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Streszczenie

Przedstawiona praca przegladowa dotyczy potencjatu chorobotwérczego Escherichia coli
oraz mozliwo$ci zapobiegania zakazeniom wywotywanym przez te, powszechnie spotykane
w $rodowisku naturalnym, bakterie. Wsréd licznych szczepdéw E. coli spotykamy patogeny.
Moga one powodowac¢ stany chorobowe uktadu pokarmowego, moczowego czy nerwowego.
Wczesne wykrywanie ognisk zakazen patogennymi szczepami E. coli pozwala zmniejszy¢
ryzyko dalszych zachorowan. Odpowiednie instytucje krajowe i mig¢dzynarodowe tworzg
systemy ostrzegania przed zagrozeniami epidemiologicznymi i normy wykrywania szczepow
patogennych. Ze wzgledu na duze znaczenie epidemiologiczne E. coli, ciaggle istnieje dazenie
do wypracowania efektywniejszych i szybszych systeméw wykrywania obecno$ci tego

mikroorganizmu w zywnosci.

Stowa kluczowe: Escherichia coli, patogennos$¢, wykrywanie, Zywnos¢

PATHOGENIC STRAINS OF ESCHERICHIA COLI AND RELATED HAZARDS

Summary

This review focuses on discussing pathogenic potential of Escherichia coli and possible
ways of preventing infections with these bacteria. E. coli is a microorganism widely present in
the natural environment. Among many different E. coli strains also infective ones are found.
Those strains can cause diseases of digestive system, urinary tract and nervous system. Early
detection of pathogenic E. coli outbreaks leads to reduced risk of illness propagation. National
and international institutions create systems of rapid warning against epidemiological hazards

and standards for pathogenic E. coli strains detection. High epidemiological significance of
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E. coli causes pursuance for new, more effective and faster methods of detection of this

microorganism in food.

Key words: Escherichia coli, pathogenicity, detection, food

WPROWADZENIE

Escherichia coli to powszechnie wystepujaca bakteria, ktérg znalez¢ mozna migdzy
innymi w ludzkim przewodzie pokarmowym [Croxen i in. 2013]. Pod wzgledem
genetycznym charakteryzuje si¢ tzw. plastycznoscia genomu, ktéra wigze si¢
z wystepowaniem duzej ilosci szczepéw w obrebie gatunku [Blount 2015, Schlegel i in. 2017,
Rojaz-Lopez i in. 2018]. Wsréd wspomnianych znajduja si¢ szczepy patogenne dla
cztowieka. Literatura wymienia osiem gléwnych patotypéw E. coli. Grupy te rdéznig si¢
posiadanymi czynnikami wirulencji jak réwniez wywotywanymi schorzeniami [Gomes
iin. 2016, Pasqua i in. 2017]. Latwo$¢ przenoszenia, odporno$¢ na niekorzystne warunki
srodowiska oraz oporno$¢ na antybiotyki patogennych szczepéw E. coli powoduje, ze wcigz
pojawiaja si¢ doniesienia o masowych zatruciach z ich udzialem [Assefa i Bihon 2018,
Giuntini 1 in. 2018]. W celu zapobiegania rozprzestrzenianiu si¢ zakazen E. coli, na Swiecie
powolywane sg odpowiednie systemy wczesnego ostrzegania [Pappelbaum 1iin.2015].
Detekcja patogendw ma miejsce miedzy innymi w badaniach bezpieczenstwa zywnosci, ktéra
stanowi jedng z gtéwnych drég rozprzestrzeniania si¢ chorobotworczych E. coli [Péttorak
1 in. 2016]. Do identyfikacji potencjalu chorobotwérczego wyizolowanych E. coli
wykorzystuje si¢ metody immunologiczne i biologii molekularnej [Shahrani i in. 2014].

Celem przedstawionego artykulu przegladowego jest zwrOcenie uwagi na zagrozenia
stwarzane przez patogenne szczepy E. coli oraz omdwienie sposobow ich wykrywania

W Zywnosci.
1. Budowa i fizjologia Escherichia coli

Escherichia coli odkryta zostata w roku 1885 [Croxen i in. 2013]. Pod wzgledem budowy
morfologicznej bakteria ta charakteryzuje si¢ ksztattem pateczkowatym, dtugoscig 1 — 3 pm
i Srednicg 0,4 — 0,8 um. Poszczegdlne szczepy tego gatunku mogag wykazywac ruchliwosé
badz nie [Croxen i in. 2013, Pappelbaum i in. 2015]. Ze wzgledu na obecnosé
jednowarstwowej $Sciany komoérkowej oraz dwuwarstwowej, zewnetrznej btony polaczone;j
z warstwg mureiny, E. coli zaliczana jest do bakterii Gram-ujemnych [Baj i Markiewicz

2015]. Wykazuje fakultatywnie beztlenowy typ metabolizmu. Jest katalazo-dodatnia,
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oksydazo-ujemna, zdolna do redukcji azotanéw oraz przemiany tryptofanu w indol [Croxen
1in. 2013, Iwase 1 in. 2013, Li i Young 2013, Tiso i Schechter 2015]. E. coli nie prowadzi
hydrolizy mocznika, nie wytwarza siarkowodoru czy acetoiny. Nie wykorzystuje zelatyny
jako zrédta wegla. Uzyskuje energie na drodze fermentacji weglowodanéw (glukozy, laktozy,
arabinozy lub mannitolu). Syntetyzuje przy tym produkty kwasowe (octan, mréwczan,
mleczan, bursztynian), a niekiedy rowniez gazowe (np. dwutlenek wegla) [Croxen i in. 2013,
Forster 1 Gescher 2014, Pappelbaum 1 in. 2015]. E. coli nie wytwarza przetrwalnikéw. Pod
wzgledem optymalnej temperatury wzrostu (37°C) zaliczana jest do bakterii mezofilnych
[Garbowska i Berthold-Pluta 2013, Croxen i in. 2013]. Jej przezywalno$¢ w zaleznos$ci od
temperatury, zalezy od podtoza na jakim bakteria ro$nie [Li 1 Giénzle 2016]. E. coli najlepie;j
rozwija si¢ w pH zblizonym do neutralnego. Niektore szczepy s jednak w stanie przetrwac
kilka godzin w warunkach znacznego =zakwaszenia (pH<3) lub wykazywaé wzrost
w Srodowisku silnie zasadowym (pH = 9) [Foster 2004, Zhang iin. 2016, AlRabiah
1in. 2018]. Jak oceniajg badacze, genom E. coli sklada si¢, w zaleznoSci od szczepu,
z ok. 4 000-5 500 gendéw. Pan-genom (bedacy zbiorem wszystkich gendéw spotykanych we
wszystkich szczepach danego gatunku) E. coli obejmuje ponad 16 000 genéw [Blount 2015].
Poszczegdlne szczepy E. coli moga wykazywac znaczne réznice genotypowe (wWynoszace
nawet setki tysigcy par zasad) [Kaas i in. 2012]. E. coli charakteryzuje wiec tak zwana
plastycznos¢ genomu, sprzyjajaca szybkiej ewolucji nowych szczepéw bakterii [Blount 2015,
Rojas-Lopez i in. 2018].

E. coli pod wzgledem filogenetycznym zaliczana jest do rodziny Enterobacteriaceae,
rzedu Enterobacteriales, klasy Gammaproteobacteria, typu Proteobacteria, krolestwa
Eubacteria 1 domeny Bacteria [Scheutz 1 Strockbine 2005]. W obreb samego gatunku
wchodzi wspomniany juz, bogaty wachlarz szczepéw. Clermont i in. [2013] dzielg je, ze
wzgledu na réznice genetyczne, na siedem gtéwnych grup: A, B1, B2, C,D,Ei FE

Escherichia coli jest mikroorganizmem powszechnie spotykanym w otaczajacym nas
Swiecie. Bakterie tego gatunku bytuja w organizmach zwierzat statocieplnych, gadéw, ryb
iroslin. Spotykane sa réwniez w glebie i wodzie [Leimbach i in. 2013, Blount 2015].
Rysunek 1 obrazuje cykl zycia E. coli biorgc pod uwage miejsca jej bytowania. Bakterie te,
wydalone z organizméw zwierzat statocieplnych, wtérnie zakazaja dotychczasowego
gospodarza (reinokulacja) badz przedostaja si¢ do Srodowiska. W drugim przypadku E. coli
moga zakaza¢ kolejno inne zwierze¢ta stalocieplne. Jezeli napotkaja korzystne do wzrostu
warunki, bakterie te moga tez ulega¢ tzw. ,,neutralizacji”. Tworza wtedy populacje E. coli,

ktére ulegly przystosowaniu do zycia poza organizmem gospodarza. Z kolei w przypadku
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napotkania niekorzystnych warunkéw do wzrostu w §rodowisku i braku nowego gospodarza

omawiane mikroorganizmy ging [Ishii i Sadowsky 2008].

Zwierzeta stalocieplne

Wydalenie z
odchodami
Remokulaqa
Woda, gleba, osady, glony
Dobre Niekorzystne
warunki do . warunki do
wzrostu ,,Neutlr alpa wzrostu E. coli
E. coli populacja

E. coli

N

Smier¢ bakterii

Rysunek 1.  Schemat cyklu zyciowego Escherichia coli [Ishii 1 Sadowsky 2008]
Schematic life-cycle of Escherichia coli [Ishii & Sadowsky 2008]

E. coli nalezy do mikroorganizméw zamieszkujacych ludzki przewdd pokarmowy.
Komensalne szczepy koegzystuja z organizmem czlowieka z reguty nie powodujac choréb
u zdrowych osobnikéw. Moga wytwarza¢ witaminy K i B12 oraz chroni¢ uktad pokarmowy
gospodarza przed mikroorganizmami chorobotwoérczymi. Z reguly relacja ta przynosi obu
gatunkom korzysci [Gomes 1 in. 2016, Blount 2015]. Poza wspomnianymi wyzej
niechorobotwoérczymi komensalami, w obrebie gatunku E. coli spotyka si¢ réwniez ludzkie

patogeny [Pappelbaum i in. 2015].

2. Zagrozenia zwiazane z patogennoscia Escherichia coli

Patogenne szczepy E. coli mogag wywotywac zakazenia jelit, uktadu krwiono$nego,
moczowego czy nerwowego. Wytwarzane przez nie toksyny moga by¢ przyczyng biegunek,
owrzodzen czy stanéw zapalnych. Do powiklan zakazen wywolywanych chorobotwérczymi
szczepami E. coli naleza: krwotoczne zapalenie jelita grubego, zespdt hemolityczno-
mocznicowy czy matoptytkowa plamica zakrzepowa [Poéttorak 1 in. 2016, Zhao i in. 2018].
W literaturze patogenne szczepy E. coli podzielone sg na podtypy pod wzgledem posiadanych
czynnikéw wirulencji. W tabeli 1 zebrano informacje na temat wspomnianego podziatu

[Croxen i in. 2013, Gomes i in. 2016, Pasqua i in. 2017].
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Tabela 1. Krétka charakterystyka gtéwnych patotypdéw Escherichia coli

Short characteristics of Escherichia coli main pathotypes

Patotyp
Pathotype

Mechanizm patogennosci
Pathogenicity mechanism

Wywolywane schorzenie
Triggered disease

Zrédia
Source

AIEC (ang. adherent
invasive E. coli) —
adherentne inwazyjne
E. coli

Fimbrie typu 1 oraz LPF umozliwiajg im
przyleganie do komdrek nabtonka jelit
i makrofagéw, w ktorych si¢ namnazajg.

Uwazane za jeden z czynnikow
powodujacych chorobe Lesniowskiego-
Crohna, a zarazem ziarniakowe zapalenie
jelit.

Clements i in. 2012,
Gomes i in. 2016,
Péttorak i in. 2016

EAEC (ang.
enteroaggregative E. coli)
enteroagregatywne E. coli

Utatwiajace adherencj¢ fimbrie AAF oraz
wytwarzane toksyny: cieplostata
enterotoksyna 1, toksyna ShET1, SepA,
Pet, Pic oraz hemolizyna E.

Wodniste, krwawe lub niekrwawe, ostre,
samo ograniczajace si¢ biegunki, ktérym
moze towarzyszy¢ bol brzucha, wymioty lub
lekka goraczka. Zaréwno u dzieci jak

1 u dorostych.

Clements i in. 2012,
Gomes i in. 2016,
Poéttorak i in. 2016

EPEC (ang.
enteropathogenic E. coli)
enteropatogenne E. coli

Adhezja do enterocytéw, powodujaca
uszkodzenia kosmkow jelitowych (tzw.
zacieranie struktury i przyleganie)
zachodzaca dzigki biatkom Nle i intymnie.

Gtéwnie ostre, wodniste biegunki
u niemowlat i matych dzieci (ponizej 1 roku
zycia). Niektére prawdopodobnie wywotuja
tez krwawe biegunki u dorostych.

Croxen i in. 2013,
Gomes i in. 2016,
Assefa i Bihon 2018

ETEC (ang. enterotoxigenic
E. coli) — enterotoksygenne
E. coli

Adhezyny: CF i Paa. Toksyny:
enterotoksyny typu ,,a” lub ,,b” odporne na
wysokie temperatury (100°C do 15 minut),
enterotoksyna nieodporna na dziatanie
ciepta (60°C do 15 minut) oraz cytolizyna
A.

Wodniste, ostre biegunki zaréwno u dzieci
jak i u dorostych. Objawy podobne do
przebiegu cholery: skurcze migs$ni brzucha,
wymioty, niewielka goraczka.

Clements i in. 2012,
Gomes i in. 2016,
Rojas-Lopez

iin. 2018,

Poéttorak i in. 2016,
Dubreuil i in. 2016

DAEC (ang. diffusely
adherent E. coli) —
dyfuzyjno-adherentne
E. coli

Nie wytwarzajg toksyn — ich patogenne
dziatanie opiera si¢ na adhezji
(wykorzystujac fimbrialne lub afimbrialne
adhezyny) do enterocytow, powodujace;j
uszkodzenie komorek nablonka jelit

1 wywotujacej stan zapalny.

Ostre biegunki u dzieci ponizej 5 roku zycia,
ponadto moga by¢ odpowiedzialne za
zakazenia drég moczowych i komplikacje
cigzy. Podejrzewane rowniez o dziatanie
prozapalne mogace prowadzi¢ do choréb
zapalnych jelit.

Croxen i in. 2013,
Servin 2014,
Péttorak i in. 2016

STEC (ang. Shiga toxin-
producing E. coli) — E. coli
produkujace toksyny

1) EHEC wytwarzajg adhezyny: intyming,
Paa, ToxB, Efa-1, LPF, Saa, EibG,
EhaA, OmpA i Tha. Produkujg tez

Odpowiedzialne za zatrucia pokarmowe
1 krwawe biegunki o cigzkim przebiegu.
Charakterystyczne dla odpowiednich typéw

Clements i in. 2012,
Garbowska

i Berthold-Pluta
2013,
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charakterystyczne dla toksyny wysoce podobne do STEC sa: Croxen i in. 2013,

rodzaju Shigella, w tym: wytwarzanych przez bakterie z rodzaju | 1) EHEC: biegunki wystepujace u dzieci, Péttorak i in. 2016,
1) EHEC (ang. Shigella - toksyna Shiga 1 i Shiga 2. czerwonka bakteryjna Schiebel 1 in. 2017
enterohemorrhagic E. 2) EIEC posiadajg zdolnos¢ do 2) EIEC: hemolityczna anemia,
coli) - enterokrwotoczne wytworzenia odpornej na dziatanie hemolityczny zesp6t mocznicowy,
2) EIEC (ang. Shigella/ wysokich temperatur, krwotoczne zapalenie okreznicy,
enteroinvasive E. coli) — enteroagregatywnej enterotoksyny 1 trombocytopenia.
enteroinwazyjne lub 2.

Czynniki wiazane z adhezja: wici, fimbrie,
zewnatrzkomorkowe pecherzyki,

UPEC (ang. uropathogenic | adhezyny, polisacharydowe kapsuiki, Zakazenia uktadu moczowego, w tym Kaperi in. 2004,
. . . . . . . . . Pasqua i in. 2017,
E. coli) — uropatogenne E. lipopolisacharydy czy biatka odmiedniczkowe zapalenie nerek i zapalenie | . o~ 0 -
coli zewnatrzkomorkowe. Toksyny: alfa- pecherza. Pompilio i in. 201’8,
hemolizyna, proteaza serynowa Sat oraz
CNFI1.

NMEC (ang. neonatal
meningitis E. coli) — E. coli | Substancjga umozliwiajaca bakteriom
wywotujace noworodkowe | penetracje bariery krew-mdzg jest
zapalenie opon mézgowo- | cytoplazmatyczne biatko CNF1.

Kaper i in. 2004,
Wang i Kim 2013,
Pasqua i in. 2017,

Noworodkowe zapalenie opon mézgowo-
rdzeniowych.

rdzeniowych

Skréty: Pet (ang. plazmid-encoded toxin) — toksyna enterotoksyczna; Pic (ang. protease involved in intestinal colonization) — proteaza serynowa
utatwiajgca bakteriom kolonizacj¢ nabtonka jelitowego; ShET1 (ang. Shigella enterotoxin I) — enterotoksyna 1 charakterystyczna dla Shigella
flexeri; SepA (ang. Shigella extracellular protein A) — zewnatrzkomérkowe biatko A, cytotoksyna typu Shigella [Poéttorak i1 in. 2016]; CF (ang.
Colonization factors) — rodzaj adhezyn zwany czynnikami kolonizacji; Paa (ang. Porcine A/E associated adhesin) — A/E zwigzane adhezyny
wieprzowe; lha (ang. IrgA homolog adhesin) — adhezyna bedaca homologiem IrgA; AAF (ang. aggregative adhesion fimbriae) — fimbrie
umozliwiajace agregatywng adhezje¢; LPF (ang. long polar fimbriae) — dlugie zlokalizowane biegunowo fimbrie; Efa-1 (ang. E. coli factor for
adherence) — czynnik adhezyjny E. coli; Saa (ang. STEC autoagglutinating adhesin) — autoaglutynujaca adhezyna STEC; EibG (ang. E. coli
immunoglobulin-binding protein) — biatko E. coli wigzagce immunoglobuliny; EhaA (ang. autotransporter encoding gene A) — autotransporter
kodowany genem A; OmpA (ang. Outer membrane protein A) — biatko A zewngtrznej blony komoérkowej [Clements i1 in. 2012, Péttorak 1 in.
2016]; CNF1 (ang. cytotoxic necrotizing factor 1) — cytotoksyczny czynnik nekrotyzujacy typu 1 [Wang i Kim 2013]; Nle (ang. non-LEE protein)
— biatka kodowane genami efektorowymi nie umiejscowionymi w regionie LEE [Gomes i in. 2016]; ToxB — (ang. ToxB protein) — biatko
podobne do toksyny B Clostridium difficile o wtasciwosciach adhezyny lub wzmacniajace ekspresje adhezyn [Kutkowska i in. 2015].
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Na szczegélng uwage zastuguje enterokrwotoczny patotyp EHEC (ang.
enterohemorrhagic E. coli). Obejmuje on najlepiej poznane szczepy patogenne przenoszone
przez zywnos¢. Najczesciej do powaznych powiktan prowadzg zakazenia z udzialem bakterii
patotypu EHEC, posiadajacych serotyp O157:H7. Wprowadzone do przewodu pokarmowego
juz w ilosci ponizej 100 komoérek, moga doprowadzi¢ do powstania powaznych stanéw
chorobowych [Garbowska 1 Berthold-Pluta 2013, Pappelbaum 1 in. 2015, Usein 1 in. 2017].
Najczesciej zatrucia wywolane szczepami o serotypie O157:H7 maja swoje zrédto w migsie
wotowym oraz nabiale. Wséréd zywnosci, bedacej zrédiem zakazen chorobotwdérczymi
szczepami E. coli w literaturze wymienione sg réwniez: kietki, salata, szpinak, sok jabtkowy
czy woda [Pennington 2010, Péttorak i in. 2016]. Obecnos¢ w produktach spozywczych
szczepOw patogennych E. coli moze wynika¢ z braku odpowiednich procedur eliminujacych
je podczas procesu produkcyjnego. Druga przyczyng jest wtérne zanieczyszczenie zywnosci
bakteriami podczas jej przygotowywania, badz produkcji w niewlasciwych warunkach
[Pappelbaum 1 in. 2015, Garbowska 1 Berthold-Pluta 2013]. Ws$rdéd czynnikéw
przyczyniajacych si¢ do rozprzestrzeniania patogendow z gatunku E. coli badacze wyrdzniaja
tez: niskie standardy higieny, dtugie drogi transportu zywno$ci oraz nawyki zywieniowe
ludnosci (np. tradycyjne spozywanie surowego migsa) [Assefa i Bihon 2018]. Kontakt ze
zwierzetami-nosicielami lub ich odchodami jest rowniez jedng z gtéwnych drég
rozprzestrzeniania si¢ zakazen patogennymi E. coli. Do przenoszenia bakterii moze tez
dochodzi¢ poprzez bezposredni kontakt z osobg zainfekowang [Péttorak i in. 2016].

Za potencjat chorobotworczy E. coli odpowiada tatwo$¢ rozprzestrzeniania si¢ szczepow
patogennych i narastajaca opornos¢ tych bakterii na antybiotyki. W przypadku krajéw o duzej
zachorowalnosci cz¢sto problem stanowi réwniez niewlasciwy dobor leczenia. R6znorodnosé¢
szczepOw w potaczeniu z utrudnionym dostgpem do badan mikrobiologicznych moze
prowadzi¢ do trudno$ci w diagnostyce [Qadri i in. 2005, Giuntini i in. 2018]. Ze wzgledu na
ciggly brak efektywnej szczepionki, antybiotyki stanowia wciaz najwazniejszy czynnik
w walce z chorobotwoérczymi E. coli [Rojas-Lopez i in. 2018].

Literatura dostarcza licznych przyktadéw niedawnych, duzych ognisk zatru¢ z udziatem
patotypéw omawianej bakterii. Jedno z nich miato miejsce w Japonii w 1993 roku i objeto
ponad 2500 przypadkéw. W 2011 roku hybrydowy szczep o cechach EHEC-EAEC
spowodowal w Europie 3 816 zachorowan, ktérych skutkiem byta $mieré¢ 54 oséb. Do
zakazen doszlo acznie w 14 krajach europejskich, Kanadzie i USA przy czym najwigcej
przypadkéw odnotowano w Niemczech [Itoh i in. 1997, Pappelbaum i in. 2015, Rojas-Lopez
iin. 2018]. W 2013 roku we Wtoszech zanotowano 20 przypadkéw hemolitycznego zespotu
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mocznicowego u dzieci, wywotanego zakazeniami E. coli sklasyfikowanymi jako patotyp
STEC [Germinario i in. 2016]. W Rumunii w pierwszej potowie 2016 roku doszto do
powstania ogniska zapalnego zakazen Escherichia coli. Objeto ono 15 dzieci, ktérych
mediana wiekowa wynosita 1 rok. Za wywotane przypadki zakazen odpowiadaly szczepy
z grupy STEC [Usein i in. 2017]. W Stanach Zjednoczonych odnotowano w 2016
roku 65 ognisk zapalnych z udziatem E. coli (facznie ponad tysigc zachorowan)
(https://wwwn.cdc.gov/norsdashboard/). W tym samym roku na terenie Unii
Europejskiej odnotowano ponad sze$¢ tysiecy zakazen wywotanych szczepami E. coli

(https://ecdc.europa.eu/en/escherichia-coli-ecoli/surveillance/atlas).

3. Sposoby ograniczenia zakazen patogennymi szczepami Escherichia coli

Do weczesnego ostrzegania przed zagrozeniami zdrowotnymi powodowanymi przez
zywno$¢ lub pasze w Europie stuzy system RASFF [Pappelbaum i in. 2015]. Dane na temat
zagrozen epidemiologicznych wystepujacych w Polsce, spowodowanych wystepowaniem
w zywnosci E. coli opracowuje Narodowy Instytut Zdrowia Publicznego — Panstwowy Zaktad
Higieny. Instytucja odpowiedzialng za wydawanie norm mikrobiologicznych okreslajacych
metody wykrywania i oznaczen iloSciowych bakterii E. coli w produktach spozywczych jest
Polski Komitet Normalizacyjny.

Przyktadem norm wykorzystywanych do oznaczania E. coli w zywnos$ci sg PN-ISO
16649 oraz PN-ISO 7251. Pierwsza z nich opisuje metody znormalizowane dotyczace
oznaczania B-glukuronidazo-dodatnich E. coli w ramach urzgdowej kontroli Zzywnosci,
zgodnie z Rozporzadzeniem Komisji (WE) 2073/2005 z 15 listopada 2005 roku
z pézniejszymi zmianami, w sprawie kryteriow mikrobiologicznych dotyczacych $rodkéw
spozywczych. Norma PN-ISO 7251 opisuje z kolei metode NPL (Najbardziej
Prawdopodobnej Liczby) stuzaca do wykrywania obecnosci 1 oznaczania liczby
domniemanych E. coli. Do detekcji w zywnosci patogennych szczepéw moze stosowana by¢
z kolei norma PN-EN ISO 16654:2002 opisujaca horyzontalng metod¢ wykrywania E. coli,
ktore w okreslonych warunkach wytwarzaja indol 1 aglutynuja specyficznie z surowicg anty
O157. Woda przeznaczona do spozycia przez ludzi podlega kontroli urzedowej zgodnie
z Rozporzadzeniem Ministra Zdrowia z dnia 7 grudnia 2017 roku. Badanie na obecno$¢
E. coli prowadzone jest wedtug metod opisywanych w PN-EN ISO 9308.

Obecnie stosowane sposoby detekcji E. coli w badanym materiale mozna podzieli¢ na
trzy gltéwne typy: metody oparte na obserwacji hodowli, immunodetekcje oraz metody

biologii molekularnej [Zhao i in. 2018]. Gomes i in. [2016] wsréd proponowanych metod
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wykrywania szczepow patogennych FE. coli wymieniajg: okre$lanie cytotoksycznosci
zawiesinowej kultury bakteryjnej w odniesieniu do komoérek eukariotycznych, technike
multipleks PCR, zastosowanie sond DNA, testy aglutynacji, metody immunofluorescencyjne,
immunoblotting, metode ELISA, testy radioimmunologiczne i testy biochemiczne. W ramach
tych ostatnich mozna bada¢ np. produkcj¢ indolu, fermentacj¢ cukréw czy wytwarzanie
gazow przez komorki bakteryjne. Stosuje si¢ rowniez obserwacje ruchliwosci bakterii lub ich
zdolnosci do dekarboksylacji lizyny, ornityny czy argininy [Gomes i in. 2016].

Tradycyjng metoda analizy wlasciwosci chorobotwoérczych wyizolowanego szczepu
E. coli sa testy immunochemiczne. Stuzag one do wykrywania antygendéw zwigzanych
z mechanizmami patogennosci bakterii (wymienionymi w tabeli 1) [Jarzab i in. 2011,
Fratamico i in. 2016]. Nowoczesne podejscie obejmuje z kolei wykorzystanie technik biologii
molekularnej w celu identyfikacji genéw opornosci na antybiotyki, czynnikéw wirulencji oraz
serotypu bakterii. Jedng z takich metod jest elektroforeza DNA bakteryjnego, uprzednio
poddanego tancuchowej reakcji polimerazy z uzyciem odpowiednio dobranych primeréw
oligonukleotydowych [Shahrani i in. 2014, Miri i in. 2017]. Wedtug Fratamico i in. [2016]
technikami, za pomocg ktérych mozna jednoznacznie zaklasyfikowac¢ E. coli do wybranego
serotypu sg przede wszystkim: sekwencjonowanie calego genomu, elektroforeza pulsowa oraz
metody wykorzystujace analiz¢ poréwnawczg sekwencji wybranych genéw.

Trudnosci dotyczace wykrywania w zywnos$ci patogennych E. coli wynikajg zazwyczaj
ze zlozono$ci $srodowiska mikrobiologicznego, charakteryzujacego produkty spozywcze.
Niekiedy moze réwniez dochodzi¢ do sytuacji, w ktérej dany szczep nie daje si¢ wyhodowac
w srodowisku in vitro, pomimo iz wykazuje zywotno$¢ in vivo [Aurass i in. 2011,
Pappelbaum 1 in. 2015]. Wedlug Law 1 in. [2014] w ciggu 20 lat na $wiecie wzrosta liczba
zachorowan wywotywanych patogenami obecnymi w zywnosci. Niezbedne jest wigc ciggle
opracowywanie nowych metod pozwalajacych na szybkg detekcje mikroorganizméw
chorobotwérczych w produktach spozywcezych [Law i in. 2014].

Obecnie giéwna metoda redukcji liczby patogendéw wystgpujacych w zywnosci jest
obrobka termiczna. Nie zawsze jest ona wystarczajaca ze wzgledu na to, ze niektére szczepy
E. coli wykazuja duzg przezywalno$¢ w wysokich temperaturach [Li i Gédnzle 2016]. W celu
ograniczenia liczby bakterii w produktach spozywczych, wykorzystywana moze by¢ réwniez
obrobka z zastosowaniem wysokich ci$nien, naswietlanie promieniami gamma czy mycie
produktéw spozywczych z zastosowaniem S$rodkéw dezynfekujacych (np. chloru i kwasu
nadoctowego). Nowatorska metodg, ktéra pozwala na usunigcie z zywnosci jedynie

wybranych drobnoustrojéw jest zastosowanie bakteriofagéw [Wisniewsky i in. 2000, Hong
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iin. 2018, Moye i in. 2018].

PODSUMOWANIE

Escherichia coli towarzyszy nam od urodzenia jako komensalny mikroorganizm
zamieszkujacy uktad pokarmowy. Cze$¢ szczepow E. coli wykazuje jednak zdolnosci
patogenne, skutkujagce wywolywaniem schorzen, niekiedy zagrazajacych ludzkiemu zdrowiu
i zyciu. Potencjat chorobotworczy, tatwos¢ rozprzestrzeniania si¢ oraz narastajagca opornosc
na antybiotyki wspomnianych bakterii powodujg, Ze niezbedne jest monitorowanie ich
obecnosci w produktach spozywczych. Ciagle na $wiecie dochodzi do masowych zatru¢
z udzialem E. coli, réwniez na terenie Europy. Migedzynarodowe dziatania doprowadzity do
wypracowania systemOw wczesnego ostrzegania przed zagrozeniami mikrobiologicznymi,
takich jak RASFF oraz odpowiednich norm detekcji E. coli w zywno$ci. Wcigz jednak
niezbedne jest opracowanie nowych metod pozwalajacych na szybkie wykrywanie obecno$ci

patogenéw w produktach spozywczych.
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Cytowane normy:

PN-ISO 16649-1:2004 Mikrobiologia zywno$ci i pasz - Horyzontalna metoda
oznaczania liczby beta-glukuronidazo-dodatnich Escherichia coli - Czg$¢ 1:
Metoda  ptytkowa w  temperaturze 44°C z  zastosowaniem membran
1 5-bromo-4-chloro-3-indolilo beta-D-glukuronidu

PN-ISO 16649-2:2004 Mikrobiologia zywnosci i pasz. Horyzontalna metoda
oznaczania liczby B-glukuronidazo-dodatnich Escherichia coli — Czg¢$¢ 2: Metoda
ptytkowa w temperaturze 44°C z zastosowaniem S-bromo-4-chloro-3-indolilo
B-D-glukuronidu

PN-EN ISO 16649-3:2015-07 Mikrobiologia tfancucha zywnosciowego - Horyzontalna
metoda oznaczania liczby beta-glukuronidazo-dodatnich Escherichia coli — Czg$¢
3: Wykrywanie i oznaczanie technikg najbardziej prawdopodobnej liczby
z zastosowaniem 5-bromo-4-chloro-3-indolilo-p-D-glukuronidu

PN-ISO 7251:2006 Mikrobiologia zywnosci i pasz. Horyzontalna metoda wykrywania
obecnosci 1 oznaczania liczby przypuszczalnych Escherichia coli. Metoda najbardzie;j
prawdopodobne;j liczby

PN-EN ISO 9308-1:2014-12 Jakos¢ wody - Oznaczanie ilosciowe Escherichia coli
i bakterii grupy coli - Czg$¢ 1: Metoda filtracji membranowej do badania wéd o mate;j
ilosci mikroflory towarzyszacej

PN-EN ISO 9308-2:2014-06 Jakos¢ wody - Oznaczanie ilosciowe Escherichia coli
i bakterii grupy coli - Cz¢$¢ 2: Metoda najbardziej prawdopodobnej liczby

PN-EN ISO 16654:2002 Mikrobiologia zywnosci i pasz - Horyzontalna metoda
wykrywania Escherichia coli O157
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