filamenty
aktyny. Jednak, wzrost stezenia jonéw wapnia indukuje
fragmentacje wiliny, co z kolei prowadzi do depolime-
ryzacji F-aktyny w szczytowej czg$ci mikrokosmkow.
Redystrybucji bialek cytoszkieletu komoérkowego
towarzyszy obnizenie ekspresji aktywno$ci enzymow
trawiennych rabka szczoteczkowego tj. sacharozy-izo-
maltazy (SI), dipeptydylopeptydazy IV (DPPIV) oraz
transporterdéw glukozy (SGLT-1) i fruktozy (GLUT-5),
mogace prowadzi¢ do rozwoju biegunki [4, 28, 51, 68,
69]. Zdaniem badaczy konsekwencja patofizjologiczna
obserwowanych zjawisk moze by¢ zmiana gradientu
elektrochemicznego nablonka jelita skutkujgca roz-
wojem biegunki lub indukcja odpowiedzi immuno-
logicznej. Badania Taddei i wsp. [81] wykazaly, ze za
rearanzacj¢ bialek ciasnych polaczen tj. ZO-1, ZO-3
oraz okludyny, pelniacej kluczowa role w uszczelnianiu
polaczenia miedzy komoérkami nabtonka odpowiada
ugrupowanie serynowe toksyny Sat. Guignot i wsp. [31]
wykazali, ze wigkszos¢, bo 88% szczepow DAEC zwig-
zanych z zakazeniami uktadu moczowego, a takze okoto
46% szczepéw DAEC odpowiedzialnych za biegunki
u dzieci posiada gen sat, kodujacy ta toksyne [31]. Genu
kodujgcego toksyne Sat badacze ci nie wykazali jednak
u szczepow DAEC izolowanych od dzieci zdrowych.
Z kolei badania Selvarangan i wsp. [74] na modelu
mysim wykazaly, ze wigzanie DAEC z kolagenem ma
zasadnicze znaczenie w patomechanizmie chronicznego
zapalenia kigbuszkéw nerkowych. Mutanty izogeniczne
pozbawione antygenu DraE, a tym samym zdolnosci
wigzania z kolagenem, cho¢ nadal zdolne do wigzania
czynnika hDAF, s3 szybko usuwane z nerek zwierzat,
w przeciwienstwie do dzikiego szczepu rodzicielskiego
DraE-dodatniego. Szczepy Dr-dodatnie wykazuja tro-
pizm do blon podstawnych klebuszkéw nerkowych
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i zdolno$¢ wywotywania przewleklego zapalenia
nerek. Nowicki i wsp. [63] wykazali, ze zakazenie drég
moczowych szczepem Afa/Dr IH11128 prowadzilto do
znacznych zmian histopatologicznych, odpowiadaja-
cych atrofii kanalikow nerkowych, $srédmigzszowemu
zapaleniu nerek oraz wléknieniu migzszu nerek. Zaka-
zenia ukladu moczowego wywolywane przez szczepy
DAEC moga by¢ szczegolnie niebezpieczne dla kobiet
w cigzy. Na eksperymentalnym modelu mysim chro-
nicznego zapalenia klebuszkéw nerkowych wywotanym
przez szczepy Dr-dodatnie, Kaul i wsp. [39] wykazali, ze
prawie 90% ciezarnych samic myszy zakazonych szcze-
pem Dr-dodatnim rodzilta potomstwo przedterminowo
w poréwnaniu do 10% myszy zakazonych szczepami
E. coli nie posiadajacymi adhezyny Dr.

7.1. Internalizacja DAEC

Operon Afa/Dr koduje m.in. adhezyny AfaD
i DraD, pelnigce rownocze$nie role inwazyn waznych w
procesie internalizacji DAEC przez komdrki nabtonka
na drodze niezaleznej od receptorow komorkowych
hDAF oraz CEACAMS, ale angazujacej kalweoliny,
dynamiczne mikrotubule oraz interakcje z integryna
a5B1 [9]. Czynniki wirulencji biorgce udziat w inter-
nalizacji DAEC zostaly poznanie jedynie czg¢sciowo.
Wyniki badan wskazuja, ze poza inwazyna AfaD,
wazna role w procesie internalizacji DAEC przez
komorki nablonka odgrywa adhezyna DraE fimbrii
Dr [63]. Oczyszczone fimbrie Dr oplaszczone na poli-
styrenowych kulkach pobudzaja klasteryzacje recepto-
réw i akumulacje aktyny w miejscach adhezji nosnika
antygenu Dr do komorki nabtonka, poprzedzajac ich
internalizacje. Internalizacje nosnikéw optaszczonych
antygenem Dr hamujg przeciwciata IgG skierowane
przeciwko antygenowi Dr. Dodatkowo zaobserwo-
wano, ze wewnatrzkomoérkowe E.coli posiadajace
antygen Dr nie wplywaja na funkcjonalne réznico-
wanie sie enterocytéw. Wedlug badan Guingot i wsp.
[32] wewnatrzkomodrkowe szczepy Dr-dodatnie tworzg
skupiska wewnatrz wakuoli, w ktorych bakterie prze-
zywaja w stanie ,,uspienia”. Takie wewnatrzkomorkowe
skupiska prawdopodobnie stanowig rezerwuar E. coli
w nawracajgcych i chronicznych zakazeniach ukladu
moczowego [32].

Inna inwazyng opisana u szczepéw Afa/Dr jest kon-
serwatywne wérdd ludzkich szczepdw E. coli Afa-dodat-
nich biatko AfaD. Podobnie jak AfaE, bialko AfaD jest
eksponowane na powierzchni komorki bakteryjnej,
ale w przeciwienstwie do AfaE, moze zluszczaé sie
z powierzchni bakterii i podlega¢ internalizacji przez
komorki gospodarza. Role AfaD w procesie inwazji
szczepéw Afa/Dr potwierdzity badania z zastosowa-
niem poliweglowego nosnika oplaszczonego antyge-
nem AfaD, ktéry byl internalizowany przez komorki
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nablonka. AfaD uznana zostala za prototyp rodziny
inwazyn, ktéra obejmuje takze biatko AggB syntetyzo-
wane przez szczepy EAEC [24].

8. Epidemiologia zakazen szczepami DAEC

Epidemiologia szczepéw DAEC odpowiedzialnych
za biegunki pozostaje stabo poznana z uwagi na brak
powszechnie dostepnych laboratoryjnych metod iden-
tyfikacji tych szczepow. Tym niemniej, szczepy DAEC
zidentyfikowano jako czynnik etiologiczny biegunki
u dzieci w Chile [45], Meksyku [25], Brazylii [54], Peru
[65], Iranie [1], Kolumbii [29], Stanach Zjednoczonych
[17]. Ponadto, szczepy DAEC wykryto u dzieci z bie-
gunka w Tajlandii [21], Bangladeszu [3], Japonii [59,
84], Chinach [52], Nowej Kaledonii [26], Australii [33]
oraz w krajach afrykanskich [66, 67, 83] i europejskich
np. w Wielkiej Brytanii [41] i Francji [37, 71]. Szczepy
DAEC réwnie czesto jak od dzieci z biegunka izolowane
sg od zdrowych dzieci i dorostych, co utrudnia jedno-
znaczne ustalenie ich roli jako czynnika etiologicznego
zakazen przewodu pokarmowego. Dotychczas nieznany
jest takze rezerwuar szczepéw DAEC i drogi ich trans-
misji. W nielicznych badaniach obecno$¢ szczepow
DAEC potwierdzono w probkach wody pitnej [36]
oraz probkach wody z systeméw irygacyjnych [2]. Brak
takze danych na temat czestosci wystepowania szcze-
poéw DAEC prezentujacych adhezyny AfaE-I — AfaE-III,
Dr oraz F1845 u zwierzat. Szczepy DEAC posiadajace
adhezyny afimbrialne AfaE-VII i AfaE-VIII wykryto
natomiast u cielat z biegunka lub posocznicg [47, 48].
Szczepy afa-8-dodatnie oraz szczepy posiadajace geny
powigzane z operonem afa/dr zidentyfikowano wsrod
izolatow E. coli od $win, drobiu i bydta [26, 35, 49, 50,
56], ale brak dowoddw wskazujacych na ich transmisje
od zwierzat na czlowieka.

9. Diagnostyka

Pomimo, ze zwiazek szczepéw DAEC z zakaze-
niami, szczegdlnie drég moczowych, znany jest od
dawna, DAEC s3 pomijane w rutynowej diagnostyce
zakazen przewodu pokarmowego i moczowego. Jest
to zwigzane z ogromna roznorodnoscig genotypowa
tych szczepow. Fenotypowo znakomita wigkszosé
szczepdw DAEC prezentuje mannozo-oporny, roz-
siany typ adhezji do komoérek nabtonka [10, 60, 61].
Jednakze test adhezji in vitro jest czasochlonny oraz
dos¢ kosztowny, stad nie jest stosowany w rutynowej
diagnostyce. Poza tym, rozsiany typ adhezji mogg pre-
zentowac¢ takze inne patotypy E. coli [11, 46], co wyklu-
cza jego zastosowanie w rutynowej diagnostyce. Testy
molekularne z uwagi na niezwykla réznorodnos¢ adhe-
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zyn prezentowanych wsrod szczepéw DEAC réwniez
wydaja si¢ mato przydatne w rutynowej diagnostyce.
Tym niemniej, badania epidemiologiczne oraz bada-
nia potencjalu chorobotwdrczego szczepéw DAEC sa
podejmowane w ramach badan naukowych na calym
$wiecie. Do badan genetycznych DAEC opracowano
liczne sondy i startery pozwalajace na wykrywanie
powszechnych wsrdd tych szczepdéw adhezyn rodziny
Afa/Dr np. daaC, daaE, afaB i afaC [7, 50]. Niestety,
ostatnie badania dowodza, ze niektére z opracowanych
sond np. sonda daaC, powszechnie wykorzystywana
do wykrywania szczepéw Afa/Dr, reaguje krzyzowo ze
szczepami EAEC, ktore rowniez wywotuja biegunke,
co ogranicza jej zastosowanie [54, 79]. Dodatkowym
utrudnieniem diagnostyki zakazen szczepami DAEC
jest ich rozpowszechnienie wsrdd oséb zdrowych.

10. Podsumowanie

Szczepy DAEC zwigzane sg z biegunkami u matych
dzieci oraz zakazeniami ukladu moczowego. Chorobo-
tworczo$¢ oraz rozsiany typ adhezji tej grupy E. coli dyk-
tuja swoiste adhezyny fimbrialne i afimbrialne, reagu-
jace z szerokim wachlarzem receptoréw na powierzchni
komorek nabtonka gospodarza. W licznych badaniach
potwierdzono prozapalny wplyw adhezji DEAC na
nablonek jelita. Najnowsze dane wskazujg na mozliwy
udziat szczepow DAEC w procesie rozwoju raka jelita
grubego oraz chorobie Lesniowskiego-Crohna. Z dru-
giej strony, szczepy DAEC s3 réwnie czesto jak od 0sob
chorych, izolowane od 0s6b zdrowych, co sugeruje, ze
potencjal patogenny tej grupy E. coli w duzym stopniu
zalezy od wytwarzanych przez nie czynnikéw wiru-
lencji oraz wieku zakazonych osob. Brak powszechnie
dostepnych metod diagnostycznych utrudnia prawi-
dfowe rozpoznawanie zakazen wywolywanych przez
DAEC, a tym samym mozliwo$¢ leczenia, co w przy-
padku niektérych zakazen np. ukladu moczowego,
moze prowadzi¢ do powaznych nastepstw klinicznych.
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