samo jego powstanie, zakres, sposéb reali-
zacji, termin itp. oraz ze zamiar prawodaw-
cy w takim przypadku musi ,wynikac jed-
noznacznie z tresci konkretnego przepisu
upowazniajacej do przyjecia, ze wybrany
przepis dziala priorio vigore, bez jakichkol-
wiek czynnosci podmiotu stosujacego pra-
wo badz poprzedzajacych powstanie okre-
$lonego skutku, badz czynnosci nastepuja-
cych po tym skutku”

Z sytuacja taka w ocenie Sadu Najwyz-
szego na pewno nie mamy do czynienia
w przypadku opfat z art. 36 ustawy o Pan-
stwowej Inspekcji Sanitarnej, ktory ,jedno-
znacznie wskazuje na konieczno$¢ okreslo-
nych dziatan organu, ktérych istotna tre$¢
(...) sprowadza si¢ do czynnosci ustalaja-
cych, ocennych i rozstrzygajacych". Po-
mocniczo Sad Najwyzszy dodat przy tym,
ze ,catoksztalt (...) stosunkéw zachodza-
cych miedzy organami inspekgji sanitarnej
a podmiotami podlegajacymi biezacemu
i zapobiegawczemu nadzorowi sanitarne-
mu jest znamienny dla stosunkéw zalez-
nosci i podporzadkowania, a sam obowig-
zek ponoszenia oplat ma cechy zdarzenia,
o ktérego powstaniu, wysokosci, terminie
i sposobie uiszczenia rozstrzyga sie w spo-
s6b wlasciwy lub wrecz »typowy« dla sto-
sunkéw administracyjnoprawnych’.

Tezy te wlasciwie w calo$ci mozna od-
nie$¢ do oplat pobieranych z art. 30 usta-
wy o Inspekcji Weterynaryjnej.

Na wybranie formy decyzji administra-
cyjnej jako formy wlasciwej przy ustaleniu
wysokosci oplaty z art. 30 ustawy o Inspek-
cji Weterynaryjnej wskazuja takze przepi-
sy nowej ustawy o finansach publicznych.
Chodzi tu normy artykutéw 60, 61 i 67,
ktére nie mialy swojego odpowiednika we
wczesniejszej ustawie.

Zgodnie z art. 60 $rodkami publiczny-
mi, stanowiacymi niepodatkowe naleznosci
budzetowe o charakterze publicznopraw-
nym, sa w szczeg6lnosci dochody budzetu
panstwa pobierane przez panstwowe i sa-
morzadowe jednostki budzetowe na pod-
stawie odrebnych ustaw, w tym na pod-
stawie ustawy o Inspekcji Weterynaryjnej.

Z kolei w myél art. 61 jedyna forma
dziatania administracji publicznej, o jakiej
wspomina ustawa o finansach publicznych
w kontekscie ustalenia takiej naleznosci
jest decyzja. W $wietle art. 67 ww. usta-
wy, zgodnie z ktérym do spraw dotyczg-
cych naleznoéci, o ktérych mowa w art. 60
ustawy, nieuregulowanych ta ustawg, sto-
suje sie w pierwszej kolejnosci i to w spo-
s6b bezposredni przepisy Kodeksu poste-
powania administracyjnego, nie powinno

Shigatoksyczne enterokrwotoczne
szczepy Escherichia coli -
nowe czy dobrze znane zagrozenie?

Marcin Weiner

z Zaktadu Mikrobiologii Paristwowego Instytutu Weterynaryjnego - Parstwowego

Instytutu Badawczego w Putawach

akterie Escherichia coli, nalezace do ro-

dziny Enterobacteriaceae, zostaly od-
kryte przez Teodora Eschericha w drugiej
polowie XIX wieku (1). Stanowia naturalny
sktadnik mikroflory przewodu pokarmo-
wego, jak réwniez pelnia role saprofitycz-
ng, wspétdziatajac w utrzymaniu home-
ostazy organizmu poprzez udzial w synte-
zie wielu istotnych dla niego skfadnikéw.
Niektére szczepy E. coli maja zdolno$¢ wy-
twarzania réznych czynnikéw patogenno-
$ci i moga wywola¢ choroby przewodu po-
karmowego lub zakazenia pozajelitowe, np.
posocznice, kulawki u cielat, Zrebiat i ja-
gniat oraz zakazenia ukladu moczowego.
Bakterie te moga tez by¢ odpowiedzialne
za choroby ukladu rozrodczego, gruczo-
tu mlekowego, jak réwniez o charakterze
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autoimmunologicznym, np. choroba Le-
$niowskiego-Crohna u ludzi (1, 2, 3). Esche-
richia coli uznawana jest takze za wskaznik
higieniczny zywnosci pochodzenia zwie-
rzecego, wskazujacy na stopien jej zanie-
czyszczenia podczas procesu pozyskiwa-
nia i przetwdrstwa (4).

Klasyfikacja E. coli, uwzgledniajaca
strukture antygenowa, zostata opracowa-
na przez Kauffmanna w 1944 r. i z pewny-
mi modyfikacjami stosowana jest do dzisiaj.
Opiera si¢ na trzech podstawowych anty-
genach powierzchniowych: ponad 170 so-
matycznych ,,0’ 90 otoczkowych ,K” oraz
60 rzeskowych ,H”. Ich wzajemna kombi-
nacja determinuje przynalezno$¢ drobno-
ustroju do danego serotypu (5, 6). W ostat-
nich latach, dzieki osiagnieciom biologii

Prawo weterynaryjne

by¢ w sprawie watpliwosci, iz chodzi tu
o decyzje w rozumieniu art. 104 tego Ko-
deksu, a wiec o decyzje administracyjna.

PiSmiennictwo

DzU z 2010 r,, nr 112, poz. 744 z pézn. zm.

DzU z 2007 r. nr 2, poz. 15 z p6zn. zm.

DzU nr 157, poz. 1240 z pézn. zm.

Kosikowski C.: Nowa ustawa o finansach publicznych.
Komentarz, Warszawa 2010, s. 49.

Tamze, s. 43.

Jendroska J., Adamiak B.: Glosa do wyroku NSA z dnia
27 kwietnia 1981 r. SA 767/81, OSPiKA 1983, nr 5, poz.
109, s. 257; Jendro$ka J.: Komentarz do art. 104. W: Ko-
deks postepowania administracyjnego. Komentarz, red. .
Borkowski, Warszawa 1985, s. 186; Adamiak B.: Zagadnie-
nia domniemania formy..., s. 7 in.; Zimmermann J.: Pra-
wo administracyjne, Zakamycze 2006, s. 293 i n.; Biernat
S.: w: OSPiKA 1986, z. 9-10, poz. 176, s. 381; Chrdscie-
lewski W.: Akty koriczace postepowanie, W: Chréscie-
lewski W., Tarno J.: Postepowanie administracyjne. Za-
gadnienia podstawowe, Warszawa 2002, s. 120.).

Sygn. 1 SA 2083/82.

Sygn. SA/Wr 430/84.

. Sygn. II SA/Gd 468/09 i II SA/Gd 469/09.

10. Sygn III SA/Lu 298/06.

11. Sygn: IV SA/Wa 1616/05.

12. DzU z 2006 r. nr 122, poz. 851.

13. Sygn SAB/Wr 19/94.

14. Sygn. 11 AZP 11/94.

15. Sygn. III CZP 1/94 /OSP 1994 r.

16. Sygn. II SA/Gd 468/09 i I SA/Gd 469/09.

BN

oo

© % N

Dr n. praw. Michat Rudy, Kancelaria Prawna Result K-Wit-
kowski & Spétka — Spétka Komandytowa, ul. Wisniowa 38,
02-520 Warszawa, e-mail: m.rudy@kancelaria-result.pl

molekularnej, okreslanie struktury anty-

genowej E. coli stracito nieco na znaczeniu

na rzecz identyfikacji ich genotypowych

markeréw patogennosci (2, 7).
Chorobotwércze szczepy E. coli,

uwzgledniajac mechanizmy ich patogen-

nego dzialania i wytwarzane markery zja-

dliwosci, podzielono na kilka grup (2, 8):

— enterotoksyczne E. coli (enterotoxige-
nic E. coli — ETEC), charakteryzujace si¢
zdolno$cia wytwarzania toksyn ciepto-
chwiejnych (LT) oraz cieplostalych (ST),

— enteroinwazyjne E. coli (enteroinvasi-
ve E. coli — EIEC), przypominajace me-
chanizmem dzialania paleczki rodzaju
Shigella. Bakterie te wnikaja do komé-
rek nabtonka jelitowego i uwalniaja cy-
totoksyny,

— enteropatogenne E. coli (enteropathoge-
nic E. coli — EPEC), cechujace sie specy-
ficzna adhezja do nablonka jelitowego
za pomoca biatka intyminy oraz wytwa-
rzaniem swoistego dla niego receptora
TIR (translocated intimin receptor),

— enteroagregacyjne E. coli (enteroaggre-
gative E. coli — EAEC), wyodrebnione
na podstawie zdolno$ci adhezji do ko-
morek linii HEp-2, przy udziale fimbrii
AAF (aggregative adherence fimbriae)
oraz uwalniania enteroagregacyjnej cie-
plostalej enterotoksyny 1 (EAST1),



Prace pogladowe

Shigatoxigenic enterohaemorrhagic
Escherichia coli - a new or a well-known
hazard?

Weiner M., Department of Microbiology, National
Veterinary Research Institute in Pulawy

Shiga toxin - producing Escherichia coli (STEC) have
been identified as a cause of serious human diseas-
es — hemorrhagic colitis (HC), hemolytic uremic syn-
drome (HUS) and thrombotic thrombocytopenic pur-
pura (TTP). Cattle and other ruminants are the main
reservoirs of these bacteria. Food of animal origin
(especially beef) is an important source of human
infection with STEC belonging to serogroups 0157,
026, 0103, 0111 and 0113 but water and per
son-to-person transmission may play a significant
role in the human infections. The large outbreaks
connected to STEC can affect many people causing
serious morbidity and mortality, making this bac-
teria one of the most important food-borne patho-
gens. In this paper several plasmid and chromosom-
al genes responsible for the expression of important
virulence determinants of STEC have been described.
Among them, Shiga toxin (Stx) encoded by the stx
genes is the best characterized pathogenic marker.
Current diagnostic procedures depend on pre— and/
or enrichment followed by growing the bacteria in
various media which contain supplements for the dif-
ferentiation of STEC from other Gram-negative mi-
croorganisms. Universally applied procedure PN-EN
1SO 16654:2002, which uses the immunomagnetic
separation (IMS) technique, allows the identification
of E coli 0157:H7 only and passes over the bacte-
ria belonging to many other different groups. Isola-
tion of individual STEC colonies is possible with the
use of digoxigenin (DIG)-labeled DNA probe where-
as characterization of their virulence markers i.e. Shi-
ga toxin genes is performed with molecular biology-
based assays, such as: PCR or multiplex PCR. This re-
view should improve the knowledge on STEC and the
function of the virulence markers described, but fur-
ther studies are needed to evaluate the role of STEC
genes in e.g. apoptosis or quorum sensing processes.

Keywords: shiga toxin-producing £ colj, VTEC, EHEC.

— martwicowe E. coli (necrotoxigenic
E. coli — NTEC), posiadajace zdolno$¢
wytwarzania cytotoksycznych czyn-
nikéw wywotujacych martwice CNF1
i CNF2 (cytotoxic necrotizing factor),

— shigatoksyczne E. coli (shigatoxigenic
E. coli — STEC), wraz z podgrupa ente-
rokrwotocznych E. coli (enterohemor-
rhagic E. coli — EHEC), wytwarzajace
toksyne Shiga (Stx).

Szczepy STEC zostaly po raz pierwszy
zidentyfikowane jako grozny czynnik zaka-
zent pokarmowych u ludzi na poczatku lat
osiemdziesiatych XX wieku przez dwa nie-
zalezne zespoly badaczy. Riley i wsp. (9) od-
kryli, ze przyczyna krwawej biegunki, kto-
ra wystapila po spozyciu niedopieczonych

hamburgeréw wotowych w USA, byl rzad-
ko wtedy izolowany szczep E. coli O157:H7.
Autorzy ci wykazali, ze badany drobno-
ustréj nie miat zdolnosci uwalniania ente-
rotoksyn LT i ST, nie wytwarzal znanych
fimbrii adhezyjnych, cechowal sie nato-
miast wlasciwosciami toksycznymi okre-
$lonymi mianem ,efektu cytopatycznego”
in vitro w stosunku do komérek linii Vero.
W tym samym roku Karmali i wsp. (10)
stwierdzili, Ze przyczyna zespotu hemoli-
tyczno-mocznicowego (HUS) u hospitali-
zowanego w Kanadzie pacjenta byla cyto-
toksyna produkowana przez szczep E. coli,
cechujaca si¢, podobnie jak w przypad-
ku szczepu amerykanskiego, analogicz-
nymi wlasciwo$ciami in vitro. Toksyne te
okreslono werotoksyng (verotoxin — VT),
a grupe drobnoustrojéw ja wytwarzaja-
cych, jako ,werotoksyczne E. coli” (vero-
toxigenic E. coli — VTEC). O’Brien i wsp.
(11) oraz O’Brien i La Veck (12) wykazali,
ze przeciwciala anty-Shigella dysenteriae
neutralizowaly cytotoksyczne wlasciwosci
toksyny wero. Od tego czasu czynnik ten
zaczeto okresla¢ réwniez mianem toksy-
ny shiga (Shiga toxin-Stx lub Shiga-like to-
xin — SLT), a szczepy je wytwarzajace ,shi-
gatoksycznymi E. coli” (shigatoxigenic lub
Shiga toxin-producing E. coli, STEC; 13).
Pomimo podejmowania préb ujednolice-
nia nazewnictwa toksyn, jak tez wytwa-
rzajacych je drobnoustrojéw, okreslenia
STEC i VTEC dla bakterii oraz Stx, SLT,
VT dla produkowanych przez nie czynni-
kéw toksycznych, maja charakter synoni-
moéw i stosowane sa w publikacjach we-
dlug uznania autoréw (14).

Okreslenie ,szczepy enterokrwotoczne
E. coli” (enterohemorrhagic E. coli - EHEC)
zostalo wprowadzone przez Levina (8) dla
E. coli O157:H7 ze wzgledu na wywolane
przez ten serotyp krwotoczne zapalenie
okreznicy (HC) uludzi. W latach p6Zniej-
szych po stwierdzeniu, ze nie tylko E. coli
0157:H7, ale réwniez inne STEC moga
wywota¢ HC, okreslenie rozszerzono na
wszystkie STEC zawierajace odcinek DNA
o nazwie LEE (locus of enterocyte efface-
ment) oraz posiadajace plazmid pO157 (15).

W 2001 r. przedstawiono pelna se-
kwencje genomu E. coli O157:H7 (szczep
EDL933), liczaca 5 528 445 par zasad, w ob-
rebie ktérej znajduje sie 5453 genéw ko-
dujacych 5324 biatka (16). Mimo znaczg-
cego postepu badari dokonanego w ostat-
nich 25 latach, poznano funkcje jedynie
okoto 5% z tych gen6éw, a mechanizmy re-
gulujace przyleganie STEC do komérek,
procesy zapalne i autoimmunologiczne,
role w apoptozie oraz zjawisku chemicz-
nej wymiany informacji sygnaléw pomie-
dzy drobnoustrojami okreslonym mianem
»quorum sensing” pozostaja bardzo czesto
w kwestii hipotez i s3 przedmiotem ciagle
prowadzonych badan (17, 18).

Zréznicowanie grupy STEC

Dotychczas stwierdzono ponad 400 sero-
typ6w E. coli zaliczonych do grupy STEC,
przy czym okoto 100 z nich izolowano
z przypadkéw chorobowych u ludzi (19).
Szczepy te moga réznic sie wlasciwosciami
biochemicznymi, fenotypowymi oraz geno-
typowymi, ale ich cecha wspélna jest zdol-
nos$¢ wytwarzania toksyny Shiga. O zrézni-
cowaniu grupy STEC mogg $wiadczy¢ m.in.
odmienno$ci pomiedzy E. coli O157:H7
oraz E. coli O157:H-(NM). Te pierwsze nie
fermentuja sorbitolu i nie posiadaja enzy-
mu B-glukuronidazy, natomiast produku-
ja enterohemolizyne (95% izolatéw) i oba
warianty toksyny Stx (Stx1 i Stx2). Przy-
padki kliniczne u ludzi po zakazeniu E. coli
0157:H7 stwierdza si¢ na calym $wiecie,
przede wszystkim w miesiacach letnich.
Dotycza one os6b w kazdej grupie wieko-
wej i s3 nastepstwem spozycia zywnosci za-
nieczyszczonej STEC, kontaktow ze zwie-
rzetami-nosicielami albo innymi ludZmi.
Dawka zakazna jest niska i wynosi ponizej
100 komorek bakteryjnych (20, 21). Z ko-
lei E. coli O157:H- fermentuja sorbitol, je-
dynie 10% szczepéw wytwarza enterohe-
molizyne, a zdecydowana wigkszo$¢ izo-
latéw produkuje wylacznie toksyne Stx2.
Drobnoustréj ten stwierdza sie w Europie
i Australii, przede wszystkim w miesiacach
chlodniejszych, od wrzesnia do kwietnia.
Zachorowania u ludzi dotycza dzieci po-
nizej 3 roku zycia, a dawka zakazna nie jest
okreslona (22, 23).

Wystepowanie STEC

Naturalnym rezerwuarem szczepéw STEC
sa przezuwacze, przede wszystkim bydlo,
a takze owce i kozy, bedace nosicielami
i siewcami tych bakterii (24). Pomimo ze
nosicielstwo i siewstwo jest krétkotrwale
i wynosi okoto 1 miesiaca, bakterie moga
utrzymywac si¢ w srodowisku przez dlu-
gi czas (od kilku tygodni do kilkunastu
miesiecy), a tym samym stanowi¢ poten-
cjalne zagrozenie dla zdrowia i Zycia czto-
wieka (2, 14). Wiek zwierzat jest czynni-
kiem determinujacym okres nosicielstwa
ijest znacznie dluzszy u cielat niz u bydla
dorostego. Co wiecej, w niektérych przy-
padkach (stres, przebyte zakazenia wiru-
sowe) nosicielstwo moze przej$¢ w postaé
kliniczng manifestujaca si¢ u cielat objawa-
mi biegunkowymi (1).

STEC izolowane byly réwniez od koni,
pséw, kotédw, drobiu, sporadycznie od
zwierzat wolno zyjacych (jelenie) i pta-
kéw (dréb, jaskétki i mewy; 25, 26).

Shigatoksyczne E. coli, produkujace tok-
syne Stx2e i wystepujace w jelicie cienkim
$win, wywoluja charakterystyczne zmia-
ny histopatologiczne w przebiegu cho-
roby obrzekowej (edema disease — ED)
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oraz biegunke u prosiat, przede wszystkim
w okresie odsadzania od macior (27, 28).
W polowie lat 90. opisano u chartéw wy-
$cigowych skarmianych surowymi odpad-
kami rzeznianymi objawy kliniczne przypo-
minajace zesp6l hemolityczno-mocznico-
wy u ludzi i okreslono je mianem ,Alabama
rot” lub ,cutaneous and renal glomeru-
lar vasculopathy of greyhounds” (CRGV;
29). Szczepy STEC produkujace toksy-
ne Stx2f biora udzial w patogenezie tzw.
zakaznego zespolu duzej glowy u drobiu
(swollen head syndrome — SHS), wcze-
$niej uznawanego za chorobe o etiologii
wirusowej (30). Od 1982 r., kiedy zanoto-
wano pierwsze przypadki zakazen ludzi
drobnoustrojami STEC, stwierdzono sze-
reg epidemicznych i sporadycznych zaka-
zelt wywolanych réznymi ich serotypami,
przede wszystkim O157:H7. Najbardziej
masowe zakazenie odnotowano w Japo-
nii w 1996 r., ktére dotyczylo 8576 oséb,
z czego 606 hospitalizowano. Konsekwen-
cja tej epidemii bylo 106 przypadkéw ze-
spotu hemolityczno-mocznicowego oraz
3 zej$cia $miertelne (31). W Europie naj-
wieksze i najtragiczniejsze zachorowa-
nie zanotowano w Szkocji w 1996 r. Obje-
Yo ono 501 o0séb, zakazonych po spozyciu
wolowiny zanieczyszczonej E. coli sero-
typu O157:H7. Efektem epidemii byl roz-
wdj zespolu hemolityczno-mocznicowego
u 27 oséb, w konsekwencji ktérego 20 oséb
zmarlo (32). Inne szeroko opisane masowe
zatrucie po spozyciu zywnosci zawierajacej
STEC mialo miejsce w Kanadzie w 1991 r.
i dotyczylo 521 0s6b (33). W USA w1992 1.
po wypiciu wody zanieczyszczonej bakte-
riami zachorowaly 243, a 4 osoby zmarly
(34). W Australii w 1995 r. po zjedzeniu
zywnosci zawierajacej E. coli O113:H21
zachorowato ponad 100 oséb (35). W USA
stwierdza sie rocznie ok. 80 masowych za-
kazen bakteriami STEC, a liczba sporadycz-
nych przypadkéw zachorowan obejmuje
ok. 20 000 oséb (20). W kraju tym domi-
nujacym serotypem izolowanym z zywno-
$ci pochodzenia zwierzecego (mieso, mle-
ko) jest O157:H7. W Europie natomiast, za
najbardziej istotny czynnik zakazen na tle
STEC uwaza sie szczepy grup serologicz-
nych 026, 0103, 0111, 01131 O145 oraz,
podobnie jak w USA, E. coli 0157 (36, 37).

W Polsce notowano tylko pojedyncze
przypadki zakazen ludzi szczepami STEC
grupy serologicznej 0157 (38, 39) oraz 026
(40). Wystepowanie E. coli O157:H7 w zyw-
noéci opisano w pracach Kwiatka i wsp. (4,
41). Z kolei wystepowanie STEC u zwierzat,
przede wszystkim u prosiat i cielat, przedsta-
wiono w publikacjach Oska i wsp. (27, 28, 42).

Ze wzgledu na istotne zagrozenie dla
zdrowia i zycia ludzi w przypadku zakazen
STEC, ustanowiono dyrektywa 2003/99/
WE Parlamentu Europejskiego i Rady
z 17 listopada 2003 r. regulacje prawne
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nakazujace krajom czlonkowskim wpro-
wadzenie dzialari monitoringowych w od-
niesieniu do szczepdw shigatoksycznych
E. coli. W Polsce to zagadnienie zostalo
uregulowane zapisami ustawy z 11 marca
2004 r. o ochronie zdrowia zwierzat oraz
zwalczaniu choréb zakaznych zwierzat
oraz rozporzadzeniem ministra rolnictwa
i rozwoju wsi z 25 listopada 2005 r. Efek-
tem wdrozenia w zycie wspomnianych ak-
téw prawnych oraz dyrektywy 2003/99/WE
sq szeroko prowadzone badania monitorin-
gowe w krajach UE, ktérych wyniki sa za-
mieszczane w corocznym raporcie Europej-
skiego Urzedu ds. Bezpieczenistwa Zywno-
$ci (EFSA). W ostatnim z nich stwierdzono,
ze w 2009 r. liczba przypadkéw zakazen lu-
dzi shigatoksycznymi E. coli byta na czwar-
tym miejscu, po palteczkach z rodzajéw
Campylobacter, Salmonella oraz Yersinia.
W 24 panistwach Unii Europejskiej (z wy-
jatkiem Czech, Grecji oraz Portugalii) oraz
trzech krajach spoza UE: Norwegii, Szwaj-
carii oraz Islandii — wykazano 3573 zaka-
zenia ludzi na tle STEC, najwiecej w Wiel-
kiej Brytanii, Niemczech, Holandii i Irlandii
(odpowiednio 1339, 878, 313 oraz 237 przy-
padkéw). W Polsce nie odnotowano za-
chorowan. Udzial serogrupy O157 wynosit
51,7% i stanowil nieznaczny spadek w sto-
sunku do 2008 r. (53%). Zesp6l hemolitycz-
no-mocznicowy, bedacy konsekwencja za-
kazenia STEC, stwierdzono w 242 przypad-
kach, co stanowi wzrost o 66% w stosunku
do roku poprzedzajacego.

Transmisja STEC

W transmisji szczepé6w STEC mozna wy-

rézni¢ 3 podstawowe elementy:

— zywno$¢ pochodzenia zwierzecego, ro-
$linnego oraz Wode,

— bezposredni kontakt ludzi ze zwierze-
tami nosicielami,

— bezposéredni kontakt zakazonych oséb.

Ponadto odnotowano droge aerogenng
zakazenia na tle STEC, ktéra miata miejsce
w USA i dotyczyta 23 oséb (44).

Szczepy STEC moga dostac sie do fan-
cucha pokarmowego ludzi najczesciej po
spozyciu surowego lub nieodpowiednio
przetworzonego termicznie migsa wolowe-
go, zanieczyszczonego bakteriami podczas
uboju i obrébki poubojowej tuszy, jak row-
niez niepasteryzowanego mleka (20, 43, 45).

Obserwowano réwniez zachorowania
ludzi po spozyciu prawidlowo przygo-
towanej (poddanej obrébce termicznej)
wolowiny, mleka lub jego przetworéw po
pasteryzacji, co zwigzane bylo z wtér-
nym zanieczyszczeniem gotowych produk-
téw spozywczych szczepami STEC (32).
Ze wzgledu na wysoka tolerancje E. coli
0157:H7 na niskie pH, jak réwniez na wy-
suszenie, bakterie te stanowig powazne za-
grozenie dla zywnosci uwazanej dotad za
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bezpieczng, np. suszonej (liofilizowane;j),
przypraw oraz sokow owocowych (46).

Elementem transmisji patogennych
szczepéw STEC moga by¢ tez warzywa
i owoce zanieczyszczone kalem bydle-
cym lub owczym (47). Przyczyng najwiek-
szej do tej pory epidemii E. coli O157:H7,
ktéra miata miejsce w Japonii bylo spozy-
cie warzyw zanieczyszczonych STEC (31).

Wedlug raportu EFSA za 2009 r., préb-
ki wolowiny w kierunku STEC zbadano
w 20 krajach UE i Norwegii i stwierdzono
2,3% wynikéw dodatnich, przy czym nale-
zacych do grupy 0157-0,7% (na 9285 zba-
danych prébek). Wedlug tego raportu
w Polsce stwierdzono wystepowanie STEC
w 48,5% probkach miesa pochodzacych od
kréw mlecznych. Nalezy przy tym zazna-
czy¢, ze wedlug danych zawartych w tym
raporcie jedynie w Belgii i Polsce wykona-
no badania w odniesieniu do powierzchni,
a nie masy zbadanej prébki (43).

Woda réwniez moze by¢ zrédlem za-
kazen szczepami STEC. Stwierdzono roz-
wdj krwotocznego zapalenia okreznicy lub
zespolu hemolityczno-mocznicowego po
spozyciu zanieczyszczonej tymi drobno-
ustrojami wody spozywczej, jak réwniez
na skutek kontaktu z woda jezior i base-
néw kapielowych. Bakterie te moga prze-
zywac i namnazac sie w wodzie i §ciekach
przez co najmniej 4 miesiace (34).

Waznym ogniwem laricucha epidemio-
logicznego sa tez bezposrednie kontakty
czlowiek—czlowiek, zwlaszcza w duzych
skupiskach ludzkich (przedszkola, szkoty,
domy opieki) oraz majace miejsce w obre-
bie jednej rodzinny (14, 17, 18). Mozliwe
sa tez zakazenia bedace efektem kontak-
tow ludzi (zwlaszcza dzieci) ze zwierzeta-
mi bedacymi nosicielami bakterii STEC, co
ma miejsce gléwnie w gospodarstwach rol-
nych o charakterze edukacyjnym. Przypad-
ki takie notowano w Japonii, Niemczech
i Wielkiej Brytanii (31, 48, 49).

Choroby ludzi wywolywane przez STEC

Shigatoksyczne szczepy E. coli odpowie-
dzialne sa za wystapienie groznych schorzen
u ludzi, a zwlaszcza krwotocznego zapale-
nia okreznicy (HC), ktérego konsekwencja-
mi moga by¢ zespo6t hemolityczno-mocz-
nicowy (HUS) i matoplytkowa plamica za-
krzepowa (TTP). Ponadto stwierdzono,
ze STEC moga by¢ przyczyna martwi-
czego zapalenia okreznicy oraz odgrywac
pewna role w patogenezie cukrzycy (14).

Krwotoczne zapalenie okreznicy
(hemorrhagic colitis - HC)

Choroba cechuje si¢ wystepowaniem bie-
gunki sekrecyjnej w poczatkowej fazie cho-
roby, nastepnie przechodzacej w krwawa,
trwajaca od 3 do 7 dni i potaczona z bélami
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brzucha i goraczka (9, 50). Gdy infekcja do-
tyczy E. coli O157:H7 wytwarzajacych tok-
syne Stx2, czesto dochodzi do powiklan ob-
jawiajacych sie krwawieniami z zotadka,
niedokrwieniem moézgu oraz wystapienia
zespolu hemolityczno-mocznicowego lub
maloplytkowej plamicy zakrzepowej (9, 14).

Zespot hemolityczno-mocznicowy
(hemolytic-uremic syndrome - HUS)

Wystepuje przede wszystkim u dzieci
i 0s6b starszych jako powiklanie HC (od
2-7%) i cechuje sie niewydolno$cig i uszko-
dzeniem nerek na skutek zmian zakrze-
powych w ich naczyniach oraz rozwojem
niedokrwisto$ci hemolitycznej (14, 51).
Smiertelno$¢ zwiazana z tym zespolem
wynosi od 3 do 10%, przy czym warto$ci
wyzsze dotycza przypadkéw infekeji szcze-
pami STEC wytwarzajacymi toksyne Stx2.
W badaniach wykonanych w USA i Kana-
dzie wykazano, ze zachorowania maja cha-
rakter sezonowy i wystepuja najczesciej
w miesigcach letnich (czerwiec-sierpien)
i wigza si¢ z sezonowym wystepowaniem
E. coli O157:H7 (24, 43).

Matoptytkowa plamica zakrzepowa
(thrombotic thrompocytopenic purpura
-TIP)

Przewaznie stanowi powiklanie zespo-
tu HUS (51). Dotyczy przede wszystkim
0s6b dorostych, w wyjatkowych przypad-
kach wystepuje u dzieci. Choroba cechuje
sie objawami neurologicznymi (na skutek
uszkodzenia ukladu nerwowego) i dysfunk-
cja nerek. Charakterystyczne zmiany za-
krzepowe maja charakter rozsiany (w prze-
ciwienstwie do zmian w przebiegu HUS
dotyczacych gléwnie nerek) i wystepuja
w obrebie naczyn krwionoénych trzustki,
nadnerczy, nerek, serca i mézgu. Smiertel-
nos¢ jest znacznie wyzsza niz w przypadku
HUS i moze siega¢ 30%, przede wszystkim
u 0s6b starszych (20, 23, 24).

Genotypowe markery patogennosci STEC

Material genetyczny szczepéw STEC za-
wiera geny zlokalizowane w obrebie chro-
mosomu oraz plazmidéw, ktérych produk-
ty odgrywaja szereg funkcji w patogene-
zie HC, HUS i TTP poprzez wytwarzanie
i uwalnianie substancji toksycznych, ele-
mentéw bioracych udzial w adhezji bakte-
rii do komérek nabtonkowych oraz marke-
réw wplywajacych na regulacje czynnikéw
kolonizacyjnych (2, 10, 14, 18, 37).

Chromosomalne markery patogennosci
Najwazniejszym czynnikiem patogenno-

$ci szczepow STEC jest kodowana przez
gen stx toksyna Shiga (Stx), wystepujaca

w dwoéch podstawowych odmianach: Stx1
oraz Stx2, r6znigcych si¢ miedzy sobg skia-
dem aminokwasowym, struktura antyge-
nowa i aktywnoscia biologiczna. Shiga-
toksyczne szczepy E. coli moga wytwarzac
tylko Stx1, tylko Stx2 lub obie toksyny réw-
noczesnie (52). Toksyne Shiga ze wzgle-
du na budowe zalicza si¢ do grupy tok-
syn AB5, skladajacych sie z jednej, aktyw-
nej biologicznie podjednostki A o masie
32 kDa, oraz 5 podjednostek B o masie
7,7 kDa kazda (14, 53). Stx1 jest praktycz-
nie identyczna (99% homologii na pozio-
mie DNA) z toksyna wytwarzana przez
szczepy Shigella dysenteriae 1, natomiast
Stx2 wykazuje z nia tylko 55% pokrewien-
stwa aminokwasowego na poziomie pod-
jednostki A i 57% w sekwencji podjedno-
stek B (13, 14). Szczepy STEC wytwarza-
jace wylacznie toksyne Stx2 sa bardziej
patogenne od tych, ktére uwalniaja toksy-
ne Stx1, co wynika ze zwiekszonej trans-
krypcji Stx2 in vivo w poréwnaniu z Stx1,
ktérej synteza zalezna jest od jondw zela-
za obecnych zwykle w niewystarczajacej
ilo$ci w $rodowisku przewodu pokarmo-
wego. Toksyna Stx1 uznawana byta za jed-
norodng, dopiero w ostatnich latach od-
kryto jej dwa nowe warianty, Stxlc oraz
Stx1d; réznice miedzy nimi dotycza za-
ledwie kilku aminokwasdw i nie maja kli-
nicznego znaczenia (54). Z kolei odmiana
Stx2 wystepuje w kilku wariantach, ozna-
czonych, jako: Stx2c (55), Stx2d (56), Stx2f
(57), Stx2g (58) i Stx2e (59), rézniacych si¢
toksyczno$cia in vitro w odniesieniu do
ré6znych linii komérkowych. Pomimo ze
wszystkie sa cytotoksyczne dla komérek
Vero, to w przypadku linii HeLa taki efekt
wykazuja wyltacznie odmiany podstawowe
Stx1 oraz Stx2. Toksyny Stx2c oraz Stx2d
wykazuja 100-krotnie, a odmiany Stx2e
oraz Stx2f, 10 000-krotnie mniejsza tok-
syczno$¢. Zalezno$¢ odwrotna obserwu-
je sie w odniesieniu do linii komérkowej
MDBK, gdzie najbardziej cytotoksyczne
sa odmiany Stx2e i Stx2f. Wynika to mie-
dzy innymi z powinowactwa poszczegdl-
nych Stx do odmiennych receptoréw mo-
lekularnych: Stx2f i Stx2e przyczepiaja sie
do struktur GB4, wystepujacych gléwnie
u $win i ptakéw, natomiast pozostate od-
miany toksyny Stx wykazuja powinowac-
two do receptoréw GB3 (14). Pewne donie-
sienia wskazuja, ze szczepy STEC produku-
jace toksyne Stx2e i uwazane dotychczas za
patogenne wylacznie dla $win, izolowane
byly réwniez z przypadkéw HUS lub bie-
gunki sekrecyjnej u ludzi (17). Po przela-
maniu bariery nablonkowej Stx dostaje sie
do krwiobiegu i podjednostka B swoiscie
taczy z receptorem GB3, a nastepnie droga
endocytozy wnika do wnetrza komorki go-
spodarza. Toksyna Shiga moze wigzacd sie
miedzy innymi z limfocytami B, monocyta-
mi oraz lipoproteinami i by¢ przenoszona

z jelit do odlegtych tkanek i narzadéw, np.
mézgu, wywolujgc tam ogdlnonarzadowe
zmiany chorobowe. Po wniknieciu do ko-
mérki nastepuje rozdzielenie sie toksyny
na podjednostki A i B, a nastepnie pod-
jednostka A rozpada si¢ na dwa fragmenty
oznaczone jako Al i A2. Uwolniona w ten
sposob czastka A1 taczy sie z podjednost-
ka 60S rybosomu i dzigki wlasciwosciom
proteolitycznym usuwa adenine z tanicu-
cha 28S rRNA komorki eukariotycznej,
przez co blokuje synteze biatka. Prowadzi
to do zaburzen funkcji komdrki, a nastep-
nie catkowitej jej degradacji (14, 17). We-
dlug najnowszych doniesien, toksyna Stx
bierze réwniez udzial w apoptozie komé-
rek eukariotycznych (60).

Do grupy chromosomalnych czynnikéw
patogenno$ci zalicza si¢ réwniez markery
zlokalizowane w odcinku DNA o masie
35-43 kDa, okre$lonym terminem ,locus
of enterocyte effacement” (LEE). Ten frag-
ment DNA nie wystepuje u normalnej flo-
ry jelitowej E. coli ani tez u ETEC i dlate-
go zostal nazwany ,wyspa patogennosci”
(pathogenicity island). LEE charakteryzu-
je sie stosunkowo niska zawartoscia cyto-
zyny (C) i guaniny (G), wynoszaca 38,3%,
podczas gdy dla catego chromosomu E. coli
odsetek C+G jest w granicach 50,8%. Wy-
nika to z horyzontalnego transferu LEE do
szczep6w z grupy STEC (jak réwniez do
enteropatogennych E. coli) od bakterii in-
nych rodzajéw niz Escherichia (2, 61). Do
wspomnianych markeréw wyspy LEE za-
licza sie geny eaeA, tir oraz odcinki DNA
kodujace bialka regulatorowe.

Intymina, determinowana przez gen
eaeA, jest najwazniejszym markerem pa-
togennosci odcinka LEE. Wystepuje w wie-
lu wariantach (do chwili obecnej znanych
jest 15), okreslanych literami alfabetu grec-
kiego (a-§; 19, 62). Klinicznie najwazniej-
sze znaczenie maja odmiany oznaczone
jako o, B, ¥, € (63). Intymina o obecna jest
przede wszystkim u szczepéw EPEC, inty-
mina y wystepuje u STEC grup serologicz-
nych 0157, O111, O145 oraz O113, od-
miane € stwierdzono u E. coli O103 oraz
0121, natomiast intymine B wykazano
u szczep6w EPEC i STEC, przede wszyst-
kim grupy O26. Produkt genu eaeA wa-
runkuje przyczepno$¢ E. coli do nablon-
ka jelitowego oraz odpowiada za wystapie-
nie zmian histopatologicznych okreslanych
jako ,attaching-effacing’;, (A-E). Zalicza sie
do nich zanik rabka szczoteczkowego en-
terocytéw, zaburzenia w transporcie wap-
nia oraz nagromadzenie bialka aktyny, co
w konicowym efekcie prowadzi do destruk-
cji komorek (2, 14).

Produkt chromosomalnego genu
rfbO157 — lipopolisacharyd (LPS) O157
jest markerem $wiadczacym o przynalez-
nosci E. coli do grupy serologicznej O157
(2). Wykazano, ze LPS 0157, jak réwniez
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inne LPS (rfbE), zwiekszaja efekt cytopa-
tyczny Stx w odniesieniu do komérek §rod-
btonka naczyn krwiono$nych. Ponadto
moga by¢ czynnikami regulujacymi pro-
ces zapalny w przypadku zakazenia ludzi
szczepami STEC (64).

Oprécz wspomnianych wyzej marke-
réw chorobotwdrczosci bakterii z grupy
STEC, opisano réwniez produkty genéw
iha, efal oraz IpfA, ktérych rola w patoge-
nezie HC, HUS i TTP nie jest jednoznacz-
nie wyjasniona (65, 66). Biatko Iha, kodo-
wane przez gen iha, wykazuje homologie
do IrgA, proteiny o masie 67-kDa wyste-
pujacej u Vibrio cholerae. Czynnik ten bie-
rze udzial w przyleganiu E. coli O157:H7
do komorek linii HeLa (67). U wiekszosci
STEC nie-O157 stwierdza sie geny efal/
lifA, zlokalizowane w wyspie patogennosci
oznaczonej jako PAI O#122 (68). Produkty
gendw efal/lifA zblizone sa wlasciwosciami
do czynnika determinowanego przez gen
toxB, obecnego w materiale genetycznym
plazmidu. Cechuja si¢ duzg masa wyno-
szgca 365 kDa i biora udzial w przylega-
niu STEC do komérek linii CHO. Z kolei
Tarr i wsp. (67) postawili hipotezg, ze nie
s one sensu stricto adhezynami, ale czyn-
nikami wspomagajacymi ekspresje innych
markeréw adhezyjnych u laboratoryjnych
szczepow E. coli.

W adhezji STEC do komérek nablonka
jelitowego duza role moga petni¢ fimbrie
LPF stwierdzone po raz pierwszy u bak-
terii z rodzaju Salmonella (69), a u pate-
czek E. coli opisane szczegétowo w ostat-
nich latach (70). Toma i wsp. (65) i Torres
i wsp. (66) odkryli nowe czynniki adhe-
zyjne kodowane przez geny I[pfAO157/
OI-141 oraz lpfAO157/0I-154, zwiaza-
ne z grupa serologiczng O157, zaréwno
u szczepow E. coli O157:H7, jak réwniez
u O157:H-. Z kolei Doughty i wsp. (2002)
opisali gen [pfAO113 kodujacy fimbrie ad-
hezyjne E. coli O113, jednocze$nie suge-
rujac, ze zaréwno IpfAO113, IpfAO157/
OI-141 oraz IpfAO157/0I-154 znajdu-
ja sie na tym samym odcinku DNA. Osek
i wsp. wykazali zalezno$¢ pomiedzy fim-
briami LpfA .. a brakiem genu kodujace-
go intymine u szczepdw Stx2e-dodatnich
wyizolowanych od $win (71).

Plazmidowe markery patogennosci STEC

Plazmid pO157 o masie 60 MDa, stwier-
dzony u wszystkich E. coli O157:H7 oraz
wielu bakterii innych serotypéw nalezacych
do STEC, zawiera w granicach 93,6—104 ty-
siecy par zasad (kb) (72, 73). Zawarte sa
w nim m. in. geny ehlyA, katD, toxB, oraz
inne, kodujace ok. 35 biatek o réznych
funkcjach.

Za ekspresje enterohemolizyny (Ehx)
odpowiedzialny jest fragment DNA, w po-
staci genu ehlyA o wielkosci 3,4 kb, ktéry
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zostal opisany przez Levina i wsp. (8). Z ko-
lei Beutin i wsp. [74] stwierdzili, ze blisko
100% szczep6w E. coli grupy O157 po 18 h
inkubacji posiadalo zdolno$¢ wytwarzania
waskiej strefy hemolizy f na agarze zawie-
rajacym plukane krwinki owcze. Izolaty ta-
kie réwnoczesnie nie byly hemolityczne po
inkubacji na standardowych pozywkach
agarowych zawierajacych krew. W przeci-
wienistwie do hemolizyny a powszechnie
wytwarzanej przez inne niz STEC E. coli,
enterohemolizyna jest czynnikiem uwal-
nianym tylko w niewielkim stopniu poza-
komoérkowo i dlatego wytwarzana przez
szczepy ehlyA-dodatnie strefa hemolizy jest
bardzo mala (74). Marker ehlyA wystepuje
tez w wielu (22—-88%) szczepach STEC in-
nych niz O157 grup serologicznych, izo-
lowanych od ludzi chorych na HC i HUS
(14, 17). Badania na poziomie molekular-
nym pozwolily stwierdzi¢, ze operon ehlyA
sktada sie z czterech otwartych ramek od-
czytu (open reading frames — ORF), ozna-
czonych A, B, C i D, ktére wykazuja 62%
homologii nukleotydowej z operonem he-
molizyny o E. coli oraz operonami cytoli-
zyn grupy RTX (repeats in toxins) szcze-
péw E. coli odpowiedzialnych za zakaze-
nia pozajelitowe, np. ukladu moczowego
(75). Ze wzgledu, ze Ehx nalezy do wspo-
mnianej grupy bialek RTX, posiadajacych
zdolno$¢ tworzenia w bfonach komoérko-
wych por o §rednicy ok. 2,6 nm, uwaza sie,
ze gléwnym miejscem jej oddzialywania
sa krwinki czerwone, ktére ulegajac lizie
uwalniaja hemoglobine i hem, wplywaja-
ce dodatnio (poprzez obecno$¢ jondw ze-
laza) na wzrost i namnazanie sie bakte-
rii E. coli O157. W przypadku innych niz
0157 STEC, rola tej hemolizyny w patoge-
nezie schorzen nie zostala dokladnie wy-
ja$niona (74, 76).

W 1996 r. Brunder i wsp. (77) opisali
obecno$¢ w plazmidzie pO157 genu o wiel-
kosci 2,2 kb, ktéry oznaczyli jako katP (P od
plazmid), celem odréznienia go od innych
katalaz E. coli — KatG i KatE, kodowanych
przez material genetyczny chromosomu.
Gen ten determinuje wytwarzanie przez
E. coli 0157 enzymu o podwojnej aktyw-
nosci — katalazy i peroksydazy (KatP).
Stwierdzono, ze KatP posiada zdolno$¢
przemieszczania si¢ przez blony komor-
kowe, jednak rola tego bialka w patogene-
zie choréb wywotanych szczepami STEC
nie jest ustalona (8, 14, 17).

Produkt genu toxB, biatko ToxB, bie-
rze udzial w kolonizacji nabtonka jelito-
wego gospodarza, wplywajac na system
wydzielniczy typu III oraz dziala hamu-
jaco na odpowiedZ immunologiczna typu
komoérkowego, a jego wlasciwosci zblizo-
ne s3, jak wspomniano wczeéniej, do pro-
duktéw gendw efal/lifA, zlokalizowanych
w wyspie patogennosci PAI O#122 chro-
mosomalnego odcinka selC (68).
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W 2001 r. Paton i wsp. (78) odkryli bial-
ko Saa o wlasciwosciach autoagutyniny, ko-
dowane przez plazmidowy gen saa. Czyn-
nik ten zostal po raz pierwszy wyizolowany
ze szczepu E. coli O113:H21, odpowiedzial-
nego za wystapienie HUS podczas epidemii
w Australii w 1998 r. Ponadto stwierdzono
je uinnych szczepéw STEC niezawieraja-
cych wyspy patogennosci LEE, a izolowa-
nych od ludzi z przypadkéw klinicznych
HUS, np. E. coli O48:H21 oraz O91:H21.
Wskazuje to na znaczaca role tego bial-
ka w patogenezie HUS, jednak dokfadny
mechanizm dzialania nie jest jeszcze wy-
jasniony. Wykazano réwniez, ze produkt
genu saa wykazuje podobieristwo na po-
ziomie 24 i 27% z adhezyjnym bialkiem
YaDA (Yerisinia adhesion protein) wyste-
pujacym u Yersinia enterocolitica i EiBD
(E. coli immunoglobulin-binding prote-
in). Stwierdzono tez, ze znaczaco zwieksza
przyleganie referencyjnego szczepu 98NK2
(E. coli O113:H21) do komérek linii HEp-2.

Identyfikacja STEC

Oznaczenie E. coli 0157
za pomoca selektywnych pozywek
bakteriologicznych

Shigatoksyczne E. coli sa typowymi, Gram-
-ujemnymi pateczkami, posiadajacymi
wiekszos¢ cech charakterystycznych dla
wszystkich szczep6w gatunku E. coli. Wy-
stepuja u nich jednak pewne odmienno-
$ci, dotyczace przedstawicieli serotypu
0157:H7, ktére umozliwiaja do$¢ fatwe ich
réznicowanie od innych paleczek okrezni-
cy, w tym saprofitycznej mikroflory prze-
wodu pokarmowego ludzi i zwierzat. Do
najistotniejszych réznic mozna zaliczy¢
miedzy innymi: brak zdolno$ci fermen-
tacji D-sorbitolu w czasie 24 godzin oraz
brak B-glukuronidazy (79). Wiele szcze-
péw zaliczanych do STEC charakteryzuje
sie zdolnoscia wytwarzania enterohemo-
lizyny, ktorej efekt hemolityczny mozna
wykazac na pozywce agarowej z ptukany-
mi krwinkami owczymi. Wymienione ce-
chy ulatwiaja szybka identyfikacje shiga-
toksycznych szczepow E. coli przy uzyciu
selektywnych pozywek mikrobiologicz-
nych, dostepnych na rynku komercyjnym.
Najbardziej znana jest pozywka MacCon-
key’a z 1% D-sorbitolem (Sorbitol-Mac-
Conkey Agar, SMAC). Drobnoustroje nie-
majace zdolno$ci fermentacji sorbitolu ro-
sna na niej w postaci matych, okragtych,
gtadkich i bezbarwnych kolonii, natomiast
szczepy stanowiace mikroflore niechorobo-
tworcza (saprofityczna), wykazuja wzrost
w postaci kolonii o kolorze r6zowym (79,
80). Niektore jednak szczepy moga posia-
da¢ zdolno$¢ do szybkiego (18—24 godzin)
rozkladu D-sorbitolu, np. E. coli O157:H-
co moze by¢ przyczyna wynikéw falszywie
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dodatnich (81). Zmodyfikowanie SMAC
przez dodanie cefeksimu i/lub tellurytu
potasu (CT-SMAC), umozliwilo latwiej-
sza selekcje E. coli poprzez zahamowanie
wzrostu innych bakterii zaliczanych do En-
terobacteriaceae (Proteus, Hafnia, Entero-
bacter), a takze Plesiomonas, Aeromonas,
Morganella i Providencia. Z drugiej stro-
ny uzycie tellurytu potasu wiaze sie z ry-
zykiem zahamowania wzrostu niektérych
wrazliwych szczepéw O157:H- (82). Ko-
lejne modyfikacje pozywki SMAC polegaly
na dodaniu 4-metylo-umbelliferylo-f3-D-
glukuronidu (MUG). Bakterie nienalezace
do grupy O157 rosna na niej w postaci flu-
orescencyjnych kolonii. Efektem dalszych
prac bylo tez uzycie 5-bromo-4-chloro-3-
indoksylo-B-D-glukuronidu; BCIG (pozyw-
ka MSA-BCIG), co umozliwito zréznicowa-
nie sorbitolo- i f-glukuronidazo-ujemnych,
biatych kolonii STEC od sorbitolo-ujem-
nych, a f-glukuronidazo-dodatnich zielo-
noniebieskich kolonii E. coli mikroflory sa-
profitycznej (83). Mimo wprowadzonych
zmian w skladzie pozywek bakteriolo-
gicznych poprawiajacych wykrywalnosci
E. coli O157:H7, wiekszo$¢ STEC naleza-
cych do innych grup serologicznych wyka-
zuje znaczng wrazliwo$¢ na zawarte w nich
dodatki. Z tego tez wzgledu izolacje STEC
poprzedza sie przednamnazaniem (pre-
-enrichment) i/lub namnazaniem wtasci-
wym (enrichment), ktérych celem, zaréw-
no w odniesieniu do materiatu uzyskiwane-
go od ludzi i zwierzat, jak tez ze Srodkéw
spozywczych (mieso, mleko), jest zwiek-
szenie liczby drobnoustrojéw w badanym
materiale. Stwierdzono, ze liczba patogen-
nych komérek STEC moze by¢ bardzo ni-
ska, ponizej 1 jtk/g (jtk — jednostek two-
rzacych kolonie), przy bardzo duzej ilosci
bakterii saprofitycznych (10°—~108). W tym
celu stosuje sie najczesciej bulion tryptozo-
wo-sojowy (TSB), zmodyfikowany bulion
tryptozowo-sojowy (mTSB) z nowobio-
cyna (mTSB-N) lub akryflawing (dmTSB-
-CA). Czesto uzywana jest tez buforowa-
na woda peptonowa z dodatkiem wanko-
mycyny i cefeksimu (pozywka BPW-VCC).

Separacja immunomagnetyczna

Znaczaca poprawe wykrywalnosci STEC
grupy O157 w badanym materiale stano-
wilo polaczenie metody wstepnego na-
mnazania z separacja immunomagnetycz-
na komérek bakteryjnych (immunomagne-
tic separation — IMS). Uzywa sie do tego
czastek lateksu oplaszczonych przeciwcia-
tami skierowanymi przeciwko antygenowi
somatycznemu O157 (IMS, Dynabeads,
Dynal, Norwegia). Po ich dodaniu do ho-
dowli bakteryjnej tworza sie tatwe do od-
dzielenia w polu magnetycznym komplek-
sy. Metoda ta pozwala na znacznie skutecz-
niejsze wykrycie bakterii w poréwnaniu

z bezpo$rednig hodowla na pozywkach mi-
krobiologicznych i zostala uzyta w uznanej
za referencyjna w odniesieniu do identyfi-
kacji E. coli O157:H7 procedurze zawar-
tej w normie PN-EN 1SO:16654:2002 (84).
Wyniki uzyskane przez Karcha i wsp. (85)
wskazuja na bardzo wysoka czulo$¢ tech-
niki immunoseparacji, umozliwiajaca wy-
krycie 10> komérek bakteryjnych w 1 g
materialu biologicznego, przy jednocze-
snej obecnosci 107 komdrek bakterii to-
warzyszacych.

Identyfikacja antygenu 0157 E. coli

Do identyfikacji wyizolowanych na pozyw-
kach selektywnych E. coli 0157 uzywa sie
testu aglutynacji z surowicami anty-O157
i anty-H7 lub odczynu lateksowego z prze-
ciwciatami anty-O157. Surowice poliklo-
nalne anty-O157 moga wykazywac jednak
krzyzowe reakcje z bakteriami Brucella
abortus, B. melitensis lub Yersinia enteroco-
litica. W przypadku uzycia przeciwcial mo-
noklonalnych (MAb) anty-O157 swoisto$¢
reakcji wzrasta. Celem podniesienia czulo-
$ci metod serologicznych umozliwiajacych
identyfikacje E. coli 0157, wprowadzono
testy immunoenzymatyczne (ELISA), po-
zwalajace na szybkie i skuteczne oznacze-
nie tych bakterii. Odczyny te wykorzystu-
ja oplaszczone na mikroptytkach przeciw-
ciala poliklonalne anty-O157, stanowiace
swoiste receptory dla oznaczanych STEC.
Identyfikacja dodatnich komplekséw anty-
gen-przeciwcialo odbywa sie nastepnie za
pomocg przeciwcial monoklonalnych an-
ty-O157, znakowanych bezposrednio en-
zymem, np. peroksydaza chrzanowa lub
alkaliczna fosfatazg. Metoda ta jest wyso-
ce swoista, jednak umozliwia, jak wspo-
mniana wyzej metoda IMS, identyfikacje
wylacznie bakterii grupy O157, nie ma za$
zastosowania do wykrywania pozostalych
serotypéw E. coli nalezacych do STEC (85).

Identyfikacja markerow patogennosci
STEC metodami biologii molekularnej

Wprowadzenie metod opartych na biolo-
gii molekularnej, przede wszystkim ampli-
fikacji okreslonych genéw za pomoca re-
akeji faricuchowej polimerazy (polymerase
chain reaction — PCR), znacznie uspraw-
nilo proces swoistej i szybkiej diagnostyki
drobnoustrojéw nalezacych do STEC oraz
istotnych z klinicznego punktu widzenia
ich genotypowych markeréw patogenno-
$ci. Mozliwe jest takze oznaczenie kilku wy-
branych markeréw genotypowych jedno-
czesnie przy uzyciu reakeji multiplex PCR
(mPCR), co w znaczacy sposdb obniza czas
i koszt wykonywanej analizy (86, 87, 88).
W ostatnim okresie wprowadzono do dia-
gnostyki molekularnej drobnoustrojéw re-
al-time PCR z uzyciem barwnikéw (SYBR

Green) oraz znakowanych barwnikami
fluorescencyjnymi sond molekularnych:
TaqMan, fluorescence resonance energy
transfer (FRET) oraz molecular beacons
(MB), co skrécito czas prowadzonych ba-
dan do kilkudziesieciu minut oraz umozli-
wilo wysoce swoista i dajaca sie okreslic ilo-
$ciowo identyfikacje materialu genetyczne-
go w badanych prébkach. Z drugiej strony
bardzo wysoki koszt aparatury i odczynni-
kéw ogranicza znacznie mozliwos¢ zasto-
sowania tej metody w rutynowej diagno-
styce STEC (89; 90). Testy oparte na PCR
sa niezwykle czule, jednak ich wyniki uza-
leznione sa od rodzaju matrycowego DNA,
obecnosci inhibitoréw polimerazy oraz pa-
rametréw czasowo-temperaturowych po-
szczegolnych etapéw amplifikacji. Ponadto
szczepy STEC, wystepujace w niewielkiej
liczbie w produktach zywnosciowych, sa
zazwyczaj zdominowane przez mikroflore
saprofityczng, a obecno$¢ w badanym ma-
teriale czynnikéw hamujacych, takich jak
mioglobina, hemoglobina czy NaCl stwa-
rza ryzyko uzyskania wynikéw falszywie
ujemnych. Uzycie PCR do bezposredniej
identyfikacji STEC w badanym materiale
biologicznym, np. zywno$ci, ma charak-
ter orientacyjny, poniewaz nie pozwala na
identyfikacje wybranych markeréw pato-
gennosci u poszczeg6lnych izolatéw bak-
teryjnych. Mozliwo$¢ taka stwarza zasto-
sowanie sond molekularnych i techniki
hybrydyzacji DNA do identyfikacji poje-
dynczych komoérek zawierajacych poszu-
kiwane geny chorobotwérczosci. W od-
réznieniu od reakcji PCR, nie nastepuje tu
amplifikacja odcinka DNA stanowigcego
dany gen, tylko przylaczenie (hybrydyza-
cja) komplementarnego fragmentu oligo-
nukleotydowego znakowanego enzymem,
np. digoksygening (DIG). Technika hybry-
dyzacji jest bardzo czula i swoista, ponad-
to umozliwia analize od kilkudziesieciu do
kilkuset kolonii obecnych na plytce bakte-
riologicznej. Ma to istotne znaczenie, bo
jak wspomniano wcze$niej, STEC wyste-
puja w niewielkich ilo§ciach w badanym
materiale, a ich obecno$¢ maskowana jest
czesto wystepowaniem innych drobno-
ustrojéw (91).

Identyfikacja toksyny Stxi/lub genu stx

Ze wzgledu na zréznicowanie biochemicz-
ne i funkcjonalne szczepéw bakteryjnych
nalezacych do STEC, jedynym miarodaj-
nym sposobem na oceneg ich przynalezno-
$ci do tej grupy jest wykrycie toksyny Stx
lub kodujacych ja genéw. Metody identyfi-
kacji uzywane do tego celu mozna podzie-
li¢ na 3 rodzaje, polegajace na:
— wykazaniu efektu cytopatycznego w ko-
morkach linii Vero,
— wykrywaniu uwolnionej przez bakterie
toksyny Stx metodami serologicznymi,
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— oznaczaniu obecno$ci genu stx, kodu-
jacego wytwarzanie toksyn Stx za po-
moca metod biologii molekularne;j.
Pierwsze testy w kierunku wykrywania

toksyny Shiga zostaty wykonane przez Ko-

novalchuk i wsp. (92), przy uzyciu linii ko-
moérkowej Vero, w ktérej Stx1 i Stx2 wywo-
tuja charakterystyczny efekt cytopatyczny.

Metoda ta jest bardzo czula i swoista, jed-

nak ze wzgledu na czas jej trwania, trud-

no$ci w standaryzacji, pracochlonno$¢

i konieczno$¢ wyposazenia laboratorium

w odpowiedni sprzet, nie znajduje szer-

szego zastosowania w rutynowych bada-

niach diagnostycznych. Do serologicznych
metod wykrywania Stx zalicza si¢ odczy-
ny oparte na metodzie ELISA. Czulo$¢
tych testéw jest nizsza od metody z uzy-
ciem linii komérkowej Vero. Zastosowa-
nie mitomycyny C zwigksza 100-krotnie
in vitro ekspresje toksyny Stx, dzieki cze-
mu umozliwia tatwiejsza jej identyfikacje

(93). W badaniach rutynowych znalazly

szerokie zastosowanie komercyjne testy

ELISA, np. Premier EHEC (Meridian Dia-

gnostic, Inc., USA), LMD (LMD Labora-

tories, USA) lub RIDASCREEN verotoxin

(R-Biopharm, Niemcy; 94). Innym sposo-

bem identyfikacji Stx jest test odwrotnej

aglutynacji lateksowej, np. VTEC-RPLA

(Oxoid, Wielka Brytania), ktéry umozliwia

wykrycie toksyn Shiga w supernatantach

lub ekstraktach polimyksynowych komé-
rek E. coli (95). Oznaczenie gendéw koduja-
cych wytwarzanie toksyn Shiga moze opie-
ra¢ sie, podobnie jak w przypadku innych
markeréw analizowanych metodami mo-
lekularnymi, np. na PCR lub hybrydyzacji

DNA z sondami molekularnymi znakowa-

nymi DIG, pozwalajacymi na réznicowa-

nie poszczegdlnych odmian toksyny Stx2:

Stx2c¢, Stx2d, Stx2e, Stx2f (96).

Podsumowanie

Jak pokazuja ostatnie wydarzenia w Niem-
czech i innych krajach europejskich, szero-
ko komentowane w prasie, radio i telewi-
zji i dotyczace masowych zachorowan po
spozyciu zanieczyszczonej STEC zywno-
$ci pochodzenia roslinnego (ogérki i kiet-
ki roélin), shigatoksyczne szczepy E. coli
stanowia grozny dla ludzi czynnik etiolo-
giczny krwotocznego zapalenia okrezni-
cy, zespolu hemolityczno-mocznicowe-
go oraz maloplytkowej plamicy zakrze-
powej. Ze wzgledu na istotne zagrozenie
dla zdrowia i zycia ludzi w przypadku za-
kazenia STEC, ustanowiono dyrektywa
2003/99/WE obowiazek prowadzenia ba-
daf monitoringowych w odniesieniu do
tych szczep6w. Identyfikacja STEC, pole-
gajaca na oznaczaniu bakterii z uzyciem
pozywek selektywnych, okreslaniu przy-
naleznosci gatunkowej testami bioche-
micznymi oraz wykryciu toksyn Shiga jest
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czaso- i pracochlonna, a rezultaty badan
nie zawsze jednoznaczne. Wynika to z réz-
nic pomiedzy poszczegdlnymi szczepami
nalezacymi do STEC, a takze z malej liczby
tych bakterii obecnych w badanym mate-
riale i wystepowania mikroflory towarzy-
szgcej. Powszechnie uzywana normatyw-
na metoda PN-EN ISO 16654:2002 pozwa-
la na identyfikacje w zywnosci wyltacznie
E. coli O157:H7, nieuwzgledniajac STEC
innych grup serologicznych ani charakte-
rystycznych dla nich markeréw chorobo-
twdrczosci, co czesto utrudnia wlasciwa
interpretacje wynikéw badan. Wprowa-
dzenie nowoczesnych testéw opartych na
biologii molekularnej, takich jak hybrydy-
zacja DNA ze znakowanymi sondami ge-
netycznymi oraz amplifikacja DNA me-
toda PCR, znacznie usprawnilo swoista
i szybka diagnostyke drobnoustrojéw na-
lezacych do STEC.
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