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CZ. 1. BADANIE WYTWARZANIA ENTEROTOKSYNY CIEPLOSTALEJ (ST)
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Z Zakladu Badania Zywno$ci i Przedmiotow Uzytku
Panstwowego Zakladu Higieny w Warszawie
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Zbadano zdolno§é wytwarzania enterotoksyny cieplostalej (ST)
przez 139 szczepow Escherichia coli i 20 szczepédw Klebsiella pneu-
moniae, wyizolowanych 2z produktéow mleczarskich stosujge metode
Dean’a i wsp. [2]. 28 szczepoéw Escherichia coli (20% zbadanych) i 3
szczepy Klebsiella pneumoniae wytwarzaly enterotoksyne ST, ponad-
to 24 szczepy Escherichia coli (18% zbadanych) nalezaty do entero-
patogennych serotypéow. Wsréd mnich dominowaly typy 018: K75
i 025:KI11. Szczepy enterotoksyczne i enteropatogenne mnajczescicj
wystepowaly w serach twarogowych i twarozkach homogenizowanych

W poprzedniej pracy [9] wykazano duze zanieczyszczenie bakteriami
z rodziny Enterobacteriaceae produktéw mleczarskich pobranych z ob-
rotu handlowego. W produktach tych, a zwlaszcza w serkach homoge-
nizowanych i serach twarogowych najczesciej izolowano szczepy z ga-
tunkow coli oraz K. pneumoniae.

Jak wskazuje przeglad pi$miennictwa [7, 8, 10, 11, 12, 14], w ostatnich
latach notuje si¢ wzrost epidemicznych zachorowan, objawiajacych sie
ostrymi zaburzeniami przewodu pokarmowego, spowodowanych przez
wyzZej wymienione gatunki bakterii.

Udowodniono ponadto, ze produkty Zywnosciowe zanieczyszczone pa-
leczkami E. coli i K. pneumoniae mogg powodowac zatrucia pokarmowe
[1, 8, 9, 10, 14].

Ostatnio wiele publikacji po$wiecono wytwarzaniu przez te bakterie
toksyn dzialajacych enterotropowo i powodujgcych zaburzenia zolad-
kowo-jelitowe.

Escherichia coli moze produkowaé dwa rodzaje enterotoksyn: cieplo-
chwiejng LT (,,heat — labile”) i cieptostalg ST (,,heat — stable”) [7,
11, 12]. Roznicuje sie je na podstawie wrazliwosci na dzialanie wyso-
kiej temperatury, masy czasteczkowej i szybkosci oddzialywania na
przewdd pokarmowy. Enterotoksyna typu LT ma wieksza mase czgs-
teczkowa, jest bardziej wrazliwa na temperature i charakteryzuje sie
wydtuzonym okresem dziatania. Pod wzgledem antygenowym zblizona
jest oma do toksyny przecinkowca cholery (Vibrio cholerae).

* Praca wykonana w ramach problemu MR-12.
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Enterotoksyna ST dziala szybciej i ze wzgledu na cieploopornos¢ mo-
ze byé ona réwniez obecna w produktach poddawanych obrébce ter-
micznej, pozbawionych bakterii z grupy coli.

Szezepy E. coli wytwarzajgce tylko enterotoksyne typu ST izolowa-
no po raz pierwszy od ludzi (z katu oséb chorych na biegunke) w 1974
roku f12]. Do tego czasu istnial poglad, ze enterotoksyna tego typu
jest toksyczna tylko dla zwierzat. Obecnie notuje sie wiele zatru¢ po-
karmowych, wywolanych przez szczepy E. coli, produkujgce tylko tok-
syne ST [1, 7, 12].

Goldhar i inni [5] badajac szezepy E. coli izolowane z kalu oséb cho-
rych na biegunke stwierdzili 3-krotnie wiecej szezepdéw produkujgeych
toksyne typu ST niz LT.

Toksyne podobng do enterotoksyny ST E. coli mogg wytwarzac row-
niez szczepy K. prneumoniae [6].

Dla stwierdzenia enterotoksycznosci szczepoéw bakterii z rodziny En-
terobacteriaceae i okreslenia typu enterotoksyny stosuje sie wiele me-
tod biologicznych. Sg to préby na podwigzanych petlach jelit krolika.
metoda na oseskach myszy, proba skérna na kréliku, test na rogowce
oka $winki morskiej oraz badania [1, 2, 4, 10, 11, 13] na roéznego ro-
dzaju hodowlach tkankowych.

Metodg specyficzng dla enterotoksyny ST jest préba na oseskach my-
sich wprowadzona po raz pierwszy przez Dean’a i in. [2]. Jako metoda
szybka 1 powtarzalna jest obecnie szeroko stosowana w os$rodkach ba-
dawczych calego $wiata [2, 4, 7, 13]. Przy uzyciu tego modelu biolo-
gicznego stwierdzono wystepowanie enterotoksygennych pateczek jeli-
towych u 22% dzieci hospitalizowanych z powodu ostrej biegunki w
szpitalu zakaznym w Warszawie [16].

Celem niniejszej pracy bylo sprawdzenie, czy szczepy E. coli i K.
pneumoniace wyizolowane =z produktéw mleczarskich, spozywanych
zwlaszcza czesto przez dzieci, wytwarzaja enterotoksyne typu ST.

MATERIAL I METODYKA

Badaniom poddano 139 szczepow E. coli i 20 szczepéw K. pneumoniae, wy-
izolowanych z produktéw mileczarskich pobranych do badania bezposrednio
z obrotu handlowego [9].

Zgodnie z metodg Dean’a i wsp. [2] w modyfikacji Giannella {4] uzyto do
badan 3—4 dniowe myszki rasy Swiss, oddzielone od matek bezposrednio przed
do$wiadczeniem i dzielone na grupy po 4. Kazdej grupie myszy podawano prze-
sgcz z hodowli jednego szczepu.

Szczepy hodowano na podlozu CA-YE (Casamino acids-yeast extracl-salls
broth) [4]. Do 15 ml tego podloza w kolbie stozkowej o poj. 200 ml dodawano
1 ml 24 h hodowli bulionowej badanego szczepu i calo$é wytrzasano w wyirza-
sarce w temp. 37°C przez 24 h. Po tym czasie hodowle odwirowywano przez
10 min. przez 11 tys. obrotéw/min. Do supernatantéw dodawano 2%, btekit Evansa
w ilosci 2 krople na 1 ml.

Na wstepie porownano reakcje na myszkach przy réwnolegltym wprowadzaniu
supernatantéw otlrzymanych przez odwirowanie w sposdb opisany wyzej, jak
i przesgcz6w z hodowli, otrzymanych przez saczenie przez lejek szklany
Schotta G 5.

Kazdej myszce wstrzykiwano do zotgdka przez powloki brzuszne 0,1 ml plvnu
z hodowli, przygotowanego w ww. sposob. 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 sie plynu w jelitach oraz
obliczano stosunek masy wycietych jelit (m j) do masy ciala myszy (m ¢). War-
tosci podawano dla grupy 4 myszek. Za wynik dodatni przyjeto wartosci mj/m,.
wieksze od 0,083, za wynik stabo dodatni — warlosci w granicach od 0,075 do
0,082, a za ujemny — wartos$¢ tego stosunku nizsza niz 0,074 [4].
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W kazdym doswiadczeniu, w ktérym oceniano 10—12 szczepéw, byly 2 grupy
myszek kontrolnych — jednej wprowadzano dozoladkowo samo podioze CA-YE
(kontrola ujemna), a drugiej supernatant z hodowli szczepu E. coli, wytwarza-
jacego enterotoksyne ST * (kontrola dodatnia).

Dla kazdego szczepu wykonywano 2—3 powtdrzenia. Ze szczepami, ktére daly
wynik dodatni powtarzano doswiadczenie, wprowadzajgc supernatant z hodowli
gotowany przez 15 min przed zaaplikowaniem myszkom {2, 7].

133 szczepy E. coli poddano roéwniez badaniom serologicznym, wykonujgc
aglutynacje z surowicami diagnostycznymi, produkcji Wytwoérni Surowic i Szcze-
pionek w Krakowie. Umozliwiajg one wykrycie 14 nastepujgcych enteropato-
gennych serotypéw pateczki okreznicy: 018: K76, 025: K11, 026: K60, 044: K74,
055: K59, 0086: K61, 0111: K58, 0114: K90, 0119: K69, 0124: K72, 0i25: K70, 0126:
K71, 0127: K63, 0128: K67.

OMOWIENIE WYNIKOW

W tabeli I przedstawione zostaly wyniki badann wstepnych, majace

na celu ustalenie sposobu przygotowania plynu do wprowadzenia oses-
kom mysim.

Tabela 1. Wyniki badania na oseskach mysich enterotoksycznosel szezepOw Escherichia
eoli w zaleinobei od sposobu przygotowania przesgezu z hodowli

Jp i . T QT In'/]’nc*
Nr kolejny Nr szezepu Hodowla sgezona y Hodowla wirowana
1 214 0,056 0,053
2 271 0,057 0,063
3 2533 0,060 0,058
4 195 0,062 0,062
5 89 0,063 0,066
6 117 0,064 0,056
7 92} 0,064 0,053
8 272 0,059 0,073
9 186 0,070 0,064
jo 276 0,071 0,068
11 215 0,080 0,064
12 73 0,084 0,093
13 264 0,087 0,072
14 98 0,092 0,082
15 273 0,097 0,081
16 123 0,099 0,100
17 128 0,099 0,106
18 182 0,106 0,111
19 ’ 114 0,112 0,102
* — mj/me == stosunck masy wyeietyeh jolit do masy ciala myszy

Jak widaé¢ z tabeli, nie uzyskano réznic w dziataniu hodowli przygo-
towanej obydwoma sposobami. W dalszej czesci pracy stosowano zatem
odwirowywanie, zgodnie z metodg oryginalng, chociaz niektérzy auto-
rzy preferujg sgczenie przez filtry bakteryjne, a nawet roéwnoczesnie
odwirowywanie i saczenie [2, 4].

Z ogdlem zbadanych 139 szczepéw E. coli i 20 szczepow K. pneumo-
niae, 28 szczepow E. coli (co stanowi 20%) i 3 szczepy K. pneumo-
niae daly wynik dodatni na oseskach mysich, 21 szczepéw (12,6%) w
tym 18 E. coli i 3 K. pneumoniae dalo wynik stabo dodatni.

* Otrzymanego od dr J. Noworyty z Zakladu Bakteriologii PZH.
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Tabela II. Wyniki badania enterotoksyeznosci szezepow Hscherichia coli i Klebsielln pneu-
moniae izolowanych z produktéw mleczarskicl

b 2 £ *
g 2 S, >
R y : S8 3 5
) 3 Gatunck bakterii Rodzaj produktu g @2 @ &
- % E$ 8 s B
5 553 £ 2
Z 4 2R 8 R 2
1 87  Klebsiellu pneumoniae Smietana 0,084 0,087
2 98  Escherichia coli maslo 0,087 04,090
3 99  Klebsielle pneumonicae masto 0,088 0,085
4 148  Hscherichia coli mleko pastoryzowane 0,090 0,092
5 160  Hscherichia cole ser twarogowy 0,090 0,088
6 161  Hscherichia coli ser twarogowy 0,100 0,096
7 164  Kscherichia coli sor twarogowy 0,099 0,091
8 170 Escherichia coli ser twarogowy 0,092 0,087
9 173 Kscherichia coli serek ,,Fromage” 0,093 0,091
10 184  Escherichia cole serek homogonizowany 0,091 0,092
11 185  Escherichiu coli serek homogenizowany 0,098 0,106
12 187 Escherichia coli serek homogenizowany 0,112 0,119
13 207  Kscherichia coli sorek homegenizowany 0,117 0,123
14 208  Kscherichin col serek homogenizowany 0,105 0,108
15 209  Escherichia colt ser twarogowy 0,116 0,115
16 210 Escherichia colt ser twarogowy 0,115 0,094
17 211  KEscherichia coli serek homogenizowany 0,123 0,146
18 212 Escherichia coli serek homogenizowany 0,112 0,132
19 213 Escherichia coli serek homogenizowany 0,101 0,123
20 216 Escherichia coli ser dojrzewajacy 0,100 0,105
21 218  Escherichia coli ser twarogowy 0,092 0,088
22 224  Klebsiellu pneumonide masto 0,085 0,084
23 228  KEscherichia coli ser dojrzewajacy 0.109 0,104
24 233  Escherichia coli serek homogenizowany 0,130 0,125
25 234  Escherichia coli sorek homogenizowany 0,106 0,093
26 236 Kscherichia coli ser twarogowy 0,086 0,090
27 237  Hscherichia coli ser twarogowy 0,101 0,092
28 238  HEscherichia coli ser twarogowy 0,092 0,084
29 239  Escherichia coli ser dojrzowajacy 0,104 0,092
30 240  Escherichia coli ser dojrzewajacy 0,098 0,088
31 256 Escherichia coli ser dojrzewajgcy 0,089 0,088
* — 15 min w temp. 100°C

W tabeli II zestawione zostaly wyniki badania wszystkich szczepow
reagujagcych na myszki dodatnio z uwzglednieniem réwniez zdolno$ci
wytwarzania enterotoksyny cieptostatej (ST). Wartos¢ stosunku m;/me.
dla tych szczepéw wahala sie od 0,084 do 0,123.

Jak wynika z tabeli, supernatanty z hodowli gotowane daly niemal
identyczne wyniki co niegotowane, potwierdza to obecno$¢ w nich en-
terotoksyny ST, niewrazliwej na dzialanie wysokiej temperatury.

W tabeli III zestawiono wyniki badan serologicznych.

Wskazuja one, ze do serotypéw enteropatogennych nalezaly 24 wy-
izolowane szczepy E. coli, co stanowi 18% ogo6tem zbadanych. Naj-
czeSciej wystepowaly serotypy 018: K76 (9 szczepow) i 025: K11 (4
szczepy). Pozostate typy enteropatogenne stwierdzano w pojedynczych
przypadkach. Chorobotworcze serotypy E. coli izolowano roéowniez naj-
czeSciej z serkéw homogenizowanych i seréw dojrzewajacych.

Sposrod tych 24 szezepéw enteropatogennych tylko 4 daty dodatni
wynik na oseskach mysich. Byly to dwa szczepy o serotypie 018: K76
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Tabela III. Typy enteropatogenne wystepujace wéréd 133 szczepdw Hscherichia coli
wyizolowanych z produktéw mleczarskich

Typ serologiczny Liczba szcezepow Rodzaj produktu

018 : IX 76 9 serek homogenizowany, ser twarogowy
i dojrzewajacy

025 : K 1 4 screk homogenizowany, ser dojrzewajacy
a4 KT 2 serek homogenizowany, ser dojrzewajacy
(8% B (Y | 2 S€r twarogowy
orre o K 40 2 sor dojrzewajacy
0124 : K 72 2 ser dojrzewajacy, Smictana
055 E ] 1 ser DBrie
0111 : K 58 1 serck homogenizowany

1 ser twarogowy

0128 . K 67

|
|
|

i po jednym o serotypach 086: K61 i 044: K74. Potwierdza to brak ko-
relacji miedzy enterotoksycznoscia danego szczepu a jego przynalez-
noscig do serotypu enteropatogennego.

W zwigzku z uzyskanymi wynikami warte przytoczenia sg badania
Swiderskiego i wsp. [14], ktérzy wykazali powigzanie miedzy zanie-
czyszczeniem mleka surowego i pasteryzowanego pateczkami E. coli
a wystepowaniem biegunek u niemowlat. Izolowali oni szczepy tego
samego typu serologicznego z kalu dzieci chorych i z prébek mleka.

Jak wskazujg wyniki tych i poprzednich badan [9], produkty mle-
czarskie stanowia powazne zagrozenie dla zdrowia czlowieka, poniewaz
zawierajg one w duzej liczbie bakterie E. coli i K. prneumoniae, wsrod
ktérych spotyka sie czesto serotypy enteropatogenne lub dzialajgce en-
terotoksycznie na przewdd pokarmowy lub obdarzone obydwoma wilas-
ciwo$ciami.

Konieczne jest zatem podjecie wszelkich dzialan w celu jak najszyb-
szej poprawy jakos$ci mikrobiologicznej tych produktow, a zwlaszcza
serkow homogenizowanych i seréw twarogowych, ktére wykazuja naj-
wieksze zanjeczyszczenie i sg czesto spozywane przez male dzieci i ludzi
chorych, a wiec osoby bardziej wrazliwe.

Dodatkowe niebezpieczenstwo stwarza fakt, ze paleczki Enterobac-
terinceae obecne w produktach mleczarskich w przeciwienstwie do in-
nych bakterii nie tylko nie ging w czasie przechowywania, ale nawet
mogq sie w nich namnazaé¢ [3, 15].

WNIOSKI

1. Badanie na oseskach mysich jest metodg prosts, szybka i powta-
rzalng, ktéra powinna znalezé zastosowanie jako metoda screeningowa
do badania wlasciwosci enterotoksycznych szczepéw E. coli i K. pneu-
moniae.

2. Wystepowanie szczepow enterotoksycznych E. coli i K. pneumonia=
w duzym odsetku produktéw mleczarskich stwarza zagrozenie dla zdro-
wia konsumentéow, a zwlaszcza malych dzieci i ludzi starszych.

3. Konieczne jest podjecie jak najszybsze dziatan, ktére spowodowa-
lyby radykalne zmniejszenie stopnia zanieczyszczenia bakteriami z gru-
py coli produktow mleczarskich.
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K. Maygencka-Pouau, X. Byxxuuscka

COJJEP2KAHVE SHTEPOTOKCUYECKUX U OHTEPOITATOTEHHBIX
INTAMMOB ESCHERICHIA COLI M KLEBSIELLA PHEUMONIAE
B MOJIOYHBIX ITPOAYKTAX

9. 1. MccaepoBaune 00pa3’0oBaHUA TEPMOCTAOUIBLHOTO 3HTEPOTOKCHUHA
M SUTEPOIATOreHHOCTY IITAMMOB

PesmoMme

lleapro paborbl 6BIJIO UCCHEAOBAHME YACTOTHI TIOABJIEHMA IHTEPOTOKCUYECKUX
miraMmoB Escherichia coli u Klebsiella Pneumoniage B MOJOYHBIX TIPOAYKTaxX.

Beero ucceaemosany 139 mrammos E. coli u 20 mrammoB K. pneumoniae npu-
MeHAA MerTon JAuuHa u corp. (2) Ha cocyHkKax Mbllled. IIlTamMMbl BbIpamMBaJM Ha
muratenbuoit cpexe CA — YE Casamino acids-yeast extract-salts (mo I'mawmenny (4).

B cay4ae 28 mrammos E. coli (20 uccnenyemsbix) u 3 mrammos K. pneumoniae
OblJl TIOJIYU€H IIOJIOKMUTENLHLIM De3yaAbTaT (OTHOLIeHMEe Beca KUIIEYHMKA K BOCY
Teja npesblmano 0,083), B TO BpeMA Kak B <iaydvae 21 mrtavMda (B TOM uuciae 18
wramvos E. coli w 3 mramva K. pneumoniae) pes3yabraT ©Obll €J1ab0 TIONOKUTENb-
ueIM (B npegenax 0,075--0,082).

ViccoegoBanu TakiKe COAepIKaHMe SHTEPONaToreHHbIx ceporunos E. coli B mo-
JIOUHBIX TIPOAYKTaX. Bblno ycranomieuno 24 mramma (18% uccaenyemobix). IlpeoGia-
manu ceporunsl 018 : K76 (9 mrammoB) u 025:KI11 (4 mramMa). Belno moATBepx-
IeHO OTCYTCTBME KODPEeJANUM MEeKAY ISHTEPOTOKCUUHOCTHIO JAaHHOrQ LITaMMa M ero
IHTEPOTIATOTe HHOCTLIO.

Kak 9HTepOTOKCUYECKME, TaK M 3JHTepomarorenHble mramuel E. coli u K. pneu-
monige Hanboice 4yactTo COAEPIKaJMCh B TOMOTEHM3MPOBAHHBIX ChIpKaxX M TBOpOrax.

K. Maciejska-Roczan, H. Burzynska
N

PRESENCE OF ENTEROTOXIC AND ENTEROPATHOGENIC STRAINS
OF ESCHERICHIA COLI AND KLEBSIELLA PNEUMONIAE
IN DAIRY PRODUCTS

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

Summary

The aim of this study was checking of the frequency of enterotoxic strains
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 method 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 (20°% 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 alsa
in dairy products. Twenty-four strains were found (18%), with predominance of
serotypes 018 : K76 (9 strains) and 025:K11 (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 cheese and common
cottage cheese.
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