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SAZETAK
Provedenim istrazivanjem je po prvi puta u skoljkaSima isto¢ne obale Jadrana dokazana
prisutnost verotoksigene E. coli (VTEC), a ujedno i enteropatogene E. coli (EPEC). Cilj
istrazivanja je bio dokazati prisutnost i moguénost detekcije VTEC u morskih Skoljkasa.
VTEC 0157:H7 uz 3-5% sojeva E. coli ne posjeduju enzim R-glukuronidazu (RB-GLUC(-)) pa
se ne mogu otkriti propisanom MPN metodom za E. coli u skoljkasima. Modifikacijom
klasi¢nih metoda za izdvajanje i brojanje 3- GLUC(+) E. coli i metoda za izdvajanje R- GLUC
() E. coli O157:H7, u periodu od 2007. do 2009. godine sakupljene su kulture iz 900 uzoraka
Skoljkasa. Istovremeno je 258 uzoraka skoljkasa pretrazeno ELISA metodom za detekciju Stx
u fecesu, prilagodenoj skoljkasima. U jednom uzorku Skoljkasa utvrden je Stx, a u izolatu E.
coli PCR postupkom je potvrdena prisutnost Stx gena. Pokusom zagadenja Skoljkasa
prirodnom filtracijom mora onecis¢enog s VTEC O157:H7 potvrdena je moguénost prijenosa
VTEC iz mora u skoljkaSe uz o¢uvanu sposobnost stvaranja verotoksina, $to je i istovremena
potvrda izabranih metoda. U izolatima E. coli, izdvojenima iz uzoraka $koljkasa tijekom
redovite kontrole, PCR pretragom su iz Cetiri uzorka dagnji i jednog uzorka prnjavica utvrdeni
razliiti genotipovi, Stx1; stx2, stxl+eae, te stxl+eae+hlyA - genotip visoko patogenih sojeva
EHEC. Prevalencija VTEC iznosi 1% (5/521) u uzorcima s izdvojenom E. coli, odnosno 0,6%
(5/900) u odnosu na ukupni broj pretrazenih Skoljkasa. U 1,9% (17/900) uzoraka $koljkasa
utvrdena je i EPEC. Utvrdeni serotipovi VTEC su O7, 078, te O55 povezani sa slucajevima
hemoragijskog uremi¢nog sindroma - HUS. Prevalencija VTEC u ukupnom broju pretrazenih
uzoraka je u prnjavicama iznosila 0,9% dok je u dagnji bila 0,6%. U kamenicama i kunjkama
bakterija nije utvrdena. Opazene razlike u prevalenciji VTEC izmedu razli¢itih vrsta Skoljkasa
nisu statisticki znacajne (p=0,8). VTEC su pronadene u 2/12 proizvodnih podrucja s najveéim
brojem u Malostonskom zaljevu (4/498), ali je prevalencija VTEC od 0,8% ne$to manja nego
u podruc¢ju Uséa rijeke Krke (0,9%) sa 1/110 VTEC u pretrazenim $koljkasima. Razlike u
prevalenciji VTEC izmedu proizvodnih podru¢ja nisu statisti¢ki znacajne (p=0,87 i p=0,9).
Opazene razlike MPN E. coli/100g bez obzira na vrstu §koljkasa i proizvodno podrucje nisu u
korelaciji s nalazom VTEC i EPEC (p=0,39 i p=0,07). VTEC je utvrdena u uzorcima i s
najmanjom brojivom koli¢inom od 20 MPN E. coli/100g. Sezonske varijacije pojave VTEC u
Skoljkasima izmedu toplijeg 1 hladnijeg dijela godine nisu statisticki znacajne (p=0,17) za
razliku od pojavnosti VTEC izmedu razli¢itih godina (od 0% u 2007. godini do 3,9% u 2010.
godini) sto je statisticki znacajno (p=0,04).
Kljuéne rijeci: VTEC, §koljkasi, proizvodna podrucja, izdvajanje, ELISA, PCR



ABSTRACT

Introduction: E. coli bacteria is a very common bacterium and normal inhabitant of the
intestinal tract in humans and animals. A great majority of strains of E.coli are harmless,
whereas strains of VTEC which produce verotoxin (Stx) cause serious diseases. Due to the
different ways of spreading, it is possible to find strains of VTEC in the sea. Shellfish feed by
filtering the sea water and concentrate substances in their organisms, so the aim of the
research was to prove the presence and possibility of detection of VTEC during the regular
monitoring of shellfish products. The prescribed MPN method of enumeration and detection
of E. Coli in shellfish is based on the fact that the majority of strains of E. Coli rise at 44 °C
and contain the g-glucuronidase enzyme; R-gluc(+). The strains of VTEC cover around 200
strains of E. Coli of which 3-5% of strains as well as the extremely pathogenic strain of E.
coli O157:H7 do not have the g-glucuronidase enzyme - R-gluc(-) and cannot be detected
using the standard prescribed method.

Material and methods: Combining the classical cultural methods used for isolation
and enumeration of B-gluc(+) E. coli and method of allocation of R-gluc(-) E. coli O157:H7,
in the period from 2007 till 2010, a culture from 900 samples of shellfish was collected for
further identification of VTEC. At the same time 258 samples of shellfish (29%) were tested
using ELISA method for detection of verotoxin in feces which was adapted for shellfish by
enrichment. Classical methods of isolation of E. coli and ELISA methods were verified with
three 3-gluc(+); Stx(-) E. coli strains and B-gluc(-); Stx (+) E. coli O157:H7, and with the
experiment of contaminating the shellfish with natural filtration of sea polluted with VTEC
O157:H7. The experiment proved the spreading of VTEC from the sea to shellfish with a
preserved possibility of producing verotoxin, thus confirming the successful implementation
of methods. The isolates of E. coli obtained by the earlier methods, were tested using
multiplex PCR test of genes on markers virulence stx1, stx2, eae and hlyA. PCR method was
verified with bacteria culture VTEC O157:H7, and the extracted DNA E. coli 026 and 0111,
origin of people with symptoms of HUS. The compatibility of ELISA with PCR is 100%.

Results: In isolates of E. coli, with PCR test of genes on VTEC markers, from 4
samples of mussels and one from a warty venus, the presence of stx gene was confirmed.
ELISA method identified verotoxin in one shellfish sample, and using PCR in the stored
isolate E. coli, the presence of stx gene was also confirmed. The compatibility of ELISA with
PCR is 100%. Prevalence is 1% VTEC in samples with isolated E. coli and prevalence of
VTEC of 0,6% in the complete number of 900 tested shellfish samples. In 3,3% isolated E.

coli EPEC was established which is a prevalence of 1,9% of the complete number of shellfish.



In mussels, genotypes were found; two stx2; one stx1, eae; and stx1, eae, hlyA — genotype of
highly pathogenic EHEC strains. In warty venus only one stx1 gene was found. Not one
culture has both genes. Serotyping of VTEC culture established serotypes O7, O78 ,and O55
which is connected with cases of HUS and sporadic epidemics. Prevalence of VTEC in the
complete number of tested samples is the highest in warty venus; 0.9% as compared to
mussels; 0,6%. In oysters and Noah's ark shell prevalence is 0%. The noted differences in
prevalence VTEC and EPEC in the complete number of tested samples of various shellfish is
not statistically significant (both p=0.8). Value of MPN E. coli/100g sample with VTEC
varies from 16000 MPN to the lowest value of 0 MPN E. coli /100g shellfish. The noticed
differences in the frequency of unsatisfactory market test results (>230 MPN) among the
various types of shellfish are statistically significant (p<0.001). VTEC have been found in
2/12 production areas, whilst EPEC positive samples have been found in nearly half of the
areas, 5/12. The greatest number of established VTEC positive samples is in the Malostonski
bay (4/498), but the prevalence of 0,8% VTEC somewhat lower than 0,9% in the area of the
mouth of the river Krka with the established VTEC in 1/110 of tested shellfish. Differences in
prevalence VTEC and EPEC samples in the complete number of tested samples from various
production areas of the Dalmatian part of the Eastern coast of the Adriatic are not statistically
significant (p=0.87 and p=0.9). The highest value of 16000 MPN E. coli/100g shellfish with
VTEC established in the samples in the area of the mouth of the river Krka. With regards to
the level of MPN E. coli /100g shellfish, the noticed differences in the number of
unsatisfactory samples (>230 MPN) among the different locations are statistically significant
(p<0.001). Within the same area the differences among the values of MPN E. coli in the four
different species of shellfish is not statistically significant as compared to the variations
among the species in the whole tested area, so with regards to the level of MPN E. Coli, there
is @ more significant influence of the production area rather than species. Regardless of the
species of shellfish and production area, the noticed differences MPN E. coli/100g in shellfish
are not in correlation with the findings of enteropathogenic and verotoxigenic E. coli (p=0.07
and p=0.39). The presence of VTEC is not conditioned by the level of MPN E. coli because
VTEC has been established in samples with the lowest enumeration quantity 20 MPN E.
coli/100g. Seasonal variations of evidence of VTEC in shellfish between the warmer and
colder part of the year is from 1,7% to 12,5%, but overall in the research period from
September 2007 till June 2010, the seasonality are not statistically significant (p=0,17) as
compared to the occurrence of VTEC during the different years (from 0% in 2007 to 3,9% in
2010) which is statistically significant (p=0.04).



Conclusion: The research on the Eastern coast of the Adriatic sea, for the first time,
proved presence of verotoxigenic E. coli — VTEC. It also proved the presence of
enteropathogenic E. coli — EPEC.

Keywords: VTEC, shellfish, production areas, cultural methods, PCR, ELISA



1. UuvOD

Bakterija Escherichia coli je uobicajeni stanovnik crijeva ¢ovjeka i domacih zivotinja,
pa je njezina prisutnost u vodi 1 hrani pokazatelj fekalnog zagadenja. Sirova hrana, te ona koja
sadrzi nedovoljno toplinski obradene sastojke Cesto sadrzi bakteriju E. coli. Neki od
serovarova E. coli su enteropatogeni, te su uzrokom velikog broja otrovanja hranom.
Simptomi oboljenja ne ovise samo o infektivnoj dozi, ve¢ prvenstveno o patogenosti soja.
Naime, veliki broj sojeva E. coli je bezopasan, ali oni Kkoji stvaraju verotoksine
(verocitotoksin produciraju¢e E. coli; verotoksigeni sojevi E. coli; VTEC sojevi) uzrokuju
ozbiljna oboljenja. VTEC sojevi su identificirani kao ljudski patogeni i uzro¢nici alimentarnih
infekcija, a naj¢esci izdvojeni serovar je O157:H7.

Otrovanja bakterijom su povezana s konzumacijom mesa i mlijeka, ali i voca, povréa, te
s pitkom i bazenskom vodom, $to se dovodi u korelaciju s fekalnom kontaminacijom tla.
Tome je razlog izrazito mala infektivna doza, ¢ak jedan mikroorganizam, pa umnazanje
bakterije u hrani ili vodi nije ni potrebno.

Skoljkasi su kao hrana vrlo specifi¢ni, prije svega zbog biologije samog organizma, a
potom nacina njihovog konzumiranja. Naime, $koljkasi se hrane filtriranjem okolne vode ili
mora, te nakupljaju tvari iz okoline u svom organizmu. Ako je more u kojem one obitavaju
zagadeno fekalijama i sadrzi E. coli, bakteriju ¢emo naci i u Skoljkasima. Zato je u Hrvatskoj
kao i u vecini zemalja, propisana obavezna pretraga Skoljkasa na E. coli kao indikatora
moguceg fekalnog zagadenja. Ovisno o fluktuacijama mora, godiSnjem dobu, klimatskim
prilikama, te brojnosti populacije ljudi i zivotinja u podru¢jima izlova, koli¢ina E. coli u
Skoljkasima varira. S obzirom na obi¢aje konzumiranja sirovih ili tek obarenih Skoljkasa,
simptomi otrovanja nakon konzumacije nisu neuobicajena pojava. Kako je fekalno zagadenja
mora u pozitivnoj korelaciji s nalazom E. coli, zbog vise putova $irenja, mogu¢ je nalaz
VTEC sojeva i serovara O157:H7 i u skoljkasima.

Propisana metoda ISO/TS 16649-3:2005 za detekciju E. coli u skoljkasima iz 2005.
godine (ISO; International Organization for Standardization) se osniva na cinjenici da
bakterija E. coli kao i ostale fekalne koliformne bakterije koriste¢i laktozu, u prisustvu Zucnih
soli, na temperaturi od 44 do 45,5°C raste i stvara Kiselinu, a veéina sojeva (95 do 97%) je B—
glukuronidaza pozitivna, pa se -glukuronid ugraden u podlogu koristi kao vidljivi indikator
za aktivnost R—glukuronidaze. Medutim, postoje vrlo patogeni sojevi bakterije E. coli koji
nemaju u potpunosti ove karakteristike, prvenstveno serovar O157. On ne raste ili vrlo slabo
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raste na 44°C, uglavnom je sorbitol negativan, te R-galaktozidaza pozitivan, a R—
glukuronidaza negativan. Kako je broj kolonija E. coli O157 naj¢esc¢e vrlo mali a bakterija
podlozna stresu, uobiCajeni medij koji sadrzi Zucne soli moze djelovati inhibitorno. Osim
serovara 0157 jos je oko 200 verotoksigenih sojeva E. coli, koji ne moraju dijeliti zajednic¢ka
kulturelna ni biokemijska svojstva, pa to zahtijeva razliCite postupke za njihovo
prepoznavanje. Stoga, standardnom metodom za izolaciju E. coli u skoljkasima ne¢emo
otkriti sve sojeve bakterije E. coli, te medu njima moZemo propustiti i neke vazne patogene
sojeve.

Zbog gore navedenih razlika u izolaciji E. coli potrebno je primijeniti razliCite
postupke ozivljavanja i umnazanja, razli¢ite temperature, te tekuce i krute podloge, kao i vise
postupaka identifikacije (serotipizacija, ELISA- test za detekciju samih verotoksina ili PCR za

detekciju stx gena - odgovornih za proizvodnju verotoksina).



2. PREGLED DOSADASNJIH SPOZNAJA

2.1. Taksonomija i svojstva bakterije E. coli
Bakteriju Escherichia coli (gr¢. colon — dio debelog crijeva), otkrio je Theodor
Escherich 1885. godine, kao uzro¢nika proljeva u novorodencadi i nazvao Bacterium coli

commune, a njemu u Cast su je Castellani i Chalmers, 1919. godine nazvali Escherichia coli.

Klasifikacija E. coli (BERGEY, 2005.):

Porodica: ENTEROBACTERIACEAE
Koljeno: Escherichia
Vrsta: E. blatte, E. Hermanni, E. vulneris, E. coli

E. coli je fekalna koliformna bakterija iz porodice Enterobactericeae (BERGEY,
2005.). Normalni je dio mikroflore potrebne za fizioloski rad crijeva domacina, ljudi i
toplokrvnih Zivotinja (NEILL, 1994.). Kako se uobic¢ajeno pronalazila u ljudskom i
zivotinjskom fecesu, ali ne i u prirodi, 1892. godine Shardinger ju je predlozio za indikatora
fekalnog zagadenja.

Naziv koliformne bakterije nisu taksonomska klasifikacija ve¢ zajedni¢ki naziv za Gram
negativne nesporogene, fakultativno anaerobne Stapicaste bakterije koje koriste¢i laktozu, u
prisutnosti povrsinski aktivnih tvari ili ekvivalentnih agensa, za 48 sati na temperaturi od 35
°C stvaraju kiselinu i plin. EJKMAN (1903, cit. FENG i WEAGANT, 2002.) je prvi put
definirao fekalne koliformne kao podskupinu koliformnih bakterija koje za razliku od ostalih
rastu dobro na temperaturi od 44°C do 45,5°C, a &iji je glavni predstavnik upravo vrsta E. coli.
Sojevi E. coli su u biokemijskim reakcijama indol pozitivni, metil-crveno pozitivni, Vogues—
Proskauer negativni, te ne mogu koristiti citrat (MEHLMAN, 1984.). Indol pozitivni sojevi
primarno potjecu iz crijeva. Za razlikovanje bakterije E. coli od ostalih koliforma koristi se i
aktivnost B-glukuronidaze - enzima kojeg posjeduje oko 96% sojeva E. coli (MANAFI,
1996.), ukljucujuci i one koji ne stvaraju plin (anaerogene). Netipicni soj E. coli koja nema u
potpunosti navedene karakteristike je enterohemoragijski soj koji pripada serovaru O157 koji
ne raste ili vrlo slabo raste na 44°C, uglavnom je sorbitol i B—glukuronidaza negativan, te R—
galaktozidaza pozitivan (DOYLE i SCHOENI, 1987.; CHAPMAN, 1991.).



2.2. Patovarovi bakterije E. coli

Bakterija E. coli koja normalno obitava u crijevu je najceS¢e bezopasna za domacina
iako neki sojevi izazivaju oboljenje (dijareju) u ljudi. Ti se sojevi obi¢no nazivaju dijarogeni
(engl. Diarrheagenic E. coli) ili samo patogene E. coli. Patogenost i infektivnost bakterijske
stanice proizlaze iz sposobnosti adherencije na stjenku crijeva, $to je povezano s antigenima
staniéne membrane 1 Sposobnosti proizvodnje toksina E. coli (NATARO i KAPER, 1998.)
koji uzrokuju crijevna oboljenja. S obzirom na virulentne faktore i mehanizme uz pomo¢
kojih uzrokuju bolest oznacavaju se kao intestinalni patovarovi (KAPER i sur., 2004.).
Mehanizmi djelovanja u crijevima mogu biti razli¢iti. E. coli moze invadirati crijevnu
sluznicu s umnazanjem u epitelnim stanicama i probojem u laminu propriju, a mogu adherirati
na povrsinu sluznica s poslijedi¢énim smanjivanjem ili nestajanjem mikroresica i poremecajem
stani¢ne funkcije. Bakterije izlu¢uju enterotoksine koji narusavaju metabolizam soli i vode u
stanicama bez mijenjanja morfologije stanice, te izluc¢uju citotoksine (verotoksine) Kkoji
izravno smanjuju stani¢ne funkcije ostec¢ujuci crijevnu povrsinu i djelujuéi sistemski na

endotel razli¢itih organa.

Prema klini¢koj slici bolesti i promjenama koje ove bakterije uzrokuju, razlikujemo

sedam razlicitih intestinalnih patovarova:

- enteroinvazivna E. coli (EIEC),

- enterotoksigena E. coli (ETEC),

- enteropatogena E. coli (EPEC),

- enterohemoragijska (EHEC) — verocitotoksigeni sojevi E. coli (VTEC),
- enteroagregativna E. coli (EaggeC-EAEC),

- difuzno adherentna E. coli (DAEC)

- prihvac¢ajuca (engl. attaching and effacing) E. coli (AEEC).

Ovi razliciti patovarovi dijarogenih E. coli medusobno se preklapaju u posjedovanju
virulentnih faktora (slika 1.) pa su sa oboljenjima nastalima konzumacijom hrane ili vode
povezane prve cetiri skupine. Klini¢ki simptomi, mehanizam i mjesto djelovanja, te
najznacajniji serotipovi, prikazani su u tablici 1 (FENG i WEAGANT, 2002.).



Slika 1. Razli¢iti patovarovi E. coli prema DONNENBERGU, 2002.

Tablica 1. Klinicki simptomi patogenih skupina E. coli (FENG i WEAGANT, 2002.)

PG ETEC EPEC EHEC EIEC
/simptom
Shiga - Vero
Toksin LT/ST - toksin (Stx - -
VT)
Invazivnost - - - +
Intimin - + + -
Enterohemolizin - - + -
Stolica/feces vodena vodena, krvava vodena, sluzava, krvava
veoma krvava
Tjelesna .
niska + - +
temperatura
Leukociti u ) ) N
fecesu
_Mjesto ) ) .| debelo, donji dio
djelovanja u tanko crijevo tanko crijevo debelo crijevo ..
N tankog crijeva
crijevima
Serotipovi razliditi 026, O1111 O157:H7, 026, razliditi
P drugi O111i drugi
Ip infektivna visoka visoka niska visoka
doza




Sojevi ETEC (enterotoksigena E. coli) proizvode egzotoksine (plasmid-encoded
cholera-like). Toksini su termostabilni (ST) pri kuhanju kroz 30 minuta i termolabilni (LT), te
oStecuju epitel. Imaju fimbrijske adhezine pomocu kojih se soj veze na glikoproteinske
receptore enterocita epitela sluznice jejunuma i ileuma, te unutar enterocita stimuliraju
adenilat ili gvanilat ciklaze $to rezultira sekrecijom tekucine i vodenim proljevom
(KARMALLI, 1989.). Uzro¢nici su tvz. putnicke dijareje s vodenastim proljevom sa ili bez
vruéice. Infektivna doza ETEC za odrasle je procijenjena na najmanje 10° stanica, pa se
analiza za ETEC obi¢no ne izvodi, a ako je ETEC otkrivena, treba je izbrojati da se odredi
potencijalna opasnosti od onec¢is¢ene hrane. Detekcija se uglavnom zasniva na proizvodnji LT
i STili LT i ST gena (FENG i WEAGANT, 2002.).

EIEC (enteroinvazivha E. coli) uzrokuje proljeve bez krvi i dizenteriju, sli¢no
djelovanju bakterija roda Shigella, invazijom, umnazanjem i destrukcijom crijevnog epitela
kolona. Invazivnost potjeCe od nekoliko proteina vanjske membrane. Glavno mjesto
djelovanja je kolon gdje izazivaju mehani¢ko uniStavanje, smrt stanica (MENG i sur., 2001.)
Potrebno je najmanje 10° EIEC da uzrokuju bolest u zdravih odraslih osoba. Za razliku od
tipi¢nih sojeva E. coli, EIEC su nepokretne, ne iskoristavaju lizin i ne fermentiraju laktozu,
tako da su anaerogene. Otkrivaju se testovima za invazivnost ili dokazom gena za invaziju
(FENG i WEAGANT, 2002.).

EPEC (enteropatogena E. coli ) uzrokuje obilan vodenast proljev sto je glavni uzrok
infantilnog proljeva u zemljama u razvoju. Prepoznat je kao patogen ¢iji mehanizam
djelovanja ne ukljuCuje enterotoksine, a nakon prianjanja na sluznicu tankog crijeva
unistavaju mikrovile. Uzrokuju proljev u svih vrsta zivotinja i ¢ovjeka, a Covjek je glavni
rezervoar bakterije (MENG i sur., 2001.). Epidemije s EPEC su povezane s potro$njom
zagadene vode za pice, kao 1 nekih mesnih preradevina. Infektivna doza EPEC u zdravih
odraslih osoba je 10° bakterija (FENG i WEAGANT, 2002.). Patogeneza EPEC ukljucuje
protein intimin, kodiran eae genom koji uzrokuje vezivanje i lezije enterocita (engl.
attachment and effacing lesions — A/E) (HICKS i sur., 1998.) uz ukljuéivanje EAF proteina
(engl. EPEC adherence factor) koji omogucava lokalizirano prianjanje bakterija na crijevne
stanice (TOBE i sur., 1999.). Postoji nekoliko varijanti eae gena i neki EPEC sojevi nose eae
varijante identicne VTEC sojevima pa ¢e pretrage za otkrivanje ovih gena prepoznati
patogene sojeve iz obje skupine. Samo nedostatak Shiga toksin (Stx) proizvodnje razlikuje
EPEC sojeve od EHEC.



EHEC-VTEC (enterohemoragi¢na-verocitotoksigena E. coli) ima osobine
enteropatogenih sojeva, ali uz to jo§ tvori verotoksine. EHEC su zapravo manja skupina
verotoksigenih E. coli koja je tako nazvana, prvenstveno zbog hemoragi¢nog kolitisa (engl.
hemorrhagic colitis — HC) odnosno krvavog proljeva koji uzrokuju ovi sojevi. Patogeneza je
uvjetovana tvorbom toksina koji oste¢uje mikrovile i endotel lokalno i sistemski, jer imaju
poseban afinitet za endotelene stanice, posebice u bubregu i mozgu, pa su odgovorni za
klinicku sliku hemoragi¢nog kolitisa i hemoragi¢nog uremi¢nog sindroma. Od kada su VTEC
sojevi otkriveni kao ljudski patogeni, mnoga istrazivanja su potvrdila da su upravo ovi sojevi
uzrok alimentarnih infekcija, te da uvjetuju klinicku sliku bolesti od dijareje do hemoragi¢nog
kolitisa (RILEY i sur., 1983.) koji moze napredovati do potencijalno fatalnog hemolitickog
uremickog sindroma - HUS (KARMALI i sur., 1983.) ili u tromboti¢ku-trombocitopeni¢nu
purpuru -TTP (NEILD, 1994.).

VTEC sojeve koji proizvode citotoksin na Vero stanicama (verocitotoksin, verotoksin)
opisali su 1977. godine KONOWALCHUK i sur., a uvrijezen je naziv verotoksigena
Escherichia coli -VTEC. Takoder se koristi i naziv ,,Shiga-like toksin producing E. coli
(SLTEC)“ tj. ,,Shiga toksin producing E. coli (STEC)* jer je citotoksin vrlo blizak shiga
toksinu kojeg proizvodi Shigella dysenteriae tip 1, a verocitotoksin se naziva i Shiga toksin
(Stx) (O’BRIEN i sur., 1982.). Brojni serovarovi E. coli mogu producirati verocitotoksine, te
je vise od 200 serotipova VTEC izolirano iz ljudi (MENG i sur., 2001.). Sinonim za VTEC je
i enterohemoragi¢na E. coli (EHEC), ali su to samo one vrste koje su klini¢ki povezane s
hemoragi¢nim kolitisom.

Prototip EHEC je E. coli O157:H7 koja je Sirom svijeta povezana s bolestima koje
uzrokuje u ljudi (LEVINE i sur., 1987., cit. KARMALLI, 1989.; NATARO i KAPER, 1998.;
GRIFFIN i TAUXE, 1991.; ANON., 1993.), a fenotipski se razlikuje od ostalih E. coli jer ne
raste ili vrlo slabo raste na 44°C, te je uglavnom sorbitol i B—glukuronidaza negativna
(DOYLE i SCHOENI, 1987.; CHAPMAN, 1991.). Uobic¢ajena infektivna doza je 1 - 100
stanica (PATON i PATON, 1998.b) ali osim za serotipove E. coli O157:H7 i iznimno
0111:H2, nema dostatno informacija.

Otkriveno je viSe toksina unutar Shiga toksin obitelji, pa razli¢iti sojevi VTEC
proizvode samo anti—Stx neutralizirajuéi toksin, Stx 1 ili pak non-neutralizirajuci toksin, Stx
2, a neki oba (PATON i PATON, 1998.a). Dijagnostika VTEC sojeva se upravo temelji na
tvorbi ili sposobnosti tvorbe Stx1 i Stx2. Jedan od starijih postupaka dokazivanja je ispitivanje

citotoksi¢nog ucinka na vero ili HelLa stani¢énim kulturama, pa ELISA (engl. Enzyme-Linked



ImmunoSorbent Assays) ili RPLA testovi (engl. Reverse Passive Latex Agglutination), te
novije Gene-probes tehnika hibridizacije nukleinske kiseline i PCR (engl. Polymerase Chain
Reaction) test, kojima se osim gena stx1 i stx2 koji kodiraju verotoksine mogu utvrditi i drugi
virulentni markeri VTEC sojeva (FENG i MONDAY, 2000.). Jedan od ¢esto koristenih
dodatnih markera virulencije za koji se smatra da utjeCe na patogenezu VTEC je intimin, tj.
eae gen koji ga kodira, a odgovoran za prihvacanje bakterije na epitelijalne stanice. Medutim
intimin je takoder i virulentni faktor razli¢itih EPEC sojeva, pa se od VTEC sojeva razlikuju

upravo po odsutnosti stx gena.

2.3. Epidemiologija i VTEC serotipovi

Serotipovi

Patovarovi E. coli se ne mogu razluciti jednostavnim biokemijskim i fizioloskim
testovima, pa je jedan od nacina, serotipizacija. Tipovi bakterije E. coli se u laboratorijima
razvrstavaju po strukturi O i H antigena, u vise od 170 O serogrupa koje se dalje dijele po H
antigenima na serotipove (ANON., 2004.a). Serotipizacija E. coli se temelji na O antigenima -
polisaharidima stani¢ne stjenke i H-antigenima - flagelarnim proteinima. SCHEUTZ i sur.
(2004.) su utvrdili 174 O antigena (oznaceni brojkama od 1-181; neki antigeni su kasnije
izbaceni) i 53 H antigena. Postoje i nepokretne varijante E. coli koji su nastali kao mutanti
odredenog serotipa s H antigenom ili kao potpuno zaseban serotip, a postoje i mnogi izolati
koji imaju pojedinacne ili oba O i H antigena, ali koji nisu u internacionalnoj shemi, te se ne
mogu serotipizirati. Vise verotoksigenih serotipova E. coli je povezano s otrovanjima hranom,
a prema podacima Svjetske zdravstvene organizacije (World Health Organization; WHO)
najznacajniji za ljudsko zdravlje su serotipovi 0157, 0145, 0111, O26 i 0103 (ANON.,

1995.a). RILEY i sur. (1983.) su dokazali da je uzro¢nik hemoragi¢nog gastroenteritisa bio do
tada rijedak serotip E. coli O157:H7. Taj serotip je naj¢esce izoliran kod otrovanja hranom u
Velikoj Britaniji, SAD i drugim razvijenim zemljama (NATARO i KAPER, 1998.), te je E.
coli O157:H7 predominantni VTEC serotip povezan s HC epidemijama i teskim oboljenjima
ljudi u mnogim zemljama (KARMALI i sur., 2003.). Uobicajena je podjela VTEC serotipova
zbog vaznosti serotipa E. coli O157:H7 u oboljenjima ljudi, na skupinu O157 i skupinu
ostalih VTEC, koja se uobic¢ajeno naziva non-O157 (GYLES, 2007.).



Kasnije postaje sve o€iglednije da su i drugi serotipovi VTEC razlogom otrovanja ljudi
hranom (PONTELLO i sur., 2003.). Tako je u istrazivanjima u Spanjolskoj od 1995. - 2003.
godine u mljevenoj govedini utvrdeno 1% VTEC O157:H7 i non-0157 VTEC u 11% uzoraka
od kojih je 68% serotipova potvrdeno i u ljudima: O5:H-, 0O8:H21, O22:H8, 026:H11,
026:H- O76:H7, O91:H-, 0103:H2, O103:H-, O111:H-, O112:H2, O113:H21, O118:H16,
0145:H-, 0157:H7, 0174:H21, O174:H-, ONT:H4 i ONT:H-. Sest epidemija bilo je
uzrokovano sa VTEC 0157:H7, jedna sa O26:H11 i jedna sa O111:H- serotipom (MORA i
sur., 2007.).

Karakterizacijom 219 pozitivnih VTEC izolata iz hrane u Njemackoj, BEUTIN i sur.
(2007.) su utvrdili da samo 1,8% VTEC pripada tipi¢cnim EHEC serotipovima: 026:[H11],
0103:H2 i O157:[H7], dok 44,0% serotipova koji nose stx gene pripada atipi¢cnim EHEC
(08:H19, 022:[H8], 091:H21, 0O113:H21, O174:H2, O174:H21, O178:H19, i O179:H8).
WERBER i sur. (2008.) navode non-O157 serotipove koji su utvrdeni u fecesu pacijenata, a
takoder su identificirani i u hrani, i to: 02, 04, 06, 015, 022, 023, 030, 038, 040, 055,
074, 084, 087, 088, 0101 , 0102, 0104, 0110, 0112, 0119, 0120, 0121, 0136, 0148,
0163, 0171, 0178, 0O179. MANNA i sur. (2010.) su izolirali E. coli iz 40% uzoraka sirovog
mesa, mlijeka, Skampa i govedeg fecesa te potvrdili PCR postupkom kao VTEC, a pripadali
su sojevima 05, 08, 020, 028, 048, 060, 078, 082, 084, 0101, 0110, 0123, 0132, 0156,
0157, O-rough i OUT.

U Americi su izmedu 1990. i 2007. bile prijavljene 23 epidemije uzrokovane s
verotoksigenom E. coli non-0157 (XIA i sur., 2010.). Serotip E. coli O157:H7 je bio uzroko
oko 73 000 slucajeva bolesti, dok su non-O157:H7 serotipovi uzrokovali oko 37 000
slucajeva godisnje. Pri tome je zabiljeZeno ¢ak 90 smrtnih ishoda uzrokovanih s VTEC
(MEAD i sur., 1999.). Odnos broja potvrdenih sluc¢ajeva oboljenja na 100 000 stanovnika
uzrokovanih sojevima O157:H7 u odnosu na non-O157 sojeve iznosio je 1,20 1990. godine a
0,57 u 2007. godini (ANON., 2008.B). Taj je odnos u 2009. godini bio 0,99 za VTEC 0157
dok je non-O157 VTEC imao isti trend kao i prethodne godine (ANON., 2010.9). Epidemije
izazvane non-0O157 VTEC u SAD u periodu od 1990. do 2006. godine izazvane su
serotipovima 026, 045, 051, 0103, 0104, O111, i 0121 (EBLEN, 2008.). Jedan od
posljednjih slucajeva epidemije sa non-O157 VTEC je bio uzrokovan serotipom 0145
(utvrdenim u rimskoj salati). U svakom slucaju, danas se smatra da je jednak broj slucajeva

oboljenja ljudi uzrokovan sa non-0157 VTEC kao i sa O157, ali mnogi laboratoriji jo$ uvijek



ne identificiraju ove serotipove (ANON., 2010.a). Primjeri u drugim zemljama takoder
ukazuju na jasan rast broja bolesti uzrokovanih s non-O157 VTEC.

U Meksiku je od ukupno identificiranih sojeva VTEC ¢ak 64% pripadalo serotipu non-
0157, ve¢inom serotipovima 026, 0111, i 0103 (LATHRORP i sur., 2009.). U Australiji su
obradeni podaci od 2003. - 2007. godine pokazali da su dvije trecine slucajeva bolesti
uzrokovane non-O157 VTEC serotipovima i to redom po brojnosti 0111, 026, 0103,
OR:H—, 0113, O172. Simptomi HC su bili ¢es¢i kod soja O157, dok je samo jedan pacijent
obolio od HUS-a za razliku od 7 pacijenata inficiranih sa non-O157 koji su razvili i HUS
(McPHERSON i sur., 2009.). Takoder je pretragom 102 izolata VTEC O157 iz ljudi, Zivotinja
I mesa, za razliku od ostalih zemalja utvrdeno da je 78% ovih izolata nepokretno O157:NM
(FEGAN i DESMARCHELIER, 2002.). U Kanadi, GILL i GILL (2010.), takoder navode da
su VTEC razli¢ite od E. coli O157:H7 znacajan izvor ozbiljnih bolesti ljudi s raspodjelom
serotipova kao i u SAD, u 50% slucajeva (PERELLE i sur., 2004.).

Danas u Europi vecina zemalja ¢lanica EU sudjeluje u istrazivanju VTEC infekcija
kod ljudi, te su utvrdene razlike, kako u zemljopisnoj raSirenosti tako i po VTEC
serotipovima. SaZeti podaci do 2005. godine ukazuju da je vise od 95% infekcija u Skotskoj,
Engleskoj i Velsu bilo uzrokovano s E. coli 0157, dok je u Irskoj 86% pripisano non-O157
serotipovima. U kontinentalnoj Europi, broj¢ano vise od pola infekcija je uzrokovano
serotipovima non-O157 uz nacionalne razlike. Tako je u Belgiji, Francuskoj, Finskoj,
Madarskoj, Nizozemskoj, Svedskoj i Spanjolskoj najéesé¢e detektiran serotip 0157, a ostali
VTEC serotipovi su potvrdeni u slucajevima oboljenja u Danskoj, Njemackoj, Italiji,
Norveskoj i Luksemburgu, sporadi¢no i u manjim epidemijama (ANON., 2007.a). U
Norveskoj je na primjer E. coli O157 bila zastupljena samo u 20% VTEC izolata (VAN
DUYNHOVEN, 2008.). Ukupno, broj VTEC slucajeva je od 2000. - 2005. godine porastao za
31,6% s najvise sludajeva u Svedskoj (4,09 na 100 000 stanovnika). Prema dostupnim
izvjestajima za 2008. godinu (ANON. 2010.e; 2010.d) broj zabiljezenih VTEC slucajeva je od
2007. godine porastao za 8,7% (tablica 2) sa 0,66 slu¢ajeva na 100 000 stanovnika, a taj trend
se nastavio i u 2009. godini (ANON. 2011.a). Kao i prijasnjih godina, najveci broj bolesti
uzrokovanih s VTEC bio je u populaciji djece od 0—4 godine (4,72 na 100 000), a sto se tice
sezonskog utjecaja najveci broj prijavljenih bolesti je zabiljezen u kasno ljeto (2010.d;
ANON. 2010.e). Najveci broj potvrdenih slucajeva bio je u UK i Njemackoj (64,6%), a
najveéi broj u odnosu na broj stanovnika u Irskoj (4,8) i Svedskoj (3,3). Ukupno je u EU 53%
sluc¢ajeva uzrokovano VTEC serotipom O157 od toga 78% samo na UK i Irskoj. 25,9%
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VTEC je neserotipizirano (tablica 2). Treba napomenuti da jo§ uvijek metode za detekciju
non-O157 VTEC nisu ukljuéene u rutinske pretrage kao za E. coli O157 §to u stvarnosti moze

mijenjati navedene brojeve.

Tablica 2. Deset najucestalijih serotipova VTEC potvrdenih u EU 2007./2008. godine
(ANON., 2010.e)

Serogrupa Broj sluc¢ajeva
Godina, n Godina, %

2007 2008 2007 2008
0157 1571 1,673 54,1 53
NT* 842 819 29 25,9
026 136 166 4,7 53
0103 77 88 2,7 2,8
091 43 50 1,5 1,6
0145 31 49 1,1 1,6
0111 23 43 0,8 1,4
0128 21 28 0,7 0,9
0113 16 - 0,6 -
0146 14 25 0,5 0,8
0117 - 20 - 0,6
ostali 130 198 4,5 6,3

Ukupno 2904 3159
*netipizirani

BOLTON i sur. (2009.) pisu da su najéesc¢e izolirane serogrupe u Europi bile O26,
0103, 091, 0145, 0121 i 0111, koje su zabiljezene i U ostatku svijeta. Razliiti serotipovi su
povezani s oboljenjem razli¢ite jac¢ine u ljudi, te sporadi¢nim slucajevima ili epidemijama, pa
su KARMALLI i sur. (2003.) predlozili klasifikaciju VTEC u 5 seropatotipova od A to E sto
moze biti korisno za istrazivanje onih svojstava bakterija koja dovode do bolesti. Serotipovi
su rasporedeni od najvirulentnijih u seropatoptip A, do onih koji nisu bili povezani sa
izazivanjem bolesti u ljudi u seropatotip E. Kako je seropatotip A u stvari serotip 0157
(tablica 3.), pa je tako i u 26 zemalja Europe 2005. godine ucestalost serotipa O157 bila
visoka i iznosila 63,3% sluc¢aja (ANON., 2007.b).

Ipak slucajevi bolesti ljudi uzrokovani s non-O157 su od 2000. - 2005. godine porasli za
60,5%, a 0157 samo za 13%, te je izmedu pet najzastupljenijih non-O157 serotipova koji su
uzrokovali bolest 80% pripadalo seropatotipu B, a 20% seropatotipu C. Nijedan serotip nije
pripadao grupi D ili E (COMBES i sur., 2008.).
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Tablica 3. VTEC seropatotipovi ovisno o stupnjevima ja¢ine oboljenja i sposobnosti
izazivanja epidemije (GYLES, 2007.)

Ucestalost Povezanost s
Seropatotip Serotip povezanosti . . HUS/HC
", epidemijama
s boleSc¢u
0157:H7,
A 0157:NM visoka uobicajeno +
O26:H1L 1 51032,
B O111:NM, 0121:H19 umjerena neuobidajeno +
0O145:NM
O5:NM, 091:H21,
C 0104:H21, | O113:H21, niska rijetko +
0121:NM | O165:H25 itd
O7:H4, 0O69:H11,
0103:H25, | O113:H4,
O117:H7, | O119:H25,
D O132:NM, |O146:H21, niska rijetko -
O171:H2, O172:NM,
0174:H8 itd
0O6:H34, 08:H19,
039:H49, | 046:H38,
O76:H7, O84:NM, nije
E 088:H25, | 098:H25, nije dokazana _
0113:NM, | 0136:NM, dokazana
0143:H31, | O156:NM,
0163:NM | itd

U Sloveniji su opisani slu¢ajevi HUS-a uzrokovanog tada rijetkim serotipom 0145 s
fatalnim ishodom (KRAIGHER i sur., 2005.), a TRKOV i sur. (2008.) su utvrdili VTEC gene
i verotoksine u tri od 42 sakupljena izolata pri ¢emu je jedan serotip bio 0157, a dva 026.

U Njemackoj su MELLMANN i sur. (2008.) utvrdili da u pacijenata oboljelih od
HUS-a, 67,7% uzro¢nika pripada serotipu O157:H7/H", a preostalih 32,3%, se sastoji od 34
non-O157 serotipova od kojih dominiraju O26:H11/H (42,6%), O145:H28/H (18,9%),
O111:H8/H (8,3%) i O103:H2/H (8,3%). Broj slucajeva HUS-a u Europi je porastao za 42%
od 2007. godine, od kojih je s VTEC 0157 bolest uzrokovana u 56% sluc¢ajeva i to s najvecim
brojem medu najmladom populacijom (grafikon 1). Veéina sluCajeva je zabiljezena u
Francuskoj (43), Njemackoj (41), Italiji (23) i u UK (23) i bila je uglavhom povezana s

konzumacijom proizvoda od sirove govedine ili mlijeka (ANON., 2010.e).
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Grafikon 1. Broj sluc¢ajeva HUS-a prikazan prema serogrupama uzro¢nika i dobi
pacijenata za 2008. godinu, (ANON., 2010.e)

Nedavno, 2011. godine u Njemackoj je izbila dotada najveca epidemija u Europi, sa
najve¢im brojem oboljelih, ¢ak 3842 osobe, te 855 oboljelih od HUS-a od kojih je bilo 35
smrtnih slu¢ajeva kao i 18 slu¢ajeva medu pacijentima sa simptomima EHEC gastroenteritisa
(ANON., 2011.b). Iznenadujuce, epidemiju je uzrokovao serotip inace niske ucestalosti sa
izazivanjem bolesti i rijetke povezanosti sa epidemijama, E. coli O104:H4, ali s neobi¢nom
kombinacijom patogenih obiljeZja koja je dala vrlo visok stupanj patogenosti (SCHEUTZ i
sur., 2011.).

Izvori infekcije i Sirenje u okoliSu

Kao glavni izvor VTEC u mnogim zemljama navodi se izmet goveda, jer su prezivaci
prirodni rezervoari pa se bakterija nalazi u crijevima kao normalni stanovnik, a utvrdena je i u
ovaca i koza. Otrovanja su stoga najéeS¢e povezana s nedovoljno toplinski obradenim
proizvodima dobivenima od ovih zivotinja (ANON., 1995.a).

Prema izvjestajima EFSA-e (European Food Safety Authority) iz 2008. godine
(ANON., 2010.e) u Europskim su zemljama VTEC izolirane u uzorcima fecesa goveda u 0 do
30% slucajeva, a sojevi E. coli 0157 su zastupljeni do 7,2%. Pri istrazivanjima prevalencije

VTEC u ovaca u Austriji je utvrdeno 26,3% VTEC pozitivnih uzoraka fecesa, a u Njemackoj
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23,6% VTEC 0157. HUSSEIN i BOLLINGER (2005.) sazimaju podatke iz cijeloga svijeta
za posljednja tri desetljeca, te je prevalencija O157:H7 VTEC u uzorcima fecesa goveda
iznosila od 0,2% to 27,8%, a za non-0157 VTEC od 2,1% do ¢ak 70,1% kod uzoraka uzetih
na klaonicama (HUSSEIN, 2007.). U Brazilu je na jednoj farmi prevalencija za bila VTEC
10%, za EPEC 2,7%, a izolirani serotipovi VTEC su O7:H10, O22:H16, O111:H , O119:H i
0174:H21, te za EPEC, 0O26:H11, 0123:H11 i O177:H11. Niti jedan serotip VTEC O157:H7
nije izoliran (AIDAR-UGRINOVICH i sur., 2007.) Prezivaci koji nose VTEC nemaju
klini¢ke simptome, te 11,1% do 32,3% zdravih goveda u Sjevernoj Njemackoj S$iri ove
patogene u okolinu.

Izolirani serotipovi (O8:H19, O8:H21, 022:H8, 0113:H21 i Orough:NM) nadeni su i
kod ljudi sa simptomima HUS-a i TTP (MENRATH i sur, 2010.). U Svedskoj je utvrdeno do
1,9% VTEC 0157 pozitivnih uzoraka uz potvrden direktni ili indirektni prijenos ovih
visokopatogenih sojeva na ljude pri posjetu govedarskim farmama (ASPAN i ERIKSSON,
2010.). BARKOCY-GALLAGHER i sur. (2003.) u podacima za tri ameri¢ke drzave dokazuju
jednostavni prijenos VTEC s govede koze na trupove uz prevalenciju VTEC O157:H7 u
obriscima koze i trupova prije evisceracije od 60,6% i 26,7%. Prevalencija VTEC non-O157
je znatno visa, 92,0% na koZi i 96,6% na trupu. Siroki raspon prevalencija nije samo rezultat
klime, ekologije, drzanja na farmama, nego i razlike u metodama uzorkovanja i pretrage, ipak
jasno je da su goveda konstantni nositelji VTEC non-O157 (GILL i GILL, 2010.).

Ostale zivotinjske vrste takoder mogu biti asimptomatski nosioci VTEC, svinje, kuéni
ljubimci, guske, galebovi, kao i zivotinje u zooloskim vrtovima (GYLES 2007.). U
Njemackoj je 2008. godine utvrden nalaz od 0,3% VTEC pozitivnih macaka (ANON.,
2010.¢e).

Za razliku od ostalih zivotinja, od VTEC cesto obolijeva prasad sa simptomima edema
po ¢emu je bolest i dobila ime, ali ovi serotipovi nisu povezani s oboljenjem u ljudi (PATON i
PATON, 1998.b).

Putovi Sirenja VTEC su brojni, jer se iz crijeva zdravih Zivotinja fecesom obilno i lako
Sire u zemlju 1 vodu podrucja gdje te Zivotinje obitavaju, za razliku od drugih intestinalnih
patogrupa E. coli gdje je glavni izvor feces drugih inficiranih ljudi.

Direktni putovi Sirenja kojima se ljudi inficiraju su izravan kontakt sa zivotinjama ili
njihovim okoliSem, najée$¢e vodom kontaminiranom fecesom ili pri gnojidbi usjeva (ANON.,
2010.1). U Velikoj Britaniji 2004. godine VTEC infekcije u ljudi su bile najées¢e u ruralnim

podrucjima i to preko sirovog povrca ili manipulacije s mesom peradi nakon klanja (ANON.,
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2004.a), a put Sirenja infekcije moze biti povezan s vodom i vlastitim vodoopskrbnim
sustavima (O’SULLIVAN i sur., 2008.). Inace, perad i svinje se ne smatraju izvorom VTEC,
ve¢ se radi o slu¢ajnom izlaganju patogenima porijeklom od prezivaca.

Svake godine se povecava broj neuobicajenih nacina prijenosa EHEC, kao npr. kontakt
sa zivotinjama tijekom posjeta farmama, a raspon mogucnosti prenosenja infekcije preko
okolisa je sirok (CAPRIOLI i sur., 2005.).

VTEC sojevi mogu prezivjeti vise od 9 mjeseci na povrSinama zagadenim fekalijama i u
vodi vise od 38 tjedana. Za serotip E. coli O157 je dokazano da moze prezivjeti u tlu,
otpadnim vodama ali i pitkoj vodi vise od Sest mjeseci te do jedne godine dana u neaeriranom
ov¢jem gnoju. Sve to ukazuje na mogucnost Sirenja bakterije na velike udaljenost u okolisu,
bilo svjezom vodom, bilo prodiranjem otpadnih voda u tlo, pogotovo pri obilnim kiSama
(KUDVA i sur., 1998.; FENLON i sur., 2000.; ANON., 2004.a). GARCIA-ALJARO i sur.
(2005.) su izolirali ¢ak 144 VTEC sojeva iz gradske kanalizacije i otpadne vode animalnog
porijekla.

KHANDAGHI i sur. (2010.) su dokazali prijenos E. coli O157:H7 nakon gnojenja u
zemlju pa u povrce. Najveca epidemija sa VTEC u kojoj je oboljelo 10 000 ljudi, ve¢inom
djece, uzrokovana je kontaminiranim povréem tj. klicama bijele rotkve (MICHINO i sur.,
1999.), a dokazana su i otrovanja toplinski neobradenim sokom proizvedenim od jabuka
sakupljenih sa zemlje (BESSER i sur., 1993.).

Povréem odnosno klicama sjemenja uzrokovana je posljednja i najveca epidemija u
Europi sa vise od 3800 oboljelih ljudi (ANON., 2011.b). Brojna su i otrovanja izazvana
pitkom nedezinficiranom vodom, bazenskom i jezerskom vodom (SWERDLOW i sur., 1992.;
GYLES, 2007.; ANON., 2010.c).

Posredni nacini Sirenja verotoksigenih sojeva E. coli je ulaz u prehrambeni lanac ljudi.
U njega ove bakterije ulaze na viSe nacina, najces¢e direktnom fekalnom kontaminacijom
sirovog mesa pri evisceraciji ili deranju koze/runa s trupova zivotinja, nesto rjede naknadnom
fekalnom kontaminacijom mesa preko opreme i okolisa klaonice, te naposljetku
kontaminacijom sirovog mlijeka na farmama (ANON., 2010.1).

Istrazivanja su pokazala da pri rukovanju sirovim mesom bakterija E. coli 0157
prezivljava na izlozenim povrSinama (nozevi i1 pregace radnika u klaonicama) najmanje 48

sati (GUN i sur., 2001.).
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Najucestalije infekcije 1 epidemije verotoksigenom E. coli uzrokovane su onecis¢enim
obrocima od sirove ili nedovoljno toplinski obradene mljevene govedine (DOYLE i
SCHOENI, 1987.; GRIFFIN i TAUXE, 1991.; ANON., 1993.; BEUTIN, 1999.; BARKOCY-
GALLAGHER i sur., 2003.; WILLSHAW i sur., 1994.; KUMAR i sur. 2001.; PONTELLO i
sur., 2003.; SAMADPOUR i sur., 2006., SHIPMAN i sur., 2009.; HART i SMITH, 2009.) jer
se patogen usitnjavanjem ravnomjerno rasiri po cijeloj koli¢ini priredenog mesa ili mesnih
pripravka iste proizvodne serije.

U Kanadi je pretrazivanjem viSe vrsta mesa prevalencija non-O157 VTEC bila 36,4% i
10,6% u govedini i svinjetini, dok je izolacija VTEC O157:H7 u govedini bila 10,4% odnosno
3,8% u svinjetini. Nijedna VTEC nije izolirana iz piletine (READ, 1990.) Naprotiv LEE i sur.
(2009.) utvrduju i prevalenciju EHEC (VTEC) u piletini od 7,3% i 2% u svinjetini.

U Europi po pojedina¢nim izvjeStajima EU zemalja iz 2008. godine do 5,8% uzoraka
govedine je VTEC pozitivno, pri ¢emu je 1,2% potvrdeno kao VTEC 0157, dok su te brojke
kod ovcetine i ve¢e (ANON., 2010.e).

Jedan od izvora infekcije moze biti i divlja¢. U Argentini, 5% do 38,5% uzoraka fecesa
divljih prezivaca nosi non-O157 VTEC. U Njemackoj je utvrdeno do 14,8% izolata VTEC u
divljaci, a od ukupno 140 izolata VTEC 57,1% pripada serotipovima 026, 091, 0103, 0113,
0128 i 0146 povezanima sa bolestima u ljudi, §to dokazuje da su jeleni, zeCevi i divlje svinje
prepoznati kao moguca opasnost za ljudsko zdravlje (Miko i sur., 2009.)

Osim mesa, mlijeko 1 mlijecni proizvodi su znacajan izvor infekcija ljudi (LIGHTON i
sur., 2000.; ESPIE i sur., 2006.). U Europi je 2008. godine bilo zabiljezeno znacajno
povecanje broja pozitivnih VTEC uzoraka u sirovom kravljem mlijeku u odnosu na 2007.
godinu (ANON., 2010.e). PRADEL i sur. (2000.) su utvrdili u Francuskoj 10% uzoraka sira
pozitivnih na stx gene, a REY i sur. (2006.) u Spanjolskoj 10,8% uzoraka mlijeka i 5%
uzoraka sira. Grupe namirnica koje su povezane s oboljenjima od VTEC u Europi, u periodu
od 2005. do 2008. godine prikazane su u grafikonu 2 (ANON., 2010.e).
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Grafikon 2. Udio hrane u ukupno pretraZzenim uzorcima koji su povezani s oboljenjima od
VTEC od 2005. - 2008. (prema ANON., 2010.¢)

Cesta su otrovanja i raznim drugim vrstama namirnica jer je verotoksigena E. coli
acido-tolerantna, visoki tlak ne inhibira sintezu verocitotoksina (ANON., 1999.), a infektivna
doza je veoma mala. Ona iznosi manje od 100 VTEC stanica (WILLSHAW i sur., 1994.), a
ponekad samo 1-10 mikroorganizama (PATON i sur., 1996.) pa umnazanje u hrani i vodi nije
potrebno. Stoga su ucestalo, izvor infekcije namirnice spremne ili pripremljene za jelo
(,,ready-to-eat”) kao Sto su kobasice, sir, jabu¢ni Kiseli napitak, razne vrste pripremljenog
povrca kao rimska salata, umak od dinje, alfalfa klice, klice rotkvice, te hladne mesne salate
(ANON., 1996.; COMO-SEBETTI i sur., 1997.; GYLES, 2007.; WEBSTER i sur., 2007.;
ERICKSON i DOYLE, 2007.; FRIESEMA i sur., 2008.). Neke od namirnica, poput povréa,
salata, sokova, hladnih sendvica ili ¢ak lubenica, bile su izvor epidemija kao posljedica krizne
kontaminacije s onetiséenim mesom (ANON., 2010.f; KARMALI, 1989.; PAVIC i
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CETINIC, 2000.). Veée epidemije zabiljezene u vise drzava SAD izazvale su sljedece
namirnice: svjezi Spinat, govedi hamburgeri, paprike na smrznutoj pizzi, mljevena govedina,
sirovo tijesto za kolace, mljevena i porcionirana govedina, govedi odresci iz restorana, rimska
salata i sir gauda. Svi serotipovi su pripadali E. coli O157:H7, osim iz rimske salate gdje je
utvrden serotip E. coli 0145 (ANON., 2010.b).

U Europi od 2005. - 2008. godine najve¢i broj namirnica koje su povezane s
oboljenjima uzrokovanima s VTEC u ukupno pretrazenim uzorcima hrane, osim govedeg

mesa su sir i sirovo kravlje mlijeko, ovcetina, te svinjsko meso (ANON., 2010.e)

Skoljkasi i verotoksigene E. coli

Bakterija E. coli je indikator organizam jer je pokazatelj moguce fekalne kontaminacije
1 prisutnosti patogenih enterobakterija, a $koljkasi su Cesto povezani S visokim rizikom od
kontaminacije s fekalnim bakterijama. Kod monitoringa $koljkasa i mora odreduje se koli¢ina
bakterije E. coli u svrhu smanjenja rizika od izlova $koljkasa iz okolisa moguce zagadenog
fekalijama (PIERSON i SMOOT, 2001.).

Prisutnost verotoksigene E. coli u Skoljkasima je uvjetovana fiziologijom S$koljkasa.
Vecina SkoljkaSa hrani se suspendiranim fitoplanktonom preko para specijaliziranih Skrga
koje guraju velike koli¢ine vode cilijarnim pokretima, a pomoc¢u specijaliziranih trepetljika
unose se i zarobljene Gestice hrane. Skoljkasi uobi¢ajeno nastanjuju podrudja zastiéenih voda
gdje su visoke razine hranjivih tvari, a takvi uvjeti prevladavaju u vodama koje su Cesto
kontaminirane s ljudskim fekalijama. Kada patogeni mikroorganizmi zagade proizvodno
podru¢je, oni se filtriraju preko Skrga i postaju vrlo koncentrirani u hepatopankreasu
(probavnoj zlijezdi) Skoljkasa (POTASMAN i sur., 2002.).

SOLIC i sur., (1999.) su dokazali da vrijeme postizanja maksimalne koncentracije
fekalnih koliforma (FC) ¢iji je glavni predstavnik E. coli, u skoljkasima ovisi o koli¢ini FC u
morskoj vodi, vrsti Skoljkasa 1 temperaturi. U dagnjama pocetna stopa koncentracije FC raste
s temperaturom, ali je zavrSna maksimalna koli¢ina veéa na nizim temperaturama. U
kamenicama je u istim uvjetima okoline (12 °C) koncentracija FC bila 263 puta visa nego u
dagnjama, a samo 2,6 puta ve¢a na optimalnoj temperaturi. U novijem istrazivanju SOLIC i
sur. (2010.) navode da je nivo koncentracije FC po satu u dagnjama na razliitim
temperaturama bio veéi nego u kamenica, Sto ovisi i 0 promjenama saliniteta, dok je u

kamenicama veci utjecaj imala promjena temperature. SIVRI i sur. (2010.) su promatrali
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brzinu akumulacije FC bakterija iz mora u dagnjama i utvrdili da je uz njihovu prisutnost u
roku od tri sata potpuno smanjen broj FC iz morske vode, a 90% ih je uklonjeno za 1,5 sat.
Pokazalo se da u vodi onecis¢enoj s jednom ili viSe bakterijskih vrsta, dagnje ve¢ nakon
jednog sata nakupljaju te bakterije u visokim koncentracijama istovremeno. Tako je najveci
broj E. coli u skoljkasima dosegao 6,6 logigp CFU/g pri 14 °C i 5,4 logyo CFU/g pri 21 °C
nakon pocetne koncentracije od 3 log;o CFU/mL mora. SOLIC i sur. (2010.) su utvrdili u
dagnjama prosjecan broj E. coli od 10* cfu/100g nakon sat vremena filtriranja mora s 1 x 102 i
2 x 10° CFU E. coli u 100 ml.

Bioakumulacija ciljanih bakterija u odnosu na koncentracije u okolnom moru izrazena
faktorom koncentracije moze varirati od 1-100 puta vecoj koncentraciji u $koljkasima ovisno
0 Utjecaju niza ¢imbenika (bioloska aktivnost Skoljkasa, polozaj u vodenom stupcu, sezona,
temperatura, salinitet). Kod onecis¢enja dagnje ¢e pokazati brzi rast razine E. coli nakon ¢ega
slijedi pad, dok ¢e u kamenicama razina sporije rasti i ostat ¢e veca duze vrijeme nakon
samog c¢ina zagadenja. Zakljucno, ucinci oneciSéenja ¢e se vidjeti duze vrijeme u Skoljkasa
nego u vodenom stupcu (LEE i MURRAY, 2010.).

Dosadasnje spoznaje o mogucnosti nalaza i prisustvu verotoksigenih E. coli u
Skoljkasima, opisane su u nekolicini radova. KUMAR i sur. (2004.) su u Indiji utvrdili u dva
od 48 uzoraka skoljkasa s trzista, prisutnost virulentnih faktora stx i hlyA (gen koji kodira
enterohemolizin) od kojih je u izolatu iz jednog uzorka odreden i serotip O76:H21.

U Francuskoj je u skoljkasima dokazana prisutnost stx gena (19% do 27,8%) sto
ukazuje na kontaminaciju s VTEC sojevima (DUPRAY i sur., 1999., cit ANON., 2003.;
GOURMELON i sur., 2006.) i 0,7% VTEC 0157 izolata u kamenicama (GUYON i sur.,
2000.). Na zalost, Sto se ti¢e sigurnosti proizvoda nema nikakve korelacije izmedu prisutnosti
VTEC i ukupnog broja E. coli koji se koristi kao indikator fekalnog zagadenja u skoljkasima.
Serotipizacijom VTEC sojeva iz Skoljkasa utvrdenih PCR metodom, otkriveni su i novi
serotipovi kao $to su O38:H26, O149:H1 i O100:H21, a koji su izolirani i kod svinja.
Direktno izoliran E. coli O157 serotip bio je stx negativan. Svi pretrazeni uzorci vode
uzvodno od uzgajalista takoder su bili pozitivni na stx gene kao i jedan od dva uzorka mora,
ali nije izoliran nijedan VTEC soj (GOURMELON i sur., 2006.). S druge strane, LEVESQUE
i sur. (2010.) su testirali Skoljkase u Kanadi iz podrucja pod velikim utjecajem ljudskih
otpadnih voda, ali ni PCR metodom nisu otkrili E. coli 0157:H7 sojeve ili VTEC.
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U Jadranu su RIPABELLI i sur. (1999.) ispitivali prisutnost verotoksigenih sojeva E.
coli kao i bakterija roda Vibrio, Salmonella i Campylobacter u dagnjama iz proizvodnih

podrucja Skoljkasa, ali nisu izolirali ni jedan VTEC pozitivan soj.

2.4. Klini¢ka slika i patogeneza

Op¢i simptomi oboljenja

lako je bakterija E. coli dio normalne flore crijeva, kada se nade na pogreSnom mjestu,
moze izazvati infekciju gotovo svakog organa i tkiva. U probavni trakt bakterije ulaze kao
posljedica lose higijene ili kontaminiranom hranom i vodom. Inkubacija u sluc¢aju infekcije s
verotoksigenim sojevima E. coli traje uglavnom duze od inkubacije kod salmoneloze (12 do
36 sati) ili kampilobakterioze (3-5 dana). Inkubacija kod infekcije VTEC O157:H7 se krece
obi¢no oko Sest dana ili duze.

Infekcija s VTEC sojem moZe uzrokovati asimptomatsku infekciju, simptome blagog do
krvavog proljeva s abdominalnim gréevima (hemoragi¢ni kolitis - HC) do po zivot opasnog
zatajenja bubrga (hemoliticki uremicki sindrom - HUS). HUS je karakteristican po
simptomima akutnog bubreznog sindroma, mikroangiopatskoj hemoliti¢koj anemiji i moguce
trombocitopeni¢noj purpuri (TTP). S komplikacijama bolest moze zavrsiti i Smrtnim ishodom.
Tvz. klasi¢ni HUS je ¢es¢i u djece radi nerazvijenosti imunog sistema i zbog opadanja
imunosti u starijih osoba, a javlja se par dana nakon simptoma vodenastog krvavog proljeva.
Simptomi TTP su karakteristi¢éni po neuroloskim znacima i trombocitopeni¢noj purpuri, a
¢esca je u starosne skupine od oko trideset godina (KARMALLI, 1989.).

Oralno uneseni VTEC sojevi obi¢no u vrlo maloj dozi, moraju prezivjeti u kiselom
sadrzaju zeluca, a zatim se natjecu s drugim mikroorganizmima u crijevima. Ako prezive,
bakterije u lumen crijeva otpustaju verotoksin Stx (shiga toksin), kojeg apsorbira crijevni
epitel, a potom se resorbira u krv. Ovo omogucava dostavu toksina do povrSine ciljanih
stanica razli€itih tkiva, te razvoj lokalnih i sistemskih simptoma.

Ukratko, bakterije prolaze kroz tanko crijevo, a virulentni geni se ukljucuju potaknuti
signalima u debelom crijevu. VTEC se hvataju za enterocite debelog crijeva karakteristi¢nim
intimnim prianjanjem, te uniStavaju mikrovile i uzrokuju proljev. Ako je proizvedeno
dovoljno Stx, lokalno oste¢uju krvne zila debelog crijeva $to uzrokuje krvavi proljev, a kada

se dovoljna koli¢ina Stx apsorbira u krvotok, mjesta bogata toksin receptorima vaskularnog
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endotela se ostecuju $to dovodi do smanjenja funkcije bubrega, Cesto oStecenja srediSnjeg
zivéanog sustava 1 razvoja HUS-a. Histopatoloski, HUS je prepoznatljiv po rasirenim
sterilnim mikroangiopatskim lezijama karakteristicnima za sistemsku toksemiju, koje se
razvijaju u bubregu, crijevima, mozgu i pankreasu, a posljedica su skvrcavanja endotelnih
stanica, stvaranje fibrinoznih trombova i posljedi¢énim zacepljenjem kapilara. Klinicko-
patoloski i radioloski nalaz kod HC-a je isti onom kod HUS-a $to navodi da su oba posljedica
istih poremecaja vaskularnog sistema (PATON i PATON, 1998.b; GYLES, 2007.)

tanko criievo

krvotok

» A 4
% | debelo crijevo
k prihvacanje,

1 ostecenje mikrovila —>proljev

bubreg

I

zatajenje | stvaranje Shiga > krvayi

bubrega, i .
HUS toksina proljev

Slika 2. Prikaz razvoja bolesti i mjesta djelovanja
VTEC u organizmu (prema GYLES, 2007.)

Kolonizacija i adherencija verotoksigenih sojeva E. coli na enterocite crijeva

Vazno svojstvo za virulenciju VTEC je sposobnost vezanja na stanice crijevnog epitela
I kolonizacija crijeva. VTEC je acido-rezistentna bakterija Sto je uvjetovano faktorom
kodiranim rpoS genom, ¢ija ekspresija omogucuje otpornost bakterije na pH < 2,5 vise od dva
sata. Smatra se da je otpornost na kiselinu bakterije E. coli O157 i drugih serotipova EHEC
mozda povezana s oboljevanjem ljudi nakon infekcije s veoma malim brojem patogena
(PATON 1 PATON, 1998.b). Infekcijska doza moze biti samo 0,4 CFU/g (PATON i
sur.,1996.) ili 0,3 CFU/g (TUTTLE i sur., 1999.).

Kolonizaciji E. coli u crijevima prethodi prianjanje na epitelne stanice $to je heterogeno

obiljezje medu VTEC sojevima i unutar sojeva. Postoji viSe tipova prianjanja, difuzna,
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lokalna, na mjestima bazolatelarnih spojeva stanica, te priljubljivanje s "brisanjem™ enterocita
(engl. attaching/effacing - A/E) §to je 1 najcesci tip prianjanja kod VTEC sojeva (PATON i
PATON, 1998.b).

AJE lezija enterocita odvija se u tri faze. Prvo je pocetno priljubljivanje na povrsinu i uz
mikrovile stanice domacina, $to je okidac¢ za ekspresiju gena lociranih na kromosomskom
,,otoku patogenosti”, nazvanom i lokus za brisanje enterocita (engl. locus enterocyte
effacement - LEE). Drugi korak je slanje signala u eukariotsku stanicu, a preko fosforilacije
proteina stanice domacina dolazi do polimerizacije aktina $to izaziva strukturne promjene i
akumulaciju citoskeletnih komponenti (KAPER i sur., 1998.) i formiranja stupova (pedestala)
ojacanja u citoplazmi. Ove tvorbe se vide elektronskim mikroskopom i jedno su od glavnih
obiljezja A/E patogenosti E. coli (SCHMIDT, 2010.) s posljedi¢énim gubitkom mikrovila.
Konacno, tre¢i je korak tijesno sljubljivanje bakterija na povrsinu sada ogoljene stanice.
Inicijalno, ovaj tip adherencije opisan je i kod enteropatogenih sojeva, ali se prihvacanje
EPEC dogada u stanicama tankog crijeva, a VTEC prvenstveno u debelom crijevu.

Geni koji kodiraju adherenciju smjesteni su na LEE umetnutom u kromosom E. coli
(DONNENBERG i sur., 1997.) a sadrzi vise od 50 gena. Sekrecijski sistem tip 111 (T3SS) koji
je potreban za sekreciju LEE kodiranih proteina kodiraju geni esc i sep, a sekrecijske proteine
tip 111 za iniciranje signala u stvaranju citoskeleta, kodiraju esp geni. U sredini su eae geni
koji kodiraju intimin — bakterijski adhezin i tir geni koji kodiraju njegov translokacijski
receptor. LEE omogucava bakterijama da ucinkovito koloniziraju crijeva domacina vezujuci
intimin i translocirani intimin receptor (Tir), §to rezultira priljubljivanjem LEE-pozitivnih
bakterija na stanice kolona i krajnjim unistavanjem enterocita crijeva (BEUTIN i sur., 2007.).
Tir je bjelancevina koju T3SS ubrizgava poput harpuna u membranu citoplazme, ostavljajuci
N- i C-zavrsetke u citoplazmi. Sekrecijski sustav pocinje u bakterijskoj citoplazmi, prolazi
kroz unutarnje i vanjske membrane i prolazi kroz membranu stanice domaéina. Ovaj
mehanizam podsje¢a na "molekularnu injekciju”, koja efektorne proteine ubrizgava kroz
T3SS iglu direktno u citoplazmu ciljane stanice, koji pokreée stanice citoskeleta i signalni
mehanizam (GYLES, 2007.; SCHMIDT, 2010.).

Intimin je 94-kDa protein vanjske membrane sastavljen od 939 aminokiselina (engl.
Outer Membrane Protein, OMP) Kkoji uvjetuje tijesno priljubljivanje za enterocite
(DONNENBERG i sur., 1997.; KAPER, 1998.). | intimin i Tir su kodirani eaeA genom
(uvrijezen naziv je eae) uklopljenim u LEE. Preko eae - negativnih mutanta E. coli O157:H7
dokazano je da je VTEC intimin (kao i EPEC intimin) esencijalan za reorganizaciju
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citoskeleta (PATON i PATON, 1998.a). Brojni radovi opisuju jaku vezu izmedu eae gena i
sposobnosti izazivanja bolesti (PATON i PATON, 1998.b; BEUTIN i sur., 2004.; BLANCO i
sur., 2004.). Sam intimin pokazuje odredenu heterogenost izmedu EPEC 1 VTEC u C
zavrSetku kao i unutar VTEC sojeva. Takoder, postoji i razlika u sekvencama eae gena §to
uvjetuje razlicit tropizam za odredena tkiva. Kod oboljenja prasadi ovaj gen je neophodan za
kolonizaciju slijepog crijeva i kolona, nastanak A/E lezija na enterocitima, te je medijator za
razvoj kolitisa sto se vidi histopatoloski (PATON i PATON, 1998.b).

Prisutnost eae gena je snazno povezana s nekim serotpovima VTEC (O157:H7,
0157:non-motile (NM), 026:H11, O111:NM, 0O103:H2, O121:H19, i O145:NM) a koji
uzrokuju bolesti kao HC i HUS (ANON., 2007.a). Ovi izolati su cesc¢e izolirani iz oboljelih
ljudi nego iz (zdravih) zivotinja, pa nema sumnje da eae gen sudjeluje u sposobnosti VTEC
da izazove HC i HUS. Istrazivanja u Francuskoj su pokazala da je samo 20% VTEC izoliranih
iz okolisa bilo eae pozitivno, ali su ukljuéivali sojeve 026, 0101, 0113, 0121 i O157
(VERNOZY-ROZAND i sur., 2004.). Takoder eae pozitivni izolati iz zivotinja, pripadaju
virulentnim serotipovima 0157, 026, O111 utvrdenim i u ljudi (PATON i PATON, 1998.b).

Ipak odredeni broj VTEC ne sadrzava eae gene, dokazujuc¢i da intimin nije uvijek
kljuc¢an za virulentnost u ljudi. Eae negativni sojevi ne mijenjaju citoskelet, niti izazivaju A/E
lezije in vitro, ali su sposobni unistiti mikrovile enterocita na crijevu kunica in vivo, pa je
sigurno da postoje dodatni virulentni faktori koji kompenziraju nedostatak eae gena (DYTOC
i sur., 1994.). Isto tako prisutnost eae gena ne znaci da ¢e VTEC i proizvesti funkcionalni
intimin i uzrokovati A/E lezije (PATON i PATON, 1998.b) sto potvrduju istrazivanja
PATON i sur. (1999.), te su serotipovi VTEC 0104:H21 i O113:H21 koji nisu imali eae gen
uzrokovali tri epidemije (ANON., 1995.b). MORA i sur. (2007.) su u Spanjolskoj utvrdili
ovaj gen u 26% izolata E. coli iz govedine, i to u svima O157:H7 VTEC, a samo 19% medu
non-0157 VTEC, za razliku od studije BLANCO i sur. (2004) koji su dokazali da je 56%
klinickih izolata iz ljudi imalo ovaj gen. BONNET i sur. (1998.) su karakterizirali serotipove
06:H4, 091:H10, 091:H21, O rough:H16, OX3:H- i O netipiziraju¢i:H iz pacijenata
oboljelih od HUS-a, a svi su bili eae negativni. U studiji u Njemackoj od ispitivanih 677
VTEC izolata iz bolesnika eae gen je bio prisutan u 62,6%, najcesce u djece, dok su eae
negativne VTEC infekcije dominantne u odraslih osoba (BEUTIN i sur., 2004.).
BIELASZEWSKA i sur. (2009.) takoder su utvrdili da je VTEC 091 naj¢e$¢a serogrupa

izolirana iz odraslih pacijenata, a i najcesci eae - negativni VTEC serotip.
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Dokazano je da je nacin prihvacanja izmedu VTEC i stanica epitela razli¢it kod eae
pozitivnih i eae negativnih VTEC. A/E lezije nisu esencijalne za razvoj krvavog proljeva ili
HUS-a u ljudi, ali je vecina sojeva povezanih s ovim sindromom eae pozitivha (GYLES,
2007.). S druge strane, VTEC sojevi kojima nedostaje A/E gen takoder uzrokuju oboljenje u
ljudi (NEILL, 1994.), pa su BURK i sur. (2002.) predlozili da se ovi geni ne smatraju
apsolutno potrebnima za patogenost, te da svaki VTEC soj treba smatrati potencijalnim
EHEC sojem. Prisutnost ili odsutnost eae gena u bakteriji E. coli ne odreduje sposobnost
izolata da uzrokuju bolest u ljudi (GILL i GILL, 2010.). Takoder, postoje serotipovi VTEC
koji uopée nemaju LEE otok patogenosti, kao sto su 091:H21, O113:H21 i 0128, a koji su
takoder povezani s bolestima, potvrdujuci da i drugi faktori pojacavaju virulenciju VTEC
(ANON., 2007.a)

Djelovanje verotoksina

Verotoksin (Shiga toksin - Stx) se smatra jednim od najjacih toksina za eukariontske
stanice. Citotoksi¢ni ucinak verotoksina je ireverzibilan, a receptori se nalaze na epitelu
kolona, stanicama bubrega i endotelu kapilara. Izluceni toksin ostecuje mikrovile, endotel
lokalno i sistemski, posebice u bubregu i mozgu. Istrazivanjem citotoksina iz izoliranih sojeva
E. coli koji su bili izolirani iz pacijenata s dijarejom utvrdeno je da se radi o toksinima koji
imaju sli¢nu strukturu i biolosku aktivnost kao Shiga toksin kojeg proizvodi bakterija Shigella
dysenteriae tip 1, a moze biti neutraliziran s anti Stx (O'BRIEN i LAVECK, 1983.).

Neki VTEC sojevi proizvode samo anti Stx neutralizirajuci toksin - Stx1, dok drugi
proizvode samo non-neutralizirajuci toksin - Stx2, a neki oba (STROCKBINE i sur., 1986.).
Postoji vise varijanti Stx toksina (GYLES, 2007.):

-Stx1c porijekla su od ovaca, povezani su s eae-negativnim VTEC i izazivaju umjerenu

bolest ili ne izazivaju oboljenje u ljudi,

-Stx2c¢ povezani su s proljevima i HUS-om u ljudi, a uobicajeni su medu ov¢jim VTEC,

-Stx2d povezani su s eae-negativnim STEC i umjerenim oboljenjem u ljudi,

-Stx2d, Cija je citotoksi¢nost na Vero stanicama Uvecana 10-1000 puta s elastazom u

mukozi crijeva, sojevi s ovim toksinom su visoko virulentni,

-Stx2e varijante su odgovorne za edem prasadi, rijetko izolirane u ljudi, a izazivaju

blagu bolest ili nema znakova bolesti u ljudi

-Stx2f varijante ¢esto su izolirane u izmetu golubova, rijetko u ljudi
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Kasnije su opisane Stx2g varijante iz sojeva porijeklom iz goveda i uzoraka zivotinjskih
otpadnih voda (ANON., 2008.a), a po novijoj nomenklaturi SCHEUTZ i sur., (2009.)
potvrduju Stx2 varijante iz E. coli, Stx2a do Stx2g, te Stx1 varijante Stx1a, Stx2c i Stx1d.

Stx toksini su slozeni toksini. To su holotoksini sastavljeni od jedne A podjedinice
(prema engl. active) koja svojim C - zavrSetkom ulazi u prsten od pet monomera polimerske
B jedinice (prema engl. binding) ¢ija je funkcija vezanje toksina na specifi¢ne glikolipidne
receptore na membrani ciljane stanice domacina. U varijantama Stx, Stx1 i Stx2 broj
aminokiselina u podjedinici A je razlicit, dok je u B podjedinici broj isti u sva tri toksina.
Podjedinice A u Stx i Stx1 su virtualno jednake, jer se razlikuju u samo jednoj amino kiselini,
medutim Stx2 ima samo 56% podudarnosti s drugim Stx toksinima u jednoj i drugoj jedinici.
Znacajan stupanj homolognosti amino kiselina u podjedinici A Stx utvrden je s biljnim
toksinom ricinom, koji ima isti na¢in djelovanja.

Razlike u homolognosti podjedinica toksina utjeCu na patogenezu. Oba toksina Stx1 i
Stx2 imaju jednaku strukturu podjedinica, s time da je podjedinica A u Stx 2 nesto veca. Vezu
se na isti receptor i inhibiraju sintezu bjelancevina istim mehanizmom, ali pokazuju razlike u
afinitetu za razli¢ite kulture tkiva (PATON i PATON, 1998.b; LAW, 2000.; MAINIL i
DAUBE, 2005.). Povrsinski receptor na membrani ciljane stanice domacina za Stx toksine je
glikolipid  globotriaosylceramid - Gb3, osim varijante Stx2e za koju je to
globotetraosylceramid - Gb4.

Veéina autora se slaze da su kod ljudi gastrointestinalni simptomi posljedica sistemskog
djelovanja toksina jer tamo nisu dokazani povrSinski receptori Gb3. Jacina dijareje od srednje
do krvave ovisi o ja¢ini toksemije (TASHIRO i sur., 1994., cit. PATON i PATON, 1998.b),
pa infekcija enterocita s VTEC ostaje lokalizirana bez septikemije, a Shiga toksin je kriti¢ni
virulentni faktor za bolesti uzrokovane s VTEC (GYLES, 2007.). VTEC ne mogu u znatnoj
mjeri invadirati ni crijevne epitelne stanice, pa je razvoj sistemske bolesti posljedica izgona
Stx-a iz koloniziranih bakterija u lumenu crijeva u slojeve tkiva ispod i cirkulaciju. Stx
prolazi kroz transcelularne putove preko intestinalnog epitela bez vidljivih oSte¢enja stanice
(ACHESON i sur., 1996.). Kada prode epitelijalnu barijeru i posljedi¢no ude u cirkulaciju,
Stx cilja tkivo s prikladnim glikolipidnim receptorom. Specifi¢nost ove interakcije i rasirenost
ovih receptora na razliitim vrstama stanica 1 tkiva ima glavni utjecaj na patogenezu bolesti
(LINGWOOD i sur., 1996.; cit. PATON i PATON, 1998.b). Visoka razina Gb3 je utvrdena u
ljudskim bubrezima posebno u korteksu gdje je i osnovno mjesto razvoja lezija u pacijenata
oboljelih od HUS-a (BOYD i LINGWOOD, 1989., cit. PATON i PATON, 1998.b). Za

25



razliku od ljudi, VTEC u zeCeva izaziva promjene u cekumu, kolonu i Zivéanom sustavu, ali
ne i u bubrezima jer se Stx1 tamo ne veze radi odsustva Gb3 (RICHARDSON i sur., 1992.).
Vaznost specifi¢nosti Stx receptora na patogenezu je demonstrirana i mutacijom gena B
podjedinice Stx2e toksina promjenom aminokiselina kao u Stx2 toksinu. Zamjena
aminokiselina mijenja specificnost mutiranog toksina za Gb4 u Gb3 $to rezultira promjenom
citotoksi¢nosti za razlicite vrste stanica.

Nije vazan samo ukupan sadrzaj Gb3 u nekoj stanici, ve¢ sastav i raspodjela lipida koji
utjeCu na konformaciju oligosaharidne komponente koja se veze sa toksinom. To rezultira
razli¢itom specificnom aktivnosti Stx toksina za dani tip stanica, kao Sto in vivo razlike
specifi¢nih tkiva uvjetuju razlic¢itu patologiju i razlic¢itu letalnu dozu (LINGWOOD i sur.,
1996. cit. PATON i PATON, 1998.b). Ima sugestija da interakcija Stx-a sa glikolipidnim
receptorom na povr§ini eritrocita utjeCe na patofiziologiju HUS-a, jer su ljudski P antigeni
krvnih grupa glikolipidi i1 ukljuéuju Gb3 i Gb4. Jedna od manifestacija HUS-a je
mikroangiopatska anemija karakteristicna po fragmentaciji eritrocita, a smatra se da se
eritrociti oSte¢uju i mehanicki o fibrin nakupljen u kapilarama (PATON i PATON, 1998.b).

Nakon vezivanja B podjedinice na ciljani glikolipid stani¢cne membrane domacina, ulazi
A podjedinica koja zaustavlja funkcioniranje stanice zbog utjecaja specifi¢nih substani¢nih
mehanizama. Molekula toksina ulazi receptorom upravljanom endocitozom na unutarnju
povrsinu odakle budu translocirane u citosol (SANDVIG i sur., 1994.; SANDVIG i DEURS,
1996.). Za vrijeme ovog procesa A podjedinica se veze proteazom iz membrane stvarajuéi
kataliticki aktivne terminalne fragmente Al i A2, vezane sulfidnom vezom. Veza se
postepeno reducira i oslobada aktivnu A1 komponentu koja je RNA glikozidaza aktivna i kida
specifi¢énu glikozidnu vezu i uklanja specificnu adenin bazu ribosomske podjedinice
napadnute stanice, kao i biljni toksin ricin. (SANDVIG i DEURS, 1996.; SAXENA i sur.,
1989., cit. PATON i PATON, 1998.b). Posto je adenin baza na petlji rRNA, sto je faktor za
produljenje o kojem ovisi vezanje aminoacil tRNA na ribosomsku podjedinicu, njen
nedostatak inhibira produljenje peptidnog lanca u sintezi proteina i obavezno dovodi do
propadanja i smrti stanice (FRASER i sur., 2004.).

Propadanje endotelnih stanica (EC) dovodi do skvrcavanja i odvajanja endotela
glomerula, nakupljanja fibrina i plocastih naslaga u bubreznom mikrokrvozilnom sustavu
(RICHARDSON i sur., 1988., cit. PATON i PATON, 1998.b). Dolazi do zaéepljenja kapilara
i redukcije opskrbe krvi u bubrezima s posljedicnom bubreznom insuficijencijom, S$to

uzrokuje i fizicki oStecenje eritrocita. Sistemski se javljaju i tromboti¢ka oStecenja, posebno u
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kapilarama utrobe, mozga i pankreasa (PATON i PATON, 1998.b). Patofizioloski nalaz se
osim o$te¢enja endotelnih stanica ocituje u smanjenju broja trombocita, njihovoj povecanoj
plazma agregacijskoj aktivnosti te pojavi abnormalnog faktora V111 plazme u akutnoj fazi koji
vodi ka agregaciji trombocita i trombocitopeniji — purpura.

Izgleda da su za razvoj maksimalnih o$tecenja EC za vrijeme VTEC infekcije potrebni
Stx toksini i domacinski i/ili bakterijski medijatori upale za poticanje ekspresije receptora.
Dokazano je da je proizvodnja interleukina i TNFa glomeluralnih i proksimalnih tubula
endotelnih stanica inducirana verotoksinom (KOHAN i sur., 1997., cit. PATON i PATON,
1998.b), a potencijalni izvor proupalnih citokina IL-B IL-6, IL-8 i TNFa su monociti i
makrofagi. Ova lokalna proizvodnja u ovakvim stanicama kao i u drugim stanicama bubrega,
osigurava maksimalnu indukciju ekspresije Gb3 povecavajuci primljivost i osjetljivost za Stx.
Isto tako je dokazano da se Stxl veze na glomeluralne mezangijalne stanice i inhibira
mitogenezu, pa je moguce da je akutno zatajenje bubrega posljedica direktnog utjecaja Stx na
ove stanice (ROBINSON i sur., 1995., cit. PATON i PATON, 1998.b).

Povecana razina IL-8 je snazan selektivni aktivator i kemoatraktant polimorfnih
leukocita. Citokinom potaknut polimorfonuklearni leukocit uzrokuje upalna oStecenja
endotela. Enzim elastaza oslobodena iz adherentnih polimorfonuklearnih leukocita katalizira
razgradnju elasti¢nih veza, te uniStava ekstracelularni matriks i uzrokuje odljepljivanje EC od
bazalne membrane i histopatolosku sliku HUS-a. Stx poti¢e proizvodnju IL-8 i u epitelnim
stanicama kolona. Upala koja se razvija vjerojatno oStecuje crijevne epitelne barijere i
olak$ava prolaz Stx iz lumena zile u submukozna podru¢je (HURLEY i sur., 2001.).

Epidemioloske studije pokazuju utjecaj tipa verotoksina na razvoj bolesti, pa su VTEC
sojevi koji proizvode Stx2, ¢eS¢e povezani s tezim simptomima oboljenja ljudi, od onih Kkoji
proizvode Stx1 ili ¢ak oba tipa toksina (KLEANTHOUS i sur., 1990.).

Moguce objasnjenje je da je in vivo transkripcija gena Stx2 veca nego Stx1, jer je in
vitro dokazano da transkripcija Stx2 ovisnih toksina nije ovisna o povecanju koncentracije
iona Zeljeza kao Stx1 (WEINSTEIN i sur., 1988.). Takoder, na aktivnost Stx2 promotora ne
utjece ni osmotski tlak, pH, kisik, aciditet i dostupnost ugljika za razliku od Stx1, a samo
neznatno utjece porast temperature (MUHLDORFER i sur., 1996.). Isto tako je dokazano da
su stanice EC bubreznih kapilara 1000 puta osjetljivije na Stx2, nego na Stx1 (LOUISE i
OBRIG, 1995.). Studije su dokazale da postoji razlika u broju mjesta za vezanje Stx2 i Stx1
na povrsini EC bubrega. Naime pretpostavlja se da zbog heterogenosti lipida unutar Gb3 ovi

receptori preferiraju vezivanje Stx2 S$to dovodi do njegova izuzetnog povecanja
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citotoksicnosti (PATON i PATON, 1998.b). Takoder je potvrdeno da se smrtna nekroza
tubula korteksa bubrega pri oralnoj infekciji miseva sa O157:H7 sojem koji proizvodi jedne i
druge toksine, moze sprije¢iti imunizacijom monoklonalnim anti-Stx2, ali ne i sa anti-Stx1
(WADOLKOWSKI i sur., 1990.)

Procjena patogeneze prema tipu Stx toksina, komplicira se cinjenicom da postoje
prirodne varijacije u sekvencama aminokiselina iz razli¢itih serotipova, pogotovo unutar Stx2
tipa (SCHMITT i sur.,, 1991.; LINDGREN i sur., 1993.; PATON i PATON, 1998.b).
LINDGREN i sur. (1993.) su medu razli¢itim VTEC utvrdili dva visoko virulentna Stx2
izolata, serotip O91:H21 &ja je LD 50 <10 CFU za razliku od LD50 >10 drugih Stx2
izolata. Posumnjali su da je od aktivacije stanicama mukoze crijeva za povecanje virulentnosti
izglednije da ovi VTEC Stx2 izolati nose dodatne Stx2 ovisne toksine. Smatra se da
proizvodnja toksina koji se mogu aktivirati podize virulenciju ili kompenzira nedostatak
drugih virulentnih faktora kao na primjer eae gena u gore navedenim O91:H21 izolatima
(MELTON-CELSA i sur., 1996.).

U VTEC izolatima dokazane su brojne varijante Stx1 i Stx2 sto ukazuje na raznolikost
Stx obitelji, pa postoje brojni primjeri razlika unutar istog serotipa VTEC.

BAKER i sur. (1997.; cit. PATON i PATON, 1998.b) su u izolatima E. coli O157:H7
koji su svi posjedovali iste gene stx1, stx2 i eae, potvrdili razlike u virulenciji. U studiji u
Finskoj je ispitano 173 VTEC izolata pacijenata od kojih je 111 pripadalo serotipu 0157
takoder najcesce s istom kombinacijom gena, stx2 i stx2c. Nasuprot tome od 62 izolata non-
0157 serotipa, jedan je imao stx2 i stx2c gene, dok je samo stx1 utvrden u 27 i samo stx2 u 15
non-0157 izolata. Nekoliko non-O157 VTEC je izolirano iz slucajeva HUS-a (0145: H28/H i
O101:H s stx2, te O174:H2, O Rough:H4 O Rough:H49 s stx2c). Zaklju¢eno je da su riziéni
faktori za razvoj HUS-a dob (1 do 5 godina), infekcija sa sojevima sa Stx2, Stx2c, te
prisutnost eae i hlyA gena u oba serotipa, O157 i non-O157 (EKLUND i sur., 2002.)

U Danskoj u istrazivanju kroz vise od Sest godina, utvrdeni su faktori rizika za razvoj
krvavog proljeva (HC) i HUS-a. Za HC to su VTEC s eae i stx2 genom, O serogrupe O157 i
0103 i povecanje starosti, dok su za razvoj HUS-a kljucni eae i stx2, ali kod dobnih skupina
djece mlade od 7 godina uz krvavi proljev (ETHELBERG i sur., 2004.).

HEDICAN i sur. (2009.) su u istrazivanju od 2000. do 2006. godine utvrdili da su
pacijenti inficirani s bilo kojim VTEC serotipom (0157 i non-0O157), ali sa Stx2, cesce
razvijali krvavi proljev (71% nasuprot 53%), bili hospitalizirani (27% naprama 8%) i razvili
HUS (7% prema 0%), za razliku od pacijenata koji su bili inficirani serotipovima sa Stx1.
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Medutim ako se izdvoje samo non-O157 VTEC nije bilo znacajne razlike u ozbiljnosti bolesti
izmedu slucajeva u kojima su izolirani Stx2 ili samo Stx1 tipovi.

Na kraju, veza izmedu Stx2 proizvodnje i sposobnosti VTEC soja da izazove HUS nije
apsolutna, jer su i VTEC sojevi koji proizvode samo Stx1, sposobni izazvati bolest (PATON i
PATON, 1998.h).

Patogeni sojevi VTEC ne proizvode samo Shiga toksine nego mogu proizvesti i druge
virulentne ¢imbenike koji mogu povecati tezinu bolesti a proizvod su vise gena smjeStenih na
virulentnom plazmidu i kromosomu (PATON i PATON, 1998.b.).

GYLES (2007.) je sazeo dotadasnje spoznaje o ovim faktorima i podijelio ih po
grupama na fimbrijske adhezine, nefimbrijske adhezine, proteaze H7 flagelin i LPS, te
toksine.

Enterohemolizin (EHEC-hlyA) kodiran plazmidom je ¢lan familije RTX toksina i uz
prije opisan intimin jedan od najces¢e dokazivanih Cimbenika virulencije VTEC. Sam
hemolizin je citotoksi¢an za endotelne stanice te povecava produkciju superoksida na
bubreznim tubularnim stanicama. Intravenozna aplikacija izaziva granulocitopeniju i
trombocitopeniju (PATON i PATON, 1998.b). Osim S§to lizira eritrocite i oslobada
hemoglobin kao potencijalni izvor Zeljeza za bakterije, oSteCuje membrane razli¢itih tipova
stanica i poti¢e proizvodnju proupalnih citokina (TANEIKE i sur., 2002.).

BEUTIN i sur. (1989.) su utvrdili da 87% VTEC sojeva proizvodi hemolizin koji se
razlikuje od uobicajenog fenotipa alfa hemolize (a-HIyA) na standardnim krvnim plo¢ama.
Razlika u gradi a-HIyA i EHEC-HIyA odreduje stani¢nu specificnost pa EHEC-HIyA
sudjeluje u modulaciji upalnih procesa u vezi s EC oSte¢enjima ili djeluje u sinergizmu sa Stx
ili LPSom (BAUER i WELCH, 1996.).

Medu izolatima E. coli O157:H7 serotipa visok je postotak EHEC hlyA. Tako je u
istrazivanju SCHMIDTA i sur. (1995.) svih 22 izolata E. coli O157:H7 bilo pozitivho na
EHEC-hlyA, te 12/25 drugih VTEC sojeva, dok non-VTEC dijarogeni sojevi nisu imali
EHEC-hlyA. Nasuprot tome istrazivanja EHEC-hlyA serotipa O111:H- pokazala su 99,4%
homolognosti s onima iz O157:H7 (PATON i sur., 1996.)

Unutar VTEC sojeva izoliranih u 16 od 18 pacijenata sa simptomima HUS-a dokazana
je njegova prisutnost i utvrden je enterohemoliticki fenotip, dok je samo u 4 od 18 izolata
pacijenata sa dijarejom imalo ovaj fenotip i genotip. Rekonvalescenti su takoder imali u
serumu antitijela na EHEC-HIyA Ovo sve navodi na povezanost enterohemolizina i
sposobnosti soja da izazove bolest (PATON i PATON, 1998.b).
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BONNET i sur. (1998.) su iz bakterijskih izolata pacijenata sa HUS-om utvrdili
enterohemolizin (Ehly) kodiraju¢i gen u samo dva izolata, te zakljucili da sinteza
enterohemolizina moze pridonijeti razvoju HUS-a, ali nije apsolutni preduvijet.

Sto se ti¢e povezanosti Ehly i eae gena, on je naden u oba tipa eae-pozitivnih i eae-
negativnih VTEC. Medu sojevima iz ljudi u Finskoj, 92% eae-pozitivnin VTEC bile su
pozitivne i na enterohemolizin u usporedbi s 35% eae-negativnih sojeva (EKLUND i sur.,
2001.).

Zakljucak je da osnova za razmatranje ovih VTEC produkata kao dodatnih faktora
virulencije uklju¢uju homolognost s poznatim faktorima virulencije, fenotip u skladu s
ulogom u patogenezi i regulaciju poznatim regulatorima virulentnih gena. Odsutnost dobrog
Zivotinjskog modela koji oponasa bolesti u ljudi i vjerojatnost da mnogi dodatni faktori

virulencije samo malo doprinose virulentnosti otezava zavr$no otkrivanje jesu li oni faktori

virulencije (GYLES, 2007.)

2.5. Otkrivanje verotoksigenih sojeva bakterije E. coli (VTEC)

Moguca detekcija VTEC sojeva u hrani i vodi uvjetovana je razli¢itostima medu
brojnim serotipovima bakterije E. coli. Osim E. coli O157 po biokemijskom fenotipu non-
0157 VTEC sojevi se medusobno ne razlikuju, Sto ¢ini izolaciju ovih sojeva bakterija
kompliciranom jer zahtijeva tehnike koje se u rutini u laboratoriju ne primjenjuju, pa je veéina
non-0157 VTEC jos uvijek uglavnom nepoznata (MENG i sur., 2001.).

Izdvajanje razli¢itih VTEC sojeva u namirnicama je ograni¢eno veoma malom
infektivnom dozom. TUTTLE i sur. (1999.) su u hrani koja je bila povezana s epidemijom,
metodom najvjerojatnijeg broja - MPN (engl. Most Probable Number) utvrdili od 15 do samo
0,3 mikroorganizma po gramu hrane (infekciju izaziva manje od 100 unesenih stanica). Stoga
otkrivanje bakterija zahtijeva izrazito osjetljive tehnike jer malobrojne stanice u neselektivnim
hranili§tima lako preraste druga mikroflora. S druge strane sojevi VTEC su osjetljivi na
komponente selektivnih bujona (FENG i sur., 2001.).

Sli¢no drugim patogenima VTEC nisu jednakomjerno rasporedene po hrani, te se u njoj
nalaze u malom broju zajedno s velikim brojem inhibitornih organizama, ukljucujuci
nepatogene sojeve bakterije E. coli. Te stanice su ¢esto osjetljivije na zu¢ne soli, antibiotike
ili druge inhibitorne tvari koristene u mnogim hranjivim medijima, pa je za oporavak

oste¢enih stanica potrebno predobogacenje u neselektivnim medijima kojeg ¢e slijediti

30



tehnike specificne izolacije i potvrdni testovi (BAYLIS i sur., 2008.). Zbog teskoca u
izdvajanju bakterija iz razli¢ite hrane, pa tako i iz skoljkasa, pokusavaju se primijeniti razlicite
tehnike otkrivanja (GOURMELON i sur., 2006.).

Do sada uspostavljene metode za detekciju VTEC 0157 baziraju se na serotipizaciji ili
fagotipizaciji §to nije najbolji pristup u identifikaciji VTEC razli¢itih od O157 serotipa. Jos§
uvijek se unapreduju imunoloske metode, a razvijaju se metode molekularne identifikacije
ukljucujuéi i sekvencioniranje (ANON., 1999.b). Konvencionalne metode kao $to je uzgoj na
hranjivim podlogama uz biokemijsku i serolosku identifikaciju zahtijevaju intenzivni rad i
vrijeme, a do dobivanja rezultata treba nekoliko dana. Enzimatske i neenzimatske metode se
razvijaju, a postoje i komercijalno dostupni kitovi. Imunoloske metode se opisuju kao
osjetljive ali je potrebno nekoliko koraka za postizanje boljih rezultata, te dodatnih jedan do
dva dana. Lancana reakcija polimerazom (PCR) omogucava brZze umnaZzanje vrlo malog broja
organizama te je primjenjiv standardni i PCR u realnom vremenu (Real-Time PCR) za
pretragu jednog ili viSe gena istovremeno (Ssimpleks i multipleks). PCR proces ipak moze biti
inhibiran sastavom hrane i velikom koli¢inom neciljane DNA. U tim sloZenim okruZenjima
eventualne inhibitorne tvari dovode do neuspjesne reakcije i lazno negativnih rezultata,
ekstrakcija DNA takoder traje odredeno vrijeme, a ponekad je ipak potreban postupak
obogacivanja i1/ili imunomagnetske separacije (IMS).

Iako se nove metode i dalje stalno razvijaju, usporeduju se sa ,,zlatnim standardom*® tj.
konvencionalnim kulturelnim metodama koje teZe utvrdivanju prisutnosti ili odsutnosti same
bakterije (DEISINGH | THOMPSON, 2004.).U svakom slucaju treba naglasiti da za
dijagnostiku VTEC nedostaje jednostavna metoda koja se moze primijeniti na Sirem podrucju
(ANON., 2004.a) a prvi korak je u upoznavanju non-O157 VTEC i rjeSavanje poteSkoca u
njihovoj detekciji i karakterizaciji (ANON., 2004.b).

2.5.1. Klasi¢ne metode detekcije i izdvajanja verotoksigenih sojeva E. coli (VTEC)

Ne postoji jedinstvena propisana metoda za otkrivanje i izdvajanje verotoksigenih
sojeva E. coli. Postupci za izdvajanje sojeva VTEC razvijeni su prvenstveno za E. coli
O157:H7, te nisu prilagodeni razli¢itim vrstama uzoraka kao Sto je feces, hrana ili klinicki
uzorci (ANON., 2004.b). Uglavnom se koriste klasi¢ne kulturelne metode za non-O157
VTEC $§to obuhvaca opce postupke za obogacivanje, izolaciju i presumptivnu identifikaciju

svih ili vecine sojeva E. coli, ili kulturelne metode za E. coli O157 kao glavnog predstavnika
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VTEC (EHEC) skupine (FENG i WEAGANT, 2002.). Verotoksigena E. coli O157:H7 je po
biokemijskim osobinama netipi¢ni E. coli serotip Sto se koristi pri izdvajanju i razlikovanju od
ostalih non-0O157 VTEC (STROCKBINE i sur., 1998.). Kombinacijom ovih metoda teoretski
se mogu izolirati sojevi E. coli razli¢itih biokemijskih karakteristika u nekom uzorku hrane,

pa tako i u Skoljkasima, a koje se daljnjim postupcima trebaju potvrditi kao VTEC.

Oporavak i umnazanje VTEC

Budu¢i da je E. coli O157 obi¢no prisutna u broju <10 CFU/g, metoda detekcije i
selektivno obogacivanje u bujonu najmanje 25 g hrane je obavezno. Metode koje su razvijene
za serotip O157:H7 baziraju se na upotrebi selektivnih podloga bilo krutih ili tekuc¢ih, u koje
su dodani antibiotici za inhibiciju prate¢e mikroflore, radi izdvajanja malog broja VTEC
sojeva iz mijeSane bakterijske populacije. U protokolima s preporu¢enom puferiranom
peptonskom vodom (Buffered peptone water - BPW) s dodatkom vankomicina, cefiksima i
cefsulodina pozadinska mikroflora je najmanja, ali je postotak ozivljavanja bakterija E. coli
0157 ostecenih zbog temperaturnih promjena, isuSivanja, promjena osmotskog tlaka ili pH,
jednak nuli (EDEL i KAMPELMACHER, 1973.; OKREND i ROSE, 1989.).

Za serotip E. coli O157:H7 najbolji uvjeti su u mTSB ili mEC, sa novobiocinom
(mTSB-N ili mEC-N) i inkubacija od najmanje 18 sati i 42 °C (DOYLE i SCHOENI, 1987.;
SZABO i sur., 1990.; HARA-KUDO i sur., 1999.). Pogodnost odredenih bujona
najvjerojatnije je razli¢ita zbog razlicitih fizioloSkih stanja organizama u testu, pa je za
ostecene E. coli O157 bolja inkubacija na 42 °C u BPW s najmanjim antimikrobnim
dodacima (OGDEN i sur., 2001.; DRYSDALE i sur., 2004.). HEPBURN i sur. (2002.)
preferiraju BPW i TSB sa vankomicinom i novobiocinom za ozivljavanje E. coli O157 iz tla,
a navode zucne soli kao moguci problem Kkoji bi mogao inhibirati oporavak bakterije.

Za rast non-0157 VTEC neki mediji mogu biti pogodni, kao modificirani tripton soja
bujon (mTSB) i BPW, dok drugi mogu inhibirati ili zaustaviti rast ovih sojeva i treba ih
izbjegavati (BAYLIS i sur., 2003.; i 2004. cit. BAYLIS i sur., 2008.). CATARAME i sur.
(2003.) su usporedivali razlicite varijante tripton soja bujona (TSB) za izolaciju serotipova E.
coli 026 i O111. Studija je pokazala da je stopa rasta E. coli O26 bila slicna u TSB, mTSB
(TSB sa dodatkom pufera i zu¢nih soli od 1,5%) i modificiranom E. coli (mEC) bujonu (TSB

sa smanjenom koli¢inom zu¢nih soli na 1,12%) sto je u skladu s prethodnim studijama
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HARA-KUDO i sur., 2000.). Rast E. coli O111 soja je na 41,5 °C u TSB bio ve¢i nego u
mTSB.

U uzorcima fecesa s velikom koli¢inom inhibitorne mikroflore gdje su za izolaciju
koriStene velike koli¢ine antibiotika, telurit, novobiocin, vankomicin i cefiksin (2,5; 20; 40 i
50 mg/l) svi nacijepljeni VTEC izolati su i izolirani $to dokazuje da i ovi mediji podrZavaju
rast i obogacivanje Sirokog raspona VTEC (HUSSEIN i sur., 2008.).

VIMONT i sur. (2006.b) zaklju¢uju da ne postoji jasan i ucinkovit protokol
obogacivanja VTEC. Ovi autori navode da se TSB koristio u velikom postotku istrazivanja
(39,3%), jer se ove komponente inace koriste za obogacivanje patogena hrane prema raznim
metodama. U svakom slu¢aju mTSB, s razli¢itom kombinacijom antibiotika ovisno o
propisanim standardnim protokolima pojedinih agencija kao §to su Food and Drug
Administration (FDA), Nordic committee on food analysis (NMKL), International
organization for standardization (ISO), Health protection agency (HPA) je u Sirokoj upotrebi
(ANON., 1998.; 1999.c.; 2001.; 2008.a).

U 60% eksperimenata novobiocin je bio najée$ce koriSten antibiotik i generalno
gledaju¢i VTEC su otporne na njega. Upotreba ovog amino kumarinskog antibiotika u bujonu
za obogacivanje pri otkrivanju VTEC iz hrane se objaSnjava njegovom toksi¢nosti prema
vec¢ini gram-pozitivnih bakterija i slaboj aktivnosti prema vecini gram-negativnih bakterija
(PAO i sur., 2005.). lako je 20 mgl™ preporucena koncentracija novobiocina, neke studije
pokazuju da je za 9% non-0157 VTEC sojeva kriti¢na vrijednost ve¢ od 16 mg I, a 31% tih
sojeva 20 mg I inhibira dok je za E. coli O157:H7 kriti¢na vrijednost tek od 32 mgL .
Uglavnom sojevi E. coli O157:H7 su znacajno otporniji na novobiocin nego non-O157:H7
VTEC sojevi (VIMONT i sur., 2006.a). MORA i sur. (2007.) za izolaciju O157:H7 iz
inhibitorne flore mljevenog mesa koriste dodatak antibiotika, a za non-O157 VTEC bujon bez
dodataka.

Sto se ti¢e utjecaja temperature, standardne metode za umnazanje E. coli ukljuduju rast
na 44 °C, a to smanjuje rast E. coli 0157:H7 (ANON., 2004.a). DOYLE i SCHOENI (1984.)
su u svojim istrazivanjima utvrdili da temperatura od 44 °C moze potpuno inhibirati rast 0vog
serotipa. Optimalna temperatura rasta E. coli O157 je 41,5 — 42 °C (BOLTON i sur.,1995,;
HARA-KUDO i sur., 1999.; SCOTTER i sur., 2000.; OGDEN i sur., 2001.; CATARAME i
sur., 2003.). Metodom direktnog brojanja kolonija na plocama inkubiranima na 42 °C iz
uzoraka mljevene govedine, sira i feferona pokazala je razliku u broju ukupne mikroflore od 1
log manje nego na 37 °C (DRYSDALE i sur., 2004.).
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Vrijeme inkubacije u standardnoj proceduri za izolaciju E. coli 0157 (ISO 16654:2001)
uz upotrebu mTSB s dodatkom novobiocina, za postizanje brzeg preliminarnog rezultata
propisano je na samo Sest sati na 41,5 °C. Ipak VIMONT i sur. (2007.) su utvrdili da pri
uobicajenoj koncentraciji novobiocin ima utjecaj na rast i E. coli O157 i non-O157, te
usporava rast za 5,9 log10 u 12 sati, pa Sest sati umnazanja kod male kontaminacije ne mora
biti dostatno. HARA-KUDO i sur. (1999.) su i prije uspjesno primijenili protokol identi¢an
ISO 16654:2001 standardu, ali s inkubacijom najmanje 18 sati. BOLTON (1999.) smatra da
za razlic¢ite vrste hrane treba koristiti razli¢ito vrijeme inkubacije (za sirovo meso Sest sati, a
mlijeko, sir i pitku vodu od 20 do 24 sata).

Za izolaciju serotipa O157:H7 iz hrane, OGDEN i sur. (2001.) su preporucili dodatak
imunomagnetskih kuglica na koje su nalijepljena antitijela za E. coli O157:H7. Medutim,
izolacija ovom metodom komercijalno je usmjerena samo na izolaciju VTEC E. coli O157:H7
(ISO 16654:2001) ili u novije vrijeme na to¢no odredene serotipove 026, 0111, 0103, O145.

Uz to je ova metoda skupa za rutinsko testiranje veceg broja uzoraka (BAYLIS i sur., 2008.).

Izdvajanje i identifikacija presumptivnih VTEC

Danas je za izdvajanje VTEC 0157 serotipa iz velikog broja kompetitivne mikroflore u
primjeni viSe razli¢itih krutih selektivnih podloga. Prvi razvijeni agar je Sorbitol-MacConkey-
Agar (SMAC) koji se osniva na nesposobnosti fermentiranja sorbitola (MARCH i RATNAM,
1986.). Njegova pocetna niska selektivnost je poboljsana (CT-SMAC), dodatkom cefiksima
koji je inhibitor bakterija roda Proteus i telurita koji inhibira bakterijske vrste Providencia i
Aeromonas (CHAPMAN i sur. 1991.; ZADIK i sur. 1993.). Veéina standardiziranih protokola
za hranu (ANON., 1998.; 1999.c.; 2001.; 2008.a), ali i za dijagnosticke uzorke fecesa
propisuje SMAC / CT-SMAC agar za izolaciju O157:H7 kao jedan od agara izbora (ANON.,
2010.9).

Ipak, ispitivanjem 46 poznatih referentnih sojeva E. coli na SMAC agaru, dobiveni su
lazno negativni rezultati (5,9%), a ispitivanje uzoraka hrane pokazalo je znacajan postotak
(57,3%) lazno pozitivnih nalaza E. coli 0157 (MANAFI i KREMSMAIER, 2001.). Posto 6%
izolata E. coli non-O157:H7 ne fermentira sorbitol, kao i bakterije Morganella i Hafnia,
izgledat ée identi¢no O157:H7 kolonijama (EWING, 1986.). MULLER i EHLERS (2005.) su
potvrdili nemoguénost da se i na CT-SMAC agaru sa sigurnoséu izdvoji serotip E. coli

O157:H7, te su sorbitol-negativne kolonije dobivene nakon selektivnog obogacivanje i
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imnunomagnetske separacije (IMS) na CT-SMAC agaru identificirali kao pripadnike roda
Burkholderia, Pseudomonas, Aeromonas spp. i Vibrio. Sli¢na iskustva su imali i
GOURMELON i sur. (2006.) kada su iz uzoraka Skoljkasa nakon obogacenja i IMS, bakterije
roda Aeromonas spp. i Shewanella putrefaciens izgledale jednako kao E. coli O157:H7.

Postoje takoder i sorbitol-pozitivni serotipovi E. coli 0157 (FRATAMICO i sur.,
1993.), te ih SMAC nece detektirati. Takvi sojevi su potvrdeni u epidemiji i sporadi¢nim
slu¢ajevima HUS-a u Njemackoj i Ceskoj (GUNZER i sur., 1992.; BIELASZEWSKA i sur.,
1996.), nadalje ovi serotipovi su osjetljivi 1 na telurit §to umanjuje znacaj 1 CT-SMAC u
izolaciji E. coli 0157 (PATON i PATON, 1998.b). GYLES je (2007.) primijetio da su
uobicajeni sorbitol-negativni sojevi VTEC O157:H7 raSireni Sirom svijeta, dok su VTEC
0157:H- (nepokretni sojevi) obi¢no sorbitol-pozitivni i identificirani u odredenim dijelovima
Europe. MELLMANN 1 sur. (2008.) su medu EHEC izolatima bolesnika sa simptomima
HUS-a utvrdili 67,7% izolata koji su pripadali serotipu O157: H7/H- od kojih je 30%
pokazivalo fermentaciju sorbitola.

Atipi¢ni sojevi E. coli O157:H7 koji fermentiraju sorbitol ne mogu se identificirati na
standardnim medijima za otkrivanje na osnhovi sorbitola (BAYLIS i sur., 2008.).

lako je CT-SMAC agar u Sirokoj uporabi za izolaciju svih VTEC, ZADIK i sur. su jos
1993. upozorili da kombinacija ova dva dodatka inhibira rast 67% E. coli. Postupak na ovom
agaru je ipak zbog dominacije sojeva O157:H7 i O157:H" u etiologiji bolesti u SAD i Europi
najduze i najcesce koriSten postupak za izdvajanje VTEC. Medutim, osim E. coli 0157
bolesti su povezane s mnogim drugim VTEC serogrupama, a najvise ih je sorbitol pozitivno
iako postoje i sorbitol negativne (PATON i PATON, 1998.h).

Zaklju¢no, zbog varijacija unutar serotipa i navedenih svojstava agara preporucuje se
koristenje drugih medija, kao sto su noviji kromogeni mediji (BEUTIN, 1999.; DE BOER i
HEUVELINK, 2000.).

Kao poboljsanje, SMAC agaru je dodan 5-brom-4-klor-3-indol-R-D-glukuronid (BCIG)
supstrat za detekciju B-D-glukuronidaze (GUD) (OKREND i sur., 1990.), te su se ubrzano
razvili kromogeni i fluorogeni agari za detekciju O157:H7 (RESTAINO, 1996.; 1999.;
BETTELHEIM, 1998.). Ovaj nacin detekcije se osniva na enzimatskoj aktivnosti GUD koju
proizvodi preko 95% E. coli ukljucujuéi i anaerogene sojeve, dok je EHEC serotip O157:H7
GUD negativan (DOYLE i SCHOENI, 1987.). Uklapanjem BCIG u selektivni medij i
djelovanjem ili odsustvom GUD dobivamo kolorimetrijsku reakciju na osnovi koje
razlikujemo Kkolonije. Proizvodnja ovog enzima kod drugih bakterija iz porodice
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Enterobacteriaceae je rijetka izuzev pojedinih sojeva rodova Shigella (44-58%) i Salmonella
(20-29%) (MANAFI, 1996.). Takoder postoje i GUD pozitivne varijante E. coli O157:H7
(GUNZER i sur., 1992.; HAYES i sur., 1995.; MANNA i sur., 2010.) kao rijetki izuzeci koji
ne umanjuju znacaj ovih podloga.

Ako se kombiniraju 3-glukuronid i B-galaktozid, kao i sorbitol za fermentaciju, razlicita
kombinacija obiljezja bakterija ¢e se prepoznati razli¢itom bojom kolonija §to omogucava
brzu presumptivnu identifikaciju razli¢itih sojeva E. coli na istoj plo¢i (FENG, 2001.;
BAYLIS i sur., 2008.). MARTIN i sur. (1999.) su upravo na gore navedenoj 0snovi
predstavili novi kromogeni selektivni medij O157:H7 ID agar (starijeg naziva O157 H7 ID-F
ili novije chromID 0O157:H7, bioMérieux, Marcy I'Etoile, France) za izolaciju i otkrivanje
bakterije E. coli O157: H7. Na ovom mediju glukuronidaza negativni (3-GLUC(-)) sojevi E.
coli O157:H7 koji ne razlazu R-glukuronid, a koriste R-galaktozid - galaktozidaza pozitivni
(R-GAL(+)) sojevi, pojavljuju se kao kolonije prepoznatljive i drugacije boje od ostalih i B-
GLUC i R-GAL pozitivnih sojeva E. coli. Fertilnost je ekvivalentna SMAC, s time da je
nakon 20 sati vecina E. coli O157:H7 kolonija veca i uo¢ljivija. Detekcija E. coli O157:H7 u
obilju mikroflore je lak$a pri maksimalnoj inhibiciji ostalih Gram (-) bakterija, pa selektivnost
raste od 30% do 55% uz CT dodatak. Osjetljivost kod inkubacije 20 do 48 sati je 100%.
Specifi¢nost iznosi bez CT dodatka 95% dok je sa CT dodatkom 98%, jer su sojevi E.
vulneris koji su davali lazno pozitivne reakcije inhibirani.

BETTELHEIM (2005.) je takoder procjenjivao upotrebu O157 H7 ID-F za otkrivanje
EHEC 0O157:H7/H- klonova (najcesc¢e izolirani serotipovi kod infekcija ljudi koji imaju
jedinstvena zajednicka fenotipska obiljezja kao nemoguénost fermentiranja sorbitola). Ovo je
medij koji ¢e otkriti da i VTEC pripadaju E. coli O157:H7/H- serotipu, dok E. coli koje nisu
¢lanovi O157 EHEC klona, bez obzira da li su VTEC ili ne, ne daju na podlozi tipi¢ne
kolonije. JORDAN i MAHER (2006.) su tijekom zrenja sira pratili broj E. coli O157:H7 na
CT-SMAC i CT-0O157:H7 ID agaru koriste¢i tehniku prelijevanja agara. E. coli O157:H7
kolonije su se lako mogle razlikovati od non-O157:H7 kolonija na CT-O157:H7 ID medij, ali
ne i na CT-SMAC agaru. Takoder se na O157:H7 ID mediju uocava ve¢i broj E. coli O157:
H7, tako da i samo 1 CFU/g sira moze biti otkriveno. O157:H7 ID agar je jednostavan za
ocitavanje 1 interpretaciju. Modro-zelene (smaragdne) kolonije VTEC O157:H7 su vrlo
prepoznatljive i u mijeSanoj i u Cistoj kulturi, te je ovaj agar vrlo dobro prilagoden
mikrobioloskoj kontroli hrane i klinickoj detekciji E. coli O157:H7 (MARTIN i sur., 1999.;
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BETTELHEIM, 2005.; JORDAN i MAHER, 2006.). Proizvoda¢ (BioMerieux) navodi
upotrebu O157:H7 ID agara nakon faze obogacenja i za standardnu metodu I1SO 16654:2001.

Izdvajanje i identifikacija E coli iz Skoljkasa se temelji na ozivljavanju svih E. coli iz
slanog morskog okolisa u neselektivnom mineralno-modificiranom-glutamatnom bujonu
(MMGB), nakon cega slijedi subkultivacija na selektivni agar (DONOVAN i sur., 1998.).
Drugi postupci za detekciju E. coli iz skoljkasa kao metoda prelijevanja agarom u petrijevim
zdjelicama, odbac¢ena je radi Sokiranja bakterijskih stanica i posljediénog smanjivanja
njihovog broja. Direktno nasadivanje na kruti medij za brojanje E. coli nije dovoljno osjetljiv
postupak, te je MPN najbolji izbor (WEST i COLEMAN, 1986.). Ipak, OGDEN i sur. (1991.)
smatraju da su obje metode jednako pogodne za brojanje E. coli u Skoljkasima, ako se koriste
kromogene i fluorogene supstance za mjerenje enzimske aktivnosti sojeva E. coli u podlozi.

Metoda najvjerojatnijeg broja (MPN) kao metoda za detekciju E. coli zasniva se na
fermentaciji laktoze u bujonu, a 5 epruveta u nizu se koristi za ispitivanje vode, Skoljkasa i
vode ili mora za polaganje skoljkasa. MPN je statistiCka metoda koja se sastoji od visekratnih
testova: faza sumnje, potvrdne i zavrsne faze. U fazi sumnje se serijska razrjedenja uzorka
inokuliraju u bujon, a za rezultat se broje epruvete sa fermentacijom laktoze. 1z njih se izvodi
potvrdna faza subkultivacije pozitivnih epruveta na selektivni agar i na kraju je zavr$na faza
oCitavanja rezultata iz statistickih tablica standardnog 1SO 7218:2007 postupka (ANON.,
2007.c) za procjenu najvjerojatnijeg broja prisutnih organizama. DONOVAN i sur. (1998.) su
verificirali novu metodu istrazivanjem faze oporavka E. coli u mineralnom modificiranom
glutamatnom bujonu uz detekciju laktoze za 24 sata, kao i postupak subkultivacije na Zucni
tripton glukuronid agar (Lab M tryptone bile glucuronide agar / BCIG agar / TBX agar).

TBX (engl. Tryptone Bile X-Gluc) je kromogeni medij za identifikaciju E. coli u hrani
ukljucujudi i skoljkase koji se temelji se na prisutnosti 3-D-glukuronida koji je ugraden u
kruto hraniliste i iz kojeg se nakon hidrolize s 3-glukuronidazom oslobadaju dobro vidljive
komponente (RIPPEY i sur., 1987.; FRAMPTON i sur., 1993.). Tako je stvorena brza i
jednostavnija MPN metoda od prijasnje koju je medunarodna organizacija ISO prihvatila za
ispitivanje i brojanje E. coli u Skoljkasima. ISO/TS-16649-3: Metoda za brojanje R—
glukuronidaza pozitivnih Escherichia coli - tehnika najvjerojatnijeg broja—MPN, koriste¢i 5-
brom-4-klor-3-indol-R3-D-glukuronid, je od 01.01.2006. prema Direktivama EU 852/2004 i
EC 853/2004 obavezna kod pretrage zivih skoljkasa (ANON., 2007.d; 2007.e). Aktivnost f3-
glukuronidaze je prijavljena u 95-97% sojeva E. coli (FENG i HARTMAN, 1982.;
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HARTMAN, 1989.) pa ¢e stoga kromogeni mediji za izolaciju B-glukuronidaze pozitivne E.
coli kao sto je TBX agar biti pogodni za ve¢inu VTEC (BAYLIS i sur., 2008.).

Do sada ima samo par radova koji se bave dokazom i/ili izolacijom VTEC sojeva u
Skoljkasima. RAMPERSAD i sur., (1999.) su opisali postupak prema kojemu su u uzorcima
sirovih kamenica i njihovim proizvodima, uzimali sterilne obriske i nacjepljivali ih na eozin
metilen plavi agar (engl. Eosin Methylen Blue Agar - EMBA). Nakon inkubacije na 37 °C
preko noc¢i izrasle tipi¢ne kolonije E. coli zelenkasto metalnog sjaja precjepljivane su na krvni
agar (KA) i SMAC agar za otkrivanje karakteristika rasta (mukoidne, hemoliticke i one
kolonije koje ne fermentiraju sorbitol). Svi sorbitol negativni izolati E. coli (12%) su
ispitivani aglutinacijom na predmetnici uporabom E. coli O157 antiseruma za otkrivanje
0157 pozitivnih sojeva. Ukupno je 2% izolata potvrdeno kao soj O157, dok prisutnost
verotoksina nije ispitivana. U istrazivanju MACRAE i sur. (2005.) promatran je utjecaj
bujona na soj E. coli O157 i primjena izolacije imunomagnetskom separacijom (IMS).
Predlozen je postupak oporavka E. coli O157 iz morskog medija u puferiranoj peptonskoj
vodi (PPV) s vankomicinom na 42°C za monitoring program $koljkasa kao i za zavr$no
testiranje krajnjeg proizvoda. Do danas nije propisan ni monitoring ni identifikacija ovih
sojeva E. coli u skoljkama.

KUMAR i sur. (2001.) su po 25 g uzorka hrane (i skoljkasa) obogacivali u 225 mL
modificiranog E.C. bujona (engl. Escherichia Coli broth) sa 20 mg/l novobiocina, a nakon 6
sati inkubacije kultura je metodom iscrpljivanja nacijepljena na SMAC agar. Sorbitol
fermentirajuce i nefermentiraju¢e kolonije su biokemijski identificirane. Potvrdene bakterije
E. coli su nadalje pretrazivane PCR postupkom na prisutnost stx, hlyA i rfbO157 gena.
GOURMELON i sur. (2006.) su dokazivali prisutnost stx gena u uzorcima skoljkasa PCR
postupkom iz puferirane peptonske vode inkubirane 20 - 24 sata na 37 °C, te su PCR
pozitivne uzorke kasnije pretrazivali na prisutnost VTEC. Primjenom istog bujona
inkubiranog 6 sati, paralelno su testirali prisutnost E. coli 0157 na CT-SMAC i O157:H7 ID
agaru. Utvrdili su E. coli O157 u samo jednom uzorku, ali nije bio VTEC.

Otkrivanje specifi¢cnih non-O157 E. coli na razli¢itim selektivnim agarima jos uvijek
moze biti problemati¢no i znanstvenici u laboratoriju moraju odluditi izmedu konvencionalnih
agara za dokaz E. coli (i pretrazivati sve sumnjive kolonije npr. testovima aglutinacije) ili
pokusati iskoristiti neki od alternativnih (op.a. kromogenih) agara (DRYSDALE i sur., 2004.)

opisanih gore.
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Nedostatak svih ovih klasi¢nih metoda izdvajanja je nemogucnost razlikovanja
verotoksigenih sojeva E. coli. Non-O157 VTEC sojevi dobro rastu na podlogama uobicajenim
za izolaciju E. coli te se od ostalih E. coli (iskljucuju¢i serotip O157) mogu razluciti samo po
sposobnosti proizvodnje toksina - verotoksina (ANON., 2004.b) Sve sumnjive VTEC kolonije
izolirane s krutih podloga trebaju biti potvrdene na virulenciju dokazom verocitotoksina (dalje
u tekstu verotoksina) na Vero stanicama ili alternativno ELISA postupkom ili dokazom gena

koji kodiraju verotoksine u lan¢anoj reakciji polimerazom.

2.5.2. Imunoenzimski test - ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay)

Postoji vise seroloskih testova razvijenih za identifikaciju proizvodnje verotoksina, a
imunoenzimski test, ELISA, je najéeSci test koji se koristi u brzoj detekciji patogena.
Verotoksin ELISA (Stx-ELISA / VT-ELISA) test ima sposobnost detekcije svih VTEC
sojeva (ANON., 2004.b). ELISA je jednostavna metoda za direktnu detekciju verotoksina E.
coli 0157 ili non-O157 E. coli sojeva. Alternativa je kompliciranim i dugotrajnim klasi¢nim
tehnikama izolacije i identifikacije. Postupak se uglavnom Kkoristi za brzu dijagnostiku
prisutnosti verotoksina direktno u hrani ili fecesu (RANDALL, 1997.).

xn

Najcesce se koristi "sendvi¢" tip ELISA, a reakcija se temelji na vezanju specifi¢nih
antitijela za verotoksine uz supstrat koji ¢ini ovu reakciju vidljivom (FENG, 2001). Dodatkom
supernatanta u test i inkubacijom na sobnoj temperaturi za odredeno vrijeme omoguceno je
vezanje bilo kojeg Stx na antitijela vezana za pliticu. Nakon ispiranja dodaje se drugi set
antitijela konjugiranih sa enzimima peroksidazom ili alkalnom fosfatazom. Sada je Stx u
sendvic¢u izmedu dva seta antitijela, a nakon kratke inkubacije i ispiranja se dodaje enzimski
supstrat i kromogen koji daju plavu ili zutu boju. Nakon zaustavljanja reakcije, intenzitet boje
proporcionalan je koli¢ini prisutnog Stx u izvornom uzorku koji se ocita spektrofotometrom.
Uz test se paraleleno koriste pozitivne i negativne kontrole, ¢ak i uz pretragu samo jednog
uzorka. lako se ELISA testom identificira prisutnost Stx u supernatantu, a ne prisutnost same
verotoksigene E. coli, za brzi test hrane ili ljudskog izmeta ovi sustavi su vrlo vrijedni
(BETTELHEIM i BEUTIN, 2003.). Osjetljivost testa je ponekad ograni¢ena (ANON.,
2004.a), pa se za povecanje osjetljivosti i specifi¢nosti test izvodi na kulturi iz inkubiranog
bujona. Bez obzira na dodatni utroSak vremena (18 do 24 sata) ove imunoloske metode
predstavljaju veliki napredak. ELISA omogucava istovremeno otkrivanje VTEC 0157 i

VTEC non-0157 za razliku od tradicionalnih metoda, a uz to su i najekonomic¢nije u odnosu
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na druge metode koje su van dosega veéine rutinskih laboratorija (MACKENZIE i sur.,
1998.)

ELISA testovi su prvo razvijeni za detekciju Stx u klini¢kim uzorcima fecesa (LAW i
sur., 1994.) ali se vecina moze uspje$no koristiti za hranu koriste¢i prikladno obogacenje i
proceduru za ekstrakciju toksina (BAYLIS i sur., 2003., cit. BAYLIS i sur., 2008.). ELISA se
takoder vrlo uspjesno koristi za detekciju ve¢ izoliranih bakterijskih kolonija koje mozda
stvaraju verotoksine (BUECHER i sur., 2003.), ali kako je VTEC cesto prisutna u malom
broju, potrebno je pretraziti veliki broj kolonija sa plo¢e. Nadalje, uzgoj u bujonu, priprema
supernatanta, a zatim testiranje moze zahtijevati puno vremena, kao i utroSak mnogo testova
(jazica) dok se VTEC ne izolira (BETTELHEIM i BEUTIN, 2003.). Za povecanje
osjetljivosti otkrivanja verotoksina ELISA testom moze biti potrebno povecati njihovu
proizvodnju rastom VTEC obogac¢enjem u bujonima s dodatkom odredenih antibiotika ili bez
obogadenja tretiranjem uzoraka s polimiksinom za poboljSanje otpustanja toksina u
supernatant prije izvodenja testa (BAYLIS, 2004.).

Vise autora je u razliCitim uzorcima istrazivalo primjenu ELISA testova. Tako su
MACKENZIE i sur. (1998.) usporedivali imunoenzimske testove za detekciju E. coli O157 na
osnovi lipopolisaharida (Premier E. coli O157 EIA) i ELISA test (Premier EHEC) za
detekciju prisutnosti Stx1 i Stx2 toksina. Nakon inkubacije fecesa utvrdili su specificnost 98%
i vecu osjetljivost verotoksin ELISA (91%) za razliku drugog testa (86%).

BEUTIN i sur. (2007.) su testirali imunoenzimski test za detekciju Stx (Ridascreen-
EIA) sa VTEC referentnim i testnim sojevima. Bakterijski izolati su uzgajani u tripton soja
bujonu sa mitomicinom C u vremenu od 20-22 sata, a supernatant kulture je dobiven
centrifugiranjem bakterija (8000g/2 min). Test je ocijenjen kao pogodan za rutinske pretrage
bakterijskih izolata i nesto manje primjenjiv za ispitivanje uzoraka gdje se ocekuju male
koli¢ine Stx u mjesovitim kulturama. Test je pokazao relativnu osjetljivosti od 95,7% i
specificnost od 98,7%.

CAPPS i sur. (2004.) su izvijestili 0 medulaboratorijskom istrazivanju prema AOAC
proceduri (engl. Association of Analytical Communities) o detekciji verotoksina u hrani koje
proizvode VTEC bakterije. Alikvoti (25 g ili 25 mL) cetiri vrste uzoraka (sirova mljevena
govedina, nepasterizirano mlijeko, nepasterizirani jabu¢ni sok i salama) nacijepljeni su
pojedina¢no s malom koli¢inom 6 sojeva E. coli i s razli¢itom Stx proizvodnjom (< 9 - 375
CFU/25 g). Specifi¢nost Stx ELISA u usporedbi sa Stx PCR testom je visoka (98% : 99%), a
osjetljivost postupka je 89% : 72%. Osjetljivost PCR testa je bila ukupno niska zbog
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inhibicije PCR-a ili smanjene ekstrakcije u uzorku jabu¢nog soka, dok je u drugim uzorcima
hrane bila prosje¢no 85%. Ova studija potvrduje Stx ELISA test kao metodu izbora za brzu
presumptivnu pretragu uzoraka hrane na VTEC.

ATALLA (2000.) je validirao ELISA test za detekciju VTEC bakterije u govedem
mesu. Nakon primjene obogacivanja u TSB u uzorcima je trazen Stx ELISA testom i testom
na Vero stanicama (engl. VeroCells Asay - VCA). Sveukupno, 33,3% uzorka je bilo pozitivno
u VCA, a 34,2% u ELISA testu, sto je gotovo potpuna podudarnost rezultata. Osjetljivost
ELISA s obzirom na VCA je 100%, a specificnost 98,75%. BETTELHEIM i BEUTIN
(2003.) su sazeli podatke iz vise studija o visokoj specifi¢nosti ELISA testa. Sto se tite
osjetljivosti zakljucili su da je ELISA nesto manje osjetljiva od testa na verostanicama i PCR
postupka, dok su BOHAYCHUK i sur. (2005.) dokazali uspjesnost detekcije Shiga toksina s
oba postupka na umjetno kontaminiranim uzorcima mesa peradi od ¢ak 100%, uz limit
detekcije od 1 do 6 CFU E . coli O157:H7/g.

ARBAULT i sur. (2000.) usporeduju ELISA test (Transia plate E. coli O157) u
uzorcima namirnica s E. coli O157 u odnosu na IMS. Najbolji protokol obogacenja za
povecanje osjetljivosti je uklju¢ivao inkubaciju u mTSB ili mEC s novobiocinom, u vremenu
od 16 do 20 sati, na temperaturi od 41,5 °C. Ovo omogucava i kasniju izolaciju kolonija iz
pozitivnih uzoraka ELISA testom u kojima je dokazana prisutnost verotoksina. Granica
detekcije umjetno kontaminiranog uzorka je bila od 1 do 3 CFU/25g hrane za obje metode
(ELISA i IMS). Autor zaklju¢uje da je ELISA dobra alternativa za metodu IMS koja je
specificna samo za E. coli 0157 te i komplicirana radi imunokaptivacije. ELISA testom je
pregled uzoraka hrane olaksan jer se izbjegava nacjepljivanje i o€itavanje ploca svih uzoraka.

Produkciju shiga toksina i uspjesnost detekcije ELISA metodom u osam razli¢itih
bujona istrazivali su ROCHA i sur. (2007.) koji su zakljucili da bakterija u nepovoljnim
uvjetima sa zucnim solima i/ili uz prisutnost antibiotika, rezultira pove¢anom ekspresijom i
sintezom ¢imbenika virulencije. Statisti¢ki nije bilo znacajne razlike u u¢inku novobiocina ili
ciprofloksacina na proizvodnju Stx, ali je potrebna koncentracija novobiocina bila veca. Kod
izolata uzgajanih u prisustvu antibiotika, Stx je otkriven i u supernatantu i u polimiksinom -
tretiranim peletama (sediment bakterija), ali su u supernatantu zabiljezene manje varijabilnosti
i visa razine proizvodnje. Isti autori su pokazali da je proizvodnja Stx nezavisna od
bakterijskog rasta jer su razine Stx u razli¢itim supernatantima bile su sli¢ne, za razliku
bakterijskog rasta koji je bio sasvim drugaciji. Vrhunac Stx proizvodnje je bio u ranoj fazi

bakterijskog umnazanja $to je korisno u dijagnosti¢ke svrhe.
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Istrazivanjem najpogodnijih protokola za brzo otkrivanje verotoksina u hrani, od svih
protokola za obogacivanje U viSe laboratorija, tripton soja bujon s 20mg/l novobiocina (MTSB
+ N) inkubiran na 41.5°C kroz20-22 sata izabran je u cjelini kao najbolji medij i za rast i za
proizvodnju verotoksina iz razli¢itih VTEC. Usporedba niza komercijalno dostupnih Stx
imunotestova za otkrivanje Stx koriste¢ci mTSB + N bilo u filtratima obogacéenih kultura E.
coli preko no¢i, bilo u homogenatima uzoraka hrane, dali su slicne rezultate (ANON.,
2005.a).

Vrlo je malo istrazivanja o primjeni Stx-ELISA testa na Skoljkasima i inace
proizvodima ribarstva. U jednom rijetkom istrazivanju iz sojeva E. coli izoliranih iz morskih
plodova, govedine i klinickih uzoraka ukljucenih u istu studiju, ELISA testom utvrdeno je 11
sojeva koji proizvode jedan ili oba toksina Stx1 i Stx2. Medu njima su dva izolata iz
Skoljkasa, dva iz ribe, Sest iz govedine i jedna iz klini¢kog slucaja krvavog proljeva. Svi Stx
pozitivni sojevi bili su citotoksi¢ni na Vero stanicima, nijedan soj nije bio negativan sa
ELISA testom i pozitivan na test Vero stanicama i obrnuto. Korelacija je 100% izmedu ova
dva testa. U slucaju hrane iz mora i klinickih izolata, rezultati ELISA testom bili su u

korelaciji sa PCR testom na Vero stanicama, ali ne i u uzorcima govedine (KUMAR, 2004.).

2.5.3. Lan¢ana reakcija polimerazom - PCR (Polymerase Chain Reaction)

MENG i sur. (2001.) su utvrdili da se povecanje sposobnosti identifikacije VTEC
sojeva zasniva na metodama kao S$to su testiranje Stx ili njihovih stx gena i drugih faktora
virulencije karakteristicnih za VTEC. Valja napomenuti da iako se neki VTEC sojevi mogu
prepoznati po fenotipskim osobinama ili specifi¢cnim markerima virulencije osim verotoksina,
proizvodnja verotoksina je jedino svojstvo koje je zajednicko za sve vrste VTEC. Metoda
koja je pogodna za identifikaciju i izolaciju svih VTEC sojeva treba se temeljiti na detekciji
verotoksina ili njihovih gena (BAYLIS i sur., 2008.). Stoga ¢ak i izolati koji su potvrdeni kao
E. coli O157:H7/H- trebaju biti retestirani kako bi provjerili svoj toksigeni potencijal.
Alternativni pristup dokaza virulencije VTEC prema ,,zlatnom” standardu VCA (test na Vero
stanicama) je osim gore opisane ELISA metode, upotreba molekularnih metoda. Najcesca
metoda je lanc¢ana reakcija polimerazom - PCR (engl. Polymerase Chain Reaction) usmjerena
na dokaz stx gena, VT-PCR / Stx-PCR (PATON i PATON, 1998.b; BETTELHEIM i
BEUTIN, 2003.). CHAPMAN i sur. (2001.) su usporedbom tri metode detekcije verotoksina,
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Standardne PCR metode su najvjerojatnije najpogodnije za detekciju verotoksina u
hrani (ANON., 2004.a). Lan¢anom reakcijom polimerazom (PCR) fragmenti ciljane DNA se
umnazaju uz pomo¢ DNA polimeraze koja produzava pocetnice dodavanjem nukleotida na
odredena mjesta komplementarnog lanca ispitivane DNA koja sluzi kao kalup. U vise ciklusa
iz jedne se kopije dobije mnogostruko vise ciljane DNA koju onda mozemo izdvojiti
elektroforezom u gelu i oéitati rezultate (DELIC, 1997.). Teoretski PCR moZe iz jedne kopije,
ciljanu DNA umnoziti milijun puta u 2 sata iskljucujuci potrebu za obogacenjem kulture
(FENG, 2002.). Direktna detekcija verotoksina ELISA testom je manje specifi¢na i osjetljiva
od PCR-a.

Razli¢iti PCR postupci su opisani za detekciju stx1, stx2 i stx2 varijanti gena, te drugih
markera virulencije karakteristicnih za VTEC (intimin, enterohemolizin; fimbrije, serin-
proteaze itd.). Simpleks PCR je postupak koji se koristi za identifikaciju jednog gena, a
multipleks PCR postupak koji simultano amplificira nekoliko VTEC virulentnih gena
(POLLARD i sur., 1990.; PATON i PATON, 1998.b; PIERARD i sur., 1998.; FENG i
MONDAY, 2000.; FENG i WEAGANT, 2009.). Najc¢es¢e su u upotrebi tvz. toksin tip PCR
metode. Ipak one detektiraju sposobnost proizvodnje toksina, a ne samu ekspresiju gena ili
trenutaénu prisutnost toksina. Stoga bi se detekcija proizvodnje Stx i/ili stx gena u klini¢kim i
drugim uzorcima bez pokusaja naknadne izolacije VTEC soja trebala smatrati kao vjerojatan
rezultat (BAYLIS i sur., 2008.).

PCR se moze koristiti za ¢iste (TRKOV i sur., 2008.) mijesane i/ili obogacene kulture
(KUMAR i sur., 2001.) ili direktno za ekstrakte iz hrane i fecesa (ANON., 2004.b).
Specifi¢nost direktnog Stx—PCR postupka je ¢ak 99%, a osjetljivost u uzorcima hrane je
prosjec¢no 85% (CAPPS i sur., 2004.). Dva su problema povezana s ovom tehnikom. Prvi je
ko-ekstrakcija spojeva koji mogu inhibirati PCR reakciju, a drugi moguca amplifikacija DNA
iz mrtvih stanica (BAYLIS i sur., 2008.). Takoder, bez prethodnog obogacenja u bujonima i
umnoZavanja Zivih stanica, uobicajeni limit detekcije je u postupku PCR 10° - 10* CFU/g
(BAYLIS i sur., 2008.), za razliku od utvrdenog limita detekcije u istrazivanju CUI i sur.
(2003.) od 1 CFU/g (uzorak govedine) uz obogacivanje 6 sati na 37 °C.

lako se molekularne metode koriste za brzu pretragu hrane stx genskih sekvenci, glavni
prakti¢ni problem ostaje izdvajanje sumnjivih VTEC iz hrane zbog visoke razine
konkurentnih mikroorganizama i ostalih sojeva E. coli. lako se za otkrivanje potencijalne
prisutnosti VTEC koriste¢i PCR otislo daleko naprijed, potvrda pozitivnih uzoraka (s PCR

utvrdenim Stx genima), kulturelno i izdvajanje VTEC u uzorcima hrane ostaje tesko. Nije
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neuobicajeno da postotak stx pozitivnih rezultata u PCR postupku bude visok, a postotak
potvrdnih rezultata znatno nizi (BAYLIS i sur., 2008.).

Brojni su primjeri napornih nastojanja izolacije VTEC iz PCR pozitivnih uzoraka.

VAN DUYNHOVEN i sur. (2008.) opisuju testiranje pohranjenih pozitivnih RT PCR
(engl. Real Time PCR) uzoraka fecesa poslanih iz rutinskih laboratorija na izolaciju VTEC.
Izolirane E. coli kolonije su testirane PCR postupkom na stx1, stx2, eae i hlyA gene. 1z svakog
uzorka je testirano do 50 kolonija u namjeri da se izoliraju stx pozitivne. Ako su stx pozitivne
kolonije pronadene, serotipiziranje je provedeno na dvije slu¢ajno izabrane kolonije. Ukupno
od 1,7% uzoraka fecesa sa stx genima utvrdenih PCR pretragom, uspjesno je izolirano samo
38% VTEC sojeva. Sli¢ni problemi su prijavljeni od razli¢itih autora kod potpuno razlicitih
vrsta uzoraka.

KHAN i sur. (2002.) su u 50% VTEC pozitivnih uzoraka mesa s utvrdenim stx1 ili stx2
genima multipleks PCR postupkom, izolirali samo cetiri VTEC iz pedeset pet uzoraka zbog
¢ega su morali pretraziti oko 500 kolonija u pokusaju izolacije. Kod uzoraka obrisaka s
trupova uspjesnost izolacije VTEC varira od 37 — 84%, a od 136 PCR pozitivna uzorka
mlije¢nih proizvoda dobiveno je samo 13% izolata (BARKOCY-GALLAGHER i sur., 2003.;
VERNOZY-ROZAND i sur., 2005.).

DHANASHREE i MALLYA (2008.) opisuju razliku u osjetljivosti tri razli¢ita nacina
uporabe PCR testa za otkrivanje VTEC virulentnih gena, direktno u uzorcima mesa, u
modificiranom TSB bujonu i biokemijski potvrdenim izolatima. Obogac¢ena mTSB kultura
metodom iscrpljivanja je nacijepljena na SMAC i CT-SMAC agar, a sorbitol pozitivne i
negativne kolonije su odabirane za identifikaciju biokemijskim testom. Sve kolonije
potvrdene kao E. coli pohranjivane su u 20% glicerolu za karakterizaciju. PretraZzena su 103
uzorka. Od direktno testiranih uzoraka, 65 je pozitivno na eae gene i jedan na ostale VTEC
gene (stx1, stx2, rfb 0157, eae i hlyA). Od obogacenja 90 uzoraka je bilo pozitivno na eae i
jedan na ostale VTEC gene, dok je kulturelnom metodom izdvajanja E. coli izolirana u 80
uzoraka mesa od kojih je samo 40 bilo PCR pozitivno na eae i jedan na ostale VTEC gene.
Razlog teske izolacije VTEC iz PCR pozitivnih uzoraka moze biti nestabilnost Stx gena u
uzorcima ili izoliranim kulturama. BIELASZEWSKA i sur. (2007.) su ve¢ prilikom prve
subkultivacije u laboratoriju od 190 EHEC izolata O26 serotipa otkrili gubitak stx gena u 10%
do 14% kultura, $to su ranije zamijetili i drugi autori u non-O157 serotipovima (KARCH i
sur., 1992.) i izolatima E. coli O157:H7 (FENG i sur., 2001.). Ipak, izrazita se osjetljivost

PCR postupka pri detekciji hrane koja je inace reducirana radi prisutnosti raznih inhibitora,
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postize kod pretrage poraslih kultura, (FENG, 2001). Izbor kolonija na temelju morfotipa je
nepouzdan i daje samo 30% pozitivnih rezultata. Ispitivanje PCR testom vise odabranih
(pikiranih) kolonija, pokazala se pouzdana metoda za potvrdu VTEC pozitivnih kolonija.

Ovaj pristup je odabran kao zavrSni protokol za detekciju VTEC u razliCitim
prehrambenim proizvodima (ANON., 2005.a). MORA i sur. (2007.) opisuju postupak
detekcije VTEC kulture izolirane iz mljevene govedine. Za izolaciju non-0157 VTEC uzorci
su homogenizirani u BPW bez antibiotika. Kultura je nacjepljivana na SMAC, CT-SMAC i
MAC agar, a za PCR je uzimana puna eza porasta bakterija iz podruéja prvih linija
nacjepljivanja. Kultura s ploca je suspendirana u 0,5 mL sterilne destilirane vode i kuhana 5
min za oslobadanje DNK. Iz svake PCR pozitivne kulture po 10 E. coli kolonija sa ploca je
ponovo analizirano u PCR postupku kako bi se dobili VTEC izolati za daljnju karakterizaciju.
Ako nije bilo ni jedne pozitivne kolonije pronadene medu prvih 10 kolonija, testirano je
barem joS 40. Ako jo§ uvijek niti jedna od ispitivanih (koliformnih) kolonija nije bila
pozitivna u PCR reakciji, uzorak je prijavljen kao PCR pozitivan bez VTEC izolacije.

SLANEC i sur. (2009.) opisuju postupak detekcije VTEC na osnovi poraslih kolonija na
plo¢ama u uzorcima mesa i mlijeka koji su nasadivani na mTSBN, a nakon inkubacije
nacijepljeni na SMAC i enterohemolizin (EH) agar. Bakterijski rast je pretrazen PCR
postupkom na stx gene, a u slucaju PCR pozitivnih uzoraka u cilju otkrivanja stx pozitivnih
izolata na prisutnost stx gena je analizirano do 300 pojedina¢nih kolonija s plo¢a. U tu svrhu
stvarane su skupine (engl. pool) od po pet kolonija koje su bile podvrgnute testu, a paralelno s
tim sve odabrane kolonije su pohranjivane na agar. PCR pozitivne skupine koriStene su za
identifikaciju stx pozitivnih sojeva analizirajuci po jednu koloniju s istim postupkom. VTEC
pozitivni sojevi su pohranjivani u 50% glicerin bujon na -70 °C, za daljnju karakterizaciju.

HEDICAN i sur. (2009.) opisuju sli¢an postupak za identifikaciju velikog broja uzoraka
iz drugih laboratorija tijekom duzeg perioda (uzorak su porasle kolonije na SMAC agaru). Po
primitku SMAC plo¢a DNK se priprema brisanjem poraslih kolonija sa ploce koriste¢i 1uL
jednokratnu ezu ukljucujuéi kolonije razli¢ite morfologije uz izbjegavanje prve zone
inokulacije za pripremu Sest podjedinica uzorka (engl. sweeps). Pojedina¢ne podjedinice sa
svake primarne plo¢e su pripremane u 200 pL u molekularno-Ciste vode za izdvajanje
bakterijske DNA. Rezultat izolacije pojedina¢nih VTEC kolonija je bio visok, 75% prethodno
utvrdenih (1%) pozitivnih PCR ploc¢a. Kao i u prethodnim studijama ako nije bilo

pojedinac¢nih kolonija koje sadrze stx gene, uzorak je svejedno bio klasificiran kao PCR
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pozitivan nepoznatog VTEC serotipa, a u sluc¢aju E. coli O157 negativne serogrupe, non-
0157 VTEC.

Sto se ti¢e primjene molekularninh metoda za otkrivanje VTEC u $koljkagima postoji
mali broj objavljenih radova.

Pretragom uzoraka na trzistu SAMADPOUR i sur. (1994.) su u SAD primijenili tehniku
DNA-hibridizacije (engl. Colony DNA hybridization) na razli¢itim uzorcima prethodno
obogacene hrane, te su dva (5%) od 44 uzorka SkoljkaSa bila pozitivna sa SLT II probama
(segment DNA za dokaz stx2 gena) ali bez kasnije izolacije pozitivnih kolonija. KUMAR i
sur. (2001.; 2004.) su u tri od ukupno 48 izolata E. coli iz uzoraka skoljkasa utvrdili prisutnost
gena razli¢itih virulentnih faktora. Sva tri izolata su imala hlyA gene, a samo dva i stx gene.
Nijedan izolat nije posjedovao gen rfbO157 za kodiranje E. coli O157. Pohranjeni izolati su
nadalje karakterizirani imunoenzimskim testom (bead-ELISA) i vero-citotoksigenim testom
uz PCR i hibridizaciju za otkrivanje stx1 i stx2 gena. U jednom izolatu sa stx genima utvrden
je stx2 gen, a u drugom oba.

Pretragom zivih skoljkasa DUPRAY i sur. (1999., cit ANON., 2003.) ukazuju da se
VTEC sojevi potencijalno mogu naci u 19% Skoljkasa nizvodno od poljoprivrednih povrs§ina
u podrucju proizvodnje Skoljkasa klasificiranih kao B razred (SkoljkaSi predvideni za
procis¢avanje prije marketinga). U bujonu iz kulture skoljkasa u sedam od ukupno 36 uzoraka
utvrdeni su Stx geni. Iz pozitivnih uzoraka nije bilo pokusaja izolacije VTEC sojeva.

GUYON i sur. (2000.) su trazili samo VTEC O157 u $koljkasima te su u jednom uzorku
kamenica (n=150) izolirali jedan soj E. coli O157. Uzorak je sadrzavao 276 CFU fekalnih
koliformnih bakterija na 100 g tkiva, bez drugih serotipova E. coli. Kasnijim testiranjem na
patogene gene, eae, hlyA, stx i njihove podvarijante, utvrdena je prisutnost Stx1 i stx2c gena.

GOURMELON i sur. (2006.) su dokazali prisutnost stx gena u 40 uzoraka skoljkasa
(n=144) PCR metodom (iz homogenata hepatopankreasa ili mesa Skoljkasa inkubiranom u
BPW). Iz tih stx pozitivnih obogacenja izolirano je pet VTEC kultura (12,5%). Paralelno su
utvrdili serotip E. coli 0157 u samo jednom uzorku sa eae i ehxA (op. a. hlyA) genima, ali bez
stx gena. Svi pretrazeni uzorci vode i mora (15) bili su pozitivni na stx gene, ali nijedan soj
nije izoliran u ovim uzorcima.

U radovima vi$e autora relativno je mala stopa ozivljavanja VTEC sojeva iz PCR
pozitivnih obogacenja $koljkasa i inace mala ili nikakva ucestalost izolacije E. coli 0157
serotipova (GUYON i sur. 2000.; KUMAR i sur. 2001., 2004.; GOURMELON i sur., 2006.).
GOURMELON i sur. (2006.) takoder navode moguce razloge poteskoc¢a u izolaciji
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verotoksigene E. coli iz Skoljkasa, u malom broju bakterija VTEC u obalnom moru, veliku
koli¢inu pozadinske mikroflore, te prisutnost zivih ali nekulturabilnih VTEC zbog stresa
utjecajem mora (ROZEN i BELKIN, 2001.). Na kraju, stx geni prisutni u uzorcima $koljkasa
mogu potjecati iz VTEC, ali i iz Stx - bakteriofaga ili fagne DNA u uzorku (MUNIESA i
JOFRE (1998.). Ovi autori su ocjenjivali ucestalost Shiga toksin bakteriofaga (engl. Shiga
toksin-converting phages) u otpadnim vodama gdje je broj bakteriofaga zaraznih za E. coli
O157:H7 i prijenos stx2 gena bio u rasponu od 1-10/mL otpadne vode. Rezultati novijih
istrazivanja pokazuju da su Stx fagi inace Siroko raSireni u okoliSu, pa odredeni broj Stx
bakteriofaga nije povezan direktno sa veéim ulazima fekalnog one¢iséenja (IMAMOVIC i
sur., 2010.)

2.5.4. Biokemijska i seroloska potvrda

VTEC sojevi pokazuju zajednic¢ke biokemijske karakteristike E. coli, osim VTEC 0157
sojeva koji uglavnom ne fermentiraju sorbitol, ne stvaraju B-glukuronidazu, a fermentiraju
rafinozu i dulcitol (DOYLE i SCHOENI,1987.; CHAPMAN, 1991.).

Izdvojene kolonije porasle na TBX agaru pri 44°C koje pokazuju aktivnost R-
glukuronidaze po metodi ISO/TS 16649-3/2005 smatraju se potvrdenim bakterijama E. coli.
Ostale izdvojene kolonije karakteristika rasta tipi¢nih za E. coli O157 i/ili E. coli non-
0O157:H7 serotipove mogu se potvrditi dokazom karakteristi¢nih biokemijskih reakcija. To je
tvz. IMVIC test u kojem sojevi E. coli pokazuju indol i metil-crveno pozitivnu reakciju, a
VVogues—Proskauer i citrat negativnu. Ovakve tipi¢ne biokemijske reakcije oznacavaju biotip
1 bakterije E. coli, za razliku od indol negativnog biotipa 2 bakterija E. coli koje se ne
smatraju patogene (MEHLMAN, 1984.).

Za biokemijsku identifikaciju bakterije E. coli koriste se i komercijalni testovi s ve¢im
brojem istovremenih testova kao na primjer API-E 20, Biomerieux, Francuska, gdje su
reagensi za biokemijski niz slozeni u minijaturnim posudicama, koji se koristi po uputi
proizvodaca.

Metode za serotipiziranje VTEC se krecu u rasponu od onih koje se mogu primijeniti u
svim laboratorijima, do onih koje se primjenjuju u referentnim ili drugim specijaliziranim
laboratorijima. VTEC sojevi izolirani iz ljudi pripadaju u najmanje 472 razli¢itih O:H
serotipova, dok je 435 VTEC serotipova izolirano samo iz goveda. Shema za serotipiziranje
(SCHEUTZ i sur., 2004.) ima somatske - O antigene od O1 do 0181, a posljednji otkriveni

sojevi koji su svrstani u Sest novih skupina O176 - 0181, svi su proizvodili verotoksine i
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izolirani su iz uzoraka ljudi, goveda, svinja i mesa. Serotipiziranje flagela - H antigena se
izvodi samo u nekim laboratorijima i trenutna shema pokriva antigene 1 do 56, a tri od njih
(H13, 22 1 50) su povuceni. Zbog svog klinickog znacaja, najcesce se primjenjuju antiserumi
za odredivanje H7 antigena za sojeve koji pripadaju serogrupi E. coli O157. Prisutni Kiseli
polisaharidi kapsule (engl. Acidic Capsular Polysaccharide) su K antigeni i takoder se mogu
koristiti za tipiziranje E. coli, iako se ova metoda rijetko primjenjuje na VTEC sojevima.

Veliki broj VTEC serotipova ukljuéuje upotrebu grupnih O-antiseruma za rutinsku brzu
i presumptivnu identifikaciju. Dostupni su i komercijalni "lateks kitovi" za najucestalije
serogrupe, 0157, 026, 091, 0103, 0111, 0128, 0145 i flagelarne antigene H7.

Kolonije koje ne fermentiraju sorbitol uglavnom se u rutini odmah aglutiniraju na
prisutnost 0157 somatskih antigena i/ili H7 flagelarnih antigena (ANON., 2004.b).

Samo odredivanje pripadnosti istoj O serogrupi ne moze se uzeti kao indikator
genetskih veza unutar E. coli (BAYLIS i sur., 2008.) pa isti serotip ne otkriva i zajednicko

porijeklo.
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Bakterija E. coli je stanovnik crijeva Covjeka i domacih Zivotinja, pa je njezina
prisutnost u vodi i hrani pokazatelj fekalnog zagadenja. Neke od tih bakterija stvaraju
verotoksine (verotoksigena E. coli; VTEC) i uzrokuju oboljenja ponekad i sa smrtnim
ishodom. Skoljkasi se hrane filtriranjem mora, te koncentriraju tvari iz okoline u organizmu.
Zbog brojnih putova Sirenja VTEC iz zagadenog tla mogu¢ je nalaz VTEC sojeva u moru i
Skoljkasima. Kao hrana $koljkasi su specifi¢ni te zbog na¢ina njihovog konzumiranja moguca
su otrovanja sa VTEC. Cilj ovoga rada je stoga istraziti po prvi put u Hrvatskoj prisutnost
verotoksigene E. coli u skoljkasima Isto¢ne obale Jadrana.

U Hrvatskoj je kao i drugim zemljama EU u svrhu monitoringa proizvodnih podrucja
Skoljkasa propisana obavezna pretraga na E. coli kao indikatora moguceg zagadenja
standardnom metodom ISO/TS 16649-3:2005. Kako VTEC obuhvacaju oko 200 sojeva Koji
ne moraju imati jedinstvena kulturelna ni biokemijska svojstva, propisanom metodom za
izolaciju E. coli u skoljkasima ne¢emo detektirati izrazito patogen soj E. coli O157:H7. Zato
je potrebno primjeniti vise mikrobioloskih metoda za izdvajanje razli¢itih VTEC, uz
imunoloske ili molekularne metode za detekciju verotoksina ili njihovih gena. Stoga je u radu
cilj bio i istraziti moguénosti detekcije i izolacije VTEC kombinacijom propisane metode za
brojanje B-glukuronidaza E. coli u skoljkama i metode za izolaciju E. coli O157 u drugoj
hrani, upotrebom imunoenzimske metode (ELISA) za otkrivanje verotoksina u fecesu,
prilagodenoj uzorcima S$koljkasa. lzolati E. coli dobiveni gore spomenutim metodama
sakupljani tijekom skoro tri godine, radi otkrivanja VTEC pretraZivani su lancanom reakcijom
polimeraze (PCR) za detekciju verotoksigenih gena. Potvrdom primjenjivosti metoda u radu
na otkrivanje VTEC u skoljkasima cilj je bio potvrditi moguénost njihove primjene u
rutinskim pretragama Skoljkasa za potrebe monitoringa proizvodnih podrucja $koljkasa
Hrvatske.

Koli¢ina E. coli u skoljkasima varira ovisno o vise ¢imbenika kao $to su fluktuacije
mora, godisnja doba, vremenske prilike, brojnost populacije ljudi i Zivotinja u proizvodnom
podrucju, te fiziologija samih skoljkasa, pa je cilj bio utvrditi povezanost razlika vrijednosti
MPN E. coli u 100 grama Skoljkasa na pojavnost VTEC. Nadalje, u skladu s gore nabrojanim
¢imbenicima, Krajnji cilj je bio provijeriti hipotezu o rasirenosti VTEC u morskih $koljkasa
ovisno o utjecaju razlika izmedu vrsta skoljkasa i proizvodnih podrucja Isto¢ne obale Jadrana

te tako dati doprinos procjeni zdravstvene ispravnosti skoljkasa u Hrvatskoj.
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4. MATERIJAL | METODE

KoriSteni postupci izdvajanja E. coli iz uzoraka $koljkasa i ELISA postupak za dokaz
verotoksina obogacenjem Skoljkasa, razvijeni su u Laboratoriju za mikrobiologiju hrane i
hrane za zivotinje Veterinarskog zavoda Split - VZS, Hrvatski veterinarski institut Zagreb —
HVI. Pretraga pohranjenih izolata na prisutnost stx gena, PCR postupkom za identifikaciju
VTEC obavljena je u Laboratoriju za bakterijske zoonoze i molekulsku dijagnostiku
bakterijskih bolesti, HVI. Serotipizacija VTEC obavljena je u Nastavnhom zavodu za javno
zdravstvo Splitsko - dalmatinske Zzupanije, te u Nacionalnom referentnom centru za salmonele
I druge gram-negativne enteropatogene Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo, Zagreb. Pokus
dokazivanja moguc¢nosti unosa VTEC u organizam Zivih SkoljkaSa u prirodnim uvjetima,
filtriranjem mora zagadenog s E. coli O157:H7 obavljen je na Institutu za oceanografiju i
ribarstvo Split — IZOR.

4.1. Podrijetlo uzoraka i uzorkovanje skoljkasa

Nase istrazivanje obavili smo na uzorcima morskih Skoljkasa uzorkovanih iz
proizvodnih podrucja skoljkasa dalmatinskog dijela istocne obale Jadrana. Pravilnik o higijeni
hrane Zivotinjskog podrijetla (NN 99/2007, NN 45/11) definira proizvodno podrucje kao
podrucje mora, us¢a ili lagune na kojemu se nalaze prirodna stanista skoljkasa ili podrucja za
uzgoj skoljkasa, a iz kojega se skoljkasi sakupljaju ili izlovljavaju. Sveukupno smo pretrazili
900 skoljkasa sa zastupljenim svim vrstama Skoljkasa u Planu pracenja kvalitete mora i
Skoljkasa na proizvodnim podru¢jima i podru¢jima za ponovno polaganje zivih $koljkasa (NN
49/07, NN 91/08, NN 31/09, NN 37/10). Pretrazena su 642 uzorka dagnji, 118 uzoraka

prnjavica, 80 uzoraka kamenica, te 60 uzoraka kunjki.

Klasifikacija i nomenklatura Skoljkasa, Linnaeus, 1758

Carstvo Animalia
Koljeno Mollusca
Razred: Bivalvia sinonimi; Conchifera, Lamellibranciata, Pelecypoda

Skoljkasi su Zive Zivotinje koje pripadaju koljenu mekusaca, razredu dvoljuskara. Cetiri
vrste Skoljkasa (taksonomski podaci provjereni u World Register of Marine Species -

WORMS, APPELTANS i sur., 2011.) koji se uzgajaju ili izlovljavaju u ovim podru¢jima su:
50



- dagnje, lat. Mytilus galloprovincialis, Lamarck, 1819.; engl. mediterranean
mussel; hrvatski sinonimi, dagna, daganja, daglja, datul, pedo¢, pido¢, pizdica,

musula, musSulja, uSenak itd.

|

/

e

.
“

&

Slika 3. Dagnje (foto: I. Listes)

- kamenice lat. Ostrea edulis Linnaeus, 1758.; engl. common oyster; hrvatski

sinonimi ostriga, ostriga, ostrega, ostrga, lostrga, lostriga, Stroliga itd.
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Slika 4. Kamenice (foto: I. Listes)
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- prnjavice lat. Venus verrucosa, Linnaeus, 1758.; engl. warty venu hrvatski

sinonimi brbavica, kucica, dondola, grop, rovanica, ladinka itd.
[

]
-—

Slika 5. Prnjavice (foto: I. Listes)

- kunjke lat. Arca noae, Linnaeus, 1758.; engl. Noah’s Ark shell; hrvatski

sinonimi musula, musul, mosun, kunka, papak, unjka, pizdica, $koljak, skoljka

4 £-4

Slika 6. Kunjke (foto: I. Listes)

Kunjke su izuzete iz pretrage na prisutnost VTEC zbog preliminarno utvrdene izrazito
niske pojavnosti bakterije E. coli Sto je i jedan od razloga njihova iskljuéenja iz plana
monitoringa 2010. godine (NN 37/10), medutim ukljucene Su u statisticku obradu pracenja
pojavnosti bakterije E. coli kao indikatora zagadenja s obzirom na vrste skoljkasa.
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Uzorkovanje Skoljkasa

Skoljkasi (n=900) pretrazivani na prisutnost VTEC, uzorkovani su slu¢ajnim odabirom
u periodu od 9. mjeseca 2007. godine do 6. mjeseca 2010. godine, u svim godi$njim dobima, i
iz razreda A i B, te iznimno C svih proizvodnih podru¢ja dalmatinskog dijela isto¢ne obale
Jadrana.

Prema Pravilniku o sluzbenim kontrolama hrane Zivotinjskog podrijetla (NN 99/2007)
Prilog Il, Poglavlje II, tocka A. Razvrstavanje proizvodnih podrucja i podrucja za ponovno
polaganje, Ministarstvo poljoprivrede (MP) razvrstava proizvodna podru¢ja u kojima dopusta
sakupljanje/izlovljavanje zivih Skoljkasa u jedan od tri razreda ovisno o razini fekalnog
oneciS¢enja odnosno razini zagadenja s bakterijom E. coli:

e razred A - podrucja u kojima Zivi §koljkasi sadrze <230 MPN E. coli na 100 g mesa
i meduljusturne tekuéine te se smiju sakupljati/izlovljavati izravno za prehranu ljudi,

e razred B - ona podru¢ja u kojima zivi $koljkasSi ne smiju sadrzavati vise od 4600
MPN E. coli na 100 g mesa i meduljusturne tekuéine, te se smiju sakupljati/izlovljavati za
prehranu ljudi tek nakon ponovnog polaganja u podruéju za prirodno proc¢iséavanje zivih
Skoljkasa ili obrade u centru za procis¢avanje,

e razred C - ona podru¢ja u kojima zivi $koljkasi ne smiju sadrzavati vise od 46000
MPN E. coli na 100 g mesa i meduljusturne tekudine, te se smiju sakupljati/izlovljavati za
trziste tek nakon Sto su bili tijekom duljeg razdoblja ponovno polozeni u podrucju za prirodno
prociS¢avanje zivih skoljkasa.

Pri uzorkovanju Skoljkasa za provjeru mikrobioloSke kvalitete poStivala su se sljedec¢a
pravila iz Plana pracenja kvalitete mora i $koljkasa na proizvodnim podruéjima i podru¢jima
za ponovno polaganje zivih Skoljkasa, NN 49/07 (dalje u tekstu Plan monitoringa).

o Skoljkasi koji se uzimaju za pretrage moraju biti komercijalne veli¢ine,

e skoljkasi uzgajani na vertikalnim linijjama (pergolarima) i koSarama, dagnje i
kamenice, uzorkuju se s vrha, sredine i dna te se mijeSaju kako bi se dobio jedan
reprezentativan uzorak od 2 kg. Na pojedinim tockama gdje se o¢ekuje ili je dokazan razlicit
utjecaj stupca morske vode, odnosno morskih struja na razinu fekalnog zagadenja, uzorkuje se
s tri razine (vrh, sredina i dno) §to ¢ini 3 uzorka na istoj tocki,

e uzorkovanje SkoljkaSa koji Zive na morskom dnu obavlja se specifiénim ribolovnim
alatima povlacenjem po dnu, tako da kontrolna tocka bude u sredini povrSine obuhvacene

povla¢enjem. Ako se Skoljkasi izlovljavaju ronjenjem, moraju se sakupiti po morskom dnu u
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radijusu najdalje 50 m od kontrolne tocke odredene koordinatama. Uzorak se kod oba nac¢ina
sastoji od 2 kg Skoljkasa,

¢ ako nije odabrana indikatorska vrsta — ona vrsta $koljkasa koja dokazano ima najvece
MPN/100g vrijednosti na toj toc¢ki, uzimaju se uzorci od svake vrste u koli¢ini od 2 kg,

¢ nakon uzorkovanja skoljkasi se pakiraju mrezice, i/ili u plasticne vrecice tako da se
sprijeci vanjska kontaminacija. Potom se slazu u rashladnu kutiju sa reSetkama i sli¢no, radi
izbjegavanja medusobne kontaminacije eventualnim ispusStanjem meduljusturne tekucine
(kamenice se upravo stoga pakiraju sa konkavnom stranom okrenutom gore),

e uzorkovani $koljkasi se iz pojedinih proizvodnih podruéja u roku od 24 sata
dopremaju u rashladnim sanducima u laboratorij na temperaturama nizim od temperature
uzorkovanja, a u slu¢aju transporta duzeg od 4 sata, na temperaturama manjim od 8 °C,

Sve bakterioloske pretrage dostavljenih uzoraka obavljene su u Veterinarskom zavodu
Split, Laboratorij za mikrobiologiju hrane i hrane za Zivotinje.

Broj pretrazenih uzoraka (n=900) je ¢inio 70% uzoraka od ukupno pretrazenih $koljkasa
Dalmacije po redovitim planovima monitoringa u istom periodu. Ostali rezultati pretraga
kontinuirano uzorkovanih Skoljkasa Dalmacije prezentirani su i zasebno statisticki obradeni u

svrhu pracenja E. coli kao indikatora zagadenja.

Toc¢ke uzorkovanja i proizvodna podrucja Skoljkasa dalmatinskog dijela isto¢ne

obale Jadrana

Tocke na kojima se uzorkuju SkoljkaSi odreduju se tijekom sanitarnog nadzora kao
mjesta s najvec¢im rizikom od fekalnog zagadenja ljudskog ili zivotinjskog podrijetla, unutar
proizvodnog podrucja. Reizdanjima planova monitoringa doslo je do promjena naziva toc¢aka
i proizvodnih podrucja tijekom perioda naseg istrazivanja, pa se za iste geografske koordinate
ovdje navode nazivi iz Plana monitoringa za 2010. godinu, (NN 37/10). Tocke iz proizvodnih
podrucja koja su postojala na pocetku istrazivanja, ali su isklju¢ena iz monitoringa dvije i vise
godina nisu dalje uzimane u statistiCku obradu u ovom radu, za razliku od to¢aka na kojima je
promijenjena vrsta skoljkasa, a nalaze se u proizvodnom podrucju i/ili zoni koja je i dalje pod
stalnim monitoringom. Proizvodna podrucja dalmatinskog dijela istocne obale Jadrana u
kojima se uzgajaju i izlovljavaju zivi Skoljkasi podijeljena su na manje podjedinice - zone s

pripadaju¢im to¢kama uzorkovanja, prikazana su u tablici 4.

54



Tablica 4. Proizvodna podruéja Skoljkasa obuhvacena istraZzivanjem

Proizvodno podrucje Zona Tocka uzorkovanja Vrsta skoljkasa
Uvala Dinjiska - Pag *Uvala Dinjiska - Pag Dinjiska M1 dagnje
Uvala Stara Povljana - Pag | *Uvala Stara Povljana - Pag| Stara Povljana M1 dagnje
Modri¢ - Seline *Modri¢ - Seline Modri¢ - Seline M1 dagnje
***Pasmanski kanal *Pasmanski kanal Pasmanski kanal M1/M2 kunjke/prnjavice
Novigradsko more *Novigradsko more Novigradsko more M1 dagnje
Pirovacki zaljev *Pirovacki zaljev Pirovac M1 dagnje
Sibenik I Sibenik I M1 dagnje
Sibenik II Sibenik IT M2 dagnje
. Sibenik I1I Sibenik I1I M3 dagnje
Usée rijeke Krke — — :
Sibenik IV Sibenik IV M4 dagnje
Zaton Zaton M5 dagnje
Strmica Strmica M6 dagnje
Kanal Sv. Ante u Sibeniku | *Kanal Sv.Ante u Sibeniku Sv. Ante stara M1 dagnje
Marinski zaljev *Marinski zaljev Stipan Jaz M1 dagnje

Bene Bene M1 **kunjke/prnjavice
Slatine Slatine M2 **kunjke/prnjavice
Trogirski kanal Trogirski kanal M3 **kunjke/prnjavice
Kastelanski zaljev Mlinice Mlinice M4 **kunjke/prnjavice
Nehaj Nehaj M5 **kunjke/prnjavice
Kastel Luksic¢ Kastel Luksi¢ M6 **kunjke/prnjavice
Kastel Gomilica Kastel Gomilica M7 **kunjke/prnjavice
Kuta M1 dagnje
Kuta - -
Kuta M2 dagnje/ kamenice
i Mali Ston M3 dagnje/ kamenice
Mali Ston : X
Mali Ston M4 dagnje
. Hodilje M5 dagnje
Hodilje — :
Hodilje M6 dagnje
Banje Banje M7 dagnje
Soca M8 dagnje
Soca :
Soca M9 dagnje
- L Bistrina M10 dagnje/ kamenice
Malostonski zaljev Bistrina — :
Bistrina M11 dagnje
Bjejevica Bjejevica M12 dagnje
Usko — Kanal Usko — Kanal M13 dagnje
Brijesta | Brijesta | M14 dagnje/ **kamenice
Brijesta Il Brijesta Il M15 dagnje/ kamenice
Kabli Kabli M16 dagnje
Blazevo Blazevo M17 dagnje
Sutvid Sutvid M18 dagnje
Sutvid Sutvid M19 dagnje/ kamenice
*Malostonski zaljev Maloston. zaljevM1 **kunjke/prnjavice
Uvala Sobra - Mljet *Uvala Sobra - Mljet Sobra M1 dagnje

*proizv. podrugje = zona;**vrste $koljkasa koje se vise se ne uzorkuju po planu monitoringa iz2010;***uzorkovano samo 2007.
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U tablici 4 prikazana proizvodna podru¢ja poredana su po zemljopisnom polozaju od
sjeverozapada prema jugoistoku. Prema Planu monitoringa za 2010. godinu primijenjenom od
1.7.2010. godine u nekim podru¢jima/zonama (oznaka**) ukinuto je uzorkovanje odredene
vrste Skoljkasa, jer su za to podrucje izabrane one indikatorske vrste skoljkaSa koje su imale
konstantno vece vrijednosti MPN E. coli/100g u preliminarnom razdoblju. Proizvodna
podru¢ja dalmatinskog dijela istocne obale Jadrana obuhvacena istrazivanjem odakle su

uzorci (svih dvanaest) ozna¢ena su na karti Hrvatske u Prilogu 1.
Opc¢a nacela postupka pretrage $koljkasa

U pretrazi Skoljkasa na nalaz bakterije VTEC KoriSteni su sljedeci postupci:

a) Postupak izolacije i identifikacije bakterije E. coli sa "klasi¢nim" kulturelnim
postupcima

a.l) Metoda za brojanje i izolaciju B-glukuronidaza pozitivne E. coli pri 44 °C;
standardna MPN metoda, ISO/TS 16649-3/2005 - Horizontalna metoda za brojenje
glukuronidaza pozitivne E. coli - Dio 3: Postupak najvjerojatnijeg broja upotrebom 5-brom-4-
klor-3-indol B -D- glukuronida (ANON., 2005.b)

a.2) Metode za izolaciju 3-glukuronidaza negativne, presumptivne E. coli O157

Metoda 1. modifikacija MPN metode za izolaciju 3-glukuronidaza negativne E. coli na
TBX agaru pri 41,5 °C

Metoda 2. kombinacija MPN metode i metode za izolaciju B-glukuronidaza negativne
E. coli sa dodatnim obogacenjem u mTSBN i izdvajanjem na kromogenom O157:H7 ID
agaru

Metoda 3. metoda za izolaciju R-glukuronidaza negativne E. coli obogacenjem u
mTSBN i izdvajanjem na kromogenom O157:H7 ID agaru (i CT-SMAC agaru)

Koristeni postupci u bakterioloskoj pretrazi razvijeni su u Laboratoriju za
mikrobiologiju hrane i hrane za Zivotinje, Veterinarskog zavoda Split (S-2 VZS) kao rezultat
dugogodisnjeg rada. Tri razlicite modificirane metode izolacije presumptivne E. coli 0157
razvijane su u ovisnosti o dostupnosti hranjivih podloga u laboratoriju, te njihove prikladnosti
za istovremenu upotrebu za utvrdivanje prisutnosti verotoksina ELISA metodom. Za potvrdu
uspjeha izolacije VTEC i izbor najprimjerenijih hranjivih podloga i tehnike izdvajanja unutar
same metode, ovi modificirani postupci verificirani su viSekratno zagadenjem homogenata
Skoljkasa i1 zivih dagnji putem mora sa VTEC O157:H7.
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b) Imunoenzimski test (ELISA) za utvrdivanje prisutnosti verotoksina

Postupak je prilagodeni izvorni postupak za uzorke fecesa na uzorke hrane u postupku
obogacivanja. Ovaj postupak je takoder razvijen u laboratoriju S-2 VZS, te je verificiran
umjetnim zagadenjem homogeniziranih uzoraka SkoljkaSa i oneciS¢enjem zivih dagnji sa

VTEC O157:H7.

c) Postupak lancane reakcije polimerazom (PCR) za utvrdivanje prisutnosti gena za
verotoksine i dodatne virulentne faktore u porastu glukuronidaza pozitivnih kultura E. coli
na agaru i Cistih sojeva bakterije E. coli izoliranih postupkom za izolaciju glukuronidaza
negativne E. coli / presumptivne E. coli 0157.

PCR pretraga obavljena je tijekom ovog istrazivanja u laboratoriju za Hrvatskog
veterinarskog instituta u Zagrebu, a postupak je verificiran sa VTEC O157:H7 i pohranjenom

DNA sa trazenim genima Virulentnosti.

Priprema laboratorijskog i testnog uzorka

Uzorak predstavlja 2 kg Skoljkasa uzetih na propisani nacéin, s tocke uzorkovanja
propisane planom monitoringa, a oznacen je imenom i brojem toc¢ke. Nakon dolaska u
laboratorij uzorci se pohranjuju u hladnjak na 3°+ 2° C do trenutka testiranja, koje je zapocelo
u roku 24 sata ili iznimno 48 sati od uzorkovanja. Zamrzavanje Skoljkasa za odredivanje
mikrobioloske kvalitete zivih §koljkasa nije dozvoljeno.

Laboratorijski uzorak predstavlja najmanje 15 dagnji, 10 kamenica/kunjki ili 30
prnjavica. Za pripremu homogeniziranog uzorka (testni uzorak) odbacuje se svaki otvoreni
skoljkas i oni ostec¢ene ljusture. Ostali $koljkasi se oribaju Cetkicom i isperu pod mlazom
hladne tekuce vode provjerene kvalitete 1 osuSe slaganjem na upijajuci papir ili stani¢evinu.
Skoljkasi se otvaraju specijalnim sterilnim noZem i pri tom se sva tekuéina prikuplja u
izvaganu sterilnu posudu ili vre¢icu za homogenizaciju, a meso se izreze i ostruzZe se sadrzaj
donje ljusture. Tezina ociS¢enih Skoljkasa varira ovisno o njihovoj veli¢ini i meduljusturnoj
tekucini. Radi pripreme $to ujednacenijeg testnog uzorka nakon sakupljanja dovoljne koli¢ine
uzorka (oko 250 g) u vrecici s filtar-mrezicom sadrzaj se homogenizira u peristaltickom
homogenizatoru (dagnje), dok se ostale vrste $koljkasa homogeniziraju Stapnim mikserom

pulsiraju¢im pokretima u sterilnoj posudi. Nakon pripreme testnog uzorka slijedi priprema
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osnovnog razrjedenja s diluentima (pocetna suspenzija) ovisno o propisanoj ili odabranoj

metodi 1ISO 6887-1:1999 (ANON., 1999.) i ISO 6887-3:2003 (ANON., 2003.a)

4.2. Postupci izolacije i identifikacije E. coli

4.2.1. Metoda za brojanje i izolaciju R-glukuronidaza pozitivne E. coli (ISO/TS

16649-3/2005)

Priprema testnog
uzorka
ISO 6887-3: 2003

A\ 4

Meso skoljkasa (dagnje) s njihovom intervalvularnom
tekué¢inom se homogenizira u vreéici s filtar-mrezicom u
peristaltickom homogenizatoru, dok se ostale vrste §koljkasa

homogeniziraju mikserom

Priprema pocetne suspenzije
(osnovno razrjedenje 1:10) i
daljnjih serijskih razrjedenja
u MRD
ISO 6887-1:1999

!

U 50 g uzorka doda se 450 mL 0,1% peptonske vode (MRD)
uz ponovnu homogenizaciju (pogetna suspenzija, 1:10; 107%).
U bogicu s 90 mL MRD stavi se 10 mL podetne suspenzije za
pripremu 1072 razrjedenja. Postupak se ponavlja za sljedeée
razrjedenje  10° itd. Razrjedenja se homogeniziraju

mijeSanjem u dobro zatvorenim staklenim bocicama

Nasadivanje i umnaZanje
(najmanje tri serijska razrjedenja
od pet epruveta MMGB)
Inkubacija 37 °C/22-26h.

!

U prvi niz inokulira se 10 mL 10" razrjedenja u svaku od pet
epruveta s 10 mL MMGB dvostruke jacine. U drugi niz
epruveta s 10 mL MMGB jednostruke jacine inokulira se po 1
mL 10" razrjedenja, U tre¢i niz po 1 mL 1072 razrjedenja, te

tako dalje, kada o¢ekujemo povecani broj E. coli.

Izolacija i identifikacija na
TBX agaru
Inkubacija 44 °C/18-24h

l

Iz svih epruveta svakog niza s prisutnoséu kiseline
precjepljuju se kulture na podijeljenu plocu TBX agara.
Nakon inkubacije sva "polja" agara s poraslim plavo zelenim
kolonijama kao rezultat aktivnosti  R-glukuronidaze,

oznacavaju prisutnost E. coli *

Izra¢unavanje MPN E. coli
ISO 7218:2007

1z broja polja s E. coli prema podacima iz MPN tablica za
primjereno razrjedenje U 5 epruveta ocita se njihov

najvjerojatniji broj na 100 g skoljkasa

*Tehnika nacjepljivanja s porastom B-glukuronidaza pozitivne E. coli na TBX agar prikazan je na slici 18.

Shema 1. Metoda ISO/TS 16649-3/2005 za brojanje i izolaciju -glukuronidaza
pozitivne E. coli pri 44 °C u uzorcima skoljkasa (ANON., 2005.b)
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Opca nacela pretrage se zasnivaju na ozivljavanju eventualno oStecenih bakterija E. coli
u diluentu za oporavak - MRD (Maximum recovery diluent, Biolife Italiana) uz umnazanje u
epruvetama serijskih razrjedenja modificiranog mineralnog glutamatnog bujona - MMGB,
(Glutamate Selective Broth, Biokar Diagnostics, France). Broj E. coli se odreduje
ocitavanjem najvjerojatnijeg broja mikroorganizama (MPN) izolacijom na kromogenom
tripton Zu¢nom glukuronid agaru - TBX, (Tryptone bile X-GLUC agar, Biolife Italiana) iz
niza serijskih razrjedenja od pet epruveta iz tablica norme ISO 7218:2007, (ANON., 2007c).

4.2.2. Metode za izolaciju -glukuronidaza negativne E. coli

Kroz trogodiSnji period istrazivanja koriStene su tri metode s istim ciljem izolacije
kolonija morfoloskih karakteristika presumptivnih VTEC sojeva, 3-glukuronidaza negativne
E. coli O157:H7

Zbog mogucéeg pregustog rasta mijeSane bakterijske kulture i/ili prerastanja neciljanog
mikroorganizma preko ploca selektivnih agara, te zbog mogucnosti da ciljani mikroorganizmi
ne budu prisutni u volumenu koji se nacjepljuje na plocu u koli¢ini dostatnoj za izolaciju,
usporedili smo vise tehnika (varijante) nacjepljivanja bujonskih kultura na ploée izabranih
agara, za svaku metodu. Skoljkasi uzorkovani po redovnom monitoringu dalje su pretrazivani

najprimjerenijim postupcima.

Metoda 1. Modifikacija ISO/TS 16649-3 MPN metode za izolaciju B-glukuronidaza

negativne E. coli na TBX agaru inkubacijom pri 41,5 °C

Opca nacela pretrage se zasnivaju iskoriStenju pocetne suspenzije i umnazanja svih E.
coli (bez obzira na biokemijske karakteristike) u MMGB kao dijela standardne MPN metode,
uz izdvajanje na propisanom TBX agaru uz modifikaciju temperature inkubacije sa 44 °C na
41,5 °C za osjetljive E. coli O157:H7. Porasle bijele 3-glukuronidaza negativne kolonije
precjepljuju se na EMBA agar (Eo. Me. Blue Agar w/lactose and sucrose, Biolife Italiana) za
presumptivnu identifikaciju bakterija E. coli. Pogodnost ove metode je koriStenje prve faze
standardne metode ISO/TS 16649 - 3 / 2005 iz redovne rutinske pretrage $koljkasa u bujonu
bez zuénih soli i antibiotika kao mogucih inhibitora, bez dodatne homogenizacije uzorka uz
ekonomski aspekt koriStenja postoje¢ih hranjivih medija i bez uvodenja novih skupljih

podloga.
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Priprema testnog
uzorka
ISO 6887-3: 2003

!

Priprema pocetne suspenzije
(osnovno razrjedenje 1:10) i
daljnjih serijskih razrjedenja
u MRD
ISO 6887-1:1999

|

Nasadivanje i umnaZanje
(najmanje tri serijska razrjedenja
u pet epruveta MMGB)
Inkubacija 37 °C/22-26h

’

Meso s$koljkasa (dagnje) s intervalvularnom
teku¢inom se homogenizira u vreéici s filtar-
mrezicom u peristaltickom homogenizatoru, dok se
ostale vrste skoljkasa homogeniziraju mikserom

U 50 g uzorka doda se 450 mL 0,1% peptonske
vode (MRD) uz ponovnu homogenizaciju (pocetna
suspenzija, 1:10;10%). U bogicu s 90 mL MRD stavi
se 10 mL pocetne suspenzije za pripremu 107
razrijedenja. Postupak se ponavlja za sljedece
razrjedenje 107 itd. Razrjedenja se homogeniziraju
mijeSanjem u dobro zatvorenim staklenim boc¢icama

U prvi niz inokulira se 10 mL 107 razrjedenja u
svaku od pet epruveta s 10 mL MMGB dvostruke
jacine. U drugi niz epruveta s 10 mL MMGB
jednostruke jaGine inokulira se po 1 mL 10°
razrjedenja, U tre¢i niz po 1 mL 107 razrjedenja, te
tako dalje, kada o¢ekujemo povecani broj E. coli

Izolacija i identifikacija na TBX agaru

Inkubacija 41,5 °C/18-24h

Varijanta 1. *
Iz svake epruvete prvog niza s
MMGB, se wuzima po 200 pl
inkubirane kulture, ukupno 1 mL koji
se razrjeduje dva puta s 9 mL MRD
(10" i 10%. Razrijedena kultura se
precijepi ezom prvo na jednu
petrijevu plo¢u TBX agara, a potom
bez spaljivanja eze na sljede¢u plocu

Varijanta 2.**

Iz svake epruvete prvog niza sa
MMGB, precijepi se kultura ezom na
prvi kvadrant jedne petrijeve ploce s
TBX agarom u obliku pet susjednih
kapi. Potezima eze kapi se spoje i
razvuku preko ploce, a potom bez
spaljivanja eze na novu plo¢u TBX
agara.

Varijanta 3. ***
1z svake epruvete prvog niza sa
MMGB, precijepi se kultura ezom
na prvi kvadrant petrijeve ploce s
TBX agarom u obliku pet susjednih
kapi. Ezom se kapi spoje te se
kultura nacijepi po cijeloj ploci
metodom iscrpljivanja (engl. streak
plate; T Streak) preko 3 polja uz

TBX agara

spaljivanje eze izmedu polja.

e P

Bijele kolonije
(sve ili najmanje 5)

y
Identifikacija na EMBA
Inkubacija 41,5° C/18 -24h.

A

y

Kolonije tamno
sa ili bez metalnog sjaja

ljubicaste boje

A

y

Biokemijska identifikacija

* Varijanta 1 prikazana je na slici 10.
** Varijanta 2 prikazana je na slici 11.
***\/arijanta 3 prikazana je na slici 11.

Shema 2. Metoda 1. Modifikacija ISO/TS 16649-3 MPN metode za izolaciju

R-glukuronidaza negativne E. coli na TBX agaru uz inkubaciju pri 41,5 °C
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Metoda 2. Kombinacija MPN metode i metode za izolaciju R-glukuronidaza
negativne E. coli s dodatnim oboga¢enjem u mTSBN i izdvajanjem na O157:H7 ID

agaru

Opca nacela pretrage se zasnivaju na koristenju pocetne suspenzije i umnazanja E. coli
u MMGB kao dijela standardne MPN metode, uz dodatak drugog po redu bujona (Tryptic soy
broth modified, mTSB, Biolife Italiana), mMTSBN - modificirani tripton soja bujona s
dodatkom novobiocina zavrSne koncentracije 20 mg/L, za selektivno umnazanje E. coli
O157:H7.

Izdvajanje se zasniva na otkrivanju [-glukuronidaza negativnih kolonija na
kromogenom agaru O157:H7 ID (O157:H7 - ID medium / O157:H7 ID - F, BioMerieux, SA,
France). Za pocetnu kontrolu metode istovremeno Se Koristi uobicajeni Cefiksim-Telurit-
Sorbitol MacConkey agar - CT-SMAC (SMAC-CT agar, BioMerieux, SA, France) za
izdvajanje sorbitol negativnih kolonija. Agar O157:H7 ID sadrzi mjesavinu ugljikohidrata i
dvije kromogene tvari za otkrivanje enzimske aktivnosti R-galaktozidaze prisutne u gotovo
svim sojevima E. coli bez obzira na njihov serotip i B-glukuronidaze prisutne u gotovo svim
E. coli non-O157. Serotip E. coli O157:H7 na ovom mediju raste kao dobro vidljive
smaragdno zelene kolonije izmedu kolonija ostalih sojeva koje su bezbojne, ruzi¢aste, tamno
ljubic¢asto-modre do purpurno-crvene. Na CT-SMAC agaru kolonije koje fermentiraju sorbitol
su ruzic¢asto do crvene boje, a tipicne kolonije O157:H7 koje ne fermentiraju sorbitol su
bezbojne ili neutralne-sivo-oker boje s mutnim centrom 1-2 mm u promjeru.

Pogodnost ove metode je koristenje prve faze standardne metode (ISO/TS 16649 - 3 /
2005, ANON., 2005.b) iz redovne rutinske pretrage $koljkasa u bujonu bez zu¢nih soli i
antibiotika kao mogucih inhibitora, bez dodatne homogenizacije uzorka. Utrosak drugog po
redu bujona mTSBN samo je 10mL po uzorku, ali je ukupno vrijeme izolacije produzeno za

24 sata radi inkubacije dva bujona.
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Priprema testnog uzorka
ISO 6887-3:2003

v

Meso $koljkasa (dagnje) s intervalvularnom
teku¢inom se homogenizira u vrecici s filtar-
mrezicom u peristaltiCkom homogenizatoru, dok se
ostale vrste Skoljkasa homogeniziraju mikserom

Priprema pocetne suspenzije
(osnovno razrjedenje 1:10) i
daljnjih serijskih razrjedenja
u MRD
ISO 6887-1:1999

U 50 g uzorka doda se 450 mL 0,1% peptonske
vode (MRD) uz ponovnu homogenizaciju (pocetna
suspenzija, 1:10;10%). U bogicu s 90 mL MRDa
stavi se 10mL podetne suspenzije za pripremu 1072
razrijedenja. Postupak se ponavlja za sljedece
razrjedenje 107 itd. Razrjedenja se homogeniziraju
mijeSanjem u dobro zatvorenim staklenim boc¢icama

}

Umnazanje 1.
(najmanje tri serijska razrjedenja
u pet epruveta MMGB)
Inkubacija 37 °C/22-26h

U prvi niz inokulira se 10 mL 107 razrjedenja u
svaku od pet epruveta sa 10 mL MMGB dvostruke
jagine. U drugi niz inokulira se po 1 mL 10*
razrjedenja s 10 mL MMGB jednostruke jacine, u
treéi niz po 1 mL 1072 razrjedenja sa 10 mL MMGB
iste jacine, te tako dalje kada oCekujemo povecani
broj E. coli.

!

Umnazanje 2.
umTSBN
Inkubacija 41,5 °C/18-24h

Nakon zavrSetka inkubacije iz epruveta dvostruko
jakog MMGB gdje je utvrdena prisutnost kiseline,
uzima se po 0,1 mL kulture i prebacuje u
zajednicku epruvetu s 10 mL mTSBN

v o

Izolacija i identifikacija na
CT-SMAC agaru
Inkubacija 41,5 °C/18-24h

Izolacija i identifikacija na
O157:H7 ID agaru
Inkubacija 41,5 °C/18-24h

_——

Varijanta 1.*

Kultura se nacijepi iscrpljivanjem jednim
potezom preko dvije plo¢e oba agara u
razmacima eze od 5 mm, bez spaljivanja. U
slucaju izostanka porasta i/ili slabog rasta
inkubacija se produzava 24 sata, a u slucaju
pregustog rasta kultura se precijepi tehnikom
iscrpljivanja na dodatnu plocu O157 H7 ID
agara.

Varijanta 2.**

Kultura se nacijepi preko jedne ploc¢e oba agara,
tehnikom iscrpljivanja kulture preko tri polja sa
spaljivanjem eze izmedu polja (engl. streak plate, T
Streak). U slucaju izostanka porasta i/ili slabog
rasta inkubacija se produzava 24 sata, a u slucaju
pregustog rasta kultura se precijepi tehnikom
iscrpljivanja na dodatnu plo¢u O157 H7 ID agara.

Bezbojne / sivo-oker kolonije s
mutnim centrom 1-2 mm u
promjeru na CT-SMAC

-

smaragdno zelene kolonije na
0O157:H7 ID

¢

¢

Biokemijska identifikacija

* Varijanta 1 prikazana je na slici 13.
**\/arijanta 2 prikazana je na slici 12.

Shema 3. Metoda 2. Kombinacija MPN metode i metode za izolaciju R-glukuronidaza

negativne E. coli sa dodatnim obogaé¢enjem u mTSBN i izdvajanjem na O157:H7 ID agaru
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Metoda 3. Metoda za izolaciju R-glukuronidaza negativne E. coli obogacenjem u

MTSBN i izdvajanjem na O157:H7 ID (i CT-SMAC agaru)
Priprema testnog Meso $koljkasa (dagnje) s intervalvularnom

tekuc¢inom se homogeniziraj u vrecici s filtar-
uzorka

mrezicom u peristaltic(kom homogenizatoru, dok se
1ISO 6887-3: 2003 ostale vrste Skoljkasa homogeniziraju mikserom

Nasadivanje i umnaZanje
umTSBN
Inkubacija 41,5 °C/18-24h

25 g testnog uzorka se pomijesa u vrecici s 1/3
dijela 225 mL mTSBN. Homogenizira se u
peristaltickom homogenizatoru srednjom brzinom
1. minutu, a nakon dodatka preostale 2/3 mTSBN
jo§ 1 minutu sa najmanjom jako$c¢u udaraca. Bujon
se inkubira u vodenoj kupelji uz laganu tresnju od
40 p/min

L

Izolacija i identifikacija na Izolacija i identifikacija na
CT-SMAC agaru O157:H7 ID agaru
Inkubacija 41,5 °C/18-24h Inkubacija 41,5 °C/18-24h

e

Varijanta 1. * Varijanta 2.** Varijanta 3. ***
Kultura iz mTSBN nacijepi se Kultura iz mTSBN nacijepi se preko Iz umnoZene kulture u mTSBN
iscrpljivanjem jednim potezom preko jedne plote oba agara, tehnikom priredi se 102 i 107 razrjedenje, te

dvije plo¢e oba agara u razmacima
eze od 5 mm, bez spaljivanja U
slu¢aju izostanka porasta i/ili slabog
rasta inkubacija se produzava 24 sata,
a u slucaju pregustog rasta kultura se
precijepi tehnikom iscrpljivanja na
dodatnu plocu O157:H7 ID agara.

iscrpljivanja kulture preko tri polja sa
spaljivanjem eze izmedu polja (engl.
streak plate, T Streak). U slucaju
izostanka porasta i/ili slabog rasta
inkubacija se produzava 24 sata, a u
slu¢aju pregustog rasta kultura se
precijepi tehnikom iscrpljivanja na
dodatnu plocu O157:H7 ID agara.

se na ploCe oba selektivna agara
precijepi po 50 pl razrjedenja i
razmaze L Stapicem. U slucaju
izostanka porasta i/ili slabog rasta
inkubacija se produzava 24 sata, a u
slu¢aju pregustog rasta kultura se
precijepi tehnikom iscrpljivanja na
dodatnu plocu O157:H7 ID agara.

Bezbojne / sivo-oker kolonije s
mutnim centrom 1-2 mm u
promjeru na CT-SMAC

smaragdno zelene kolonije na

O157:H7 ID

Biokemijska identifikacija

* Varijanta 1 prikazana je na slikama 14 -16.
** Varijanta 2 prikazana je na slikama 14 -16.
***Varijanta 3 prikazana je na slikama 14 -16.

Shema 4. Metoda 3. Metoda za izolaciju B-glukuronidaza negativne E. coli obogac¢enjem u

mTSBN i izdvajanjem na O157:H7 ID (i CT-SMAC agaru)




Metoda 3. se zasniva na opéem principu umnazanja bakterije E. coli O157 po
standardnoj proceduri ISO 16654:2001 uz izdvajanje B-glukuronidaza negativnih E. coli na
kromogenom agaru (bez imunomagnetske separacije primjenjive samo za E. coli O157:H7) i
pocetnu usporedbu na propisanom CT-SMAC agaru. Za izbor najprikladnije tehnike
izdvajanja kolonija na plo¢ama agara usporedeno je viSe varijanti izolacije preporu¢enom po
BAM (Bacteriological analytical manual) protokolu (FENG i WEAGANT, 2002.; 2009.).

Princip djelovanja selektivnog umnazanja E. coli O157 u mTSBN i izdvajanja R-
glukuronidaza i sorbitol negativnih kolonija na CT-SMAC agaru i O157:H7 ID agaru opisan
je u prethodnoj metodi 2.

Svrha i pogodnost ove metode je istovremeno koriStenje obogacene kulture E. coli u
mTSBN bujonu za dvije metode, izolaciju i identifikaciju presumptivne VTEC 0157 (i drugih
R-glukuronidaza negativnih E. coli), "klasi¢énim" mikrobioloskim postupkom nacjepljivanja
ploce agara, te dokaz prisutnosti verotoksina ELISA metodom u uzorcima $koljkasa. Stoga je
ova metoda koriStena istovremeno s pretragom $koljkasa na prisutnost verotoksina u periodu

od 2009. godine pa do kraja istraZivanja.

Biokemijska identifikacija R-glukuronidaza negativnih izolata

Sve karakteristi¢ne [3-glukuronidaza i sorbitol negativne kolonije presumptivne E. coli
0157 izolirane pomoc¢u navedenih metoda, se precijepe na neselektivni agar (najéesc¢e krvni
agar radi provjere Cisto¢e kulture) i inkubiraju se na 37 °C/24sata. Odabere se najmanje 10
sumnjivih kolonija ili sve ako ih je manje, te se identificiraju ,,malim biokemijskim nizom® -

indol, metilensko crvenilo, VVoges-Proscaur i citrat, tvz. IMVIC test.

Tablica 5. Tumacenje IMVIiC testa

TEST POZITIVNO NEGATIVNO E. COLI
Indol ruzwgi;(:éﬁrvenl Zuti prsten +
Metilensko narancasto- . N
crvenilo . zuto-narancasto +

Voges-Proscaur

roza - crveno

bez vidljive promjene
(oker-smede)

Citrat

plavo

bez vidljive promjene
(zeleno)
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Pri biokemijskoj determinaciji koriStene su hranjive podloge i reagensi Biolife, Italija.
Tipi¢ne reakcije su kao 1 kod svih E. coli. U slucaju potvrdne (ili sumnjive) biokemijske
identifikacije presumptivne E. coli O157 kolonije se dodatno identificiraju na minijaturnom
biokemijskom sistemu - API 20 E strip (Biomeriaux). Kulture koje daju uzorak po redoslijedu
slova IMVIiC: ++-- i/ili kombinacije biokemijskih reakcija na API 20 E strip koje se po uputi

proizvodaca ocitavaju kao ,,dobra identifikacija“, smatraju se potvrdene E. coli (biotip 1).

Presumptivna seroloska identifikacija E. coli O157:H7

Morfoloski tipi¢ne kolonije bakterije E. coli O157 i biokemijski potvrdene kao E. coli
potvrdivane su komercijalnim antiserum aglutinacijskim testom, Prolex E. coli O157:H7 latex
test reagent kit (ProLab diagnostics, Canada). 1zolati se prethodno precjepljuju na krvni agar
radi indukcije pokretljivosti. Za test se uzimaju pojedina¢ne dobro izolirane kolonije, radi
izbjegavanja lazno pozitivnih reakcija pretjeranom koli¢inom kulture uz prethodnu provjeru
samoaglutinacije. Bakterije biokemijski potvrdene kao E. coli i koje su pokazale aglutinaciju

na predmetnici s antiserumom za O157:H7 smatraju se potvrden serotip E. coli O157:H7.

Izbor i pohrana kolonija bakterija E. coli za PCR

Sve izolirane bakterije iz uzoraka $koljkasa potvrdene kao E. coli, razli¢itih morfoloskih
i biokemijskih svojstava, bez obzira na rezultat presumptivne seroloske identifikacije,
pohranjuju se na agar za konzerviranje, dalje u tekstu STOCK (Stock Culture Agar, BIO-
RAD, USA) za provjeru svog toksigenog potencijala odnosno prisustva gena virulentnosti
postupkom PCR-a.

4.2.3. Postupak verifikacije metoda izolacije 3-glukuronidaza negativne E. coli sa
VTEC O157:H7

Verifikacija metoda je provjerena umjetnom kontaminacijom uzoraka Skoljkasa kroz
vise faza. Prva faza je izbor najbolje tehnike nacjepljivanja umnozene kulture presumptivne 3-
glukuronidaza negativne [R-GLUC(-) E. coli (verotoksigena E. coli O157:H7)] na ploce agara

unutar pojedine metode. Druga faza je bila provjera primjenjivosti i odredivanje osjetljivosti
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metoda razli¢itim odnosom razine zagadenja s verotoksigenom E. coli O157:H7 sa znatno
visim koli¢inama dodane neciljane E. coli non-O157, uz prirodnu mikrofloru skoljkasa.

Karakteristike rasta hranjivih podloga, prikladnost opisanih metoda u ovom radu i
prilagodba postupaka, provjeravani su i potvrdeni s tri soja E. coli B-GLUC(+) i sorbitol
pozitivnih (tablica 6): ATCC 8739, 25922, 35218 (dalje u tekstu E. coli non-0157). Kao R-
galaktozidaza pozitivni - B-GAL(+), a B-GLUC(-) i sorbitol negativni soj, koristen je
verotoksigeni E. coli O157:H7 (VTEC 0157:H7) laboratorijski soj 1ZS Teramo, Italija (ISS
32 M/00B, liofilizirana kultura 07.05.04) (slika 7).

Slika 7. E. coli O157:H7 i razli¢iti ATCC sojevi
E. coli na O157:H7 ID agaru (foto: 1. Listes)

Tablica 6. Sojevi koristeni u verifikaciji metoda

Soj E. coli B-glukuronidaza | sorbitol | IMVIC tip | Stx geni/toksin
E. coli non-O157
ATCC 8739 + + ++-- -
ATCC 25922 + + ++-- -
ATCC 35218 + + ++-- -
E. coli O157:H7 _ _ e +
ISS 32 M/00B

Ocekivane koncentracije nacijepljenih bakterija E. coli O157:H7 i E. coli non-O157
odredene su metodom brojanja kolonija na ploc¢i, iz 1 mL koriStenih razrjedenja pocetne
suspenzije mikroorganizama, metodom prelijevanja neselektivnim agarom uz inkubaciju pri
temperaturi od 37 °C/24 sata. Broj nacijepljenih mikroorganizama izrazen je ovisno o koli¢ini
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koristene suspenzije i metodi koja se verificira kao broj kolonija u odredenoj koli¢ini
Skoljkasa.

Za kontrolu stvarno prisutne koli¢ine prirodne ili dodane R-GLUC(+) E. coli u uzorcima
Skoljkasa, broj bakterija je odreden standardnom MPN metodom (opisana u ovom poglavlju,
t¢. 4.2.1.). Stvarno prisutna koli¢ina dodane R-GLUC(-) E. coli O157:H7 u uzorcima
Skoljkasa odredena je istom MPN metodom 5 epruveta, modificiranom dodatkom
kromogenog O157:H7 ID agara uz prilagodenu temperaturu inkubacije od 41,5 °C.
Uvrstavanjem broja polja selektivnih agara s vidljivim porastom specifi¢nih kolonija u MPN
tablice procedure ISO 7218:2007 (ANON., 2007.c) odreden je broj R-GLUC(+) E. coli i E.
coli O157:H7 u skoljkasima.

Izbor tehnika (varijanti) nacjepljivanja bujonske kulture na ploc¢e agara

Verifikacija metoda izolacije VTEC O157:H7 je u prvoj fazi obuhvatila odredivanje
najprikladnije koli¢ine inokuluma i same tehnike nacjepljivanja i/ili iscrpljivanja kulture na
odredene vrste agara koje ¢e omoguciti izdvajanje dobro uocljivih kolonija, tipi¢nih
karakteristika rasta medu ostalim kultiviranim mikroorganizmima.

Za verifikaciju najboljeg postupka metode 1 izdvajanja R-GLUC(-) kolonija na TBX
agaru iz MPN metode i metode 2 izdvajanja B-GLUC(-) kolonija kombinacijom MPN metode
i obogacenjem u mMTSBN na CT-SMAC i O157:H7 ID agaru, homogeniziran je uzorak
Skoljkasa s prethodno utvrdenim <20 MPN E. coli/100g. Homogenat Skoljkasa u koli¢ini od
50 g u 450 mL MRD nacijepljen je suspenzijom E. coli O157:H7 i mjesavinom tri prije
spomenuta B-GLUC(+) ATCC soja E. coli koji predstavljaju kompetitivhu mikrofloru, u
zavr$noj koncentraciji od 50 CFU E. coli O157:H7 / 70 CFU R-GLUC(+) E. coli u 100 g
Skoljkasa. Koli¢ina dodanih bakterija je verificirana odredivanjem ocekivane koncentracije
nacijepljenin mikroorganizama u 100 g Skoljkasa brojanjem kolonija u pripremljenoj
suspenziji, s usporedbom stvarnog broja ciljanih bakterija u skoljkasima primjenom
standardne MPN metode na TBX agaru uz dodatak O157:H7 ID agaru pri 41,5 °C .

Za verifikaciju najbolje tehnike metode 3, izdvajanja pojedina¢nih B-GLUC(-) kolonija
bakterije E. coli, na krutim podlogama O157:H7 ID i CT-SMAC agaru nakon umnaZzanja u
MTSBN bujonu upotrijebljen je takoder homogenizirani uzorak s$koljkasa s <20 MPN E.
coli/100g. Tri poduzorka od 25 g homogenata mesa i intervalvularne tekuéine u 225 mL

MTSBN su zasebno umjetno onecis¢ena razli¢itim brojem E. coli O157:H7 (6; 12,5 i 25
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CFU/25g skoljkasa) i mjesavinom tri ATCC soja E. coli (zavr$na koncentracija 15 i 27,5
CFU/25g skoljkasa). Tako su dobiveni razli¢iti odnosi B-GLUC(+) E. coli i B-GLUC(-) E. coli
O157:H7 u uzorcima izrazeno kao CFU/g $koljkasa (slike 14-16).

Provjera osjetljivosti metoda za izdvajanje R-glukuronidaza negativne E. coli

razli¢itim razinama zagadenja sa VTEC O157:H7

Druga faza verifikacije metoda je bila provjera primjenjivosti i osjetljivosti cijelog
postupka s izabranom tehnikom nacjepljivanja, umjetnim zagadenjem uzoraka $koljkasa
ciljanim mikroorganizmom (VTEC 0O157:H7) i razinom kompetitivne mikroflore i do 200
puta vise od ciljane VTEC. Pripremljena su dva homogenata uzoraka skoljkasa, prvi bez
bakterija E. coli non-O157 (<20 MPN E. coli/100g tj. manje od razine detekcije) te drugi s
razinom umjetnog zagadenja 5400 MPN R-GLUC(+) E. coli/100g. Oba uzorka su potom
umjetno kontaminirana s tri razli¢ite koli¢ine E. coli O157:H7 (R-GLUC(-). Koristena
razrjedenja (10°-10"®) kulture E. coli 0157:H7 (inkubirana u PPV 37 °C/18h) koja su dodana
u homogenate $koljkasa, uz izracunate koncentracije nacijepljenih bakterija i postignute
pripadaju¢e MPN vrijednosti u 100 grama zagadenih $koljkasa, navedene su u tablici 11.
Najvjerojatniji broj E. coli O157:H7 i E. coli non-O157 u 100 grama S$koljkasa odreden je
opisanim MPN metodama u ovom poglavlju, té. 4.2.3. Metoda 3 ¢ija se faza umnazanja
koristi za ELISA metodu provjerena je dvokratno uz spomenuti ELISA test na uzorcima s
prirodno prisutnom E. coli u koli¢ini od 1100 - 5400 MPN E. coli/100 g (tablica 13 i 14).
Zavrs$na potvrda mogucnosti izdvajanja RB-GLUC(-) E. coli (O157:H7) metodama izabranima
u radu, provjerena je na uzorcima zivih $koljkasa prirodno oneciséenima filtracijom morske
vode zagadene s VTEC O157:H7.

4.3. Imunoenzimski test — ELISA

To je najcesci test koji se koristi U brzoj detekciji patogena. lako je vecina testova
specificno razvijena za detekciju verotoksina (Stx) u klinickim uzorcima (feces), vecina se
uspje$no moze koristiti za hranu koriste¢i prikladno obogacenje i proceduru za ekstrakciju
toksina. Za povecanje osjetljivosti i specificnosti, test se izvodi na kulturi inkubiranoj u
bujonu. Ovi imunoloski testovi predstavljaju veliki napredak jer omogucavaju otkrivanje i

VTEC 0157 i non-0157 za razliku od tradicionalnih metoda ili drugih metoda van dosega

.....
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Opcenito toksin ELISA test ima sposobnost detekcije svih VTEC sojeva. Imunoenzimski test
je jednostavna metoda za direktnu detekciju verotoksina E. coli O157 i/ili E. coli non-O157 u

uzorcima.
Nacela postupka

Obicno se reakcija odvija u Cetiri faze. Reakcija se temelji na vezanju specifi¢nih
antitijela za verotoksine. Nakon faze ispiranja dodaje se drugi set antitijela konjugiranih s
enzimima, koji sada drze Stx u sendvi¢u izmedu dva seta antitijela. Nakon kratke inkubacije i
ispiranja, dodaju se enzimski supstrat i kromogen, koji daju plavu ili Zutu boju, &iji je
intenzitet nakon kratke inkubacije u mraku proporcionalan koli¢ini prisutnog Stx u izvornom
uzorku. Intenzitet boje u mikrotitarskoj plo€ici odreduje se spektrofotometrom sto odreduje
pozitivan ili negativan rezultat. Kao enzimski imuni test koristen je test Verotoksin Antigen
ELISA za determinaciju verotoksina 1 i 2 (Verotoxin Antigen, 6006, Generic Assays),
primarno namijenjen za uzorke fecesa.

Verotoxin Antigen 6006 je brzi enzimometrijski imuno test za kvalitativno odredivanje
oba verotoksina koji zauzimaju poliklonske ¢vrste imobilizirane faze i monoklonska biotinom
obiljezena antitijela na verotoksin 1 i verotoksin 2.

Proizvoda¢ predvida upotrebu testa bez i sa obogacivanjem, ali radi povecanja
osjetljivosti metode preporuca obogacivanje 1g uzorka u 10 mL bujona (mTSBN ili EHEC
bujonu i sl.) s inkubacijom 18-24 sata/41,5 °C. Nakon toga ako je potrebno plutajuce Cestice
se sedimentiraju centrifugiranjem 10 minuta pri maksimalnoj brzini. Za test se tada uzima

supernatant bez daljnjeg razrjedenja.

Opis postupka

Prva faza postupka je prilagodba uzorka inkubacijom i obogaéivanjem uzorka preko
no¢i U mMTSBN bujonu radi povecanja osjetljivosti metode, odnosno smanjenja utjecaja
nepoznate vrste uzorka za ovu metodu i razrjedivanja mogucih inhibitora u $koljkasima.

Za ovu fazu koristi se inkubirana kultura prema metodi 3. Pocetna koli¢ina uzorka bila
je 25 puta veca od preporu¢enog 1 grama (iz rutinske pretrage Skoljkasa ostane dostatno
homogenata) da bi se jo§ viSe povisila osjetljivost tj. moguénost detekcije verotoksina

umnazanjem inicijalno vece koli¢ine moguce verotoksigene E. coli.
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Nakon inkubacije, uzima se 10 mL gornjeg sloja obogacene kulture iz vrec¢ice unutar

filtra, koji se dvokratno centrifugira u epruveti na 3000 o/min, da se odvoje moguce plutajuce

Cestice. Za sam ELISA test uzima Se supernatant u koli¢ini od 100uL.

Druga faza je izvodenje testa za kvalitativno o€itavanje prisutnosti verotoksina 1 i/ili 2,

koje se temelji na vezanju bilo koje vrste verotoksina na prisutna antitijela;

Nakon §to se svi reagensi njezno promijesaju i temperiraju, na sobnoj temperaturi kao i
mikroplocica, stavlja se po 100 pL supernatanta obogacene kulture uzorka u svaku
jazicu. Paralelno sa svakim izvodenjem testa stavlja se po 3 kapi pozitivne i negativne
kontrole, pa cak 1 ako se pretrazuje samo jedan uzorak.

Za vrijeme inkubacije od 60 minuta na 22-25°C verotoksin iz uzoraka i pozitivna
kontrola reagiraju s poliklonalnim antiverotoksin protutijelima koja su ¢vrsto oblozena
na jazice mikroploce, nakon toga sadrZaj jazica se istrese, a materijal koje se nije vezao
do kraja se uklanja ispiranjem 6 puta sa 270 pL, puferom razrijedenim 1:10.

Zatim se dodaju po 3 kapi biotin konjugiranih monoklonskih antitijela (obiljezena) sa
kojima verotoksin specifiéno reagira. Inkubira se 30 min pri 22-25°C, nakon toga
sadrzaj jaZica se istrese, a ne-vezani materijal od cvrste faze formiranog imunog
kompleksa se do kraja uklanja ispiranjem 6 puta, sa 270 pl pufera razrijedenog 1:10.
Sljedeca faza je dodatak 3 kapi streptavidina sjedinjenog sa HRP peroksidazom (engl.
horseradish peroxidase) koji prepoznaje biotinom obiljezena antitijela. Inkubira se 30
min na 22-25°C, istrese sadrzaj i ispere na uobicajeni nacin.

Zatim se doda 3 kapi bezbojnog supstrata sa 3,3',5,5'-tetrametilbenzidin (TMB), koji
HRP pretvara u plavo obojeni produkt. Inkubira se 15 min na 22-25°C zasti¢eno od
svijetla.

Enzimska reakcija se zatim zaustavi dodatkom kisele otopine u jazice, $to mijenja plave
boju u zutu, te se plocica o€itava u roku od 30 min.

Opticka gusto¢a (OG) otopine ocita se za optimalne rezultate pri 450 nm valne duljine
nasuprot referentnom filtru od 620 nm, S$to je izravno proporcionalno iznosu sume

verotoksina.

S obzirom na grani¢nu vrijednost (engl. CUT-OFF) rezultati se interpretiraju kao

pozitivni ili negativni. Nacin odredivanja grani¢ne vrijednosti i primjer navedeni su u

tablicama 71 8.
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Tablica 7. Odredivanje ,,cut-off* vrijednosti

Granicna vrijednost

(OG negativne kontrole + 0.2 OG jedinice)

Verotoksin antigen

NEGATIVNO < grani¢na
vrijednost
POZITIVNO > granicna
vrijednost

Tablica 8. Primjer tipi¢nih rezultata testa po uputi Verotoxin Antigen, 6006, Generic Assays

Jazice OD(a) OD(b) OD (sred.vrijed.)
Negativna kontrola 0,088 0,094 0,091
Pozitivna kontrola 2,916 2,934 2,925

POZITIVNO >0,091 + 0,200 =0,291
Uzorak 1 2,022 2,086 2,054 -POZITIVNO
Uzorak 2 0,218 0,226 0,222 - NEGATIVNO

Specifi¢nost ovog postupka kojeg je odredio proizvoda¢ na obogac¢enim kulturama je

98,8%, a osjetljivost 84,6% nasuprot testa citotoksi¢nosti na verostanicama.

4.3.1. Verifikacija ELISA metode

Metoda je provjerena u vise faza.

Prva faza je izbor najprikladnijeg postupka za dokazivanje prisutnosti verotoksina u
obogacenim Kkulturama uzoraka u ovisnosti 0 upotrebi razli¢itih bujona klasi¢nih metoda
izolacije (metode 2 i 3), razli¢itih razina zagadenja uzoraka Skoljkasa s VTEC O157:H7 i
razli¢itim odnosima prirodnog i umjetnog zagadenja sa kompetitivnom mikroflorom (non-
VTEC). U istim uvjetima takoder je provjerena i mogucnost utvrdivanja prisutnosti
verotoksina u suspenziji uzorka bez umnazanja. Istovremeno je prisutnost VTEC O157:H7 u

zagadenim uzorcima kontrolirana dokazom rasta kolonija na plo¢ama agara O157:H7 ID.
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Druga faza je kontrola samog izvodenja ELISA metode na plocici, pri svakom testu za
koji se koristi pozitivna i negativna kontrola. Ove kontrole se sastoje od koli¢ine verotoksina
11 2 (dalje u tekstu Stx 1 i Stx 2) koju je odredio proizvoda¢ i koriste se obavezno uz svaki
test bez obzira na broj uzoraka. Osim proizvodacke kontrole dodatno je koristena i priredena
pozitivna kontrola u laboratoriju iz bakterijskog izolata E. coli O157:H7 koji dokazano stvara
verotoksine (tablica 6). Ova pozitivna kontrola je supernatant najveceg razrjedenja kulture
VTEC O0157:H7 umnoZene preko no¢i u mTSBN bujonu dobiven razrjedivanjem u
fizioloskoj otopini (FO) 1:10, koji je prethodnim testiranjem trokratno dao pozitivan rezultat
na prisutnost verotoksina. Koli¢ina od 5 x 10° CFU/mL VTEC vise ne daje dovoljnu koli¢inu
verotoksina za otkrivanje ELISA testom kako je prikazano u tablici 9.

Tablica 9. Granica detekcije ELISA testa bez umnazanja (CFU/mL)

Izracunati broj CFU/mL u pocetnoj Razrjedenje E. coli O157:H7 pocetne suspenzije /
suspenziji E. coli O157:H7 CFUumL FO
5x 10’ 10" 10 10° 10"
5x10° | 5x10° 5x 10°* 5x 10°
Direktni ELISA test u FO + - - -

Pozitivna kontrola iz laboratorijske kulture VTEC O157:H7 koriStena je uz svaki test,
radi usporedne kontrole bujona, postupka centrifugiranja, pripreme supernatanta i izvodenja
samog ELISA testa.

Provjera ELISA metode uz umjetno dodanu kompetitivhu mikrofloru

Za verifikaciju postupka obradena su dva uzorka skoljkasa, jedan (oznaka 2268) sa <20
MPN E. coli /100 g skoljkasa i drugi (oznaka 2270) sa razinom dodanog zagadenja od 5400
MPN E. coli non-0O157/100g. Uzorci su za dokaz verotoksina umjetno kontaminirani sa tri
razine zagadenja VTEC O157:H7 do zavr$ne koncentracije od 0,25 CFU/g, 1,9 CFU/g i 45
CFU/g skoljkasa. Isti postupak iskoristen je za istovremenu medusobnu provjeru klasi¢nih
metoda izolacije VTEC i ELISA testa, pa je priprema uzoraka i odredivanje koli¢ine dodanih
I poraslin mikroorganizama opisana prethodno (t¢. 4.2.3. Provjera osjetljivosti metoda za
izdvajanje R-glukuronidaza negativne E. coli razlicitim razinama zagadenja sa VTEC
0157:H7).
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ELISA test je radi izbora najprikladnijeg postupka napravljen u supernatantima iz vise
vrsta sljede¢ih kultura:

- homogenata uzoraka u MRD bez umnazanja,

- obogacenih kultura (nakon ozivljavanja u MRD) dobivenih umnazanjem u MMGB pa

umTSBN (iz metode 2)

- obogacenih kultura dobivenih umnazanjem u MTSBN (iz metode 3)
Provjera ELISA metode uz prirodnu kompetitivnu mikrofloru

Zbog mogucnosti vece otpornosti kompetitivne mikroflore koja se veé¢ nalazi u
Skoljkasima i jace inhibicije VTEC, KoriStena su dva homogenizirana uzorka $koljkasa s
razli¢itim razinama prirodne E. coli.

ELISA test je napravljen u supernatantima obogacenih kultura 25 g skoljkasa u 225 mL
MTSBN po prethodno izabranoj najprikladnijoj klasi¢noj metodi za ELISA test — metoda 3.

Jedan uzorak (oznaka 989) nije sadrzavao E. coli /100 g (<20 MPN E. coli /100 g manje
od razine detekcije), a drugi (oznaka 1000) je imao prirodnum razinu od 1100 MPN E. coli
/100g skoljkasa (utvrdeno standardnom MPN metodom). Naknadno su uzorci umjetno
zagadeni s tri razrjedenja (10° - 10®) kulture VTEC O157:H7 umnoZene preko noéi do
zavrSne koncentracije od 0,2 CFU/g, 1,4 CFU/g 1 8 CFU/g §koljkasa.

Ocekivane koncentracije nacijepljenih bakterija E. coli O157:H7 i E. coli non-O157
odredene su u pocetnoj suspenziji metodom brojanja kolonija na ploci opisanom u poglavlju
4. Materijal i metode, t¢. 4.2.3.)

Provjera ELISA metode bez umnaZanja uz prirodnu kompetitivhu mikrofloru

Za provjeru razlike primjene obogacenja u bujonima i direktnog ELISA testa bez
obogacenja, koriStena su dva homogenizirana uzorka $koljkasa s razli¢itim razinama prirodne
E. coli.

Jedan uzorak (oznaka 2920, dagnje) je sadrzavao <20 MPN E. coli /100 g (manje od
razine detekcije), a drugi uzorak (oznaka 2946, prnjavice) prirodnu razinu od 5400 MPN E.
coli /100g skoljkasa (utvrdeno standardnom MPN metodom). Uzorci su umjetno zagadeni po
prija$njim saznanjima (tablica 9) s 10™ i 10 razrjedenjem kulture VTEC 0157:H7 prethodno
umnozene preko noéi do zavrine koncentracije od 2 x 10° CFU/g i 2 x 10° CFU/g 8koljkasa.
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Koncentracije dodanih bakterija E. coli O157:H7 odredene su direktnim brojanjem jednog mL
homogenata $koljkasa metodom brojanja kolonija na ploci.

ELISA test je napravljen u supernatantima obogacéenih kultura mTSBN iz metode 3, a
ispitivana je moguénost izbora koriStenja direktnog ELISA testa u supernatantima
homogenata 25 g skoljkasa u 225 mL mTSBN bez obogacivanja za brzi presumptivni dokaz
verotoksina (predvidena od proizvodaca za uzorke fecesa). Namjera nije bila verificirati ovu
tehniku izvodenja ELISA testa, nego dokazati da obogacenje znatno povisuje osjetljivost

metode.

Osjetljivost, specifi¢nost i podudarnost ELISA metode

Iz svih gore navedenih postupaka verifikacije ELISA testa uz istovremenu upotrebu
klasi¢éne metode izdvajanja VTEC O157:H7 umnazanjem 25g uzorka Skoljkasa u 225 mL
mTSBN, usporedbom dobivenih rezultata porasta VTEC kolonija i dokazane prisutnosti
verotoksina, odredena je osjetljivost, specificnost i podudarnost ELISA metode.

Usporeden je ELISA postupak za odredivanje Stx u supernatantima diluenta za
ozivljavanje (MRD) bez umnazanja i ELISA test u supernatantima umnozenih kultura u

MTSBN na razli¢itim razinama zagadenja s VTEC.

4.3.2. Dokazivanje moguénosti oneciS¢enja Zivih $§koljkasa s VTEC putem prirodne

filtracije morske vode

Dokazivanje mogucnosti prezivljavanja verotoksigene E. coli u moru i oneciséenja zivih
Skoljkasa kao posljedice prirodne filtracije mora zagadenog s VTEC je ujedno i zavr$na
verifikacija funkcioniranja izabranog postupka s metodama za izdvajanje VTEC (E. coli
O157:H7) i njenih verotoksina (Stx) u zivim skoljkasima koje su izabrane ovim radom.

Izdvajanje VTEC i dokaz prisutnosti Stx u uzorcima zivih Skoljkasa zagadenih
prirodnim putem za razliku od pretraga zagadenjem homogenata skoljkasa je pozeljna potvrda
ucinkovitosti izabranih metoda u uvjetima najsli¢nijim prirodim i istovremena potvrda

moguceg nalaza VTEC u Zivim $koljkasima i moru.
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Postupak onec¢is¢enja zZivih skoljkasa

Prvi dio pokusa, unos VTEC u organizam zivih Skoljkasa filtriranjem mora zagadenog s
E. coli O157:H7 u imitiranim prirodnim uvjetima obavljen je na Institutu za oceanografiju i
ribarstvo Split — 1ZOR. U laboratoriju za mikrobiologiju hrane i hrane za Zzivotinje
Veterinarskog zavoda u Splitu (S-2 VZS) je prvo priredena kultura E coli O157:H7 umnozena
MRD. Isti dan je preliminarno odreden stvarni broj dodane E coli O157:H7 u svrhu provjere
dostatne koli¢ine za koli¢inu mora od cca 1000 L, te je sutradan izvrSena kontaminacija uz
ponovnu provjeru stvarnog broja.

U bazen 1 s morskom vodom dodana je suspenzija kulture u koli¢ini od 1,55 x 10°
VTEC 0157:H7, a u bazen 2 je stavljena manja koli¢ina od 1,54 x 10°. Nakon mije$anja mora
u bazenima uzeti su prvo uzorci mora za ponovnu odredivanje broja E coli O157:H7 u
bazenima radi moguceg Sokiranja i inhibicije morskom vodom. Na dno bazena je zatim
stavljeno po 4 kg dagnji radi kontaminacije koja je trajala jedan sat, pri temperaturi od 20 °C i
uz lagani protok kisika. Nakon zavrSetka filtracije, dagnje i prije uzeti uzorci mora (oznake

1B i 2B) odmah su preneseni u laboratorij S-2 VZS, gdje je nastavljen pokus.

Dokazivanje prisutnosti VTEC i verotoksina u oneciséenim zivim Skoljkasima

metodama verificiranim u ovom radu

Drugi dio pokusa bio je izdvajanje B GLUC(-) kolonija VTEC O157:H7 u $koljkasima
(i moru) i dokaz prisutnosti verotoksina ELISA postupkom u uzorcima $koljkasa nakon
obogacenja.

U uzorcima morske vode uzetih nakon dodatka E. coli O157:H7 utvrden je broj
mikroorganizama. Broj E. coli O157:H7 i drugih mikroorganizama u moru provjeren je
metodom brojanja kolonija postupkom membranske filtracije (MF), a ukupni broj bakterija
metodom prelijevanja agara.

Nakon toga su uzorci dagnji (oznaceni oznakama bazena Bl i B2) obradeni
kombinacijom izabranih kulturelnih metoda za brojanje i izdvajanje svih E coli uz dva
ponavljanja (A i B), te postupkom za dokaz verotoksina (Stx). Radi odredivanja kona¢nog
broja B-GLUC(-) i B-GLUC(+) E. coli nakon infiltracije u tkivu $koljkasa, koristena je MPN
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metoda (ISO/TS 16649-3:2005) na TBX agaru uz dodatak O157:H7 ID agara inkubiranog pri
41,5 °C.

Za izdvajanje E. coli uz detekciju Stx koriStena je metoda za izolaciju B-GLUC(-) E.
coli na kromogenom O157:H7 ID agaru obogac¢enjem u mTSBN (metoda 3). Kako je faza
pripreme primarne suspenzije i1 faza obogacenja gore navedene MPN metode identi¢na
metodama 1 i 2, sve hranjive podloge i izabrane temperature u pokusu koriste se i za ove dvije
metode, pa se tako ovim pokusom verificira i 1. faza metoda 1 i 2 i izbor hranjivih podloga i
temperatura inkubacije.

Za ELISA test se koristi ista umnozZena kultura iz metode 3. Test je proveden direktno
na uzorcima dagnji B1 i B2 u supernatantima oboga¢enja mTSBN umnoZenih za 18 sati.

Dodatno je promatrana odrzivost stvaranja verotoksina kroz cijeli ciklus od zagadenja
mora do izolacije VTEC kultura, pa je ELISA test proveden i u izoliranim kolonijama iz mora
I iz uzoraka. Ista ploc¢ica za vise ELISA testova dodatno je iskoriStena za utvrdivanje stvarne
proizvodnje verotoksina iz pohranjenih E. coli kultura koje su PCR postupkom otkrivene kao
pozitivne odnosno imaju gene za proizvodnju Stx (Sto ne znaci da ¢e i izraziti tu sposobnost).
Ove kulture kao i izolirane kolonije u pokusu, umnazane su takoder u mTSBN, 20 + 2 sata na
41,5 °C.

4.4. Lan¢ana reakcija polimerazom - PCR i verifikacija postupka

Lancana reakcija polimerazom (PCR) je obavljena na sakupljenim pohranjenim
izolatima mijeSanih i Cistih kultura dobivenih iz svih prije navedenih metoda izolacije E. coli

tijekom ovog istrazivanja.

Pohrana i priprema kultura za PCR

Kulture su sakupljane od 9. mjeseca 2007. godine do 6. mjeseca 2010. godine iz svih
uzoraka Skoljkasa gdje je izolirana i/ili potvrdena E. coli, a pohranjivane su na agar za
konzerviranje (STOK agar) i ¢uvane do PCR pretrage na temperaturi od 1 °C - 5 °C. Izolati E.
coli iz svakog uzorka su pohranjivani zasebno, a sakupljani su na sljede¢i nacin;

- ako se radilo o pojedinacnim B glukuronidaza pozitivnim kolonijama evidentno razlicitih
morfoloskih karakteristika rasta na ploci (glatke, sluzave, blijede, tamne, okrugle, cvjetaste, s

prozirnim rubom ili bez i sli¢no) kao i one posebnih trazenih biokemijskih osobitosti (npr. -
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GLUC(-) / sorbitol(-) kolonije) i potvrdene E. coli drugih osobitosti - svaka kolonija je uzeta
ubodnom ezom i pohranjena zasebno s kraticom opisa:

- ako se radilo o plo¢i punoj kolonija istih morfoloskih karakteristika za E. coli s vidljivim
pojedina¢nim kolonijama, struganjem je skinuto s ploce desetak kolonija istim potezom eze,
te su pohranjivane u zajednicki STOK agar s oznakom ,,skupni®.

- ako je ploca bila puna kolonija karakteristicnih za E. coli bez pojedinacnih kolonija sto je
naj¢e$¢e kod MPN metode kada kolonije porastu na svih pet polja, istim potezom eze je uzet
porast preko cijele ploce, te je sadrzaj iscrpljen preko dodatne ploce istog agara metodom
spaljivanja eze 3 ili 4 puta. Nakon S$to su dobivene pojedinacne kolonije ovisno o
karakteristikama rasta, postupljeno je kako je prethodno opisano.

Za §to uspjesniju pretragu izolata PCR postupkom, kulture su revitalizirane na krvnom
agaru, a onda je iz svjezih kultura pripreman materijal za ekstrakciju DNK. S obzirom na da
se tijekom istrazivanja sakupio veliki broj izolata (1100) E. coli, STOK kulture su spajane
zajedno, za skupnu PCR pretragu.

Izolati su ozivljavani po tjednoj frekvenciji oko 100 kultura. STOK kulture su
precjepljivane na svjezi agar bogat hranjivim tvarima, krvni agar sa 7% ov¢je krvi (KA) ne
stariji od 7 dana, po principu 5 kultura na 5 oznacenih polja jedne krvne ploce. Nakon
inkubacije od 24 sata na 37 °C do 10 sada svjezih kultura je spajano te je uzeta puna eza (od
cca 5 pl) porasta kulture sa svakog polja ploce (svaka kultura posebna eza radi daljnje
pretrage kultura) i stavljena u zajednicku obroj¢enu DNK/RNK ¢istu epruveticu s 0,75 pL
DNK ,.free* vode s oznakom pul (engl. pool). Te mjeSavine kultura suspendirane u vodi —
pulovi, isti su dan transportirani u HVI Zagreb. Plo¢e KA s ostatkom kultura su zamatane u
nepropusnu foliju i spremane do povrata rezultata. U slu¢aju pozitivnog rezultata S ploca
pozitivnog pula su pretrazivane pojedinacne kulture sve do identifikacije pozitivnog uzorka
Skoljkasa, a zatim do pojedinacnih kolonija za pohranu &istih kultura za daljnju seroloSku

identifikaciju.
Nacela postupka
Za pretragu je upotrijebljena multipleks (engl. multiplex) PCR metoda za detekciju vise

gena koji kodiraju znacajnije virulentne faktore koji mogu sudjelovati u patogenezi. To su

geni za prije spomenute shiga tj. verotoksine stx1 i stx2, zatim dodatni virulentni gen eaeA za
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intimin - protein vanjske membrane (dalje u tekstu eae) i gen EHEC hlyA (dalje u tekstu hlyA)
koji kodira enterohemolizin karakteristian za enterohemoragi¢ne E. coli.

Nakon dopreme pulova u DNA ,.free” vodi, slijedi ekstrakcija DNK zagrijavanjem i
centrifugiranjem. Nakon te po¢etne denaturacije dvostrukog lanca DNK dodaju se specifi¢ne
pocetnice u posebnoj mjesavini reagensa i Taq polimeraze (termostabilna DNK polimeraza).
Pocetnice se vezu za krajeve komplementarnih lanaca denaturirane DNK, a Taqg polimeraza
sintetizira komplementarne lance.

Na kraju, slijedi o€itavanje elektroforezom u gelu ili kapilarnom elektroforezom, gdje
amplificirani produkt putuje do odredenog mjesta u gelu ili kapilari pa se usporedbom s

markerom po veli¢ini produkta zna o kojem se trazenom genu radi.

Izbor pocetnica

Radi dobre uodljivosti razlika u veli¢ini dobivenog produkta parova baza za detekciju
gena stxl1, stx2, eaeA, hlyA, koristene su pocetnice (Invitrogen Limited, USA) po

referencama PATON i PATON (1998.a) kako je prikazano u tablici 10.

Tablica 10. Koristene pocetnice za amplifikaciju

Specifitna resii Velidina
Pocetnice Sekvenca nukleotida (5'-3") pee cen: cgla produkta
g umnazanja(bp)
SXIF | ATAAATCGCCATTCGTTGACTAC | 0o i /o -
stxIR | AGAACGCCCACTGAGATCATC A subjedinice stx,
stx2F | GGCACTGTCTGAAACTGCTCC nukleotide 603-857
A subjedinice stx;, 955
ukljucujuci
stx2R | TCGCCAGTTATCTGACATTCTG bovarionte
eaeAF | GACCCGGCACAAGCATAAGC nukleotide 27-410
eaeA (regija koja je 384
konzervirana izmedu
eaeAR | CCACCTGCAGCAACAAGAGG EPEC | STEC)
hlyAF | GCATCATCAAGCGTACGTTCC - leotide 70603
EHEC hiyA 534
hlyAR | AATGAGCCAAGCTGGTTAAGCT
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Opis postupka

Izolacija DNK
Bakterijske kulture su razmucéene u 100 pl destilirane vode bez DNaza i RNaza (UltraPure™
DNase/RNase-Free Distilled Water, Invitrogen, Skotska), a zatim su kuhane 20 minuta na
95 °C te centrifugirane na 14 000 o / 1 minutu. Supernatant je koristen kao DNK kalup u PCR

reakciji.

Detekcija gena

PCR reakcijska smjesa ukupnog volumena 20 ul sadrzavala je 10 ul Multiplex PCR
Master Mix-a (Qiagen, Njemacka), 1 ul vode RNase-Free (Qiagen, Njemacka), 5 ul smjese
pocetnica i 2 ul DNA. Konacna koncentracija svake pocetnice u reakcijskoj smjesi bila je
0,25 uM, (Invitrogen, Skotska). Umnazanje gena provedeno je pomoéu uredaja Veriti 96 Well
Thermal Cycler (Applied Biosystems, SAD) s po¢etnom denaturacijom (95 °C/15 min), nakon
koje su uslijedila cetiri koraka denaturacije, vezanja pocetnica i produljivanja lanaca i to:

1. korak s 10 ciklusa denaturacije (95 °C/1 min), vezanja pocetnica (65 °C/2 min) i
produljivanja lanaca (72 °C/1,5 min);

2. korak s 5 ciklusa u kojima se temperatura vezanja pocetnica postupno smanjivala sa
65 °C na 60 °C;

3. korak s 10 ciklusa denaturacije (95 °C/1 min), vezanja pocetnica (60 °C/2 min) i
produljivanja lanaca (72 °C/1,5 min);

4. korak s 10 ciklusa u kojima se vrijeme produljivanja lanaca postupno povecalo s 1,5
na 2,5 minuta.

Nakon 4. koraka uslijedio je zavrsni korak produljivanja lanaca (72 °C/10 min).

Produkti umnazanja detektirani su pomoc¢u uredaja QIAxcel analyzer (Qiagen,
Njemacka) i analizirani kompjuterskim programom BioCalculator Software (Qiagen,
Njemacka). Na pocetku PCR testiranja i pri prvoj verifikacija postupka izborom pozitivne
kontrole do nabavke novog uredaja, koriStena je detekcija umnoZenih produkata

tradicionalnom tehnikom razdvajanja elektroforezom u gelu (slika 30).
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Slika 8. Prikaz kapilarne gel-elektroforeze

QIAXxcel analyzer koristi kapilarnu gel-elektroforezu kako bi se omogucilo brzo
odvajanje nukleinskih kiselina na temelju veli¢ine. Za razliku od tradicionalne agarozne gel-
elektroforeze razdvajanje se izvodi u kapilarama koje su dio pred-zgotovljenog gel uloska.
Svaki uzorak se automatski nanosi u pojedinacnu kapilaru (ovisno o naponu i vremenu
trajanja), te se provodi struja. Negativno nabijene molekule nukleinskih kiselina migriraju
kroz kapilaru do pozitivno nabijenog kraja (Slika 8).

Kao i kod agarozne gel-elektroforeze, molekule niske molekularne tezine migriraju brze
nego one visoke molekularne tezine. Kako molekule migriraju kroz kapilaru, prolaze detektor
koji otkriva i mjeri fluorescentni signal. Foto-multipliciraju¢i detektor pretvara emisijski
signal u podatak u elektronskom obliku, koji se zatim prenosi na racunalo za daljnju preradu
koriste¢i BioCalculator softver. Nakon obrade, podaci su prikazani kao elektroferogram ili gel
slike.

Verifikacija PCR metode

Kao potvrda svakog ciklusa koristila se uobi¢ajeno negativna kontrola - uzorak koji ne
sadrzi nijedan od ciljanih gena (DNK ¢ista voda; engl. DNA free water), te dodatno pozitivna
kontrola - uzorak s vise trazenih gena koji sluze kao indikatori ispravne reakcije gdje njihova

pozitivna o€itanja garantiraju uspjeSnost postupka.
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Pozitivna kontrola je uspostavljena izborom izmedu bakterijske kulture VTEC
0157:H7 ISS 32 M/00B (ljubaznos¢u IZS, Teramo, Italija) i ekstrahiranih DNA E. coli 026,
O111 i dvije DNA E. coli pohranjene iz izolata porijeklom iz ljudi sa simptomima HUS-a, za
koji je prije utvrdeno da imaju gen za intimin (eae) (ljubazno$¢u dr. Merica Carev iz
Nastavnog zavoda za javno zdravstvo Splitsko - Dalmatinske Zupanije, NZJZ SDZ).

Kriterij izbora pozitivne kontrole je vise ciljanih gena, pa je sam PCR postupak dalje
verificiran uzorcima ekstrahirane DNA, koji su pokazali "bandove™ (fluorescentne trakice na
identicnom mjestu kao markeri trazenih gena) za sva Cetiri gena.

Nadalje verifikacija PCR metode je obuhvatila provjeru vise razli¢itih parametara koji
bi mogli imati utjecaj na razlicite faze PCR postupka. Postupak spajanja vise kultura u
razli¢itim odnosima ciljanog i ostalih mikroorganizma u zajedni¢ki uzorak u DNA ,,free” vodi
(pul) i dobra ekstrakcije njegove DNA bez obzira na koli¢inu drugog materijala, provjerena je
dvokratno semikvantitativnom tehnikom mijesanja Stx, eae, hlyA pozitivne VTEC O157:H7 i
non-VTEC E. coli ATCC 8739, ATCC 25922, ATCC 35218 u razli¢itim omjerima.

Provjeravani su parametri:

- subkultivacija VTEC pozitivne kulture, kontrolom vise pasaza na krvnom agaru

- vremenski utjecaj duzine pohrane, kontrolom VTEC pozitivne kulture pohranjene u
istim uvjetima kao testni uzorci

- utjecaj koli¢ine ciljane DNK, upotrebom jedne kolonije VTEC pozitivne kulture u
DNA free vodi do pune eze kolonija u istoj koli¢ini vode

- utjecaj kolicine neciljane DNK prisutne u izoliranim pohranjenim cistim kulturama
i/ili moguée mijeSanim izoliranim kulturama, kontrolom razli¢ite koli¢ine VTEC pozitivne
kulture u mijesanoj kulturi non-VTEC sojeva ATCC 8739; 35218; 25922. Najveca razlika
koli¢ina je jedna kolonija PCR pozitivne kulture naprema punoj ezi kolonija po svakom non-
VTEC ATCC soja u zajednickoj epruvetici (pul).

- utjecaj transporta, kontrolom pripremljenog uzorka PCR pozitivne kulture u DNK
"free" vodi u laboratoriju VZS u Splitu i svjeze kulture pripremljene sa KA u laboratoriju HVI

Zagreb.
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4.5. Seroloska identifikacija VTEC

Kulture koje su se ELISA ili PCR postupkom pokazale verotoksigene - VTEC i kulture
koje su imale gen za intimin ili enterohemolizin, kao i R-glukuronidaza negativne E. coli
(presumptivne E. coli O157:H7), izolirane bilo kojom od prije opisanih klasi¢nih
mikrobiolo§kih metoda, pohranjivane su na STOCK agar za kasniju serotipizaciju
aglutinacijom.

Pozitivan test aglutinacije, sam nije pokazatelj prisutnosti relevantnih gena virulencije.
O antiserumi prikladni za otkrivanje povrSinskih antigena na zivim kulturama su poliklonski
serumi proizvedeni imunizacijom kuni¢a sa cijelim stanicama ubijenima formalinom. Stoga
serum sadrZi antitijela protiv O, K, H 1 drugih proteina antigena koji se nalaze na povrsini
stanica. Ova pozitivna reakcija mora biti potvrdena serotipizacijom s kuhanim kulturama. Za
razliku od prije spomenutih O antiseruma, O antiserumi prikladni za otkrivanje termostabilnih
lipopolisaharida (LPS) u vanjskoj membrane E. coli, su poliklonska antitijela proizvedena
imunizacijom kuni¢a s kuhanim stanicama. Kuhanjem su uklonjeni svi H, K i F antigeni, pa
su krizne-reakcije rijetke.

Serotipizacija je obavljena na NZJZ SDZ s komercijalnim antiserumima po uputi
proizvodaca Bio rad; Trivalent | + Il + 11l antisera i E. coli monovalentnim antiserumima, za
najucestalije humane VTEC/EPEC serotipove iz njihova spektra uporabe; 026, O55, 086,
0103, 0111 0114, 0119, 0124, 0125, 0126, 0127, 0128, O157.

Kulture su za aglutinaciju prvo precjepljivane na svjezi KA za ozivljavanje i dobivanje
pojedinac¢nih Kkolonija, a zatim na kosi hranjivi agar. Postupak serotipizacije je obuhvacao
aglutinaciju zive kulture na predmetnici, a u slucaju pozitivne reakcije, aglutinaciju kuhanih
kultura na >90° C 1 sat, u epruvetici ili mikroplogi.

Kulture kojima nije odreden serotip nadalje su slane u HZJZ Zagreb, u Nacionalni
referentni centar za salmonele (i druge gram-negativne enteropatogene) na serotipizaciju s
ostalim komercijalno dostupnim antiserumima (osim upotrijebljenih u NZJZ SDZ) za
najucestalije humane VTEC/EPEC serotipove iz njihova spektra uporabe za podrucje
Hrvatske; 04, 018. 025, 044, O78 091, 0112, 0118, 0142, 0145, 0164 (Imunoloski

zavod, Zagreb; Staten serum institute, Denmark)
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4.6. StatistiCcka obrada podataka

U razdoblju od rujna 2007. godine do kraja lipnja 2010. godine, kombinacijom klasi¢nih
mikrobioloSkih metoda za izolaciju B-glukuronidaza pozitivne i negativne E. coli, ELISA
metode za dokaz verotoksina u uzorcima i PCR metode za utvrdivanje virulentnih gena za
VTEC u prethodno izoliranoj E. coli, pretrazeno je ukupno 900 uzoraka skoljkasa na
prisutnost verotoksigene E. coli (VTEC) iz svih 12 proizvodnih podrucja $koljkasa
dalmatinskog dijela isto¢ne obale Jadrana.

Prevalencije VTEC/EPEC su izrazavane na broj ukupno pretrazenih uzoraka $koljkasa i
na broj uzoraka skoljkasa s izoliranom E. coli po vrstama skoljkasa i proizvodnim podruc¢jima
Skoljkasa Dalmacije.

Vrijednosti MPN E. coli/100g izmedu skupina provjerene su neparametrijskim Kruskall
Wallis testom.

Statisticka obrada podataka je obavljena pomocu programa Stata 6.0 (STAT Corp.
USA). Frekvencije ucestalosti izmedu skupina, vrsta Skoljkasa i proizvodnih podrucja

provjerene su Hi-kvadrat ili Fisher-exact testom.
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5. REZULTATI

5.1. Verifikacija prikladnosti metoda 1, 2 i 3 za izdvajanje [3-glukuronidaza
negativne E. coli sa VTEC O157:H7

5.1.1. Izbor najprikladnije tehnike nacjepljivanja obogacenih kultura na ploce

agara

Postupak je opisan u poglavlju materijal i metode, a odnosi se na odabir najprikladnije

od tri opisane metode nacjepljivanja obogaéenih kultura na ploce agara.

Metoda 1

Provjerom postupka za izdvajanje 3-glukuronidaza negativnih kolonija R-GLUC(-) na
TBX agaru modifikacijom standardne MPN metode (shema 2) prvo je odreden je stvarni broj
nacijepljenih bakterija E. coli non O157:H7 i E. coli O157:H7 standardnom MPN metodom
uz dodatak O157:H7 ID agara uz inkubaciju na 41,5 °C (slika 9). Zatim je odredena
najprikladnija varijanta nacjepljivanja metode 1, obogacenih kultura na ploce agara.

Na slici 9 prikazan je rast kolonija na dva razli¢ita agara (TBX i O157:H7 ID agaru). Na
TBX agaru za brojanje R-glukuronidaza pozitivnih B-GLUC(+) kolonija vidljiv je porast
zelenih kolonija na tri polja §to je koncentracija od 80 MPN E coli/100g. Na O157:H7 ID
agaru za brojanje B-GLUC(-) kolonija E. coli O157:H7 vidljiv je rast smaragdno zelenih
kolonija na dva polja u koncentraciji od 50 MPN E coli O157:H7/100g $koljkasa.

R-GLUC(+) 0157:H7

Slika 9. Stvarna koli¢ina RB-GLUC(+) E. coli (tri ATCC soja E. coli) i

R-GLUC(-) E. coli O157:H7 u 100 g kontaminiranih $koljkasa odredena

MPN metodom na TBX i O157:H7 ID agaru (foto: 1. Listes)
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Na ovaj je naCin potvrdena stvarna koncentracija E. coli O157:H7 i ostalih
kompetitivnih E. coli bakterija u 100 g Skoljkasa u odnosu na ocekivani broj od 50 CFU E.
coli O157:H7 i 70 CFU mjesavine tri ATCC soja E. coli (oznaka MIX na plo¢ama) iz dodane
suspenzije, odreden metodom brojanja kolonija prelijevanjem agara.

Razli¢itim varijantama nacjepljivanja obogacene mijesane kulture B-GLUC(+) / B-
GLUC(-) E. coli iz MMGB po metodi 1, dobiven je razli¢iti porast R-GLUC(-) E coli
0157:H7 kolonija na TBX agaru (slike 10 i 11).

Na TBX agaru su B-GLUC(-) E. coli O157:H7 vidljive kao bijele kolonije, dok su ostale
E. coli (3-GLUC(+)) kolonije zelene boje.

Na kromogenom O157:H7 ID agaru koristenom za kontrolu odnosno direktni usporedni
dokaz stvarne prisutnosti i rasta B-GLUC(-) E. coli O157:H7, kolonije su smaragdno zelene

boje, dok su ostale B-GLUC(+) E. coli vidljive kao crvene, ljubicaste do modre kolonije.

E. coli
non O157:H7

E. coli
0157:H7

Slika 10. Tehnika nacjepljivanja metodom 1 - varijanta 1 na TBX agaru, uz kontrolu
rasta na O157:H7 ID agaru (foto: I. ListeS)

Na slici 10 prikazana je tehnika nacjepljivanja varijantom 1, odnosno tehnikom
razrjedenja obogacéene kulture iz MMGB (10" razrjedenje). Na prvoj petrijevoj plo¢i s TBX
agarom (oznaka 1) vidljiv je rast B-GLUC(-) E coli O157:H7 kolonija, a na plo¢i s oznakom 2
ne. Na kontrolnom agaru O157:H7 ID (na slici desno) iz istog razrjedenja takoder je vidljiv
rast E. coli O157:H7.
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Na slici 11 prikazane su preostale dvije tehnike izolacije mijesane kulture 38-GLUC(+) /
R-GLUC(-) E. coli iz MMGB na TBX agaru, uz dodatnu kontrolu rasta na O157:H7 ID agaru.
Upotrijebljene su sljedeée tehnike: varijanta 2 - iscrpljivanje bez spaljivanja eze preko dvije
ploce i varijanta 3 - tehnika iscrpljivanja kulture na istoj ploci sa spaljivanjem eze dva puta T-

tehnika, koje su dale su podjednako dobre rezultate.
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Slika 11. Tehnike nacjepljivanja primjenom metode 1 na TBX
agaru, varijanta 2 - oznaka 1 i 2 i varijanta 3 - oznaka 3, uz
kontrolu rasta na O157:H7 ID agaru - oznaka 4 (foto: 1. Listes)

Metodom 1 primjenom svih varijanti nacjepljivanja, dokazano je dobro umnaZanje
bakterije E. coli 0157 u MMGB bez obzira na prisutnost komenzalne mikroflore u koli¢ini
ve¢oj od ciljanog mikroorganizma. Za daljnju pretragu uzoraka verifikacijom tehnike
nacjepljivanja ove metode, varijanta 1 je odbacena kao prezahtjevna zbog potrebe
razrjedivanja, a izabrana je varijanta 2 (iako ekonomski manje prihvatljiva od varijante 3) radi

bolje vidljivosti i manje mogucnosti prerastanja kolonija.
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Metoda 2

Za verifikaciju najboljeg postupka za izdvajanje 3-GLUC(-) E. coli O157:H7 kolonija
na krutim podlogama O157:H7 ID i CT-SMAC agaru prema metodi s kombiniranjem dva
bujona, (prvo MMGB, a zatim mTSBN;vshema 3) iskoriSten je isti uzorak skoljkasa iz

verifikacije metode 1.

Kao $to se vidi na slici 12, T-tehnikom iscrpljivanja na jednoj ploc¢i, obogacene kulture
iz mMTSBN bujona prethodno umnozene u MMGB bujonu, dobiven je dostatan rast 3-GLUC
(-), sorbitol(-) E. coli O157:H7 kolonija (smaragdno zelene kolonije na O157:H7 ID agaru, na
slici desno, a sitnije i bezbojne do oker na CT-SMAC agaru — na slici lijevo). Istovremeno se
dobro uocavaju pojedinacne kolonije, dok tehnika iscrpljivanja preko dvije ploce (slika 13),
nije dala bolji rezultat. Vidljivo je da je T-tehnika iscrpljivanja na O157:H7 ID agaru
primijenjena i u prethodnoj metodi (slike 10 i 11) kao dodatna kontrola stvarne prisutnosti E

coli O157:H7 pokazala izvrsne rezultate.

Slika 12. Tehnika nacjepljivanja primjenom metode 2, varijanta 2
(T-tehnika iscrpljivanja na jednoj petrijevoj plo¢i CT-SMAC
agara - lijevo i O157:H7 ID agara - desno) (foto: I. Listes)

Sto se tite CT-SMAC agara, potvrdene su prijagnje tvrdnje o vrlo slaboj uoéljivosti
kolonija E. coli O157 oker boje, dok je s druge strane vidljivo da je porast ovih kolonija na
O157:H7 ID agaru najmanje jednak kao i na ostala dva agara (TBX i CT-SMAC) uz puno
bolju uocljivost kolonij- (slike 9 - 13).
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E.coli
non 0157:H7

Slika 13. Tehnika nacjepljivanja primjenom metode 2, varijanta 1
(iscrpljivanje preko dvije petrijeve plo¢e O157:H7 ID - gornji red
I CT-SMAC agara - donji red) (foto: 1. Listes)

Verifikacijom tehnike nacjepljivanja primjenom metode 2 radi veoma teSkog
razlikovanja kolonija na CT-SMAC agaru, za daljnju pretragu uzoraka izabrana je varijanta 2
na O157:H7 ID agaru. Verifikacija metode 2 ujedno je pokazala dobar oporavak bakterije E.
coli O157:H7 u MMGB i umnazanje u mTSBN bujonu, bez obzira na prisutnost komenzalne
mikroflore. Ova metoda je koristena tijekom 2008. godine do pocetka pretraga Skoljkasa
ELISA metodom, kada je upotrijebljena metoda 3.

Metoda 3

Za verifikaciju najbolje tehnike izdvajanja pojedinac¢nih B-GLUC(-) kolonija bakterije
E. coli metodom 3 (shema 4) na krutim podlogama, O157:H7 ID i CT-SMAC agaru, nakon
umnazanja u mTSBN bujonu, upotrijebljen je uzorak $koljkasa poc¢etne koli¢ine E. coli <20
MPN/100g. Umjetnim zagadenjem dva od tri poduzorka mjesavinom tri ATCC soja E. coli
zavr$ne koncentracija 0,6 i 1,1 CFU/g Skoljkasa i tri razine E. coli O157:H7 (0,25; 0,51 1
CFU/g skoljkasa) dobiveni su odnosi B-GLUC(-) E. coli O157:H7 i B-GLUC(+) E. coli u
uzorcima za provjeru vidljivosti B-GLUC(-) E. coli u manjem i veéem broju neciljanog

mikroorganizma.
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Na slikama 14 -16 su prikazane sve tri varijante nacjepljivanja porasle kulture u
mTSBN bujonu na O157:H7 ID agaru: varijanta 1 - tehnika iscrpljivanja preko dvije ploce,

varijanta 2 - iscrpljivanje preko jedne ploce - T-tehnika i varijanta 3 - tehnika razrjedenja.
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Slika 14. Tri varijante metode 3 nacjepljivanja ciste kulture od 1 CFU
E. coli O157:H7/g $koljkasa na O157:H7 ID agaru, 10 razrjedenje
(oznaka 1), T-tehnika (oznaka 2) i iscrpljivanje preko dvije ploce
(oznake 3 i 4) (foto: 1. Listes)

Kao $to je vidljivo na slici 14, tehnika dvije ploce i T-tehnika iscrpljivanja na jednoj
petrijevoj ploci daju dobar rezultat rasta dostatnog broja pojedina¢nih RB-GLUC(-) kolonija
(smaragdno zelene kolonije) bez obzira radi li se o ¢istoj kulturi E. coli O157:H7 (slika 14) ili
mijesanoj kulturi RB-GLUC (+) E. coli i B-GLUC(-) E. coli O157:H7 u razli¢itim odnosima
(slike 15 i1 16). Oznake 1/1 i 1/3 na slikama 15 i 16 oznacavaju odnos koli¢ine (ml) dodanih
suspenzija mjesavine tri soja B-GLUC(+) E. coli i B-GLUC(-) E. coli O157:H7 ¢&ije su
vrijednosti kasnije odredene brojanjem kolonija metodom prelijevanja agarom. Na slikama su
petrijeve ploce razlicitih tehnika nacjepljivanja razmjestene redom: oznaka 1 petrijeva ploca S
razrijedenom kulturom do 10°%; oznaka 2 - petrijeva plo¢a s rastom kulture iscrpljivanjem T-
tehnikom na jednoj plo¢i i iscrpljivanje preko dvije petrijeve ploce — oznake 3 i 4.
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Slika 15. Tri varijante nacjepljivanja metode 3 zagadenjem R-GLUC(-) E. coli
0157:H7 i B-GLUC(+) E. coli u odnosu 0,5:0,6 CFU/g skoljkasa (foto: 1. Listes)

E. coli non
0157:H7

-e

Slika 16. Tri varijante nacjepljivanja metode 3 zagadenjem R-GLUC(-) E. coli
0157:H7 i B-GLUC(+) E. coli u odnosu 0,25:1,1 CFU/g skoljkasa (foto: I. Listes)
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Tehnika nalijevanja razrjedenja od 10™ - 10 (na slici prikazano107) uvijek daje pregust
rast, Sto znaci da trebaju najmanje jo§ dva iduca razrjedenja za dobivanje pojedinac¢nih

kolonija §to je prezahtjevno.

Sto se ti¢e CT-SMAC agara (kao i kod prethodne metode izolacije E. coli O157:H7 na
istom agaru) potvrdena je slabija uocljivost kolonija E. coli O157:H7 u mijeSanoj kulturi S
drugim E. coli u usporedbi s O157:H7 ID agarom (slika 17). Pojedina¢ne kolonije su
dobivene, ali je veliki broj kolonija koje se po boji slabo uocavaju Sto zahtijeva biranje
velikog broja kolonija za potvrdnu identifikaciju E. coli O157:H7. Rezultati na CT-SMAC
plo¢ama u mijesanoj kulturi su bili o¢ekivani §to potvrduju u literaturni podaci pa ovaj agar

nije ukljucen u daljnja testiranja.

Daljnji izbor za pretragu uzoraka je kromogeni agar O157:H7 ID agar koji se temelji na
enzimatskoj aktivnosti bakterija E. coli, a ne na fermentaciji sorbitola. Prve su dvije tehnike
nacjepljivanja kulture, varijanta 1 i 2 na O157:H7 ID agaru zbog dobro poraslih i dobro

uocljivih pojedinacnih kolonija E. coli O157:H7 dale jednako vrijedne rezultate.

Verifikacijom tehnike nacjepljivanja obogacene kulture na agaru primjenom metode 3
radi ekonomskog aspekta izabrana je varijanta 2 - tehnika nacjepljivanja jedne ploce (u

slu¢aju pregustog rasta kultura se precijepi na dodatnu ploc¢u O157:H7 1D agara).

E. coli non
0O157:H7

Slika 17. Usporedba porasta mijeSane kulture B-GLUC/sorbitol(-) E. coli
O157:H7 i R-GLUC/sorbitol(+) E. coli u odnosu 0,25:1,1 CFU/g s$koljkasa,
umnozene U MTSBN bujonu tehnikom iscrpljivanja, na CT-SMAC (desno) i

O157:H7 ID agar (lijevo) (foto: 1. Listes)
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5.1.2. Provjera osjetljivosti metoda razli¢itim razinama zagadenja uzorkas VTEC
O157:H7

Zagadenjem homogenata uzoraka s$koljkasa ciljanim mikroorganizmom VTEC
O157:H7 uz razlicite razine prirodne ili umjetno dodane kompetitivne mikroflore (E. coli
non-0O157) verificirana je primjenjivost cjelokupnog postupka i osjetljivosti sve tri metode za
izdvajanje R-glukuronidaza negativne E. coli (shema 1, 2 i 3). Koli¢ina kompetitivne E. coli
non-0157 je vise od 200 x vec¢a od ciljane E. coli O157:H7. Stvarni broj dodanih E. coli u
pocetnoj suspenziji mikroorganizama odreden brojanjem kolonija metodom prelijevanja
agarom i najvjerojatniji broj E. coli odreden u 100 grama $koljkasa, podudaraju se uzimajuéi

u obzir interval povjerljivosti od 95% (tablica 11).

Tablica 11. Stvarni broj dodane E. coli 0157:H7/non-0157 odreden MPN metodom

Razrjedenje pocetne suspenzije /

Oznaka | Razina zagadenia sa razina zagadenja uzorka sa E. coli O157:H7

_ 10°/ 107/ 10°/
uzorka E. coli non-0157 25 CFU/100g | 190 CFU/100g | 4500 CFU/100g

MPN E. coli O157:H7/100g $koljkasa

2268 | <20 MPN E. coli/100g | <20 (<10-70)* | 230 (70-700)* |3500 (1200-10000) *

2270 | 5400 MPN E. coli/100g | 20 (<10-70)* | 130(30-310)* 9200 (3000-32000) *

*() 95% interval povjerljivosti iz MPN tablica ISO 7128, vazeéa revizija

Dokaz stvarno dodanog broja E. coli MPN metodom prikazan je na slikama 18 - 21.
Uzorak 2268 kontaminiran je samo s E. coli O157:H7, pa su za slikovni prikaz verifikacije
stvarne razine zagadenja i metoda izabrane slike uzorka 2270. Uzorak je zagaden sa 5400
MPN E. coli non-O157:H7/100g skoljkasa radi provjere moguce inhibicije E. coli O157:H7 s
ve¢om koli¢inom kompetitivne E. coli non-O157 u prirodnom okruzenju (slike 18 - 23).
Oznake 10°-10® na petrijevim plotama oznaavaju koristena razrjedenja inicijalne
suspenzije E. coli O157:H7. Bujoni i agari koriSteni za pojedinu metodu na petrijevim
plo¢ama su naznaceni kraticama: TSB — mTSBN; 2xGlutB — dvostruki MMGB; ID 0157 -
O157:H7 ID agar. Na O157:H7 ID agaru B-GLUC(-) E. coli O157:H7 vidljive su kao
smaragdno zelene kolonije, dok su ostale B-GLUC(+) E. coli crvene, ljubiaste do modre
boje. Na plo¢ama TBX agara kolonije B8-GLUC(-) E. coli O157:H7 su bijele, dok su ostale
kolonije E. coli (3-GLUC(+)) zelene boje.
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Slika 18. Dokaz porasta 5400 MPN E. coli non-O157:H7 i zagadenja s 9200 MPN
VTEC 0157:H7/100g $koljkasa na TBX agaru u uzorku 2270 (foto: 1. Listes)

~ E.colinon-  E.

T OWSTHT LOISTHT
Slika 19. Dokaz porasta 9200 MPN VTEC O157:H7 i dodane kompetitivne
mikroflore od 5400 MPN E. coli non-O157:H7 u 100g skoljkasa na O157:H7 ID agaru

(foto: 1. Listes)

Slika 20. Dokaz rasta 130 MPN VTEC 0157:H7 (smaragdno

zelene kolonije u poljima) u uzorku s 5400 MPN E. coli non-

0157:H7 u 100g skoljkasa (foto: I. Listes)
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0157 H7 ID

Slika 21. Dokaz rasta 20 MPN VTEC O157:H7
(smaragdno zelene kolonije) u uzorku s 5400 MPN E. coli
non-0157:H7 u 100g skoljkasa (foto: 1. Listes)

Odredivanjem najvjerojatnijeg broja E. coli O157:H7 na TBX agaru i ranije
verificiranom O157:H7 ID agaru za kontrolu i vidljivi paralelni dokaz rasta RB-GLUC(-) E.
coli O157:H7 i na jednom i drugom agaru, potvrdeno je dobro umnazanje VTEC u
jednostrukom i dvostrukom MMGB bujonu i uspje$no izdvajanje E. coli O157:H7 uz
inkubaciju od 41,5 °C na TBX agaru, Sto je potvrda primjenjivosti faze umnazanja i
mogucnosti izdvajanja VTEC po metodi 1 bez obzira na kasnije varijante nacjepljivanja
umnozene kulture (slika 18).

Na slikama uzorka broj 2270 (slike 19 - 21), vidljiv je porast B-GLUC(-) E. coli
O157:H7 iz sve tri razine zagadenja, niske, srednje i visoke (25 CFU/100g; 190 CFU/100g;
4500 CFU/100g E. coli O157:H7), uz dokazanu visoku razinu kompetitivne mikroflore od
5400 MPN R-GLUC(+) E. coli non-O157:H7/100g na TBX agaru (slika 18). Odnos razine
zagadenja uzoraka kompetitivnom E. coli non-O157 i ciljanom E. coli O157:H7 je 215:1.

U tablici 12 i na slikama 18, 22 i 23 prikazana je uspjesnost porasta VTEC O157:H7 sa
sve tri klasi¢ne metode za izdvajanje B-GLUC(-) E. coli (metoda 1, 2 i 3). Na plocama se
osim oznaka koriStenih razrjedenja za zagadenje nalaze i oznake koriStenih bujona za
umnazanje i naziv agara. Istovremeno, s ocjenom prikladnosti klasi¢nih metoda izolacije, isti
uzorci (2068 i 2070) koristeni su za istovremenu kontrolu i verifikaciju ELISA metode
(tablica 12).
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Tablica 12. Usporedni prikaz dokaza porasta E. coli O157:H7 klasicnim metodama za
izdvajanje RB-GLUC(-) E. coli i ELISA postupkom

Oznaka Razrjedenje pocetne suspenzije /
uzorka Upotrijebljene metode razina zagadenja uzorka s
i razina i njihove faze E. coli O157:H7
zagadenja 10° 10” 10/
s E. coli 0,25 CFU/g | 1,9 CFU/g | 45 CFU/g
non-0157 Naziv _
metode * *x Porast / dokaz Stx E. coli O157:H7
MRD TBX
Metodal | yvcB EMBA - + +
MRD _
Metoda2 | MMGB 01%‘“7 ] . +
mTSBN
Uzzzoégk ELISA
nakon faze* ELISA test - + +
<20 MPN/ metode 2
100g Metoda 3 mTSBN 01?E):H7 + + N
ELISA
nakon faze* ELISA test + + +
metode 3
Direktna i ) )
ELISA iz MRD bez obogacenja
MRD TBX
Metoda 1 MMGB EMBA + + +
MRD _
Metoda2 | MMGB 01?[7)“7 + + N
Uzorak mTSBN
2270 ELISA
nakon ELISA test + + +
5400 MPN/ metode 2
100g .
Metoda 3 mTSBN Oltl’;z).H7 + + N
ELISA
nakon ELISA test + + +
metode 3
Direktna

ELISA iz MRD bez obogacéenja

*  Kkoristeni diluenti i bujoni za umnazanje E. coli
**  koristeni agari za izdvajanje i identifikaciju R-GLUC(-) E. coli / dokaz verotoksina
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U uzorku 2268 bez inhibitornih mikroorganizama, zagadenje s 0,25 CFU/g skoljkasa
nije dalo porast metodama 1 i 2 dok je iz uzorka 2270 s velikom koli¢inom kompetitivne
mikroflore (>200 puta od ciljanog mikroorganizma) E. coli O157:H7 izolirana sa sve tri
metode. Prvi razlog je da ciljani mikroorganizam nije ni stavljen u homogenat uzorka 2268 u
MRD (diluent koji se Koristi i za ozivljavanje) jer je koli¢ina E. coli O157:H7 u epruveti s
pripremljenim razrjedenjem 107 bila premala da bi bila prisutna u svakom mililitru suspenzije
koja se koristila za zagadenje. Drugi moguci razlog je koli¢ina dodane E. coli O157:H7 od
0,25 CFU/g koja je preblizu granice osjetljivosti MPN metode <0,20 CFU/g, odnosno uz
odredenu mjernu nesigurnost ispod nje. Metodom 3 (metoda detekcije) iz istog uzorka, ali iz

homogenata s mTSBN dokazan je porast u oba uzorka.

E. coli

Wy e

Slika 22. Dokaz porasta VTEC O157:H7 iz tri razine zagadenja
metodom 2 na O157:H7 ID agaru (na slici desno), uz dodatak TBX
agara za vidljiv rast E. coli non-O157:H7 (na slici lijevo) (foto: 1.

Listes)

96



Metodom 2 i izabranom tehnikom nacjepljivanja agara, na slici 22 prikazan je porast E.
coli O157:H7 u uzorku broj 2270 na O157:H7 ID agaru (smaragdno zelene kolonije) iz sve tri
razine zagadenja (0,25 CFU/g; 1,9 CFU/g, 45 CFU/g) uz kontrolu prisutnosti kompetitivne
mikroflore E. coli non-O157:H7 na TBX agaru (zelene kolonije).

Ranije utvrdena 200 puta veca razina zagadenja uzorka s E. coli non-O157:H7 sa 54
MPN/g (5400 MPN/100g) prikazana je na slici 18.

10°® 107 108

Slika 23. Dokaz bogatog rasta VTEC 0O157:H7 (smaragdno zelene kolonije) iz

sve tri razine zagadenja metodom 3 na O157:H7 ID agaru (foto: I. Listes)

Metodom 3, izabranom tehnikom nacjepljivanja agara, vidljiv je jednak porast E. coli
O157:H7 u gotovo ¢&istoj kulturi na O157:H7 ID agaru bez obzira na razinu zagadenja, 45
CFU/g, 1,9 CFU/qg ili 0,25 CFU/g, uzorka broj 2270 s ranije utvrdenim 54 MPN E. coli non-
0157:H7/g (slika 23).

Najvece razrjedenje ciljanog mikroorganizma koje daje porast ciljanih bakterijskih
kolonija bez obzira na broj kolonija predstavlja granicu detekcije.

Sa sve tri metode izdvajanja B-GLUC(-) E. coli O157:H7 izdvojene su ciljane bakterije
uz utvrdenu granicu detekcije od 0,25 CFU/g E. coli O157:H7 (tablica 12, slike 18-23).
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5.2. Verifikacija ELISA metode dokazom verotoksina u uzorcima homogenata
skoljkasa zagadenih sa VTEC O157:H7

ELISA metoda uz obogacenje je provjerena vise puta u smislu razli¢itih odnosa razine
zagadenja ciljane VTEC (E. coli O157:H7) i kompetitivne dodane i prirodne mikroflore, a
takoder je za usporedbu provjeren i postupak bez obogacenja. Sve vrijednosti kolonija VTEC
O157:H7 izbrojenih na agaru koje su koriStene za zagadenje uzoraka izrazene su po gramu
Skoljkasa (CFU/qg) radi lakSe usporedbe s MPN vrijednostima i medusobne usporedbe vise
metoda primijenjenih u radu.

Granica detekcije je naprotiv izraZzena kao CFU/koli¢ina uzorka koji je uSao u postupak

umnazanja.

5.2.1. Dokaz verotoksina u $koljkasima uz dodanu kompetitivhu mikrofloru

Verifikacijom ELISA testa u supernatantima kultura umnozenih u bujonima prema metodama
2 i 3, te usporedbom na uzorcima skoljkasa bez E. coli, a s 5400 MPN dodane E. coli non-
0157/100g uz tri razine zagadenja s VTEC O157:H7 (tablica 11 i slike 18 - 21) izabran je
uzoraka bez umnazanja u diluentu za oporavak E. coli bez dodataka antibiotika (MRD). U oba
uzorka bez obzira na stupanj umjetnog zagadenja, nije dobiven pozitivan rezultat na
prisutnost verotoksina (Stx).

U uzorku 2270 s velikom koli¢inom kompetitivne mikroflore (5400 MPN dodane E.
coli non-0157/100g) umnazanjem 18 sati u bujonima potvrdena je prisutnost Stx iz VTEC
O157:H7, bez obzira na razinu onecis¢enja S VTEC. Takoder je potvrdena prisutnost Stx bez
obzira je li se radilo 0 obogacenoj kulturi dobivenoj umnazanjem u dva bujona MMGB i
mTSBN (metoda 2) ili obogacenoj kulturi dobivenoj umnazanjem u mTSBN (metoda 3).

U uzorku 2260 bez kompetitivnin mikroorganizama zagadenje s 0,25 CFU VTEC
0O157:H7/g nije dalo pozitivan rezultat, za $to je klasicnim metodama izolacije dokazano da
koli¢ina VTEC O157:H7 u svakom mililitru pocetne suspenzije nije bila dostatna za
zagadenje. Za daljnju primjenu u pretrazi uzoraka zivih Skoljkasa iz proizvodnih podrucja,
izabrana je ELISA metoda s umnazanjem u mTSBN koriStenom u metodi 3, te je nadalje taj

postupak verificiran.
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5.2.2. Dokaz verotoksina u $koljkasa uz prirodnu kompetitivhu mikrofloru

ELISA postupak uz obogacenje u mMTSBN koristenim u metodi 3, 0osim uz umjetno
dodanu kompetitivhu mikrofloru provjeren je i na uzorku s prirodnim sadrzajem non-VTEC
od 1100 MPN/100g (8koljkasi dalmatinskog dijela istocne obale Jadrana su vecinom
razvrstani u razred A sa <230 MPN/100g) dok je kontrolni uzorak bio bez prirodno prisutne
E. coli.

U oba uzorka i u tri razine kontaminacije s VTEC 0157:H7 od 0,2 - 8 CFU/g skoljkasa
(tablica 13) potvrdena je prisutnost verotoksina iz VTEC O157:H7 nakon umnazanja kroz 18
sati u bujonu (MTSBN) i u uzorcima s najmanjom razinom kontaminacije. Istovremeno je
potvrden rast VTEC O157:H7 iz sve tri razine zagadenja pocéetne suspenzije na O157:H7 ID

agaru.

Tablica 13. Odredivanje prisutnosti verotoksina ELISA postupkom u uzorcima $koljkasa s
razli¢itom razinom zagadenja s VTEC O157:H7

Oznaka uzorka s ELISA test Razrjedenje pocetne suspenzije/

prirodnom razinom uz kontrolu vitalnosti razm@.f_%gé“glllg}ﬁgrka S
bakterije E. coli VTEC izdvajanjem na '

10°/ 107/ 10°®
A MEHOE ) & 0,2CFU/g | 14CFU/g | 8CFU/g

izdvajanje na

O157:H7 ID + + +
989 umnazanje agaru
<20 MPN/100g umTSBN
ELISA + + +

izdvajanje na

0157:H7 ID + + +
1000 umnazanje agaru
1100 MPN/100g u mTSBN
ELISA + + +

+ = porast E. coli O157:H7/prisutnost Stx

5.2.3. Provjera moguénosti dokaza verotoksina ELISA metodom bez umnazZanja

Primjena direktnog ELISA postupka bez umnazanja U supernatantima bujona s
dodatkom antibiotika (MTSBN), provjerena je u uzorku skoljkasa s prirodnim sadrzajem E.
coli od 5400 MPN/100g i na uzorku bez prirodne, kompetitivne E. coli u dvije razine

kontaminacije s VTEC O157:H7 (tablica 14). Koli¢ine dodane VTEC su u ovom pokusu bile
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znatno veée nego pri prethodnoj verifikaciji (tablica 12) kada nisu dokazani verotoksini.
Uzorci su pretrazeni i ELISA testom nakon obogadivanja. Test bez umnazanja bio je
pozitivan na prisutnost Stx tek kod jako visoke kontaminacije ciljanim mikroorganizmom >
10° CFU/g za razliku od ELISA testa s prethodnim umnaZanjem u mTSBN. Stoga Su UZzorci
Skoljkasa u radu pretrazivani ELISA metodom uz inkubaciju u mTSBNu.

Dodatno je dokazana i stabilnost verotoksina kroz >60 dana u centrifugiranim
obogacenim kulturama, pohranjenima pri temperaturi od 4 °C. Verotoksini su dokazani u
supernatantu obogacenih kultura bez obzira na pocetnu koli¢inu VTEC i drugih
mikroorganizama, za razliku od neobogacenih kultura VTEC. U neobogaé¢enim kulturama s
> 10° VTEC CFU/g u uzorku i prirodnoj razini 5400 MPN E. coli /100g stabilnost je bila
manja (40 dana) nego u uzorima bez E. coli (60 dana).

Dokazana stabilnost verotoksina od najmanje 60 dana u obogacenim kulturama
pohranjenima na 4 °C omogucava obradu odjednom vise uzoraka zaprimljenih u razliito
vrijeme na jednoj ELISA ploc¢ici. Ova moguénost je tijekom istrazivanja samo iznimno
koristena na obogacenim kulturama starim tjedan dana jedne serije uzoraka Skoljkasa, uz

jednako tretiranu pozitivnu kontrolu.

Tablica 14. Odredivanje prisutnosti verotoksina u uzorcima skoljkasa u ELISA postupku sa i

bez obogacenja

Razrjedenje pocetne suspenzije / razina
Oznaka uzorka ELISA test ; )
s prirodnom uz kontrolu vitalnosti > Zaga(:enja B VIEC 01657'H7
razinom VTEC izdvajanjemna | 10°/2x10° CFU/g 107/2 x 10° CFU/g
bakterije E. coli agaru metodom 3 0.dan 0.dan | 40.dan | 60.dan
izdvajanje na
. . | O157:H7ID + + / /
umnazanje agaru
2920 (dagnje) | umTSBN
<20 MPN/100g ELISA + + + +
MTSBNbez| g 150 - ¥ ¥ ¥
umnazanja
izdvajanje na
2946 oo 0O157:H7 ID + + / /
(prnjavice) ~|umnazanjeu agaru
5400 mMmTSBN
MPN/100g ELISA + + + +
mTSBIV\I b'ez ELISA ) + + -
umnazanja

+ = porast E. coli O157:H7 ili prisutnost Stx; - = odsutnost Stx; / = nije primjenjivo
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5.2.4. Rezultat pokusa moguénosti izolacije VTEC i dokaza prisutnosti verotoksina

ELISA metodom iz $koljkasa zagadenih prirodnim putem filtracijom mora

Simulacijom prirodnih uvjeta i kontaminacijom zivih Skoljkasa s VTEC - E. coli
0157:H7 (B-GLUC(-)), potvrdena je mogucnosti nalaza VTEC i njihovih toksina u §koljkasima
filtracijom zagadenog mora. Upotrijebljene su sljedece metode: modificirana MPN 1SO/TS
16649-3:2005 s inkubacijom pri 41,5 °C na TBX agaru i O157:H7 ID agaru za istovremeno
brojanje B-GLUC(-) E. coli i B-GLUC(+) E. coli, te ELISA metoda s obogac¢enjem prema
metodi 3 s izdvajanjem R-GLUC(-) E. coli, $to je i njihova dodatna verifikacija. U tablici 15
naveden je broj dodanih i utvrdenih bakterijskih stanica E. coli O157:H7 i drugih
mikroorganizama nakon zagadenja mora. Broj bakterija utvrden je metodom membranske

filtracije (MF) i metodom prelijevanja agara.

Tablica 15. Broj mikroorganizama u zagadenom moru

BAZEN 1 BAZEN 2

Dodani mikroorganizmi u more (VTEC O157:H7/100mL) 155 15,4

Utvrdeni mikroorganizmi u moru

Ukupni broj mikroorganizama/iml 72 56
Fekalni koliformi-MF/100 mL 0 0
E. coli-MF/100 mL 0 0

E. faecalis-MF/100 mL 6 4
VTEC 0157:H7-MF/100 mL 38 1
Ps. aeruginosa -MF/100 mL 0 0

Kako je vidljivo u slici 24, broj poraslih VTEC O157:H7 iz bazena 1 je djelomi¢no
smanjen (oko 4x) s obzirom na inicijalni broj, vjerojatno zbog inhibitornog utjecaja morske
(slane) vode i otjecanjem odredenog broja VTEC stalnim protokom mora. Bazen oznake 2
nije uzet u obzir za ovaj izracun radi nesigurnosti oCitavanja malih brojeva kolonija poraslih
na seketivnoj podlozi (< 4 CFU). Broj VTEC O157:H7 u oba bazena bio je dostatan za
oneciscenje Skoljkasa (slike 24, 25, 26 i tablica 15). Broj VTEC O157:H7 u moru nakon
kontaminacije je izbrojan MF metodom izrazen kao srednja vrijednost broja kolonija poraslih
na dvije petrijeve ploce O157:H7 ID agara.
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Slika 24. Broj VTEC 0157:H7 (smaragdno zelene kolonije)
MF metodom na O157:H7 ID agaru (foto: 1. Listes)

Nakon filtracije mora u vremenu od jednog sata pri temperaturi od 20 °C,
modificiranom MPN metodom na TBX agaru uz dodatak O157:H7 ID agara utvrdeno je 9200
MPN VTEC 0O157:H7/100g skoljkasa iz uzorka B1 (slika 25), te do 490 MPN VTEC
O157:H7/100g skoljkasa iz uzorka B2 (slika 27). lako u 100 mL mora nije izdvojena ni jedna
R-GLUC(+) E. coli (E. coli non-O157:H7) u skoljkaSima je utvrdena odredena koli¢ina E. coli
koja je u njima bila prisutna u trenutku uzorkovanja iz prirodnog okruzenja (proizvodno
podruéje razvrstano u razred A <230 MPN E. coli/100 g).

U uzorku B1 u dva ponavljanja utvrdena je prisutnost prirodne B-GLUC(+) E. coli od
20 i 80 MPN E. coli/100g skoljkasa (slika 25, porasle zelene kolonije, donja dva reda
petrijevih plo¢a) i infiltrirane B-GLUC(-) VTEC 0157:H7 od 2200 i 9200 MPN/100g
Skoljkasa (slika 25, smaragdno zelene kolonije, gornja dva reda petrijevih plo¢a). Na slici 25
vidljivo je da su na O157:H7 ID agaru, kolonije B-GLUC(+) E. coli non O157:H7 jedva

VTEC O157:H7.
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Razlika u MPN izmedu ponavljanja (slika 25) je prihvatljiva s obzirom na varijabilnost
metode 1SO 7218:2007, uz interval povjerljivosti od 95% (ANON., 2007.c).

F
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Slika 25. MPN B-GLUC(-)VTEC 0157:H7 i B-GLUC(+) E. coli non O157:H7 na
O157:H7 ID i TBX agaru u uzorku zagadenih zivih dagnji bazena 1 (foto: I. ListeS)
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E. coli non
0157:H7

Slika 26. MPN B-GLUC(-) VTEC 0157:H7 i B-GLUC(+) E. coli
non O157:H7 na O157:H7 ID i TBX agaru u uzorku zagadenih
zivih dagnji iz bazena 2, ponavljanje A (foto: I. ListeS)

U uzorku B2 u ponavljanju A (slika 26) dokazana je prisutnost prirodne B-GLUC(+) E.
coli od 230 MPN E. coli/100g skoljkasa (zelene kolonije, donji red petrijevih plo¢a) i 230
MPN infiltrirane B-GLUC(-) VTEC O157:H7/100g skoljkasa (smaragdno zelene kolonije,
gornji red petrijevih ploca).

U uzorku B2 u ponavljanju B (slika 27) dokazana je prisutnost prirodne 3-GLUC(+) E.
coli od 80 MPN E. coli/100g skoljkasa (zelene kolonije, donji red petrijevih ploca) i 490
MPN infiltrirane B-GLUC(-) VTEC 0O157:H7/100g Skoljkasa (smaragdno zelene kolonije,
gornji red petrijevih ploca).

Rezultati oba ponavljanja (slika 26 i 27) ulaze u medusobne intervale povjerljivosti od
95% metode 1SO 7218:2007 (ANON., 2007.c).
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Slika 27. MPN B-GLUC(-) VTEC 0157:H7 i B-GLUC(+) E. coli non
O157:H7 na O157:H7 ID i TBX agaru u uzorku zagadenih Zzivih

dagnji iz bazena 2, ponavljanje B (foto: I. Listes)

U slici 28 u donjem redu petrijevih ploc¢a prikazan je porast bakterija u uzorcima
prirodno oneciS¢enih $koljkasa, izabranom metodom 3 (obogacenje uzoraka Skoljkasa u
mMTSBN uz izdvajanje B-GLUC(-) E. coli tehnikom iscrpljivanja na jednoj plo¢i (varijanta 2)
O157:H7 ID agara). U oba uzorka vidljiv je bogat i poZeljan rast pojedina¢nih kolonija VTEC
O157:H7.

Usporednom tehnikom nacjepljivanja (varijanta 3) vece koli¢ine (100ul) obogacene
kulture (prikaz na slici 28, gornji red petrijevih plo¢a) potvrden je pregusti rast kulture.

Rezultati ovog pokusa s istovremenom upotrebom modificirane metode MPN ISO/TS
16649-3:2005 za dokaz razine zagadenja i metode 3 ujedno su i potvrda dobre produktivnosti
izabranih hranjivih podloga i temperatura umnazanja i izdvajanja, koje su koriStene u sve tri

klasiéne metode izdvajanja B-GLUC(-) E. coli iz uzoraka zivih $koljkasa.
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Slika 28. Porast B-GLUC(-) VTEC 0157:H7/100g skoljkasa
(smaragdno zelene kolonije) u uzorcima dagnji Bl i B2,
metodom 3, varijante 2 i 3 nacjepljivanja na O157:H7 ID agar

(foto: 1. Listes)

ELISA metodom uz obogacenje uzoraka 18 + 2 sata/41,5 °C u mTSBN, dokazana je
prisutnost verotoksina (Stx) u namjerno onecis¢enim uzorcima zivih dagnji putem filtracije
morske vode (oznake B1 i B2) s VTEC 0157:H7 (slika 29).

U izoliranim kolonijama E. coli O157:H7 iz mora i iz uzoraka u svrhu potvrde
prisutnosti i stabilnosti verotoksina, takoder je potvrdena prisutnost Stx.

Istim ELISA testom dokazani su i verotoksini u kolonijama pohranjenih kultura E. coli
za koje je PCR postupkom otkriveno da posjeduju gene za proizvodnju Stx, osim u uzorku
kulture broj 120 koja je bila pozitivna u PCR postupku.

Rezultati pokusa potvrduju mogucnost prijenosa VTEC O157:H7 kroz more i
koncentriranje bakterije u organima Skoljkasa do koli¢ine od 9200 MPN E. coli
0157:H7/100g kroz samo sat vremena.
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Slika 29. ELISA test na uzorcima iz pokusa onecis¢enja zivih Skoljkasa

putem mora i pozitivnim izolatima E. coli iz $koljkasa u PCR testu
(oznake 39-120)

Legenda:

narancasta i zuta boja jazica — prisutnost Stx / prozirna do izrazito svjetlo zuta —
odsutnost Stx;

+ pozitivna kontrola proizvodaca / - negativna kontrola proizvodaca;

B1 - B2, dagnje iz kontaminiranih bazena, 2 ponavljanja pretrage;

MF B1, kolonije dobivene membranskom filtracijom mora na O157:H7 ID agaru;
K B1; K B2, kolonije izolirane na O157:H7 ID agaru iz uzoraka (slika 28);

K OI57, laboratorijska pozitivna kultura (1 CFU E. coli O157:H7u 10mL
mTSBN);

39/3;43/4;53/4;116/7;120/1-4 pohranjene kolonije na STOCK agaru PCR
pozitivnih kultura

5.2.5. Osjetljivost, specifi¢nost i podudarnost ELISA metode

Iz gore navedenih pokusa usporedbom s klasi¢cnom metodom izolacije VTEC O157:H7,
metoda 3, odredena je osjetljivost, specifi¢nost i podudarnost ELISA metode (tablica 16). Sve
vrijednosti CFU su izrazene na 25g uzorka radi ujednacavanja s metodom izdvajanja E. coli
0157:H7 (metoda 3).
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Tablica 16. Usporedba osjetljivosti, specificnosti i podudarnosti ELISA metode s klasi¢nom

kulturelnom metodom 3

Oznaka |Razina prirodnog / umjetnog Ra_zina__ Broj pozitivnih / broj pretrazenih
zagadenja E. coli non kontaminacije sa
UHEE B = VTEC O157:H7 ELISA | ELISA bez
O157:H7 CFU/25g metoda 3 |y mTSBN) | inkubacije”
989 5 1/1 1/1 /
dagnje <5 CFU/25¢ 35 1/1 1/1 /
(<20 MPN/100g) 200 11 11 /
nenacijepljen 0/1 0/1 /
5 1/1 1/1 /
dt%?]?e 275 CFU/259 35 11 11 /
(1100 MPN/100g) 200 1n 1 /
nenacijepljen 0/1 0/1 /
6,25 1/1 1/1 0/1
2268 <5 CFU/25¢ 475 11 11 01
dagnje (<20 MPN/100g) 1125 1 U1 oL
nenacijepljen 0/1 0/1 0/1
6,25 1/1 1/1 0/1
2210 1350 CFU/25g 47,5 11 11 01
dagnje (5400 MPN /100g) 1125 11 11 0/1
nenacijepljen 0/1 0/1 0/1
2920 2x10° 1/1 1/1 0/1
dagnje (<;3 ﬁgﬁﬁggg) 2 X 10° 71 71 71
nenacijepljen 0/1 0/1 0/1
2946 2x10° 1/1 1/1 0/1
prnjavice (Si%gol\prNU/’fggg) 2 x 10° 71 71 71
nenacijepljen 0/1 0/1 0/1
B1 20 CFU/25¢g 575° 2/2 2/2 /
B2 57 CFU/259 30° 2/2 212 /
> 26 26 14
Broj pozitivnih uzoraka 20 20/20 2/10
Broj negativnih uzoraka 6 6/6 4/4
Osjetljivost (%) 100 20
Specifi¢nost (%) 100 100
Podudarnost (%) 100 43

a - preracunato iz ocCitanih MPN vrijednosti; sve vrijednosti CFU su izrazene na 25g uzorka radi
ujednacavanja s metodom izdvajanja E. coli O157:H7;

b - umjesto diluenta po protokolu proizvodaca ELISA postupku za feces, koristen je MRD - diluent za
maksimalni oporavak E. coli (ISO/TS 16649-3:2005);

C- prosjecna vrijednost iz 2 ponavljanja pretrage uzoraka kontaminiranih filtracijom zagadenog mora,

/ - metoda nije primijenjena u navedenim uzorcima
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ELISA metoda za odredivanje Stx upotrijebljena bez umnazanja, na supernatantima
homogeniziranih skoljkasa u diluentu za ozivljavanje (MRD) dala je rezultat od samo 20%
osjetljivosti i 43% podudarnosti uz visoku razinu zagadenja od 2 x 10° CFU/25g.

Istom ELISA metodom upotrijebljenom u supernatantima umnozenih kultura u mTSB s
novobiocinom i na najmanjoj razini zagadenja od 5 CFU/25¢g detektiran je isti broj pozitivnih
I negativnih uzoraka kao kod metode klasi¢ne izolacije VTEC O157:H7. To rezultira sa 100%
osjetljivosti i specifi¢nosti, te podudarnosti od 100%.

Granica detekcije ELISA testa s umnazanjem, izabranog za daljnju pretragu uzoraka
Skoljkasa, jednaka je upravo najmanjoj koli¢ini dodane ciljane VTEC pri kojoj su dokazani
verotoksini u 25g homogenata Skoljkasa. Granica detekcije kod prirodno kontaminiranih
uzoraka gdje je odnos VTEC naprema non-VTEC; 1:50, iznosi 5 CFU/25¢g, a kod umjetno
kontaminiranih uzoraka gdje je koli¢ina kompetitivne non-VTEC 215 puta ve¢a od VTEC
iznosi 6,25 CFU/25g.

Dodatno, uz proizvodacku kontrolu uz svaki ELISA test radi usporedne kontrole
bujona, postupka centrifugiranja, pripreme supernatanta i izvodenja samog postupka koristeno
je 107" razrjedenje kulture E. coli 0157:H7 umnozene preko no¢i u mTSBN, te je svaki put

dobiven rezultat ocitanja prisutnosti Stx.

5.3. Verifikacija PCR metode

Izbor pozitivne kontrole za stalnu provjeru pravilne primjene PCR postupka tijekom
pretrage testnih uzoraka verificirana je bakterijskim kulturama koje sigurno posjeduju stx
gene (VTEC 0157:H7, porijeklo ISS Teramo), te ekstrahiranim DNA E. coli iz ljudi sa
simptomima HUS-a. Odredena pozitivna kontrola je ekstrahirana DNA uzorka s najvise
ciljanih gena, oznaka 8 i 9 na slici 30, u kojima su o¢itani bandovi (180, 255, 384 i 534 pb) za
sva Cetirl gena.

Verifikacija PCR metode koja je osim potvrde ucinkovitosti postupka pozitivnom
kontrolom obuhvatila i parametre utjecaja pohrane kultura, pripreme uzorka i transporta
kultura, te spajanja kultura razli¢itih koli€ina ciljane i1 neciljane DNA u zajednickom pulu,

prikazana je slikom 30.
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180 stx 1

Slika 30. Verifikacija PCR postupka i izbor pozitivne kontrole

M - marker s ozna¢enim bandovima od 200, 400 i 600 pb; NK — negativna kontrola; 1. jedna kolonija
VTEC O157:H7 u 75 pl DNA free vode (1 pasaza pohranjene kulture stare godinu dana); 2. vise
kolonija VTEC O157:H7 u 75 ul DNA free vode (2 pasaza); 3. mijeSana kultura jedne kolonije VTEC
O157:H7 i po nekoliko kolonija po soju non-VTEC, ATCC 8739; 35218; 25922 u 75 ul DNA free
vode; 4. mijeSana kultura jedne kolonije VTEC O157:H7 sa punom ezom kulture po soju non-VTEC,
ATCC 8739; 35218; 25922 u 75 ul DNA free vode; 5. Cista kultura E. coli O157:H7 s KA
pripremljenog u HVI-Zagreb (ostali uzorci bakterijskih kultura su pripremljeni u lab. S-2 VZS); 6.
izolirana DNA E. coli O:26 iz ljudi sa simptomima HUS-a; 7. izolirana DNA E. coli O:111 iz ljudi sa
simptomima HUS-a; 8. i 9. izolirane DNA E. coli iz ljudi sa simptomima HUS-a sa prije utvrdenim
genom samo za intimidin (eae)

Na slici 30 vidljivo je da bez obzira da li se radilo o Cistoj kulturi (kultura broj 1, 2 i 5)
ili pulu koji se sastojao od samo jedne kolonije E. coli O157:H7 sa znatno vecom koli¢inom
drugih E. coli (kultura broj 4) uvijek imamo 3 banda s istim parovima baza tj. pozitivan PCR
rezultat. Takoder, nema razlike u rezultatu transportirane i pohranjene kulture stare godinu

dana (kultura broj 1) ili netom pripremljene kulture VTEC (kultura broj 5).

110



5.4. Rezultati pretrage Skoljkasa na prisutnost verotoksigene E. coli u proizvodnim

podruéjima Skoljkasa dalmatinskog dijela isto¢ne obale Jadrana

Rezultati ciljane pretrage SkoljkaSa na prisutnost VTEC u proizvodnim podrucjima
Skoljkasa dalmatinskog dijela istocne obale Jadrana, statisticki su obradeni s obzirom na
utjecaj vrste Skoljkasa, proizvodnih podrucja i vrijednosti MPN E. coli/100g. Takoder su
prikazani rezultati prisutnosti EPEC u Skoljkasima kao dodatni nalaz u PCR postupku za
otkrivanje VTEC. Obradene su medusobne razlike izmedu vrsta SkoljkaSa 1 proizvodnih
podrucja s obzirom na pojavnost E. coli i vrijednosti MPN E. coli/100g, kao i kronoloske i
sezonske razlike u pojavnosti VTEC i EPEC.

Rezultati su prikazani na grafikonima 3 — 23 i u tablicama 17 — 29.

5.4.1. Odnos uzoraka Skoljkasa s izoliranom E. coli i ukupnog broja pretrazenih

skoljkasa

Uzorak od ukupno 900 skoljkasa sadrzavao je 71,3% dagnji, 8,9% kamenica, 13,1%
prnjavica i 6,7% kunjki. U 521 (57,9%) uzorku utvrdena je E. coli (dalje izolirana E. coli ili
>20 MPN). Utvrdena je E. coli u 41,3% pretrazenih uzoraka dagnji, 4,7% kamenica, 9,3%
prnjavica i 2,6% kunjki u odnosu na ukupni broj pretrazenih $koljkasa (tablica 17).U tablici
17 prikazani su i rezultati utvrdenog broja Skoljkasa unutar pojedine vrste u kojima je
izolirana E. coli. Tako je bakterija utvrdena u 57,9% uzoraka dagnji 52,5% kamenica, 71,2%

prnjavica i 38,3% kunjki.

Tablica 17. Udjeli uzoraka skoljkasa s izoliranom E. coli u ukupnom broju pretrazenih

Skoljkasa po vrstama

V Vr.stav ) ;Sg;;/er;tii Udio skoljkasa s- izoliranom E. coli, %
Skoljkasa Skoljkasa, % - %?QJOEL; ;ZE: tj/gm u odnosu na vrstu, %
Dagnje 642 71,3 41,3 57,9
Kamenice 80 8,9 4,7 52,5
Prnjavice 118 13,1 9,3 71,2
Kunjke 60 6,7 2,6 38,3
Ukupno 900 100,0 57,9 /
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Odnos vrsta skoljkasa u broju uzoraka s izoliranom E. coli (vrijednosti >20 MPN /100g
Skoljkasa) prema ukupnom broju pretrazenih Skoljkasa po vrstama, uz utvrdene VTEC i
EPEC pozitivne uzorke prikazan je na grafikonu 3. Na istom grafikonu, takoder je naveden
broj uzoraka s vrijednosti >230 MPN/100g u odredenoj vrsti $koljkasa (neispravni uzorci za

trziste po Pravilniku o mikrobioloskim kriterijima za hranu (NN 74/08).
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Grafikon 3. Broj uzoraka skoljkasa sa izoliranom E. coli, VTEC i EPEC, prema broju

pretraZzenih Skoljkasa

5.4.2. Dokaz VTEC i EPEC PCR metodom nalaza gena u kulturama E. coli

Multipleks PCR pretragom su najprije utvrdene VTEC/EPEC zajedni¢ke pozitivne
kulture (pul) koje su se sastojale od do deset ozivljenih kultura E. coli s agara za
konzerviranje, izoliranih iz razli¢itih uzoraka Skoljkasa u istrazivanom periodu. Nakon toga su
iz utvrdenog pozitivnog pula ponovnim PCR testom iz pojedinac¢nih kultura E. coli,
identificirane one koje su sadrzavale trazene gene, a time je utvrden VTEC i EPEC pozitivan
uzorak Skoljkasa (slika 31, tablice 18 i 19).

Bakterija E. coli izolirana je iz 521 uzorka skoljkasa, a ukupno 1100 kultura je uzeto u
daljnju pretragu PCR postupkom na prisutnost verotoksigenih gena i dodatnih virulentnih
markera. Sveukupno je prisutnost trazenih gena utvrdena u 22 bakterijske kulture koje su
potjecale od 22 uzoraka SkoljkaSa. U pet uzoraka je potvrdena prisutnost verotoksigenih E.

coli-VTEC, a na osnovi nadenih samo eae gena dodatno i 16 enteropatogenih E. coli - EPEC.
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U jednoj od izoliranih kultura E. coli, utvrden je samo hlyA gen za enterohemolizin,
karakteristi¢an i za enterohemoragic¢ne E. coli (EHEC) kao podskupinu VTEC. Radi daljnje
statistiCke obrade podataka poSto u ovom soju nisu utvrdeni Stx geni pridruzen je ostalim

utvrdenim dijaroi¢nim E. coli $to sa¢injava ukupno 17 EPEC kultura
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Slika 31. PCR pozitivne kulture E. coli iz pojedina¢nih uzoraka Skoljkasa

pb-parovi baza, NK — linija negativne kontrole, PK — linija pozitivne kontrole sa
veli¢inom banda 180, 255, 384 i 534 pb, M — marker s oznakom bandova od 15,
50, 100, 150, 200, 250, 300, 400, 500, 600, 700, 800 i 1000 pb

PCR pretragom izoliranih kultura E. coli iz uzoraka na prisutnost Shiga toksina (stx1 i stx2),
gena za intimin (eae) i enterohemolizin (hlyA), u pet kultura utvrdeni su stx1 ili stx2 geni za
VTEC. Cak 3/5 pohranjenih kultura identificiranih kao VTEC nose stx1 gene, a 2/5 nose stx2.
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U 2/5 VTEC utvrdena je prisutnost i eae dodatnih virulentnih gena, a hlyA gen je utvrden u
1/5 kulturi VTEC koja je imala i stx1 i eae gene. U ostalih 17 kultura E. coli utvrdena je samo
prisutnost gena dodatnih virulentnih faktora i to, u 16 kultura eae gen koji je sam, bez stx
gena, pokazatelj pripadnosti EPEC patotipa i jedna kultura E. coli s hlyA genom. Kombinacije
gena markera za VTEC i dodatnih virulentnih gena prikazane su u grafikonu 4.
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Grafikon 4. Distribucija gena unutar vrsta skoljkasa

Stx 1 i stx2 genotipovi su jednako zastupljeni u dagnjama (2:2), dok je medu
prnjavicama dokazan samo genotip stx1. To je 100% -tna zastupljenost stx2 genotipa u
dagnjama dok je Stx 1 genotip rasporeden u dagnjama — 67% i u prnjavicama — 33%. U
ostalim vrstama skoljkasa nisu dokazani stx geni. Od eae pozitivnih izolata 83% je utvrdeno u
dagnjama, 6% u kamenicama i 11% u prnjavicama. HIyA geni su utvrdeni u dvije kulture E.
coli, jedan u dagnjama i jedan u prnjavicama.

Za daljnje odredivanje serotipa i pohranu VTEC/EPEC ,Cistih* izolata iz pozitivnih
PCR kultura E. coli, uzastopnom subkultivacijom iscrpljivanjem na TBX i izolacijom na
krvnom agaru dobivene su pojedina¢ne kolonije, te su ponovo pretrazene u PCR postupku
(slika 32). Provjerenim testom pojedinac¢nih kolonija PCR pozitivnih VTEC kultura, potvrdeni
su stx geni u uzorcima 39-3, 43-4, 53-4 i 116-7 u broju kolonija od 1 do10 ovisno o uzorku. U
uzorku oznake 120-1 u 30 pojedinac¢nih kolonija nisu ponovo utvrdeni stx i hlyA geni, a
potvrdena je prisutnost eae gena. Ponovljeni multipleks PCR test na prethodno izdvojenoj i
pohranjenoj DNA iz kulture E. coli uzorka 120-1 dao je identi¢an rezultat kao i prvi put (slika

32).
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Slika 32. Zastupljenost VTEC kolonija unutar PCR pozitivnih E. coli

kultura iz pojedinog uzorka skoljkasa

pb-parovi baza, NK — linija negativne kontrole, PK — linija pozitivne kontrole sa
veli¢inom bandova 180, 255, 384 i 534 pb, M — marker s oznakom bandova od
15, 50, 100, 150, 200, 250, 300, 400, 500, 600, 700, 800 i 1000 pb, linije 39 do
116 su PCR pozitivne pojedina¢ne kolonije iz E. coli kultura pojedinaénog
uzorka; linija 120-1 je ponovljen test na pohranjenoj DNA E. coli kulture uzorka
(u pojedinac¢nim kolonijama nisu utvrdeni Stx geni)
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5.4.3. Genotipske i fenotipske karakteristike PCR pozitivnih kultura E. coli

Tablica 18. Karakteristike kultura VTEC izdvojenih iz skoljkasa

Vrsta - Stx ELISA
it Oznaka | stx 1 |stx2 | eae | hlyA | Serotip T - B-GLUC| SOR
Dagnje | 81-1 - -+ ] - na np / it +
Dagnje | 92-7 - -+ ] - 0:103 np / + +
Dagnje 92-8 - - + - na np / + +
Dagnje 75-4 - - + - 0:128 np / + +
Dagnje | 53-4 - + | - | - 0:78 np + + +
Prnjavice | 54-1 - - + - na np / + +
Dagnje | 56-2 - -+ ] - na np / + +
Dagnje | 58-1 - -+ |- 0:126 np / + -
Dagnje | 60-6 | - | - |+ | - | 0:125 np / + +
Kamenice| 70-5 - - + - 0:127 np / + +
Prnjavice| 43-4 + - - - 0:55 + + + +
Prnjavice | 9-9 - - + - na - / + +
Dagnje 11-4 - - |+ - na - / + +
Dagnje 11-5 - - + - na - / + +
Dagnje 26-3 - - |+ - na np / 5 -
Dagnje 31-1 - - + - na np / + -
Prnjavice | 38-2 - - - + na np / + +
Dagnje | 39-3 i -+ - 0:55 np + + +
Dagnje | 116-7-8 + - - O:7 np + + +
Dagnje | 120-1 + - + + 0:78 np - + +
Dagnje | 121-1 - - + - na np / + +
Dagnje | 121-4 - - + - na np / + +

*na-nije aglutinabilan sa antiserumima O4, 018, 025, 026, 044, 055, 078, 086, 091, 0103, 026,
0104, 0111, 0112, 0114, 0118, 0119, 0124, 0125, 0126, 0127, 0128, 0142, 0145, 0157, O164.
PELISA je tijekom 2009. godine primjenjena u oboga¢enim kulturama u mTSBN od 258 uzoraka,
ostali uzorci nisu pretrazeni ovom metodom (np - nije pretrazeno)
¢ provjera sposobnosti proizvodnje toksina u PCR stx pozitivnim pojedinaénim izolatima
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Sve utvrdene VTEC i EPEC kulture su kao vec¢ina non-O157:H7 E. coli sojeva B-
glukuronidaza pozitivne (22/22, 100%), dok sorbitol na agaru fermentira 14 od 17 EPEC
kultura (82%) i svi VTEC sojevi (5 ili 100%) Sto je prikazano u tablici 18.

ELISA metodom verificiranom u ovom radu, na prisutnost VTEC pretrazen je dio
Skoljkasa tijekom 2009. godine. Na prisutnost verotoksina pretrazeno je 258 uzoraka, Sto ¢ini
29% uzoraka $koljkaSa pretrazenih ovom metodom. Pretragom kulture Skoljkasa obogacene
preko no¢i na prisutnost verotoksina 1 i 2 (Stx) utvrden je jedan pozitivan uzorak (43-4), iz
kojega su pohranjeni izolirani E. coli sojevi takoder potvrdeni i PCR postupkom kao VTEC
(tablica 18).

Sposobnost proizvodnje verotoksina u izolatima koji su dali PCR pozitivni nalaz
potvrdena je ELISA metodom u cetiri uzorka, dok u petom uzorku VTEC (120-1), u
pojedina¢nim kolonijama uzorka nisu utvrdeni verotoksini (sukladno odsutnosti Stx gena).

Od 900 uzoraka pretrazenih skoljkasa izolirano je 27 izolata E. coli koji su imali tipi¢ne
morfoloske karakteristike za serotip O157:H7, B-glukuronidaza i sorbitol negativan.
Aglutinacija ovih izolata lateks testom za E. coli O157:H7, kao i kasnije zivih i kuhanih
kultura sa antiserumima za E. coli 0157, dala je negativan rezultat. U ovim sojevima nije
utvrdena prisutnost trazenih virulentnih gena, pa dalje nisu razmatrani u istraZivanju.

Serotipizacijom zivih i kuhanih kultura VTEC i EPEC, s raspolozivim O antiserumom
serotipova VTEC/EPEC koji su u najc¢escoj uporabi u determinaciji humanih sojeva za ovo
podrugje (tablica 18), utvrdeno je pet VTEC kultura u kojima su aglutinacijom odredena tri
razli¢ita serotipa, O7, O55 i O78.

Dodatno je uspje$no serotipizirano pet od ukupno 17 izolata EPEC, te su utvrdeni
serotipovi 0103, 0125, 0126, 0127, 0128, dok je jedan soj bio O rough. Sve VTEC (i

EPEC) kulture su bile morfoloski i seroloski aglutinacijom negativne na serotip O157:H7.
5.4.4. Podrucja i to¢ke uzorkovanja Skoljkasa s utvrdenim VTEC/EPEC
VTEC i1 EPEC pozitivni uzorci $koljkaSa navedeni su po kronoloskom redu pojavljivanja,

s identifikacijom proizvodnog podrucja, oznake tocke uzorkovanja, vrste Skoljkasa i

vrijednosti MPN E. coli/100g skoljkasa u tablici 19.
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Tablica 19. Nalaz VTEC/EPEC u skoljkasima prema kronoloskom redu i tockama

uzorkovanja
00g
81-1 | listopad-07 | EPEC | Uvala Sobra Mljet Sobra M1 40 Dagnje
92-7 | prosinac-07 | EPEC | Malostonski Zaljev Brijesta | M14 220 Dagnje
92-8 | prosinac-07 | EPEC | Malostonski Zaljev Blazevo M17 40 Dagnje
75-4 ozujak-08 EPEC Marinski Zaljev Stipan Jaz M1 20 Dagnje
53-4 | listopad-08 | VTEC | Malostonski Zaljev Bjejevica M12 20 Dagnje
54-1 travanj-08 EPEC | Kastelanski Zaljev | Trogirski Kanal M3 90 Prnjavice
56-2 studeni-08 EPEC | Malostonski Zaljev Bistrina M11 80 Dagnje
58-1 studeni-08 EPEC | Usce Rijeke Krke Sibenik IV M4 50 Dagnje
60-6 | prosinac-08 | EPEC | Usce Rijeke Krke Strmica M6 170 Dagnje
70-5 | prosinac-08 | EPEC | Malostonski Zaljev Sutvid M19 170 Kamenice
43-4 lipanj-09 VTEC | Malostonski Zaljev MaIOStO&S i( 122 130 Prnjavice
9-9 srpanj-09 EPEC | Malostonski Zaljev Malosto&s f 122 230 Prnjavice
11-4 | kolovoz-09 | EPEC | Malostonski Zaljev Soca M8 20 Dagnje
11-5 | kolovoz-09 | EPEC | Malostonski Zaljev Soca M9 50 Dagnje
26-3 | sijeGanj-10 | EPEC | Malostonski Zaljev Kabli M16 40 Dagnje
31-1 veljaca-10 EPEC | Malostonski Zaljev Soca M9 20 Dagnje
38-2 velja¢a-10 | EPEC” | Kastelanski Zaljev K.Gomilica M7 790 Prnjavice
39-3 veljaéa-10 | VTEC | Malostonski Zaljev Brijesta Il M15 2400 Dagnje
116-7-8 | lipanj-10 | VTEC | Usce Rijeke Krke Sibenik 1 M1 16000 | Dagnje
120-1 lipanj-10 VTEC | Malostonski Zaljev Usko-Kanal M13 2400 Dagnje
121-1 lipanj-10 EPEC | Malostonski Zaljev Bjejevica M12 700 Dagnje
121-4 lipanj-10 EPEC | Malostonski Zaljev Banje M7 230 Dagnje

*utvrden je samo hlyA gen za enterohemolizin, pa je dalje kultura pribrojena u ostale patogene E. coli; EPEC
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Na grafikonu 5 prikazana su proizvodna podrucja iz kojih su potjecali uzorci $koljkasa.

VTEC pozitivni uzorci nadeni su u dva, a EPEC pozitivni uzorci u pet podrucja (n=12).

15
15
o m\VTEC
: - OEPEC
o
2 | OVTEC+EPEC
- 10
S
£
8 4
5 5 i
: 3
22 - 11 1 :
. 0 |_|_| [T 0 0 0 0 |_|_| 0 ij:
M wet el aeY e of Qa‘l et (e
‘.=me“ W"":\ \k\ia\:\ :: % :55*"«;“ V~ *‘ﬂ\n\\é\“ » ‘?° m% *
o poe “,é\e\i& 05 \30 9"6 PYCAE \\ 3a°oqa\'”‘ N
\SV

e

Grafikon 5. Proizvodna podrucja sa utvrdenim VTEC i EPEC u uzorcima $koljkasa

5.4.5. Prevalencija VTEC/EPEC u $koljkasima dalmatinskog dijela isto¢ne obale

Jadrana

U ukupno pretrazenim uzorcima $koljkasa u Dalmaciji i uzorcima s izoliranom E. coli,

broj VTEC i EPEC pozitivnih uzoraka je naveden u tablici 20, a prevalencije su prikazane u

grafikonu 6.

Tablica 20. Broj VTEC/EPEC u ukupno pretrazenim i uzorcima s izoliranom E. coli

Broj uzoraka, n VTEC EPEC VTEC+ EPEC
ukupno pretrazeno 900 900 900
negativno 895 883 878
nalaz E. coli 521 521 521
negativno 516 504 499
pozitivho 5 17 22
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Grafikon 6. Prevalencija VTEC i EPEC u ukupno pretraZzenim uzorcima i uzorcima s

izoliranom E. coli

Kao VTEC potvrdeno je 1% kultura E. coli izoliranih iz 521 uzorka $koljkasa, a EPEC
3,3%. Sveukupno je 4,2% kultura potvrdeno kao patogene dijaroi¢ne E. coli, VTEC+EPEC.
Prevalencija u ukupnom broju pretrazenih $koljkasa za VTEC je 0,6% i 1,9% EPEC, odnosno
2,4% patogene E. coli (VTEC + EPEC).

5.4.6. Utjecaj vrste $koljkasa na prevalenciju VTEC/EPEC i odnosi medu vrstama
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Grafikon 7. Udio pojedinih vrsta skoljkasa u VTEC i EPEC uzorcima
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U grafikonu 7 prikazani su udjeli pojedinih skoljkasa s utvrdenim VTEC/EPEC
uzorcima. Tako je 80% VTEC kultura utvrdeno u dagnjama, a 20% u prnjavicama. EPEC
kulture su utvrdene u dagnjama (76%), prnjavicama (17,6%) i kamenicama (5,9%).

Odnosi broja uzoraka po vrstama Skoljkasa s obzirom na utvrdenu pojavnost VTEC i
EPEC u izoliranim kulturama E. coli, kao i u ukupno pretraZzenim uzorcima prikazani su

grafikonom 3, dok su njihove prevalencije prikazane u grafikonu 8.
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Grafikon 8. Odnos prevalencija VTEC i EPEC u pretrazenim uzorcima i uzorcima s

izoliranom E. coli po vrstama skoljkasa

Od 642 pretrazena uzorka dagnji E. coli je izolirana u 372 uzorka, a sojevi VTEC u 4 ili
1,1% uz prevalenciju od 0,6%. U kulturama E. coli izoliranih iz prnjavica, utvrden je jedan
VTEC s0j ili 1,2% sto je prevalencija od 0,9% u odnosu na ukupni broj pretrazenih prnjavica
(n=118). U kamenicama i kunjkama nisu utvrdeni sojevi VTEC u izoliranim kulturama E. coli
(tablica 21).

Iz kultura E. coli izoliranih iz dagnji EPEC sojevi su utvrdeni u 13 ili 3,5% uzoraka, $to
je prevalencija od 2,0%. U prnjavicama su sojevi EPEC utvrdeni u tri ili 3,6% uzoraka, $to je
2,5% u odnosu na broj pretrazenih prnjavica (n =118). U kamenicama je utvrdena samo jedna
EPEC (2,4%) sto je 1,3% u odnosu na broj pretrazenih kamenica (n=80).U kunjkama u kojih
je najmanji broj izoliranih kultura E. coli (23/60 ili 38,3%) nisu utvrdene EPEC. U kunjki
VTEC i EPEC nisu utvrdene.
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VTEC su gotovo podjednako utvrdene u dagnjama i prnjavicama, a nalaz EPEC je u
dagnjama i prnjavicama ucestaliji nego u kamenicama. Ipak opazene razlike u prevalenciji
VTEC i EPEC, u ukupno pretrazenim uzorcima izmedu razli¢itih vrsta SkoljkaSa nisu
statisti¢ki znacajne (p = 0,8), kao ni razlike u prevalenciji VTEC (p = 1) i EPEC (p =0,8) iz
kultura izoliranih E. coli (tablica 21).

Tablica 21. Razlike u ucestalosti VTEC-EPEC izmedu vrsta $koljkasa

Ukupno pretrazeni uzorci Izolirana E. coli (uzorci s >20MPN)
_vrsta VTEC EPEC  |Ukupno| VTEC EPEC | Ukupno
Skoljkasa
neg | poz | neg | poz neg | poz | neg | poz
nj| 638 | 4 | 629 | 13 642 368 | 4 | 359 | 13 372
Dagnje

% 199,38 0,62 (9798|202 100 |98,92 1,08 |9651|349| 100

n| 80 0 79 1 80 42 0 41 1 42

Kamenice
% | 100 0 |98,75|1,25 100 100 | 0,0 | 97,62 | 2,38 100

n| 117 1 115 3 118 83 1 81 3 84

Prnjavice
% | 99,15 | 0,85 | 97,46 | 2,54 | 100 |98,89|1,19 96,43 |3,57 | 100

n| 60 0 60 0 60 23 0 23 0 23

Kunjke
% | 100 0 100 | 100 100 100 0 100 0 100

n| 895 5 883 | 17 900 516 ) 504 | 17 521

Ukupno
% | 99,44 | 0,56 | 98,11 | 1,89 | 100 | 99,04 | 0,96 | 96,74 | 3,26 | 100

5.4.7. Utjecaj MPN E. coli na pojavnost VTEC/EPEC u skoljkasima

Vrijednosti MPN E. coli /100g VTEC/EPEC u uzorcima $koljkasa su navedene u tablici
19 i prikazane grafikonom 9. Najveée vrijednosti MPN E. coli/100 g u uzorcima s
potvrdenom VTEC uocene su u dagnjama (16000 MPN) kao i najnize vrijednosti (20 MPN),
dok je u prnjavicama taj broj iznosio 130 MPN. Kod uzoraka Skoljkasa s pozitivnom EPEC,
raspon vrijednosti je u prnjavica bio od 90 - 790 MPN/100 g, u dagnjama od 20 - 700 MPN E.
coli 100g, a u kamenicama u jednom je uzorku vrijednost bila 170 MPN E. coli /100 g.
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Grafikon 9. MPN E. coli/100 g u VTEC i EPEC pozitivnim uzorcima po vrstama
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5.4.8. Odnos vrijednosti MPN E. coli razli¢itih vrsta Skoljkasa

Odnos srednjih vrijednosti MPN E. coli/100 g uzoraka razli¢itih vrsta $koljkasa
prikazani su u grafikonu 10. Srednje vrijednosti su izracunate dvojako. Prvim nac¢inom su
uzete u obzir sve vrijednosti uzorkovanih skoljkasa medu kojima su i uzorci s vrijednosti <20
MPN E. coli/100 g (vrijednost odredena granicom detekcije metode, a oznacava uzorak u

kojem zapravo nisu uocene E. coli) pa je navedena vrijednost radi izra¢una zamijenjena s

brojem 0.
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Grafikon 10. Odnos srednjih i maksimalnih vrijednosti MPN/100g prema vrstama skoljkasa
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Drugi nacin je izracun srednjih vrijednosti MPN E. coli/100 g samo iz uzoraka s > 20
MPN E. coli. Vrijednosti iz oba nacina izrauna Su u korelaciji, a najveée prosjecne
vrijednosti MPN E. coli uo¢ene su u prnjavicama (3473 CFU E. coli/100 g), dok su najnize u
kunjkama (55 CFU E. coli/100 g). Uocene razlike prosjeénog MPN E. coli u 100 grama
uzorka statisticki se razlikuju izmedu razlicitih vrsta skoljkasa (p<0,001).

Uzorci po skupinama vrijednosti MPN E. coli /100 g razli¢itih vrsta $koljkasa s obzirom
na prisutnost E. coli (> 20 E. coli) i MPN >230, vrijednost koja je granica prihvatljivosti
Skoljkasa za trziSte po vazeéim pravilnicima RH, prikazani su u grafikonu 3.

U tablici 22 prikazane su razlike izmedu vrsta skoljkasa s obzirom na prisutnost E. coli i
vrijednosti MPN E. coli/100 g. Najniza ucestalost nalaza s izdvojenom E. coli iz 100 grama
Skoljkasa uocena je kod kunjki (23 ili 38%), a najvisa u prnjavica (84 ili 71%). Opazene

razlike u ucestalosti nalaza E. coli u 100 grama uzorka izmedu razli¢itih vrsta $koljkasa

takoder su statisticki znacajne (p<0,001).

Tablica 22. Razlike izmedu vrsta Skoljkasa s obzirom na prisutnost E. coli i
nezadovoljavajuce vrijednosti MPN E. coli/100 g
MPNE. coli/ | Uzorci bez Uzorci s Mikrobiologki Uzorci
1009 | utvrdene izoliranom zadovoljavaju¢i | nezadovoljavajuéi | Ukupno
Vrsta E.coli<20 | E. coli>20 uzorci <230 za trziste >230
_ n 270 372 580 62 642
Dagnje
% 42,06 57,94 90,34 9,66 100
_ n 38 42 77 3 80
Kamenice
% 47,50 52,50 96,25 3,75 100
_ n 37 23 60 0 60
Kunjke
% 61,67 38,33 100 0 100
o n 34 84 93 25 118
Prnjavice
% 28,81 71,19 78,81 21,19 100
n 379 521 810 90 900
Ukupno
% 4211 57,89 90 10 100

Najmanja ucestalost nezadovoljavajué¢ih uzoraka za stavljanje na trziste s >230 MPN E.

coli u 100 grama skoljkasa je utvrdena kod kunjki (0/60 ili 0%), a najvisa u prnjavica (25/118

ili 21,19%). Opazene razlike u ucestalosti nezadovoljavaju¢ih nalaza za trziSte su izmedu

razli¢itih vrsta Skoljkasa statisti¢ki znacajne (p<0,001).
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5.4.9. Utjecaj razlic¢itih proizvodnih podrucja dalmatinskog dijela isto¢ne obale

Jadrana na prevalenciju VTEC / EPEC i njihovi medusobni odnosi

U grafikonu 11 prikazana je zastupljenost proizvodnih podruéja (izlovna i uzgojna) u

ukupnom broju uzoraka skoljkasa u kojima su utvrdene VTEC/EPEC.

EPEC

Grafikon 11. Prikaz odnosa proizvodnih podrucja prema zastupljenosti uzoraka s

izdvojenom VTEC/EPEC u ukupnom broju pozitivnih uzoraka skoljkasa

Najveci broj skoljkasa koji su sadrzavali VTEC u odnosu na ukupni broj pozitivnih uzoraka u
Dalmaciji, utvrden je u Malostonskom zaljevu (80%), dok su EPEC utvrdene u 64% svih
uzoraka Skoljkasa. Ostali udio od 20% uzoraka s potvrdenim VTEC i 12% uzoraka s EPEC
sojevima pripada podrucju Usca rijeke Krke, 12% Kastelanskom zaljevu, a 6% od ukupno
utvrdenih EPEC je raspodijeljeno na Uvalu Sobra i Marinski zaljev.

Odnosi proizvodnih podru¢ja S obzirom na utvrdenu pojavnost VITEC i EPEC u
uzorcima s izoliranim sojevima E. coli i u ukupno pretrazenim uzorcima, prikazani su u
grafikonu 14, dok su prevalencije prikazane u grafikonima 12 i 13. Proizvodna podrucja su na
grafikonima navedena abecednim redom.

U sljede¢im proizvodnim podruc¢jima utvrdeni su sojevi VTEC:

- iz Malostonskog zaljeva utvrdene su 4 VTEC (1,4%), odnosno u 57% od ukupno
pretrazenih (n=498) izoliranih kultura E. coli $to daje prevalenciju od 0,8% VTEC u svim
pretrazenim Skoljkasima iz ovog podrucja u periodu istrazivanja,
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- iz us¢a rijeke Krke utvrdena je 1 VTEC (1,5%), odnosno u 61% od ukupno pretrazenih

(n=110) izoliranih kultura E. coli $to daje prevalenciju od 0,9% VTEC od ukupno pretrazenih

u ovom podrucju. U ostalim proizvodnim podrucjima $koljkasa u kojima je u izolirana E. coli

nisu utvrdene VTEC (prevalencija od 0%).
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Grafikon 12. Prevalencija VTEC/EPEC u uzorkovanim skoljkasima po proizvodnim

podruc¢jima
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Sto se ti¢e nalaza EPEC u kulturama E. coli izoliranima iz Kastelanskog zaljevu, od
pretrazenih izolata utvrdene su 2 (2,5%), $to daje prevalenciju od 1,5% EPEC u ukupno
pretrazenim Skoljkasima (n=136) iz ovog podruéja u periodu istraZivanja.

U Malostonskom zaljevu su u Skoljkasima (n=498) izolirane 283 kulture E. coli a njih
11 (3,9%) je potvrdeno kao EPEC, s$to je prevalencija od 2,2% u ukupno pretrazenim
SkoljkaSima (sve vrste ukupno).

U izoliranim kulturama E. coli u Skoljkasima iz Marinskog zaljeva (59%) u jednom od
10 uzoraka je utvrdena EPEC, a prevalencija je 5,9% EPEC od ukupno pretrazenih $koljkasa
u ovom podrucju (n = 17).

Sli¢ni su odnosi i u Uvali Sobra — otok Mljet gdje je u 61% izoliranih kultura E. coli,
utvrdena jedna EPEC (9,1%), a prevalencija je bila 5,6% (n=18).

U izoliranim kulturama E. coli iz Us¢a rijeke Krke (n=67).utvrdena su dva soja EPEC
(3%) sto je prevalencija od 1,8% (n =110). U ostalim proizvodnim podru¢jima u izoliranim

kulturama E. coli nisu utvrdene EPEC.
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Grafikon 14. Odnos broja izoliranih VTEC i EPEC u skoljkasima prema proizvodnim

podruc¢jima i broja uzoraka prema MPN vrijednosti
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Razlike u prevalenciji uzoraka s utvrdenom VTEC i EPEC u ukupnom broju pretrazenih
uzoraka iz razli¢itih proizvodnih podru¢ja dalmatinskog dijela istocne obale Jadrana nisu
statisti¢ki znacajne (p=0,87 i p=0,9), a ni nalaz VTEC i EPEC u uzorcima s izoliranim

kulturama E. coli iz razli¢itih podrucja (p=0.87 i p=0.78). Rezultati su prikazani u tablici 23.

Tablica 23. Razlike u ucestalosti nalaza sojeva VTEC/EPEC u Skoljkasima izmedu
proizvodnih podrucja

Proizvodno Ukupno pretrazeni uzorci Izolirana E. coli (uzorci s >20 MPN)
.. VTEC EPEC VTEC EPEC
podrugje Ukupno Ukupno
neg | poz | neg | poz neg | poz | neg | poz
Kanal Sv. 33 0 33 0 33 29 0 29 0 29
VAnteu
Sibeniku 100 | O | 100 | © 100 100 | 0 | 100 0 100
Kastelanski | 136 | 0 | 134 | 2 136 79 0 77 2 79
zaljev 100 | 0 |9853|147| 100 100 | 0 |97,47| 253 | 100
Malostonski | 494 | 4 | 487 | 11 498 279 | 4 | 272 | 11 283
zaljev 99,20 | 0,80 | 97,79 | 2,21 | 100 |98,59 |1,41|96,11 | 3,89 100
zaljev 100 | 0 |94,12|588| 100 100 | 0 |90,00|10,00| 100
Modrié - 17 0 17 0 17 4 0 4 0 4
Seline 100 | O 100 | © 100 100 | O 100 0 100
more 100 | O | 100 | © 100 100 | 0 | 100 0 100
Pagmanski 8 0 8 0 8 7 0 7 0 7
kanal 100 | 0 | 100 | © 100 100 | 0 | 100 0 100
Pirovacki 16 0 16 0 16 8 0 8 0 8
zaljev 100 | O | 100 | © 100 100 | 0 | 100 0 100
Uvala 17 0 17 0 17 5 0 5 0 5
Dinjiska-Pag | 100 | 0 | 100 | © 100 100 | 0 | 100 0 100
- Mljet 100 | O |94,44|556| 100 100 | 0 |90,91| 909 | 100
Povljana 100 | 0 | 100 | © 100 100 | 0 | 100 0 100
Usée rijeke | 109 | 1 | 108 | 2 110 66 1 65 2 67
Krke 99,09 | 0,91 | 98,18 | 1,82 | 100 98,51 |1,49|97,01| 2,99 | 100
Uk 895 | 5 | 883 | 17 900 516 | 5 | 504 | 17 521
upno
P 99,44 | 056 | 98,11 [ 1,89 | 100 | 99,04 |0,96 | 96,74 | 3,26 | 100
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5.4.10. Utjecaj MPN E. coli/100 g na pojavnost sojeva VTEC/EPEC u proizvodnim

podrucjima dalmatinskog dijela isto¢ne obale Jadrana

Broj VTEC i EPEC u pozitivnim uzoracima Skoljkasa u odnosu na ukupan broj
pretrazenih i uzorke s izoliranom E. coli (> 20 MPN E. coli/100g, dalje u tekstu MPN), potom
na broj neodgovarajucih uzoraka (>230 MPN) iz razli¢itih proizvodnih podrucja s razli¢itim
vrijednostima MPN, prikazan je u grafikonu 14. Vrijednosti MPN u uzorcima pozitivnima na
nalaz VTEC/EPEC prikazane su u grafikonu 15.
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B U5Sce Rijeke Krke VTEC DU5ce Rijeke Krke EPEC
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=

Grafikon 15. MPN E. coli/100g u uzorcima pozitivnima na nalaz VTEC/EPEC po

proizvodnim podru¢jima

Vrijednosti MPN E. coli/100g u skoljkasima pozitivnima na VTEC u podrucju
Malostonskog zaljeva se kre¢u od 2400 do najnize brojive vrijednosti 20 MPN, a najveca
vrijednost VTEC je odredena u uzorku u podrucju Us¢a rijeke Krke i iznosi 16000 MPN.

Kod uzoraka pozitivnih na EPEC, kojih je najvise u Malostonskom zaljevu, raspon
vrijednosti je od 20 - 700 MPN, dok su u ostalim podru¢jima vrijednosti EPEC pozitivnih
uzoraka od 20 - 790 MPN.

Broj pozitivnih nalaza VTEC/EPEC u uzorcima razvrstanima u razrede A, B, C i D po
vrijednosti MPN E. coli/100g uzorka skoljkasa po vazeé¢im pravilnicima RH, prikazani su u
tablici 24. U podru¢jima s vise vrsta SkoljkasSa prevalencija je izraunata iz zbroja nalaza svih

vrsta u odredenom razredu.
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U Malostonskom zaljevu najveci broj pozitivnih nalaza VTEC u uzorcima je unutar
vrijednosti za razred B (5,4% dagnje i prnjavice zajedno), a u razredu A bilo je 0,4%
pozitivnih uzoraka. Prevalencija EPEC sojeva u uzorcima s manjim MPN vrijednostima
razreda A je 2,2%, a u uzorcima iz razreda B 2,7%.

U Us¢u rijeke Krke utvrdena je jedna VTEC od dva uzorka, unutar uzoraka iz razreda C
(8koljkasi samo za preradu), dok u ostalim $koljkasima ovog podru¢ja VTEC nisu utvrdene.

U proizvodnom podrucju Marinskog zaljeva 1 Uvali Sobra — otok Mljet svi su pretrazeni
uzorci iz razreda A pa su prevalencije EPEC S$koljkasa jednake prije utvrdenim
prevalencijama ovih podrucja (5,9% i 5,6%).

U Kastelanskom zaljevu utvrdeno je u prnjavicama u razredima A i B po redu 0,9% i
8% EPEC.

Tablica 24. Broj pozitivnih nalaza VTEC i EPEC u uzorcima skoljkasa unutar granica

razreda mikrobioloske kontaminacije za razvrstavanje proizvodnih podrucja

A B C D

MPNRézref!;loo <20-230 >230-4600 | >4600-46000 >46000

- coll 9 n % n % n % n %

_ 810 | 900 | 76 | 844 | 13 | 144 | 1 | 011

Proizvodna [y se~1— 5T 5o | 3 26 1 77 / /
podrucja

EPEC | 15 | 185 | 2 26 / / / /

_ 461 1 930 | 37 | 70 / / / /

Malostonski IU—e 51600 | 2 | 54 | / / /
zaljev

EPEC | 10 | 22 1 27 / / / /

) 90 | 820 18 |10 2 20 / /

Usée rijeke 70 re 1) / / / 1 | 500 | / /
Krke

EPEC | 2 | 210 ] 7 / / /

_ 112 | 820 | 12 | 90 | 11 | 80 1 1,0

Kastelanski 70+~ / / / / / / /
zaljev

EPEC | 1 09 1 83 / / / /

18 | 1000] 7 / / / / /

Uvala Sobra e o7 / / / / / / /
Mljet

EPEC | 1 56 / / / / / /

o 17 |1000] 7 / / / / /

Marinski - [F0re =T / / / / / / /
zaljev

EPEC | 1 59 / / / / / /
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5.4.11. Odnos vrijednosti MPN E. coli razli¢itih proizvodnih podrucja

dalmatinskog dijela isto¢ne obale Jadrana

Odnos srednjih vrijednosti MPN E. coli/100g uzoraka (dalje u tekstu MPN) razli¢itih
proizvodnih podrucja prikazani su u grafikonu 16. Srednje vrijednosti su izracunate dvojako.
Za prvi izracun uzete su sve MPN vrijednosti uzorkovanih $koljkasa u nekom podrudju, tako
da su vrijednosti <20 MPN (u kojima zapravo nisu uocene E. coli) zamijenjene brojem 0.
Drugi izracun srednjih vrijednosti MPN je dobiven samo iz uzoraka s utvrdenim razinama E.
coli (uzorci s > 20 MPN). Najvise srednje vrijednosti bez obzira na nacin izrauna su u
podrucju Kastelanskog zaljeva, kao i1 najvisi maksimalni MPN. Slijede Kanal sv. Ante i Usée
rijeke Krke, ovisno o na¢inu izracuna. Maksimalne MPN vrijednosti preko >230 MPN, §to je
granica ispravnosti za stavljanje na trziSte, imaju (redom od viseg prema manjem MPN-u)
Malostonski zaljev, Novigradsko more i Pasmanski kanal. Na grafikonu 16 su prikazane
razlike izmedu proizvodnih podru¢ja s obzirom na broj uzoraka s prisutnom E. coli i

nezadovoljavajuée vrijednosti MPN E. coli/100g.
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Grafikon 16. Odnos srednjih i maksimalnin MPN E. coli /100g vrijednosti po

proizvodnim podrucjima
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U grafikonu 17 su uzorci proizvodnih podrucja po vrijednosti MPN raspodijeljeni u
skupine A, B, C i D po intervalima vrijednosti mikrobioloske kontaminacije za razvrstavanje

proizvodnih podru¢ja u razrede prema vaze¢im propisima RH.
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MPNE.coli| 530 |-4600 |- 46000

Grafikon 17. Odnos proizvodnih podrucja s obzirom na broj $koljkasa razvrstanih u

razrede

Najmanje uzoraka Skoljkasa s izoliranom E. coli utvrdeno je na lokaciji Modri¢—Seline
(4, 24%) i1 Uvala Dinjiska (5, 29%), dok je najveci broj uzoraka s izoliranom E. coli zapazen
na lokaciji Kanal Sv. Ante u Sibeniku (29, 88%) i u Pa§manskom kanalu (7, 87,5%). Ove
uocene razlike u broju uzoraka s utvrdenom E. coli izmedu razli¢itih lokacija statisticki su
znacajne (p<0,001), a prikazane su u tablici 25.
U grafikonu 17 prikazani su podaci prema kojima su $koljkasi razvrstani u razrede A, B,
C i D. Razredi B, C i D obuhvacaju neispravne uzorke koji ne udovoljavaju mikrobioloskim
parametrima za plasiranje Skoljkasa na trziSte. Ukupno je takvih uzorka bilo 90 ili 10%
(n=900). Najve¢i broj neispravnih uzoraka zapazen je na lokaciji Kanal Sv. Ante u Sibeniku
(7 1li 21,21%) te Uscu rijeke Krke (20 ili 18,18%) i u Kastelanskom zaljevu (26 ili 17,65%).
Uocene razlike u broju neispravnih uzoraka izmedu razlicitih lokacija su statisticki znacajne
(p<0,001), a rezultati su prikazani u tablici 25.
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Tablica 25. Razlike proizvodnih podrucja s obzirom na MPN E. coli/u 100g skoljkasa

>20

>230

Proizvodno podrucje <20 . . | <230 . X .| Ukupno
uzorci s E. coli *HEISpravnI uzorcl

Kangl Sv. Ante u n 4 29 26 7 33
Sibeniku %[ 12.12 87,88 78.79 21.21 100
Kastelanski zaljev n 57 79 112 24 136
% | 41,91 58,09 82.35 17,65 100

Malostonski zaljev n, 215 252 ol i 498
% | 43.17 56,83 92,57 743 100

Marinski zaljev N v Lo Li L 17
% | 41.18 58,82 100 0 100

o n| 13 4 17 0 17
Modrié - Seline 7 =657 2353 100 0 100
Novigradsko more n 2 = Lt 1 15
% | 20,00 80,00 93,33 6.67 100

- nl 1 7 7 1 8
PaSmanski kanal = 57505 87,50 100 125 100
Pirovacki zaljev n 8 8 16 0 16
% | 50,00 50,00 100 0 100

nl 12 5 17 0 17
Uvala Dinjiska-Pag .~ 59 2041 100 0 100
—In| 7 11 18 0 18

Uvala Sobra - Mljet I=5.-—22"35 6111 100 0 100
Uvala Stara n 9 6 15 0 15
Povljana % | 60,00 40,00 100 0 100
. n| 43 67 90 20 110
Usce rijeke Krke = 51739 59 60,91 81,82 1818 100
Ukapro n | 379 521 810 90 900
% | 42,11 5789 90,00 10,00 100

* uzorci neprihvatljivi za trzi$te prema Pravilniku o mikrobioloskim kriterijima za hranu ( NN 74/08 )

5.4.12. Prevalencija VTEC / EPEC uz MPN E. coli razli¢itih vrsta skoljaka u istom

proizvodnom podrucju

U dva proizvodna podrucja dalmatinskog dijela isto¢ne obale Jadrana, u Malostonskom

I Kastelanskom zaljevu u kojima se uzgaja i/ili izlovljava vise vrsta Skoljkasa, u istrazivanju

su utvrdeni pozitivni VTEC i/ili EPEC uzorci. U Kastelanskom zaljevu VTEC sojevi nisu

utvrdeni, ali je iz prnjavica u 67% uzoraka izolirana E. coli u kojima su nadeni EPEC sojevi

(2 ili 3,1%) sto ¢ini ukupno 2,1% nalaza EPEC u prnjavicama ovog podru¢ja. Nasuprot tome

u 36% pretrazenih kunjki izolirane su kulture E. coli u kojima nisu utvrdeni sojevi EPEC.

Prnjavice Kastelanskog zaljeva imaju najviSe srednje vrijednosti i maksimalni MPN E.
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coli/100g (grafikon 18), sto daje ve¢ prije opisane najvise srednje vrijednosti i maksimalni

MPN E. coli/100g upravo u podruc¢ju Kastelanskog zaljeva (grafikon 16).

Tablica 26. Udio nalaza VTEC/EPEC u vise vrsta §koljkasa u istom proizvodnom podrucju

E. coli VTEC EPEC
Proizvodno Vrsta Ukupno b

podrucje Skoljkasa a n % n (;) o/bo n ;0 o/bo
Kastelanski prnjavice 97 65 67,0 0 0 0 2 121131

zaljev kunjke 39 | 14 |30 0l0|0]o0o|o0]|o0
dagnje 385 221 | 57,0 3108 (14| 9 |23]|41
Malostonski |kamenice 80 42 | 530 0| 0 | O 111324
zaljev prnjavice 16 14 [ 880 1 (63 |71] 1 /63|71

kunjke 17 6 350} 0] O 0 0|0 0

a-ukupno pretrazeni uzorci
b-uzorci s pozitivnim nalazom E. coli= >20 MPN E. coli/100g

6.000 1000000
5.500¢ i i i 160 000
[ ]Srednja vrijednost MPN E. coli/100g
5.000 Srednja vrijednost uzoraka sa >20 MPN 100000 @
o i 5
S 1 E. coli/100g =
‘C_J| 4.500 o
o 2z 29 . 4
= 4000l Najveca vrijednost MPN E. coli/100g 110000 @
8 S
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Grafikon 18. Odnos srednjih i maksimalnih vrijednosti MPN E. coli/100g u

proizvodnim podrucjima s vise vrsta skoljkasa
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U grafikonu 18 prikazane su srednje vrijednosti MPN za pojedina proizvodna podrucja

izraCunate iz Svih vrijednosti uzoraka u kojima su vrijednosti MPN < 20 zamijenjene s 0, te iz

srednjih vrijednosti MPN uzoraka s utvrdenim razinama E. coli > 20 MPN. U Malostonskom

zaljevu su zastupljene sve cCetiri pretrazivane vrste $koljkasa u Dalmaciji. Usporedbom

srednjih vrijednosti MPN E. coli/100g za razliku od varijacija medu vrstama u proizvodnim

podru¢jima cijele Dalmacije, u istom podrucju, U ove cetiri istrazivane vrste Skoljkasa

vrijednosti su sliéne (grafikon 18), a razlika izmedu uocenih vrijednosti nije statisticki
znacajna (p=0,4439).

U grafikonu 19 prikazani su medusobni odnosi U broju pretrazenih razli¢itih vrsta

Skoljkasa u Malostonskom zaljevu u odnosu na njihove MPN vrijednosti i broj VTEC/EPEC

pozitivnih uzoraka. Uzorci razreda A prikazani su stupi¢ima plave i zelene boje, a razreda B

stupi¢ima ruzicaste boje.
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Grafikon 19. Broj pretrazenih vrsta Skoljkasa Malostonskog zaljeva prema granicama

razreda za razvrstavanje podrucja
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n VTEC / EPEC pozitivno

Stupci (osim crvenih koji oznacavaju VTEC i zutih EPEC), skupno sacinjavaju ukupan

broj pretrazenih Skoljkasa po vrstama. U uzorcima kunjki nisu izolirani VTEC ni EPEC

sojevi, dok je u kamenicama u 53% izoliranih kultura E. coli naden jedan (2,4%) EPEC soj,

135



Sto daje prevalenciju od 1,3% EPEC u kamenicama ovog podrucja. U izoliranim kulturama iz
dagnji utvrdeno je devet (4,1%) EPEC sojeva $to je 2,3% u ukupno pretraZzenim dagnjama
ovog podruc¢ja (n=385).

VTEC sojevi u dagnjama Malostonskog zaljeva utvrdeni su u tri (1,4%) izolirane
kulture E. coli, $to daje prevalenciju od 0,8% u pretrazenim dagnjama ovog podruc¢ja u
periodu istrazivanja. U prnjavicama su iz 88% uzoraka izolirane kulture E. coli i u njima je
utvrden po jedan (7,1%) VTEC i EPEC soj, sto je prevalencija od 6,3% VTEC i EPEC
pozitivnih uzoraka u pretrazenim prnjavicama ovog podruéja u periodu istrazivanja (n=16).

Na grafikonu 20 su prikazane vrijednosti MPN E. coli/100 g VTEC i EPEC pozitivnih

uzoraka po redu pojavljivanja u razli¢itim vrstama $koljkasa ovog podrucja.
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Grafikon 20. Pojavnost i odnos MPN E. coli/100g u uzorcima skoljkasa s nalazom
VTEC/EPEC iz Malostonskog zaljeva

5.4.13. Povezanost MPN vrijednosti E. coli s pojavom VTEC i EPEC u $koljkasima

dalmatinskog dijela isto¢ne obale Jadrana

U grafikonu 21 je prikazana usporedba pojave VTEC i EPEC u uzorcima skoljkasa
tijekom istrazivanja s vrijednostima MPN E. coli/100g. Cak 40% sojeva VTEC pripada
uzorcima koji ulaze unutar granica za razred A (mikrobioloski ispravni uzorci za trziste), 40%

pripada uzorcima razreda B koji se trebaju proc¢iscavati, a 20% sojeva pripada razredu C
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(8koljkasi samo za preradu ili ponovno polaganje). 12% EPEC kultura je izolirano iz uzoraka

vrijednosti za razred

B, a 88% za razred A.
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Grafikon 21. Prikaz vrijednosti MPN E. coli/100g uzoraka skoljkasa s nalazom VTEC i

EPEC po redu

pojavljivanja

VTEC i EPEC kulture su izolirane iz uzoraka $koljkasa s razli¢itim vrijednostima
MPN E. coli/100g. Kada usporedimo srednje vrijednosti MPN E. coli VTEC ili EPEC
pozitivnih uzoraka i uzoraka skoljkasa bez VTEC ili EPEC, bez obzira na vrstu skoljkasa i

proizvodno podrucje, sveukupno u dalmatinskom dijelu isto¢ne obale Jadrana opazene razlike

izmedu MPN E. coli uzoraka sa i bez VTEC/EPEC, statisticki nisu znaéajne (p=0,07 i

p=0,39). Rezultati su prikazani u tablici 27.

Tablica 27. Moguénost utjecaja porasta MPN E. coli/100g na pojavnost VTEC i EPEC

Pozitivni/negativni Srednja vrijednost Gretka [95% ip_terva}l
uzorci povjerljivosti]
VTEC+ 4190 2997,9 -1699,6 - 10079,6
VTEC- 838,3 320,4 208,7 - 1467,9
EPEC+ 1741 55,4 65 - 283
EPEC- 894,0 329,4 246 - 1541
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5.4.14. Kronoloske razlike u pojavnosti VTEC i EPEC

Tablica 28. Prikaz rezultata nalaza VTEC i EPEC prema godinama istrazivanja

. VTEC EPEC
Godina Ukupno
neg poz neg poz
n 79 0,0 76 3 79
2007
% 100,0 0,0 96,20 3,80 100,0
n 177 1 172 6 178
2008
% 99,44 0,56 96,63 S8l 100,0
n 185 1 183 3 186
2009
% 99,46 0,54 98,39 1,61 100,0
n 75 3 73 5 78
2010
% 96,15 3,85 93,59 6,41 100,0
n 516 5 504 17 521
ukupno
% 99,04 0,96 96,74 3,26 100,0

U tablici 28 navedene su godisnje razlike u nalazu VTEC i EPEC uzoraka kroz period
istrazivanja (9. mjesec 2007. godine. — 6. mjesec 2010. godine.). U 2007. godini od 79 izolata
E. coli utvrdena su tri EPEC soja, a VTEC kultura nije utvrdena. 2008. godine od 178 kultura
E. coli, utvrdeno je Sest EPEC i jedna VTEC; 2009 godine od 186 kultura tri su potvrdene kao
EPEC i jednakao VTEC. U 2010. godini utvrdeno je pet sojeva EPEC i tri od 78 VTEC

kultura.
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Grafikon 22. Godisnje razlike u pojavnosti pozitivnih nalaza VTEC i EPEC u

uzorcima Skoljkasa
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Pojavnost EPEC u izoliranim kulturama E. coli izmedu razli¢itih godina nisu statisticki
znacajne (p=0,2), za razliku od nalaza VTEC u istom periodu gdje su opazene razlike u
pojavnosti VTEC izmedu razli¢itih godina statisticki znacajne (p=0,04), Sto prikazano
grafikonom 22.

Sezonske varijacije su navedene u tablici 29. Razmatrani su"zimski mjeseci” od
studenog do travnja s temperaturama mora otprilike do 16 °C, te "ljetni mjeseci" od svibnja
do listopada, povise 16 °C, radi moguceg utjecaja razliCitih temperatura mora na pojavu
VTEC i EPEC. U ljetnim mjesecima 2008. i 2009. godine utvrden je po jedan VTEC soj, a
2010. godine dva. Od zimskih mjesecima VTEC kultura je utvrdena samo 2010. godine. U
ljetnim mjesecima 2007. i 2008. godine utvrden je po jedan EPEC soj, 2009. godine tri, a
2010. godine dva. U zimskim mjesecima 2007. godini utvrdene su dvije, 2008. pet, a 2010. tri
EPEC kulture.U zimskom periodu 2009. nije utvrdena ni jedna EPEC.

Tablica 29. Prikaz rezultata nalaza VTEC i EPEC prema ljetnoj i zimskoj sezoni

ljeto zima
godina VTEC EPEC VTEC EPEC
ukupno ukupno
neg | poz | neg | poz neg | poz | neg | poz

2007 43 0 42 1 43 36 0 34 2 36
2008 78 1 78 1 79 98 0 93 5 98
2009 116 | 1 | 114 | 3 117 68 0 68 0 68
2010 14 2 14 2 16 58 1 56 3 59
Ukupno 255 4 | 252 7 259 261 1 252 | 10 262

U grafikonu 23 prikazana je pojavnost EPEC kroz Cetiri godine u izoliranim kulturama
E. coli koja se krec¢e u pojedinim godinama od 1,3% do 12,5% u ljetnim, a od 0% do 5,6% u
zimskim mjesecima istrazivanja. VTEC kulture izolirane su kroz tri godine u rasponu od 0%
do 12,5% u ljetnim mjesecima istrazivanja, a u zimskom dijelu samo 2010. godine.

Sveukupno pojavnost EPEC u izoliranim kulturama E. coli je 2,7% u ljetnim i 3,8% u
zimskim mjesecima, a pojavnost VTEC kultura je 1,5% u ljetnom dijelu istrazivanja u odnosu
na 0,4% u zimskom dijelu godine. Ta razlika u pojavnosti VTEC i EPEC pri vis§im i nizim
temperaturama mora sveukupno u periodu istrazivanja nije statisticki znacajna (p=0,17

odnosno p=0,46 ).
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Grafikon 23. Godisnje razlike u pojavljivanju VTEC i EPEC pozitivnih uzoraka

Skoljkas$a uz ljetne i zimske temperature mora
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6. RASPRAVA

Cilj naseg istraZivanja je bio prvenstveno istraziti prisutnost verotoksigene E. coli
(VTEC) u proizvodnim podru¢jima Skoljkasa dalmatinskog dijela istoéne obale Jadrana.
VTEC su skupina patogenih E. coli koje proizvode citotoksin na vero stanicama -
verocitotoksin ili verotoksin (KONOWALCHUK i sur., 1977.). Svake godine se povecava
broj neuobicajenih nac¢ina prijenosa VTEC, pa Zivotinje, hrana ili okoli§ koji prethodno nisu
opisani kao moguc¢i izvor infekcije s VTEC, trebaju biti razmatrani i testirani (CAPRIOLI i
sur., 2005.). Zbog nacina S$irenja E. coli u okoli§ i biologije samih Skoljkasa, te zbog
ozbiljnosti oboljenja koje VTEC izazivaju, od dijareje i hemoragi¢nog kolitisa do moguce
fatalnog hemolitickog uremickog sindroma i tromboti¢ko-trombocitopeni¢ne purpure (RILEY
i sur., 1983., KARMALI i sur., 1983.; NEILD, 1994.) htjeli smo provijeriti eventualni nalaz
ovih opasnih VTEC sojeva i serovara O157:H7 u $koljkasima

VTEC se nalaze u crijevima zdravih zivotinja odakle se lako i obilno $ire u zemlju i
vodu (SWERDLOW i sur., 1992.; GYLES, 2007.; O’SULLIVAN i sur., 2008.,
KHANDAGHI i sur., 2010; ANON., 2010.c, 2010.f). Za razdoblja obilnih kisa mogu
uzrokovati ispiranje bakterija i prodiranje u dublje slojeve tla, te otjecanje u vodene tokove
(FENLON i sur., 2000. GARCIA-ALJARO i sur., 2005.). Kada patogeni mikroorganizmi
zagade okolis, zbog nacina hranjenja SkoljkaSa filtriranjem mora u kojem obitavaju i
nakupljanjem tvari iz okoline u svom organizmu, skoljkasi koncentriraju i te mikroorganizme
u probavnoj zlijezdi. S obzirom na obicaje konzumiranja Skoljkasa (sirovih ili samo na pari
otvorenih), simptomi otrovanja Skoljkasima nakon konzumacije nisu neuobicajena pojava
(POTASMAN i sur., 2002.).

U slucaju zagadenja mora ucinak onecis¢enja ¢e se vidjeti duze vrijeme u skoljkasima
nego u moru (LEE i MURRAY, 2010.). Faktor koncentracije fekalnih koliforma (FC) izmedu
vode i Skoljkasa moze varirati izmedu 1 i 100 puta, s ve¢om koncentracijom u $koljkama
(SIVRI i sur., 2010.). Dagnje u roku od 1,5 sata bioakumulacijom smanje 90% FC iz morske
vode (SIVRI i sur., 2010.), pa su SOLIC i sur. (2010.) potvrdili brzo koncentriranje E. coli u
dagnjama s 1 x 10 i 2 x 10° cfu/100 ml mora na prosjenih 1 x 10* za sat vremena. Isto smo
dokazali i u naSem radu zagadenjem mora sa VTEC O0157:H7 gdje je dokazana
hiperkoncentracija VTEC u dagnjama za jedan sat sa 150 puta prosjecnom vecom

koncentracijom u 100g skoljkasa od pocetne koncentracije u 100 mL mora. U radu
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GOURMELONA i sur. (2006.) potvrden je nalaz stx gena PCR metodom u 1/2 uzoraka mora,
a BENNANI i sur. (2011.) su ove gene utvrdili u 40% uzoraka morskog sedimenta.

U naSem istrazivanju pokusom umjetnog zagadenja mora S VTEC O157:H7 potvrdili
sSmo mogucnost kontaminacije i prezivljavanja VTEC u moru, kao i posljedi¢no zagadenje
Skoljkasa filtracijom onecis¢enog mora. U naSem radu odredena je i najmanja koli¢ina (slika
24) od samo 1 CFU/100mL izbrojenih VTEC u moru (bazen 2) koja je bila dostatna za
zagadenje Skoljkasa s 490 MPN VTEC 0O157:H7/100g (slika 27) u sat vremena. Takoder je
potvrdena infiltracija ove bakterije u organe $koljke do ¢ak 9200 MPN E. coli O157:H7/100 g
(slika 25) iz zagadenog mora s 38 CFU VTEC/100 mL, kroz samo sat vremena. Ova utvrdena
akumulirana koli¢ina VTEC u uzorku zivih $koljkasa izrazena kao 92 CFU/g, za koju je ovim
pokusom dokazano da se moze nac¢i u moru, znatno je visa od nekih dokazanih infektivnih
koli¢ina od <0,4 ili <0,3 CFU/g neke hrane (PATON i sur.,1996.; TUTTLE i sur., 1999.).
Nasim rezultatima iz ovog pokusa dokazana je mogucnost zagadenja i prijenosa VTEC u
moru, uz sposobnost stvaranja verotoksina kroz ¢itav put prijenosa kroz razli¢ite medije i
postupak izolacije bakterije. Time je dokazano da ova bakterija Citavo vrijeme zadrzava
sposobnost stvaranja toksina bez obzira na nacin i put Sirenja.

Postoji relativno malo radova o dokazu VTEC u $koljkasima koje je tesko usporedivati
radi razli¢itog porijekla uzoraka, metoda pretrage ili samog ciljanog mikroorganizma.
Nekoliko radova opisuje nalaz E. coli 0157 (RAMPERSAD i sur., 1999.; MACRAE i sur.,
2003., cit. GOURMELON i sur., 2006.) ili VTEC u skoljkama na trzistu (SAMADPOUR i
sur., 1994.; KUMAR i sur. 2001.).

Kao i u naSem radu dokaz VTEC u Skoljkasima iz proizvodnih podrucja, opisali su
DUPRAY i sur. (1999., cit ANON., 2003.), GOURMELON i sur. (2006.), te GUYON i sur.
(2000.) koji je istrazivao samo E. coli O157. U gore navedenim radovima potvrden je nalaz
VTEC, dok je u nasem radu (po dosadasnjim saznanjima) ovo prvi dokaz nalaza VTEC iz
proizvodnih podrudja Skoljkasa Jadrana. Nasuprot tome RIPABELLI i sur. (1999.) nisu
izolirali ni jedan pozitivan VTEC soj. U Kanadi, LEVESQUE i sur. (2010.) nisu niti u
Skoljkama iz podrucja pod utjecajem kanalizacijskih voda dokazali E. coli O157:H7 ni VTEC,
dok su BENNANI i sur. (2011.) u skoljkasima iz Maroka potvrdili nalaz VTEC.

Kako ne postoji jedinstvena ni propisana metoda, utvrdivanje VTEC se uglavnom
zasniva na dva nacina. Prvi nacin je upotreba prvo imunoloskih, molekularnih ili drugih
tehnika za presumptivnu identifikaciju VTEC na osnovi utvrdivanja prisutnosti toksina ili

njihovih gena direktno u uzorcima u 24 sata radi brzog odbacivanja negativnih uzoraka ili
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presumptivne identifikacije, a zatim slijedi eventualna naknadna izolacija VTEC sojeva iz
pozitivnih uzoraka (PATON i PATON, 1998.b; MENG i sur., 2001.; BETTELHEIM i
BEUTIN, 2003.; ANON., 2004.b; MONDAY i sur., 2007.; BAYLIS i sur., 2008.; FENG i
WEAGANT, 2009.). Drugi naéin je kao i u sluéaju naseg istrazivanja primjereniji za one
laboratorije koji nemaju adekvatnu opremu za presumptivnu identifikaciju, a to je upotreba
klasi¢nih kulturelnih metoda za izolaciju E. coli O157 i non-O157 E. coli. Postupak obuhvaca
obogacenje najmanje 25 g uzorka u bujonu uz tehniku nacjepljivanja razrjedenja ili
iscrpljivanja obogacenja ezom na agaru temeljenih na razli¢itim supstratima radi izolacije i
identifikacije svih E. coli. U tim izolatima E. coli se nekim drugim metodama dokazuju
faktori virulentnosti (FENG i WEAGANT, 2009.). Ipak kako konvencionalne metode uzgoja
E. coli, uz biokemijsku i serolosku identifikaciju zahtijevaju intenzivni rad i vrijeme ($to je i
potvrdeno u nasem radu) enzimatske metode s komercijalno dostupnim kitovima Su
jednostavnije, ali je potrebno postizanje bolje osjetljivosti (ANON., 2004.a.). Stoga smo dio
uzoraka (29%) pretrazili ELISA metodom s obogaéivanjem za povecanje osjetljivosti,
prethodno provjerenom usporedbom sa zlatnim standardom, kulturelnim metodama za
utvrdivanje prisutnosti ili odsutnosti same bakterije (DEISINGH i THOMPSON, 2004.;
BOHAYCHUK i sur., 2005.).
Zavr$na potvrda VTEC sojeva zahtijeva dokaz proizvodnje ili sposobnosti proizvodnje
Stx toksina. U nasem radu su koriStena oba principa. Neki VTEC sojevi proizvode samo Stx1,
drugi Stx 2, a neki i oba toksina. (STROCKBINE i sur., 1986.). Za ispitivanje prisutnosti
(proizvodnje) toksina koristen je imunoenzimski test - ELISA, dok se sposobnost proizvodnje
Stx toksina provjeravala PCR metodom za utvrdivanje Stx1 i Stx2 gena koji kodiraju te
verotoksine. PCR testom moguce je utvrditi i mnoge druge virulentne markere karakteristi¢ne
za VTEC sojeve (PATON i PATON, 1998.a; FENG i MONDAY, 2000.). Naj¢es¢e trazeni
virulentni faktori uz stx gene su oni za koje se smatra da utjeCu na patogenezu VTEC
(PATON i PATON, 1998.a; PATON i sur., 1999.; GYLES, 2007.) kao hlyA i eae geni koji
kodiraju intimin i enterohemolizin (SCHMIDT i sur., 1995.; BAUER i WELCH, 1996.;
DONNENBERG i sur., 1997.; PATON i PATON, 1998.b; EKLUND i sur., 2002.; TANEIKE
I sur., 2002.; BEUTIN i sur., 2004.; BLANCO i sur., 2004.; ETHELBERG i sur., 2004.;
ANON., 2007.a) pa su trazeni i u ovom radu.
Kako je navedeno u istrazivanjima dolje navedenih autora, dosadasnje primijenjene
metode VTEC u Skoljkasima znatno se razlikuju, sto je otezalo i izbor jedne metode

najprimjerenije za nas rad.
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RAMPERSAD i sur. (1999.) su u sirovim kamenicama i njihovim proizvodima, uzimali
obriske i izolirali E. coli sojeve s mukoidnim, hemolitickim kolonijama koje ne koriste
sorbitol, a aglutinacijom ispitivali pripadnost soju E. coli O157. Prisutnost verocitotoksina
nije ispitivana. GUYON i sur. (2000.) takoder su trazili izolacijom samo sojeve E. coli O157
uz odredivanje razine fekalnog zagadenja uzoraka s naknadnim testiranjem na patogene eae,
hlyA, i stx gene, kao i MACRAE i sur., (2005.) koji su istrazivali utjecaj bujona na soj E. coli
0157 i mogucnost izolacije imunomagnetskom separacijom.

Neki istrazivac¢i su obuhvatili i ostale VTEC sojeve, pa su SAMADPOUR i sur. (1994.)
za detekciju VTEC primijenili DNA-hibridizaciju na razli¢itim uzorcima prethodno
obogacene hrane. U Francuskoj DUPRAY i sur. (1999., cit ANON., 2003.b) obraduju 36
analiziranih uzoraka Skoljkasa na stx gene u bujonskoj kulturi $koljkasa, ali bez pokusaja
izolacije VTEC sojeva iz pozitivnih uzoraka. KUMAR i sur., (2001, 2004.) su u obogacenju
uzoraka Skoljkasa u bujonu s 20 mg/l novobiocina Koristili paralelno PCR metodu za
identifikaciju stx pozitivnih uzoraka i klasi¢nu metodu za izolaciju sorbitol fermentirajuéih i
ne-fermentirajucih kolonija. Potvrdene E. coli su ponovo pretrazili PCR postupkom, a kasnije
pohranjene izolate ELISA testom, Vero-citotoksigenim testom i hibridizacijom.
GOURMELON i sur. (2006.) su prvo PCR postupkom dokazivali prisutnost stx gena u
uzorcima Skoljkasa, a zatim iz PCR pozitivnih uzoraka postupkom DNA hibridizacije
izdvajali VTEC izolate. Pohranjeni izolati su tada do kraja identificirani, serotipizirani i opet
genotipizirani PCR postupkom na ostale virulentne gene.

U naSem radu je zbog nepostojanja univerzalne i preporuc¢ene metode za dokaz VTEC
u Skoljkasima izabrana kombinacija tri metode i to, klasi¢na izolacija E. coli O157 i non-
0157 E. coli uz istovremeno dokazivanje prisutnosti toksina imunoloskom ELISA metodom u
uzorcima Skoljkasa, te naknadno utvrdivanje gena virulentnosti za VTEC u pohranjenim
izolatima E. coli molekularnom PCR metodom. Nakon zavrSetka naseg istrazivanja,
BENNANI i sur. su 2011. objavili slican princip pretrage u kojem su utvrdene VTEC s tri
izolata E. coli O157:H7.

Izolacija VTEC sojeva u nasem istrazivanju nije identicna nijednoj gore opisanoj
metodi u skoljkama, ali se zasnivala na glavnim razlikama biokemijskih osobina E. coli 0157
i non-0O157 E. coli, fermentaciji sorbitola i aktivnosti —glukuronidaze. E. coli O157 soj ne
raste ili vrlo slabo raste na 44°C, uglavnom je sorbitol i R—glukuronidaza negativan, te R—
galaktozidaza pozitivan (DOYLE i SCHOENI, 1984.; CHAPMAN, 1991.). Ostalih 95 - 97%
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sojeva E. coli koristi aktivnost enzima [-glukuronidaze (FENG i HARTMAN, 1982.;
HARTMAN, 1989.; MANAFI, 1996.).

U nasem smo radu po prethodnim saznanjima autora (GOURMELON i sur., 2006.)
zbog teSkoca u izolaciji VTEC iz Skoljkasa primijenili kombinacije razli¢itih tehnika
otkrivanja VTEC. lzdvajanje VTEC je komplicirano jer se bakterije E. coli medusobno ne
razlikuju, osim soja E. coli O157 po biokemijskom fenotipu (MENG i sur., 2001.), a uz to su
dijagnosticke procedure razvijene prvenstveno za E. coli O157:H7 i nisu prilagodene
razli¢itim vrstama uzoraka kao $to je feces, hrana ili klini¢ki uzorci (ANON., 2004.b). Kako
je izolacija razli¢itih VTEC sojeva E. coli u hrani i vodi ograni¢ena malom infektivnom
dozom, malobrojne stanice u neselektivnim hraniliStima lako preraste druga mikroflora, a
VTEC su osjetljive i na komponente selektivnih bujona (FENG i sur., 2001).

Za inace malu ucestalost izolacije VTEC sojeva iz skoljkasa postoji vise mogucih
razloga; mali broj ovih bakterija u obalnom moru, poteskoce u izolaciji iz skoljkasa uz veliku
pozadinsku mikrofloru, prisutnost zivih, ali nekulturabilnih VTEC zbog stresa utjecajem mora
(GOURMELON i sur., 2006.). Takoder neki od medija mogu biti pogodni, dok drugi mogu
inhibirati ili zaustaviti rast nekih non-O157 VTEC (BAYLIS i sur., 2003. cit. BAYLIS i sur.,
2008.; BAYLIS, 2004. cit. BAYLIS i sur., 2008.). Dodatak novobiocina koji se inace koristi u
bujonu za ozivljavanje VTEC O157 mozZe inhibirati rast nekih od ostalih VTEC sojeva
(VIMONT, 2006.a).

Zbog gore navedenog, u naSem radu za pretragu svih uzoraka skoljkasa u periodu
istrazivanja, koristena je ve¢ prilagodena rutinska MPN metoda za izolaciju i brojanje 3—
glukuronidaza E. coli, ISO/TS 16649-3:2005 (ANON., 2005.b) kao ve¢ provjerena referentna
metoda u monitoringu proizvodnih podrucja $koljkasa, propisana Pravilnikom RH (ANON.,
2007.f). DONOVAN i sur. (1998.) su ranije unaprijedili ovu metodu, te se za ozivljavanje E.
coli iz slanog morskog okolisa prije subkultivacije na selektivni agar primjenjuje neselektivni
mineralno-modificirani-glutamatni bujon (MMBG). Identifikacija E. coli se temelji na
prisutnosti 5-brom-4-klor-3-indol-3-D-glukuronida u kromogenom agaru koji nakon hidrolize
s [R-glukuronidazom, oslobada dobro vidljive komponente (RIPPEY i sur., 1987,
FRAMPTON i sur., 1993.). Kromogeni zu¢ni tripton X-glukuronid agar (TBX) za izdvajanje
R- glukuronidaza pozitivnih kolonija primijenjen u naSem istrazivanju, pogodan je za vecinu
VTEC (BAYLIS i sur., 2008.).

Za izolaciju E. coli O157:H7 upotrebljavaju se selektivne podloge s dodatkom

antibiotika za inhibiciju prate¢e mikroflore i izdvajanja malog broja E. coli iz mijeSane
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bakterijske populacije. Radi moguceg toksi¢nog utjecaja antibiotika na oslabljene stanice,
razli¢iti autori preferiraju razli¢ite bujone (EDEL i KAMPELMACHER, 1973.; OKREND i
ROSE, 1989.) jer je i za isti soj E. coli O157 prikladnost odredenih bujona razli¢ita zbog
razli¢itih fizioloSkih stanja organizama u testu (DRYSDALE, 2004.). Uputa OIE (ANON.,
2004.b.) navodi moguc¢nost uporabe razlicitih protokola za izolaciju E. coli O157:H7; BPW-
VCC, mTSBNn, mECN, na 41-42 °C, uz razli¢ito vrijeme inkubacije (od 6 sati za uzorke
mesa do 24 sata za vodu i mlije¢ne proizvode).

U naSem istrazivanju kronoloski su koriStene tri klasi¢ne metode za izdvajanje R—
glukuronidaza negativne VTEC O157:H7, u kojima je verifikacijom odredena najprimjerenija
varijanta tehnike izdvajanja E. coli O157:H7 na agaru izbora, te osjetljivost i uopce
prikladnost za daljnju pretragu testnih uzoraka. Metode u radu su verificirane umjetnom
kontaminacijom sa tri B—glukuronidaza pozitivna soja E. coli i B—glukuronidaza i sorbitol
negativnom VTEC O157:H7.

Po metodi 1 za izdvajanje E. coli O157:H7 koristeno je umnazanje u svih E. coli u
MMGM bujonu na 37°C koje je prilagodeno uzorcima Skoljkasa ve¢ u rutinskoj MPN metodi,
a radi ozivljavanja i umnazanja svih VTEC u bujonu bez zuc¢nih soli i antibiotika koji bi mogli
inhibirati oporavak (OGDEN i sur., 2001.; HEPBURN i sur., 2002.). Verifikacijom ovog
postupka potvrden je rast E. coli O157 iz kulture spojene iz 5 epruveta dvostrukog MMGB, s
tehnikom iscrpljivanja na dvije plo¢e TBX agara kao najprimjerenijom (slika 11). Osjetljivost
postupka je bila 0,5 CFU E. coli O157/g skoljkasa uz konkurentnu mikrofloru od 0,7 CFU E.
coli non O157:H7/g Skoljkasa. Ovakvim postupkom uz rutinsku MPN metodu pretrage
Skoljkasa nije potrebna dodatna homogenizacija uzorka, a zadovoljen je ekonomski aspekt
iskori§tenja postoje¢ih podloga bez uvodenja novih hranjivih medija. Ipak izolacija -
glukuronidaza negativnih kolonija na TBX agaru je zahtijevala dodatnu identifikaciju E. coli
preko EMBA agara i dalje IMVC testom, Sto je dugotrajan i intenzivan laboratorijski
postupak za veliki broj uzoraka. Stoga je metoda 1 koriStena na samom pocetku istrazivanja
tijekom 2007. i pocetkom 2008. godine do primjene druge dvije metode.

U naSoj drugoj klasi¢noj metodi za izdvajanje R—glukuronidaza negativhe VTEC
0157:H72, metodi 2, nakon ciljanog ozivljavanja svih E. coli u MMGM bujonu, slijedilo je
selektivno umnazanje soja O157:H7 u mTSB sa novobiocinom inkubiranim na 41,5 °C.
Bujon mTSB je kori$ten u mnogim istrazivanjima klini¢kih uzoraka, kao i hrane sa dodatkom
novobiocina (SZABO i sur., 1990.; BOLTON i sur., 1995.; HARA-KUDO i sur., 1999.;
HEPBURN i sur, 2002.; HUSSEIN i sur., 2008.; SLANEC i sur., 2009.) i uz optimalnu
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temperaturu inkubacije ne ve¢u od 42 °C (DOYLE | SCHOENI, 1984.; SCOTTERI i sur.,
2000.; OGDEN i sur., 2001.). VIMONT i sur. (2006.b) navode da se u 39,3% istrazivanja
koristi TSB, a u 60% eksperimenata i novobiocin. U svakom slu¢aju mTSB (s razli¢itom
kombinacijom antibiotika) preporucen je u vise standardnih procedura za utvrdivanje E. coli
0157:H7 u hrani (ANON., 2001.; FENG i WEAGANT, 2002.; ANON., 2008.). S obzirom na
istrazivanja gore navedenih autora, mTSB sa novobiocinom je izabran i za umnazanje u
nasem radu. lako su sojevi O157 znatno otporniji na novobiocin nego VTEC non O157:H7,
kod male razine oneciS¢enja radi utjecaja na brzinu rasta, 6 sati umnazanja preporucenih u
standardnim protokolima nije dostatno (VIMONT i sur., 2007.). Stoga je u naSem istrazivanju
uvijek koristena inkubacija od 18 - 24 sata.

Premda je MacConkey agar sa sorbitolom uz dodatak telurita i cefiksima (CT-SMAC) u
najrasiroj upotrebi za izdvajanje E. coli O157, neki su sojevi osjetljivi na telurit (PATON i
PATON, 1998.b) i sorbitol-fermenteri kao i ostale E. coli, pa se preporucuje koristenje
kromogenih medija (DE BOER i HEUVELINK, 2000.). Time je omoguceno prepoznavanje
E. coli O157 i drugih E. coli na istoj plo¢i agara (BAYLIS i sur., 2008.).

U nasem istrazivanju koriSten je kromogeni selektivni O157:H7 1D agar uz CT-SMAC
za usporedbu, u verifikaciji tehnika izolacije. Fertilnosti O157:H7 ID agara ekvivalentna je
SMAC podlozi, a veéina E. coli O157:H7 kolonija uocljivija je ve¢ nakon 20 sati inkubacije
za razliku od SMAC agara (BETTELHEIM, 2005.). Osjetljivost odredena u ostalim
istrazivanjima O157:H7 ID agara je bila 100% kod inkubacije 20 do 48 sati, a specifi¢nost
95% bez CT dodatka i 98% sa CT dodatkom (MARTIN i sur., 1999.; BETTELHEIM, 2005.;
JORDAN i MAHER, 2006.).

Verifikacijom ove metode 2, subkultivacijom kulture tehnikom iscrpljivanja na samo
jednoj ploéi (slika 12) uz umjetnu kontaminaciju uzorka sa 0,5 CFU E. coli O157/g skoljkasa
i 0,7 CFU E. coli non O157:H7/g skoljkasa, potvrden je dostatan rast istovremeno
pojedina¢nih kolonija, na oba agara CT-SMAC i O157:H7 ID. Uo¢ljivost E. coli O157:H7
kolonija na plo¢ama O157:H7 ID agara je odlicna bez obzira na prisutnost komenzalne
mikroflore. Sto se ti¢e CT-SMAC agara, kolonije E. coli 0157:H7 oker boje na plo¢i su slabo
uocljive medu ostalom mikroflorom (slike 12, 13 i 17). Ovime su potvrdeni prijasnji postulati
da se na O157:H7 ID agaru kolonije E. coli O157:H7 lako mogu razlikovati od non-O157:H7
kolonija, ali ne i na CT-SMAC agaru (MARTIN i sur., 1999.; BETTELHEIM, 2005.;
JORDAN i MAHER, 2006.). U metodi 2, osim pogodnosti ozivljavanja svih E. coli pa tako i

E. coli O157:H7 prilagodeno uzorcima skoljkasa, bez moguce inhibicije Zzucnih soli i
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antibiotika, identi¢éno metodi 1, nije potrebna dodatna homogenizacija Skoljkasa, a umnazanje
E. coli O157:H7 u drugom bujonu je ciljano uz utrosak samo 10 mL mTSB-N po uzorku za
razliku od 225 mL propisano standardnim protokolima i metode 3. Ipak izolacija je duza 24
sata radi upotrebe dva bujona.

Tre¢i nacin izdvajanja E. coli O157 u nasem radu - metoda 3, je direktno umnazanje 25
g homogenata u 225 mL mTSB-N propisano po u vise prije spomenutih protokola, 1SO
16654:2001 (ANON., 2001.), BAM (FENG i WEAGANT, 2002.), HPA (ANON., 2008.).
Provjerom ovog postupka potvrden je rast E. coli O157:H7 iz 25 g umjetno kontaminiranog
uzorka skoljkasa iz sve tri razine zagadenja s najmanjom koli¢inom od 0,25 CFU uz 4 puta
vecu koli¢inu kompetitivne E. coli u gramu uzorka (slike 14-16).

Tehnika iscrpljivanja obogacene kulture mTSBN na jednoj petrijevoj ploci agara dala je
odli¢an rezultat rasta dostatnog broja pojedina¢nih RB-GLUC negativnih kolonija bez obzira
radi li se o Cistoj kulturi E. coli O157 ili 0 mijesanim kulturama. Pogodnost i svrha ove
metode je iskoriStavanje obogaéene kulture E. coli u mTSBN bujonu istovremeno za dvije
metode, izolaciju i identifikaciju VTEC E. coli O157 u uzorcima $koljkasa na selektivnom
agaru i dokaz prisutnosti verotoksina ELISA metodom. Ipak potrebna je dodatna
homogenizacija 25 g skoljkasa uz rutinsku MPN metodu pretrage skoljkasa.

Bez obzira na metodu izdvajanja E. coli O157:H7, tehnika nalijevanja na selektivni agar
od 0,05 do 0,1 mL obogaéene kulture ili njenih razrjedenja (do 107, uvijek je dala pregusti
rast. To znaci da bi trebala priprema najmanje jo$ dva iduca razrjedenja obogacenog bujona
Sto je prezahtjevno i nepotrebno s obzirom na dobre rezultate tehnika iscrpljivanja ezom.

Sto se ti¢e CT-SMAC agara dobivene su pojedina¢ne kolonije E. coli 0157:H7, ali vrlo
slabo uoéljive boje u ostaloj mikroflori. To stvara teSkoce u o€itavanju i zahtijeva potvrdu
velikog broja kolonija za identifikaciju E. coli O157 uz puno vedéi utroSak vremena, §to je
sukladno istrazivanjima vise autora (VERNOZY-ROZAND i sur., 2004.; MARTIN i sur.,
1999., BETTELHEIM, 2005., JORDAN i MAHER, 2006.). Dokazan je i visok postotak
slu¢ajeva i sojeva bakterija koje rastu na ovom agaru i ne fermentiraju sorbitol, pa su nalik na
E. coli O157:H7 kolonije (MANAFI i KREMSMAIER, 2001.; FENG i WEAGANT, 2002.;
MULLER i EHLERS, 2005.; POSSE i sur., 2008.). GOURMELON i sur. (2006.) su ustvrdili
da i uz primjenu imunomagnetske separacije dio bakterija iz pozadinske mikroflore skoljkasa
(Aeromonas spp. i Shewanella putrefaciens) raste na CT-SMAC agaru kao E. coli O157:H7 i
uz to daju lateks pozitivnu reakciju za ovaj soj. Nadalje, takoder postoje i sorbitol-pozitivni
sojevi E. coli 0157, te ih nije moguce detektirati na SMAC agaru (GUNZER i sur., 1992.,
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BIELASZEWSKA i sur., 1996.). Takvi su sojevi otkriveni u Europi (GYLES, 2007.,
MELLMANN i sur, 2008.). Iz tih razloga CT-SMAC agar nismo u nasem istrazivanju
smatrali pogodnim agarom za testiranje $koljkasa.

U naSem je istrazivanju provjerena osjetljivost i primjenjivost kulturelnih metoda
(metode 1, 2 i 3 s odabranom varijantom izdvajanja bakterije na agaru) za izolaciju B-
glukuronidaza negativne VTEC O157:H7. U tu su svrhu homogenizirani uzorci $koljkasa
zagadeni S razli¢itim razinama E. coli O157:H7, E. coli non-O157 uz prirodnu mikrofloru. U
svim pokusima za verifikaciju metoda VTEC O157:H7 je izdvojena i pri zagadenju
homogenata $koljkasa s vise od 200 puta ve¢om razinom kompetitivne mikroflore od ciljanog
VTEC mikroorganizma (slike 18 - 23). Tako je paralelno iz uzorka skoljkasa bez E. coli i
onih zagadenja s 5400 MPN E. coli non-0157/100g $koljkasa koji su umjetno kontaminirani s
0,25 CFU/g do 45 CFU/g VTEC 0O157:H7 (tablica 12) pomoc¢u klasi¢nih metoda dokaza (3-
GLUC(-), potvrden rast VTEC O157:H7 i na najmanjoj razini zagadenja. Osjetljivost sve tri
metode izrazena granicom detekcije je 0,25 CFU/g, a u uzorku s prirodnim sadrzajem E. coli
non-0157 od 1100 MPN/100g u metodi 3 i nesto niza, 0,2 CFU/g skoljkasa (tablica 13).
Granica detekcije B-glukuronidaza pozitivne E. coli odredena je u standardnoj MPN metodi te
takoder iznosi 0,2 CFU izrazeno u gramu. Ovim je potvrdena osjetljivost klasi¢nih metoda za
izolaciju VTEC koristenih u nasem istrazivanju koja je potrebna za prepoznavanje moguce
malih koli¢ina VTEC u skoljkasima, a u skladu sa istrazivanjima o vrlo malim infektivnim
dozama od <1 CFU VTEC/g (WILLSHAW i sur., 1994.; PATON i sur.,1996., TUTTLE i
sur., 1999.).

Za dokaz VTEC u skoljkasima uz klasi¢ne mikrobioloske metode tijekom 2009. godine,
putem nalaza verotoksina (Stx) u nasem radu Koristili smo ELISA metodu na kulturama u
bujonu obogac¢enim preko noc¢i. Ovom metodom pretrazeno je 258 uzoraka ili 29%
pretrazenih Skoljkasa od ukupno pretrazenih uzoraka tijekom istrazivanja. ELISA predstavlja
odli¢nu alternativu kompliciranim 1 dugotrajnim klasi¢nim tehnikama izolacije 1 identifikacije
kao i drugim metodama koje su van dosega vecine rutinskih laboratorija, za direktnu detekciju
verotoksina E. coli u hrani ili fecesu (MACKENZIE i sur., 1998.; RANDALL, 1997,
BETTELHEIM i BEUTIN, 2003.).

Toksin ELISA-test je imunoenzimski test koji se temelji se na vezanju specifi¢nih
antitijela za verotoksine uz supstrat koji ¢ini ovu reakciju vidljivom (FENG, 2001.) i ima
sposobnost detekcije svih VTEC sojeva (ANON., 2004.b). lako se ELISA koristi za detekciju
izoliranih bakterijskih kolonija koje stvaraju verotoksine (BUECHER i sur., 2003.), VTEC su
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uglavnom prisutne u malom broju pa je potrebno biranje mnogo kolonija, uz veliki utrosak
mnogo testova i vremena (BETTELHEIM i BEUTIN, 2003.). Zato je u ovom istrazivanju
primijenjena ELISA metoda na uzorcima $koljkasa, zbog ograni¢ene osjetljivosti primjenom
direktno u uzorcima (ANON., 2004.a) za povecanje osjetljivosti i specifi¢nosti izvodena u
supernatantu kulture TSB sa 20mg/I novobiocina (mTSBN), inkubiranom na 41,5 °C kroz
20 + 2 sata. Upravo je za detekciju verotoksina od svih protokola za obogacivanje, 0vaj
protokol koji preporu¢a mTSBN izabran kao najbolji medij i za rast i za proizvodnju
verotoksina (ARBAULT i sur., 2000.; ANON., 2005.a). ROCHA i sur. (2007.) su istrazivali
proizvodnja shiga toksina i uspjesnost detekcije ELISA metodom u osam razli¢itih bujona i
potvrdili da bakterija u stresnim uvjetima kao $to su prisutnost zu¢nih soli i / ili prisutnost
antibiotika, rezultira pove¢anom ekspresijom i sintezom ¢imbenika virulencije. Kod izolata
uzgajanih u prisustvu antibiotika najmanje su varijabilnosti i viSe razine proizvodnje Stx u
supernatantu, a proizvodnja Stx nezavisna je od bakterijskog rasta.

ELISA koristena u ovom radu (Generic Assays, 6006) je kvalitativni test za odredivanje
verotoksina Stx1 i Stx2 (bez njihova razlikovanja) primarno namijenjen za uzorke fecesa, ¢ija
je deklarirana specifi¢nost na obogac¢enim kulturama 98,8%, (postotak od stvarno negativnih),
a osjetljivost 84,6%. (postotak od stvarno pozitivnih). Vecina kitova za ELISA test specifi¢no
je razvijena za detekciju verotoksina u klini¢kim uzorcima (feces), ali se ve¢ina moze Koristiti
za pretragu hrane (PONTELLO i sur., 2003.; CAPPS i sur. 2004.) ako se koristi prikladno
obogacenje i postuje procedura za ekstrakciju toksina (BAYLIS i sur., 2003. cit. BAYLIS i
sur., 2008.). Tijekom naseg istrazivanja radi prilagodbe ELISA metode na uzorke $koljkasa,
metoda je verificirana na razli¢itim razinama zagadenja sa sojevima VTEC O157:H7 na
umjetno i prirodno kontaminiranim uzorcima uz istovremenu kontrolu podudarnosti
detekcijom E. coli O157:H7, standardnom kulturelnom metodom i odredivanjem granice
detekcije s klasicnom metodom brojanja sto je u skladu s istrazivanjem BOHAYCHUKA i
sur. (2005.).

Granica detekcije ELISA testa prema uputama proizvodaca izraZzena kao koli¢ina
verotoksina - Stx (<10 pg/jazici) nemjerljiva je u klasi¢nim mikrobioloskim laboratorijima, te
je u nasem radu utvrdena granica detekcije izrazena kao CFU u 25¢g pretrazenih $koljkasa. Na
umjetno kontaminiranim uzorcima dagnji ELISA metoda je provjerena sa sve tri razine
zagadenja. Najveca razlika u odnosu VTEC O157:H7 naprama E. coli non-VTEC iznosi 0,25
CFU/g naprama 54 CFU/g. To je vise od 200 puta vecéa razina kompetitivne mikroflore od

ciljanog VTEC mikroorganizma, a kod koje je u supernatantima obogacenih kultura
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dobivenih umnazanjem u mMTSBN uspjeSno dokazana prisutnost verotoksina. Nadalje, u
nasem istrazivanju ova metoda je provjerena i na prirodno kontaminiranim uzorcima
Skoljkasa s mikroflorom koja je prilagodena uzorku te stoga vitalnija i jace inhibitorna od
ciljane umjetno dodane VTEC. Razlika ve¢a od 50 puta izmedu 11 CFU/g kompetitivne E.
coli (preracunato iz MPN/100g) i najmanje umjetno dodane koli¢ine ciljanog mikroorganizma
VTEC 0157:H7 od 0,2 CFU/qg, (tablica 13) takoder je pokazala zadovoljavajuéu osjetljivost.
Tako je u supernatantima obogacenih kultura potvrdena prisutnost Stx iz E. coli O157:H7,
nakon umnazanja 18 sati u mTSBN i kod najvecih razrjedenja ciljane VTEC.

U ELISA testu osim koristenog protokola s umnazanjem za povecanje osjetljivosti, test
je proveden i u supernatantima pocetne suspenzije uzorka u MRD za ozivljavanje iz rutinske
MPN metode, bez umnazanja i dodatka antibiotika. Sukladno rezultatima nekih autora
(BAYLIS i sur., 2003. cit. BAYLIS i sur., 2008.; BAYLIS, 2004.; ANON., 2005.a) bez obzira
na razinu zagadenja nije dobiven pozitivan rezultat na prisutnost Stx (tablica 12). Osim toga
bez umnaZzanja je ispitana i ELISA metoda direktno na homogenatima neinkubiranih uzoraka
u bujonu, ali s dodatkom antibiotika za poticanje stvaranja Stx (tablica 14). U oba slu¢aja bez
obzira na to je li uzorak skoljkasa sadrzavao prirodnu kompetitivnu E. coli/100g $koljkasa ili
ne, detekcija Stx pokazala se moguca kod direktnog ELISA testa samo kod jako visoke
kontaminacije ciljanim mikroorganizmom. Ta koli¢ina od 2 x 10° CFU/g nije dovoljna
granica detekcije za VTEC, a pogotovo E. coli O157:H7 radi malih infektivnih koli¢ina koje
se mogu nac¢i u hrani.

U naSem istrazivanju dodatno je utvrdena i stabilnost verotoksina (tablica 14) u
centrifugiranim obogac¢enim kulturama pohranjenima na temperaturi 5 + 2 °C najmanje 60
dana (dalje nije istrazivano) S§to omogucava pohranu pripremljenih uzoraka te obradu
odjednom, na jednoj ELISA plocici. Takav postupak donosi uStedu u vremenu, novcu,
koriStenje samo jedne pozitivne i negativne kontrole tj. iskoriStenje vise jazica.

Podudarnosti Stx ELISA metode s umnazanjem, u usporedbi s klasicnom metodom
izolacije u naSem istrazivanju (tablica 16) je 100%, kao i u istrazivanjima nekih autora
(CAPPS i sur., 2004.; BOHAYCHUK i sur, 2005.) uz utvrdenu granicu detekcije VTEC
izrazenu kao 0,2 CFU/g skoljkasa. To je dostatno za detekciju pretpostavljenih infektivnih
doza navedenih od drugih autora (WILLSHAW i sur., 1994.; PATON i sur.,1996.; TUTTLE i
sur., 1999.). Odredivanjem postotka pozitivnih uzoraka u testu prema uzorcima Kkoji uistinu
sadrze patogene odredena je osjetljivost metode, dok je specifi¢nost definirana omjerom

uzoraka koji daju negativan odgovor u testu i uzorcima koji doista ne sadrze patogene.
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Osjetljivost 1 specifi¢nost testa je procijenjena kako bi se osigurala njegova ucinkovitost za
otkrivanje odredenog patogena u odredenoj hrani (BOHAYCHUK i sur, 2005.). ELISA test
ima visoku specificnost, ali je osjetljivost nesto manja od Vero-cell testa i PCR metode
(BETTELHEIM i BEUTIN, 2003.). Tako je nakon obogacenja u bujonu utvrdena specifi¢nost
verotoksin ELISA testa na klini¢kim uzorcima i uzorcima hrane razli¢itih proizvodaca od
98% do 100%, a osjetljivost od 85% do 100% (MACKENZIE i sur., 1998.; BEUTIN i sur.,
2007.; ATALLA 2000., CAPPS i sur., 2004.; BOHAYCHUK i sur., 2005.). ELISA metoda
primijenjena u naSem istrazivanju na obogacenim kulturama usporedbom sa standardnom
kulturelnom metodom detekcije VTEC O157:H7, pokazala je osjetljivost i specifi¢nost od
100% (uz istu podudarnost) te je ovime potvrden pravilan izbor postupka dokaza verotoksina
u prethodno obogacenim kulturama $koljkasa preko no¢i u mTSBN.

Krajnja potvrda uspjesnog izdvajanja VTEC klasi¢énim metodama izabranima U naSem
radu i utvrdivanja verotoksina iz uzoraka Skoljkasa prilagodenom ELISA metodom bila je
nalaz VTEC i njihovih toksina u zivim Skoljkasima zagadenima prirodnim putem filtracijom
one¢iS¢enog mora. Iz dva bazena s morem oneciséenim razli¢itim koli¢inama VTEC
O157:H7, izdvojene su VTEC i dokazani verotoksini u uzorku skoljkasa s utvrdenom
koli¢inom MPN VTEC od 22 - 92 CFU/g, kao i u uzorku s utvrdenom mnogo manjom
koli¢inom od 2,3 - 4,8 CFU VTEC /g skoljkasa (slike 25 — 27). ELISA metodom su dodatno
potvrdeni verotoksini i u sojevima izoliranima iz $koljkasa i iz mora, §to moze biti alternativni
pristup koristenja ove ELISA metode za dokaz VTEC u izolatima E. coli izdvojenima
klasi¢nim mikrobiolo§kim metodama.

U nasSem istrazivanju ELISA testom je od 258 ukupno pretrazenih uzoraka skoljkasa,
utvrden jedan Stx pozitivan uzorak skoljkasa (0,4%) i to prnjavice (tablica 18) iz kojega su
izolirane i1 pohranjene B-glukuronidaza pozitivne E. coli O:55 serotipa, kasnije potvrdene u
PCR postupku kao VTEC. Dokazana je podudarnost ELISA s PCR postupkom u ovom
istrazivanju iznosila 100%. U istrazivanju primjene ELISA metode, KUMAR i sur. (2004.) su
takoder dokazali da su rezultati bili u korelaciji s testom na Vero stanicama i stx PCR
postupkom, ali se radilo o izolatima E. coli iz skoljkasa, a ne o direkthom dokazu ELISA
metodom u uzorku skoljkasa. U nasem radu podudarnost ELISA s PCR testom na izoliranim
sojevima je bila 100% u sva cetiri potvrdena pozitivna izolata E. coli u PCR postupku. U
petoj PCR pozitivnoj kulturi (oznaka 120) kasnije su ponovljenom pretragom u pojedina¢nim
kolonijama utvrdeni samo eae geni dok je potvrden gubitak stx gena, $to znaci da nije moglo

doci do stvaranja verotoksina ni potvrde ELISA testom.
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U nasem je radu identifikacija VTEC utvrdivanjem gena stx 1 i stx 2 za kodiranje
verotoksina Stx 1 i Stx 2 koji odreduju E. coli kao VTEC te dodatnih markera virulentnosti
eae i hlyA gena koji kodiraju intimin i enterohemolizin - EHEC hlyA, obavljena multipleks
PCR metodom za istovremeno umnazanje nekoliko VTEC virulentnih gena. Radi dobre
uocCljivosti razlika u veli¢ini dobivenog produkta parova baza, KoriStene su pocetnice
navedene u tablici 10 po PATON i PATON (1998.a).

PCR postupak je primijenjen na pohranjenim kulturama E. coli (ukupno 1100 kultura)
porijeklom iz 900 uzoraka Skoljkasa sakupljanima u periodu od 9. mjeseca 2007. do 6.
mjeseca 2010. godine. Naime zbog prisutnosti slobodnih stx-bakteriofaga u moru, PCR
pretragom utvrdeni stx geni direktno u uzorcima samih skoljkasa, mogu osim iz VTEC,
potjecati i od bakteriofaga. MUNIESA i JOFRE su 1998. godine utvrdili visoku razinu
bakteriofaga sa stx2 genima u otpadnim vodama, a stx geni su dokazani i u uzorcima otpadnih
voda vise europskih zemalja, te u rijecnim tokovima (MUNIESA i JOFRE 2000.; DUMKE i
sur., 2006.). GOURMELON i sur., (2006.) su u vezi podrijetla stx gena i VTEC sojeva u
Skoljkama pretrazili i utvrdili stx gene u 15 raznih uzoraka voda i mora koji imaju utjecaj na
uzgajalista Skoljkasa, ali nijedan VTEC soj nisu izolirali.

GOURMELON i sur. (2006.) su takoder potvrdili prisutnost stx-PCR inhibitora u tkivu
Skoljkasa u preliminarnim testovima. Zbog toga i prije navedenoga, u nasem istrazivanju PCR
metodom su potvrdivane kulture E. coli iz uzoraka $koljkasa koje su sakupljane tijekom 34
mjeseca istrazivanja. Kulture porasle na plo¢ama odabranih selektivnih agara u klasi¢nim
metodama izolacije E. coli, pohranjivane su u agaru za konzerviranje kao pojedinacni
izolirani i/ili potvrdeni sojevi E. coli ili skupne kulture kolonija E. coli istih morfoloskih
karakteristika sa selektivne podloge za njihovu identifikaciju. Ovakvom detekcijom ciljanih
kultura izoliranih iz hrane PCR metodom postize se iznimna osjetljivost koja je inace
smanjena radi prisutnosti raznih inhibitora u uzorcima (FENG, 2001.).

Analiza PCR testom viSe odabranih (,,pikiranih®) kolonija (engl. multiple colony picks)
je zavrsni protokol za detekciju VTEC u razli¢itim prehrambenim proizvodima (ANON.,
2005.a). Vise radova opisuje tehniku pretrage bakterijskih kolonija struganjem pune eze
kulture ili vise kolonija poraslih na plo¢i agara odredenih morfoloskih karakteristika, koje se
zajednicki pretraze tom metodom (pul). Potom se iz svakog tog PCR pozitivhog pula sa
smjesom izoliranih kultura E. coli (ili bakterijskog rasta) kolonije ponovo analiziraju kako bi
se dobili VTEC izolati (MORA i sur., 2007.; HEDICAN i sur. 2009.; SLANEC i sur., 2009.).

Tako je 1 u ovom istrazivanju zbog velikog broja pohranjenih E. coli kultura, nakon
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revitalizacije na svjezem krvnom agaru vise kultura resuspendirano zajedno za prvu skupnu
PCR pretragu (pul). Nakon identifikacije pula kao PCR pozitivnog, drugim PCR testom
ponovo su pretrazivane pojedina¢ne kulture pripadaju¢eg pozitivnog pula do identifikacije
pozitivhog jedinstvenog uzorka Skoljkasa. Trecom PCR pretragom identificirane su i
pojedinac¢ne kolonije unutar uzorka za pohranu cistih izolata i daljnju serolosku identifikaciju.

Verifikacijom PCR metode koristene U nasem radu, provjeren je utjecaj pohrane kultura
E. coli, priprema uzorka i spajanje razli¢itih koli¢ina kultura u zajedni¢kom pulu, na uspjeh
izdvajanja DNA i detekciju gena. Pri tome je upotrijebljena dvokratno semikvantitativna
tehnika mijesanja stx pozitivne VTEC O157:H7 (porijeklo 1ZS Teramo, Italija) i non-VTEC
E. coli ATCC 8739; ATCC 25922 i ATCC 35218 u razli¢itim omjerima. Bez obzira je li se
radilo o ¢istoj kulturi ili pulu sa samo jednom kolonijom VTEC O157:H7 i sa znatno ve¢om
koli¢inom drugih E. coli, uvijek je dobiven pozitivan PCR rezultat s istim parovima baza
(slika 30). PCR metoda je nadalje uz svaki ciklus provjeravana kontrolama koje sluze kao
indikatori ispravne reakcije ¢ija podudarna ocitanja garantiraju uspjeSnost postupka.
Negativna kontrola je uzorak bez ciljanih gena (DNA C¢ista voda), a za pozitivnu kontrolu je
sluzila ekstrahirana DNA E. coli izolata porijeklom ljudi sa simptomima HUS-a (porijeklo
NZJZ SDZ) s utvrdenim Stx 1, Stx 2, eae i hlyA genima koji su traZeni i u radu (oznaka 8 i 9,
slika 30).

U skoro tri godine ovog istrazivanja pretrazeno je 900 uzoraka Skoljkasa iz svih 12
proizvodnih podrucja dalmatinskog dijela isto¢ne obale Jadrana sa zastupljenim svim vrstama
Skoljkasa koje su obuhvacene planovima monitoringa Skoljkasa (NN 49/07, NN 91/08, NN
31/09, NN 37/10). Od ukupnog broja pretrazenih uzoraka u 521 uzorku (57,9%) je utvrdena
E. coli, a u 5 izoliranih kultura utvrdena je PCR pretragom prisutnost Stx gena (grafikon 3).
Tako je utvrden 1% pozitivnih uzoraka Skoljkasa na prisutnost E. coli, pa u ukupnom broju
pretrazenih Skoljkasa prevalencija VTEC iznosi 0,6%. Ovakva dva naCina izrazavanja
prevalencije (grafikon 6) su posljedica primijenjene pretrage u izoliranim kulturama, pa gdje
nije prisutna E. coli ne moze biti ni verotoksigena E. coli, dok s druge strane prevalencija u
ukupnom broju pretrazenih Skoljkasa u periodu istrazivanja pokazuje realnije mogucnost
izlaganja ljudi VTEC.

Prevalencije u naSem radu, kao i prevalencije iz radova razlicitih autora tesko se mogu
medusobno usporediti radi koriStenja razli¢itih principa uzorkovanja i velikih razlika
izabranih protokola za izolaciju i/ili otkrivanje ovih patogena, ¢ak i kada se radi o istoj hrani
kao Sto naglasavaju i drugi autori (MORA i sur., 2007.).
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U istrazivanjima $koljkasa, uzorci uzorkovani na trzistu ¢ine zasebnu kategoriju u
kojima su utvrdene prevalencije od 2% do 5% VTEC. Metode i ciljani organizmi su razli¢iti.
SAMADPOUR i sur. (1994.) su DNA hibridizacijom na oboga¢enim uzorcima S$koljkasa
utvrdili 5% (n=44) pozitivnih Stx 2 uzoraka bez uspjeSne izolacije pozitivnih kolonija.
RAMPERSAD i sur. (1999.) su u sirovim kamenicama i njihovim proizvodima utvrdili 2%
izoliranih E. coli serotipa O157, dok prisutnost verotoksina nije ispitivana. KUMAR i sur.
(2001., 2004.) su u Indiji u 4,2% izolata E. coli izdvojena iz 48 uzoraka Skoljkasa utvrdili stx
gene, a u 6,3% uzoraka i hlyA gene. Nijedan uzorak nije posjedovao gen za otkrivanje E. coli
0157. Druga kategorija su Skoljkasi pretraZzeni neposredno nakon uzorkovanja iz proizvodnih
podrucja prije plasmana na trziSte, kao $to su skoljkasi istrazivani u ovom radu. Prevalencije u
ovim istrazivanjima se pogotovo razlikuju s obzirom na primijenjene metode.

Tako su GUYON i sur. (2000.) izolirali jedan soj E. coli 0157 u 150 uzoraka kamenica
(0,7%) u kojem je kasnije utvrdena prisutnost stx1 i stx2c gena, ali ne i eae ili hlyA. DUPRAY
i sur. (1999., cit ANON., 2003.b) su u 19% bujonskih kultura od 36 uzoraka skoljkasa utvrdili
stx gene, bez namjere izolacije VTEC sojeva. GOURMELON i sur. (2006.) su prvo PCR
postupkom iz obogacenih uzoraka skoljkasa dokazali prisutnost stx gena s prevalencijom od
27,8% (n =144), a zatim su iz PCR pozitivnih uzoraka izolirali pet izolata sto na kraju iznosi
prevalenciju od 3,5% izoliranih VTEC. U istom radu je paralelno u jednom uzorku izolirana
E. coli 0157, eae i hlyA pozitivna, ali stx negativna. BENNANI i sur. (2011.) su u 5 izolata E.
coli od 82 uzorka skoljkasa u Maroku utvrdili stx1 i stx2 gene (ne i eae), §to je prevalencija od
6,1% VTEC.

Opéenito, prevalencije u istrazivanjima s primjenom PCR metode direktno u uzorcima
za otkrivanje stx pozitivnih skoljkasa su znatno veée (DUPRAY i sur., 1999., cit ANON.,
2003.b; GOURMELON i sur., 2006.) od onih dobivenih primjenom metoda izolacije E. coli
(GOURMELON i sur., 2006.; BENNANI i sur., 2011.). Uzrok ove razlike u prevalencijama
su vjerojatno stx geni u uzorcima koji potje¢u i iz slobodnih stx-bakteriofaga u moru
(MUNIESA i JOFRE 1998.; DUMKE i sur., 2006.) i/ili stvarno malog broja ovih bakterija u
obalnom moru odnosno poteskoca u izolaciji 1 prisutnosti zivih, ali nekulturabilnih VTEC
(GOURMELON i sur., 2006.). Bez obzira na nacin izrazavanja prevalencije, ovim
istrazivanjem je dobiven prvi dokaz VTEC u $koljkasima isto¢ne obale Jadrana, a po nasim
saznanjima i u cijelom Jadranu. Nasim nalazom u skoljkasima uzorkovanima direktno iz

proizvodnih podrucja takoder su potvrdena saznanja prijasnjih autora o kontaminaciji mora i
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prijenosu VTEC iz okolisa (DUPRAY i sur., 1999.b; GOURMELON i sur., 2006.;
BENNANI i sur., 2011.).

U naSem istrazivanju (slika 31) su u 16 uzoraka $koljkasa u izoliranim kulturama E. coli
utvrdeni eae geni bez stx gena, $to je tipi¢no za enteropatogene E. coli - EPEC. U jos jednoj
kulturi, utvrden je samo hlyA gen koji kodira enterohemolizin karakteristican za
enterohemoragicne E. coli — EHEC. Kako je hlyA gen jedan od dodatnih markera virulencije i
karakteristiCan za vec¢inu EHEC, postoji mogucénost gubitka stx gena tijekom postupka
precjepljivanja (KARCH i sur., 1992.; SCHMIDT i sur., 1999.; FENG i sur., 2001,
BIELASZEWSKA i sur., 2007.). U radovima nekih autora ovakvi su sojevi E. coli na osnovi
prisutnosti samo ovog gena svrstani u VTEC skupinu (KUMAR, 2001., 2004.;
DHANASHREE i MALLYA, 2008.). Ipak kako je hlyA gen Siroko rasprostranjen u sojevima
E. coli izoliranima iz okolisa (BOCZEK i sur., 2006.) i pos$to u ovom istrazivanju u hlyA
pozitivnoj kulturi ipak nije dokazana prisutnost gena markera za VTEC, po uobicajenoj
klasifikaciji patogenih E. coli (PATON i PATON 1998.b) i jednako kao GOURMELON i sur.
(2006.) o VTEC u $koljkasima, mi ovu kulturu nismo svrstali u VTEC za razliku od prije
navedenih autora (KUMAR, 2001., 2004.; DHANASHREE i MALLYA, 2008.).

S druge strane, proizvodnju enterohemolizina su i u manjem broju EPEC dokazali jos
BEUTIN i sur. (1998.). Posto se razli¢iti patotipovi dijarogenih E. coli medusobno preklapaju
u posjedovanju virulentnih faktora (DONNENBERG, 2002.), a gen za enterohemolizin nosi i
do 27,7% atipi¢nih EPEC sojeva (BUGAREL i sur., 2011.) radi daljnje statistiCke obrade
rezultata istrazivanja skupine VTEC sojeva nasuprot ostalih patogenih E. coli, ovaj je soj
pridruzen EPEC. Ukupno je utvrdeno 17 (3,3%) EPEC u izolatima E. coli, §to je prevalencija
od 1,9% EPEC. Zajedno je utvrdeno 2,4% patogenih dijarogenih E. coli u skoljkasima iz
proizvodnih podrucja dalmatinskog dijela isto¢ne obale Jadrana (grafikon 6). Geni su utvrdeni
i u svjezim kulturama i u onim starim pohranjenima vise od 2,5 godine na STOCK agaru
(tablica 19).

Od 5 kultura E. coli identificiranih u nasem radu kao VTEC, razli¢ite su kombinacije
gena markera i dodatnih virulentnih gena pa 60% kultura nosi stx1 gene, 40% nosi stx2, dok
kulture s oba gena nisu utvrdene. Genotipovi stx 1 i stx2 su jednakomjerno zastupljeni u Cetiri
izolata iz dagnji, dok je medu prnjavicama dokazan samo jedan pozitivan genotip, Stx1
(grafikon 4). U istrazivanju VTEC u $koljkasima neki od autora (KUMAR i sur. 2001., 2004.;
GOURMELON i sur. 2006.; BENNANI i sur, 2011.) su utvrdili da je zastupljenost gena stx 1
I stx2 raznolika, ali uz njih nije dokazana prisutnost dodatnog virulentnog faktora eae gena, za
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koji se smatra da sudjeluje u sposobnosti VTEC da izazove jacu bolest (PATON i PATON,
1998.b; BLANCO i sur., 2004.; GYLES, 2007.). Eae sojevi VTEC non-O157 rijetko su bili
izolirani i u drugim uzorcima hrane (BEUTIN i sur., 2007.; MORA i sur., 2007.).

Nasuprot tome, u nasem istrazivanju je u dvije od pet VTEC kultura utvrdena prisutnost
eae dodatnih virulentnih gena, oba puta uz stx1 gen, a u jednom od njih i uz hlyA gen, sto ¢ini
genotip visoko patogenih tipicnih EHEC sojeva (NATARO i KEPER, 1998.). Sli¢an genotip
je utvrden u istrazivanju kamenica u jedinom izoliranom soju, E. coli O157 i to sa stx, eae i
hlyA genima (GUYON i sur., 2000.).

Ipak odredeni broj VTEC izoliran iz pacijenata s HUS-om ne sadrzi eae dokazujuci da
intimin nije uvijek klju¢an za virulentnost u ljudi (PATON i sur., 1999.; BLANCO i sur,
2004., BIELASZEWSKA i sur, 2006.; MELLMANN i sur. 2008.). Neke epidemioloske
studije su pokazale da su VTEC sojevi koji proizvode Stx2, ceS¢e povezani s teZim
simptomima bolesti nego oni sa Stx1 ili ¢ak oba tipa toksina (PATON i PATON, 1998.b).
Naime utvrdeni su faktori rizika za razvoj krvavog proljeva kao stx2 i eae geni u starije
populacije, a za razvoj HUS-a su to stx2 i eae geni, ali u dobnoj skupini djece mlade od 7
godina (EKLUND i sur., 2001.; ETHELBERG i sur., 2004.). Medutim ako se uzme u obzir i
utjecaj serotipa, u procjeni ozbiljnosti sluajeva nema statisti¢ki znacajne razlike u pacijenata
inficiranih s non-O157 VTEC u kojima su izolirani Stx2 ili samo Stx1 tipovi, za razliku od
onih s VTEC 0157 (HEDICAN i sur., 2009.). Smatra se da veza izmedu Stx2 proizvodnje i
sposobnosti VTEC soja da izazove HUS nije apsolutna, jer su i VTEC sojevi koji proizvode
samo Stx1, sposobni izazvati bolest (PATON i PATON, 1998.b).

Najnoviju epidemiju s 3469 oboljelih od kojih 852 sluc¢aja HUS-a, te 50 smrtnih
slucajeva, u Njemackoj je uzrokovao serotip O104: H4 s neobi¢nom kombinaciju patogenih
obiljezja. Ovaj izolat ima stx2a gen tipi¢an za VTEC i gen aggR tipican za enteroagregativne
E. coli (EAQQEC), a nema A/E sposobnost virulentnih VTEC sojeva (negativni PCR rezultati
za eae) i hlyA. Ovo epidemija je potvrda da neobi¢na kombinacija ¢imbenika virulencije
VTEC moze dati vrlo visok stupanj patogenosti (SCHEUTZ i sur., 2011.).

Ukoliko u ovom kontekstu sagledamo naSe rezulate istraZivanja, u SkoljkaSima su
utvrdene VTEC kulture s razli¢itim kombinacijama gena, te moguce i razlicitih stupnjeva
patogenosti (slika 31). Velika vjerojatnost da su ovi izolati sposobni izazvati bolest utvrdena
je dokazom proizvodnje verotoksina ELISA metodom u cetiri izolata pozitivha u PCR
postupku. U VTEC kulturi iz uzorka oznake 120-1 u meduvremenu je precjepljivanjem radi

dobivanja pojedinacnih izolata doSlo do gubitka stx gena ili samih kolonija s tim genima i
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time moguénosti stvaranja verotoksina. Duljina pohrane sojeva nije utjecala na sposobnosti
stvaranja verotoksina (tablica 19).

Uspjeh izolacije pojedina¢nih PCR pozitivnih kolonija iz 22 PCR pozitivne kulture E.
coli bio je u rasponu od 100% do samo 7%. To mozZe ovisiti o samoj zastupljenosti VTEC (i
EPEC) u uzorku, odnosno o broju, izboru kolonija i ¢isto¢i primarne kulture na selektivnoj
podlozi. Tako su iz VTEC kultura u 4/5 uzoraka dobivene pojedinacne VTEC kolonije, dok iz
spomenute kulture oznake 120-1 ponovljenim PCR testom u 30 pojedina¢nih kolonija nisu
utvrdeni stx i hlyA geni, a utvrdena je ponovo prisutnost eae gena. Ponovljeni multipleks PCR
test na prethodno izdvojenoj i pohranjenoj DNA iz ove E. coli kulture je dao identi¢an rezultat
kao i prvi put (slika 32). Takoder u tri od ukupno 17 EPEC kultura ponovljenim PCR
testiranjem po pet kolonija iz pozitivne kulture nisu utvrdeni eae geni, a s obzirom da su
VTEC bile primarni cilj, ovdje nije dalje pretrazivan veci broj kolonija.

Inace, broj potrebnih kolonija iz primarne kulture za izolaciju pojedina¢nih VTEC i
odredivanje serotipa varira od autora do autora, te se kre¢e uglavnom od 10 do 50 kolonija
(PRADELL i sur., 2000.; MORA i sur., 2007.; VAN DUYNHOVEN i sur., 2008.). Zbog
visoke razine konkurentnih mikroorganizama i ostalih sojeva E. coli, neki su autori
pretrazivali ¢ak i 300 do 500 kolonija za potvrdu takoder s relativnim uspjehom (SLANEC i
sur., 2009.; BAYLIS i sur., 2008.). Mogu¢nost propusta patogena u izolacijskom procesu je
velika (SCHMIDT i sur., 1999.; KHAN i sur., 2002.) sto je moguci prvi razlog neuspjeha
izolacije Cistog VTEC soja iz nase kulture spomenutog pozitivnog uzorka. Drugi moguci
razlog neuspjesne izolacije pojedina¢nih VTEC kolonija u uzorku 120 moze biti ve¢ i prije
spomenuti gubitak virulentnih gena, sto nije rijedak slu¢aj uslijed subkultivacija kod ovakvih
metoda o ¢emu govore i ostali autori (KARCH i sur., 1992.; SCHMIDT i sur., 1999.; FENG i
sur., 2001.; BIELASZEWSKA i sur., 2007.). Ako od pojedina¢nih kolonija iz pozitivnog
uzorka PCR metodom u ponovnoj PCR reakciji niti jedna od ispitivanih kolonija nije
pozitivna, uzorak se karakterizira kao PCR pozitivni uzorak bez VTEC izolacije (MORA i
sur., 2007.; HEDICAN i sur., 2009.).

Sve utvrdene VTEC kulture u istrazivanju su kao ve¢ina non-O157:H7 E. coli sojeva, B-
glukuronidaza pozitivne, sorbitol negativne, te uobicajenog biotipa | po IMVIiC reakcijama
(tablica 18). Sve EPEC kulture su takoder B-glukuronidaza pozitivne, ali sorbitol fermentira
82% EPEC kultura. Zastupljenost B-glukuronidaza pozitivnih E. coli u ovom istrazivanju je
100% medu VTEC i1 EPEC sojevima, identi¢no prethodno navedenim radovima o

skoljkasima. To je znacajno iz perspektive moguceg iskoristenja propisane metode za
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monitoring Skoljkasa, ISO/TS 16664-3:2005 (ANON., 2005.b) u iskoriStavanju poraslih
kolonija B-glukuronidaza pozitivne E. coli na plo¢ama TBX agara za otkrivanje VTEC i
EPEC sojeva, jer ¢e vjerojatno biti obuhvacen visok postotak ovih sojeva.

Od 900 uzoraka pretrazenih u nasem radu, u 27 izolata potvrdenih kao E. coli s tipi¢nim
morfoloskim karakteristikama za OI157:H7 serotip, nije utvrdena prisutnost trazenih
virulentnih gena niti su serotipizacijom izolati potvrden kao E. coli 0157. Kako su sve VTEC
1 EPEC kulture morfoloski 1 seroloski aglutinacijom negativne na serotip O157:H7, to je
zastupljenost non-0157:H7 serotipova VTEC u $koljkasima dalmatinskog dijela isto¢ne obale
Jadrana 100%. Takoder, VTEC O157:H7 nije utvrdena ni u skoljkasima u prethodnim
studijama (SAMADPOUR i sur., 1994.; KUMAR i sur., 2001., 2004.; MACRAE i sur.,
2003., cit. GOURMELON i sur., 2006.; GOURMELON i sur., 2006.) osim u istraZivanju
GUYON i sur. (2000.) gdje je taj soj utvrden u jednom od 150 uzoraka.

U nasem radu serotipizacijom izolata s dostupnim O antiserumima u NZJZ SDZ i HZJZ
u Zagrebu, utvrdena su tri serotipa medu pet VTEC kultura. U dvije kulture serotip O78, u
dvije O55 i u jednoj kulturi O7 serotip. Od ostalih sojeva E. coli s dokazanim virulentnim
genima, izolat sa samo hlyA genom je bio O rough, a od ostalih EPEC kultura aglutinabilno je
bilo 5 od ukupno 17 izolata, te su utvrdeni serotipovi 0103, O125, 0126, 0127, O128. Za
VTEC serogrupe O7 i O55 koje su utvrdene i u ovom istrazivanju navodi se da su izolirane i
iz ljudi i iz hrane (ANON., 1999.d; WERBER i sur., 2008.). Unutar grupe O55 dosta
serotipova je izolirano iz pacijenata sa simptomima HUS-a (ANON., 1999.d; BEUTIN i sur.,
2004.; PERELLE i sur., 2004.; MELLMANN i sur., 2008.), a ova serogrupa je poznata kao
uzrok sporadi¢nih epidemija u vise zemalja Europe i SAD (JOHNSON i sur., 2006.;
BROOKS i sur., 2005.). VTEC 055 serogrupa je utvrdena i u bo¢atom moru uz zadrZavanje
citotoksi¢nosti Citavo vrijeme prezivljavanja (BOUKEF i sur., 2010.). BUGAREL i sur.
(2011.) izmedu ostalih sojeve E. coli unutar serogrupe O55 sa stx i eae genima navodi kao
nove EHEC, a u ovom istrazivanju karakteristike takvog potencijalno opasnog soja ima
VTEC kultura oznake 39-3. Unutar serogrupe O7, GYLES (2007.) navodi sojeve kao
uzro¢nike sporadic¢nih infekcija sa HUSom, dok su VTEC sojevi unutar serogrupe O78 zasada
izolirani iz fecesa ljudi sa dijarejom (FRIEDRICH i sur., 2002.; TSAIl i sur., 2006.) i krvavim
proljevom (VAN DUYNHOVEN i sur., 2008.). Za serogrupe utvrdene u ovom radu, autori
potvrduju da su izolirane iz Zzivotinja i iz njihovih proizvoda (ARTHUR i sur., 2002,
PONTELLO i sur., 2003.; AIDAR-UGRINOVICH i sur., 2007.; SLANEC i sur., 2009.;
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MANNA i sur., 2010.), dok iz rijetkih podataka o izoliranim VTEC serotipovima iz $koljkasa
ove serogrupe nisu utvrdene.

Vazno je napomenuti da su medu uspjesno serotipiziranim EPEC u naSem istrazivanju
utvrdene serogrupe koje se spominju i medu najéeSce izoliranima VTEC u epidemijama u
Europi, 0126 i 0103 (MORA i sur., 2007.; EBLEN, 2008.; LATHROP i sur., 2009.;
MELLMANN i sur., 2008.; BOLTON i sur., 2009.; McPHERSON i sur., 2009., ANON.,
2010.e). U tom smislu postoji mogucnost gubitka stx gena tijekom izolacije i pohrane izolata
E. coli iz skoljkasa, te identifikacije ovih sojeva kao EPEC kultura (SCHMIDT i sur., 1999.;
BIELASZEWSKA i sur., 2007.; BUGAREL i sur., 2011.).

Znacaj EPEC sojeva osim §to izazivaju dijareju u ljudi (MENG i sur., 2001.) ogleda se i
u Cinjenici da su ovi sojevi i pogodni primatelji virulentnih gena, tj. moguéi rezervoar za
stvaranje novih EHEC sojeva (BUGAREL i sur., 2011.). Stx-fagi koji su pokazali visoku
postojanost u vodenim sustavima mogu prenositi stx gene na druge E. coli §to rezultira
pojavom novih patogenih sojeva (MUNIESA i sur., 2006.; MELLMANN i sur., 2008.).
Postojanost samih virulentnih gena u moru (MIYAGI i sur., 2001.) jednako je vazno kao
prisutnost mogucih nosioca gena, s§to je i u nasem radu potvrdeno pokusom prijenosa VTEC
iz laboratorija u more pa u Skoljke, gdje je VTEC O157:H7 citavo vrijeme je zadrzala Stx
gene i sposobnost stvaranja Stx.

U nasem istrazivanju od pet VTEC kultura ¢etiri su utvrdene u dagnjama, a jedna u
prnjavicama. U 17 uzoraka s EPEC zastupljene su tri od Cetiri pretrazivane vrste $koljkasa i to
s najve¢im udjelom 76% (13) dagnje, prnjavice 18% (3), te kamenice 6% samo sa jednim
uzorkom (grafikon 7). Ovi odnosi su u skladu s udjelima pretrazenih pojedinih vrsta $koljkasa
tijekom istrazivanja i to redom dagnje, prnjavice, kamenice, kunjke sa 71,3%; 13,1%; 8,9% i
6,7% (tablica 17).

lako je najveci broj VTEC (i EPEC) izoliran u dagnjama (grafikon 3) prevalencija
VTEC u ukupnom broju pretrazenih uzoraka (grafikon 8) je najveca u prnjavicama (0,9%)
dok je u dagnji manja (0,6%). U kamenicama i kunjkama prevalencija je 0%. Sto se tice
nalaza EPEC u prnjavica je prevalencija najveca (2,5%), zatim slijede dagnje (2,0%) pa
kamenice (1,3%), a u kunjki je prevalencija 0%. Prevalencije VTEC u izoliranim kulturama
E. coli u skoljkasima oc¢ekivano su veée uz isti odnos. Od 71,2% uzoraka prnjavica s
utvrdenom E. coli 1,2% je VTEC pozitivno, a u dagnji je to 1,1% od 57,9% uzoraka s
izoliranom E. coli. Sli¢no je i kod EPEC gdje je u dagnjama i prnjavicama utvrdeno 3,5%

odnosno 3,6% u uzorcima s izoliranom E. coli, a u kamenicama od 52,5% izoliranih kultura
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E. coli njih 2,6% je pripadalo EPEC. Iz izoliranih 38% kultura E. coli u uzorcima kunjki
prevalencija EPEC je 0%. Ovako izrazena prevalencija u broju izoliranih kultura E. coli ima
znacaj za odredivanje potrebnog broja uzoraka za daljnja i/ili sli¢na istrazivanja $koljkasa s
metodama izolacije E. coli uz naknadnu karakterizaciju.

Nalaz VTEC i/ili EPEC u razli¢itih vrsta skoljkasa je u korelaciji s postotkom uzoraka s
izoliranom E. coli, ali razlike mogu biti i posljedica izbora metode dokaza VTEC/EPEC u
izolatima E. coli. U istrazivanju GOURMELON i sur. (2006.) s vise vrsta pretrazenih
Skoljkasa, stx geni su utvrdeni u svim istrazivanim vrstama. Ipak kada su kamenice i kucice
uzorkovane u istom mjestu i danu, stx geni su ¢eS¢e nadeni u kué¢icama nego u kamenicama.
Kod metode izolacije medutim, izolirali su VTEC samo u kamenicama i dagnjama. Uzrok
Skoljkasa.

Tako je u naSem radu u podrucjima ucestalog oneciséenja s E. coli gdje je u istom
podrucju istovremeno uzorkovano vise vrsta Skoljkasa, dokazana velika razlika u ucestalosti
izolacije E. coli u prnjavicama i kunjkama (tablica 26). Posto su izbjegnuti utjecaji razlicitih
makrolokacija, uzrok ove razlike je najvjerojatnije taj §to prnjavice zive ukopane u mulju
(dulji opstanak E. coli) te je homogenizirani uzorak prnjavica sa¢injava0o puno vise jedinki, 0
¢emu govore i GOURMELON i sur. (2006.). Ako tome dodamo i potvrdenu spoznaju u
nasem radu da kunjke zbog grade imaju izrazito zilavu konzistenciju misi¢ja te je otezana
homogenizacija uzorka, nije neobi¢no da je najmanji udio utvrdenih uzoraka s E. coli u ovoj
vrsti $koljkasa i nijedan uzorak s dokazanom VTEC i EPEC.

Razlike u ucestalosti nalaza E. coli izmedu razli¢itih vrsta Skoljkasa dalmatinskog dijela
isto¢ne obale Jadrana, 71,2% (84/118) u prnjavica; 57,9% (372/642) u dagnji; 52,5% (42/80)
kamenica i najmanje u kunjki 38,3% (23/60) statisticki se razlikuju (p<0,001) (tablica 22).
Stoga, kako je E. coli pokazatelj fekalnog zagadenja vjerojatno postoji i potencijalno veci
rizik od ostalih prisutnih patogena u fekalijama za one konzumente koji uzivaju odredene
vrste Skoljkasa. Medutim, bez obzira na utvrdene razlike ucestalosti nalaza E. coli medu
vrstama, statistiCki opaZene razlike u prevalenciji VTEC 1 EPEC izmedu razli¢itih vrsta
Skoljkasa, bilo u kulturama izolirane E. coli (redom VTEC; EPEC; p=1, p=0,8), bilo u
ukupnom broju pretrazenih Skoljkasa (p=0,8), u naSem istrazivanju nisu statisticki znacajne
(tablica 21).

Odnos srednjih vrijednosti MPN E. coli/100g skoljkasa (dalje MPN) razli¢itih vrsta u
nasem istrazivanju (grafikon 10) ukljucujuci uzorke bez E. coli, gdje je vrijednost <20 MPN
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zamijenjena s brojem 0, pokazuju da su najvece prosje¢ne vrijednosti (2473 MPN) uocene u
prnjavicama koje su i najces¢e kontaminirane. Slijede dagnje s 237 MPN, kamenice s 106
MPN, te kunjke s najnizom srednjom vrijednosti od 21 MPN E. coli/100 g, koje su i inace
rjede kontaminirane od ostalih promatranih vrsta. Njihove srednje vrijednosti uzoraka s > 20
MPN i maksimalne vrijednosti su u jednakim odnosima, a najveca vrijednost je bila 160 000
MPN u prnjavicama (proizvodna zona koja je kasnije ukinuta za proizvodnju). Uocene razlike
vrijednosti prosje¢nog MPN Skoljkasa (tablica 22) izmedu razli¢itih vrsta Skoljkasa statisti¢ki
se razlikuju (p<0,001).

Takoder, najniza ucestalost nezadovoljavajucih uzoraka $koljkasa dalmatinskog dijela
istoéne obale Jadrana po vaze¢em pravilniku RH (ANON., 2008.c) za stavljanje skoljkasa na
trziste (>230 MPN E. coli u 100 g skoljkasa) je kod kunjki 0%, a najvisa u prnjavica, 21%.
Ove su opazene razlike u ucestalosti nezadovoljavaju¢ih nalaza izmedu razlicitih vrsta
Skoljkasa statisticki znacajne (p<0,001).

Vrijednosti MPN E. coli u 100 grama $koljkasa VTEC pozitivnih uzoraka (grafikon 9) u
dagnji se kre¢e od 16000 MPN do najnize brojive vrijednosti od 20 MPN, dok jedine VTEC
pozitivne prnjavice imaju vrijednost od 130 MPN E. coli. Kod EPEC pozitivnih uzoraka
dagnji raspon je od 700 MPN E. coli (samo 1/13) sve do 20 MPN E. coli gdje svih ostalih
dvanaest uzoraka ima < 230 MPN. U prnjavica je raspon od 90 - 790 MPN gdje dva od tri
uzorka imaju manje <230 MPN, a u kamenica je samo jedna vrijednost, 170 MPN.

Sto se tite 12 proizvodnih podrugja istrazenih u na$em radu (grafikon 5) EPEC
pozitivni uzorci nadeni su U skoro polovine podrué¢ja (42%), VTEC su pronadene samo u dva
proizvodna podrugja (17%). Cetiri od pet (80%) sojeva VTEC je utvrdeno u Malostonskom
zaljevu, a preostali uzorak s VTEC potjece iz podrucja Usca rijeke Krke. Iz Malostonskog
zaljeva takoder je 1 najveéi postotak EPEC kultura 65% (11/17), dok je podjednaki broj EPEC
pozitivnih uzoraka rasporeden na UscCe rijeke Krke i Kastelanski zaljev; 12% (2/17), a po 6%
(1/17) na Marinski zaljev i podru¢je Uvala Sobra-Mljet (grafikon 11). Podru¢je Malostonskog
zaljeva je interesantno jer su u njemu zastupljene sve Cetiri vrste promatranih $koljkasa u
istrazivanju (grafikon 19). VTEC je utvrdena u 0,8% dagnji i 6,3% prnjavica, EPEC u 2,3%
dagnji, 6,3% prnjavica i 1,3% kamenica, dok u kunjkama nije bilo pozitivnih uzoraka (tablica
26). Posto je najveci broj pretrazenih uzoraka u ovom podruéju, tu je i najveci broj uzoraka s
izoliranom E. coli, pa je shodno tome ocekivano najvise nadenih EPEC i VTEC pozitivnih
uzoraka (grafikon 14). Medutim, ukupna prevalencija VTEC iz proizvodnog podrucja
Malostonski zaljev je manja (4/498) i iznosi 0,8%, nego u podruc¢ju Usca rijeke Krke gdje je
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0,9%, sa samo jednim utvrdenim VTEC pozitivnim uzorkom od 110 pretrazenih (grafikon
12). Isti su odnosi prevalencija VTEC u ova dva podruc¢ja medu uzorcima sa izoliranom E.
coli gdje je u Malostonskom zaljevu iz 57% uzoraka dobivamo 1,4% kultura VTEC, a u Us¢u
rijeke Krke od 61% uzoraka s izoliranom E. coli, verotoksigeno je 1,5% (grafikon 13).

Prevalencije EPEC (grafikoni 12 i 13) su najveée u proizvodnim podrucjima
dalmatinskog dijela isto¢ne obale Jadrana s najmanjim brojem EPEC pozitivnih uzoraka, pa je
prevalencija od 2,2% u Malostonskom zaljevu s 11 uzoraka od 498 ukupno pretrazenih manja
od prevalencije u ukupnom broju pretrazenih Skoljkasa Marinskog zaljeva (5,9%). Zbog
malog broja pretrazenih uzoraka sli¢no je i u Uvali Sobra — otok Mljet gdje je utvrdena
prevalencija od 5,6% EPEC u ukupno pretrazenim uzorcima (n=18). Prevalencije EPEC u
uzorcima sa izoliranom E. coli su u istim odnosima, ali nesto vece. lako se raspon
prevalencija u naSem istrazivanju na razli¢itim lokacijama kre¢e od 0% do 1,5% kod VTEC,
te sve do 10% kod EPEC (tablica 23), razlika u pojavnosti VTEC i EPEC u izoliranim
kulturama E. coli (p=0,87 i p=0,78), kao i pojavnost VTEC i EPEC u ukupno pretrazenim
uzorcima izmedu dvanaest razlic¢itih proizvodnih podru¢ja dalmatinskog dijela isto¢ne obale
Jadrana nije statisti¢ki znacajna (p=0,87 i p=0,9).

Nalaz VTEC u vise odvojenih podrucja uzgoja ili izlova SkoljkaSa iz naSeg rada
podudara se sa nalazima GOURMELONA i sur. (2006.) i BENNANI i sur. (2011.). Nalaz
istih serotipova (serotipovi O55 i O78 u Malostonskom zaljevu) u istom proizvodnom
podrudju u razli¢ito vrijeme (tablica 18 i 19) takoder se slazu sa nalazom GOURMELONA i
sur. (2006.) Sto je moguce posljedica perzistiranja istih izvora zagadenja za vrijeme
istrazivanja.

Moguénost nalaza uzoraka sa stx genima ili VTEC u svakom slucaju ovisi o fekalnom
zagadenju sa E. coli, aktivnostima i vremenskim prilikama uzvodno od proizvodnog podrucja
Skoljkasa (GOURMELON i sur.; 2006., LEE i MURRAY, 2010.).

Ekoloske prilike u Malostonskom zaljevu, kako je opisano u Planu pracenja kakvoce
mora 1 Skoljkasa na proizvodnim podru¢jima i podrucjima za ponovno polaganje Zivih
Skoljkasa (NN 49/07) najvise ovise o utjecajima s kopna, a manje s otvorenog mora. Zaljev je
pod utjecajem rijeke Neretve (koja izmedu ostalog tec¢e kroz ruralna podrucja susjedne Bosne
I Hercegovine) pogotovo za vrijeme veceg rijeCnog vodostaja i jacih zapadnih vjetrova. U
zaljevu je slijevanje organske tvari s kopna putem oborinskih voda, a osobito vrulja, znacajno.
U nasem radu je u ovom podruc¢ju utvrdeno najvise pozitivnih uzoraka, 80% VTEC i 65%

EPEC od ukupno pronadenih pozitivnih uzoraka.
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Drugo podrué¢je u kojem je utvrden preostali uzorak sa VTEC je Usce rijeke Krke,
takoder pod utjecajem rijeke, ali je to¢ka uzorkovanja VTEC pozitivhog uzorka unutar ovog
proizvodnog podru¢ja u Planu pra¢enja (NN 49/07) namjerno odredena kao najistocnija,
najbliza tocka gradu Sibeniku radi moguénosti pojadanog oneé¢is¢enja. Tu su $koljkasi
dodatno pod utjecajem urbanih otpadnih voda, pogotovo za puhanja ucestalog sjeveroistocnog
vjetra, ali 1 onog jugoisto¢nog smjera. Stoga nije neobi¢no da su u naSem radu i najvece
vrijednosti MPN E. coli u 100 g skoljkasa (16 000 MPN E. coli) u kojima je i izolirana
VTEC, nadene upravo u proizvodnom podru¢ju Usc¢a rijeke Krke koje je i drugo po redu
podrucje po visini prosje¢ne MPN E. coli/100 g $koljkasa. Ostale VTEC kulture sa znatno
manjim vrijednostima MPN E. coli/100g su utvrdene u Malostonskom zaljevu, dva uzorka sa
vrijednosti 2400 MPN i dva uzorka sa vrijednosti 20 i 130 MPN E. coli/100g skoljkasa, $to je
u skladu s prije opisanim polozajem i karakteristikama ovog podrué¢ja. Kod EPEC pozitivnih
uzoraka vrijednosti su raznolike i variraju od 20 - 790 (grafikon 15).

Ako se vrijednosti MPN E. coli uzoraka pozitivnih na VTEC usporede s vrijednostima
MPN E. coli/100g skoljkasa koje odreduju granice intervala za razvrstavanje proizvodnih
podru¢ja u odgovaraju¢i mikrobioloski razred; A (<20 - <230); B (>230 - <4600) i C (>4600 -
46000), Pravilnika o mikrobioloSkom razvrstavanju i postupku u slu¢aju onecisenja zivih
Skoljkasa (ANON., 2009.b), u svakom pojedinom podru¢ju mozemo utvrditi ucestalost
VTEC/EPEC uzoraka unutar razreda iz kojih se zive $koljke plasiraju na trziste (tablica 24).
Tako mozemo razmotriti rizik pojavljivanja uzoraka s VTEC/EPEC na trzistu. Subjekti u
poslovanju s hranom smiju propisano pravilnicima RH sakupljati/izlovljavati zive $koljkase
namijenjene izravnoj prehrani ljudi samo iz onih podrucja koje nadlezno tijelo razvrstavaju u
razred A (ANON., 2007.e; 2007.f; 2011.c). U nasem istrazivanju u Malostonskom zaljevu od
7% uzoraka skoljkasa iz razreda B, rizik za plasman VTEC/EPEC do krajnjeg potrosaca
jednak je prevalenciji od 5,4% utvrdenih VTEC i 2,7% EPEC. Kako ovi uzorci trebaju proci
postupak proc¢is¢avanja od E. coli u centrima za procis¢avanje, rizik za infekciju ljudi moze
biti smanjen, ali ne i ponisten jer se i na kKraju postupka procis¢avanja odredena dopustena
koli¢ina E. coli moze zadrzati u skoljkama.

Ipak, najveci znacaj imaju uzorci $koljkasa razreda A u kojima je prevalencija VTEC
znatno manja, ali ovom razredu pripada 93% skoljkasa u podru¢ju Malostonskog zaljevu.
Stoga postoji mogucnost da od uzoraka koji se direktno plasiraju na trziste bez ikakvih
ograniCenja, njih 0,4% sadrzi VTEC a 2,2% EPEC. U Us¢u rijeke Krke moguée je manji
zna¢aj VTEC uzoraka iako je VTEC utvrdena u jednom od dva uzorka Skoljkasa unutar
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vrijednosti razreda C. To je stoga jer je u ovom razredu utvrdeno samo 2% Skoljkasa, a posto
u Hrvatskoj nisu odredena podrué¢ja ponovnog polaganja, predvideni su samo za preradu. U
ostalim razredima ovog podruc¢ja VTEC nisu utvrdene, a EPEC uzorci su ¢inili 2,1% unutar
82% uzoraka razreda A. U proizvodnom podru¢ju Marinskog zaljeva i Uvali Sobra — otok
Mljet svi su pretraZeni uzorci iz razreda A, pa su prevalencije EPEC skoljkasa koje se mogu
plasirati direktno na trziSte jednake prije utvrdenim prevalencijama EPEC u pretrazenim
uzorcima (5,9% i 5,6%). U Kastelanskom zaljevu je od 82% skoljkasa razreda A utvrdeno
0,9% EPEC, dok je od 9% skoljkasa razreda B u ¢ak 8,3% uzoraka izolirana EPEC.

IzraCunate prevalencije u nasem istrazivanju prema razredima za razvrstavanje, a time i
rizik od kontaminacije s VTEC predstavljaju prosje¢ne okvirne vrijednosti. Naime, zbog
veli¢ine nekog proizvodnog podrucja u istom podruc¢ju ima vise zona koje se U istom trenutku
zasebno klasificiraju, a razvrstavanje u neki razred nije trajno, ve¢ po vaze¢em pravilniku o
mikrobioloskom razvrstavanju pojedino podrué¢je / zona moze prelaziti iz razreda u razred
(ANON., 2009.b). Stoga je stvarni rizik plasiranja uzoraka skoljkasa s VTEC/EPEC na trziste
ovisno o nalazu visine vrijednosti MPN E. coli u nekom podru¢ju tesko odrediti. Sli¢éno
istrazivanju GUYONA i sur. (2000.) u naSem istrazivanju tri su pozitivna VTEC uzorka u
trenutku uzorkovanja potjecala iz zona razvrstanih u razred A, odakle su se Skoljkasi do
dospije¢a nalaza 0 MPN E. coli/100g mogli plasirati na trziSte bez ogranicenja, a Skoljkasi s
utvrdenim < 230 MPN i dalje, jer su zadovoljavali kriterije vazecih propisa (grafikon 21). Za
razliku od GOURMELONA i sur. (2006.) koji su utvrdili da je rizik od infekcije ljudi VTEC s
pozitivnim uzorcima u njihovom istrazivanju ogranicen jer potjecu iz razreda B odakle se
Skoljkasi proc¢is¢avaju od E. coli cijelih 48 sati, u nasem istrazivanju rizik ostaje velik jer
vecina Skoljkasa iz dalmatinskog dijela isto¢ne obale Jadrana potjece iz podrucja za direktan
plasman na trziste (grafikon 17).

U nasem radu iako je vidljivo da broj uzoraka VTEC/EPEC rasporedenih po razredima
A do C s obzirom na visinu MPN vrijednosti izmedu razli¢itih podru¢ja variraju, kada
proizvodna podru¢ja Dalmacije promotrimo kao cjelinu (tablica 24), prevalencija VTEC i
EPEC raste s visinom mikrobioloske kontaminacije $koljkasa unutar pojedinog razreda. Udio
VTEC u skoljkasima po MPN vrijednosti raste od razreda A (0,25%), preko razreda B (2,6%),
te ¢ak 7,1% u razredu C (udio EPEC u razredu A je 1,85% i u razredu B 2,6%), $to je slicno
istrazivanju GOURMELONA i sur. (2006.) koji su u visoko kontaminiranim uzorcima s E.
coli utvrdili najve¢i udio uzoraka sa stx genima. Medutim kao i u naSem istrazivanju, isti

autori su utvrdili 1 znatan dio VTEC u uzorcima niske kontaminacije odakle su i izolirali 2/5
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VTEC (<230 MPN E. coli/100g). Pretpostavljamo da same prevalencije izmedu razreda za
razvrstavanje proizvodnih podrucja Skoljkasa, u naSem istrazivanju, ne moraju biti dobar
pokazatelj razlika zagadenosti s VTEC/EPEC, jer mogu biti i posljedica velike razlike u broju
uzorkovanih $koljkasa izmedu razreda (810 uzoraka u razredu A, a samo 13 u razredu C).

Jednako kao sto su zakljucili GOURMELON i sur. (2006.) da pojava VTEC nije u vezi
s ukupnim brojem E. coli kao pokazateljem fekalne kontaminacije, i u nasem Se istrazivanju
opazene razlike MPN E. coli/100g izmedu uzoraka s izoliranom VTEC ili EPEC i uzoraka
bez VTEC ili EPEC (tablica 27) statisticki ne razlikuju (p=0,07 i p=0,39). Znaci, sveukupno u
Skoljkasima dalmatinskog dijela isto¢ne obale Jadrana povecanje visine MPN E. coli/100g
nije u korelaciji s nalazom enteropatogenih i verotoksigenih E. coli.

S obzirom na visinu zagadenja s E. coli i nezadovoljavajuce rezultate za plasman na
trziste (>230 MPN E. coli/100g skoljkasa), te odnos vrijednosti MPN E. coli/100g $koljkasa
razli¢itih proizvodnih podruéja (grafikon 18), rezultati naseg istrazivanja pokazuju da je
najveca vrijednost od 160 000 MPN E. coli i srednja vrijednost od 2129 MPN E. coli najvisa
u podru¢ju Kastelanskog zaljeva, zbog udjela visokih vrijednosti uzoraka prnjavica. Slijedi
Kanal sv. Ante i Usce rijeke Krke s najve¢im brojem od 16 000 MPN E. coli i srednjim
vrijednostima od 753 i 599 MPN E. coli. Sljedec¢a tri podru¢ja su takoder imala uzorke s
vrijednostima >230 MPN E. coli koje su nezadovoljavaju¢e za plasman na trzisti to
Malostonski zaljev 3500 MPN, Novigradsko more 2400 MPN i Pasmanski kanal 500 MPN E.
coli, ali su im srednje vrijednosti svih uzoraka u podru¢ju manje od navedene granice. Ako se
promotri grafikon 17 s rasporedom broja uzoraka po razredima razine mikrobne
kontaminacije, moze se zakljuciti da je pojava uzoraka iznad 230 MPN E. coli u posljednja
dva navedena podrucja bila sporadi¢na. Ucestaliji broj nezadovoljavajucih uzoraka zapazen je
na lokaciji Kanal Sv. Ante u Sibeniku (21%), Us¢u rijeke Krke (18,2%) i sliéno
Kastelanskom zaljevu (17,6%), te Malostonskom zaljevu (7,4%). Pojavnost vrijednosti jos
viseg fekalnog zagadenja iznad 4600 MPN E. coli, bila je sporadi¢na u Kanalu Sv. Ante u
Sibeniku i Uséu rijeke Krke za razliku od podrugja Kastelanskog zaljeva gdje se to desilo 12
puta u periodu istrazivanja.

Za razliku od rada RAMPERSAD i sur. (1999.) gdje je u proizvodima svjezih Skoljkasa
utvrdena razlika izmedu vrsta uzoraka, ali ne i izmedu podrucja, u naSem istrazivanju su
uocene razlike u prevalenciji E. coli izmedu dvanaest proizvodnih podrucja dalmatinskog

dijela isto¢ne obale Jadrana statisticki znacajne (p<0,001). Takoder su znacajne razlike u
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frekvenciji pojavljivanja nezadovoljavajuc¢ih uzoraka za ljudsku konzumaciju izmedu tih
podrucja, p<0,001 (tablica 25). lako prisutnost komenzalne E. coli u skoljkasima iz
proizvodnih podru¢ja ukazuje na kontaminaciju voda i potencijalnu opasnost od sadrzaja
bakterija Stetnih za ljude (MACRAE i sur., 2005.), u naSem istrazivanju u odredenom
proizvodnom podrucju prevalencija uzoraka s izoliranom E. coli i nezadovoljavaju¢ih uzoraka
za plasman na trziste nije u korelaciji s pojavnosti VTEC i EPEC. Tako nalaz skoljkasa s
VTEC/EPEC nije zapaZzen u svim proizvodnim podru¢jima s najveéim prevalencijama
ovakvih uzoraka (Kanalu Sv. Ante u Sibeniku i Kastelanskom zaljevu, grafikon 14).

U jedinom proizvodnom podruéju, Malostonskom zaljevu, gdje se uzgajaju i
izlovljavaju sve Cetiri vrste skoljkasa, U nasem istrazivanju iz srednjih vrijednosti MPN E.
coli/100g uzoraka Skoljkasa prikazanih grafikonom 18 vidljivo je da su srednje vrijednosti
MPN E. coli/ razli¢itih vrsta $koljkasa u istom podrucju sli¢ne. Za razliku od drugih
proizvodnih podrucja dalmatinskog dijela istocne obale Jadrana, razlika izmedu uocenih
vrijednosti razli¢itih vrsta Skoljkasa unutar podrucja nije statisticki znacajna (p=0,4439), pa
mozemo zakljuciti da je na vrijednost MPN E. coli u 100g Skoljkasa veci utjecaj proizvodnog
podrucja nego vrste.

Kada promotrimo godi$nje varijacije u nalazu VTEC/EPEC u uzorcima Skoljkasa u
periodu naseg istrazivanja, iako pojavnost EPEC pozitivnih uzoraka Skoljkasa u izoliranim
kulturama E. coli godisnje varira od 1,6% do 6,4% godisnje, te razlike u pojavnosti takvih
uzoraka izmedu razli¢itih godina nisu statisti¢ki znacajne (p=0,2). U istom periodu, u skoro tri
godine istrazivanja nalaz VTEC iz uzoraka Skoljkasa s izoliranom E. coli kretao se od 0% do
3,85% godisnje i te su razlike u pojavnosti VTEC izmedu razli¢itih godina znacajne statisticki
(p=0,04), (tablica 28 i grafikon 22). Jedan od mogucih razloga je izbor metode pretrage koja
se primjenjivala na odrzavanim kulturama na agaru za konzerviranje od 2007. godine pa dalje,
a u 2010. godini kulture se nisu pohranjivale duzi period, ve¢ su slane na PCR pretragu
odmah. Ipak 40% (2/5) utvrdenih VTEC kultura su do trenutka identifikacije bile stare 12 i 20
mjeseci. S druge strane, medu EPEC kulturama razlika u godi$njoj prevalenciji nije znacajna,
pa je moguci razlog ove varijacije ipak novi izvor VTEC kontaminacije 2010. godine. To je i
u korelaciji s iznenadno znatno ve¢om razinom oneciséenja tih uzoraka s E. coli nego inace na
istim tockama uzorkovanja (grafikon 21).

Sezonska pojavnost EPEC u izoliranim kulturama E. coli je 2,7% u ljetnim mjesecima
(temperatura mora >16 °C) i 3,8% u zimskim mjesecima (temperatura mora <16 °C) dok je

pojavnost VTEC kultura 1,5% u ljetnim mjesecima istrazivanja, odnosno 0,4% u zimskom
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dijelu godine (garafikon 23). Vidljivo je da je godisnja pojava VTEC vezana za toplije
temperature mora, dok je ucestalost EPEC promjenjiva ovisno o godini. lako se pojedina¢ne
godi$nje varijacije kre¢u u maksimalnom rasponu od 1,7% do 12,5%, izmedu zimskog i
ljetnog perioda, sezonski utjecaj temperatura mora na pojavu VTEC (p=0,17) i EPEC
(p=0,46) nije statisticki znacajan, $to se slaze s istrazivanjem GOURMELONA i sur., (2006.)

koji su takoder uoceli pozitivne rezultate u svim sezonama.
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7. ZAKLJUCCI

Rezultati istraZivanja dokaza verotoksigene bakterije E. coli u $koljkasima pokazali su

sljedece:

1. Po prvi puta je u Skoljkasima isto¢ne obale Jadrana, a prema dostupnim saznanjima u
cijelom Jadranskom moru, dokazana prisutnost verotoksigene E. coli (VTEC). Ovim je
potvrdena teza o moguéem Sirenju VTEC iz okoliSa u more i nalazu u SkoljkaSima
proizvodnih podrucja Skoljkasa Hrvatske. Ujedno je dokazana i prisutnost enteropatogene E.
coli (EPEC). PCR pretragom gena markera za VTEC u izoliranim kulturama E. coli iz pet
uzoraka Skoljkasa utvrdena je prisutnost Stx gena, $to iznosi 1% pozitivnih uzoraka s E. coli i
prevalenciju VTEC od 0,6% u ukupnom broju od 900 pretrazenih uzoraka skoljkasa. U 3,3%
izoliranih sojeva E. coli utvrdene su EPEC §to je prevalencija od 1,9% u odnosu na ukupni

broj skoljkasa.

2. Pokusom prijenosa VTEC u $koljkaSe putem prirodne filtracije one€iS¢enog mora,
dokazano je da se VTEC O157:H7 koncentrirala u Skoljkasima i o¢uvala sposobnost stvaranja
verotoksina (Stx). 1zdvajanjem E. coli O157:H7 i detekcijom verotoksina u pokusu potvrdena

je primjenjivost izabranih metoda na uzorke $koljkasa

3. Verifikacijom sve tri klasiéne metode za izdvajanje B-—glukuronidaza negativne
VTEC O157:H7 (metode 1, 2 i 3) s odabranom varijantom iscrpljivanja bakterije na plocama
agara, potvrdena je dobra osjetljivost izraZzena granicom detekcije od 0,2 CFU/g.
Istovremenom upotrebom ovih i propisane ISO/TS 16649-3:2005 metode, za izolaciju i
brojanje R—glukuronidaza pozitivne E. coli iz skoljkasa, mogu se izdvojiti mogu¢i VTEC
sojevi, razli¢itih karakteristika rasta u kojima se i nakon pohrane na duze vrijeme mogu
dokazati VTEC markeri, ELISA ili PCR metodom. Metoda 3 s direktnim umnazanjem u
mTSBN i izdvajanjem tehnikom iscrpljivanja na jednoj plo¢i O157:H7 ID agara, preporuc¢ena
je metoda izdvajanja R-glukuronidaza negativne VTEC. Pogodnost ove metode je jednostavna
primjena, pouzdanost i koriStavanje obogacene kulture E. coli u mTSBN za izolaciju i
identifikaciju VTEC E. coli O157 u uzorcima $koljkasa na selektivnom agaru i dokaz

prisutnosti verotoksina ELISA metodom, svih VTEC.
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4. ELISA testom je od 258 pretrazenih $koljkasa iz redovnog plana pracenja skoljkasa
utvrden jedan uzorak sa Stx, i to prnjavice iz kojih su izdvojene bakterije E. coli kasnije u
PCR postupku potvrdene kao VTEC.

3. U skoljkasima su utvrdene VTEC kulture s razli¢itim kombinacijama gena i moguce
razli¢itih stupnjeva patogenosti. U dagnjama je utvrdena prisutnost dodatnih virulentnih gena,
a u jednoj je kulturi utvrden stx1 + eae + hlyA genotip karakteristiCan za enterohemoragi¢ne
EHEC - visoko patogene VTEC sojeve. Serotipizacijom VTEC kultura utvrdeni su serotipovi,
07, 055, ,078. Od EPEC utvrdeni su serotipovi 0103, 0125, 0126, 0127, 0128, a jedan soj
E. coli (s hlyA genom) je O rough. Zastupljenost B-glukuronidaza pozitivnih E. coli u ovom
istrazivanju je 100% medu VTEC i EPEC sojevima te nije utvrden niti jedan serotip E. coli
O157:H7.

4. VTEC su izolirane u dagnjama (0,6%) i u prnjavicama (0,9%), dok u kamenicama i
kunjkama nisu utvrdene. EPEC su utvrdene u dagnjama (2,5%), prnjavicama (2,0%) i
kamenicama (1,3%). U kunjkama nisu utvrdene ni VTEC ni EPEC.

5. Bakterija E. coli je utvrdena u oko 60% uzoraka skoljkasa, a opazene razlike u nalazu
E. coli izmedu razlicitih vrsta $koljkasa Dalmacije statisti¢ki su znacajne. Najvece prosjecne
vrijednosti MPN E. coli/100g su uocene u prnjavica, slijede dagnje, kamenice i kunjke s
najnizom prosjecnoj vrijednosti na granici detekcije od 20 MPN E. coli/100g. Najvisa
ucestalost nezadovoljavajucih uzoraka za trziste (> 230 MPN E. coli/100g) je u prnjavica,
slijede dagnje, pa kamenice, a opazene su razlike u nezadovoljavaju¢im nalazima izmedu

razli¢itih vrsta Skoljkasa statisticki znacajne.

6. VTEC su pronadene samo u dva od dvanaest proizvodnih podrucja (Malostonski
zaljev - 0,8%, Usce rijeke Krke - 0,9%,), dok su EPEC pozitivni uzorci nadeni u Marinskom
zaljevu (5,9%) Uvali Sobra — otok Mljet (5,6%), Malostonskom zaljevu (2,2%), Us¢u rijeke
Krke (1,8%) i Kastelanskom zaljevu (1,5%).

7. Srednja vrijednost MPN E. coli/100g Skoljkasa u proizvodnim podrué¢jima najvisa je
u Kastelanskom zaljevu, slijedi Kanal sv. Ante, te UsSce rijeke Krke. Najucestaliji broj

nezadovoljavajuéih uzoraka zapaZen je u proizvodnom podru¢ju Kanala Sv. Ante u Sibeniku
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slijedi Us¢e rijeke Krke, Kastelanski zaljev i Malostonski zaljev, a sporadi¢no se
nezadovoljavaju¢i uzorci za trziSte pojavljuju u SkoljkaSima PaSmanskog kanala i
Novigradskom moru. Uocene razlike u nalazu E. coli izmedu dvanaest proizvodnih podrucja
Dalmacije statisticki su znacajne kao i razlike u frekvenciji pojavljivanja nezadovoljavajucih
nalaza. Na visinu vrijednosti MPN E. coli/100g $koljkasa znacajniji je utjecaj proizvodnog

podrucja nego vrste.

8. Vrijednosti MPN E. coli/100g skoljkasa dalmatinskog dijela isto¢ne obale Jadrana
bez obzira na vrstu i proizvodno podrucje, nije u korelaciji s nalazom enteropatogenih i
verotoksigenih E. coli. VTEC i EPEC su utvrdene i u uzorcima s najmanjom brojivom
koli¢inom E. coli. Tri uzorka koja su sadrzavala VTEC potjecala su iz zona razvrstanih u
razred A odakle su Skoljkasi plasirani na trziste bez ograni¢enja u trenutku uzorkovanja. U
razred A je razvrstana vecina proizvodnih podrucja dalmatinskog dijela isto¢ne obale Jadrana
(90%) pa rizik od plasmana $koljkasa koji moguce sadrze VTEC i EPEC namijenjenih

izravnoj prehrani ljudi ostaje velik.

9. lako se sezonske varijacije unutar pojedinih godina izmedu zimskih i ljetnih
temperatura mora krecu u rasponu od 1,7% do 12,5%, sezonski utjecaj toplijeg i hladnijeg
dijela godine na pojavu VTEC i EPEC nije statisticki znac¢ajan. U periodu od 9. mjeseca 2007.
do 6. mjeseca 2010. godine za razliku od pojavnosti EPEC u pojedinim godinama istog
perioda, pojavnost VTEC od 0% 2007. godine do 3,9% 2010. godine je statisticki znacajna.
Kako se radi o tri uzorka od kojeg su dva u istom podrucju postoji mogucnost da se radi o

perzistiraju¢em izvoru VTEC.
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9. PRILOZI

Prilog 1. Popis kratica

A/E

AEEC

a-HIyA

AOAC
BAM
BCIG

BPW

CFU

CUT-OFF

DAEC

eaeA, eae
EAEC/ EaggeEC

EAF

EC

E. coli
EFSA

EHEC

Attachment and effacing (lesions)

Sposobnost priljubljivanja VTEC sa "brisanjem”, unistavanjem
enterocita

Attaching and effacing E. Coli

Prihvacajuca E. coli

alpha-hemolysin

Hemolizin (alfa)

Association of Analytical Communities

Bacteriological analytical manual

5-bromo-4-chloro-3-indolyl- 8 -D-glucuronide
5-brom-4-klor-3-indol-R-D-glukuronid (kromogeni supstrat)
Buffered peptone water

Puferirana peptonska voda

Colony forming unit

Broj bakterija izracunat iz broja kolonija koje se formiraju u/na
hranjivoj podlozi

Cut - off limit

grani¢ne vrijednosti rezultata testiranja

Diffuse-Adhering E. Coli
Difuzno adherentna E. coli
Gen koji kodira intimin
Enteroaggregative E. Coli
Enteroagregativna E. coli (),
EPEC adherence factor
Protein za priljubljivanje EPEC
Endothelial Cell

Stanice endotela

Escherichia coli
European Food Safety Authority

EnteroHemorrhagic E. Coli

Enterohemoragi¢na E. coli
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EHEC-HIyA

EIEC

ELISA

EMBA

EPEC

esc, sep
esp
ETEC

FDA
Gb3

Gb4

GUD

HC

hlyA, EHEC-HIyA
HPA
HRP

HUS

IL-1B

IMS

I1ISO

LD50

Enterohemolysin

Enterohemolizin

Enterolnvasive E. Coli

Enteroinvazivna E. coli

Enzyme Linked ImmunoSorbent Assays
Imunoenzimski test

Eosin Methylen Blue Agar

Eozin metilen plavi agar

EnteroPathogenic E. Coli

Enteropatogena E. coli

geni koji kodiraju T3SS

geni koji kodiraju sekrecijske proteine tip 111
EnteroToxigenic E. Coli

Enterotoksigena E. coli.

Food and Drug Administration
Globotriaosylceramide 3

glikolipidni receptor na ciljanim stanicama domacina
Globotetraosylceramide 4

glikolipidni receptor na ciljanim stanicama domacina
Beta-D-glucuronidase

Enzim B-D-glukuronidaza

Hemorrhagic Colitis

Hemoragicni kolitis

gen Kkoji kodira enterohemolizin

Health protection agency

HorseRadish Peroxidase

Enzim peroksidaza porijeklom iz biljke Hren
Hemolytic Uremic Syndrome

Hemoliticki uremicki sindroma
InterLeukinlp

Vrsta citokina

Immunomagnetic Separation
imunomagnetska separacija

International organization for standardization
Lethal Dose 50

letalna doza otrova kod koje 50% otrovanih Zivotinja ugine
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LEE

LPS

mMEC / mEC-N

MMGB

MPN

mTSB/ mTSBN

NMKL
non-0O157

0157

O157:H7 1D/

O157:H7ID - F
OMP

OMP

PCR

PMN

RNA

RPLA

rRNA

Locus Enterocyte Effacement
“lokus za brisanje enterocita” ili ,,otok patogenosti”’, mjesto na
kromosomu sa specifi¢nim virulentnim genima

LipoPolySaccharide

lipopolisaharidi

Modified Escherichia Coli broth

E. coli bujon sa smanjenom koli¢inom zu¢nih soli/ E. coli bujon sa
novobiocinom

Minerals Modified Glutamate Broth
Mineralno-modificirani-glutamatni bujon

Most Probable Number

Najvjerojatniji broj (bakterija)

Modified Tryptone Soya broth/ Modified Tryptone Soya broth-
Novobiocin

Modificirani tripton soja bujon / modificirani tripton soja bujona sa
novobiocinom

Nordic committee on food analysis

Kraca oznaka verotoksigenih E. coli serotipa razli¢itog od E. coli
O157:H7

Krac¢a oznaka serotipa E. coli O157:H7

0157:H7 ID AGAR - kromogeni agar za identifikaciju E. coli

0157:H7
Outer Membrane Protein

Protein vanjske membrane (npr. intimin)

Outer Membrane Protein
Protein vanjske membrane

Polymerase Chain Reaction

lan¢ana reakcija polimerazom
PolyMorphonuclear Leukocyte
Polimorfonuklearni leukocit
RiboNucleic Acid

Ribonukleinska kiselina

Reverse Passive Latex Agglutination
obrnuta pasivna lateks aglutinacija
Ribosomal RiboNucleic Acid
Ribosomska ribonukleinska kiselina
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rtPCR

SLT Il probe
SLTEC
SMAC/CT-
SMAC
R-GAL
R-GAL+
R-GLUC
R-GLUC-
R-GLUC+
STEC

Stx

Stx 1, Stx 2

Stx, stx

Stx/ VT -ELISA

Stx/VT- PCR
Stx1

Stx2

T3SS

real time PCR

Lancana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu

Shiga-like toksin Il probe

Segment DNA za dokaz stx2 gena tehnikom DNA-hibridizacije
Shiga-Like Toksin producing E. Coli

(sinonim za VTEC)

Sorbitol MacConkey Agar /with Cefixime and Tellurite
Sorbitol-MacConkey Agar /sa cefiksimom i teluritom
S-galactosidase

Enzim R-galaktozidaza

B-galaktozidaza pozitivni sojevi koji imaju sposobnost razlaganja B-
galaktozida

Beta-glucuronidase

Enzim 3-glukuronidaza

Oznaka za B-glukuronidaza negativne sojeve E. coli koji ne mogu
koristiti B-glukuronid

Oznaka za B-glukuronidaza pozitivne sojeve E. coli koji imaju
sposobnost razlaganja p-glukuronida

Shiga Toksin producing E. Coli

(sinonim za VTEC)

Shiga toxin

Shiga toksin (toksini jednake strukture i aktivnosti koje proizvodi
Shigella dysenteriae tip 1). Uvrijezeni naziv i oznaka za verotoksin.
Geni koji kodiraju verotoksine 1 i 2

Shiga toxin genes

Geni koji kodiraju verotoksine

Imunoenzimski test koji ima sposobnost detekcije verotoksina

Lancana reakcija polimerazom za detekciju stx gena

anti-Stx neutralizable toxin

Verotoksin 1

Nonneutralizable toxin

Verotoksin 2

Type 111 Secretion System

sekrecijski sistem tip 11 — za sekreciju drugih LEE kodiranih
proteina
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TBX

Tir

TNF

tRNA

TTP

VCA

VT

VTEC

VTEC non-O157
VTEC 0157
WHO

Tryptone Bile X-Gluc agar

TBX agar - kromogeni agar za identifikaciju B-glukuronidaza
pozitivnih sojeva E. coli

Translocated intimin receptor

Translocirani receptor za intimin

Tumor Necrosis Factor

Vrsta citokina

Transfer RiboNucleic Acid

Transportna ribonukleinska kiselina

Thrombotic Thrombocytopenic Purpura
Tromboticko-trombocitopeni¢na purpura

Vero cell assay

Test na Vero stanicama

Verotoxin

Verotoksin

VerocyoToxigenic Escherichia Coli, Verotoxigenic E. Coli
Verocitotoksigena, Verotoksigena E. coli

Verotoksigena E. coli serotipa razli¢itog od E. coli 0157:H7
Verotoksigena E. coli serotip O157:H7
World Health Organization
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Prilog 2. Popis tablica

Tablica 1.

Tablica 2.

Tablica 3.

Tablica 4.
Tablica 5.
Tablica 6.
Tablica 7.

Tablica 8.

Tablica 9.

Tablica 10.

Tablica 11.

Tablica 12.

Tablica 13.

Tablica 14.

Tablica 15.

Tablica 16.

Tablica 17.

Klini¢ki simptomi patogenih skupina E. coli (FENG i WEAGANT,
2002.)

Deset najucestalijih serotipova VTEC potvrdenih u EU 2007/2008.
godine (ANON., 2010.e)

VTEC seropatotipovi ovisno o stupnjevima ja¢ine oboljenja i

sposobnosti izazivanja epidemije (GYLES, 2007.)
Proizvodna podrucja skoljkasa obuhvacena istrazivanjem
Tumacenje IMViC testa

Sojevi koriSteni u verifikaciji metoda

Odredivanje ,,cut-off* vrijednosti

Primjer tipi¢nih rezultata testa po uputi Verotoxin Antigen, 6006,
Generic Assays

Granica detekcije ELISA testa bez umnazanja (CFU/mL)
Koristene pocetnice za amplifikaciju
Stvarni broj dodane E. coli 0157:H7/non-0157 odreden MPN metodom

Usporedni prikaz dokaza porasta E. coli O157:H7 klasi¢nim metodama
za izdvajanje B-GLUC(-) E. coli i ELISA postupkom

Odredivanje prisutnosti verotoksina ELISA postupkom u uzorcima
Skoljkasa s razli¢itom zagadenja s VTEC O157:H7

Odredivanje prisutnosti verotoksina u uzorcima Skoljkasa u ELISA

postupku sa 1 bez obogacenja
Broj mikroorganizama u zagadenom moru

Usporedba osjetljivosti, specifi¢nosti i podudarnosti ELISA metode sa

klasi¢nom kulturelnom metodom 3

Udjeli uzoraka skoljkasa s izoliranom E. coli u ukupnom broju

pretrazenih skoljkasa po vrstama

208



Tablica 18

Tablica 19.

Tablica 20.

Tablica 21.

Tablica 22.

Tablica 23.

Tablica 24.

Tablica 25.

Tablica 26.

Tablica 27.

Tablica 28.

Tablica 29.

Karakteristike kultura VTEC izdvojenih iz skoljkasa

Nalaz VTEC/EPEC u skoljkasima prema kronoloskom redu i tockama

uzorkovanja
Broj VTEC/EPEC u ukupno pretrazenim i uzorcima s izoliranom E. coli
Razlike u ucestalosti VTEC-EPEC izmedu vrsta skoljkasa

Razlike izmedu vrsta skoljkasa s obzirom na prisutnost E. coli i

nezadovoljavajuce vrijednosti MPN E. coli/100 g

Razlike u ucestalosti nalaza sojeva VTEC/EPEC u skoljkasima izmedu

proizvodnih podrucja

Broj pozitivnih nalaza VTEC i EPEC u uzorcima unutar granica razreda

mikrobioloske kontaminacije za razvrstavanje proizvodnih podrucja

Razlike proizvodnih podru¢ja s obzirom na MPN E. coli/u 1009

skoljkasa

Udio nalaza VTEC/EPEC u vise vrsta skoljkasa u istom proizvodnom

podrucju

Mogucénost utjecaja porasta MPN E. coli/100g na pojavnost VTEC i
EPEC

Prikaz rezultata nalaza VTEC 1 EPEC prema godinama istrazivanja

Prikaz rezultata nalaza VTEC i EPEC prema ljetnoj i zimskoj sezoni
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Prilog 3. Popis slika

Slika 1.

Slika 2.

Slika 3.
Slika 4.
Slika 5.
Slika 6.

Slika 7.

Slika 8.

Slika 9.

Slika 10.

Slika 11.

Slika 12.

Slika 13.

Razlic¢iti patovarovi E. coli prema DONNENBERGU, 2002.

Prikaz razvoja bolesti i mjesta djelovanja VTEC u organizmu (prema
GYLES, 2007.)

Dagnje (foto: 1. Listes)
Kamenice (foto: 1. Listes)
Prnjavice (foto: 1. Listes)
Kunjke (foto: I. Listes)

E. coli O157:H7 i razliciti ATCC sojevi E. coli na O157:H7 ID agaru (foto:
I. Listes)

Prikaz kapilarne gel-elektroforeze

Stvarna koli¢ina B-GLUC(+) E. coli (tri ATCC soja E. coli) i B-GLUC(-) E.
coli O157:H7 u 100g kontaminiranih $koljkasa odredena MPN metodom na
TBX i O157:H7 ID agaru (foto: I. Listes)

Tehnika nacjepljivanja metodom 1 - varijanta 1 na TBX agaru, uz kontrolu
rasta na O157:H7 ID agaru (foto: 1. Listes)

Tehnike nacjepljivanja primjenom metode 1 na TBX agaru, varijanta 2 -
oznaka 1 i 2 i varijanta 3 - oznaka 3, uz kontrolu rasta na O157:H7 ID

agaru - oznaka 4 (foto: I. Listes)

Tehnika nacjepljivanja primjenom metode 2, varijanta 2 (T-tehnika
iscrpljivanja na jednoj petrijevoj plo¢i CT-SMAC agara - lijevo i O157:H7
ID agara - desno) (foto: I. Listes)

Tehnika nacjepljivanja primjenom metode 2, varijanta 1 (iscrpljivanje
preko dvije petrijeve plo¢e O157:H7 ID - gornji red i CT-SMAC agara -
donji red) (foto: 1. Listes)
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Slika 14.

Slika 15.

Slika 16.

Slika 17.

Slika 18.

Slika 19.

Slika 20.

Slika 21.

Slika 22.

Slika 23.

Tri varijante metode 3 nacjepljivanja Ciste kulture od 1 CFU E. coli
0157:H7/g $koljkasa na O157:H7 ID agaru, 10 razrjedenje (oznaka 1), T-
tehnika (oznaka 2) i iscrpljivanje preko dvije ploce (oznake 3 i 4) (foto: I.
Listes)

Tri varijante nacjepljivanja metode 3 zagadenjem [(-GLUC(-) E. coli
O157:H7 i B-GLUC(+) E. coli u odnosu 0,5:0,6 CFU/g skoljkasa (foto: I.
Listes)

Tri varijante nacjepljivanja metode 3 zagadenjem B-GLUC(-) E. coli
0157:H7 i B-GLUC(+) E. coli u odnosu 0,25:1,1 CFU/g skoljkasa (foto: I.
Listes)

Usporedba porasta mijesane kulture B-GLUC/sorbitol(-) E. coli O157:H7 i
R-GLUC/sorbitol (+) E. coli u odnosu 0,25:1,1 CFU/g $koljkasa, umnozene
u mTSBN bujonu tehnikom iscrpljivanja, na CT-SMAC i O157:H7 ID
agar,(foto: I. Listes)

Dokaz porasta 5400 MPN E. coli non-O157:H7 i zagadenja s 9200 MPN
VTEC 0O157:H7/100g $koljkaSa na TBX agaru u uzorku 2270 (foto: I.
Listes)

Dokaz porasta 9200 MPN VTEC O157:H7 i dodane kompetitivne
mikroflore od 5400 MPN E. coli non-O157:H7 u 100g skoljkasa na
O157:H7 ID agaru (foto: I. Listes)

Dokaz rasta 130 MPN VTEC 0157:H7 (smaragdno zelene kolonije u
poljima) u uzorku s 5400 MPN E. coli non-O157:H7 u 100g skoljkasa
(foto: L. Listes)

Dokaz rasta 20 MPN VTEC 0157:H7 (smaragdno zelene kolonije) u
uzorku s 5400 MPN E. coli non-O157:H7 u 100g skoljkasa (foto: 1. Listes)

Dokaz porasta VTEC O157:H7 iz tri razine zagadenja metodom 2 na
O157:H7 ID agaru (na slici desno), uz dodatak TBX agara za vidljiv rast E.
coli non-0157:H7 (na slici lijevo) (foto: 1. Listes)

Dokaz bogatog rasta VTEC O157:H7 iz sve tri razine zagadenja metodom
3 na O157:H7 ID agaru (foto: I. Listes)
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Slika 24.

Slika 25.

Slika 26.

Slika 27.

Slika 28.

Slika 29.

Slika 30.
Slika 31.

Slika 32.

Broj VTEC O157:H7 MF metodom na O157:H7 ID agaru, (foto: I. Listes)

MPN B-GLUC(-)VTEC 0157:H7 i B-GLUC(+) E. coli non O157:H7 na
O157:H7 ID i TBX agaru u uzorku zagadenih zivih dagnji bazena 1 (foto: I.
Listes)

MPN B-GLUC(-)VTEC 0O157:H7 i B-GLUC(+) E. coli non O157:H7 na

O157:H7 ID i TBX agaru u uzorku zagadenih zivih dagnji iz bazena 2,
ponavljanje A (foto: I. Listes)

MPN B-GLUC(-)VTEC 0157:H7 i B-GLUC(+) E. coli non O157:H7 na
O157:H7 ID i TBX agaru u uzorku zagadenih zivih dagnji iz bazena 2,
ponavljanje B (foto: I. Listes)

Porast B-GLUC(-) VTEC O157:H7/100g S$koljkasa (smaragdno zelene
kolonije) u uzorcima dagnji B1 i B2, metodom 3, varijante 2 i 3

nacjepljivanja na O157:H7 ID agar (foto: I. Listes)

ELISA test na uzorcima iz pokusa oneciS¢enja Zivih skoljkasa putem mora i

pozitivnim izolatima E. coli iz Skoljkasa u PCR testu (oznake 39-120)
Verifikacija PCR postupka i izbor pozitivne kontrole
PCR pozitivne E. coli kulture iz pojedina¢nih uzoraka skoljkasa

Zastupljenost VTEC kolonija unutar PCR pozitivnih E. coli kultura iz

pojedinog uzorka Skoljkasa
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Prilog 4. Popis shema

Shema 1. Metoda ISO/TS 16649-3/2005 za brojanje i izolaciju R-glukuronidaza
pozitivne E. coli pri 44 °C u uzorcima skoljkasa (ANON., 2005.b)

Shema 2. Metoda 1. Modifikacija ISO/TS 16649-3 MPN metode za izolaciju R-
glukuronidaza negativne E. coli na TBX agaru uz inkubaciju pri 41,5 °C

Shema 3. Metoda 2. Kombinacija MPN metode i metode za izolaciju R-
glukuronidaza negativne E. coli sa dodatnim obogacenjem u mTSBN i

izdvajanjem na O157:H7 ID agaru

Shema 4. Metoda 3. Metoda za izolaciju R-glukuronidaza negativne E. coli
obogacenjem u mTSBN i izdvajanjem na O157:H7 ID (i CT-SMAC agaru)
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Prilog 5. Popis grafikona

Grafikon 1.

Grafikon 2.

Grafikon 3.

Grafikon 4.
Grafikon 5.

Grafikon 6.

Grafikon 7.

Grafikon 8.

Grafikon 9.

Grafikon 10.

Grafikon 11.

Grafikon 12.

Grafikon 13.

Grafikon 14.

Grafikon 15.

Broj slucajeva HUS-a prikazan prema serogrupama uzroc¢nika i dobi
pacijenata za 2008. godinu, (ANON., 2010.e)

Udio hrane u ukupno pretrazenim uzorcima Kkoji su povezani S
oboljenjima od VTEC od 2005. - 2008. (prema ANON., 2010.e)

Broj uzoraka skoljkasa sa izoliranom E. coli, VTEC i EPEC, prema broju

pretrazenih skoljkasa
Distribucija gena unutar vrsta Skoljkasa
Proizvodna podrucja sa utvrdenim VTEC i EPEC u uzorcima skoljkasa

Prevalencija VTEC 1 EPEC u ukupno pretrazenim uzorcima i uzorcima

sa izoliranom E. coli
Udio pojedinih vrsta skoljkasa u VTEC i EPEC uzorcima

Odnos prevalencija VTEC i EPEC u pretrazenim uzorcima i uzorcima sa

izoliranom E. coli po vrstama $koljkasa

MPN E. coli/100 g u VTEC i EPEC pozitivnim uzorcima po vrstama
SkoljkaSa

Odnos srednjih i maksimalnih vrijednosti MPN/100g po vrstama

Skoljkasa

Prikaz odnosa proizvodnih podru¢ja prema zastupljenosti uzoraka s

izdvojenom VTEC/EPEC u ukupnom broju pozitivnih uzoraka $koljkasa

Prevalencija VTEC/EPEC u uzorkovanim skoljkasima po proizvodnim

podrucjima

Odnos prevalencija VTEC i EPEC u uzorcima s izdvojenom E. coli u

skoljkasima iz ispitanih proizvodnih podruca

Odnos broja izoliranih VTEC i EPEC u skoljkasima prema proizvodnim
podru¢jima i broja uzoraka prema MPN vrijednosti

MPN E. coli/100g u uzorcima pozitivnima na nalaz VTEC/EPEC po

proizvodnim podrucjima
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Grafikon 16.

Grafikon 17.

Grafikon 18.

Grafikon 19.

Grafikon 20.

Grafikon 21.

Grafikon 22.

Grafikon 23.

Odnos srednjih i maksimalnih MPN E. coli /100g vrijednosti po

proizvodnim podrucjima

Odnos proizvodnih podrucja s obzirom na broj Skoljkasa razvrstanih u

razrede

Odnos srednjih i maksimalnih MPN vrijednosti proizvodnih podrucja sa

vise vrsta skoljkasa

Broj pretrazenih vrsta skoljkasa Malostonskog zaljeva prema granicama

razreda za razvrstavanje podrucja

Pojavnost i odnos MPN E. coli/100g u uzorcima $koljkasa s nalazom
VTEC/EPEC iz Malostonskog zaljeva

Prikaz vrijednosti MPN E. coli/100g uzoraka skoljkasa sa nalazom

VTEC i EPEC po redu pojavljivanja

Godisnje razlike u pojavnosti pozitivnih nalaza VTEC i EPEC u

uzorcima skoljkasa

Godisnje razlike u pojavljivanju VTEC i EPEC pozitivnih uzoraka

Skoljkasa uz ljetne i zimske temperature mora
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10. ZIVOTOPIS

Irena Listes, rod. Jelaska-Relja rodena je 15. prosinca 1968. godine u Splitu. Udana je
I majka je dvoje djece.

Osnovnu Skolu ,,Ruder Boskovic¢* zavrsila je 1983. u Splitu. Kemijski Skolski centar u
Splitu zavrSava 1987. godine, a Veterinarski fakultet Sveucilista u Zagrebu upisuje 1987.
godine gdje diplomira 1994. godine s prosjekom ocjena 4,29.

Nakon zavrSenog Veterinarskog fakulteta u Zagrebu, 1994. godine volontira u
Veterinarskom zavodu Split, a 1995/96 radi u Poljoprivrednom centru “Vitroplant”, Solin na
poslovima otvaranja i vodenja veterinarske ljekarne i osnivanja veterinarske savjetodavne
sluzbe u sklopu istrazivackog projekta “Poticanje razvoja Splitsko-dalmatinske Zupanije”.

Kroz 1997. i 1998. godinu radi u Veterinarskoj stanici Kastela na svim poslovima
karakteristiénim za veterinarsku djelatnost. U 2000. godini polaZe drzavni strucni ispit za
zvanje veterinarski inspektor. U periodu 2000/01 radi na Popisu stanovnistva 2001. godine i
honorarno na istrazivanju trzista i javnog misljenja za agenciju PULS, a 2002. godine postaje
voditelj pogona za uzgoj i mrijest riblje mladi u poduzecu ,,Maring™ - Split, gdje radi na
tehnoloSkim 1 veterinarskim poslovima, uz pracenje i uvodenje novih znanstvenih dostignuca
na polju marikulture. U 2003. godini zapoS$ljava se u Hrvatskom veterinarskom institutu
Zagreb - Veterinarski zavod Split (HVI-VZS), kao djelatnica Laboratorija za mikrobiologiju
hrane i hrane za zivotinje, te 2007. godine postaje voditeljica laboratorija za pripremu podloga
i sterilizaciju i zamjenica voditelja laboratorija za mikrobiologiju hrane i hrane za zivotinje.
Djelatnica je Nacionalnog referentnog laboratorija za pracenje mikrobioloske 1 virusne
kontaminacije S$koljkasa, uspostavljenog od 2011. godine u sklopu Laboratorija za

mikrobiologiju hrane i1 hrane za Zivotinje, Veterinarskog zavoda u Splitu.

Do sada je sudjelovala u sljede¢im stru¢nim usavrsavanjima:

2005 Tecaj peludne analize meda, Zavod za ribarstvo, pcelarstvo i specijalnu zoologiju,

Agronomski fakultet Sveucilista u Zagrebu; Zagreb
Seminar; Kako u rutini uspjesno odredivati mikroorganizme hrane, Cakovec, Hrvatska

2006 Medunarodna radionica; "5th Workshop of European national referent laboratories™ 7-9
march 2006, Weymouth, UK

2007 Medunarodna radionica; "6 th Workshop of European national reference laboratories"” 15-
17 May 2007, Galway, Irska
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2008

2009

Seminar; Primjena Higijenskog paketa EU na zive $koljkase, MPRRR, Pore¢, Hrvatska

Seminar; Organizacija nacionalnih referalnih laboratorija i veterinarske sluzbe u Sloveniji,

MPRRR i HVI, Zagreb, Hrvatska

Projekt; "Training course on methods for risk assessment in animal health and food safety
fields" na Istituto Zooprofilattico Sperimentale dell’Abruzzo e del Molise "G. Caporale™
Teramo Italija, u okviru Interreg/cards-phare project, Interregional Center for Food Safety
and Risk Analysis (SARA)

Projekt; "Training period in food safety” na Istituto Zooprofilattico Sperimentale
dell’Abruzzo e del Molise "G. Caporale” Teramo, Italija, u okviru Interreg/cards-phare
project, Interregional Center for Food Safety and Risk Analysis (SARA)

Seminar;"1V regionalni seminar o HACCP sustavu" u organizaciji Hrvatske agencije za
hranu, Split, Hrvatska

Projekt; "Training course of anatomy, histology and bacteriology for diagnostic disease of
marine/aquatic fish and molluscs™ na Istituto Zooprofilattico Sperimentale dell’Abruzzo e
del Molise "G. Caporale” Teramo, ltalija, u okviru projekta "Centre for Aquaculture,
production and Safety" (CAPS)

Projekt; "Training course for Norovirus Research about Hepatitis A and Bluetongue
adopting PCR methods™ na Istituto Zooprofilattico Sperimentale dell’Abruzzo e del
Molise "G. Caporale” Teramo, Italija, u okviru projekta "Centre for Aquaculture,
production and Safety” (CAPS)

Projekt; "Training course in microbiological methods for Vibrio spp, Listeria
monocytogenes from seafood, Staphylococcal enterotoxins and validation of the methods
according 1SO 16140" na Istituto Zooprofilattico Sperimentale dell’Abruzzo e del Molise
"G. Caporale" Teramo, Italija, u okviru projekta "Centre for Aquaculture, production and
Safety " (CAPS)

Seminar; edukacija za proizvodace 0 proizvodnji u akvakulturi i zdravstvenoj ispravnosti
proizvoda $koljaka i riba u okviru projekta "Centre for Aquaculture, production and
Safety” (CAPS), Split, Hrvatska

Medunarodna radionica; Primjena zemljopisnog informacijskog sistema za potporu
kontrole i odrzavanja zdravstvene ispravnosti proizvoda Skoljaka i riba (The Web Based
GIS and Database application) uz zavr$ni seminar u okviru projekta "Centre for

Aqguaculture, production and Safety” (CAPS), Split, Hrvatska
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2010 Medunarodna radionica; 9th Workshop of microbiological NRLs for monitoring
bacteriological and viral contamination of bivalve molluscs, EURL CEFAS 18-19 May,
Ancona, Italija
Medunarodna radionica; Workshop on Anisakis and other fish parasitic infestation
management, food safety and business aspects, experiences from MS (FBO and CA),
Zadar, Hrvatska

2011 Medunarodna radionica; 10" Workshop of microbiological NRLs for monitoring
bacteriological and viral contamination of bivalve molluscs, 10-12 May, EURL CEFAS,
Weymouth, UK,

2012 Medunarodna radionica; Workshop on Food Safety requirements regarding fish and live
bivalve molluscs AGR 47097. Implementacija i nafin primjene europskih regulativa

vezanih uz Zive $koljkase i ribe u Italiji, Spanjolskoj, Engleskoj i Danskoj, Split, Hrvatska

Do sada je sudjelovala u objavi slijedec¢ih znanstvenih i stru¢nih ¢lanaka:

Radovi u €asopisima:

KOVACIC, A, 1. LISTES, C. VUCICA, L. KOZACINSKI, 1. TRIPKOVIC, K. SISKO-
KRALJEVIC (2013): Distribution and genotypic characterization of Campylobacter jejuni
isolated from poultry in Split and Dalmatia County, Croatia.

Zoonoses Public Health, 60, 269 - 276

SKOKO, 1., E. LISTES, 1. LISTES, L. KOZACINSKI (2010): Norovirusi u koljkasima kao
akutni problem danasnjice, Meso XIl, 3, 173-179

FLORIJANCIC T., A. OPACAK, 1. BOSKOVIC, D. JELKIC, S. OZIMEC, T. BOGDANOVIC,
I. LISTES, M. SKRIVANKO, Z. PUSKADIJA (2009): Heavy metal concentracions in the liver
of two wild duck species: influence of species and gender, Ital. journal Anim. Sci. Vol 8 (suppl
3), 222-224

MLADINEO I, I. LISTES (2004): Kudoa sp. u filetima osliéa; Meso VI, 3, 46-50
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Radovi objavljeni u zbornicima radova domacih i medunarodnih kongresa:

SKOKO, 1., 1. LISTES, T. DUJIC, A. KATIC (2011): Hygiene assessment criteria in the
production of carcasses in the dalmatia. U: N. Maltar-Strmecki, K. Severin, A.Slavica, ed., Book
of Abstracts, The International Congress "Veterinary Science and Profession™, 03-04.10.2011,

Zagreb, Faculty of Veterinary Medicine, University of Zagreb, Pp 86 - 86.

FLORIJANCIC T., A. OPACAK, L.LBOSKOVIC, D. JELKIC, S. OZIMEC, T. BOGDANOVIC,
I. LISTES, M. SKRIVANKO, Z. PUSKADIJA (2010): Koncentracija teskih metala u jetri dvije
vrste divljih pataka, U: Mari¢, S., Z.Loncari¢, T.Florijanci¢; R. Luzai¢, Zbornik sazetaka 45.
hrvatskog i 5.medunarodnog simpozija agronoma, Osijek: Poljoprivredni fakultet, str. 183 - 184

ZAPER, J., M. ODAK, I. LISTES, A. RAKIC (2009): Sirifikacija mlijeka s reziduama
cefalosporina, U: Piculjan, K. i S. Smolec, Knjiga sazetaka, XXI. Hrvatski skup kemicara i

kemijskih inzenjera, 22. travnja 2009, Trogir, Hrvatsko drustvo kemijskih inZenjera i tehnologa,
str. 243-243
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