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Zbadano zdoiność wytwarzania enterotoksyny ciepłostałej (ST) 
przez 139 szczepów Escherichia coU i 20 szczepów KLebsieUa pne1L-· 
moniae, wyizoiowanych z produ.któw mieczarskich stosu.jqc metodę 
Dean'a i wsp. [2]. 28 szczepów Escherichia coU (20 1/, zbadanych) i 3 
szczepy KLebsieUa pneumoniae wytwarzały enterotoksynę ST, ponad­
to 24 szczepy Escherich,ia coii ( 18'1• zbadanych) naieżaly do entero­
pa.togennych serotypów. Wśród nich dominowały typy 018: K76 
i 025: Kll. Szczepy enterotoksyczne i enteropatogenne najczęściej 
występowały w serach twarogowych i twarożkach homogenizowanych 

W poprzedniej pracy [9] wykazano duże zanieczyszczenie bakteriami 
z rodziny Enterobacteriaceae produktów mleczarskich pobranych z ob­
rotu handlowego. W produktach tych, a zwłaszcza w serkach homoge­
nizowanych i serach twarogowych najczęściej izolowano szczepy z ga­
tunków coli oraz K. pneumoniae. 

Jak wskazuje przegląd piśmiennictwa [7, 8, 10, 11, 12, 14], w ostatnich 
latach notuje się wzrost epidemicznych zachorowań, objawiających się 
ostrymi zaburzeniami przewodu pokarmowego, spowodowanych przez 
wyżej wymienione gatunki bakterii. 

Udowodniono ponadto, że produkty żywnościowe zanieczyszczone pa­
łeczkami E. coli i K. pneumoniae mogą powodować zatrucia pokarmowe 
{1, 8, 9, 10, 14]. 

Ostatnio wiele publikacji poświęcono wytwarzaniu przez te bakterie 
toksyn działających enterotropowo i powodujących zaburzenia żołąd­
kowo-jelitowe. 

Escherichia coli może produkować dwa rodzaje enterotoksyn: ciepło­
chwiejną LT (,,heat - labile") i ciepłostałą ST (,,heat - stable") [7, 
11, 12]. Różnicuje się je na podstawie wrażliwości na działanie wyso­
kiej temperatury, masy cząsteczkowej i szybkości oddziaływania na 
przewód pokarmowy. Enterotoksyna typu LT ma większą masę cząs­
teczkową , jest bardziej wrażliwa na temperaturę i charakteryzuje się 
wydłużonym okresem działania. Pod względem antygenowym zbliżona 
jest o---ia do toksyny przecinkowca cholery (Vibrio cholerae). 

• Praca wykonana w ramach problemu MR-12. 
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Enterotoksyna ST działa szybciej i ze względu na ciepłooporność mo­
że być ona również obecna w produktach poddawanych obróbce ter­
micznej, pozbawionych bakterii z grupy coli. 

Szczepy E. coli wytwarzające tylko enterotoksynę typu ST izolowa­
no po raz pierwszy od ludzi (z kału osób chorych na biegunkę) w 1974 
roku (12]. Do tego czasu istniał pogląd , że enterotoksyna tego typu 
jest toksyczna tylko dla zwierząt. Obecnie notuje się wiele zatruć po­
karmowych, wywołanych przez szczepy E. coli, produkujące tylko tok­
synę ST [1, 7, 12]. 

Goldhar i inni [5] badając szczepy E. coli izolowane z kału osób cho­
rych na biegunkę stwierdzili 3-krotnie więcej szczepów produkujących 
toksynę typu ST niż LT. 
Toksynę podobną do enterotoksyny ST E. coli mogą wytwarzać rów­

nież szczepy K. pneumoniae [6]. 
Dla stwierdzenia enterotoksyczności szczepów bakterii z rodziny En­

terobacteriaceae i określenia typu enterotoksyny stosuje się wiele me­
tod biologicznych. Są to próby na podwiązanych pętlach jelit królika_ 
metoda na oseskach myszy, próba skórna na króliku, test na rogówce 
oka świnki morskiej oraz badania [1, 2, 4, 10, 11, 13] na różnego ro­
dzaju hodowlach tkankowych. 
Metodą specyficzną dla enterotoksyny ST jest próba na oseskach my­

sich wprowadzona po raz pierwszy przez Dean'a i in. [2]. Jako metoda 
szybka i powtarzalna jest obecnie szeroko stosowana w ośrodkach ba­
dawczych całego świata [2, 4, 7, 13]. Przy użyciu tego modelu biolo­
gicznego stwierdzono występowanie enterotoksygennych pałeczek jeli­
towych u 22% dzieci hospitalizowanych z powodu ostrej biegunki w 
szpitalu zakaźnym w Warszawie [16]. 

Celem niniejszej pracy było sprawdzenie, czy szczepy E. coli i K. 
pneumoniae wyizolowane z produktów mleczarskich, spożywanych 
zwłaszcza często przez dzieci, wytwarzają enterotoksynę typu ST. 

MATERIAŁ I METODYKA 

Badaniom poddano 139 szczepów E. coli i 20 szcz-epów K. pneumoniae, wy­
izolowanych z produktów mleczarskich pobranych do badania bezpośredni ,) 
z obrotu handlowego (9]. 

Zgodnie z metodą Dean'a i wsp. [2] w modyfikacji Giannella ;[4] użyto do 
badań 3-4 dniowe myszki rasy Swiss, oddzielone od matek bezpośrednio p rzt,d 
doświadczeniem i dzielone na grupy po 4. Każdej grupie myszy podawano p rz:e­
sącz z hodowli jednego szczepu. 

Szczepy hodowano na podłożu CA-YE (Casamino acids-yeast extract-salts 
broth) [4]. Do 15 ml tego podłoża w kolbie stożkowej o poj. 200 ml dodawano 
1 ml 24 h hodowli bulionowej badanego szczepu i całość wytrząsano w wytrzą­
sarce w temp. 37°C przez 24 h. Po tym czasie hodowlę odwirowywano prz2:ć 
10 min. przez 11 tys. obrotów/min. Do supernatantów dodawano 20/o błękit Evansa 
w ilości 2 krople na 1 ml. 

Na wstępie porównano reakcje na myszkaoh przy równoległym wprowadzaniu 
supernatantów otrzymanych przez odwirowanie w sposób opi sany wyżej, jak 
1 przesączów z hodowli, otrzymanych przez sączenie przez lejek szklany 
Schotta G 5. 

Każdej myszce wstrzykiwano do żołądka przez powłoki brzuszne 0,1 ml płynu 
z hodowli, przygotowanego w ww. sposób. Myszki umieszczano w cieplarce 
o temp. 30°C na okres 4 h. Po tym czasie usypiano je chloroformem i po otwar-­
ciu jamy brzusznej oceniano wizualnie nagromadzenie się płynu w jelitach o raz 
obliczano stosunek m asy wyciętych jelit (m j) do masy ciała myszy (m c). W,H­
tości podawano dla grupy 4 myszek. Za wynik dodatni przyjęto wartości mjlm,. 
większe od 0,083, za wynik słabo dodatni - wartości w granicach od 0,075 d,1 
0,082, a za ujemny - wartość tego stosunku niższą niż 0,074 [4]. 
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W każdym doświadczeniu, w którym oceniano 10-12 szczepów, były 2 grupy 
myszek kontrolnych - jednej wprowadzano dożołądkowo samo podłoże CA-YE 
(kontrola ujemna), a drugiej supernatant z hodowli szczepu E. coli, wytwarw­
jącego enterotoksynę ST* (kontrola dodatnia). 

Dla każdego szczepu wykonywano 2-3 powtórzenia . Ze szczepami, które dały 
wynik dodatni powtarzano doświadczenie, wprowadzając supernatant z hodowli 
gotowany przez 15 min przed zaaplikowaniem myszkom {2, 7]. 

133 szczepy E. coli poddano również badaniom serologicznym, wykonując 
aglutynację z surowicami dia gnostycznymi, produkcji Wytwórni Surowic i Szcze­
p ionek w Krakowie. Umożliwiają one wykrycie 14 następujących enteropatJ­
gennych serotypów pałeczki okrężnicy : 018 : K76, 025 : Kll, 026: K60, 044 : KH, 
055: K59, 0086: K61, 0111: K58, OlH: K90, 0119: K69, 0124: K72, 0125: K70, 012ti: 
K71, 0127: K63, 0128: K67. 

OMÓWIENIE WYNIKÓW 

W tabeli I przedstawione zostały wyniki badań wstępnych, mające 
na celu ustalenie sposobu przygotowania płynu do wprowadzenia oses­
kom mysim. 

T n hol a I. \Vyniki ha<lauia n,1 ososka.1:h mysich onterotoksyc2nośei s:wzepów Escherichia 
coli w zal<'inoświ od sposobu przygotowania pnosączu z h odowli 
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* - m,i /irw -··, stos111wk mnsy wyc iętych jelit, do masy ciała myszy 

Jak widać z tabeli, nie uzyskano różnic w działaniu hodowli przygo­
towanej obydwoma sposobami. W dalszej części pracy stosowano zatem 
odwirowywanie, zgodnie z metodą oryginalną, chociaż niektórzy auto­
rzy preferują sączenie przez filtry bakteryjne, a nawet równocześnie 
odwirowywanie i sączenie [2, 4]. 

Z ogółem zbadanych 139 szczepów E. coli i 20 szczepów K. pneumo­
niae, 28 szczepów E. coli (co stanowi 20%) i 3 szczepy K. pneumo­
niae dały wynik dodatni na oseskach mysich, 21 szczepów (12,6%) w 
tym 18 E. coli i 3 K. pneumoniae dało wynik słabo dodatni. 

* Otrzymanego od dr J. Noworyty z Zakładu Bakteriologii PZH. 
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'l' ab el a II. Wyniki badania enterotolrnyczuo;;c i szczepów Escherichia coli i J(le/J8iella pneu­
moniae izolowanyeh z produktów mleczarskich 

Gatunek ba ktorii Ro<lzuj prothiktu 

1 87 Klebsiella pneumoniae śmietana 0,084 0,087 
2 98 Escherichia coli maislo 0,087 CJ ,090 
3 99 J{lebaiell,t pneumoniae masło 0,088 0,085 
4 148 Escherichia coli mleko pasteryzowano 0,090 0,0!J:l 
5 160 Escherichici col-i sor twarogowy 0,0!)0 0,088 
6 161 J!Jscherichia coli ser t,wutogowy 0,100 O,O!rn 
7 164 E scherichirt coli sor twarogowy 0,0!)!) O,OHl 
8 170 Escherichia coli ser twarogowy O,O!J:l 0,087 
9 173 Escherichia coli serek „Fromage" 0.(IH:l 0,091 

1 O 184 Escherichia coli serek homogenizowany ll,O!Jl 0,092 
11 185 E8clwrichia col-i serek homogenizowany 0 ,0!!8 O, lOti 
12 187 Escherichia coli serek homogenizowany 0,112 O,l l!J 
l:{ 207 E scherichia coli serek homegenizowany 0,117 O.In 
14 208 JCscherichirt coli serek homogeniwwany 0,105 0,108 
15 209 Escherichia coli sor twarogowy O, I Ili 0,115 
16 210 Escherichia coli ser twarogowy 0,115 0,0!)4 
17 211 l!Jscherichin coli serok homogenizowa n y 0, 12:l O, l4fi 
18 212 Escherichia coli serek homogenizowa n y 0 ,112 0 ,1:!2 
19 213 Escherichia coli serek homogonizow,111,r O, IO! 0,1:l:l 
20 216 Escherichia coli ser dojrzewająr,y O, I 00 O, l05 
21 218 Escherichia col'i ser twa rogowy O,OH2 0,088 
22 224 K lcbsiella pneumoniae masło 0,08fi 0,084 
'23 228 Escherichia coli ser dojrz<nvający O. I O!) O, IO!J 
24 233 Escherichia coli serek homogeni;wwany 0,1 :lO O;l 2ii 
25 234 Escherichfo coli serek homogenizowany O, l(Hi O,OH:l 
21l 231l J!}scherichia coli ;;er twarogowy 0 ,080 0,090 
27 2:n Escherichia coli ser twarogowy O, I O I 0,0!)2 
28 238 J!}scherichia coli ser twarogowy 0,0!12 0,084 
29 239 Esehcrichia coli ser tlojrzewająr,y O, 104 O,Of)2 
:rn 240 Escherichia coli ser dojrzewający 0,0!18 0,088 
3 I 256 PJscherichia coli ser dojrzowająey ______ __ _(_I.~~!) ___ ___ __(1~08_8 _ _ 

* 15 mm w temp. 100°C 

W tabeli II zestawione zostały wyniki badania wszystkich szczepów 
reagujących na myszki dodatnio z uwzględnieniem również zdolności 
wytwarzania enterotoksyny ciepłostałej (ST). Wartość stosunku m/mc 
dla tych szczepów wahała się od 0,084 do 0,123. 

Jak wynika z tabeli, supernatanty z hodowli gotowane dały niemal 
identyczne wyniki co niegotowane, potwierdza to obecność w nich en­
terotoksyny ST, niewrażliwej na działanie wysokiej temperatury. 

W tabeli III zestawiono wyniki badań serologicznych. 
Wskazują one, że do serotypów enteropatogennych należały 24 wy­

izolowane szczepy E. coli, co stanowi 18% ogółem zbadanych. N aj­
częściej występowały serotypy 018: K76 (9 szczepów) i 025: K11 (4 
szczepy). Pozostałe typy enteropatogenne stwierdzano w pojedynczych 
przypadkach. Chorobotwórcze serotypy E. coli izolowano również naj­
częściej z serków homogenizowanych i serów dojrzewających. 

Spośród tych 24 szczepów enteropatogennych tylko 4 dały dodatni 
wynik na oseskach mysich. Były to dwa szczepy o serotypie 018: K76 
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T a b n 1 a HI. Typy nnt.oropatognnnn występujące wśród 133 szcznpów E.scher-ichia coli 
wyizolowanyeh z produktów mleczarskich 

Typ serologie:;my 

018 K 7G 

0-.!0 J, Il 
I 1~: 4 K i-l 
osi; ,, (i( 

0114 J, !;O 

0124 J( 72 
055 K ,rn 
01 li K 58 
0128 K !i7 

Liczba szczepów Rodzaj produktu 

9 serek l1 omogenizowany, ser twarogowy 
i dojrze wający 

4 HCrek homogenizow,,ny, ser dojrzewający 
2 sorek homogenizowany, snr dojrzowający 

2 ser twarogowy 
2 sor rlojrzewający 
2 ser dojrzewający, śmietana 

ser Brie 
serok homogenizowany 
ser twarogowy 

i po jednym o serotypach 086: K61 i 044: K74. Potwierdza to brak ko­
relacji między enterotoksycznością danego szczepu a jego przynależ­
nością do serotypu enteropatogennego. 

W związku z uzyskanymi wynikami warte przytoczenia są badania 
Swiderskiego i wsp. [14], którzy wykazali powiązanie między zanie­
czyszczeniem mleka surowego i pasteryzowanego pałeczkami E. coli 
a występowaniem biegunek u niemowląt. Izolowali oni szczepy tego 
samego typu serologicznego z kału dzieci chorych i z próbek mleka. 

Jak wskazują wyniki tych i poprzednich badań [9], produkty mle­
czarskie stanowią poważne zagrożenie dla zdrowia człowieka, ponieważ 
zawierają one w dużej liczbie bakterie E. coli i K. pneumoniae, wśród 
których spotyka się często serotypy enteropatogenne lub działające en­
terotoksycznie na przewód pokarmowy lub obdarzone obydwoma właś­
ciwościami . 

Konieczne jest zatem podjęcie wszelkich działań w celu jak najszyb­
szej poprawy jakości mikrobiologicznej tych produktów, a zwłaszcza 
serków homogenizowanych i serów twarogowych, które wykazują naj­
większe zanieczyszczenie i są często spożywane przez małe dzieci i ludzi 
chorych, a więc osoby bardziej wrażliwe. 

Dodatkowe niebezpieczeństwo stwarza fakt, że pałeczki Enterobac­
teriaceae obecne w produktach mleczarskich w przeciwieństwie do in­
nych bakterii nie tylko nie giną w czasie przechowywania, ale nawet 
mogą się w nich namnażać [3, 15]. 

WNIOSKI 

1. Badanie na oseskach mysich jest metodą prostą, szybką i powta­
rzalną, która powinna znaleźć zastosowanie jako metoda screeningowa 
do badania właściwości enterotoksycznych szczepów E. coli i K. pneu­
moniae. 

2. Występowanie szczepów enterotoksycznych E. coli i K. pneumonia'? 
w dużym odsetku produktów mleczarskich stwarza zagrożenie dla zdro­
wia konsumentów, a zwłaszcza małych dzieci i ludzi starszych. 

3. Konieczne jest podjęcie jak najszybsze działań, które spowodowa­
łyby radykalne zmniejszenie stopnia zanieczyszczenia bakteriami z gru­
py coli produktów mleczarskich. 
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K. Ma 1.\ e ii c K a-Po q a H, X. B y 1K H H h ·c Ka 

CO,UEP2KAHME 3HTEPOTOKCWIECKl1X M 3HTEPOIIATOfEHHbIX 
lllTAMMOB ESCHERICHIA COLI l1 KLEBSIELLA PHEUMONIAE 

B MOJIQqHbIX IIPO,UYKTAX 

q_ I. l1ccne,ą0Ba1nre o6pa3oBa'lIH.H TepMOcTa'6HJibuoro 311TepoT0Kcn11a· 
H 3!1TeporraToreHHOCTM lllTaMMOB 

'P e'310 Me 

Nr 3 

U2a'IL!O pa60TbI 6hIJIO HCCJI,e,!IOBaHHe qacTOTbl IlO.!IBJieHH.!I 3HTepOTOKCHqecKHX 
llliaMMOB Escherichia co!i H K!ebsie!la Pneumoniae B MOJIO'Illb!X IIPO.IIYKTaX. 

Bcero HCCJie)J;OBaJIH 139 lllTaMMOB E. co!i n 20 lllT•aMM'OB K. pneumoniae npH­
MeH.H.!I MeTO,ll; ,UHHa 11 COTp. (2) Ha cocym-::·ax Mhlllleii. lliTaM:.!hl Bb!pauvrnaJIH ua 
nnTaTem,uoti cpe:iKe CA - YE Ca,samino adds-yeast exitrac1t-,sa,Lt1s Ono rna!l'eJIJIY {4). 

B CJiyqae 28 lllTaMMOB E. co!i (200/o HCCJI•e.n;yeMbIX) ,r 3 lllTaMJMOB K. pneumoniae 
6hIJI IIOJIY'IeH IlOJJOJKHTeJihHh!H pe3yJibTaT (OTHOllleHHe Beca KHllleqHHKa K BO•cy 
-re:ia rrpeBhilllaJIO 0,083), B TO BpeM.H KlliłC B CJiyqae 2.1 lllTaM:-.La (B TOM 'IHCJJe 18 
lllTaMMOB E. co!i Hl '3 lllTaMMa K. pneumoniae) pe3•YJibTaT 6b!JI •CJia6o 'IIOJI011KHTeJJh­
Hb!M (B rrpe·,11eJiax 0,075-0,082). 

MccJie,llOBaJJM TaKJKe CO,!]jep1K1a1HHe 3HTeporraToreHHb!X cepOTHIIOB E. co!i B MO­
JIO'-!Hb!X npo·,n;yKTax. BbIJJO yCTaHOBJJeHO 24 lllTaMMa (180/o HCCJie,!lye'Mh!X). Ilpe016Jia­
,!laJIH -cepOTHilbl 018 : K76 (9 IIITRMMOB) tt 025 : K11 (4 lllT3MMa). BhIJJO 'TIO,ll;TBep:lK­
,n;•eHO OTCYTCTBHe iKOppeJJ.!Il.\.HH Mem,n;y 3HTepOTO'K·CHqHOCTb!O ,!lairnoro IIITaMMa H ero 
3HTeponaToreHHOCTB!O. 

KaK 3HTepOTOKCH'IeCKHe, TaK M 3HTeporraTore!IHhle lllTaM:-.lbl E. coli I'! K. pneu­
moniae uaM50JJee qa•CTO CO,,lle·pmaJJHCb B ro:v10,reHH-3HpOBaHl!hlX Cb!pKax H TBOporax. 

K. Mac ie j ska-Ro cz a n, H. Bur z y ń ska 

PRESENCE OF ENTEROTOXIC AND ENTEROPATHOGENIC STRAINS 
OF ESCHERICHIA COLI AND KLEBSIELLA PNEUMONIAE 

IN DAIRY PRODUCTS 

I. Studies on production of thermostable enterotoxin (ST) and enteropathogenicity 
of the strains 

Summary 

The aim of this study was checking of the freque:ncy of enterotoxic strain, 
of E. coli and K. pneumoniae in dairy products. In all, 139 strains of E. coli 
and 20 strains of. K. pneumoniae were investigated by the merthod of Dean et 
al. (2) on suckling mice. The strains were cultured on the CA-YE medium (Ca­
samino acids-yeast extract-salts (according to Giannella (4). 

Twenty~eight strains of E. coli (WO/o of all tested) and 3 strains of K. pneu­
moniae gave positive results (the ration of intestine mass to body mass in mice 
was above 0.083). On the other hand, 21 strains (18 strains of E. coli and 3 strains 
of K. pneumoniae) gave in this experimental model a weakly positive results 
(range: 0.075-0.082). 

The presence of enteropathogenic serotypes of E. coli was investigated also 
in dairy products. Twenty-four strains were found (180/o), with predominance of 
serotypes 018 : K76 (9 strains) and 025 : Kll (4 strains). Lack of correlation bet, 
ween the ,enterotoxicity of a strain and its enteropathogenicity was confirmed. 

Enterotoxic as well as enteropathogenic strains of E. coli and K. pneumo­
niae were found, most frequently, in homogenized cottage chees•e and common 
cottage cheese. 
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