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6%a(79%.

SURYHGHQLP LVWUDALYDQMHP MH SR SUYL SXWD X aNRC
prisutnost verotoksigeng. coli (VTEC), a yedno i enteropatogenkg. coli (EPEC). Cil;
LVWUDRLEIDR MSBRND]DWL SULVXWQRVW LXPRRXWVQR K WA NFRHOWHN
VTEC 0157:H7uz 3-5% sojevaE. coline posjeduju enzim-glukuronidazu3-GLUC(-)) pa
se ne mogu otkriti propisanomMPN metadom za E. coli X &N R O MNiodiakaéljém
N ODVLpQ LzKizévEjaMjBl Br&)anje B GLUC(+) E. colii metoda za izdvajanje- &GLUC
(-) E. coliO157:H7, u periodwd 2007. do 2009 godinesakupljene su kulture iz 900 uzoraka
ANROMNDAD ,VWRYRUPNRQRNROMNDAD SUHWUDAHQR (/,6% P
X ITHFHVX SULODJRYH&QRROMXERRAMNNREWDNBAD XWYBRYHQ MH
coli PCR postupkomMH SRWYUYyHQIX BHIQUV XVBRRXWRP |[]DIJDYHQMD
SULURGQRP ILOWUDFLMRP PRUD RQHpLaAUHQRJ V 97(& 2 +
97(& L] PRUD X @&NROMND&H X] RpXYDQX VSRVREQRVW VWYL
potvrda izabranih metoda. U izolatinka coli, LI GYRMHQLPD L] X]JRUDND &NRC
redovite kontrolePCR pretragonsuiz p H Wzotkd dagnji jednogX]RUND SUQMDYLFD X'
UD]OLpLW L stk QR%IN1L EcRetd stx1+eae+hlyA- genotip visoko patogenih sojeva
EHEC. Prevalencija VTE iznosi 1% (5/521) uzorcima s izdvojenonie. coli, odnosnd),6%
(5/900) uodnosu naukupi EURM SUHWUDAHIP®WK daNROXIMRNDIND daNROMI
XWYUYyHQD MWYW{PHQ@L ¥ HURWLSRYL 97(& VKs®2VOXpDMHY2 P LS
hemoragijskogX UHPLpPpQRJ -HB@GBBRPDOHQFLMD 97(& X XNXSQRP E
uzoraka je u prnjavicamanosila 09% dok je udagnjibila 0,6%. U kamenicama i kunjkama
baNWHULMD QRBBAXWPHUUYB@ILNH X SUHYDOHQFLML 94 (& L]PH
QLVX VWDWLVWLPpNR7|(Q@DYE MQRQEYHQH X SURL]JYRGQLK
brojem u Malostonskom zaljevu (4/498), ali je prevalencija VIE©®,8% QHAWR PDQMD QH
X SRGUXpMX 8auD ULMHNH .UNH VAN RO M MDD & PO SYBIMDU
SUHYDOHQFLML 97(& L]PHYyX SURL]YRGQLK S&GApPpx0pMD QL VX
2SDaAaHQH UDEOdONH 03EH] REJLUD QD YUVWX daNROMNDA&D L SL
korelaciji s nalazom VTEC i EPEC (p3® i p=Q07). 97(& MH XWYUyYHQD X X]RU
QDMPDQMRP EUR MNI20RPNERAINLPAgBR4nske varijacije pojave VTEC u
ANROMNDA&ALPD L]JPHYyX WRSOLMHJ L KODGQLMHJ GLMHOD JF
UD]JOLNX RG SRMDY QRVW lgofliig £dLOPP tHI0R Godini do 13 [l WAOKO.
godini 8WR MH VWDWL\VOALpPNL ]QDpDMQR S
.OMXpQH ITLMHRBINROMNDAL SURL]YRGQD SRGUXpMD L]GYDN



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 strairis.adli are harmless,
whereas strains of VTEC which produce verotoxin (Stx) cause serious diseases. Due to the
differentways of spreading, it is possible to find strains of VTEC in the sea. Shellfishyeed
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 theinggular
monitoring of shellfish productdhe prescribed MPN method of enumeration and detection
of E. Coliin shellfish is based on the fact that the majority of strairs. @oli rise at44 °C
and contain the-glucuronidaseenzyme 3-gluc(+). The strains of VTEC cover around 200
strains ofE. Coli of which 35% of strains as well as the extremely pathogenic strai of
coli O157:H7 do not have the-glucuronidaseenzyme- [3-gluc(-) and cannot be detected
using the standard prescgib method.

Material and methods: Combining the classical cultural methods used for isolation
and enumeration of-8luc(+) E. coliand method of allocation of@uc(-) E. coli O157:H7,
in the period from 2007 till 2010, a culture from 900 samples offddtelvas 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 isolationEofcdi and ELISA methods were verified with
three Rgluc(+); Stx¢) E. coli strains and f§luc(-); Stx (+) E. coli 0157:H7, and with the
experiment of contaminating the shellfish with natural filtration of sea polluted with VTEC
0157:H7.The experiment proved the spreading of VTEC from the sea to shellfish with a
preserved possibility of producing verotoxin, thus confirmingsihecessful implementation
of methods The isolates ofE. coli obtained by the earlier methodsere tested using
multiplexPCR test of genes on markers virulestel, stx2, eaandhlyA. PCR method was
verified with bacteria cultur TEC O157:H7, and the extract&NA E. coliO26 and O111,
origin of people with symptoms of HUShe compatibility of ELISA with PCR i800%.

Results:In isolates ofE. coli, with PCR test of genes oMTEC markers from 4
samples of mussels and one from a waenus, the presence sefx gene was confirmed.
ELISA method identified verotoxin in one shellfish sample, and using PCR in the stored
isolateE. coli, the presence aftxgene waslsoconfirmed.The compatibility of ELISA with
PCR is 100%Prevalence is 1% VTEC in samples with isolakedcoli and prealence of
VTEC of 0,6% in the complete number of 9@&ted shellfish sampleb 3,3% isolatedE.

coli EPEC was established which is a prevalence ébbPthe complete number of shellfish.



In mussels, genotypesere found; twaostx2 onestxl,eae;andstxl,eae, hlyA+genotype of
highly pathogenic EHEC strains. Imarty venusonly onestx1 gene was found. Not one
culture has both genes. Serotyping of VTEC culture establstredypes O7, O78 ,and O55
which is connected with cases of HUS and sporadic epideRmegalence of VTEC in the
complete number of tested samples is the highest in warty verf$;as compared to
mussels; 0,6%. In oysters and Noah's ark shell pres&isn0%. The noted diffrences in
prevalence VTEC anBPEC in the complete number of tested samples of various shellfish is
not statistically significant (both p=0.8). Value of MAN col/100g sample with VTEC
varies from 16000 MPN to the lowest value@®@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<0.00TEC have been found in

2/12 production areas, whilstPEC 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 rier 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 notastatis
significant (p=0.87 and p=0.9). The highest value of 16000 MPKol/100g shellfish with
VTEC established in the samples in the area of the mouth of the river Krka. With regards to
the level of MPNE. coli /100g shellfish, the noticed differencés 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 oEIM&W in the four
different speciesof shellfish is not statisticallysignificant as compared to the variations
among the species in the whole tested area, so with regards to the level &. BN there

is a more significant influence of the production area rather than spReigardless of the
species of shellfish argroduction area, the noticed differences MPNcolV100g in shellfish

are not in correlation with the findings of enteropathogenic and verotoxigewali (p=0.07

and p=0.39). The presence of VTEC is not conditioned by the level of KRNI becaus

VTEC has been established samples with the lowest enumeration quantity 20 MPN
coli/100g.Seasonal variations of evidence of VTEC in shellfish between the warmer and
colder part of the year is from 1,7% to 1%,5but overall in the research period rfro
September 2007 till June 2010, theasonalityare not statistically significanp=0,17) as
compared to the occurrence of VTEC during the osffieé years (from 0% in 2007 8% in

2010) which is statistically significant (p=0.04).



Conclusion: The resarch on the Eastern coast of the Adriatic sea, for the first time,
proved presence of verotoxigeni. coli + VTEC. It also proved the presence of
enteropathogenik. coli tEPEC.

Keywords: VTEC, shellfish,production areagultural methodsPCR,ELISA



1. UvOD

BakterijaEscherichia coiMH XRELpDMHQL VWDQRYQLN FULMHYD pl
SD MH QMH]LQD SULVXWQRVW X YRGL L KUDQL SRND]DWHONM
VDGUAL QHGRYRCEWQ@RHWRSODQWRMNH pHEHVWIRNKDGUAL EDI
serovarovaE. coli su enteropatogeni, te su uzrokom velikog brofeov@nja hranom.
6LPSWRPL REROMHQMD QH RYLVH VDPR R LQIHNWLYQRM G
Naime, veliki broj sojevaE. coli je bezopasan, ali oni koji stvaraju verotoksine
(verocitotoksin S U R G X F EtBliMvéritblksigeni sojeviE. coli; VTEC sojevi) uzrokuju
RIELOMQD REROMHQMD 97(& VRMHYL VX LGHQWLILFLUDQL T
LQIHNFLMD D QDMpHaiuL LIGYRMHQL VHURYDU MH 2 +

Otrovanjabakterijiomsu SRYH]DQD V NRQ]XPDFLMRP PHVDte POLMH
V SLWNRP L EDJHQVNRP YRGRP &@WR VH GRYRGL X NRUHO
7RPH MH UD]JORJ L]JUD]JLWR PDOD LQIHNWLY®KRPGQRAD QMMHN
bakterijeu hrani ili vodi nije ni potrebno.

aN R fu&ado hranavrlo V S H Filprijé €ega zbog biologije samog organizaa,
potom QDpLQD QMLKRYRJ NR @Y RROWENDEp@BAflirirabjprh BKelne vode ili
mora, te nakupljaju tvari iz okoline u svom organizmu. Ako je more u kojem one obitavaju
]JDIJDYHQR BH NDQHUSD PEDNWHULM X daiMPR®MAXE|E B BXvatskoj
NDR L X YHULQL JHPDOMD SURSIRDWND &ilk kay kfli@boraS UH W UL
PRIJXUHJ IHNDOQRAYILIV QRYy RQMIXNWXDFLMDPD PRUD JRGLAC
prliikaPD WH EURMQRVWL SRSXODFLMH OMXGL E. @liYRWLQML
ANROMNMDALIPDD 6 REJLURP QD RELPpDMH NRQ]JEARRODNNWEDV L
simptomi drovanjaQDNRQ NRQ]JXPDFLMH QLVX QHXREL DD HAKDOMIDR M
mora u pozitivnoj korelaciji s nalazof. coli J]ERJ YL&H SXWRYD aLUHQMD
VTEC sojeva i serovara O157:H7iaNROMNDaLPD

Propisana metodESO/TS 166498:2005za detekcijuE. coliu AN RO M N RGE®R P D
godine (SO; International @ganization for Standardization) sesniva QD pPpLQMHQLFL (
bakteripE. coi NDR L RVWDOH IHNDOQH NROLIRUPQH EDNWHULMH
soli, na temperaturi od4 do 45,8C raste i stvara kiselina YHULQD VRMHY@PR+ GR
glukuronidaza pozitivha, pa seglikuroniG XJUDYHQ X SRGORJX NRULVWL NEC
za aktivnost RIOXNXURQLGD]H OHYXWLP SRVAMKRIME c¥lik@iR SDWR.
nemaju u potpunosti ove karakteristike, prvenstvegrovarO157. On e raste ili vrlo slabo

1



raste na 4%, uglavnhom je sorbitol negativan, tezxflektozidaza pozitivan, a £
glukuronidaza negativan. Kako je broj kolonka coli 2 QDMpHAaUH Wdkt&ria PDOL LC
SRGORAQD VWUHVX XRELpPpDMHQL P tabldd inkiBitdrho. \OBIGAU AL aX
serovara O15™ R @ko 200 verotoksigenih sojewa coli, koji QH PRUDMX GLBMHOLWL
kulturelna ni biokemijsla svojstva pa to zahtjeva UD]J]OLpLWH SRVWXSNH ]I
prepoznavanje. Stoga, standardnom metodom zacigolg. coli u 8 NR O M NIHiLHPDR
otkriti sve sojevebakterijeE. coi WH PHYyX QMLPD PRAHPR SURSXVWLWL
sojeve.

Zbog gore navedenih razlika u izolacl. coi SRWUHEQR MH SULPLMHQ
postupkeRALYOMDYDQMD LpXMQDAVIHEPMBUDWPOUH WH WHNXUOH L
postupaka identifikacije (serotipizacija, ELIS#st za detekciju samih verotoksina ili PCR za

detekcijustxgena- odgovornih zgroizvodnjuverotoksina).



2.PREGLED '263%'$4a1iH SPOZNAJA
2.1. Taksonomijai svojstva bakterije E. coli
Bakteriju Escherichia coli JUp FR@Rdebelog crijeva), otkrio je Theodor
(VFKHULFK JRGLQH NDR X]JURPQLND SBaRt@ivhHoD X QRY

commune D QMHPX X pDVW V XnésH1% Syudiviéhay taliEQdhetich8akedlio

KlasifikacijaE. coli(BERGEY,2005):

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

E. coli je fekalna koliformnabakterip iz porodice Enterobactericeae(BERGEY,
20068) 1 RUPDOQL MH GLR PLNURIORUH SRWUIliaQti ][D IL]LRC
WRSORNUY QLNKEIAL Y#0W.L RalkbDse uobi@jeno pronalazila u ljudskom i
ALYRWLQMVNRP [|HFHVE92.myadine@hardinggu SWH. (BRIGIGORALR ]D LQC
fekalnog]DJDYHQMD

Nazivkoliformne EDNWHULMH QLVX WDNVRQRPVND NODVLILNDFI
negativne nespg RJHQH IDNXOWDWLYQR DQDHUREQH awWDSLUDVW
SULVXWQRVWL SRYUALQVNL DaganNdaxaQB Katiw teruplerdtu@35HNY LY D
°C stvaraju kiselinu i plinEIJKMAN (1903., cit. FENG i WEAGANT, 2002.)je prvi put
definirao fekalnekoliformne kao podskupinukoliformnih bakterijakoje za razliku od ostalih
rastu dobro na temperaturi od°@4o 45,5C,a pLML MH JODYQL S/istdF586W DY QLN .
SojeviE. coli suu biokemijskim reakcipmaindol pozitivni, metil-crveno pozitivni, Vogues
Proskauer negativni, te ne mogu koristiti cittsdE§HLMAN, 1984). Indol pozitivn sojevi
primarno pogep X L] FULMHYD Daéktddjpg.@dliddRostalQ kbkforma koristi se i
D N W L Y-@uRuwrdnidaze- enzimakojeg posjedujeoko 96% sojeva E. coli (MANAFI,
1996), uklju Juju @i i one koji ne stvaraju plin (anaerogendgtipimi soj E. colikoja nema u
potpunosti navedene karakteristike je enterohemigkagioj koji pripada serovar®@157 koji
ne raste ili vrloslabo raste na 4@, uglavnom je sorbitol i &lukuronidaza negativan, te#3
galaktozidaza pozitivanOYLE i SCHOENI 1987; CHAPMAN, 1991).



2.2.Patovarovi bakterije E. coli

Bakterija E. coli koja normalno obitava u crijevie Q D M padzopidsna z&G RPDULQD
iako neki sojevi izazivaju oboljenj@ifareju X OMXGL 7L VH VRMidaogerRELPpQR
(engl. DiarrheagenicE. coli) ili samo patogeneE. coli. Patogenost i infektivhost bakterijske
stanice proizlaze isposobnosti adherencije na stjenklJ L M H'Y poveaAd® amidgénima
VWDQLPpQH iBpbBdbhbEL(pkbizvodnje toksima coli (NATARO i KAPER, 1998)
koji uzrokuju crijevna oboljenja S obzirom navirulentne faktore i mehanizmeuz pomod
kojih uzrokuju bolest oznafavaju se kao intestinalni patovarovi KAPER i sur, 2004).
Mehanizmi djelovanja u crijevima mogu bitU D] O Ep tdlW IP R diklvadirati crijevnu
sluzniaus X P Q D a Du@pitédrfim stanicama i probojem u laminu proprgmoguadherirdi
QD SRYUaL QposVIid N BQépfbjivangmili nestajargmmikroresica i poreméjem
stanijme funkcije Bakterijeizlu juju enterotoksine kojiQ D U X arbeYabdliz{m soli i vode u
stanicamabez mijenjanja morfologije stanice te L] O X [cixokbk&ine (verotoksine) koji
izravno smanjuju stanifme funkcije RaWHIL FULMHY Q X disluilk&te@ski na
HQGRWHO UD]JOLpLWLK RUJDQD

PremaNOLQLpNRM VOLFL EROHVWL Le &RIP NdRQUEEM® NRMH
VHGDP UD]OL p inwdtd¢ato@aW HVW L QDO Q

- enteroinvazivn&. coli (EIEC),

- enterotoksigen&. coli (ETEC),

- enteropatogeng. coli (EPEC),

- enterohemoragijska (EHEC)verocitotoksigeni sojeut. coli (VTEC),
- enteroagregativng. coli(EaggECEAECQC),

- difuzno adherentni. coli (DAEC)

- prinvalD M keiddD. attaching and effacind. coli (AEEC).

2YL UD]OLpLWlijar&gerv R.X8IUFRYWIXVREQR VH SUHNODSDMX X
virulentnih faktora (slika } pa su sa oboljenjimanastalima konzumacijorhraneili vode
povezaneprve p HWskupihe KOLQLPpNL ,Veh&izarP Imjesto djelovanja te
najznalajniji serotipovj prikazanisuu tablici 1 (FENG i WEAGANT,2002.)



Slikal. 5D]OLp LWL E EnipRMIADORNENBERGU, 2002

Tablical. KOLQLpPNL VLPS VEkpnaESdWHENG QNBAGANT,2002.)

PUEPEIE] ETEC EPEC EHEC EIEC
/simptom
Shiga- Vero
Toksin LT/ST - toksin (Stx - -
VT)
Invazivnost - - - +
Intimin - + + -
Enterohemolizin - - + -
Stolica/feces vodena vodena, krvava vodena, sluzava, krvaval
veoma krvava
Tjelesna )
niska + - +
temperatura
Leukociti u ) ) ) N
fecesu
_Mjesto ) ) | debelo, donii dic
djelovanja u tankocrijevo tanko crijevo | debelo crijevo ..
. tankogcrijeva
crijevima
) . 026, O111i 0O157:H7, 026,
D L ) ) . D L
Serotipovi UblOoLp drugi O111 i drugi ubloLp
|pinfektivna visoka visoka niska visoka
doza




Sojevi ETEC (enterotoksigena E. coli) proizvode egzotoksineplasmidencoded
choleralike). Toksini sutermostabihi (ST) pri kuhanju kroz 30 miatai termolabilni(LT), te
RAWHIXMMNP HNXWHPREULMVNH DGKH]JLQH SRPRUX NRMLK VH
receptore enterocita epitela shize jejunuma i ileumate unutar enterocita stimuliraju
adenilat ili gvanilat ciklaze aWR UH]XOWLUD VHNUHFLMRP WHNXULQ
(KARMALI 8JURPQLFL V Xdijsveye]s vea¢nsstirh fpidli¢vorsa ili bez
Y U il lnflektivna dozaETEC za odrasle je procijenjena na najmanjd s@nica, pa se
DQDOL]D ]D (7(& RELpPQR QH L]YRGL D DNR MH (7(& RWNUL
SRWHQFLMDOQD RSDVQRVWL RG RQHpPLAUHQH KUDQH 'HWH!
i STli LT i STgena FENGi WEAGANT, 2002).

EIEC (enteroinvazivha E. coli) X]JURNXMH SUROMHYH EH] NUYL L
djelovanju bakterija rod&higella LQYD]LMRP XPQDADQMHP L GHVWUXNF
NRORQD ,QYD]LYQRVW SRW M thpjske Rri@mbEaHeN RG@nN RnjeStt) R W H L
GMHORYDQMD MH NRORQ JGMH L]D]LYDNMENSHIUD QAOpNR X QLA
Potrebno je najmanje $&IEC da uzrokuju bolest u zdravih odraslih osoba. Za razliku od
W L S Ispj€vaK coli, EIEC su nepokreth QH LVNRUL&AWDYDMX OL]JLQ L QH
tako da su anaerogene. Otkrivaju se testovima za invazivnost ili dokazom gena za invaziju
(FENG i WEAGANT, 2002).

EPEC (enteropatogenaE. coli ) uzrokuje obilan vodenast prolje& VieRjlavni uzrok
LQIDQWLOQRJ SUROMHYD X JHPOMDPD X UD]JYRMX 3UHSFK
GMHORYDQMD QH XNOMXpXMH HQWHURWRNVLQH D QDNR
XQLAWDYDMX PLNURYLOH 8JURNXMX SUROMHYe flamiiYLK YUV
rezervoar bakterijeMENG L VXU (SLGHPLMH V (3(& VX SRYH]
]DJDYN@BH ]D SLUH NDR L QHNLK PHVQLK SUHUDVHYLQD
odraslih osoba je fakterija(FENG i WEAGANT, 2002). Patogeneza EPEC @M X p X M H
protein intimin, kodiraneae genom koji uzrokuje vezivanje i lezije enterocitangl.
attachment and effacing lesionsA/E) (HICKS i sur., X] XN O MEAP proteieaM H
(engl. EPECadherence factor NRML RPRJXUDYD O R NoBkeetijalnd BrifgtteS UL D Q N
stanice TOBE i sur, 1999.) Postoji nekoliko varijanteaegenai neki EPEC sojevi noseae
YDULMD QW NTHGOGHejQ/ima [S@H fpiridtrage za otkrivanje ovih gena prepoznati
patogene sojeve iz obje skupirffamonedostatak Shigaoksin Stx) proizvodnje azlikuje
EPEC sojeve od EHEC.



EHEC-VTEC (eQWHUR KH B-®ROtdtbks@era E. col) ima osobine
HQWHURSDWRJHQLK VR Muérétbksiie BHECXSu Yaitavil RdnjaNupiRe)
verotoksigenihE. coli koja je tako nazana SUYHQVWYHQR JERJ KKERJRUDJILPpQ
hemorrhagic colitistHC) odnosno krvavog proljeva kajizrokujuovi sojevi Patogeneza je
uvjetovanatvoroom WRNVLQD NRML RaAWHUXMH PLNURYLOH L HQGR!
poseban afinitet za enddéne stanigeposebice u bubregu mozgu, pa su odgovorni za
NOLQLpPNX VOLNX KHPRUDJLPpQRJ NROLWLVD LasUWPECUDJILDPQF
VRMHYL RWNULYHQL NDR OMXGVNL SDWRJHQL PQRJD LVWL
uzrok alimentarnih infekcija, te da uvjetujlini fxu VOLNX EROHVWL RG GLMDUHMF
kolitisa (RILEY i sur., 1983 NRML PRaH QDSUH&m WRakog KER RSARMWVH.Q NIR J
XUHPLPpNRJ VHUZ GBRMADI i sur, 1983) ili u W U R P E-Ronlhdgeiddperi p Q X
purpuru-TTP (NEILD, 1994).

VTEC sojeve koji proizvode citotoksin na Vero stanicama (verocitotoksin, verotoksin)
opisali su1977. godineKONOWALCHUK i sur, a uvrije &n je naziv verotoksigena
Escherichiacoli &TEC. 7TDNRYHU VH N R BhigalkKd. toksiQm@ddutingAE. coli

6/7(& 3 \Whiga tdksin producing E. coli67(& 3 MHU MH FLWRWRNVLQ YL

toksinu kojeg proizvodBhigella dysentegie tip 1, a verocitotoksin se naziva i Shiga toksin
(StX)(291% 5, ( $ur., 1982. Brojni serovaroviE. colimogu producirati verocitotoksine, te
MH YLaAH RG VHURWLSRY DMBENQ 8sui.] R0OL)SiboQiRk zh VTE®! ¥ G L
L HQWHUR K B.RBIYHEHEC) @lisuto samo onerrste koje su N O L pbverbbe s
KHPRUDJLpPQLP NROLWLVRP

Prototip EHEC jeE. coli 2 + NRMD Mwetd pdvdzdha dolestima koje
uzrokuje u ljudi(LEVINE i sur., 1987., citKARMALI, 1989.;NATARO i KAPER, 199,
GRIFFINi TAUXE, 1991.;ANON., 1993), a fenotipski se razlikujed ostalihE. colijer ne
raste ili vrlo slabo raste na %2, te je uglavnom sorbitol Bglukuronidaza negativna
(DOYLE i SCHOENI 1987; CHAPMAN, 1991). 8 R E L p Drifeki@@ dbza je + 100
stanica(PATON i PATON, 1998b) ali osim za serotipve E. coli O157:H7 i iznimno
0111:H2,nema dostatno informacija.

2WNULYHQR MHundta@d 6IK WIBRNWIRNDVLQ RELWHOML SD UD]
proizvode samo andi6 W[ Q HX W U D O L $txU iMak inbr QHRNWUQOL LSO MX UL W
2, a neki obgdPATON i PATON, 1998.3. DijagnostikaVTEC sojeva se upravo temelji na
tvorbi ili sposobnosti tvidbe Stx1 i Stx2. Jedan od starijih postupaka dokazivanja je ispitivanje
FLWRWRNVLPpQRJ X[H/QNDWDHDItvadd Pa ELCSA (engl. EnzymelLinked
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Immundsorbent Assay3 ili RPLA testovi (engl. ReversePassive Latex Agglutination, te

novije Geneprobes tehnilt hibridizacije nukleinske kiseline@ PCR (engl. PolymeraseChain

Reactior) test kojima se osim genstx1i stx2koji kodiraju verotoksine mogu utvrditi i drugi

virulentni markeri VTEC sojevaFHENG i MONDAY -HGDQ RG pHVWR NF
dodatnhPDUNHUD YLUXOHQFLMH ]D NRML VH VPDWUD GD XWM
eaegen kojiga kodiraD RGJRYRUDQ |]D SULKYDUDQMH EMNWHVWULRMH Q
LQWLPLQ MH WDN RWWRJULUYDY O K pLH@Ee 8l & EC RdjekaYr&xlikuju

upravo po odsutnossixgena.

2.3.Epidemiologija i VTEC serotipovi

Serotipovi

PatovaroviE. coli VH QH PRJX UD]OXpLWL MHGQRVWDYQLP ELI
WHVWRYLPD SD MH MHGDQ RG QDpLE &l s¢ H abovetbrgimdD FLMD
UD]YUVWDYDMX SR VWUXNWXUL 2 L + koj@yéddijd @jBlepd Y LAH R
antigsnima na serotipove (ANON., 20@J. SerotipizacijeE. coli se temeljina O antigenima
SROLVDKDU L Gstignkei YA\anbDgenirpha fagelarnim proteinimaSCHEUTZ i sur.
(2004) su utvrdili 1742 DQWLJHQD R]QDpHIBL rekidtigdhDe asrifes
izbafeni) i 53 H antigena. Postoje i nepokretne varijdateoli koji su nastali kaomutanti
R G U H ysr@tiRas H antigenomili kao potpuno zasebaserotip a postoje i mnogi izolati
NRML LPDMX SRMHGLQD b Qlikdjidisu B B@rnacionatndp spakhl, feHs6 e
moguserotipizirati. 9 LaH Y H U R \WerohNpd\a.H Q)i jeoovezano s otrovanjima hranom,
a premapodacimaSvjetske zdravstvene organizac{@orld Health OrganizatignWHO)
QDM]QDpDMQLML 1D seMthp&NONTY, DGEASDYLIOIV B26ViXO102NON.,
1999.d. -HGDQ RG QDMpH a i L KvevgtokRilyeDV T CKEU & QARLE7 (MNHON.,
1995.3. RILEY i sur.(1983) suGRND]DOL GD MH X]JURPQLN KHPRUDJLpPQR
tada rijedakserotipE. coliO157:H7. TajserotipMH QD MpHauH tloydahahrahbnQu NR G R
Velikoj Britaniji, SAD i drugim razvijenim zemljamaNATARO i KAPER, 1998), te jeE.
coli O157:H7predominantni VTEC serotip povezaH€ HSLGHPLMDPD L WHAaANLP R
ljudi u mnogim zemljamaKARMALI i sur.,2003). U R E L p De\vdt@IBVTEC serotipova
ZzERJ YDAaQRVWLcolVBITRW u SHvlienjma ljudi, na skupinu O157 i skupinu
ostalih VTEC koja se XRE L p D M H@ROTAD(EYYHES, 2007.)



.DVQLMH SRVWDMH VYH RPLIOHGQLMH G DrowaAaliudGUXJL VI
hranom PONTELLOi sur., 208.). Tako je uLVW U D & L VA3 Q K MRBRED1 DS R2A03
godneX POMHYHQRM JRY HGHEAQLSX:WYNdryGILYRVTEC u 11% uzoraka
od kojih je 68% serotipovaS RW Y U yHj@Rha: O5:H, 08:H21, 022:H8, 026:H11,
026:H O76:H7, O91:H, O103:H2, 0O103:H O111:H, O112:H2, O113:H21, O118:H16,
0145:H, 0157:H7, O174:H21, O1744+ ONT:H4 i ONT:H. &st epidemijabilo je
uzrokovano sa VTEC 0157:H7, jedna sa O26:H11 i jedna sa O41&&rbtipom(MORA i
sur., 2007.).

Karakterizacijom 219 pozif QLK 97(& L]RODWD L] KBEDTQNH sxr. LM HPDp
(2007.) su utvrdiidasamo 1 97(& SULSDGD WL Skdhigpuima O268H11],
0103:H2 i 0O157:[H7], dok 48% serotipovakoji nosestx JHQH SULSDGD DWLSLpQ
(O8:H19, 022:[H8], 091:H21, O113:H21, 0O174:H2, O174:H21, O178:H19, i O179:H8).
WERBERI sur. 008.) navode nor? VHURWLSRYH NRML VX XWYUyHQL
WDNRVHU VX LGHEQIW tol OF DY DE O15 022 023, 030 038 040, 055
074, 084, 087, 088 0101, 0102 0104 0110 0112 0119 0120 0121 0136 0148
0163 0171, 0178 0179 MANNA i sur. (2010.) suzolirali E. coli iz 40% uzoraka sirovog
PHVD POLMHND &N D P $poturdilifP¢RpostupKdrkad VTEC, a pripadali
su sojevima 05, 08, 020, 028, 048, 060, 078, 082, 084, 0101, 0110, 0123, 0132, 0156,
0157, Grough i OUT

8 $PHULFL VX L]PHYVX bile prijauljene 23 epidemijeuzrokovane s
verotoksigenonk. colinonO157 (XIA i sur., 2010. Serotip E. coli O157:H7 jebio uzroko
oko 73 000 VO Xp D MH Y Bok BURM@HALB71H7 serotipovi uzrakovali oko 37 000
VOXpDMHYD 31RG MWaRMH MHp DINELOMPIBUWQRK LVKKRWBECX]J]URNR?
(MEAD i sur.,1999.). Odnos lboja SRW Y UyHQ L KbdljedjX p® MG Q0D stanovnika
uzrokovanih sojevim®157:H7u odnostnanonO157sojeve iznosio jd,20 1990. godine a
0,57 u 2007. godin (ANON., 2008B). Taj je odnos 2009.godin bio 0,99 zaVTEC 0157
dok jenon0157 VTECimaoisti trend kao i prethodne godif&NON., 2010.9. Epidemije
izazvane nofD157 VTEC u SAD u periodu od 199@o 2006 godine izazvane su
serotipovima 026, 045, O51, 0103, 0104, 0111, i OIRBLEN, 2008). Jedan od
posljednjih V O ¥\aEpdemije sa noi®w157 VTEC je bio uzrokovan serotipom 0145

XWY UV H@skopsatat) 8 VYDNRP, GDIPUVMMH VPDWUD GD MH MHGC

oboljenja ljudi uzrokovan sa ne@157 VTEC kao sa 2 DOL PQRJL ODERUDWRUL



ne identificiraju oveserotipove (ANON., 2010.3. Primjeri u drugim zemlamaW DNRyHU
ukazuju na jasan rabtoja bolesti uzrokovanihrson0157 VTEC

U Meksiku je od ukupno identificiranisojevaVTEC p D@4% pripadalo serotipunon
0157 Y H U L geP#povina 026, 0111, i O103LATHROP i sur., 2009.) U Australiji su
REUDYHQL 260G.D EA07 R&line pokazali da sudvije W U H VIOXH ety D
uzrokovae nonO157 VTEC serotipovima i to redom po brojnosti O111, 026, 0103,
25 +i 2 2 6LPSWRPL +& VX ELDdokjeksambjedaRoGcierR MD 2
obolio odHUS-a za razliku od 7 pacijenata inficiranih sa RO457 koji su razvili i HUS
(McPHERSON sur., 2009.).7 D N R ypidiralypbh 102zolataVTEC 2 L] OMXGL ALYRW
I mesa za razliku od ostalih zemaljatvr fenoda je 78% ovih izolatanepokretnoO157:NM
(FEGAN i DESMARCHELIER 2002.) U Kanadi,GILL i GILL (2010), W D N raydtie) da
VX 97(& UD]|EL@LWH RG ]QDpDMDQ L] NdrettljRd B ra3pij@lark
serotipova kao u SAD, u50% V O X p (PEREMEB i sur., 2004.)

Danas uEuropiveiLQD J]HPDOMD pODQLFD (8 VXGMHOXMH X LV
NRG OMXGL WH VX NMIWMYRIJYHQHPOMMBRIINHORM UWEBCUHQRVYV
VHURWLSRYLPD @004 HWinaR®GUEE YARH RG LQIHNFLMD X a
Engleskoj i Velsu bilo uzrokovan®E. coli 0157, dok je u Irskoj 86% pripisano ne@157
serotipovima U kontinentalnojEuropi EURMPDQR YL&H RG SROD LQIHNF
serotipovima nofD157 uz nacionalne razlikeTako je u Belgiji, Francuskoj, Finskoj,
ODYyDUVNRM 1L]R]JHPVNRM aQ b3 pétaxiitanserati BOQIV & GtaliN R M
97(& VHURWLSRYL VX SRWYUYHQL X VOXpDMHYLPD RERO]
1R UYHahNuRddmburgy VSR U® G u pr@njm epidemipma (ANON., 2007.3. U
1 R U Y Hjé NaRgvimjer E. coli O157 bila zastupljena samo u 200@EC izolata VAN
DUYNHOVEN, 2008). Ukupno, tURM 97 (& Vj©xd®D0a+H2¥d3 godineporastao za
316% s QDMYLaH VO XpD M409 ba X00a00bis&ioMikd Premadostupnim
L]1YMH&W D M g&ddu]ENON. 2010.e 2010.d broj ] D E L O MH7ZA(I& QL& X jedd H Y D
2007.godineporastao z8,7% (tablica 2)sa0,66 V O X p Bav1BDYODO stanovnika,taj trend
se nastavio i u 2009odini (ANON. 2011.a). KDR L SULMDaQDMK Hidleds Q B M
uzrokovanihs VTEC bio je u populacijidjeceod 0 # godine(4,72 na 100 000 o $e WLpH
sezonskog utjecaaQ DMYH UL E UR Molesty MM D VDOEML IDQIIHA H Q (2BIONDV QR O
ANON. 2010.6. IDMYHUISRRWRWHQLK \eOX p®D MIH Y1 M HER6HREH), RaM
Q D MY Hu adriedy Rédvbraggtanovnka u Irskoj(4,8) L aY H G\BNWBkdpnoje u EU53%

V O ¥\JaDokovano VTEC serotipom O157 ddga 78% samo na UK i Irsk. 259%
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VTEC je neserotipiziran (tablica2). 7TUHED QDSRPHQXWL GD MR&a XYLMHN
non015797 (& QLVX XNOMXpHQH X UEKMWoLQV N BEWR XXVWWDYJBIUNKRR \M

mijenjati navedene brojeve.

Tablica 2. Deset Q D M X p HserdfiBb@/TEC kS R WnhUijB2007/2008 godine
(ANON., 2010.8

Serogrupa %URM VOXpDMHYD
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 5,3
0103 77 88 2,7 2,8
091 43 50 15 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
ostal 130 198 4,5 6,3
Ukupno 2904 3159
*netipizirani

BOLTON i sur. (2009) SLa&X G@D M Xitbbrarté serogrupe &uropi bile 026,
0103, 091, 0145, 0121 i O1INRMH V X ] DuEds@aku sigethBHD JOLpLWL VHURWL
povezani ©bolienem UD]J]OLpLWH MDpPpLQH X OMXGL WH VSRUDGLpPpQL
suKARMALI i sur.(2003) S U H G &dRifika®juL VTEC u 5 seropatotipova od A t6 AW R
PRAaH ELW kaNRWINBGRNSDStMabakterijakoja dovode do bolestiSerotipovi
VX UDVSRUHVHQL RG QDMYLUXO drthVka)i Lidi Kili Yoveéani REDWR S
izazivanjem bolesti u ljudi u seropajtE. Kako je ®ropatotipA u stvari serotip 0157
(tablica 3.) pa je takoi u 26 zenalja Europe2005. JRGLQH XpHVWDORVW VHUR\
visokaiiznosila63, Vv O X pADIGIND, 2007.H.

,SDN VObolefiliti WArokovani :non0157 su od 2000 2005 godine porasli za
60,5% a 0157 samo za 13%, te @rielu pet najzastupljenijirnonO157 serotipova koji su
uzrokovalibolest80% pripadalo seropatotipu B,20% seropatotipu ONijedanserotipnije
pripadao grupi D ili ECOMBES:I sur., 2008).
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Tablica 3. 97(& VHURSDWRWLSRYL RYLVQR R V¥pos&QagtHY LPD

izazivanja epidemij¢GYLES, 2007.)

Seropatotip

Serotip

8pHVWD
povezanosti
V EROH

Povezanost s
epidemijama

HUS/HC

O157:H7,
0157:NM

visoka

XRELpPDN

026:H11,
O111:NM,
0145:NM

0103:H2,
0121:H19

umjerena

QHXRELD

O5:NM,
0104:H21,
0121:NM

091:H21,
0113:H21,
0165:H25 itd

niska

rijetko

O7:H4,
0103:H25,
O117:H7,
0O132:NM,
O171:H2,
0174:H8

O69:H11,
0113:H4,
0119:H25,
0146:H21,
O172:NM,
itd

niska

rijetko

I+

06:H34,
039:H49,
O76:H7,
088:H25,
0O113:NM,
0143:H31,
0163:NM

0O8:H19,
046:H38,
O84:NM,
098:H25,
O136:NM,
0156:NM,
itd

nije

dokazana

nije dokazana

I+

UBORYHQLML VX RHEISWDHdkovamoytdda fijetkivhLserotipom0145s
fatalnim ishodomKRAIGHER i sur., 2005), aTRKOV i sur. (2008.) suutvrdili VTEC gene
i verotoksineu tri od 42 sakupljenaizolat®& U L [geHdelanserotipbio 0157, a dva O26.
U Njemalxoj su MELLMANN i sur. (2008) utvrdili da u pacijenataoboljelih od
HUS-a, 67,7% X]U R p@®@ipadderotipu0157H7/H* a preostalih 323%, se sastoji od 34
nonO157 serotipva od kojih dominiraju O26:H11H (42,6%), O145H28H (18,9%),
O111H8/MH (8,3%) i O103H2/H (8,3%). % UR M V GIMPDUNEHFOPDe porastao za 42
od 2007 godine, od kojih je s VTEC Ol130lestuzrokovam u VOXpDMHYDimh WR V Q
EURMHP PHyYyX QDMPOD®gmRfiRonSI]R SHHIIDBRIDMR® XpDMHYD MH ]DI
JUDQFXVNRM IMHPDpPpNRM , W D Odglavhbom povezanad 8. |

konzumagiom proizvoda od sirove govedine ili mlijek&ANON., 2010.¢.
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Drugi serotipovi

+86 VOXpDMHNYN

Starosne grupe
Grafikon 1. % URM V G $pdphkezdrDpremaerogrupamaX | U R pi@abN D
pacijenata za 2008odiny (ANON., 2010.¢

Nedavno, 2011. godine 1M HP D p NR M GNRAV D 3H1 @demi@ i EBubopHsa
QDMYHULP EURMBBEBIRESEDO td 855 oboljelih odHUS-a od kojih je bilo 35
VPUWQLK VO XD DO X IDMNMEEedEihEX simptomimd&HEC gastroenteritisa
(ANON., 2011.b ,]1QH Q D gpiddrijii i¢ uzrokovao VHURWLS L R [DH HWWELOMRNMAN L
izazivanjembolesti i rijetke povezanosti sa epidemijaja coliO104:H4 ali V QHRELPQRP
kombinacipm SDW R JH Q L KojR e HaaMrid &/MdR stupanj patogenofSCHEUTZ i
sur., 2011.).

lzvori LQIHNFLMH L aLUHQMH X RNROLAX

Kao glavniizvor VTEC u mnogim zemljamaavodi seL]PHW JRYHGD [MHU VX ¢
prirodni rezervoarpase bakterija nalazi u crijevima kao normalni stanovailkk W'Y Ueg/ith Q D
ovaca i koza Otrovanjasu stogaQDMpBRYH]DQD V QHGRYROMQR WRSC
SURL]YRGLPD GRELYHQLAMDNR®IBRY LK ALYRWLQMD

Prema L]Y M H a \BH3IMd. EEDropean Food Safety Authoritylg 2008 godine
(ANON., 2010.¢ u Europskim su zemljamd&TEC izolirane u uzorcima fecesa goveda u 0 do

V O X p DaMdieViB. coli 0157 su zastupljenido 7, 3UL LVWUDALYDQMLPD S
VTEC u ovaca u AustrijiM H X W 36I3% WTHEE pozitivnih uzorakéecesa, aX 1MHPDpPpNRM
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23,6% VTEC O157HUSSEINi BOLLINGER VDaLPDMiX cigRhg BAjéts H
za posljednjatri G HV HW O MpreudlenceGiLSKMHY VTEC u uzorcima fecesgoveda
iznosila od (% to 278%,azanonO157 VTEC od 2 GR p D1I% kod uzoraka wetih
na klaonicamaHUSSEIN 2007). U Brazilu je na jednoj farmiprevalencijaza bila VTEC
10%, zaEPEC2,7%, aizolirani serotipoviVTEC suO7:H10,022:H16,0111H', O119H ' |
0174H21, tezaEPEC O26:H11,0123H11i O177H11. Niti jedanserotipVTEC O157:H7
nije izoliran (AIDAR-UGRINOVICH i sur, 2007) 3 U H & LKgjD pdse VTEC nemaju
NOLQLpPpNH, ¥lIRBWRPBEB% |GUDYLK JRYHGD X 6MHYHUQRYWH 1M
patogene u okolinu

Izolirani srotipovi (O8:H19, O8:H21, O22:H8, O113:H21 i Orough:NlMQDYyHQL VX L
kod ljudi sa snptomimaHUS-ai TTP MENRATH i sur, 2010. 8 aYHGVXWM WpH Q R
1,9% VTEC 0157 pozitivnih uzorakauz SRW Y Uy H Qili Gdikekil Wif@nos ovih
visokopatogenih sojevaa ljude pri posjetu govedarskim farmamaASPAN i ERIKSSON
201Q). BARKOCY-GALLAGHER i sur. (2003) u podacima zatri D P H U IGHLNaKb¥aiAuju
jednostavnipriienosVTEC s JRYHYH NtRiadve @ Prevalenciji VTEC O157:H7 u
obriscima N R &trupova prije evisceracijeod 60,6% i 267%. Prevalencija TEC nonO157
MH ]QDAWQR WID4A NR &% ha trupu.ALURNL UDV SR QijeSahtd YeRulidd Q FL M D
NOLPH HNRORJLMH GU&DQMDmédahiaifbvenia i pRethd® idakUD]OL N |
jasno je da su goveda konstantni nosit¢TJIEC nonO157(GILL i GILL, 2010).

2VWDOHskelwsRWDRRYHU PRJX ELWL DVIECSWiIRP NWXYVQL QR
OMXELPFL JXVNH JDOHERYL NDR L &GWRSVMIOQYMH X ]JRRC
1 MHP Db NBOB. ghiide X W Y Wglar@d 0  97(& SR]JLWLYQIANORDpDND
2010e).

Zarazliku odRVWDOLK RGYRWSE (ibljavaprasad sa simptomima edema
po [@mu je bolest dobila ime ali ovi serotipovi nisu povezani s oboljenjem u [jJuBATON
PATON, 1998.5.

3XWRY L VIEU su@ndjm,jer se iz crijeva zdravibLYRWLQMD IHFHVRP REL
ALUH X JHPOMX L YRGX SRGUXpMbdrratlkividd divigih inte¥tRaMibQMH R
patogrupéE. coligdje je glavni izvor feces drugih inficiranih ljudi

Direktni putovi & L U H Q MaBe Nurilmfickaju suizcavan NRQWDNW VD ALYRWL
QMLKRYLP RNROLAHP QDMpHA&UH YR G BRjidbRISMEARON,LUDQRP
2010Qf). U Velikoj Britaniji 2004.godine VTEC infekcije u ljudis ELOH QDMpH&UH X UX
SRGUXiEMEBBNR VLUR YmRahigiRcjesimmesbr® peradi nakon kla&ON.,
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2004.3, D SXW &L UHQPRMAH Qiodd¥dnL Medom i vlastitim vodoopskrbnim

sustavima 2 $ULLIVAN i sur., 2008. , Q D pdrad i svinje se ne smatraju izvorMiEC,

YHUO VH Ut iRagaqSDWRJIHQLPD SRULMHNORP RG SUHALYD
6YDNH JRGLQH VH SR MjeninDngiba fijeis4E QBT X<BRoEnpr. kontakt

sa ALY RW Llijokdrd pdSjeta farmamaa UDV SR Q P RS X HQ@MRNMNKEj& preko

R NR j@ A4 D{®ARRIOLI sur., 2005.

97(& VRMHYL PRJX SUHALYMHWL YLAH RG PMHMHFL QD
YRGL YL&H RGZa samtipd.Gali@D57 je dokazano daPRaH SUHALYMHWL
RWSDGQLP YRGDPD DO La Hrujpasktbld Mdré §oGitte ddnad Heakiinom
RYpMidg 6YH WR XND]XMH QD PRIJXUQRVW AaLUHQMD EDNWH
ELOR VYMHARP YRGRPRWISOR GUKR EREMQKMHPOR SRJRWRYR
(KUDVA i sur.,1998; FENLON i sur., 2000.;ANON., 2004.3. GARCIA-ALJARO i sur.

VX L]ROIMUVDIEC spgaNz gradske kanalizacijeatpadne vode animalnog
porijekla

KHANDAGHI i sur. (201Q) su dokazali prijenog. coli 0157:H7 nakon gnojenja u
zemljupauSRYUUH 1DMY H l0BTECILKGjd] felobblzlodD 000 ljudi, YHULQRP
djece uzrokovanaje kontaminiranim povigm tj. klicamabijele rotkve (MICHINO i sur,

1999), a dkazanasu iotrovana WRSOLQVNL QHREUDYHQLP VRNRP SUR
sakupljenih sa zemlj[ESSERI sur., 1993.

SRYUUHP R &gm\s@Ren)dizrokovana jeposljednjai Q D M ¥épidemija u
Europi VD YL&H Ri®ljelih ljudi (ANON., 2011.. Brojna su iotrovanjaizazvana
pitkom nedezinficiranom vodom, bazenskom i jezerskom vod@MWMERDLOWi sur., 1992.;

GYLES, 2007.;ANON., 2010.9.

SRVUHGQL QDpLQL &L UH QM EoliyeHildRWy RNamMbéar Qria& [jWMR M HY D
8 QMHJD RYH EDNWHULMH XOD]H QD YL&H QDpLQD QDMDpH
VLURYRJ PHVD SUL HYLVFHU DFUX3$RLYDL aG M B RV/iighkiDdRG@ H 3 WXRQ
fekalnom kontaminacijommesa preko opreme iR N R Cklaarice, te naposljetku
kontaminacijom sirovognlijekana farmamaANON., 2010.).

,VWUDALYDQMD V XrukoRadjD |dbd®id n@Bonisakkérija E. coli 0157
SUHALYOMDYD QD LJ]ORAHQLP SRYUALQDPD QRAHYL L SUHJ
sati GUN i sur., 2001).
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NDMXpHVWDOLMH L QdreitdbkBigeMarE.Lcoll SzkoRodaPésMRQHpPpLAUHQLP
obrocima od sirove ili nedovoljno toplinskREUDYHQH POMHYDBOQEE URYHGLC
SCHOEN] 1987.;GRIFFINi TAUXE, 1991.;ANON., 1993.;BEUTIN, 1999.;BARKOCY-
GALLAGHER i sur, 2003.;WILLSHAW i sur., 1994. KUMAR i sur. 2001.;PONTELLOI
sur., 20@.; SAMADPOURI sur., 2006.,SHIPMAN i sur., 2009; HART i SMITH, 2009) jer
se patogenusitnjavanjemravnomjernora &i po cijeloj koli fmi SULUHYHQRJ PHVD LOL
pripravka iste proizvodne serije.

UKanadiMH SUHWUDALYDQMHP Y L a&dn@13XMWVEL HI&l360%S UHY DO F
10,6% u govedini i swijetini, dokje izolacijaVTEC O157H7 u govedini Ba 10,4% odnosno
3,8% u svinjetini. Nijedna VTEC nije izolirana iz piletindREAD, 1990.)Naprotiv LEE i sur.

XWYUyXMX L SUHYDOHQFLMX (#2% u ®ihjetini X SLOHWLQL F

U Europipo SRMH G L QID/YpMH 3R> 8iriakalz2008. godinedo 58% uzoraka
govedine je VTEC pozitivnoSUL pHIE2% SRW Y Uy NTER ONB/Rdok su te brojke
NRG RYpHWANDN., ROYOHii H

-HGDQ RG L]YRUD LQIHN RLAMgéntMR5/41dd=388806LuzbraRa fc@sisl D p
divljih SUH & Indsbrmb 2 97(& 8 1MHPDpPNRM M,BYoX20fataMIHQWR G R
G LY QaMd@ukupnol40 izolata VTEC 54% pripada serotipovima 026, 091, 0103, 0113,

0128 0146 povezanimVD EROHVWLPD X \DHMI X®LV EWR GRQD ] XHPpHYL |

SUHSR]QDWL NDR PRJXUD RSDVQRVW ]D OMXGVNR ]GUDYOM
2VLP PHVD POLMHNR L POLMHpPQL SURL]JYRGL VX 1QDpDN

sur., 2000.; ESPIE i sur., 2006 Europi je 2008. godire bilo 1D E L O MJMQAH®M Q R

SRYHUDQMH EURMD SRJLWLYQLK 97(& X]J]RUDND X V.LURYRP

godinu(ANON., 2010.¢. PRADEL i sur. (2000.)su utvrdili u Francuskoj 10% uzeka sira

pozitivnih nastx gene, aREY i sur. X &S koQ1,BX@ Mzoraka mlijeka i 5%

uzorakasira. Grupe namirnic&oje su povezaas oboljenjima od VTEQI Europi, u periodu

od 2005 do 2008godineprikazare suu grafikonu 2 ANON., 2010.e)
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negativno

sirovo kravlje pozitivho

mlijeko

Sir

POLMHpPpQL
proizvodi

govedina

mljevena
govedina

RYPHWLQD
svinjetina
piletina

SRYUUH

broj testiranih uzoraka

Grafikon 2. Udio hraneu ukupno S U H W Ul éréingakdfl su povezains oboljenjima od
VTEC od 2005- 2008.(premaANON., 2010.¢

YyHVWD VX RWURYDQMD L UD]QLjEr j6& Uexoddk$igeMB. \eiDPD QD

acidotolerantna, visoktilak ne inhibira sintezu verocitotoksina (ANON., 199%@ )nfektivna
dozaje veoma malaOna iznosimang od 100VTEC stanica(WILLSHAW i sur., 1994.)a
ponekadsamo 110 mikroorganiama(PATON i sur., 1996)SD XPQDAaDQMH X KUDQL L
potrebno. Stoga suX p HV WW\DIOiRfekcije namirniee spremne ili pripremljene zglo

fead/to-eat? NDR &WbRaseXV LU MIGsElIXiaQitak razne vrstepripremljenog
S R Y kho Bimska salataymak oddinje, alfalfa klice, klice rotkvicete hladne mesne salate
(ANON., 1996; COMO-SEBETTI i sur., 1997; GYLES, 2007; WEBSTERI sur., 2007;
ERICKSONi DOYLE, 2007; FRIESEMAI sur, 2008). Neke odnamirnica poput SR 94U U
salatasokow, hladnh sendvi@ LOL pDN,EXPHOQLWFLR]YRU HSLGHPLMD NDR
kontaminacije s RQH p L & indQrh PANON., 2010.f KARMALI, 1989.; 3$9, (i
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&(7,1,0R000.) VHUH HSL GHEPLO/NGH AHLGIH @ GADARavvale VX VOMHGHUH
namirnice VYMHAaL aSLQDW ] payriké ha KririnEtgizzi Fhljekena govedina,
sirovo tijesto za kolpH POMHYHQD L SRUFLRQLUDQD JRYHGLQD JRY
salata i sir gaud&bvi serotipovi supripadaliE. coli O157:H7, osim iz rimske salate gdje je
X W'Y U fptib@. soH0145 ANON., 2010.H.

U Europi od 2005 - JRGLQH @p Maimikhica kofe su povezanes
oboljenjima uzrokovanima SVTEC u ukupno SUH W U rardiQd. ane, RVLP JRYHYyHJ
PHVD VX VLU L VLURYR NUDYOMH P@ONMHNP.9RYpPHWLQD WH

aN R O Mvweb@ksigeneE. coli

BakterijaE. coli MH LQGLNDWRU RUJDQL]DP MHU MH SRND]DWH:¢
L SULVXWQRVWL SDWRJHQLK HQWHUREDWWIir Wizikd® odD aNRO
NRQWDPLQDFLMH V IHNDOQLP EDNWHULMDPD .RG PRQLWRL
bakterijeE. coli X VYUKX VPDQMHQMD UL]JLND RG L]ORYD aAaNROMNI
fekalijama PIERSONi SMOOT, 2001.).

Prisutnost verotoksigenE. coli X @&4NROMND&LPD MH XYMHWRYDQD IL
9HULQD ANROMND&D KUDQL VH VXVSHQGLUDQLP ILWRSODQ
NRMH JXUDMX YHOLNH NROLpLQH YRGH FLOLMDUQLP SRNU
unosesei | DUREOMHQH . aHN\RWIVAIND EU XRELPpDM PR B TDOEWWL D B @ XKW X
JGMH VX YLVRNH UD]JLQH KUDQMLYLK WYDUL D WDNYL XY
kontaminirane s ljudskim fekalijama. Kada patogeni mikroorganizmi zagade proizvodno
SRGUXpMH RQL VH ILOWULUDMX SUitaiN Ri Hepatbpdahkreass RV W D |
SUREDYQRM A40LMH]GL &ANROMNDA&AD 327%$60%1 L VXU

az2/,a sur., (1999.) su dokazali da vrijeme postizanja maksimalne koncentracije
fekalnih koliforma (FC)p L Mdlawii idredstavnile. coli, X aNROMNDALPD RYLVL R NI
PRUVNRM YRGL YUVWL aNROMND&D L WHPSHUDWXUL 8 GD.
V. WHPSHUDWXURP DOL MH ]DYUAQD PDNVLPDOQD NROLD
kamenicama je u istim uvjetima okoliig2 °C) koncentracija Fila 263puta YLAD QHJR X
GDJQMDPD D VDPR S oNeDnp¥ratirD8 IR RISMH AP ROWUDALYD QM
sur. (201Q) navoce da je nivo koncentracijegFC po satu u dagnjama naJ D]OLpLWLP
temperaturamaio Y H tiego u kamenicad WHsi i o promjenama salinitetadok je u
kamenicana YH UL X W Nahpremjdha lidéhiperatureéSIVRI i sur. (2010.) su promatral
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brzinu akumulacige FC bakterija iz mora u dgmjamai utvrdili da je w njihovu prisunostu

roku od tri sata potpunsmanj& broj FC iz morske vode 90% ih je uklonjenoza 1,5 sat.
SRND]DOR VH GD X YRGL RQHpPLAUHQRM, WagMi¢ei\GHQIR © OLNOR.QY L
jednogsat nakupljaju te bakterij@ visokim koncentracijamatovremenoTako je QDMYH UL
brojE. coli X MROMNDA&LPD GREHUPER 14°C OFJlogo CFU/g pri 21°C

nakon S R pdHadhEentracg od 3 logo CFU/mL mora a2/, G sur. (2010.) su utvrdili u
GDJQMDPD S UR soNdd hthafu/BagRmkkon sat vremena filtriranja mora s 1 %i10

2 x 10 CFUE. coli u 100 ml.

BioaNXPXODFLMD FLOMDQLK EDNWHULMD X RGQé&& X QD N|
IDNWRURP NRQFHQWUDFLM$XWDaMHURWL MRW E FgamMsn® FLML X
outiecay QL]D pLPEH@&NKEVNost NROMMNMRIADRADM X YRGH@RP VWX!
temperatus, salinite). Kod RQHpL&IMHIMDH 0H SR NaximRY¢oliEQ) N RI@ bW J D
VOLMHGL SOSDRHRNLEBIPD UD]JLQD VSRULMH UDVWL L RVWD
sanog p1aQ D J D y.HCDWID MXPIQRFL RQHpLAUHQMD iH VH YLGMHWL
nego u vodenom stupcu (LEE i MURRAY, 2010.).

DRVDGDaQMH VSR]QDMH R PRJXUQRVWL @D®IDJD L SUI
ANROMND a L bu ndR@itinv @iraKUMAR i sur. (2004) suu Indiji utvrdili u dva
od 48 uzorakad N R O M N D § prisunastuiduledthihDfaktorastx i hlyA (gen koji kodira
enterohemolizinpd kojihje u izolatuiz jednog uzorkaR G U Hserb@O76H21.

U Francuskoj je ua N R O M Ndkd@ziamaDprisutnosstx gena (19% do 27,899 aWR
ukazuje na kontaminaciju s VTEC sojevif@UPRAY i sur., 1999., cit ANON., 2003.
GOURMELON i sur., 20®.) i 0,7% VTEC 0157 izolata u kamenicam&(YON i sur.,

2000.) 1D aDORVW &dWR VH YWRGB §HPOUQRNDMLYHHUNRRUHODFLMH
VTEC i ukupnog broj&. coli NRML VH NRULVWL NDR LQGA&NR®MRN DI&#HINIDO
Serotipizacijom VTEC sojeva iZA N R O NKN\DyalDyPBRrhd€odom, otkriveni su i novi
VHURWLSRYL NDR @WRHIVIXOIDO:H21 a koji su izolirani i kod svinja

Direktno izoliran E. coli O157 serotip bio je stx negativan Svi S U HW Ud&iHW@de
X]JYRGQR RG XV DD ®RDiDAbZitVD) nastxgenekaoi jedan od dva uzorkaenora

ali nije izolirannijedanVTEC soj (GOURMELON:I sur., 20®.). S druge strand. EVESQUE

I sur. (201Q) su testirali &N R O M KdhadHiz podrufpa pod velikim utjecajemljudskih
otpadnihvoda ali ni PCRmetodomisuotkrili E. coli O157H7 sojeveili VTEC.
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U Jadranu siRIPABELLI i sur. (1999.)ispitivali prisutnostverotoksigenih sojevé.
coli kao i bakterijaroda Vibrio, Salmonellai Campylobacteru dagnjama iz proizvodnih
SRGUXpMD @&4NROMNDA&aD WDREC pQztivad sbjROLUDOL QL MHGDQ

2.4.Klini [ka slika i patogeneza

2S5uL VLPSWRPL REROMHQMD

lako je bakterijigE. FROL GLR QRUPDOQH IORUH FULMiESth NDGD
PRAH L]D]JYDWL LQIHNFLMX JRWRYR VYDNRJ RUJDQD L WNL
SRVOMHGLFD OR&H K Indrh kr&h@ii oo, QRIGWDPLMD DO VO XpDM X
verotoksigenim sojevim&. coi WUDMH XJODYQRP GX&4H RG LQNXEDFLMH
36 satj ili kampilobakterioze (& dana)., QNXEDFLMD NRG LQIHNFLMH 97 (& 2
R E L [RNRR daldadivwG X.& H

,QIHNFLMD V 97(& VRMHP PRA@H XJURNRYDWL DVLPSWRPD
NUYDYRJ SUROMHYD V DEGRPLQDOQ-HT)HO SRY & BYaBMgHP RU D J
]DWDMHQMD EXEUJD KHPROLWBPBNL +86 HW Hp NNLD WpdQW H R PV !
VLPSWRPLPD DNXWQRJ EXEUHAQRJ VLQGURPD PLNURDQJLR
WURPERFLWRSHQLpPQRM SXUSbolestP RAH ] bivoRnSehbddd.FL M D P D
7Y] NODVLpPQL +86 MH pH&aUL X GMHFH UDGdg dpatlaha]YLMHQ
imunosti u starijih osoba, a javlja se par dana nakon simptoma vodenastog krvavog proljeva.
Simptomi TTP sukarakteristipiin SR QHXUROR&NLP JQDFLPD L WURPERFL
pHaUD MH X VWDURVQH VNXSARMALR GIONR WULGHVHW JRGLQ

2UDOQR XQHVHQL 97(& VRMHYL RELpPpQRjeKuXisebR PDORM
VDGUADMX aHOX&jpu DGIDWLP PHNURRUJDQL]PLPD X FULMHY
bakterije u lumercrijeva R W S X &VétbkeinStx (shiga toksin) kojeg aporbira crijevni
epitel, apotom VH UHVRUELUD X NUY 2YRSREGBRJIJEZRDSRYGRNVNOHD FX
VWDQLFD UD]OLpLWLK WNLYD WH UD]JYRM ORNDOQLK L VLV)\

Ukratko, bakterije prolazekroz tanko crijevg a virulentni genise X N O M popaXriyti X
signalimau debelom crijevuVTEC se hvataju z&nterocitedebelog crjevaNDUDNWHULV W L
intimnim prianjanjem te X Q L JUWrDikfdvile i uzrokuju proljev. Ako je proizvedeno
dovoljno Stx, lokalno R&WH i X M X GIH K IQEIRA L Albbkvjekwavi pijBy, a kada

sedovoljnD N R OSixpdp&birau krvotok mjestabogatatoksin receptorima vaskularnog
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endotelase RaW Ha&IW R XG #YsRadjenja funkcijdoubrega, P HVWR R&¥WHGHQQINDHJ
ALYPDQRJ ivXVoiby®a. +LVWRSDMUBORENISUHSR]QDWOMLY SR
VWHULOQLP PLNURDQJLRSDWYV H k# siQampkuV tDki3ddnijuN BdjeD¢W H U L \
UD]YLMDMX X EXEUHJX FULMHYLPD PR]IJX L SDQNUHDVX
stanica, stvaranje fibrinoznih trombova i pd3$liGLpQLP J]DpHSOMHQMHP NDSL(
SDWRORANL L UDGLR®REdKNIMQIHYE: AR @RYRGL GD VX RED !
istih poreme D\Wdkularnog sistem@ATONIi PATON, 1998.b;GYLES, 2007)

tanko criievo

krvotok

» v
% | debelo crijevo
SULKYDiDQ
bubreg R aW H U iyl

I

zatajenje s‘.;tvaranje Shiga i
— krvavi
bubrega, toksina roljev
HUS oo

—»proljev

Slika 2. Prikaz razvoja bolesti i mjesta djelovanja
VTEC u organizmypremaGYLES, 2007)

Kolonizacija i adherencija verotoksigenihsojevaE. coli na enterocite crijeva

9DAQR VYRMVWYR ]D YshdasobOost@dzarjhXaSani&e btilgvnog epitela
i kolonizacija crijeva. VTEC je aciddJ HILVWHQWQD EDNWHULMD awR Mt
kodiranimrpoSJHQRP pLMD HNVSUHVLMD RPRJIX<4X9MWiHRARWE RUQRV\
sata Smatra se da je otporsima kiselinubakterijeE. coli O157 i drugihserotipovaEHEC
PRAGD SRYH]Dw@ibenVjuiR bakenNhfekcije s veomamalim brojem patogena
(PATON i PATON, 1998.h. Infekcijska dozaPRaH &imwQ,4 CFUg (PATON i
sur.,1996.) ili 8 CFU/g (TUTTLE i sur., 1999.)

Kolonizaciji E. coliu crijevimaSUHWKRGL SULDQMDQMH QD HSLWHOQ

RELOMHAaMH PHyX 97(& VRMHYLPD L XQXWDU, dfgadeHYD 3R
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lokalng na mjestima keolatelarnih spojeva stanice priljubljivanje s"brisanjeni enterocita
(engl. attaching/effacing $ ( aWIRQMMpHAaAUL WLS \VIBQ vl BATOND NR G
PATON, 1998.1).
A/E lezija enterocita odvijaseutrifaZzgUYR MH SRpHWQR SULOMXEOMLYI
PLNURYLOH VWDQLFR NG RPdxspreQijD geadViéTirdniH hkaomosomskom
Atoku patogenosti nazvanom i lokus za brisanje enterocitend]. locus enterocyte
effacement LEE). Drugi korak je shnje signala u eukariotsku stanieupreko fosforilacije
SURWHLQD VWDQLFH GRPDULQD @GRaBAVAlstrakiRrnSgrotjereH UL]DFL N
akumulacijucitoskeletninkomponentiKAPER i sur., 1998.) i formiranja stupoJpedestala)
ojajanjau citoplazmi Ove worbe se vide elektronskim mikroskopoinjedno suod glavnih
obilje ga A/E patogenostiE. coli (SCHMIDT, 2010) V SRVOMHGLPQLP JXELWNRF
.R QD p QR je Wotdltijelsno sljubljivanje bakterija na povr@u sada ogoljenestanice
Inicijalno, ovaj tip adherencijeopisanje i kod enteropatogenih sojevali sepULKYDUDQMH
(3(& GRJDYD X VWDQLFDPD WDQNRJ FULMHYD D 97(& SUYHQ
Geni koji kodirajuadherencijusmje&eni su naLEE umetnubm u kromosomeE. coli
(DONNENBERGI sur., 19970 VD G U aL Y L & HSékf@cijskisistentp 11l (T3S koji
je potreban za sekrecilEE kodiranih proteina kodiraju geesci sep asekrecijskgroteine
tip Il za inciranje signalau stvaranji citoskeleta kodiraju espgeni. U sredini sueaegeni
koji kodiraju intimin *bakterijski adhezin iir geni koji kodiraju njegov translokacijski
receptorLEE R P R J X b&k¥¢ijamada XpLQNRYLWR cNj&® & R B PLIM BNEOM X U L
intimin i translocirani intimin recepto(Tir), & We&ulira priljubljivanjem LEE-pozitivnih
bakterijanastanicekolona i krajnjm X Q L & WhideiterQcaHrijevaBEUTIN i sur., 2007).
Tirje EMHO ®IHUHBISKXEUL]IDYD SRSXW KDUSXQD X PHPEUDQX |
N- i C-]1DY U aHowoplazmi SekrecijskiVXVWDY SRpL QM titopdazienD protaE UL MV N F
NUR] XQXWDUQMH L YDQMVNH PHPEUDQH L SUBGWD]L NUR
PHKDQL]DP SRGVMHUuDin@kpiju',PkRj® efékio@dprot€ine ubrizgava kroz
T3SS iglu direktno u citoplazmu ciljane staniceNRML SRNUHUH VWDQLFH FLWF
mehanizamGYLES, 2007; SCHMIDT, 2010.).
Intimin je 94-kDa protein vanjske membranesastavljenod 939 aminokiselira (engl.
Outer Membrane Proteinn, OMP) koji uvjetuje tijesno priljubljivanje za enterocite
(DONNENBERGI sur, 1997; KAPER, 1998.).1 intimin i Tir su kodirani eaéA genom
(XY ULMH 3jel€ae QKoplieghimu LEE. Prekoeae- negativnihnmutantakE. coli 0157H7
dokazanoje da je VTEC intimin (kao i EPEC intimin) esencijalanza reorganizaciju
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citoskeleta PATON i PATON, 1998.3. % URMQL UDGRYL RSLVZadgenMIDNX Y H]
sposobnosti izazivanjaolest (PATON I PATON, 1998.h BEUTIN i sur,, 2004; BLANCO i

sur, 2004 6DP LQWLPLQ SRND]XMH RGUHVHQXVTIKBEWEBURJHQR
]DYUAaHWNX NDIEC kojev@ XIVMNDRJgd$tdji i razlika u sekvencameae JHQD aWR
XYMHWXMH UD]JOLpPpLW W WKREdbdlERjap@sdiiGyb) Henit Qedphudaiza’ D
kolonizacijuslijepog crijevai kolong nastanakA/E lezija naenterocitimate je medijatorza
razvojkolitisa &o sevidi histopatoloki (PATONi PATON, 1998.1.

Prisutnosteae JHQD MH VQDAaQR SRYH]DQD V QHMHBtH, VHURW
0157:noAmotile (NM), 026:H11, O111:NM, O103:H2, O121:H19, i O145:NM koji
uzrokujubolestikao HC i HUS(ANON., 2007.9. Ovi izolati su fe &eiizolirani iz oboljelih
ljudi negoiz (zdravih) dvotinja, panemasumnjeda eaegen sudjelujeu sposobnostV TEC
da izazoveHC i HUS. ,V W U D & Erariz@@kojg pokazala da je sar@60%VTEC izoliranih
iz okoli @ bilo eae pozitivng, ali su XNOMXpLY DZB OMR RHY, ©121 1 0157
(VERNOZY-ROZAND i sur, 2004). 7 D N Réad pbzitivni izolati iz dvotinja, pripadaju
virulentnimserotipovimaD157,026, 0111 utvr {enimi u ljudi (PATONi PATON, 1998.1.

Ipak odreyeni broj VTEC ne sadrava eae gene dokazujuii da intimin nije uvijek
klju @nzavirulentnostu ljudi. Eae negativnisojevine mijenjaju citoskelet niti izazivajuA/E
lezije in vitro, ali susposobniuni @iti mikrovile enterocitaQD FUL M H v Xivd] gadel i D
sigurnoda postojedodatnivirulentni faktori koji kompenzirajunedostatalkaegena(DYTOC
i sur, 1994). Isto tako prisutnosteae genane znalp da & VTEC i proizvestifunkcionalni
intimin i uzrokovat A/E lezijle (PATON i PATON, 1998.) aWR SRWY UM X LV W L
PATONI i sur.(1999), te suserotipoviVTEC O104H21i O113H21 koji nisuimali eaegen
uzrokovalitri epidemije ANON., 199%.b). MORA i sur. (2007.)suu &anjolskojutvrdili
ovaj genu 26% izolataE. coliiz govedingi to u svima O157H7 VTEC, asamol19% P H Yy X
non0157 VTEC, zarazliku od studije BLANCO i sur. 2004 koji su dokazali dge 56%

N O L Qikdda¥bLiKljudi imalo ovaj gerBONNET i sur.(1998) su karakterizirali serotipove

0O6:H4, 091:H10, 091:H21, O roughH16, OX3:H- i O QH WL SitH Li2) paklj¥nata

oboljelih od HUSa, a svi su bilieaenegativhi. 8 VWXGLML X 1MHPDpNRM RG L
VTEC izolata iz bolesnika&ae gen je bio prisutan u 62,6%Q DM p H & i Hdok sGeéded F H
negativne VTEC infekcije dominantne odraslih osoba (BEUTIN i sur, 2004.).
BIELASZEWSKA i sur. W D NIRgvrdli da MH 97 (& 2 QDMpHAaUD VHU
izolirana iz odraslih pacijenata L Q D Md-@egativni VTEC serotip.
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'RND]DQR MH GD NMQ@DpLVP (BN KWDDQLFD HSIleaeHOD UD
pozitivnihi eaenegativnihVTEC. A/E lezije nisu esencijalne za razvoj krvavog proljeva ili
HUS-a u ljudi, alije YHULQD VRMHYD SRY H]D Qla&povitivRaY(GPLBESL. QGURPF
2007.). Sdruge straneVTEC sojevi kojima nedostaje A/E geWw D N &zidkuju oboljenje u
ljudi (NEILL, 1994), pa su BURK i sur. (2002.) SUH G @a&RselLovi geni ne smatraju
apsolutno potrebnima za patogenost, te da sVakeC soj treba smatrati potencijaim
EHEC sojem Prisutnost ili odsutnostae gena ubakteriji E. coli QH RGUHyYyXMH VSRVR
izolata da uzrokujuolestu ljudi (GILL i GILL, 201Q). 7 D N R pa$tdjeserotipoviVTEC
NRML XR S UEEQ@tbkPpatbhEnostikao a W RO91X21, 0O113:H21 ©128 a kojisu
WDNRyYyHU SRI¥stimd Q R WY UdaxiMixigi lfaktori SRMDpDYDMX YLUXOHQF
(ANON., 2007.32

Djelovanje verotoksina

Verotoksin Shigatoksin - Stx) se smatrajednim od najjafih toksinaza eukariontske
stanice & LWRWRNVQADPWLYHURWRNVLQD MH LUHYHU]JLELODQ D
kolona, stanicama bubrega i endotelu kapildzhu [@ni toksin o & iuje mikrovile, endotel
lokalnoi sistemskiposebicas bubregu mozgu ,VWUDALYDQMHP FLWRWRNVLQD
E.coi NRML VX ELOL L]JROLUDQL L] S izkEa beHa@ibWoksinimaGkiojM D UH M |
LPDMX VOLPpQX VWUXNWXUX L ELROR&ANX DNWLYQifeVaW NDR 6
dysenteriaeW L S D PR&H ELWL Q KOBRIEND CAVEQKDII83/).DQWL 6W]

I1HNL 97(& VRMHYL SURL]JYRGH VD BksinD @i d&kVdijugQ HXW U C
proizvode samo neneutraliziraM X 0 L WSB! ¥ heRi obdSTROCKBINEI sur.,1986.).
SRVWRML Y B&tokda(GYNES, Q007 )

-Stx1c porijekla su od ovaca, povezani ssagnegativnimVTEC i izazivaju umjerenu

bolest ili ne izazivaju oboljenje u ljudi

-Stx2c¢ povezani su s proljevima i HUBP X OMXGL D XRELpDWHXRL VX PH

-Stx2d povezani sueaenegativnim STEC umjerenim oboljenjem u ljugi

-Stx2det PLMBLMHRWRNVLPp QR VW u@ B UDHIDRO DUt B €dstainm M

mukozi crijeva sojevi sovim toksinom su visoko virulentni

-Stx2e varijantesu odgovorne za edem prasadijetko izoliraneu ljudi, aizazivaju

blagu bolestli nemaznakova bolesti ljudi

-Stx2f varijantep H V VizBlir&h¥ u izmetu golubovaijetko u ljudi
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Kasnije suwopisane Stx2garijanteiz sojeva porijeklom iz govedauzorakada LY RWLQMV N L
otpadnih voda ANON., 2008.3, a po novijoj nomenklaturiSCHEUTZ i sur., (2009)

S RWY Sy24/htijantdz E. coli, Stx2a do Stx2de Sx1 varijante Stxla, Stx2c i Stx1d.

6W[ WRNVLQL VX T¢QR kotbQKsin\sBIaMjer) bd jedne podjedinie
(premaengl. active kojasvojimC - | D Y U & HilZNWRdPsten oghet monomera polimerske
B jedinice (premaengl. bindingg pLMD MH |XQ NokdIMQID YQ-O DUBMWHLILpQH JOL
receptore QD PHPEUDQL FLOMDQH vatjaDtgMastt, S8 H C5tkR Ipdp
aminokiselina upodjedinici $ M H U, DI¢pKjé b B\podjedinici broj isti u sva tri toksina.
Podjedinice A UStxi Stxl suvirtualnojednale, jer se razlikuju u samo jednoj amino kiselini
mH y X ®tk2Pma samo 56% podudarnosti s drugim Stx toksinima u jednoj i drugoj jedinici.
ZQDpDMDQ VWXSDQM KRPR QO Rat@dieWALStD R MQYRjeyMHISYHhO L Q D
toksinom ricinom NRML LPD LVWL QDpLQ GMHORYDQMD

Razlike u homolognostodjedinia tcksha XW MHp X Q D. St WKidaHIXH | X
Stx2 imaju jednaku struktunpodijedini@, s time da je podjedinica A6 W[ Q Ha& WORd & U
se na isti receptor i inhibiraju sintezt M H O D @finHrivebh&h2mom, ali pokazuju razlike u
DILQLWHW# Kuburé Riy&BPATON i PATON, 1998.h LAW, 200Q; MAINIL i
DAUBE, 2005). 3SRYUALQVNL UHFHSWRU QD PHPEbBSQtoksihe(MDQH \
glikolipid globotriaosylceramid - Gb3, osim varijante Stx2e za koju je to
globotetraosylceramid Gh4.

9 H U la@dasH V @®dsuttod ljudi gastrointestinalni simptomi posljedica sistemskog
GMHORYDQMD WRNVLQD MHU WDPR QUUDKL@®PNG]IMPWU ISR M URGE
GR NUYDYH RYLVL RASHIRQ iCsur.,\MOBA\ st HHATONH PATON, 1998.1,
pa infekcija enterocita ¥ TEC ostaje lokalizirana bez septikemigShiga toksine NULW LpQL
virulentni faktor za bolesti uzrokovane ¥TEC (GYLES, 2007). VTEC ne mogu u znaty
mjeri invadiratini crijevne epitelne stanice, pa je vag sistemske bolesti posljedicagona
Stx-a iz koloniziranih bakterijau lumeru crijeva u slojeve tkiva ispod i cirkulaciju. Stx
SUROD]L NUR] WUDQVFHOXODUQH SXWRYH SUHNR LQWHVW]
(ACHESONIi sur., 1996.) .DGD SURYyH HSLWHOLMDOQX EDULMHUX L S
Stx ciljativosSULNODGQLP JOLNROLSLGQLP UHFHSWRURP 6SHFI
RYLK UHFHSWRUD QD UD]J]OLpLWLP YUVWDPD VWDQLFD L WN
(LINGWOOD i sur., 1996.cit. PATONi PATON, 1998.). 9LVRND UD]JLQD *E MH XW
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.H. Za
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razliku od ljudi VTEC X JHpHY D ptdmjdieXDFHNXPX NRORQX L ALYpDQRF
QH L X EXEUH]LPD MHU rddilodsusfa GhIREHARBSON &, 1992).
9DAQRVW VSHFLILPQRVWL 6W][ démdhshFaliR ididacipib gS W RIHQH]
podjedinice Stx2e toksina promjesm aminokiselina kao u Stx2 toksinu. Zamjena
DPLQRNLVHOLQD PLMHQMW RISHEQDLHD REW XP XBV LAWVDR RIH] X OV
FLWRWRNVLpQRVWL |D UDJ]OLPpLWH YUVWH VWDQLFD

NLMH YDADQ VDPR XNXSIHNRMGWIEDG®LFE YHU VDVWDY L
XWMHpPpX QD NRQIRUPDFLMX ROLJRVDKDULGQF rée¢RIREERQH QW
UD]J]OLPLWRP VSHFLILPQRP DNWLYQRVWL 6W [viwRAMNReLQD ]D
VSHFLILp QyetyuNVID MiDpdidloliy L U D @tamb #ézu (LINGWOOD i sur.,
1996. cit. PATON i PATON, 1998.1). Ima sugestija da interakcija S& sa glikolipidnim
UHFHSWRURP QD SRWWAHH QI LSV jefsEi@iskiR shXgeni
krvnih grupa JOLNROLSLGL L XGSEIMIeHnaMod nidhifestaciiUS-a je
PLNURDQJLRSDWVND DQHPLMD NDUDNWHULVWLPQD SR I1UL
HULWURFLWL RAWHUXMX L PHKDQL(PATONR RATEON,1998GD N XS O M H (

Nakonvezivanja Bpodjedini@ naciljani glikolipid VW De@kerplipae GRPDULQD XOD]
A podjedini@a kojazaustavljafunkcioniranje stanicebog utjecajaVSHFhIVERVYWDQLpPpQL
mehaniama. Molekula t&ksina ulazi receptorom upravljanom endocitozara unutarnju
S R Y U@daKEeKudu translocirane u citos@BANDVIG i sur.,1994.; SANDVIGiI DEURS
1996). Za vrijeme ovog procesa podjedinia sesvHaH SURWHD]RP L] PHPEUDQF
N D W D @MKtivwid feNrlinalre fragmene Al i A2, vezam sulfidnom vezom.Veza se
SRVWHSHQR UHGXFLUD L RVOREDYD DNWLYQX $ iKidRkPSRQHQ
VSHFLILPQX JOLNRKNCGRAMDHNMSHFLILPQX DGpH®@jedhiecED]X UL
napadnute stanic&ao i biljni toksin ricin.(SANDVIG i DEURS,1996; SAXENA i su.,
1989, cit. PATONi PATON, 1998.). 3BRaWR MH DGHQLQ ED]D QD SHWOML
produljenje o kagm ovisi vezanje aminoacil tRNAa ribosomskupodjediniai, njen
nedostatak inhibira produljenje peptidnog lanca u sintezi proteina i obavezodi dinv
propadanja smrti stanice FRASERI sur., 2004.).

Propadanje endotelih stani@a (EC) dovodi do V NY U [aDi Yddv@ji&hja endotela
glomerula nakupljana ILEULQD L SORPDVWLK QDVODJD X EXEUHAQF
(RICHARDSONI sur.,1988, cit. PATONi PATON,1998.. 'ROD]L GR |DpHSOMHQMD
L UHGXNFLMH RSVNUEH NUYL X EXEUH]LPD V SRVOMHGL|
XJURNXMH L ILJ]JLPNL RAWHUIHQMH HULWURFLW Pposébhnd WHPVNL
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kapilarama utrobemozga i pankreasePATON i PATON, 1998.H. SDWRIL]JLROR&NL QD
RVLP RAWHUHQMD HQGRWHOQLK VWDQLFRQMKRWRMWH SR Y DO
plazma agregacijskoj aktivnosti te pojavi abnormalnog faktoraplditmeu akutnoj fazi koji

vodi ka agregaciji trombocita i trombocitopendpurpura

Izgleda dasuza UD]J]YRM PDNVLPDOQLK RaAWHUHQM Dpoté&nD YULM

Stx toksin L G R P D ifili Qaitlrijski medijator upale za poticanje ekspresg recepbra.

Dokazano je da jeroizvodnjainterleukina i TNFa glomelurain i proksimalnih tubula

endotelnih stanicanduciranaverotoksinom(KOHAN i sur., 1997.,cit. PATON i PATON,

1998.9, a potenciplni izvor proupalnih citokinadL- EIL-6, IL- L 7 1 ¥u monociti i

makrofagi. Ova lokalna proizvodnja u ovakvim stanicama kadrugim stanicama bubrega,
RVLIXUDYD PDNVLPDOQX LQGXNFLMX HNVSjetivgdt atbt E SR Y +
,VWR WDNR MH GRND]DQR GD VH 6W[alng starite @ Dhidi@R P HO X
PLWRJHQH]X SD MH PARithjeiphul@dya dadljedibbXdinerivg utjecaja Stx na

ove stanicdROBINSONI sur.,1995.,cit. PATONi PATON, 1998.1.

PR Y Hal Ba&na IL- MH VQDAabDQ VHOHNWLY Qtant PAiMotinD WR U L
leukocita. Citokinom potaknut polimorfonuklearni leukocit X]URNXMH XSDOQD R&
endotela Enzim elastaa RV O R &iR §idh€yentnitpolimorfonuklearnh leukocitakatalizira
UD]JJUDGQMX H @&XWW adnghiatElntarh] Datks i uzrokuje odljepljivanje ECod
EDJDOQH PHPEUDQH L KUSAVHSHRWRIORHA I$X RABQJ ¥ RpgehivnX |/
VWDQLFDPD NRORQD 8SDOD NRMD VH UD]YLMD YMHURMD
RODNADYD SUROD] 6W[ L] OXPHQBURLEYHSsX. 2Z00EPXNR]QD SRG

(SLGHPLROR adk&rupMmesdptipdvegotoksina na razvoj bolesti, g VTEC
VRMHYL NRML SURL]YRGH 6W[ pH&UH SRYH]a@nih kojWwHALP V
proizvode6 W[ LOL pDN R EKXREANTSOUSR BUN XI99Q)D

MRJXIREMD éaj@ MaHe&nMivo transkripcija genétx2 YHUD QL& jein
vitro dokazano ddranskripcijaStx2 ovisnihtoksina LMH RYLVQD R SRYHUDQMX I
LRQD aHOSMHWEINSIRN i sur.,1988). 7 D N R kidHdltivnostStx2 promotorane
X W MhiHogrHotski tlak, pH, kisik, aciditet dostupnost ugljikeza razliku odStx1, a samo
neznathoXWMHpPpH SR UDMYHVDARFER iLsOrWLOE)HIsto takoje dokazano da
su VWDQLFH (& EXEUH a utalosjbtiipviiel ia [5tx D) nego na StLOUISE i
OBRIG, 1995). Studije su dokazale da postoji razlika u broju mjesta za vezanje Stx2 i Stx1
QD SRYU&ALQL (& EXEUHJD 1DLPH SUHWSRVWDYOMD VH GD
UHFHSWRUL SUHIHULUDMX YH]JLYDQMH 6W]| awR GRYRG

27



FLWRMWSR (PATQN i PATON, 1998.). 7DNRjgHIR W Y U y BeQRrtngsizkroza
tubula korteksa bubregai oralnoj infekciji P L & H&@157:H7sojemkoji proizvodijedne i
druge toksine PRaH V S nuhizeldijanwhhonoklonalnim anttx2, ali ne i sa antBtx1
(WADOLKOWSKI i sur.,1990)

Procjena patogeneze prema tipu Stx tokskamplicirase pLQMHQLFRP GD SR
prirodne varijacije u sekvencama aminokiselind U D | Gdrqtip®epkgotovo unutar Stx2
tipa (SCHMITT i sur., 1991.;LINDGREN i sur., 1993.;PATON i PATON 1998.1.
LINDGREN i sur. (199.) su PH Y X D] OL\BNEW wutvrdili dva visoko virulentna Stx2
izolatg serotip 2 + pLMD MH#ILO/CFU za razliku odLD50 >10' drugh Stx2
izolata Posumnjali su dge odaktivacije staniamamukozecrijeva |D SRYHPDQMH YLUXO'
izglednije da ovi VTEC Stx2 izolati nose dodatr&tx2 ovisne toksine. Smatra seda
proizvodnja WRNVLQD NRML VH PRJX DNWLYLUDWL SRGLAaH YLU
drugih virulentnih faktorskao na primjereae genau gore navedenim O91:H21 izolatima
(MELTON-CELSA i sur.,1996.)

U VTEC izolatimadokazane surbjne varijanteStx1i Stx2 a WiKRzujenaraznolikost
Stx obitelji, pa postoje brojni primjeri razlikanutaristogserotipaVTEC.

BAKER i sur. (1997 cit. PATON i PATON, 1998.h) suu izolatimaE. coli O157:H7
koji su sviposjedovaliiste genestx], stx2i eae potvrdili razlike u virulenciji U studiji u
Finskoj je ispitano 173 VTEC izolata pacijenata od kojih je ptipadaloserotpu 0157
W D N REHdshkEin kombinacijom genastx2i stx2c Nasuprot tome od 62olatanon
0157 serotipa, jedan je imatx2i stx2cgene,dok jesamostxl X W'Y U $H Q@amastx2u 15
non-0157 izolataNekoliko norO157 VTECje izolirano L] V O X plOvaOA&6: H28/Hi
0101:Hsstx2 te QL74:H2 O Rough:H4 O Rough:H48stx2c =DNOMXpHQR MH GD V
faktori za razvoj HUS-a dob (1 do 5 godina)infekcija sa sojevimaasStx2, Stx2¢g te
prisutnosteaei hlyA genau oba serotipa®157i nonrO157(EKLUND i sur.,2002)

U Danskoju LVW U DREoZYDIGMXREW J RXG\L\YQDfaKtQriLrizika za razvoj
krvavogproljeva(HC) i HUS-a. Za HC tosu VTEC s eaei stx2genom O serogruped157 i
0103i SRY H @39 ttbk suzarazvojHUS-a N O Meapi@tk2 ali kod dobrh skupina
djece P O D y Ag&dauz krvaviproljev (ETHELBERG:I sur.,2004).

HEDICAN i sur. (2009.) suX LV W U ad ROOD (N2006 godineutvrdili da su
pacijenti inficirani s bilo kojimVTEC serotipom Q157 i nonO157) ali saStx2 pH&uH
razvijali krvavi proljev(71% nasuprot 53%bili hospitalizirani(27% naprena 8% i razvili
HUS (7% prema 0% za razlikuod pacijenata koji su bili inficiranserotipavima sa Stx1
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OHYXWLP DNR VH L}GI3RMKH&VQ@PMRHQRLOR |]QDpDMQH UD]JOLNH
LIPHYX VOXpDMHYD X SXKRilMsaRdStM ¥pdviROLUDQL

1D NUDMX Y H] Dprbii¥oHnjeX sfiovopnosti VTEC soja da izazove HUS nije
apsolutna, jer su i VTEC sojevi koji proizvodenso Stx1, sposobni izazvétolest(PATON
PATON, 1998.1.

Patogeni sojevi VTEC ne proizvode samo Shiga toksine nego mogu proizvesti i druge
YLUXOHQWQH pLPEHQLNH NddgtiLapPoRr\odsS RLYaH D WQ DW\HFRAM @ XW H
virulentnom plazmidu kromosomu PATONi PATON, 1998.h).

GYLES (2007.)je VD&AHR GRWDGDAQMH VSR]iQdieto iR pBYLP DN
grupama nafimbrijske adhezine, nefimbrijske adhezine, prote&ie flagelin i LPS, te
toksine.

Enterohemolizin(EHEG-hlyA) kodiran plazmidome pODQ IDPLOLMHU57; WRN\
prije opisanintimin jedan od Q D Mepdibkazivanihn pLPEHQLND YLUXG#HQFLMH
KHPROL]LQ MH FLWRWRNYVLDpDQvepia piagukeiiw st @dda VaVD Q L F H
EXEUHAQLP WXEXODUQLP VWDQLFDPD ,QWUDYHQR]QD D.
trombocitopeniju (PATON i PATON, 1998.H. 2VLP aWR OL]JLUD HULWURFL
KHPRJORELQ NDR SRWHQFLM D ORAWHtRMaheH D NOHjdvAVD. KE D N W
VWDQLFD L SRWLpPpH SURL]YTRASENKE Xsu8,2600)SDOQLK FLWRNLQD

BEUTIN i sur. (1989) su utvrdili da 87% VTEC sojeva proizvodi hemolizin koji se
UD]JOLNXMH RG XR Edfp bavholigz@-HiyA) QROWVY S D QGDUGQLP NUYQLF
5D]OLND X-HyNDEHEC-HYA RGUHYXMH VWDQLIREKMEMBYAFLILPpQR"
VXGMHOXMH X PRGXODFLML XSDOQLK SURFHVD X YH]JL V (&
il LPSom (BAUER i WELCH, 1996).

OHYy X L]R @DcalilCARY:H7 serotipavisok je postotak EHEC hlyATako je u
LV W U D SCPNDIYA Xsur. (1995) svih 22 izolata E. coli 0157:H7 bilopozitivno na
EHEGhIyA, te 12/25drugih VTEC sojeva, dok neXTEC djarogeni sojevi nisu imali
EHEGhIyA. Nasuprot WRPH LV W U D allyAB&MEaO01+1:8 pokazala su 99,4%
homolognosti s oniaiz O157:H7(PATONI sur., 1996).

Unutar VTEC sojevazoliranih u 16 od 18 pacijenataa simptomimalUS-a dokazaa
je njegowa prisutnostL XWYUYyHQ MH HQWH ddk HeHsBrRoD4 o 1P MdlathH Q R W L S
pacijenata sa dijarejom imalo ovaj fenotip i genofRekonvalescentivX WDNRYHU LPDO
serumu antitijela na EHE@IyYyA Ovo sve navodi na povezanost enterohemolizina i
sposobnosti soja da izazovelest(PATONI PATON, 1998.1).
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BONNET i sur. (1998) su iz bakterijskih izolata pacijenatasa HUS-om utvrdili
enterohemolizin Ehly) NR GLUD MKX (smaJl V@ izolata, te] D N O Md4 psin@1a
H QW H U R K H P Roadoije@razveje-ius-a, di nije apsolutni preduvijet.

a W R WM pb¥ezanosti Ehly eaegena RQ MH Q Dy H Qea¥pdityBih WeaesS D
QHIJDWLYQLK 97(& OHYyX VRMHYLP Bach¢zit@mWhX\GEC Kile) sl QVNR M
pozitivhe i na enterohemoliz u usporedbi s 35%aenegativnih sojevaBEKLUND i sur.,

2001.).

=DNOMXpDN MH GD RVQRYWDE(Qproduijta Bay dda&rivh HakioML K
YLUXOHQFLMH XNOMXpXMX KRPRORJQRVW V SR]QDWLP ID
ulogom u patogenezi i regulaciju poznatim regulatorima virulentnih gena. Odsutnost dobrog
ALYRMRUQMR'GHOD NRML RSRQD3ED EROHVWL X OMXGL L YM
YLUXOHQFLMH VDPR PDOR GR SDLYQUrstipHRaejds X I0oHi @awWogd RVWL R
virulencije (GYLES, 2007)

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

ORJXUD GHWHNFLMD 97(& VRMHYD X UKUODRRL WRWR\ALP XY
brojnim serotipovima bakterij&. coli. Osim E. coli 0157 po biokemijskom fenotipu nen
2 97(& VRMHYL VH PHYyXVRBOR QKLWUDIROMEMMX RYLK VI
kompliciranom jer zatMHYD WHKQLNH NRMH VH X UXWLQL X ODERUD)
non 2 97(& MRa XYLMHN XJOMEXN@IRR., QIBER]QDWD

Izdvajanje UD]JOLpPLWLK 97(& VRMHY DR X DDMRtEQmadP D M H
infektivnom dozom TUTTLE i sur. (1999) suu hranikoja je bila povezana s epidemijom,
metodom najvjerojatnijeg brojaMPN (engl. Most Probabé Numbe) utvrdili od 15 do samo
0,3mikroorganizma po gramu hrafgiafekciju izaziva manje od 100nesenibstanica) Stoga
otkrivanje bakterija zahtijevizrazitoosjetljivetehnike jer malobrojne stanice u neselektivnim
KUDQLOLaAWLPD ODNR SUHUDVWH 6oi¢gXW YDECPdUNDgj&ljomUD 6 G
komponenteaektivnih bujonaFENGi sur., 2001).

6 O L grQoitn patogenima/TEC nisujednakomjernoU D V S R U HhijaHiQ@etde 8 Roj
nalaze u malom broju zajedno s velikimbrojem inhibitornih organizama XNOMXpXM X |
nepatogeneojeve bakterijéE. coli. Te stanicesu p H \O¥jeRjivije na a X p Q H aMiBidike
ili druge inhibitorne tvari N R U L aiWwhidag@ibh hranjivim medijimg pa je za oporavak
R & W H tdrrh potrebro pred R E Rehiziu neselektivnim medijima kojeg U Hslijediti
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WHKQLNH VSHFLIpdgvwh testeVGEAFLISI Hsu., 2008). ZERJ WHAaANRUD X
izdvajanjubakterijaL] UD]O L p patakb iKABINGRID,NENRINEEDYDMX VH SULPLMHC
tehnike otkrivanjgGOURMELON:I sur.,2006.).

Do sada uspostavljene metode za detekciju VTEC @&Ziaju se na serotipizaciji ili
IDJRWLSL]DFLML aWR QLMH QDMEROWRLL pUW V3&oREa. XREGHQ WL
XYLMHN VH XQDSUHYyXMX LPXQROR&NH PHWREkikaBjeUD]YLMI
XNOMXpXMXUL L \ANAN,HE.h. RehizdndoQaihélmetod® D R auzbgBj rd H
hranjivim podlogama uz biokemijsku V H U R @&néiflkaciju zahtjevaju intenzivni rad i
vrijeme, a dadobivanjarezultata treba nekoliko danBnzimatskd neenzimatskenetode se
ubl]YLMDMX D SRVWRMH L NRPHUFLMDOQR GRVWXSQL NL
osjetljive ali je potrebno nekoliko koraka za postizanje boljih rezultata, te dodatnih jedan do
GYD GDQD /DQpDQD UHDNFLMD SROLPHADDQRMA VB&6 RRFPIRIK I
organizamate je primjenjiv standardnii PCR u realnom vremenuRgalTime PCR za
SUHWUDJX MHGQRJ L OLsivhpléKks imtiQIEkIL ROR irocekiddk PRRH ELW L
LQKLELUDQ VDVWDYRP KUDQH L YHOLNRP NROLpPLQRP QHFL
eventualne inhibitorne tvariGRYRGH GR QHXVSMHaQH UHDNFLMH L OI
HNVWUDNFLMD '1$ WDNRYHU WUDMH R G U HepahQmRstopakL M HP H
RERJDULYDQMD L LOL LPXQRPDIJIQHWVNH VHSDUDFLMH ,06

,DNR VH QRYH PHWRGH L GDOMH VWDOQR UD]JYLMDMX X
NRQYHQFLRQDOQLP NXOWXUHOQLP PHWRGDPD NRMH WHAaH
bakterije DEISINGH | THOMPSON 2004)U VYDNRP VOXpDMX WEAHED QD
dijagnostiku VTECQHGRVWDMH MHGQRVWDYQD PHWRGD NRMD VH F
(ANON., 2004.3 a prvi korakje u upoznavanju ne@®157 VTECi UMH&ADYDQMH SRWHS3Z
njihovoj detekiji i karakterizaciji ANON., 2004.H.

25.1. . O DV Ine@dtedetekcije iizdvajanja verotoksigenih sojevaE. coli (VTEC)

Ne postoji jedinstvena propisana metoda za otkrivanje i izdvajanje verotoksigenih
sojevaE. coli. Postupci za izdvajanje sojeva VTEC razvijeni su prvenstveng&.zeoli
2 + WH QLVX SULODJRYHQL UD]OLpLWLP YUVWDPD X]RU]|
uzorci (ANON., 2004.). Uglavnom VH NRULVWH NODVLpPpQH NRBWXUHOQ
97(& BWREXKYDuUD RSUH SRVWXSNH ]D RERJDULYDQMH L]JRO
VYLK LOL Y Helto) H kmitrsirtd YnBtode z&. coli 0157 kao glavnog predstavnika
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VTEC (EHEC)skupine(FENGi WEAGANT, 2002). Verotoksigené&. coli O157:H7 je p
biokemijskim osobinam& HW IESéop gHURWLS aWR VH NRULVWL SUL L]GY
ostalih norO157 VTEC(STROCKBINE i sur., 1998.Xombinacijom ovih metoda teoretski

se mogu izolirati sojeviE. coli UDJOLpPpLWLK ELRNHP L NMeKdtLuzomDHoaDe\ W H U L v
paWDNR L X &MR® bé&Ndaydimpostupcima trebaju potvrditi kao VTEC.

Oporavak i u P Q D & DVQBRCH

BXGXuUL E DoliNi57 RELPp QR  SulbloyiXx¥o @QBU/g metodadetekcijei
selektivno R E R J D U u BuipQuibBlinanje25 g hraneje obaveznoMetode koje su razvijene
zaserotip 2 + ED]JLUDMX VH QD XSRWUHEL VHOHNWLYQLK SRC
VX GRGDQL DQWLELRWLFL ]D LQKLELFLMX SUDWHUH PLNUI
VRMHYD L] P lekjshé PapidaciemBNWURWRNROLPD V SUHSRUXpPpHQF
peptonskom vodomBuffered peptone waterBPW) s dodatkom va&womicina, cefiksima i
cefsulodina pozadinska mikroflora j@jmanja DOL MH SRV W RiakzijaR &dliy OMDY D
0157 RAWHJERLKWWHPSHUDWXUQLK SURPMHQD LVXaAaLYDQMD ¢
jednak nuli EDEL i KAMPELMACHER, 1973.;O0KRENDIi ROSE 1989.).

Za serotipE. coli O157:H7 najbolji uvjetisu u mTSB ili mEC, sa novobidgmom
(mTSB-N ili mEC-N) i inkubacijaod najmanje 18 satii 42 °C (DOYLE i SCHOEN] 1987;
SZABO i sur, 199Q; HARA-KUDO i sur, 1999.). Pogodnost R G U H yibuf@riaK
najvjerojatnijeje UD]O U RRW DU D ]| Ol /b RW RKi N arfaniZashBuQtéstD, paje za
R & W HE.HQIiHO157 bolja inkubacija nat2 °C u BPW s najmanjm antimikrobnim
dodacima(OGDEN i sur., 2001.; DRYSDALE i sur., 2004.) HEPBURN i sur. (2002.)
preferirajuBPW i TSB savankomicinom i novobiocinoniD R A& LY CEMdIMI1EY M th,
anavoded X pQIHN DR P R J X U Lkdji bi BgadHrhibiratoporavakbakterije

Za rast nor0157 VTEC nekimedij mogu biti pogodnikao modificirani tripton soja
bujon (MTSB) i BPW, dok drugi mogu inhibirati ili zaustavitast ovih sojeva treba ih
izbjegavati BAYLIS i sur.,2003; i 2004. cit. BAYLIS i sur., 2008). CATARAME i sur.
(2003) su XVS RUHYVYLY @ijantétDdt@nLspjba Bulpn&TSB) zaizolaciju serotipowa E.
coli 0261 O111. Studija je pokazalada jestopa rastd&. coliO26 ELO D ¥ TsBpnJI BB
(TSB sadodakom S X | H U @ihLsofi &d 1,5%) i modificiranom E. coli (mEC) bujonu (TSB
sa smanjenomN R Ooimp & ®p Q L Kna\LR2%. & WeRu skladu sprethodnim studijama
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HARA-KUDO i sur., 200Q). RastE. coli 0111 soja je na41,5 °Cu TSB bio Y Hiidgo u
mTSB,

U uzorimafecesaV YHOLNRP NROLpPLQRP LddiEIsiEzaW&ddigH PLNU
NRUL&AWIOQNH NROL p teuiit, mo@MoLiE, vaRkonidihD cefiksin(2,5; 20;40 i
50 mg/l) svi nacijepljeniVTEC izolati sui izolirani &WR GRND]XMH GRGUR DY PG |
rasti RERJD U 1AY D Qad#ada/TEC (HUSSEINi sur., 2008.).

VIMONT i sur. QO06.b J]DNOMXpXMX GD QHIpERWWRMN BORDG
R E R J D U MYHCQOMiCautori navode da s&SB koristio u velikom postotkuLVWUDALYDQM
(39,3%), jer seove komponentd Q DbWRIULVWH |]D RERJD UL Ype@&Maani8 DW R JH Q
PHWRGDPD 8 VYDINBE WQOUDMEKLWRP MHiikdikaQidsha MR P
propisanim standardnim protokolima SRMHGLQLK DJHQFEdMDanlDikg aWR V.
Administration (FDA), Nordic committee on food analysigNMKL), International
organization for sndardizatior(ISO), Health protection agencyHPA) je X aL UR NdRIM X SR
(ANON., 1998; 1999c.; 200L.; 2008.4a).

U 60% eksperimenatamovobiocin MH ELR QDMpH&a&UH NRék@MWoHQ DQW
JOHGDMXUL 97(& VX RMWtRRAbL®Y a@ibku@dirsEddantibiotikau bujonu
]D RERJDUL ¥BRI@NWHVTEO iz hrane VH R E M DQANDHIIRYIR P WoReM&/ LP QR V'V
Y H U grentpozitivnih bakterijai slaboj aktivnosti prema Y H U gr@ntnegativnihbakterija
(PAO i sur., 2005. lako je 20mgl* S U H S R Wohpehigabijanovobiocina nekestudije
pokazuju da je z8% nonO157VTEC sojeva N U L Wrijgol@8r Y Hod 16mg 1™, a 31% tih
sojeva20 mg I inhibira dok je zaE. coli O157:H7k U L Wurife@nbsttek od 32 mgi .
Uglavnom sojeviE. coli 2 + VX ]QDpDMQR RWSRUQLM-DIgH/TQRYREL
VTEC sojevi (VIMONT i sur, 2006.3. MORA i sur. (2007.) za izolaciju O157:H7 iz
inhibitorne flore mljevenog mesa koriste dodatak antibiotika, @oreD157 VTEC bujon bez
dodataka.

AWR VH WLpH XWMHFDMD WHP 8P Q D SBE@HE N WD R ISOWG Q B
na 44°C, a tosmanjuje rask. coliO157:H7 ANON., 2004.9. DOYLE i SCHOENI(1984.)
VX X VYRMLP LVWUDAQLYDQMLPDfEZWRAELORWGTIX Q/RMARH WU B MWUXC
serotipa Optimalna temperatureastak. coli O157je 41,5 +42 °C (BOLTON i sur.,1995;
HARA-KUDO i sur., 1999.;SCOTTERI sur., 2000.,0GDEN:I sur.,2001; CATARAME i
sur, 2003). Metodom GLUHNWQRJ E UR M D Q@MaDnkdbRaDiRaha MIDC@D SORD
uzoraka mljevene govedine, sira i feferona pokazala je razliku u broju ukupne mikroflore od 1
log manje nego na 3T (DRYSDALE i sur., 2004).
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Vrijeme inkubacije wstandardnoproceduri za izolacijiE. coliO157(1ISO 16654:2001L
uz upotrelu mTSB s dodatkan novobiocina ]|D S RV W L ] D@elinkinaEnbiga ez ultata
propisano je naamo a Hsatha 41,5°C. Ipak VIMONT i sur. (2007.) su utvrdili da pri
X R E L p DkbhEe@tRdi novobiocinma utjecaj na rasti E. coli 0157 i non0O157, te
usporava rast za 5/6g10u 12 sati, pad HVIYW L X P Q D & [ oktamiheRij& n® mdada
biti dostatno HARA-KUDO i sur. (1999.)su i prije XV Svpiidijenili SURWRNRO LGHQV
ISO 16654:2001 standardali s inkubacijomnajmanjel8 sati.BOLTON (1999.) smatra da
za U D] Owgid MaHe treba koristitiD ] O LyijemMeRkubacije(za sirovo meso a H3atva
mlijeko, sir ipitku vodu od 20 da24 sata).

Za izolaciju serotipaO157:H7iz hrane OGDEN i sur. (2001.3u SUHSRUXpPLOL GRG
imunomagnetskih kuglicaa koje sunalijepljena antitijelaza E. coli O157H7. MHy XW L P
izolacija ovom metodom komercijalip@ usmjerena samo na izolaciju VTEC coliO157:H7
(ISO 16654:200%ili unovijevrijeme QD W R p@Q RiserotipoveO26, 0111, 01030145
UztojeRYD PHWRGD VNXSD |]D UXWLQVNRBAYHYNUL\PDORMH YHUOH.

Izdvajanje i identifikacija presumptivn ih VTEC

Danas je za izdvajanje VTEC O1S&rotipaiz velikog broja kompetitivhe mikroflore u
SULPMHQL YLAH UD]JOLPpLWLK NUXWLK VHOHNMAEOOGKEK SRGOR
Agar (SMAC)koji se osniva nae@sposobnosfermentiranja sorbitol@MARCH i RATNAM,

1986). NjegovaSRpHW QD QL YV N® S\RHEGRHD{UNEIMA@R dowakom cefiksima
koji je inhibitor bakterija rodaProteusi telurita koji inhibira bakterijske vrstd’rovidenciai
AeromonagCHAPMAN i sur.1991; ZADIK i sur.1993). 9 H U Ist@ridlardiziranitprotokola
za hranu(ANON., 1998; 1999c.; 200L.; 2008.a) ali i za G L M D JQ &zarke Lfpddda
propisuje SMAC/ CT-SMAC agar za izolaciju O157:H7 kao jedan od agara izp8KRON.,
2010.9.

Ipak, ispitivanjem46 poznatihreferentnihsojevaE. coli na SMAC agary dobiven su
ODaQR QHJDW(BYW)L aispiivanie WwdakbLhraneSSRND]DOR MpdstpQIDpDMD Q
(57,3%) ODAaQR SR]LWH 6RQIK7MBRAF| DKREMSMAIER, 2001.). 3R d8%R
izolata E. coli nonO157:H7 ne fermentira sorbitol, kao i bakterljdorganellai Hafnia,
izgledat iIHLGHQWLpPQR 2 +(EWIR® FO84).MIDIR BR | EHLERS(2005.) su
potvrdii QHPRJIXUQRVW CESMACHaghruQYD VL J XiddRdt &ératip E. coli
O157H7, te su sorbitol-negativne kolonije dobivene nakon selektivnolRERJDULYDQMH
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imnunomagnetske separacijMg) na CT-SMAC agaruidentificirali kao pripadnike roda
Burkholderiag Pseudomonas Aeromonas spp. i Vibrio. 6OLpQD LVNXVWYD VX
GOURMELON i sur. (2006.kadasu iz X]RUDND &N R ORVENRD ®iIMEDHRERQje
rodaAeromonaspp.i Shewanella putrefacienzsgledak jednakdkaoE. coli O157H7.

Postoje t D N R y ddubitokpozitivni serotipovi E. coli O157 (FRATAMICO i sur.,
1993) WH LK 60%$& QHUH GHWHNWLUDWL 7DNYL VRMHYL VX
VOXpDMUSYaL P DL MHPDpPpNR NSUNZER BNR 1P92. BIELASZEWSKA i sur.,

QDGDOMH RYL VHURWLSRYMRVXPBYMNWBESHRDH ODMQID &N

izolaciji E. coli 0157 (PATON i PATON, 1998.H. GYLES je (2007.) primijetio da su
XRELPpDMHQHYRWEYWRO/RMHYL 97(& 2 + UDALUHQL aLUFR
0157H- QHSRNUHWQL VRMipdzitivnREGH QR MREIEELMRIOX RGUHYHQ
Europe. MELLMANN L VXU VX PHYyX (+(& LIRODWLPD EROHV
HUS-a utvrdili 67,7% izolata koji su pripadali serotipu O157:/H7 od kojih je 30%
pokazivalofermentacijusorbitola.

$WLSLPWE cUIRM57:H7 kojifermentirgu sorbitol ne mgu seidentificirati na
standardnim medijima za otkrivanje na osnovi sorbif®@AYLIS i sur., 2008.)

lako je CT-SMAC agaru 4L U R N R MzaXz8l&ljuBEhlV TEC, ZADIK i sur.su MR &
1993. upozorili da kombacija ova dva dodatka inhibira rast 6 E4coli. Postupak na ovom
agaruje ipak zbog dominacije sojeva O157:H7 i O157wHetiologiji bolestiu SAD i Europi
QDMGXaH L QDMpHAaUH NRUL&AWHQ SRAKWWEIEAEN cdlDOISTGY DMD C
bolestisu povezaeas mnogim drugim VTEGerogrupama D QDMYLAH LK MH VRUEL!
iako postoje i sorbitol negativnATON I PATON, 1998.1).

=D N O MzRdquQ&ijacija unutar serotipa i navedesiojstavaagaraSUHS RUXpXMH V
N R U L &wdgth@niediih, kao & W RoVijKkromogenimediji (BEUTIN, 1999; DE BOERi
HEUVELINK, 2000.)

KDR SRERS&SWAE BgarMddodan 5-brom-4-klor-3-indol-3-D-glukuronid (BCIG)
VXSVWUDW |D-dukiviridsze(GMD) (OKREND i sur., 1990Q), te su se ubrzano
razvili kromogeni i florogeni agari za detekcij®157H7 (RESTAINO, 1996; 1999;
BETTELHEIM, 1998). Ovaj QD p L Q G st\dshMvA Rdelkztinatskj aktivnostiGUD koju
proizvodipreko 95% E. coli XNOMXpXMXUL L DQDHURJBetp UBKMHYYH GRI
GUD ngyativan DOYLE i SCHOENI| 1987). Uklapanjem BCIGu selektivni medij i
djelovanjem ili odsustvomGUD dobivamo kolorimetrijsku reakciju na osnokoje
razlikujemo kolonije. Proizvodnja ovog enzima kod drugihbakterija iz porodice
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Enterobacteriaceage rijetka izuzewojedinih sojevaodovaShigella(44-58%) i Salmonella
(20-29%) (MANAFI, 1996.) 7 D N Rgdtbjeé iGUD pozitivre varijane E. coli O157:H7
(GUNZER i sur., 1992.HAYES i sur., 1995. MANNA i sur., 2010.kaorijetki izuzeg koji
neumanjuj ]QDpDM RYLK SRGORJD

Ako se kombiniraju flukuronid i 3galaktozidkaoi VRUELWRO |D IHUPHQWDF|
NRPELQDFLMD RELOMHAMD EDNWHULMD UH VH SUHSR]QDW
EU]X SUHVXPSWLYQX LIGHE@RVEE. CHib& stdjXS O RFENGH POVL;
BAYLIS i sur., 2008.). MARTIN i sur. (1999.) su upravo na gore navedenopsnovi
predstavili novikromogeniselektivnimedij O157:H7 ID agar<gtarijeg nazivaD157 H7 IDF
ili novije chromID O157:H7 bioMérieux, Marcy I'Etoile, Franckza izolaciju i otkrivanje
bakterijeE. coli 0157 H7. Na ovom mediju glukuronidaza negativni}GLUC(-)) sojeVviE.
coli O157H7 NRML Q HR-glukjirddaxkoriste RB-galaktozid- galaktozidazagozitivni
(B-GAL(+)) sojevi, pojavljuju sekao kolonije prepoznatljive iGUXJDpLMeébtdilRBH R G
GLUC i -GAL pozitivnih sojevaE. coli. Fertilnostje ekvivalentnaSMAC, s time da je
nakon20 sati Y H U E. Q@i O157H7 kolonija YHUD L X.FDptekjaE. cdl ©O157:H7 u
RELOMX PLNURIORUH MH O D Nétalih&tain (Hphakerija paseeaBtividst Q KL E L |
raste 0d30% do 55% uz CT dodatakOsjetljivostkod inkubacije 20do 48 satije 100%.
SSHFLILpQIMHEVCT dodatka95% dok je sa CT dodatkom98%, jer su sojevi E.
vulneriskoji su davali O D &6xivne reakcijeénhibirani.

BETTELHEIM MH Whbbb|drjjveldupotrebu O157 H7 I za otkrivanje
EHEC 0157:H7/H klonova (Q D M pikbérami serotipovi kod infekcija ljudi koji imaju
MHGLQVWYHQD |DMHGQLpPpND IHQRWLSVND RELOKMWEMD NDR
PHGLM NRML UH RWNU L W.lcol3X5DH7/Bt BétiftiUdo s DeGlilRdyeXisu
pODQRY EHEC klong bez obzira d li suVTEC ili ne, ne daju na podlozi WLSLpQH
kolonije. JORDANIi MAHER (2006.) su tijekom zrenja sira pratili brgj coli O157:H7na
CT-SMAC i CT-O157:H7 ,' DJDUX NR UL Vpfeljevanjddddta @.Ld8IXO157:H7
kolonije su se lako moglezlikovati od norO157:H7kolonija na CFO157:H7ID medij, ali
neinaCfF60%& DJIDUX 7D NRYHHIID/rkedQuDX R p DvvHII L BE CbRMA57:
H7,tako daisamo &)8 J VLUD PRaH EIYH7 DWAYbYé jedihgsRvan za
R p L W DiYiegoidtbiciju Modro-zelene (smaragde) kolonije VTEC O157:H7 su vrlo
SUHSR]QDWOMLYH L X PLMH& RpQRI/ adarvito ¢dbVERIM O X R YWHXQ L
PLNURELKR®QBIENHERM NO L QL p N R H. aBIHOASAMZKMAMRITIN i sur, 1999.;
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BETTELHEIM, 2005.; JORDAN i MAHER, 2006). 3URL]N ®wMerieux) navodi
upotrebuO157:H7 ID agaraQ DN R Q ID]H RzZa&andardih@étdal ISO 166542001.

Izdvajanje i identifikacijaE coli L] &N R Gavtéwriela BaR a L Y OuBhYED €Mz
VODQRJ PRUYV NRé&seRktiV Lndimeralro-modificiranom-glutamatom bujoru
(MMGB), QDNRQ p H kDbkvitvach HaGdelektivni aga(DONOVAN i sur.,, 1998).

Drugi postupci za detekciji. coliiz & N R O k&bl métdala prelijevanja agarom u petripgv

zdjelicama, RGERpHQDGL &RNLUDQMD EDNWHULMVNLK VWDQLF!
njihovog broaDLUHNWQR QD VDYVL Y Ea(pidjahjeg Drolnijexabivbljrie lesgetljiM

postupakte je MPN najboljizbor WESTi COLEMAN, 1986). Ipak OGDENI sur. (1991)

smatraju da su obje metode jednako pogodne za brdgam@liu & N R O M, Ko && Robste
kromogene i florogene supstance za mjerenje enzimske aktivnosti sBjesai u podlozi

Metoda najvjerojatnijeg broja NIPN) kao metod za detekcijuE. coli zasniva se na
fermentaciji laktoze u bujonua 5 epruvetau nizu sekoristi za ispitivanjevode, aNROMND aD
vodeili moraza polaganjed N R O.MIRNDJ@& B W D W L VW kda\sb s&sktbd rR BHNUD W Q L K
testova:faza sumnjepotvrdne i ]|DY U & Q. HJ flai]dtimnje sesVHULMVND Ww®@ka MHYHQ |
inokuliraju u bujon, a zarezultatsebroje epruvetesa fermentacijonfaktoze 1z njih se izvodi
potvrdna fazasubkultivacije pozitivnih epruveta na $¢NWLYQL DJDU L QD NUDMX |
RpLWDYDQMID VM|X@amibavsBndbirddg ISO 7218:2007postupka(ANON.,

2007.9 zaprocjenunajvjerojatnijegorojaprisutnih organizama@aONOVAN i sur. (1998.) su

verificirali novu metodulL V W U D afaxeD@MuKadE. coli u mineralnom modificiranom
glutamatnom bujonwz detekciju laktoze za 24 sata@go i postupakV XENXOWLYDFLMH Q|
tripton glukuronidagar(Lab M tryptonebile glucuronideagar/ BCIG agar/ TBX agal.

TBX (engl. Tryptone Bile XGluc) je kromogenimedij za identifikacijuE. coli u hrani
XNOMXp XM X & kojiLseddwrelD 8¢ M® @risutnosti-B-glukuroniGD NRML MH XJUDYV
kruto KU D @ Li© kofeg/se nakon hidrolize s-@lukuronidazZRP RVORED "€ GREUR
komponente RIPPEY i sur., 1987 FRAMPTON i sur., 1993. 7DNR MH VWYRUHQD
jednostavnijaViPN metodaR G S U LkbiDja @ MHXQDURG QD R Upiibv@ilajZaFLMD ,6
ispitivanje i brojanjeE. coli u 8N R O M NS®GITSLB6493: Metoda za branje 3+
glukuronidaza pozitivnilescherichia coli- tehnika najvjerojatnijeg brog031 NRULVWHUOL
brom-4-klor-3-indol-3-D-glukurond, je od 01.012006. prema Direktivama EWB52/2004 i
EC 853/2004baveznaNRG SUHWUDJH (ANON K08NJROW.§ Bidiinost E
glukuronidae je prijavliena u 9597% sojeva E. coli (FENG i HARTMAN, 1982;
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HARTMAN, 1989) S D diddgakromogenimediji zaizolaciju Eglukuronidaz pozitivheE.
coli N D R jealBXRagarbiti pogodii za Y H 0 VTEX (BAYLIS i sur., 2008.

Do sadaima samo par radovioji se bave dokazom i/ili izolacijowW TEC sojeva u
aNR O M.NRREMRHRBAD:I sur., (1999) su opisali postupaRrema kojemu su uzorcima
sirovih kamenica njihovim proizvodima,uzimdi sterilne obriske i nacjepljivai ih na eozin
metilen plavi agargngl. Eosin MethylerBlue Agar- EMBA). Nakon inkubacije na 37C
S U H N Rzrgske t\.L Sko@QiEIE. colizelenkasto metalnog sjgpaecjepljivanesuna krvni
agar (KA) i SMAC agar za otkrivanje karakteridta rasta PXNRLGQH KHR&KROLWLp?HN
kolonije koje ne fermentiraju sorbitpl Svi sorbitol negativni izolati E. coli (12%) su
ispitivani aglutinacijomna predmetniciuporabomE. coli O157 antiseruma za otkrivanje
0157 pozitivnih sojeva Ukupno je 2% L]RODWD SRWYUYyH@dk phsDtRostV RM 2
veraoksina nije ispitivana. 8 LV W U DMACRBE) MsXir. (20®%.) promatran je utjecaj
bujona na sojE. coli O157 i primjena izolacije imunomagnetskom separacijonivig).
PU H G O&pobktipak oporavk&. coli 0157 iz morskog medija u puferiranoj peptonskoj
vodi (PPV) s vankomicinom na 42 za monitoring programaNR O NMNNDIRADR ]D ]DYUA&AQ!
testiranje krajnjeg proizvoddo danas nijepropisan ni monitoring ni identifikacija ovih
sojevakE.coli X aNROMNDPD

KUMAR i sur. (2001) su po 25 g uzorkahrane(i a N R O)MRNECRAID wl22%mL
modificiranogE.C. bujona(engl. Escherichia Colbroth) sa20 mg/l novobiocinaa rakon 6
sati inkubacije kultura je metodom iscrpljivanja nacijeplena na SMAC agar. Sorbitol
ferment U D M XaillH U P H Q WdldhipeMuwbiokemijski identificirane.P R W YdJbaki&ig
E. coli su nadalje SUH W U P@R yodt@pkbm na prisutnostx hlyA i rfbO157 gena.
GOURMELON i sur. (2006.) su dokazvali prisutnoststx gena u uzariima &8 N R O MQRD a4 D
postuplom iz puferirare peptonsk vode inkubirare 20 - 24 sata na37 °C, te su PCR
pozitivne uzorke NDV QLMH [iS beH @isuiast WIDEC. fimjenom istog bujona
inkubirarog 6 sati paralelnosutestirdi prisutnoste. coliO157 na CISMAC i O157:H7 ID
agaru Utvrdili suE. coliO157u samo jednom uzorku, alije bioVTEC.

Otkrivanje VS HF L hop@Q@LBEKE. colina UD]O LieleMinimagarimaMR& XYLMHN
PRaH ELWL SURBE®BtMERIELMAhdrafRjumoraju R G O X [p P WKkbXvencionalnih
agaraza dokazE. coli (L S U H W U DshinijizelblonieYnidr. testovima aglutinacieili
SRNXADWL LV N &terhaiwih(upla. Rdiigden®yBaraDRYSDALE i sur., 2004.)

opisanihgore

38



Nedostatak svih ovihN O DV Imfe@dakizdvajanja. MH QHPRJXUQRVW UD]O
verotoksigenih sojevk. coli. Non-O157 VTEC sojeviGREUR UDVWX QD SRGORJDPI
za izolacijuE. colite seod ostalihE. coli LV N O Ms¢tokpka26d)PRIX UD]JOXpLWL VDP
sposobnosti proizvodnjeksina- verotoksina ANON., 2004.5) Sve sumnjive/TEC kolonije
LIROLUDQH V NUXWLK SRGORJD WUHEDMX ELWL SRM/YUVHQF
u tekstuverotoksina) na Vero stanicama ili alternativno ELISA postupkom ili dokazom gena
ko NRGLUDMX YHURWRNVLQH X ODQpDQRM UHDNFLML SROLP

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

PRVWRWHYRDRANLK WHVWRYD UD]YLMH Qetdfokibas GHQ W L |
imunoenzimski testELISA, MH QDMpHaiuL WHVW NRML VH NRULVWL
Veratoksin ELISA (Stx#ELISA / VT-ELISA) test ima sposobnost detekcije svih VTEC
sojeva ANON., 2004.1H. ELISA je jednostavna metoda direktnu detekciju verotoksira
coli 0157 ili norO157E. coli sopjeva $OWHUQDWLYD MH NRPSOLFLUDQLP L
tehnikama izolacije i identifikacijePostupak se uglavnom Kkoristi za brdijagnostiku
prisunostiverotoksina direktno u hrami fecesu(RANDALL , 1997).

IDMpHEIHWNRULV Wtip EVUIBRQ&NHIDNFLMD VH WHPHOML QD YH]
DQWLWLMHOD ]D YHURWRNVLQH X] VXEEN® ODWDORIKGI pLQL R
VXSHUQDWDQWD X WHVW L LQNXEDFLMRP QD VR®@RM WHP
vezanje bilo kojedStx na antitijela vezanaza pliticu Nakon ispiranja dodaje seui set
antitijela konjugiranih sa enzimima peroksidem ili alkalnom fosfataom. Sadaje Stx u
VHQGUI]PpHXy X GY D V H svrekob Kyatke inwkuibaeilj@iDspirange dodag enzinrski
VXSVWUDW L NURPRJHQ N RINhkorGzBUdtXvljSnja DedkCijdtenzitetho X E R M X
proporcionalanje N R O lppdu@dgStx u izvornom uzorkuN R M L Vdgel@pfativietrom.

Uz test separalelenodkoriste pozitivne i negativne kontrolepDN L X] SUHMHOdgJX VDPF
uzorka. lakose ELISA testomidentificira prisutnosStx u supernatantu, a ne prisutneame
verotoksigeneE. coli, za brzi test hrane ili ljudskog izmeta ovi sustavi sw wrtijedni
(BETTELHEIM i BEUTIN, 2003). Osjetljivost testaje SRQHNDG RJIANDRLpHQD
2004.9, pase a2 SRY HUROQNHIW O ML Y R V stizvodVvria Hiltur iz prRuBixaiog

bujora. BH] RE]JLUD QD GRGDWQL XWURA&B/MB LPXIQRHB@EOE GR
predstavljaju veliki napredakELISA oP R J X U BtgvPemenootkrivanje VTEC 0157 i

VTEC nonO157 za razliku od tradicionalnih metgdauz to su iQ DM HN R @Rddhos@® L M
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na druge metode NRMH VX YDQ GRVHJD YHULMACKENWH QINLK ODE
1998)

ELISA testovisu prvo razvijen za detekcijuStxu N O L Q uioikina feces (LAW i
sur., 1994.)alise YHULQD PRaH XVSMHEQR NRULVWLWL ]D KUDQX I
proceduru za ekstrakciju toksinBAYLIS i sur, 2003, cit. BAYLIS i sur., 2008.)ELISA se
WDNRYBB XVSMHAQR NRULVWL ]D GHW HodldhijaMoje PR& QDR O L U
stvaraju verotoksineBUECHER i sur., 2003), ali kako jeVTEC p H \fWs&na umalom
broju, potrebno je S U H WMEIRi SkdjfVNLR O R Q L M INaddle 820dRpijony priprema
supernatantaa zatim testiranje P R &hhtijevsi SXQR YUHPHQD NDR L XWURA&DN

M DB HékDse VTEC ne izolira (BETTELHEIM i BEUTIN, 2003). Za SRYHUDQMH

osjetljivosti otkrivanja verotoksinaELISA tesom PRaH ELWL SRWUHEQR SRYH
proizvodnju rastonrVTEC obogaienem X EXMRQLPD V GRGDWNRP RGUHYHQL
RERJDUHQMD WUHWLUDQMHP X]J]RUDND V SROLPLNVLQRP
supernatant prijee ] Y Ry H Q \BBRYMEH2004.D

9LAH DXWRUD]®idocitWDPLVWUDALYDOR SULPWhKQX (/,6$ V
MACKENZIE i sur. (1998)XVSRUHYLYDOL LPXQRHQ]LEVHWIMMN/HhEY WRYH ]
osnovi lipopolisaharida (Premidt. coli O157 EIA) i ELISA test (Premier EHEC) za
detekciju prisutnosBtx1 iStx WRNVLQD 1DNRQ LQNXEDFLMH IHFHVD XV
L YHOGUX RVMHW O ELISARNY XY z& ridAlkr Wi OH\ds@6%0).

BEUTIN i sur. (2007) su testiraliimunoenzimski test za detekcifstx (Ridascreen
EIA) saVTEC referentnim itestnim sojevimaBakterijski izolati su uzgajani tripton soja
bujonu samitomicinom Cu vremenu 0d20-22 sag, a supernatant kulture je dobiven
centrifugiranjem bakterij@8000g2 min). Test je ocijenjerkao pogodan za rutinske pretrage
bakterijskih izolatai QHAWR PDQMH SULPMHQMLY ]D LVSLWLYDQMH
NROL$L @HPMHARY LW L.PTedt XeOpokxz2dd frelbtivnu osjetljivosti od 95,7% i
VSHFLILpQM®VYW RG

CAPPSi sur. (2004) suizvijestili o P Hy X O D E R thD VWWVR W) DLAINMNZRAOAC
proceduri €ngl. Association of Analytical Communities) detekcij verotdksina u hrani koje
proizvode VTECbakterije. Alikvot (25 g ili 25 mL) p H Wrkteluzoraka(sirova mljevera
govedira, nepasterizirano mlijek nepasteriziran M D & XpkQi salam) nacijepljeni su
SRMHGLQ DmQNR O LPAGE&EE. coli L V U D] Stk prbigvd&ifom(< 9 - 375
CFU/25 g) 6 SHF LI Six@IRSAW usporedbi s&tx PCRtestomje visoka (98% 99%), a
osjetljivost postupka je 89% 72% Osjetljivost PCRtestaje bila ukupno niska zbog
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inhibicije PCRa ili smanjene ekstrakcije uzorku M D E & $o&gRiok je u drugim uzorcima
hranebila SURVMHpPQRD VW XG L VMIx B BWt¥stkaX iMdtbdu izbora zarzu
presumptivnu pretraguzorakahrane na VTEC
ATALLA (2000) je validirao ELISA test za detekcijW TEC bakterip X JRYHYHP
PHVX 1DNRQ SULPMHQH RERJDULY D QtMHLISA téfdmi destdphRUFL P D
na Vero stanicamagl.VeroCells Asay- VCA). Sveukupno, 33% uzorka je bilo pozitivho
u VCA, a 34,2%u ELISA testu aWR MH JRWRYR SRWSXQD SRGXGDUQFR
(/,6 V RE]JLURP QD 9&% MH 2. BESTRELHELN Q BEWWNN
(2003.) VX VDAHOLLISRGDMWNMW XGLMD R YLVRNRM VSHFLILPQRV
osjetljivosti I DNOMXGDOMHV K ,6%$ Q H & W Ra &t DeQtdritdeRMaiiehwaO MCRY
postupka dok suBOHAYCHUK i sur. (2005.) dokesdi XVSMHaAQRVW GHW&aHNFLMH 6
oba postugka na umjetno kontaminiranim uzorcima mesa per&diG p D B, uz limit
detekcije od 1 do 6 CF8 . coliO157:H//g.
ARBAULT i sur. (2000) XV SR U HEISAVt¥st (Transia plateE. coli O157 u
uzorcima namirita s E. coli 0157 u odnosu ndMS. 1DMEROML SURWRNRO REI
SRYHUDQMH RWYMBW npibadiBRY VIISBMIIHNECS novobiocinomu vremenu
od 16 do 20sati, na temperaturi od 41,8C. Ovo RPRJXUDYD L NDVQLMX L]JRODF
pozitivnih uzorakaELISA testomu kojima je dokazana prisutnost verotoksirfaranica
detekcije umjetno kontaminiranog uzorkabjga od 1 do 3 CFU/25¢g hrane za obje metode
(ELISA i IMS). $XWRU ]DN O MEXISX Mdtha GlernMitd za metodu IMS koja je
V S H Fa_sanpoza E. coli 0157 te i komplicirana radimunokaptivacig. ELISA testomje
pregleduzoraka hraneR O D N & DighjdddvddadjdplivanjeL RpLWDYDQMH SORpPpD VY|
Produkciju shiga toksina i MSMHaAaQRVW GHWHNFLMH (/,6%$ PHWRGHF
bujona L VW U BARQOTHA L sur. (2007.) koji su ]IDNOMXpLOL GBpokdiihwW HU LMD
uvjetima saa X inBolimai/ili uz prisutnet DQWLELRWLND UH]XOWLUD SRYHI
VLQWH]RP pLPEHQLND YLUXOHQFLMH 6WDWLVWLpPNL QLMH
ciprofloksacina na proizvodnjBtx, ali je potrebna koncentracija novobiocilal O D YoH U D
izolata uzgajanih prisustvu antibiotikaStx je otkriven i u supernatantu i u polimiksinom
tretiranim peletama (sediment bakterj) su X VX SHU Q D W D @rah)¢ dbjediliostiHaHQH
L “dldrine proizvodnje. Isti autori su pokazali da je proizvod8ja nezavisna o
bakterijskog rasta jesu razineStx X UD]OLpLWLP VXSHUQDWDQWLPD ELC
EDNWHULMVNRJ UDVWD N RWHhunadStx praivodhi2)é ik B raht) Xa2iDp L M L
EDNWHULMVNRJ XPQDabDQMD a&4WR MH NRULVQR X GLMDJQRV!
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| VW U D &nlnéjpaQaddrifih protokola za brzo otkrivanje verotoksina u hraghisvih
SURWRNROD ]Du RE&H DAL FtRopMy¥dR hujoM D20mg/l novobiocina (MTSB
+ N) inkubiran na 41.% kroz20 22 sata izabraje u cjelini kao najboljimedj i za rast iza
SURL]J]YRGQMX YHURWRNYV Ugpbredbp hiZa ]koinértijaoKdoStupriix
imunotestovaza otkrivanjeStx NRULVWH UL bHo7t6 4 OW U D W L fhixuRIEBEJD 0 HQ
coli preko QRUELOR X KRPRJHQDWLPD X]RUDND KE®BEQWH GDOL
2005.3.

QUOR MH PDOR LVWUDALHZO MeBta it SNUR © M N Qria e bV |
proizvodima ribarstva 8 MHGQRP ULMHWNRP E\¢OWizdbranihyiDokskh L] VR Mt
plodova, JRYHGLQH L NOLQLDPN L KHstixsteljuDELSAXeBR 1 X WHYGRLEKH & R
sojevakoji SURL]YRGH MHGDQ LOL RED WRNWLAQ® iz6ls¥d izL 6W]|
aNROMEDADL] UtBERYRABV®QH L MHGQD L] NOLQLpNRIXVOXpDM
pozitivni sojevi bilisu FLWRWRNVLpQLIMQ DijedlahUsRjnijé Wid qegdtivansa
ELISA testomi pozitivan na test Vero stanicama inbto .RUHODFLMD MH LIPH
dva testalU VOXpDMX KUDQH L] PRURzultatiNEOSARQ tegtdbli su]&R O D W D

korelacijisaPCRtestom na/ero stanicama, ali neuiuzorcimagovedire (KUMAR, 2004).

253./DQpDQD UHDN FL MIPCRR®lyRéidsdGam Reaction)

MENG i sur. (2001 VX XWYUGLOL GD VH SRYHUDQWHEC VSRVRE
VRMHYD |DVQLYD QD PHWRGDPD NDRst@&yéera Mugitv faktahaL U D Q M |
YLUXOHQFLMH N IVUECNVAjE habdMANutd®iakéd seDnekVTEC sojevi mogu
prepoznatpo fenotipskimosobinamalL O L V S HiRrdrkérjpn@viriencije osim verotoksina,
proizvodnjaverotoksinaje jedino svojstvokoje je | D M H G falspdviRte VTEC. Metoda
koja je pogodna zadentifikaciju i izolaciju svih VTEC sojevatreba se temeljiti ndetekciji
verotoksinali njihovih gena(BAYLIS isur., 2008. 6 WRJD LHUB® DWL NRML VX SRW)
E. coli O157:H7/H trebaju biti retestirani kako bi provjerili svoj toksigeni potencijal.
SOWHUQDWLYQL SULVWXS GRND]D YLUXOHDQ Ftestlrih \&¥a & SUHP
stanicama je osim gore opisare ELISA metode, upotreba molekularnih metodd DM pH&au D
metodaje ODQpPD QD UHDN FLRCB (ehil.Odlynidralsb TRdn Reactionsnjerena
na dokazstx gena VT-PCR / Stx-PCR (PATON i PATON, 1998.h 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., 2004.3. / DQpDQRP UHDNFLMRP SROLPHUD]RP 3&5 IUL
XPQDabDMX X] SRPRU 'l$ SROLPHUD]H NRMD SURGXabDYD SR
RGUHYHQD PMHVWD NRPSOHPHQWDUQRJ ODQKFDRAH ELWOXNPD
iz jednese NRSLMH GRELMH P@QEB@RYY WNWRWRX YR@BD PRAaHPR L]
HOHNWURIRUH]RP X JH'Q/X (L1997 L W7IHWR U H\M VXN WBIEABKERIR AH L] MK
FLOMDQX '1$ XPQRALWL PLOLMXQ SXWD X VDWD LVNOMX
(FENG, 2002). Direktna detekcija verotoksina ELIS&stomMH PDQMH VSHFaILpQD L
od PCRa.

5D]OLPpLWL 3&5 SRVWXSFL sixX s $ 42 ag)jant] Gen, keWrdginF L M X
PDUNHUD YLUXOHQFLMH NDUDNWHULVWLpPQLK ]JD 97(& LQ
proteaze itd.).Simpleks PCR je postupak koji se koristi za identifikaciju jednog gena, a
multipleks PCR postupak koji simultano amfipira nekoliko VTEC virulentnih gena
(POLLARD i sur., 1990.; PATON i PATON, 1998.h PIERARD i sur., 1998.; FENG i
MONDAY, 2000; FENGi WEAGANT, 2009). 1DMpH&UH VX X XSRWUHEL WY]
metode Ipak one detektiraju sposobngsbizvodnjetoksina, a ne samu ekspresiju gena ili
WUHQXWDpQX S WBtogabMeapieakaaproirvdnjeSpdyili stxgenau NOLQLpNLP
drugimuzorcimabez S R N Xi@aRndddezolacije VTEC sojatrebala smatratkao vjerojatan
rezultat(BAYLIS i sur., 2008.

3&5 VH PRA&H NRUIRKOV Wsur.,|ZD0PLAIVWHHADQH L LOL RERJDUH
(KUMAR i sur, 2001) ili direktno za ekstrakte iz hrane i fecesANON., 2004.H.
6SHFLILpPpQRYV Bix:BARpBSiueQer [ DX%, a osjetljivostu uzorcima hrange
SURVMH {QARPSI sur., 2004). Dva su problema povezana s ovom tehnikérai je
ko-ekstrakcija spojeva koji mogu inhibirati PCR reakcgulrug P R J Xairpifikacija DNA
iz mrtvih stanica BAYLIS i sur., 2008. 7DNRpdd pret RGQRJ RERJDUHQMD X EX
XPQRADYDQMD A&LYLK Ivhide@kchefe uXpBsphPORHQL10* CFU/g
(BAYLIS i sur., 2008, zarazlku RG X WY lunjte @eRKcije X LV W U THLIYsDrQ M X
(2003) od 1 CFU/g (uzorakgovedire)uz RER JD @& & 3abn@37 °C.

lako semolekularnemetodekoristeza brzupretraguhranestx genskih sekvencglavni
S U D N \pralpeinLostaje izdvajanje sumnjivih VTEC iz hrane zbog visoke razine
konkurentnih mikroorganizama i ostalih sojelta coli. lako seza otkrivanjepotencijalne
prisutnostiVTEC NRULRGRHRW.L&OR G D Q pbivida Qdzis/bitulbkala(s PCR
XW Y U ysbt @enina) kulturelno iizdvajanjeVTEC u uzorcimahraneostaje W ld.a\Me
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Q H X R Ed. gdpbstdi@kstx pozitivnih rezultatau PCR postupku bude visqgka postotak
potvrdnihrezultataznatno Q L(BAYLIS i sur., 2008.)

Brojni su primjeri napornih nastojanja izolacije VTEC iz PCR pozitiwribraka

VAN DUYNHOVEN i sur. (2008) opisuju testiranje pohranjenih pozitivnRiT PCR
(engl. Real Tme PCR)uzoraka fecesa poslanih iz rutinskih laboratorijazwdaciju VTEC.

IzoliraneE. colikolonije su testiran®CRpostupkomastxl, stx2 eaei hlyA gene Iz svakog

uzorka jetestiranodo 50 kolonija u hamjeri da se izoliragtx pozitivne.Ako sustxpozitivhe
NRORQLMH SURQDYHQH VHURWLSL]LUDQMH MHUBIWPMRYHGHQR
od 17% uzoraka fecessastxgenima XWY UVyHQLK 3 & 5X\63%WeNddERh& $amo

38% VTEC sojewa. SO L pr@llemisu prijavlieni RG UD]OLp kW ISRWRWRR DJD]OLpI
vrsta uzoraka.

KHAN i sur. (2002) su u 50% VTECpozitivnih uzorakamesas X W'Y bh g 1QiLstx2
gernima multipleks PCR postupkomizolirali samo p H WTERCLz pedeset petizorakazbog
pbHJD VX BBHD&D300Wblonijau SRN X &bladidé Kod uzorakaobrisaka s
WUXSRYD XVSMHEQRVW L]RGB44 Bl bd 186 (RRCRY{H0Zitina iz G
POLMHDQLKdddiveRd E¥am@LB% izdata(BARKOCY-GALLAGHER i sur.,2003;
VERNOZY-ROZAND i sur.,2005).

DHANASHREE i MALLYA RSLVXMX UD]JOLNX X R@DBBMWIDMLY |
uporabe PCR testa za otkrivanje VTEC virulentnih getieektno u uzorcima mesal
modificiranom TSB bujoni ELRNHPLMVNL SRW Y2ERIDUA $HIRIGUEAW L P D
metodom iscrpljivanjge nacijepgjena na SMACi CT-SMAC agar a ®rbitol pozitivne i
negativne kolonije su odabirane za identifikacijubiokemijskim testom. Sve kolonije
SR WY kap . @éli pohranjvane suu 20% glicerolu zakarakterizaciju 3 U H WalsD1®81 Q
uzorka. @l direktno testiranih uzoraka, ¢® pozitivno naeaegenei jedan na ostale VTEC
gene(stxl, stx2, rfb 0157, eaehlyA). Od R E R J D @H/Qavhkaje bilo pozitivno naeaei
jedan na ostale VTEC gendok jekulturelnom metodomzdvajanjaE. coliizoliranau 80
uzoraka mesa od kojih je samo 40 WEGR pozitivho na eaei jedan na ostale VTEC gene.
5D]ORJ i¥dlEicHeNVHEC iz PCR pozitivnihuzoraka maH ELWL QRWIWMRELOQRVV
uzorcima ili izoliranim kulturamaBIELASZEWSKA L V XU VX YHO SULOLT
subkultivacije u laboratoriju od 190 EHEC izolata O26 serotipa otkrili gulsite¢ienau 10%
do 1 NXOWXUD aWR VX UDQLMH ]DP37Meidtipbvnta (KA BOHKJL D XW
sur., 1992.) i izolatimd&. coli 0157:H7 (FENG i sur., 2001.)pak, izrazita se osjetljivost
PCR postupkari detekciji hraneNRMD MH LQDpH UHrmsfiFzthDmMibtotAD GL SUL
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S RV W L aretragdpa@@aslihkultura, (FENG, 2001) Izbor kolonija na temelju morfotipa je
nepouzdan i daje samo 30% pozitivnih rezultata. Ispitivé&@R testomY L &dhbranih
(pikiranih) kolonija, pokazala se pouzdana metoda za potW@EC pozitivnih kolonija.

2YDM SULVWXS MH RGDEUDQ NDR JDYUAQL SURWRNR(
prehrambenimproizvodima (ANON., 2005.3. MORA i sur. (2007) opisuju postupak
detekcije VTECkulture izolirane iz mljevene govedine. Za izolaciju n@®il57 VTEC uzorci
su homogenizirani u BPW bez antibiotika. Kulturangejepljivanana SMAC, CFSMAC i
MAC agar, a za PCR jeX]LPDQD SXQD H]D SRUDVWD EDNWHULMD
nacjepjivanja. . X O W X U D e\su§peridipaDa M0,5 mL sterilne destilirane vode i kuhana 5
PLQ |D RVOREDYDQMH '1. ] VYDNH E&®INRORQYR B MR OS/OR
ponovo analizirano PCR postupld kako bi se dobili VTEC izolati za daljnju karakterizaciju.
Ako nije bilR QL MHGQH SR]JLWLY®RHVRORWYLIVKH SaBtiR@IREH Q1 D
EDUHP MRaA $NR MRa XYLMHN QLWL MHGQD RG LVSLWL
pozitivhau PCR reakciji, uzorak je prijavljen kao PCR pozitivan bez VTEC izolacije.

SLANEC i sur. 009.)opisuju postupakietekcig VTEC na osnovi poraslih kolonija na
S O R p D Bzbrcima mesa imlijeka koji su Q DV Dy L YWDIQRN, @ Dhakon inkubacije
QDFLMHSOMHQL QD 60%$& L HQWHURKHPROL]LQ PCR DJDU
postupkomna stx gene, au V O X PORp&zitivnih uzorakau cilju otkrivanjastx pozitivnih
izolatana prisutnosstx genaje analiziranodo 300 SR M H G LkQddiaQ/L K OWRto Bvrhu
stvarane sgkupine €ngl.pool) od po pekolonija koje su bile podvrgnutéesty aparalelno s
tim sve odabranekolonije supohranjivane nagar PCR pozitivne skupineNRUL&aW&dH QH VX
identifikaciju stx pozitivnih sojeva D Q D O L JdoeriMKdlomiju s istim postupkomVTEC
pozitivni sojevi su pohranjivani 50%glicerin bujonna-70 °C, za daljnju karakterizaciju.

HEDICAN i sur.(2009.)opisujusO L p D Q SZ \deniKikabijN velikog broja uzoraka
iz drugih laboratorijdijekom G X AaHJ S(HAdralks®brasle kolonije n&MAC agaru). @
SULPLWNX 60%$& SORpD brisanjéipogaslih &dlordiada S CeRbRULVWH UL/
MHGQRNUDWQX H]X XNOMXpXMXuL NRORQLMH UD]OLPpLWH
inokulacije za pripremu a HpoWedini@a uzorka éngl. sweeps).3RMHGLQDpPQH SRGMHG
VYDNH SULPDUQH SORpPH VX SULSUHPIDWQWH XYRGH/ ]BR BRXOMH
bakterijske DNA.5H] X OWDW L ]R O D VTEZ Kol8riaye i \isQk) Thdblpkethodno
XWYUVHQLBR]JLWLYQLK 3&5 SORpD shufjanha akKo 18j¢) HW KRG QLP
SR MH G LkQlanfjakbj V D G shagene uzorak je svejedno bidklasificiran kao PCR
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pozitivan nepoznatogV/TEC serotipa, aX V O X Bdil 157 negativneserogrupge nor
O157VTEC.

a W R W hpildjene molekularnin metodza otkrivanje97 (& X aANROpdstop aL P D
mali brojobjavljenih radova.

BUHWUDJRP X]R SAMADPQUR WU @ a%tWs u SADprimijenili tehniku
DNA-hibridizacije (engl. Colony DNA hybridization) QD UD]OLpLWLP X]J]RUFLPD
RERJDUHQMW HKWIXQEY D RG X]JRUND aNROMND&D ELOD S
(segment DNAza dokaz &2 geng ali bez kasnije izolacije pozitivnih kolonij&UMAR i
sur. (2001; 2004) su utri od ukupno48izolatak. coliiz X]RUDND aNROMNIEGED XW Y U (
JHQD UD]JOLpPpLWLK .BlaXimldi® sviQdakhlyAgeng, & dhidodva i stx gene
Nijedan izolat nije posjedovao gerfbO157 za kodiranjeE. coli O157 Pohranjem izolat su
nadalje karakterizirani imunoenzimskim testom (b&dSA) i vero-citotoksigenim testom
uz PCR i hibridizaciju za otkrivanjgtx1i stx2gena U jednom izolatisastxgenima X WY Uy H Q
je stx2gen a u drugom oba.

Pretragoma LY LK & NJRJBRAN Dsub (1999, cit ANON., 2003.)ukazuju da se
VTEC sojevi SRWHQFLMDOQR PRJX QDuUL X ANROMND&D QL]JYR(
X SRGUXpMX SURL]JYRGQMH ANROMND&D NODVLILFLUDQLK
SURpLAUDYDQMH Slbujvhdiz RibtweNaHWR IO B2 Dd ukupnd6 uzoraka
XWYUydtk@dni VIKSR]LWLYQLK XJRUDND QLMH ELOR SRNX&aDMD L

*8<21 L VXU VX WUDALOL VDPR 97 (jédrom uzdrkiN R O M N |
kamenica(n=150) izolirali jedan sojE. coli 2 8]RUDN MH VDGUADYDR &)
koliformnih bakterijana 100 g tkiva, bez drugiberotipovaE. coli. Kasnijim testiranjem na
patogene geneag hlyA,stx L QMLKRYH SRGYDULMD QaH stXRtjendd yHQD MH

GOURMELON i sur. Q006.) su dokazd prisutnoststx gena u40 uzotkka ANROMNDaD
(n=144) PCRmetodom L] KRPRJHQDWD KHSDWRSD Qihkubitdnahiu LOL PH
BPW). Iz tih stx pozitivnih R E Rehaizolirano je pet VTEC kultura(12,5%) Paralelnosu
utvrdili serotipE. coli 0157 u samo jednom uzorkaeaei ehxA(op. a.hlyA) genima ali bez
stxgera. Svi S U H W Uzbréi@é i mord15) bili su pozitivni nastx gene, ali nijedan soj
nije izoliran u ovim uzorcima.

8 UDGRYLPD YL&H DXheiRsidpa B BIOYODOWLDYYQIRQMB 97(& VRMH®
SRILWLY QLK RNMERODMNDE@@®BL|i nikakva X p HV VizDlazife EWoli 0157
serotipova GUYON i sur. 2000.KUMAR i sur. 2001.2004; GOURMELON:I sur.,2005.).
GOURMELON i sur. (2006.) WD N RigMdd P R J X ietdloged S R W 4 ANiRolacij
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verotoksigeneE. coli L] &N R Quivhilidprélboju bakterija VTEC u obalnom moyweliku

N R O LjjpkzagiKsk mikroflore, te SULVXWQRVW ALYLK DOL QHNXOWXUDE
utjecajem mora (ROZEN i BELKIN, 2001Na krajy stx JHQL SULVXWQL X X]J]RUFLP
mogu potjecati iz VTEC, ali i i5tx - bakteriofaga ili fagne DNA u uzork(MUNIESA i

JOFRE (1998.)Ovi autorisu ocjenjivali XpHVWDORVW 6KLJD &i@IShMdaQ EDNW
toksinconverting phages) otpadnim vodma gdje je bropakteridaga zaraznih z&. coli

0157:H7 i prijenosstx2 gena bio u rasponu od-1D/mL otpadne vode. Rezultati novijih
LVWUDALYDQMD S&RayiDUR@BPHGONR XUDALUHQL X RNRB@LAX SD
bakteriofaganije povezan diHNWQR VD YHULP XOD]LPD IHNDOQRJ RQH]
sur., 2010

2.5 %LRNHPLMVNwtwd®¥ HURORA&ND

97(& VRMHYL SRND]XMX ]DMHGQLpHN EolEdsimNVAECLOAY/NH N D U
sojeva koji uglavhom ne fermentiraju sorbitol, ne stvafaglukuronidazu, a fermentiraju
rafinozu i dulcitol(DOYLE i SCHOEN|1987; CHAPMAN, 1991).

Izdvojene kolonije porasle na TBX agaru ptd°C koje pokazuju aktivnosts-
glukuronidae po metodiSO/TS 166493/2005 VP DW U D M X iv HalkseRphaB) ¢oli.Q
Ostale izdvojene kolonije karakteristikasta W L S LzZa @ L¢0li O157 i/ili E. coli non
0157:H7 serotipove mogu se potvrditi dokaz&wD UDNW H U LV W L pe@iciig. ToJeR NHP L M\
tvz. IMVIC test u kojem sojevE. coli pokazujuindol i metil-crveno pozitivim reakcijy a
Vogues®roskauei citrat negativnu.2YDNYH WLSLpQH ELRNHPLMVNH UHDN
1 bakterije E. coli, za razliku od indol negativhog biotipa #akterip E. coli koje se ne
smatraju patogendEHLMAN, 1984.).

Za biokemijsku identifikacijubakterijeE. coli koriste se i komercijalnitestRYL V YHULP
brojem istovremenih testova kawa primjer APl & 20 Biomerieux, Francuskagdje su
reagensi zebiokemijski niz V O R &Hr@nijaturnim posdicama, koji se koristi po uputi
SURL]Y.RyDpD

OHWRGH ]D VHURWLSL]JLUDQMH 97(& VH NUHUX X UDVSRC
svim laboratorijima, do onih koje se primjenjuju u referentnim ili drugim specijaliziranim
laboratorijima. VTEC sojevi izolirani iz ljudi pripadaju uDDMPDQMH UD]JOLpPpLW
serotipova, dok je 435 VTEC serotipova izolirasamoiz goveda Shema za serotipiziranje
(SCHEUTZI sur, 2004) ima somatske O antigene od O1 do O181 pasljednjiotkriveni

VRMHYL NRML VX VYUVWDQL- R1&LHVi W poRvOdiiK verdtoKsshe @ D 2
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izolirani su iz uzoraka ljudi, goveda, svinja i mesa. Serotipiziranje flagelaantigena se
izvodi samo u nekim laboratorijima i trenutna shema pokriva antigene 1 do 56, a tri od njih
+ L VX SRRIPpWHYRI NBDLQLPpNRJI ]1QDpDMD QDMPpHAUH \

]D RGUHYLYDQMH + DQWLJHQD ]D \ERdAHO15Y. RiRMNL kiSdi LSD G D |
polisaharidi kapsul¢engl. Acidic Capsular Polysaccharided/ X . DQWLJHQL L WDNRYH
koristiti zatipiziranje E. coli, iako se ova metoda rijetigzimjenjujena VTEC sojevima

9HOLNL EURM 97 (& VHURW LgupniiD-ahhkserivna jza itidskd oW U H E X
i presumptivnu identifikacijuDostupni su i kmercijalni "lat&ks kitovi® za QDM XpHVWDOL
serogrupeP157, 026, 091, 0103, 0111, 0128, 0145 i flagelantigere H7.

Kolonije koje ne fermentiraju sorbitol uglavnom serutini odmah aglutiniraju na
prisutnostO157 somatskih antigena i/ili H7 flagelarnih antigeABION., 2004.1.

6DPR R GU Hyipadi»QiMdtbj Oserogrupi QH PRaH VH X]HWL NDR L
genetskih veza unutd. coli (BAYLIS i sur.,2008) SD LVWL VHURWLS QH RWNUI
porijeklo.
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2. 2%5$=/2&a(1-( 7(0(

Bakterija E. coi MH VWDQRYQLN FULMHYD pRYMHND L GRPDI
SULVXWQRVW X YRGL L KUDQL SRND]DWHOM IHNDOQRJ ]C
verotoksine (verotoksigen&. coli; VTEC) i uzrokuju oboljenjaponekad i sa smrtnim
ishodom &N R O Me\naaé filtriranjem mora, te koncentriraju tvari iz okoline u organizmu.
=ERJ EURMQLK SXWRYD aLUHQMD 97(& L] |1DIJDYHQRJ WOD P
ANROM KaohitaREEOIMNV XLV SHEUERPR QDPLQD QMLKRPRIXNIDQ]XPL
su otrovanjasa VTEC. Cilj ovoga radaje stoga L VW p®@ni Wik u Hrvatskoprisutnost
verotoksigen&.coli X aNROMNDAaALPD ,VWRpPpQH REDOH -DGUDQD

U Hrvatskojje kao idrugim zemljama EUX VYUKX PRQLWRULQJD SURL]Y!
a N R O Nddfisaria obavezna pretraga nk. coi NDR LQGLNDWRUD PRJXUHJ
standardnonmetodomISO/TS 166498:2005 Kako 97 (& REXKYDUDMX RKhjiR VRN
ne morajuimati jedinstvenakulturelna ni biokemijska svojstva propisanommetodom za
izolaciju E. coli X a N RQ PM@HDU Hietéktiratiizrazito patogen sdg. coli O157:H7 Zato
je potrebno primjeniti Y L aML N U R BEh. Ré&tdria 2 izdvajanje U D ] O L\PINEW/ LuK
L P X Q RO maldkularre metodeza detekciju verotoksiniéi njihovih gena.Stoga jeu radu
cili bioi LVWUDALWL PRJXizQaRi}é WIECEbMbimhdljerh prépisane metode za
E UR M ByQkurehidazaE. coli X AaNROMNDPD L PHWR@&B13Du dilge) DFLM X
hrani, upotrebomimunoenzimske metod€ELISA) za otkrivanje verotoksina u desy
S UL O by zpidi@a a N RIDavDdblati E. coli dobiveni gore spomenutim metdama
sakupljani tijekom skoro tri godind) DGL RWNULY D Q MbDsoT D& SO RVAJ D & IDYNCF L
polimeraze(PCR) za detekciju verotoksigenih gerfdotvrdom primjenjivostmetodau radu
nD RWNULYDQMH 97 (&iljXe Bl potviditN P RLIRAEtL njihove primjene u
rutinskim pretrajama aNROMND&D ]D SRWUHEH PRQLWRNRQ VN DSADR |
Hrvatske

KROLEL®IDX adaNROMNDa&ushd oW @HUIDL P EH QL NfDktdébij® aWR V.
PRUD JaRi6Ghh &@rivensk priike, EURMQRVW SRSXODFLMH OdWhXGL L al
S R GU dfikologija VD P LK &N pageMilNdoaudvrditi povezanost razlikarijednosti
MPN E. coliu100gramaaNROMNDAaD QD SNahajew QKRN Wgg@ehgsrojanim
b L P E H Q kr@jhjPddj je bio provjeriti hipotes R UDALUHQRVWL 97(& X PRUVN
ovisno outjecaju U D] O L N DvrsthRHIRXO Mphivwinh SRG U XMWIBPDpQH REDOH -DC
te tako datdoprinos procjeni zdravstvene ispravnodtN R O VHWEKD]
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4. MATERIJAL | METODE

.RULAWHQL SRVVEX®IFL]LIERDIMND BMMROMNDAaD L (/,6% SRV
YHURWRNVLQD RERJDUHQMHP &@&NROMND&D UD]JYLMHQL VX
KUDQH ]D A&LYRWLQMH 9HWWS,HYBskWwit&ihaiski YnRtGIDZa8)R® L W
HVI. Pretraga pohranjenilzolata na prisutnosstx gena, PCR postupkom za identifikaciju
VTEC obavljena je u Laboratoriju za bakterijske zoonoze i molekulsku dijagnostiku
bakterijskih bolesti, HVI.Serotipizacija VTEC obavljena je u Nastavhom zavodu za javno
zdravstvo SplitskedDOPDWLQVNH aXSDQLMH WH X 1DFLRQDOQRP U
I druge gramnegativne enteropatogene Hrvaigkavod za javno zdravstyaZagreb.Pokus
GRND]JLYDQMD PRIXUQRRWIDROQFWD a9 %(8K aNROMNDAED X SU
filtriranjem PRUD ]D JD gEHQIRO1L5¥H7 obavljen je na Institutu za oceanografiju i
ribarstvo SplitzIZOR.

4.1. Podrijetlo uzoraka L X]JRUNRYDQMH @&NROMNDAaD

1D4H LVWUDALYDQMH REDYLOL VPR QD X]RUFLPD PR
proizvodnih SRG UXWRIOIGMDPMWLQVNRJ GLMH Q PrakiMitomigi@i RED O H
KUDQH 4L Ygoujet INM &R2007 NN 45/11) definrapURL]YRGQR k&R GUXpM
SRGUXpMH PRUD X&iVELQODIDNEH QDURRMPBPVWDQLAWD &N
u]JJRM &NR@WNRDEDIDDVH ANROMNDAL VBNMNIENDYX LPR §1ORN

ANROMNDAD VD ]DVWXSOMH QLARNY 8 UBD GYHOMWDD RNLY DEONLRDHAMY
ANROMNDAD QD SURL]YRGQLP SRGUXpMLP DKL ZANRGINKNDDVAIP D ]
49/07 NN 91/08 NN 31/09 NN 37/10 3 U H W4liB4&HRQdka dagnjills uzoraka

prnjavica, 8Quzorakakamenica, te 60 uzoraka kunjki.

Klasifikacija i nomenklatura & N R O MLNraéus, 1758

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

ANROMNDAL VX aMWMHS &ILED\E DM HN RBbeduhvQlXiskautd Nexird D F D
YUVWH & {aRs0rdriNsRi dodaci provjereni World Register of Marine Species
WORMS,APPELTANS:I sur.,2011) koji se uzgajaju ili izlovljavaju u ovinE R G U XquM L P D
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- dagnje, lat. Mytilus galloprovincialis Lamarck, 1819 engl. mediterranean
mussel hrvatski sinonimi,dagna daganja daglja, datul, ped@ pido( pizdica,
P XaXmPaX & HMH@D N

Slika 3. Dagnje IRWR , /LVWHa

- kamenice lat. Ostrea edulisLinnaeus, 1758 engl. common oysterhrvatski
sinonimi Raw RVMULJID RVQR&HDURGNAW GERD L J

Slika 4. Kamenice IRWR , /LVWHa
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- prnjavice lat. Venus verrucosaLinnaeus, 1758 engl warty venu hrvatski

sinonimibrbavica NXpLFD GRQGROD JURS URYDQLFD ODGLQN

Slika 5. Prnjavice IRWR , /LVWHa

- kunjke lat. Arca noae,Linnaeus, 1758 engl. 1RDK{V $ U NrvaiskiH O O

sinonimimXaXxXOD PRaX®@ka, papakinjika SL]GLFD aANROMDN A&aNRO!I

Slika 6. Kunke IRWR , /LVWHAa

Kunjke su izuzete iz pretrage pasutnost97 (& JERJ SUHOLPLQDUQR XWYU

niske pojavnosti bakterij&. coli 4 W Ri jatlah od razloga njie LVNOMXpHQMD L]
monitoringa 2@0. godine(NN 37/10)

C

~

PHYyXWIORM Xp KQHUWWDWLVWLPpNX REUDG
pojavnosti bakterij&. coi NDR LQ GLN D WRUAromMIBAQROMNDAaD
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UJIRUNRYDQMH aNROMNDaD

ANROWMWM@MABEUHWUDALYDQL Q Duz8rkdvahKSMQIRAOWD MQ (&L RGDEL
u periodu od 9. mjeseca 2007. godine do 6. mjeseca 2010. gddineYLP JRGLAQMLP GRE
iz razreda Ai B, te iznimno /YLK SURL]YRG®LK PIDRNGLUUNXKPWRI GLMHOD L
Jadrana

SUHPD 3UDYLOQLNX R VOXAEHQLP NRQWURODPD KUDQH
Prilog I, 3BRJODYOMI , 5DWRBWWDYDQMH SURL]YRGQLK SRGUXpN
polaganje, Ministarstvo poljoprivied®P) UD]YUVWDYD SURL]INRMIQD SGRRGSIXEIN
VDNXSOMDQMH L]ORY OMD Yab QdMitH razredabWsné M Ra2iM XeRednbg X MH G
R Q Hp L adnidsQdéaiini ] D J DV Bl lGaktebjomE. coli:

X razred - SRGUXPpMD X aNRRVOLNP IR DALLY V D GRJéokina 100 gin3eka
L PHYyXOMXawWwXUQH WHNXUuUL Q lvaw idravinid z¥ préhvaiu uDIN X SOMD WL L

X razred B- RQD SRGUXpMD XNRRMNPBLAKOH VPLMX VDGUADY
MPN E. coli QD J PHVD L PHyXOMXawXUQH avEdaudtiQd WH VI
prehranu ljudi tek nakon ponowg@olaganD X SRGIDXBMXURGQR SURpLAUDYI
ANROMOD&EREUDGH X FHQWUX ]D SURpLaUDYDQMH

x razred C- RQD SRGUXpMD X NRMLPD aLYL AaNROMNDAL QH
MPN E. colina 100J PHVD L PHYyXOMXawWXUQH WHNXULQH WH VH "
WU&LAWH WHN QDNRQ 4WR VX ELOL WLMHNRPUGKMNHD SDLG
SURpPLAUDYDQMH AaLYLK a&NROMNDA&D

3UL XIRUNRYDQMX ANROMNDA&D |0VBWRY MREWXL F DIOWDR ¥ X Rv
pravilaizPODQD SUDUHQMD NYDOLWHWH PRUD L aNROMNDAaD QL
]D SRQRYQR SRODJDON #0/GI(dalick takdtl Plah khbnit@inga

x NROMNDAL NRML VH X]LPDMRABUSFLIWWODQH YRARROLDpM @ HE L

x NROMNDAaL X]JDMDQL QD YHUWLNDOQLP d@h& LMDPD
kamenice,uzorkuju se s YUKD VUHGLQH L GQD WH VH PLMH&DMX
reprezentativan uzorak od 2 k.0 SRMHGLQLP WRpPpNDP B H GNRMN D/[HD R N B
XWMHFDM VWXSFD PRUVNH YRGH RGQRVQR PRUMé&BEK VWUX
V WUL UD]JLQH YUK VUHGLQD L GQR &aWR pLQL X]JRUND QD

XUJ[RUNRYDQMH a@aNROMND&D NRML 4aLYH QD PRUVNRP GQ
DODWLPD SRYODpHQMHP SR GQX WDNR GD NRQWUROQD W
SRYODpHQMKERR ®M&NIRAFE|ju ronjenjem, moraju se sakupiti po morskom dnu u
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UDGLMXVX QDMGDOMH R ® URBoHRQaMAURDR st ydRopaRpb L Q D
VDVWRML RG NJ @&NROMNDAD

x ako nije odabrana indikatorskavrstsBRQD YUVWD aAaNROMND&D NRMD GR
031 J YULMHG Q RiVirhaj@$2 vabRRMGW\RYDNH YUVWH , X NROLpPLQL

XNDNRQ X]JRUNRYDQMD ANROMNDAL VH SDNékdavsX PUHAL
sprijefp vanjska kontaminacijgPdom se VODaX X UDVKODGQX 8IXpQaU X VD UF
LIEMHJDY DLRviekomamyndcie HYHQWXDOQLP LVSXaWDQMHP PHVYX
(kamenice se upravo stoga pakiraju sakewnom stranom okrenutom gore),

x uzorkovam aNROMWMD &L SRMHGLQLK SURL]JYRGQLK SRGUXp
dopremaju u rashladnim sanducima u laborategijtemperattb PD QLALP RG WHPSHL
uzorkovanjaa X VOXpDMX WUD QV S RateWeraBukagnbl haRji® od 8 TCW D

Sve E D N W Hd pteRaeRl@skavljenih uzoraka obavljene sweterinarskon zavodu
Split, Laboratorij]D PLNURELRORJLMX K@EDQH L KUDQH ]D ALYRWLQ

%URM SUHWU IrEs0Qjekp XQRERNRIDND RG XNXSQR SUHWUD 3
Dalmacije po redovtim planovuma monitoringau istom periodu.Ostali rezultati pretraga
NRQWLQXLUDQR XJ]RUNRYDQLK A&NROMNDY W DMWOFKDHLPNWH BEM]
VYUKX SEIDoliNQRODLQGLNDWRUD |DJDYHQMD

7RPpNH X]RUNMRYDRIMPRGQDIAISRGMNPBBDWLQVNRJI GLMHOL
obale Jadrana

TRpND NRMLPD VH X]JRUNXMX aAaNROMND&L RGUHYyXMX V
mjesta sQDMYHULP UL]JLNRP RG IHNDOQRJ |DJDYyHQMMmuta® M XGV N |
SURL]YRG QR RegdugibXfddidva monitoringg RaOR MH GR SURPMHQD Q!
L SURL]YRGQWH MRERKXPVHL L R G D pQ & & & idtel gé MyrabikaordinBt® M D
ovdje navode nazivi iz Plamaonitoringaza 2010. godinuNN 37/1Q 7 R ppa\bkbizvodnh
SRGUXpMD NRMD VX SRVWRMD OIDV @ Da@RipiaNrgadviiel WIUEDH LY D Q
godina nisu dalje uzimane VW DW LV W iL pwera@lE]JDDGE]OLNX RG Wj@pDND QI
promijenjenavrsa ANROMDNDOEDOD]H VH X SURL]YRGQRP SRGUXpMX L
stalnim monitoringom.3URL]YR G Q D GDROGPIDXIWIMDVNRI GLMHODULVWRPQ
kojima se uzgajaju i izlovljavajla L Y L & N djdlidh®d suna manje podjediniczones
pripadajulLP WRpNDPD XgrikdzadhR YuDapiMdila.

54



Tablica4 PURL]YRGQDASROUWNIMID REXKY D&#HQX dAMWYDALYDQMH

BURL]JYRGQR S Zona 7RpPND X]J]RUN 9UVWD aNR
8YDOD 'L-@a¢gLal *8YDOD 'L-@agL ¢ 'LQMLAND ( dagnje
Uvala Stara PovljanaPag |*Uvala Stara PovljanaPag| Stara Povljana M1 dagnje
0 R G U%dfine * 0 R G U%dhine 0 R G U%dhine M1 dagnje

3DAaPDQVNL *3DAPDQVNL | 3D&P Di@haNVL/M2 kunjke/prnjavice

Novigradsko more *Novigradsko more Novigradsko more M1 dagnje
BLURYDpPpNL 10 *3LURYDDpPNL Pirovac M1 dagnje
ALEHQLN , ALEHQLN , dagnje
ALEHQLN ,, ALEHQLN ,, dagnje
SE L UL ?LEHQLN ' ?LEHQLN dagnj.e
aLEHQLN ,9 AaLEHQLN ,9 dagnje
Zaton Zaton M5 dagnje
Strmica Strmica M6 dagnje
.DQDO 6Y $QWH| .DQDO 6Y $QWH Sv. Ante stara M1 dagnje
Marinski zaljev *Marinski zaljev Stipan Jaz M1 dagnje

Bene BeneM1 **kunjke/prnjavice
Slatine Slatine M2 **kunjke/prnjavice
Trogirski kanal Trogirski kanal M3 | **kunjke/prnjavice
.DAWHODQVNL Milinice Mlinice M4 **kunjke/prnjavice
Nehaj Nehaj M5 **kunjke/prnjavice
.DAWHO /XN .DA&WHO /XN § **kunjke/prnjavice
. D a \@dirdica .DaAWHO *RPL| **kunjke/prnjavice
Kuta M1 dagnje
Kuta - -
Kuta M2 dagnje/ kamenice
i Mali Ston M3 dagnje/ kamenice
Mali Ston - :
Mali Ston M4 dagnje
. Hodilje M5 dagnje
Hodilje — ,
Hodilje M6 dagnje
Banje Banje M7 dagnje
Soca M8 dagnje
Soca :
Soca M9 dagnje
o o 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
%ODAaHYR %ODAaHYR 0 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. SR G&prg™* YUVWH aNR O MINTDH D HN R Mo MW it dlidXgaz 2010™**  uzorkovanasamo2007
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U tablici 4 prikazana SURL]J]YRGQD SRGUXISMD |ISROUMBIIM X SROR
sjevepzapada prema jugoistokBrema Planu monitoringa 2810.godinu primjenjenomod

1.7.2010 godine X QHNLP SRGUXpMLPD UKrQD RlzoRGVQIPeRB UHYHQH
YUVWH a8NROMND&aDbD MHU VX ]D WR SRGUXpMH L]IDEUDQH RC
NRQVWD Q Wi@drost HlPN EY ¢bli/100g u preliminarnom razdoblju. Proizvodna
SRGUXpMD GDOPDWLQVNRJ GLMHOD LVWRpPpQH REDOH -DGI
uzoci VYLK GYDQDHVW R]QDpH®@moguX. QD NDUWL +UYDWVNH X

2S 00D D p pb&tipka pretrage aANROMND abD

8 SUHWUD]L aNROMNDAD QPUQ®WDB D E VNKWHOMMBGHATL(& RV W
a) Postupak izolacije i identifikacije bakterije E. colisa™ N O D V L p@turé&nim
postupcima
a.1l) Metoda za brojanje i izolaciju [3-glukuronidaza pozitivne E. coli pri 44 °C;
standardna MPN metoda ISO/TS 166493/2005 - Horizontalna metoda za brojenje
glukuronidaza pozitivn&. col - Dio 3: Postupak najvjerojatnijeg broja upotreborbrom-4-
klor-3-indol 3-D- glukuronida(ANON., 2005.H
a.2) Metodeza izolaciju B-glukuronidaza negativne presumptivne E. coli 0157
Metoda 1 modifikacija MPN metode za izolaciféglukuronidaza negativng. colina
TBX agarupri 41,5°C
Metoda 2 kombinacija MPN metode i metode za izoladiglukuronidaza negativne
E. coli sa dodatnmRERJD UHQMH Pi Xdvajargeyth Ina kromogenor®157:H7 1D
agaru
Metoda 3. metodaza izolaciju 3-glukuronidaza negativn&. coli RERJDUHQMHP X
MTSBNI izdvajanjem na kromogeno@157:H7 ID agarifi CT-SMAC agary

KRULiayostei u EDNWHULRORANRM SUHWab&atorijuUZ2]YLMHQ |
PLNURELRORJLMX KU D Qwterinksk@yQavolld SAE2 RX¥B) kadvtézultat
G XJRJIRGMada]ri U D ] O mpdifidirehe metodeizolacije presumptivneE. coli 0157
razvijanesu uovisnosti o dostupnosti hranjivih podloga u laboratotignjihove prikladnosti
zaistovremen upotrebuza XWYUYLYDQMH S U L\EXIBAQriRGA M ZY potyildW RNV L Q
uspjeha izolacije VTEC i izbanajprimjerenijih hranjivin podloga i tehnike izdvajanjnutar
same metodegvi modificirani postupciYHULILFLUDQL VX YLAHNUDWQR ]DJI
ANROMNDAED IputemYrioksaB/DBEQOAL7:H7
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b) Imunoenzimski test(ELISA) zautvr yivanje prisutnosti verotoksina

Postupak jeprilagoyen izvorni postupak zauzorke fecesana uzorke hraneu postupku
obogaivanja. Ovaj ppstupak MH WDNRVYHU UD]Y LSYHAZS, Xe j© eEfRikAID WR UL M ;
XPMHWQLP |IXKIDFRIHMMHRARLUDQLK XIRBROMPLEANRQMNBADLY LK
VTEC O157:H7

c) Postupak ODQpDQH UHDNFLMH SROLPHUD]RP 3&5 ]D XWYUY
verotoksinei dodatne virulentne faktore u porastuglukuronidaza pozitivim kultura E. coli
QD DJDUX L pLVWLE. soRikblrahih fofuphktii zbLikbkcijglukuronidaza
neaativneE. coli /presumptivneée. coliO157.

PCR SUHWUDJD REDYOMHQD MH W labbkatdiP zaR MriRaiskdgV W U D 4 |
veterinarskognstituta u Zagrebua postupakje verificiran saVTEC O157:H7 i pohranjenom
'1$ VD WUD &H Qitufenthds) L P D

Priprema laboratorijskog i testnoguzorka

8]RUDN SUHGVWDY OMDih naNtbpigahR@IVPNVDANDR XNHWX]RUNRY C
propisaneplanom monitoringa,a R]QDEHIQPHQRP L E U RNakbR ddéfaRKkaNuH
laboratorij uzorci se pohranjuju u hladnjak na 3°t & GR WUHQXWND WHVWLUDQN
u roku 24 sata ili iznimno 48 sati od uzorkovanja. Zamrzavéh@ ROMNDAaD ]D RGUHY
PLNURELRORA&NH NY D Qie\WoawjehcdaLYLK A&NROMNDAD

Laboratorijski uzorak predstavlja najmanje 15 dagnji, 10 kaocagkunijki ili 30
prnjavica. Za pripremu homogeniziranog uzorka (testni uzorak) odbacuje se svaki otvoreni
ANROMND& L RQL RaW HHNHRQH NODVBX.E WK URHU LEDWIXOpHWNLFRP
KODGQH WHNXUH YRGH SURYMHUHXR KM SNWIOM>WNIHWH $ L B VIXGIH
ANROMNDAEL VH RWYDUDMX VSHFLMDOQLP VWHULOQLP QR
LIYDIJDQX VWHULOQX SRVXGX LOL YUHULFRVYW WKKHREFAD CHIALD M F
GRQMH OMXaWXUH 7HDAEDY ¥ DRPILED HHMIKY QRRROMNMLKRYRM YH
WHNXUOLQL 5DGL SULSUHPH aWR ROiVsEKGH)EDjpE R Y R E W QWH WW Q R}
uzorka (0ko250¢g) X YUHULFIP WHBLFRBUAPRPRHHQL]LUD X SHULVW
homogenizatorydagnje), dok se ¥WDOH YUVWH aNRO MWD KAR PR NN/ T
SXOVLUDMXULP SRNUHWNdkan ptipemaiddtho® @ ethalijSdRpripr&na
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RVQRYQRJ UDJUMHYHQMD V GLOXHQWLPD SRpHWQD VXVSF
metadi ISO 68871:1999 (ANON., 1999.) i ISO 6883:2003 (ANON., 2003.a)

4.2. Postupci izolacije i identifikacije E. coli

4.2.1. Metoda za brojanje i izolaciju R-glukuronidaza pozitivhe E. coli (ISO/TS
166493/2005

_ OHVR &4NROMNDAD GDJQMH V Q
Priprema testnog WHNXGLQRP VH KRPRJHQLJRUBAKF

uzorka SHULVWDOWLpPNRP KRPRJHQL]DWR
ISO 688%3: 2003

homogeniziraju mikserom

A\ 4

U 50 g uzorka doda se 450 mL %ybeptonske vode (MRD

SULSUHPD SRDHW( uz ponovnuhomogenizacij SRpHW QD V XV $0¥Q
RVQRYQR UD])JNH U ERp &80 mL MRD staveelOmL SRpHWQH ¥X
GDOMQMLK VHULM pripremu 1 UDJUMHyYHQMD 3RV \\DX ¥/EDN
UMRD. UDJUMHyHKQMWNG 5DJUMHyYHQMD
ISO 68871:1999 PLMHADQMHP X GREUR ]JDWYRUHQL
1DVDVL\LD)QFM}D€1D U prvi niz inokulira se 10 mi0* UD]JUMH ¥ H Q Myt
(QDMPDQMH WUL VI epruvetas 10 mL MMGB G Y RV W U X NHdriwDroZ
Od pet epruvetzMMGB) epruveta 40 MLMMGB MHGQRVWUXNH Md |

3 . mL 102 U D] U M, KW @QMIipb 1QiL]10% U D] U M,Hey
Inkubacija37 °C/22-26h tako daliekadaRpHNXMHPR SEXHiiDQL EU

!

Izolacija i identifikacija na

Iz svih epruveta svakog niza V.. SULVXWQRZ§
preFMHSOMXMX VH NXOWXUFBXQDaaS
TBX agaru Nakoninkubacijesva"polja’ agaras poraslimplavo zeleni

Inkubacija 44°C/18-24h kolonijama  kao rezulte.lt aktivnosti R-glukuronidaze
R]Q D jupnsé@nostE. coli*

,JUDpXQDYD®&NMH ¢
ISO 7218:2007

1z broja poljas E. coli prema podacima iz MPN tablica z
SULPMHUHQR W D]UMHRPMHYAHNMHD RplL
najvjerojatniji broj Q D J &NROMNDAD

7THKQLND QDFMHS O MdlukibdpitbRa poz8iE.2MiNAR BX agar prikazan je na slici 18.

Shema 1 MetodalSO/TS 166498B/2005za brojanje i izolaciji-glukuronidaza
pozitivheE. colipri 44°C X X]RUFLP D (ANCROQ 20065/ D
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2SUD QDpHOD SUHWURAEHY D WHIYNDQ@QUIWND 1D XhERtEXif@aR bli H Q L K
u diluentu za oporavakMRD (Maximum recovery diluenBiolife Italiang uzuP Q D 2DiIQ M
HSUXYHWDPD VH U lmddifiditakogUnidriddaietyydtu€@idainog bujonaVMGB,
(Glutamate Selective BraothBiokar Diagnostics, France)Broj E. coli se odrey XM H
R p aWddn najvjerojatnijeg broja mikroorganizama (MPN) izolacijom na kromogenom
tripton & X p QdRuRuronid agaru- TBX, (Tryptone bile XGLUC agar Biolife Italiang) iz
QL]D VHULMVNLK UD]U M ltaplit@QndrBe RSG 72RO SANOWRBOV D

4.2.2.Metode za izolacijul3-glukuronidaza negativneE. coli

.UR] WURJRGLAQML SHULRG LVWUDALYDQMD NRULAWHQ
NRORQLMD PRUIRORANLK NDUDNWH UR§ukurddiDazs bagativxhe SW LY Q
E. coliO157H7

Zbog mogui Hplegustg UDVWD PLMHADQH EDNWHULMVNH NXOWX!
mikroorganizna S U H N R s8lékf/pih agara, #ERJ PRIJXUQRVWL GD FLOMDQL |
ne EXGX SULVXWQL X YROXPHQX NRML Vdsta@d) EdMizdolBciuI XM H Q
XVSRUHGLOL VPRarjahtéd)Hacidptiaqd ujpnskih kulturaQ D S @abfahkih
agarazasvaku metoduANROMNDAEL X jeRlavhoR Mdhi@iing3 &alje suS U Hiveii D a

najprimjerenijm postupcima

Metoda 1 Modifikacija ISO/TS 166493 MPN metode za izolacijuR-glukuronidaza

negativneE. colina TBX agaru inkubacijom pri 41,5 °C

2SUD QDpPHOD SUHWINNRUYEW DgspetyiRRIpPIOQRED QB D VYLK
coli (bez obzira na biokemijske karakteristikeMiMGB kao dijela standardne MPMhetode,
uz izdvajanje ngropisanom TBX agaruz modifikaciju temperature inkubacije 44 °C na
41,5 °C za osjetljive E. coli O157:H7 Porasle bijele3-glukuronidaza negativne kolonije
precjepljuju sena EMBA agar Eo. Me. Blue Agar w/lactose and sucrodgiolife Italiang za
presumptivnu identifikaciju bakterij&. col. 3SRJIRGQRVW RYH PHWRGH MH NRLU
standardnenetodelSO/TS 16649 L] UHGRYQH UXWLQWNHon8UHWUD .
EH] aXpQLK VROL L DQWLELR WdzNam® RonmpdgediXatijekuzarakuz E L W R
HNRQRPVNL DVSHNW NRULAWHQMDEIBRWYWRWHQUB IQURINQ KI LY
podloga
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uzorka

Priprema testnog

ISO 688%3: 2003

!

uMRD

3ULSUHPD SiSppri¥ ¢
RVQRYQR UD]UM|
GDOMQMLK VHULM|____

ISO 68871:1999

|

1DVDyLYDQMX}DAD
(QDMPDQMH WUL VH
u petepruvetaMMGB)
Inkubacija37 °C/22-26h

’

Me AaNROMMNdDEd) s intervalvularrom
W H Nok ke&Q lomogenir|a X YUHULFL
PUHALFRP X SHULVWD O Wddk Ne
ostale vrsted N R @ Moh@éniziraju mikserom

U 50 g uzorka doda se 450 mL @glpeptonske
vode (MRD) uz ponovnu homogenizac{jis R p H
suspenzija, 1:1a0%). 8 ERpLFX V P/ (
se 10mL SR p HsWNsPenziieza pripremu 16
UDJULMH8R®WRSDN VH SRQDO
UDJUMHPHQWEH 5DJUMHYHQMD
PLMH&ADQMHP X GREUR ]DWYR

U prvi niz inokulira se 10 m10® UD]JUMH §
svaku odpet epruvetss 10 mL MMGB dvostruke
M D p lUQdtugi niz epruveta s10 mL MMGB

MHGQRVWUXNH MD pd QHnLLIQR
U D] U M,HisMA@WIED 1QriLI0® U DU M, Hey
tako daliekadaRpHNXMHPR S E.X#liu D

Izolacija i identifikacija naTBX agaru

Inkubacija41,5°C/18-24h

Varijanta 1. *

Iz svake epruvete prvog niza

MMGB, se uzima po 200 pl
inkubirane kultureukupno 1mL koji

VH UDJUMHyXMH GYD

(10" i 10%. RD] UL M KstitaDde
precijgi ezom prvo na jedny
PHWULMHYX SORpX 79
bez spOMLYDQMD H]H Q
TBX agaa

Varijanta 2. **

Iz svake epruvete prvog nizaa
MMGB, precijepisekultura ezom na
prvi kvadrantjedne petrijee SOR p
TBX agarom u obliku pet susjedni
kapi. Potezima ezekapi se spoje i
razvuku preko S O R 4 Hbotom bez
VSDOMLYDQMD H]H Q
agara

Varijanta 3. ***

Iz svake epruvete prvogiza sa

MMGB, precijepi se kultura ezom
na prvi kvadrant petrijgy SOR b
TBX agarom u obliku pet susjedni
kapi. Ezom se kapispoje te se
kultura nacijepi SR FLMHO
metodom iscrpljivanjaengl. streak
plate; T Streak)preko 3 polja uz

spaljivanjeeze L]JPHy X SRON

R P

Bijele kolonije
(sve ili najmanje 5)

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

\4

.RORQLMH WDPQR

sa ili bezmetalnog sjaja

v

Biokemijska identifikacij a

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

Shema 2 Metodal. Modifikacija ISO/TS 166498 MPN metode za izolaciju
[3-glukuronidazanegativnet. colina TBX agarwz inkubaciu pri 41,5°C



Metoda 2. Kombinacija MPN metode i metode za izolacijul3-glukuronidaza
negativne E. coli s dodatnim RERJDUHQMH P iXzdRajabfani na O157:H7 ID

agaru

2S0UD QDpHOD SUHWM&UNR H LM HIse & iHRA\QM@HED @V D
u MMGB kaodijela standardne MPMhetode uz dodatak drugog po redu bujongryptic soy
broth modified mTSB, Biolife Italiang, mTSBN - modificiran tripton soja bujonas
dodatkom novobiocina| DYU&dQH NRQFHQWLUD MHO-HNWERY QR coliPQDAaDQ
O157H7.

lzdvajanje se zasniva na otkrivanjé-glukuronidaa negativnih kolonija na
kromogemm agau O157H7 ID (O157:H7- ID medium /O157:H7ID - F, BioMerieux, SA,

Francg. =D SRPHWQX NRQWUR O Xe Fétigli XRHE LIp\DWMIRI Rt Q R
Sorbitol MacConkey agar - CT-SMAC (SMAC-CT agar BioMerieux, SA, Franceka

izdvajanje sorbitol negativnih kolonijgdJD U 2 + ' VDGUAL PMHADYLQX XJ
dvije kromogenetvari za otkrivanje enzimskeaktivnosti (3-galaktozidazeprisutneu gotovo

svim sojevma E. coli bezobzirana njihov serotipi [3-glukuronidazeprisutneu gotovo svim

E. coli nonO157 Serotip E. coli O1572H7 na ovom mediju rastekao dobro vidljive
smaragdnaelenekolonije L ] P HKo¥onija ostalihsojevakoje subezbojne,U X a L tddmnav H

O M X E-mpdbe/de rurpurnarvene Na CT-SMAC agaru kolonije koje fermentiraju sorbitol

VX UXaLpDVWR GR FUYHQH ERMH D WLSLpQH NRORQLMH
bezbgne ili neutralnesivo-okerbojes mutnim centrom-2 mm u promjeu.

SRIRGQRVW RYH PHWRGH MH NRULa&AWSOO® H668XIYH ID]H V
2005 ANON., 2005.b L] UHGRYQH UXWLQVNH ESXMRNXD EHH 14 &ROMND
DQWLELRWLND NDR BeRdodéthe<hdom@dehiEatid &zorW U Ridugoly po
redu bujona mTSBN samo jerdfQ@ SR X]J]RUNX DOL MH XNXSQR YULMHPH |

24 sata radi inkubacij@va bujona
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Priprema testnog uzorka
ISO 688%3:2003

v

3ULSUHPD SRpHW(
RVQRYQR UD]UM|

uMRD
ISO 68871:1999

}

UPQDAaDQMH
(QDMPDQMH WUL VH
u pet epruvetdMGB )
Inkubacija37 °C/22-26h

!

8PQDADQMH
umTSBN
Inkubacija41,5°C/18-24h

Izolacija i identifikacija na
CT-SMAC agaru
Inkubacija41,5°C/18-24h

Varijanta 1.*

Kultura se nacijepi iscrpljivanjemjednim
potezom SUHNR GYLMbh HOR
razmacimaeze od 5 mm bez spaljivanja U
VOXpDMX L]JRVWDQND SRU
LQNXEDFLMD VH SURGXAaDY
pregustog rasta kultura se precijepi tehniki
LVFUSOMLYDQMD QD GRGD
agara.

Bezbgne / sivo-oker kolonije s
mutnim centrom £ mm u
promjerunaCT-SMAC

OHVR ANROMNDA&D intefvavdii@rivokh
WHNXULQRP VH KRPRJHQLI]E
PUHALFRRUXVWDOWLPNRP KRH
RVWDOH YUVWH a8NROMNDA&D §

GDOMQMLK VHULM|———

U 50 g uzorka doda se 450 mL @glpeptonske
vode (MRD) uz ponovninomogenizacij SR p H
suspenzija 1:1010%). 8 ERpPLFX V P
stavi se 1L SRpHW QH \2& MiSrehqu] 16V
UDJULMH8R®WRSDN VH SRQD
UD]JUMH PHQ RBMIUMHYHQMD VH K
PLMH&ADQMHP X GREUR ]DWYR

U prvi niz inokulira se 10 m10® UD]JUMH §
svaku odpet epruvetasal0 mL MMGB dvostruke
M D b UQdrlgi niz inokulira sepo 1 mL 10*
UD]JUMHIHQLMWIMGB MHGQRVWUX
WUH ipa 1@L]102 UD]UM H LN BIGS D
LVWH MDpLQH WH WDNR GD(
broj E. coli.

NDNRQ ]DYU&AHWND LQNXEDFL
MDNRJ 00*% JGMH MH XWYUy
uzima se po 0,1 mL kulture i prebacuje
]JDMHGQLPN XIS BRSBN W XV

v

Izolacija i identifikacija na
O157.:H7 ID agaru
Inkubacija41,5°C/18-24h

_——

Varijanta 2.**
Kultura se nacijepi preR M H G Q ldbaSag&®
tehnikom iscrpljivanja kulture preko tri polja s
VSDOMLYDQMHP kehol. strgkpiare, §
Streak). 8 VOXpDMX L]JRVWDQND
UDVWD LQNXEDFLMD VH SUR
pregustog rasta kultura serecijepi tehnikom
LVFUSOMLYDQMD QD GRGDW(Q

smaragdnaelere kolonije na
O157:H7 ID

¢

Biokemijska identifikacij a

* Varijanta 1prikazana je na slici 13
**Varijanta 2 prikazana je na slici 12

Shema 3Metoda 2 Kombinacija MPN metode i metode za izoladiiglukuronidaza

negativneE. colisa dodatnimR ER JD U H Q M H Pizlvapanj@®oriad157:H7 ID agaru
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Metoda 3. Metoda za izolaciju 3-glukuronidaza negativheE. coli RERJDUHQMHP X
MTSBN i izdvajanjem na O157:H7ID (i CT-SMAC agaru)

OHVR &NROMN D & D inter@galyJlgmémi
WHNXUGLQRP VH KK PRIHIQLLFL
PUHALFRHPUXVWDOWLpPNRP KR
RVWDOH YUVWH aNROMNDA&D

Priprema testnog
uzorka
ISO 6887%3: 2003

l

J WHVWQRJ X]RUND VH SR

1DVD y L YLDm\DF& D_C dijela 225 mL mTSBN. Homogenizira se
SHULVW bdandgerpAdtBre srednjom brzino
umTSBN 1. minuty a nakon dodatka preostale 2/3 mTSH

MRa Pda@OWPDQMRP MDNRAI
VH LQNXELUD X YRGHQRM odX
40 p/min

L

Izolacija i identifikacija na Izolacija i identifikacija na
CT-SMAC agaru O157:H7 ID agaru
Inkubacija41,5°C/18-24h Inkubacija41,5°C/18-24h

e

Varijanta 1. * Varijanta 2.** Varijanta 3. ***
iz mTSBN Kultura iz mTSBN nacijepi se prek , ] XPQRAHQH NXOW

Inkubacija41,5°C/18-24h

Kultura nacijepi  s€
iscrpljivanjemjednim potezonpreko

G YLMH olsaOdRdrdl u razmacim
eze od 5 mm bez spaljivanjaU
V O X [wDskénka porasta i/ili slabo
UDVWD LQNXEDFLMD,
a u V O X priedustog rasta kultura g

MHGQH oB® Rdrh, tehnikom
iscrpljivanja kulture preko tri polja s
VSDOMLYDQMHP H(HglL
streak plate, T Streak)l VOX

izostanka porasta i/ili slabog ras
LOQNXEDFLMD VH SWRC

priredi se10%2i 10®° UDJUMHY
VH QD SORpH RED

precijepi po50 pl UDJUMH
UD]PDaH / &WDS%OXH
izostanka porasta i/ili slabog ras
LOQNXEDFLMD VH S#&R

precijepi tehnikom iscrpljivanja n
G R G DW QM5B K/Dmyara

V O X ppedustog rasta kultura g
precijepi tehnikom iscrplianja na
G R G DW QM5B K/Deyara

V O X jpEedistog rasta kultura g
precijepi tehnikom iscrpljivanja n
G R G DW Q5B /Payara

Bezbgne / siveoker kolonije s
mutnim centrom £ mm u
promjerunaCT-SMAC

smaragdnaelene kolonije na
O157:H71D

Biokemijska identifikacij a

* Varijantal prikazana je na slikama 146.
** Varijanta 2 prikazana je na khmal4-16.
**Varijanta 3 prikazana je na #amal4-16.

Shema 4 Metoda3. Metodaza izolaciju3-glukuronidaza negativne. coi RERJDUHQMHP X
MTSBNI izdvajanjem n@157:H7 ID (iCT-SMAC agaru)
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Metoda 3. se zasniva naRSUHP SULQFLSX XP QD &bliQNME pe DNWHU L
standardnoproceduri ISO 16654:2001 uzdvajanjef3-glukuronidaza negativnik. coli na
kromogenom agar(bez imunomagnetske separacije primjenjive samB.z=li O157H7) i
SRPpHWQX XVSRUHGEXT-QMAC Sdd®R.S L2d DZpB Majprikladnijeehnike
izdvajanjakolonija QD SORpDPD DJDUNBLEWUSRDUHYMDAWALHL]RODFLMH
BAM (Bacteriological analytical manual) protokolu (FENG i WEAGANT, 2002.; 2009.).

SULQFLS GMHORYDQMD E.HGIHONSY LYW SEN XiPdRdmajB-Q M D
glukuronidaza i sorbitol negativnih kolonija RAI-SMAC agaru iO157:H7ID agaru opisan
je u prethodnoj metodi 2.

SYUKD L SRIRGQRVW RYH PHWRGH MH LVWRXOHPHQR NI
MTSBN bujonu za dvije metodizolaciju i identifikacijupresumptivne/ TEC O157(i drugih
3-glukuronidaza negativhiE. col), NODVLpPpQLP PLNURELROR&ANLP SRVWX
SORpH DJDUD WH GRND] SULVXWQRVWL YHURWRNVLQD (/,6
RYD PHWRGD NRULAWHQD LVWRYUHPHQR V SUHWUDJRP &aNF
0d2009.JRGLQH SD GR NUDMD LVWUDAaLYDQMD

Biokemijska identifikacija [3-glukuronidaza negativnih izolata

6 YH N DU D NRIHKuroMd&/Za p okbitohegativnekolonije presumptivneE. coli
O157 L]IROLUDQH SRPRUX ,GOpnetiepeQa KeselekivRBdD QDMpHAaAUH NU
DJDU UDGL SURYMHUH padwse¢/ RaldFCreasaxa\Dyabeétesd_ndjmaNje HL U
sumnijivih kolonija ilisveako ih jemanje WH VH LGHQWLILFLUDMX APDOLP E
indol, metilensko crvenilo, VogeBroscaur i citrat, tvz. IM\C test

Tablica5. 7XPDpHQMH ,09L& WHVWD

TEST POZITIVNO NEGATIVNO E. COLI
Indol UXa L plen AXWL suvl +
prsten
Metilensko QDUDQDI 3 v
crvenilo crveno aX\@PUDQpD +

VogesProscaur| roza- crveno | 0€Z Vidiive promjene -
J (oker VP HY H

bez vidljive promjene

Citrat plavo (zeleno) -
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3UL ELRNHPLMVNRM GHWHUPLQDFLML NRitlifeaNslitBQH VX Kl
7LSLpQH UHDNKddMWhE/ XolIN® RV @ XpDMX SRWYUGQH LOL VXPQ
identifikacije presumptivneE. coli O157 kolonije se dodatno identificirajoa minijaturnom
biokemijskomsistemu- API 20 E strip(Biomeriaux).Kulture koje dajuuzorak po redoslijedu
slova IMVIC: ++- i/ili ko mbinacig biokemijskihreakcija naAPI 20 E stripkoje se po uputi
SURL]PDRR PL W D ¥abM idertifikatijas VP DW UDM X \EHcdl @idiy 1).y H Q H

SUHVXPSWLYQD VHURCR®NMSZEHQWLILNDFLMD

ORUIRORA&NL WLisktpripH. cORD RQILNEHRNHPLMVNLESRIWY UVHQ
S RW Y Usulkgrde@ilnimantiserum aglutinacijskirtestom ProlexE. coliO157:H7latex
testreagent kit(ProLab diagnostics, Canaddgolati se prethodnprecjepljujunakrvni agar
radi indukcije pokretljivosti,. ZD WHVW VH X]JLPDMX SRMHGLQDPpQH GREL
LIEMHJDYDQMD ODAQR SR]JLWLYQLK UHDNFLMD SUHWMHUDGC
samoaglutinacie% DNWHULMH ELRN H PH kbViNbje SIRpaKéZA: lA@ikciN D R
napredmetnicis antiserumom za O157:H7 smatrajuS&® W Y U y HE) cUlitDUR:WA S

Izbor i pohrana kolonija bakterija E. coliza PCR

6YH LIROLUDQH EDNWHULMH L] XlRdiDND]@N RIOMIND B B EIRY
i biokemijskih svojstava, bez obzira na rezul@mesumptvne VHURORANH LGHQWLI
pohranjuju se na agar za konzerviramalje u tekstu STOCK (Stock Culture Agar, BIO
RAD, USA) za provjeru svogoksigenogpotencijala odnosn@risustva gena virulentnosti
postupkomPCRa.

4.2.3.Postupak verifikacije metoda izolacije3-glukuronidaza negativneE. coli sa
VTEC O157:H7

9HULILNDFLMD PHWRGD MH SURYMHUHQD XPMHWQRP NI
YL&H PDJEaza je izbor najbolje tehnikagepljivanja XPQRAaHQH NXOWXUH SUHV)
glukuronidazanegativng3-GLUC(-) E. coli (verotoksigend. coliO157:H)] QD SORpH DJDU
unutar pojedine metod®ruga fazge bila provjeraprimjenjivosti L R G U H ydjelljivegdM H R
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metoda U D ] O LduhosbiPazine 1 D J D y H @MtbdksigenonE. coli O157:H7 sa znatno

v L& LN\NPR O L pdo@dpdéziljaneE. colinon0157 uz prirodnu mikrofloru ANROMNDA&D
Karakteristike rasta hranjivih podloga, prikladnost opisanih metoda u ovom radu i

SULODJRGED SRVWXSDND SURYMHU &l BRE.UCHX dorlBR WY Uy H C

pozitivnih (tablica 6):ATCC 8739, 25922, 3521@lalje u tekstlE. coli nonO157). Kao I3

galaktozidaza pozitivni - -GAL(+), a R-GLUC(-) i sorbitol negativhi s NRULaAWHQ MFE

verotoksigenE. coli 0157:H7(VTEC O157:H7% laboratorijski sojlZS Teramo, Italija ISS

32 M/00B, liofilizirana kultura 07.05.04§slika 7).

Slika 7. E. coliO157:H7i r D] O IAD C@\shjevi
E. colinaO157:H7IDagau IRWR ,) /LVWHa

Tablica6. 6RMHYL NRUL&AWHQL X YHULILNDFLML PHWRGD

Soj E. coli | B-glukuronidaza | sorbitol | IMVIC tip | Stxgeni/toksin
E. colinon-0157
ATCC 8739 + + ++-- -
ATCC 25922 + + ++-- -
ATCC 35218 + + ++-- -
E. coli 0157:H7 : : . N
ISS 32 M/00B

2pbHNLYDQH NR Q [eplieniv bdhtErija# HcolQ@IBT:H7 i E. coli nonr0157
RGUHYHQH VX PHWRGR R E SRARPHLMNDR N RAOVFB]Q IMKBSIR-bHNMDD
suspenzg mikroorganizamametodom prelijevanja neselektimm agaom uz inkubacijupri
temperaturod 37 °C/24 sata. Broj nacijepljenih mikroorganizachd UD AHQ M M RRYILPACGR. R
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NRULAWHQH Wtdbke|® de Metifidirakao broj kolonja X RGUHYHQRM NRO
ANROMNDAD

Za kontrolu stvarno prisutn®l R O Lprobdpélilidodane B5LUC(+) E. coliu uzorcima
a N R O, Mrhj bakizrijaM H R GdthHdari@nMPN metodom (opisana u ovom poglaylju
W H@.2.1). Stvarno prisuta N R CalLdodane BSLUC(-) E. coli O157:H7 u uzorcima
ANROMRI®E@BYHQD MPN metddmP5 epruveta modificiranom dodatkom
kromogenog O157:H7 ,' DJDUD X] SULODJRYHQX WadiPASBIUDWXUX L
UY UaWw D ¥rbj@pdljdselektivninagara svidljivim porasom VSHFLILp Q LKMRNRORQL M
tablice procedure 1S@218:2007 (ANON.2007.9 R G U HeyltdpR-GLUC(+) E. colii E.
coliO157.H7X aNROMNDALPD

Izbor tehnika (varijanti) nacjepljivanja EXMRQVNH NXOWXUH QD SORpH C

Verifikacija metodaizolacije VTEC O157:H7je u prvoj fazi obuhvatlaRGUHYLYDQMH
najprikladnije NROLpPpLQH LsiReNtehDikePBcjepljivanjéli iscrpljivanja kulture na
RGUHYHQ Bgagr kojeWirtH RPRJIXULWL L]GYDMDQMH , GRIESLP QXRp O
NDUDNWHULVWLND Ui@rsnkhDnikedigdniBWmidD OL P N X

Za verifikaciju najboljeg postupkeetode lizdvajanjal>-GLUC(-) kolonija na TBX
agaru iz MPN metodemetode 2 izdvajaaj3-GLUC(-) kolonija kombinacijom MPN metode
i RERJD UM @WSBR na CT-SMAC i O157:H7 ID agaruhomaeniziran je uzorak
ANROMSDEWKRRGQR XWYWEyebOLPJ +BPRIHQDW aANROMNDAaD X
50 g u 450 mL MRD nacijepljen je suspenzijor&. coli O157:H7 i P M H &ohYrL Qije
spomenutal>GLUC(+) ATCC sojaE. coli koji predstavljaju kompetitivnhu mikrofloruu
]IDYUAQRM NRQFHQVEUDIFQIEAEHR/G0 CFRI}8LUC(+) E. coliu 100 g
a N R O.MKNRDapladanih bakterija je verificraD R GUH Yy loY B Q BI¥iRcentrace
nacijepljenih mkroorganizamau 100 J @&NROMND&D EURW priprehii@oj NROROQL
suspenzij s usporedbomstvarnog broja ciljanih bakterija X & N Ri@aMpyimjéanom
standardn®PN metale na TBX agaruuz dodatakD157:H7ID agarupri 41,5 °C.

=D YHULILNDFLMX QDMEROMH W HK Q L RGLUCH VKdRoGijd LIGY
bakterijeE. coli, na krutim podlogam&®157:H7ID i CT-SMAC agartuQDNRQ XPQDAaDQMI
MTSBN bujonu XSRWULMHE O MKHR®@ RMH QA PLINFDyHIIU X]RUDN &ZNROMND:
coli J 7UL SRGX]JRUND RG J KRPRJHQDWD PHVD L LQWH
mTSBN VX ]DVHEQR XPMHWDRFO IRQ MPERCAHTFSRKHIRG; 12,5 i 25
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&)8 J aANRONNMMHEINLATCC sojaE. coli |1DYUAQD NRQFRQWUDFLM
&)8 J ANROMNDAD 7DNR VX GRUECHHEQIiLREELOCEHEWL RGQRVL
2 + X X]RUFLPD LJUDAHQR (bdlikeR4-8¢68 J ANROMNDAD

Provjera osjetljivosti metoda za izdvajanje 3-glukuronidaza negativne E. coli
UD]JOLPLWLP]DDDYAQRD QIH7H7(&

Druga fazaverifikacije metodaje bila provjera primjenjivosti i osjetljivosti cijelog
postupkas izabranom tehnikom nacjepljivanjamjetnim |DJDYyH QXNIRHPDND &aNROMN|
ciljanim mikroorganizmom (VTEGO157H7) i razirom kompettivhe mikroflorei do 200
puta YLAH RG WEQ Mrp®@rrljena su vh homogemta uzomaN D & N&ROPrv Nd2
bakterijaE. coli nonO157 (<20 MPNE. coli100gtj. manje od razine detekcijé¢ drugis
razirom umjetnog | D J D y B4DO/NIPN 3-GLUC(+) E. coli100g Oba uzorkasu potom
umjetno kontaminirana $ri UD]OLpPpLWH. ¢®oR OI5HV @-GLUC(-). KRULAWHQD
UD]UMA§HQYKDIture E. coliO157:H7(inkubirarau PPV37 °C/18h)koja su dodana
X KRPRJHQDW HIz AN B D pRCDERWrEicE nadjepljenih bakterijai postignute
SULSDG DM Xije¢thostidd 100Wgrama D J D y HRQNLRKO, Midv&daiie su tablici 11.
Najvjerojatniji broj E. coli O157:H7 iE. coli non 2 X JUDPD aNROMNDA&D RC(
opisanimMPN meto@amau ovom poglavijy W§H.2.3. OHWRGD pLMD VH ID]D XF
koristi za ELISA metodprovjerena je dvokratnaz spomenuti ELISA testa uzorcimas
prirodno prisutnomE. coli u N R O lof L1QQ- 5400 MPN E. col/100 g (tablica13 i 14).
ZDY b adivrdaP R J X U QzBwdjenjaR-GLUC(-) E. coli (O157H7) metodama izabranian
u radu,provjerengje na uzorcimad L YA MR O M N D & [R GHJikEiEaQidm morske
vode | D J DHMIECOL57H7.

4.3.Imunoenzimski test +ELISA

To MH QDMpHAauUL W HWY bvzoNIBtékdiji patbgéhk UDLINRV M H testbha Ll Q D
SSHFLILPQR UD]YLMHQD ]D G HIVWNHON RLMOXEInHfedRS)NRHNIMSEID 6 W [
XVSMHAQR PRAH NRULVWLWL ]D Kéanjp Qpfocidriu lz& ¥kdtrakcijlS ULN O |
toksha. Za SRYHURQMHW OMLY RMVWdstde ixA8diH R kulfu@riRubMéanoj u
bujonu OYL LPXQROR&NL WHVWRYL SUHGVWDYOMDMX YHOLNL
VTEC 0157 i norO157 za razliku od tradicionalnih metoda ili drugih metoda van dosega

Y H i Lurigkiiu laboratorijapasui QDMHNRQRPLPQLML QDpLQ ]D. UMHAD"
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2 S U H @ksi RLISA test ima sposolwst detekcije svih VTEC sojevanunoenzimski test
je jednostavna metoda direktnu detekciju verotoksira coli O157i/ili E. colinonO157u

uzorcima.
1D p hh&spka

2ELPQRIWBINFLMD RGYLMD X pHWLUL IDJH 5HDNFLMD V!
antitijela za verotoksineNakon faze ispiranja dodage drugi setantitijela konjugiranih s
enzimima,koji sadaG UStxu VHQGIY|IPHYyX GYD VHWD DQWLWLMHOD 1DN
ispiranja, dodajuse enziski VXSVWUDW L NURPRJHQ NRML GDMX SO
LOQWHQ]JLWHW QDNRQ NUDWNH LQN XE prisuthdgStxu RuoddhiX SUR SR
uzorki.IQWHQ]LWHW ERMH X MRIGUUHR\EAW BAHBIEtROMA \W @ RR G EJIH § X M
pozitivan ili negativan rezultaiao enzimski imuni testN R U L atésH/€rativkkin Antigen
ELISA za determinacijuverotoksina 1li 2 (Verotoxin Antigen, 6006, Generic AS),
primarnonamijenjerza uzorkdecesa.

Verotoxin Antigen 6006e brzi enzimometrijski imundest zaNYDOLWDWLYQR RGU|
obaverotoksinakoji zauzimajupoliklonske p Y UiMMiiliziranefazei monoklonskebiotinom
R E L O Mmtiijéla@dveraoksinli veraoksin2.

BURL]YRYyDp SUHGYLYD XSRWUHEX WHWaUiDpotetijalL VD R
osjetljivosti metodeSUHSRUXpD RERJDULYDQMH J X]JRUND X P/ E>
bujonu isl.) s inkubacijom 14 sata/41,5C 1DNRQ WRJD DNR MH SRWUHEQR
se sedimentiraju centrifugiranjem 10 minuta pri maksimalnoj brzini. Za test se tada uzima
VXSHUQDWDQW EH] GDOMQMHJ UDJUMHYHQMD

Opis postupka

Prva fazapostupkaje prilagodbauzorkainkubacijom i R E R J Djarh ¥Zor®a preko
Q R U LNTSBN bujonu radi povéanja osjetljivosti metode, odnosrsmanjenjautjecaja
nepoznate vrste uzorka za ovu metodu D U M HijiagdiD R M@ KLELWRUD X @&NROMN
Za ovu fazu koristi se inkubirana kultupeemametod 3. 3RMa kROLPpLQ hilX]RUND
je 25 putavei@ od SUH S Ry X [gk@a(iz rutinske pretraged N R O Mistabeddostatno
homogenata) daeL VH MR& YLA&H SRYLVLQbst R&tdkdijeMerbtaksimavV W W NV
XPQDAaDQMHP L QLAQ MIRAZ:@Idoksinehd. coli.
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Nakon inkubacije, uzima se XL gornjeg sloja obogéne kulture iz vrdice unutar

filtr a, koji se dvokratno centrifugira u epruvea30000/min, dase odvoje mogiH SO XWDM X UH
pHVWLFH =D VDP (e SHUQDWIDRO®W XMX..NROLpPLQL RG —

'UXJD ID]D MH L]YRYHQMH WHVW D trid3tiwedDIGIihadilva, YQR Rp

koje se temelji naezanju bilo koje vrstgerotoksinana prisutnantitijela;

1DNRQ a8WR VH VYL UHDJHQVL QMHAQR SURPLM#HEADMX L
PLNUR S Gtevpd §eDpo 100 pL supernatanRE R J D KuHu@eHuzorka u svaku
MDALFX 3DUDOHOQR VD VYDNLP L]Y Bozith@QeM HégaiWwrieVW D V'V
NRQWUROH SD pDN L DNR VH SUHWUDA&XMH VDPR MHGDQ
Za vrijeme inkubacijeod 60 minutana 22-25°C verotoksin iz uzoraka pozitivha
kontrolareagirajus poliklonalnim antiverotoksinprotutijeima NRMD V XREWOWRAW Q D
QD MDALFH PRDURKOWRKHD V BieseadMerfhRgGd sehijeveétao

do kraja se uklanjspiranjem6 putasa270 pL,puferomUD]UL MEIPYH QL P

Zatimse GRGDMX SR NDSL ELRWLQ NRQMXJLUDQLK PRQRN
kojima verotoksin V S H F L idapi@ Rnkubira se30 min pri 22-25°C, nakon toga

V D G WA AL Fdires¥,Hane-vezani materijal od p Y U fa¥¥ fbrmiranog imunog
kompleksase do kraja uklanjepiranjem6 puta,sa270 plpufera U D | U LolIIHIP.H Q
60OMHGHUD ID]D M EtreptRi@ra gyeihnenogddadHRP peroksidazoni{engl.

horseradish peroxidas&oji prepoznajeELRW L QR P BnfitljelaMrikubhasD 30
minna22-25°& LVWUHVH VDGUAaDM L LVSHUH QD XRELpDMHQL
Zatim se doda 3 kapi bezbojnog supstrate8,885,5-tetrametilbenzidin(TMB), koji

HRP pretvarau plavo obojeni produktinkubira sel5 min na 22-25°C ]|DaW LodH QR
svijetla.

Enzimska reakcija se zatim zaustdwedatkomkiseleotopineu MDALFH &WR PLMHQNM
bojuudXWWH VH SORpPpLFD RpLWDYD X URNX RG PLQ

O S W LPN\DWE3) Btopineop LW D VH ] DreRutatelpd @30 Qrilalne duljine
nasuprotreferentnomfiltru od 620 QP &WR M Idrohdrtldndr@iRnosu sume

verotoksina.

S obzirom naJUDQLPQX Ydog MCHTGQFR)\f&Yultati se interpretiraju kao

pozitivni ili negativni. 1DplboQ UHyd YD Q K krpe@ndbsti i primjer naveden su u
tablicama?i 8.
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Tablica7. 2GUHYLABHEMMULMHGQRVWL

*UDQLPpQD YULMHG

(OG negativne kontrole + 0.2®@jedinice)

Verotoksin antigen

NEGATIVNO "JUDQLDP
vrijednost

POZITIVNO >JUDQLDPY
vrijednost

Tablica 8. Primjer W L S kdz@tat& testa po upufierotoxin Antigen, 6006, Generic Assays

-DALFH OD(a) OD(b) OD (sred. vrijed.)
Negativna kontrole 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

6SHFLILPQRVW RojeRj& GIRMISUSRNDWR REIR J D ikdlQrama je
98,8%, a osjetljivost84,6% QDVXSURW WHVWD FLWRWRNVLPQRVWL QD Y

4.31. Verifikacija ELISA metode

Metoda je provjeren&X Y LaH ID]D

Prva faza jeizbor najprikladnijeg postupka zdokazivang prisutnosti verotoksina
R E R J D Ukdl@iama uzorakau ovisnosti oupotrebi UD ] O lbpjb NODVLPpQLK PHWR
izolacije (metode2 i 3), UD | O kdzitAV]|DIDyHKQRIIDD ND aAaINWHBEOMNITYH DI
UD]®nLquhdsma SULURGQRJ L XP M shWwogpettivhord DnjkikopMm fon+
VTEC). U istim uvjetima W D N Rey prtwjerenai mogumost XWYUyLYDQMD SULV
verotoksinau suspenzijiuzorka EH] X P Q Dist@v@mveD je prisutnostV TEC O157H7 u
] D J Dy Higbtcnakontrdiranadokazomrast kolonijaQ D SOR p D@®IB7BIJID.U D
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'UXJD ID]JD MH NRQWUROD VDPRJ L]Y Ryilkv@KdD testu&dé PHWR:
koji se koristi pzitivnai negativra kontrola. Ove kontrolese sastg RG NROLpPLQH YHURW
1i2 (daljeutekstbtx 1iStx3 NRMX MH R GUH kbrivteSeJdbavEYriv b $vaki
test bez obzira na broj uzorakasim S U R L ]eRkgriroledodatno eNRU BA S/WHIQUHYH QD
pozitivha kontrolau laboratorijuiz bakterijskog izolatd&. coli O157H7 koji dokazano stvara
verotoksine t@blica 6). Ova pzitivha kontrola jeVXSHUQDWDQW QDmhMKIHI UD]
VTEC 0157H7 XP QR apt€kédi Q Riw mTSBN bujonu dobiven U D] vavijeni u
ILJLRORAaN FR) RMW, B0 je Qrethodnimtestiranjem trokratno dao pozitivan rezultat
na prisutnost verotoksina.R O L jptl )X01F CFU/mL VTEC Y L Agtlajedovolinu NROLpL QX
verotoksina za otkrivanje ELISA testdtako jeprikazanou tablici9.

Tablica9. *UDQLFD GHWHNFLMH (/,6%$ WHVWD EH] XPQDAabDQMD &

,JUDp X Q CWUIMIEIUSRRWW HV| 5D ] U MdEy ¢blQa57H7 S R p Hswggghije /
suspenzijiE. coli O157H7 CFU umL FO

5x 10 10* 107 103 10*

5x1¢ 5x 1¢ 5x 1¢ 5x 10

Direktni ELISA testu FO + - - -

Pozitivna kontrolaz laboratorijske kultur&/ TEC O157H7 N R U L geWz@aRi test,
radi usporedne kontrole bujona, postupka centrifugiranja, pripreme supernatahaR y H Q M D

samog ELISA testa.

Provjera ELISA metode uz umjetno dodanu kompetitivn u mikroflor u

Za verifikaciju postupa R E U Dgudiv@ Dzorkad N R O,jédaD obnaka 2268) s@&
MPN E. coli J ANROMN a2akd22@®YKD LUD]LQRP GRGDQIRW |DIDYHC
MPN E. coli nonO157100g. Uzorci su za dokaz verotoksinamjetno kontaminirani sa tri
UD]LQH DIBGBBMDI GR |DYUAQH N&IQ,EHPWHUIOKEMdH 45
CFU(g aNR O Nb&hl podtDpak LVNR UYL fIWHQPWRYUHPHQX PHYXVREQX SUF
metodaizolacije VTEC i ELISA testa, pajeLSUHPD XJ]RUDND L RGUHYLYDQM
i poraslih mikroorganizamaopisara prethodno W §.2.3. Provjera osjetljivosti metodaza
izdvajanje 3-glukuronidaza negativnée. coli UD]J]OLpLWLP UD]JLQDPD ]DJDYHC
0157:H?).

72



ELISA test jeradiizbora najprikladnijeg postupkaapravljen u supernatantima ¥ L & H
vrstaV O M HGitdrég L K

- homogenata uzoraka u MRD bé¢P QD 3D QMD

-RERJDUHQLK NXOWXUD QDMREIRAHQIOWMEREFDO MDOQMEAPR' X

u mMTSBN (z metock 2)

-RERJDUHQLEREXGWR UID X MY EBNFQWtHE X

Provjera ELISA metode uz prirodnu kompetitivnu mikrofloru

=ERJ PRJIJXUQRVWL YHUH RWSRUQRVWL NRPSHWLWLYQF
aNROM N Maipaibicije VTEC, kRULAWHQBDPRNFNRJIBYDILUDQD X]JRUND an
UD]OLpLWLP UDH.&®@DPD SULURGQH

(/,6%$ WHVW MH QDSUDYOMHQ X VXSHUQDWDQWLPD RERJI
mTSBNpo SUHWKRGQR L]DEUDQRM :ipiZ ELISKOdsGmetoMB.M NODVLE

Jedanuzorak(oznaka 989hije saG U a EYddIR100 g €20 MPNE. coli/100 gmanje
od razine detekcije) drugi (0znakal000) je imaoprirodrum raziru od 1100 MPNE. coli

J ANROMWDUGHQR VWDQGDUG QNakRnad® su BAdN RIGj&rid
]DIJDYHQL V WUL U DQty Mikuyed \QOrE® 2 + XPQRAHQH SUHNR QR
]DYUAQH NRQFHQWUDFLMH RG &)8 J &)8 J L &)8 J a&NF

2PHNLYDQH NRQFHQWUDFLMHOoQMBTLNVHE. @df HROK7ED NW H U
OGUHYHRH REKHW Q R Metwdovhdrorjja kblonijaQ D S@apRgwm u poglavlju
4. Materijali metode, W42.3)

Proviera (/,6$ PHWRGH EH] xzRh@aaD@npditivnu mikrofloru

=D SURYMHUX UD]JOLNH SULPMH Qrektriede RLI®AItdstaVbBz X E XM
RERJDURQUMO®WNGQRPRJIKGYDILUDQD X]JRUND 4NROMNDAD V UD]
E. coli.

Jedanuzorak(oznaka 2920, dagnjg¢ V D G U &ROYNIPRI E. coli /100 g (manje od
razine detekcije)a drugi uzorak(oznaka 2946prnjavice)prirodru razinu od 5400 MPNE.
coli J ANROXWDAPHQR VWDQGDU GQBrél soudijetRd v ROGBER) L
SULMDAQMLRta¥lpd @ DIQ'MI0P D D]UMH Y H QM H P QN5 HWdetHddin® 7 ( &
XPQRAHQH SGRNPR YeRdtrhcije od 2 x POCFU/gi2x 16 &)8 J ANROMNDA&D
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Koncentracijedodanihbakterijak. coli 2 + R G U H yhe®im\bidjanjem jednog mL
KRPRJHQDWIP ANRGMRDEODRMDQMD NRORQLMD QD SORpL
(/,6 WHVW MH QDSUDYOMHQ iXKkiMXSHTSBNDIiVe@d8LlaPD RERJ
ispitivana je PRJXUQRVW L]ER Wdiiektiédr BLLSAV tdstaMi Dsupernatantima
KRPRJHQDWD J ANROMNDAD X Pza BrZigtesuntptiVhi Bokd2 ID UL Y L
YHURWRNVLQD SUHGYLYHQD RGQG. SdhRia]nij&bilaverdicilal o) RUNH |+
WHKQLNX L]YRYyHQMD (/,6$ WHVWD QHJR GRND]DWL GD RE

metode.
2VMHWOMLYRVW VSHFLILPQRVW L SRGXGDUQRVW (/,6% F

Iz svih gore navedenih mbupaka verifikacije ELISA testaz istovraneru upotrelu
N O DeVhiebo@ izdvajanja VTECO157:H7 XPQDA&DQMHP J X]RIREIMLANROMN
MTSBN, usporedbom dobivenih rezultata porasta VTEC kolonija i dokazane prisutnosti
verotoksina, RGUHYHQD MH RVMHWOMLY REBLWA ne®eFLILPQRVW L SR
8V SRUHYVHEA Mdostupak | D R G U H yatxy D Qubkkhatantimadiluenta za
RALYOMDY D @Qedl Hmn#&kbja i ELISA test usupernatantima umR & H ultita u
mTSBNnaUD]OLpLWLP UD]JLQDP.D |DJDYHQMD V 97(&

4.32.Dokazivanje PRIJXUQRVWL R QK piNiR B ML fdltei Iprirodne

filtracije morske vode

DRND]J]LYDQMH PRH X i Q@NOBNSDENE.Doli umorui RQHPLAUHQMD aL®
a N R O el paéslpedie prirodne filtracije mora 1| D J D y HSQ/REC je ujednoi |DYU&aQD
verifikacija funkcioniranjaizabranog postupka metodama za izdvajanje VTE(E. coli
O157H7)i njenih verotoksina§W [ X ALY LP aKdjR suhizabadvimDadom

Izdvajanje VTEC i dkaz prisitnosti Stx u X]JRUFLPD ALYLKDADNRHOMND &L
prirodnim putenza UD]J]OLN X RG S Ujehwahiddedafe® N B {DHAS R & Bdtvida D
XPLOQNRYLWRVWL LXDEYME WL POH \WiBRGHY O iktpv@elmigna Ppotvrda
PRIJXUHJ QD@DXDALYLP aNRAMNDAELPD
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Postupak RQHp L dAlHYAMROMNDAD

Prvi diopokusa, nos 97 (& X RUJDQL]DP 4ALYLK ANRJMMNDEHDQIR.D W U I
E. coli O157H7 u imitiranim prirodnim uvjetimabbavljenje na Institutu za oceanografiju i
ribarstvo Split £ 1IZOR. U ODERUDWRULMX ]D PLNURELRORJLMX KU
Veterinarskog zavoda u Splitu {S8VZS)je prvo SU L U Hy H (EXoNXI6AHXXIDQRaH QD
SUHNR QROUUDFUMER MXPD SULUHYHQH GYLMH VXVSIHQ]LMH F
MRD. ,VWL GDQ MH SUHOLPLQDUQ RE R OBYHAQ s\t proveel. EURM
GRVWDWQH NROLPLQHcADOMROWHLOX FRWL RGDQ L]YUAHQD
ponovnu provjeru stvarnog broja

U bazen 1s morskom vodomGRGDQD MH VXVSHQ]LMDOS8X @V XUH X
VTEC O157:H7 au bazen 2 je stavli@ D P D Q M Dod\LFBBOX 1L Npk»n P L M H &nbre M D
u bazenima uzeti su prvo uzorci mora za ponoRG U H Y boa @ MdH O157:H7 u
bazenmaUDGL PRJXuUHJ irdhRibije thbrgkdhDvodom. Na dno bazena zatim
stavljeno po 4 kg dagnjadi kontaminacije koja je trajala jedaat pri temperaturi od 20C i
X] ODJDQL SURWRN NL Viltr&cpe, dagnié R Qij¢ DzétUiizétalobm{ndke
1Bi 2B) odmah su preneseni u laboratoHP ¥ ZS, gdje je nastavljen pokus.

Dokazivanje prisutnosti VTEC i verotoksina u R Q H p Ln& (AHY LAN R OrivaN D &

metodama verificiranim u ovom radu

Drugi dio pokusaio je izdvajanje EGLUC(-) kolonija VTECO157H7 X aNROMNDALPIL
L PRUX L GRND] SULVXWQRVWL YHURWRNVLQDakph,6$ SRV

RERJD.UHQMD

U uzorcima morske vodeuzetih nakon dodatk&. coli O157H7 uW 'Y Ujg HHiQj
mikroorganizamaBroj E. coli O157:H7i drugih mikroorganizama u moru provjeren je
metodom brojanja kolonija postupkomembranske filtracijMF), a ukupni brojbakterija
metodomprelijevanja agara

Nakon toga su uzorcdagnji (R]Q D pddiigkamabazena B1 i B REUDYHQL
kombinacijomizabranh kulturelnih metodaza brojanjei izdvajanje svih E coli uz dva
ponavljanja (A i B) te postupkom za dokazerotoksina(Stx). RDGL R G U HR.Q D [QQVRD]
broja EGLUC(-) i EGLUC(+)E. coli QDNRQ LQILOWUDFL MR UL AWWNPNY B BIMR O
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metoda(ISO/TS 166498:2005 na TBX agarwz dodatakO157:H7 ID agarankubiranog pri
41,5°C.

Za izdvajanjeE. coliuz GHWHNFLMX 6W[ NRULAWHB®@RUMKH EPHWRGD
coli na kromogenon©157:H7 ID agaruRER JD 0 H Q M H P(me¢toBar  ¥%ako je faza
SULSUHPH SULPDUQH VXVSHQORUMH QLD Y B ’H RHE ROIDLadPGMWIR G H
metodama 1 i 2, sve hranjipedlogei izabrane temperaturepokusu koristse iza ove dvije
metode pasetako ovim pokusom verificira i 1faza metoda 1 i 2 i izbor hranjivih podloga i
temperatura inkubacije.

Za ELISA testse koristi ista X P Q Ra&khliQra iz metode 3Test je proeden direktno
na uzorcima dagnpliB2 X VXSHUQDWD QWL7BDPo R KR IIRIEGFHIMBE D VDW

Dodatno eSURPDWUDQD RGU&daWRNWLYW WURJOMMHOL FLNO.
mora do izolacije VTEC kulturga jeELISA test proveden i u izoliranim kolonijama iz mora
i iz uzorakalsta SOR pDFDEIASA testovaGRGDWQR MH LVNRULAWHQD ]D >
proizvodnje verotoksina iz pohranjertih coli kultura koje sSUPCR postupkonotkrivene kao
pozitivne odnosno imajgene zgroizvodnjuStx(AWR QH ]QDpL GD UH L)L]JUD]LW!
Ove kulture kaoiLJROLUDQH NRORQLMH X SRNXVX 20B@BamaQH VX W
41,5°C.

44./DQpDQD UHDN FLMIPGRR @tifRatiia ppRDKa

/IDQpDQD UHDNFLMD S ROdbBMjdddnpRIakupBetiin pohranjenim
LIRODWLPD PLMHEDQLK L pLV wje Kavddeainmetdda itoRdgs Yol QLK L]
WLMHNRP RYRJ LVWUDALYDQMD

Pohrana i priprema kultura za PCR

Kulture su sakupljaned 9. mjeseca2007. godine do6. mjeseca201Q godineiz svih
X]RUDND &NROMNDAaD JGMH MHcdl]& pobtaimivaie du bagar 2RW Y U y
konzerviranje$TOKaga) L pXYDQH GR 3&5 SUHWUDQHS @DzastHER? SHU D W )
coi L] VYDNRJ X]JRUND VX SRKUDQMLYDQL ]DVHEQR D VDNXSC

- ako se radilo o pojedinmim Eglukuronidaza pozitivninkolonjama HYLGHQWQR UD]OL
P R U | R CkRrakKtelidfika rasta n& O Rylatke, sluzaveblijede tamne, okrugle, getaste, s
prozirnim rubom ili bez iV O ) k@ RoneposebnihW U D didk@rhijskih osobitosti (nprk
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GLUC(-) / sorbitolf NRORQLMH ELcdi &WiN obplbitGstd svaka kolonija jeuzeta
ubodnom ezom i pohranjena zasebno s kraticom opisa

- ako se radilo 0S O Bynbj kolonija istihP R U | R CkRrakKetidtika z&. colis vidljivim
S R M H G LKlbnfgapnlia Pstruganjem jskinutos S O Rigsidtak kolonija ish potezomeze,
WH VX SRKUDQMLYTDORddaxy | R MIHANRIPD KV NXSQLS3

-aNR MH SORpD ELOD SXQD NR 6ok BHM B RNWVDHIDINDH QIRKWHp Q L
Q D M [kbldaNMIPN metode kada kolonije porastu na svih pet pisliBn potezom ezge uzet
porastpreko cijele SORtp e V D G i$é&i)evi preko dodatneS O Rsholg agara metodom
VSDOMLYDQMD H]H LOIsu dolvei&/ BSRMBGERQDEAGHR NRORQLMF
karakteristikama rastaostugjeno jekako je prethodno opisano.

=D Aa4WR XVSMHaQLMNMGER pstdpkochkulie ) Re@tBIitvEe na krvnom
agaru, aond@ge L] VY M H a Lgtipnera®@ndateérijaDzaekstrakcijuDNK. S obzirom na da
se WLMHNRP LsakipicDvaliky idfizeldda (1100)E. coli, STOK kulture suspajane
zajedng za skupnu PCR pretragu.

ITRODWL VXni R& tiedjViiekvénciji oko 100 kultura. STOK kulture su
precjeplivme QD VYMHAL DJDU ERJDWUKQDR QMIDYUL F DMKARIE [PNDH N U
stariji od 7 danapo principu Skultura ra 5 R ] Q D p poQeLjgdre krvne S CeRIgakon
inkubacijeod 24 sata na’3®Cdo 10 VDGD VYMHALK N ¥@eWwzxtapDnavera @& DM D Q R
cca 5 pl) porasta kulture sa svakog polaO R¢vbka kulturaposebnaeza radi daljnje
pretrage kultura) stavljena X ]DM H QRELPRINDNK/IRNK p L \e@eicu s 0,75 L
DNK AU H Hésv#akom puldngl.pod). Te PMHADYLQH NXOWXUD ®VXVSHQ
pulovi, isti sudantransportiraniX +9, =DJUHE 3ORpH .$ V RVWDWNRP NX
nepropusnu foliju i spremane do povrata rezults8a.VOXpDMX SR]JLWLIYQRPIDUH]X
SR]LWLYQRJ SXOD VX SUHWUDALYDQH SRMHGLQDpPQH NXOW
ANROMNDWRDPDGR SRMHGLI@PDBRKK INRORRYWDK NXOWXUD ]D
identifikaciju.

1DpHOD SRVWXSND
Za pretragye upotijebljenamultipleks e€ngl. multiplex) PCR metoda za detekcijM L & H

JHQD NRML NRGLUDMX ]QDpDMQLMH YLUXOHQWQH IDNWRUI

geni za prije spomenute shiga tj. verotoksheli stx2,zatim dodatni virulentngeneaeAza
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intimin - protein vanjske membrar{daljeu tekstueag i genEHEC hlyA (dalje u tekstuhlyA)
koji kodira enterohemoliziNDUDNWHULVWLPpDQ EDCAHQWHURKHPRUDJLPQ
Nakon dopreme pulova ul1$ AU Wodi2 slijedi ekstrakcija DK zagrijavanjem i
centrifugiranjemNDNRQ WH SRpHWQH GHQDWXUDFLMH GYRVWUXNR
SRpPHWQLFH X SRVHE QR Vagpdiead2¢ (teQriostalbila N Wdlimeraza)
SRPHWHLKFHAX ]D NUDMHYH bR Bed@urimane @NKD ZaQpokmeédanQ
sintetizra komplementarne lance
Na kraju VOLMHGL RpLWDY D QM HIi kbgilarhow elékirBfarézdRgejeX JH O X
DPSOLILFLUDQL SURGXNW SXWXMiHagl&i paGd) ksgdie@dom £ MHV W
markerom poY HO LU REXNWD ]QD R NRMHP VH WUDAHQRP JHQX UL

,JERU SRpHWQLFD
5DGL GREUH XRpOMLYRVWL UDJOLND X Y H®detekajp GRELY
gena stx1, stx2 eaé\, hlyA, korida W HsQ F6 R p H WIQvitiedgen Limited, USA) po

referencam®ATON i PATON (1998.3 kako je prikazano tablici 10.

Tablica 10. . R U L & ®/RifgrHaaQ@unHlifikaciju

9HOLpL
3RPHW 6HNYHQFD QXMOHR GSHZ']‘a”‘bQE produkta
9 X P Q D 4 (D)
StX1F | ATAAATCGCCATTCGTTGACTAC | i 1cpns .
stxlR | AGAACGCCCACTGAGATCATC A subjedinicesty
stx2F | GGCACTGTCTGAAACTGCTCC nukleotide 603857
A subjedinicestx, 255
stx2R | TCGCCAGTTATCTGACATTCTG XNOMXpX
stwvariante
eaeAF | GACCCGGCACAAGCATAAGC nukleotide 27410
eaeA(regija koja je 384
konzerviranaL | P H
eaeAR | CCACCTGCAGCAACAAGAGG EPEC | STEC)
hiyAF | GCATCATCAAGCGTACGTTCC Ukleotide 70603
EHEChIyA 534
hiyAR | AATGAGCCAAGCTGGTTAAGCT y
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Opis postupka

Izolacija DNK
%DNWHULMVNH NXOWXUH VX UD]PXiUHQHRNKaza 8 OWAJHD\IW UG IR)
'IDVH»5)0ODMH 'LVWLOOHG :DWHU a z&imnisWVkuhBnEH2Q miautbRé/ V N D
95°C te centrifugiranena14 000 PLQXWX 6XSHUQDWDR MdlupitHPGR UL a W H

reakciji.

Detekcija gena

PCR reakcijskasmjesaukupnogvolumena20 Gadravalaje 10 Multiplex PCR
MasterMix-a (Qiagen Njemalka), 1 vode RNaseFree(Qiagen Njemalka), 5 Gmjese
poetnicai 2 MNA. Konama koncentracijasvakepo [etnice u reakcijskojsmjesibila je
0,25 0, (Invitrogen Kkotskd. Umnad@njegenaprovedenge pomoiil ureiajaVeriti 96 Well
ThermalCycler (Applied BiosystemsSAD) s po [gtnomdenaturacijon{95 °C/15 min), nakon
koje suuslijedila [etiri korakadenaturacijevezanjapo [etnicai produljivanjalanacai to:

1. korak s 10 ciklusa denaturacije(95 °C/1 min), vezanjapo [etnica (65 °C/2 min) i
produljivanjalanaca(72°C/1,5 min);

2. korak s 5 ciklusau kojima setemperaturavezanjapo [etnicapostupnosmanijivalasa
65°Cna60°C,

3. korak s 10 ciklusa denaturacije(95 °C/1 min), vezanjapo [etnica (60 °C/2 min) i
produljivanjalanaca(72°C/1,5min);

4. korak s 10 ciklusau kojima sevrijeme produljivanjalanacapostupnopoveilo s 1,5
naz2,5minuta

Nakon4. korakauslijedioje zavrai korak produljivanjalanaca(72 °C/10 min).

Produkti umnaanja detektirani su pomoii urejyaja QIAxcel analyzer (Qiagen
Njemalka) i analizirani kompjuterskim programom BioCalculator Software (Qiagen
Njemalka). 1D SRpHWNX 3&5 WHVWLUD Q pSupka &bdron$ poyitRive YHUL I
kontroe GR QDEDYNH QRYRJ XUHYDMD NRULA