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Poglavlje 8.

ESCHERICHIA COLI (ETEC)
1. Uvod

Escherichia coli prvi puta opisana 1885. postupno se pojavila kao
uzro¢nik dje¢jeg proljeva. Danas su opce poznate etiri patogene kategorije
E. coli uzro¢nika proljeva: enteropatogene (EPEC), enteretoksigene (ETEC),
enteroinvazivne (EIEC) i enterohemoragi¢ne (EHEC). Ovo ce se poglavlje
baviti samo enterotoksigenom E. coli ili ETEC.

Prije 1968. nije se znalo da je ETEC uzro¢nik proljeva, a tada se
pokazalo da je on vaZan patogen u Indiji i Banglade3u gdje je ETEC infekcija
endemi¢na. U zemljama u razvoju su proljevi zajedno s loSom ishranom glavni
uzrok smrti djece mlade od 5 godina. ETEC je odgovoran za veliki udjel
akutnog proljeva u djetinjstvu u tim predjelima i zbog toga zna¢ajno pridonosi
visokoj razini smrtnosti. Sojeve ETC karakterizira proizvodnja enterotoksina
koji su dobro okarakterizirani, neotporni prema toplini i/ili prema toplini
otporni. Prema toplini neotporan enterotoksin (LT) je imunoloski srodan s
toksinom kolere (CT) dok je prema toplini otporan enterotoksin (ST)nije
antigen i male je molekularne teZine. Sojevi ETEC, glavna zaliha
nesimptomati¢nih humanih prenosilaca, normalno je povezan s proljevima
putnika iz razvijenih u manje razvijene zemlje prije nego bolestima izazvanim
hranom u razvijenim zemljama. Ipak i u razvijenim je zemljama bilo provala
bolesti izazvanih hranom.

2. Karakteristike

2.1. Klasifikacija, morfologija i uzgajanje

E. coli se Klasificira kao ¢lan familije Enterobacteriaceae.
Bakterije su Gram-negativni, nesporogeni ravni §tapici s flagelama ili
nepokretni (1). Osim proteinskih flagela vecina sojeva ima rese ili vlaknaste
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bjelancevine, koje se, Cesto brojne, isteZzu s povrSine bakterije, a neke od njih
imaju posebne funkcije adhezivnih organa. Na hranjivom agaru mogu
proizvesti dva tipa kolonija: hrapave (R) i glatke (S). S-tipovi su nisko-
konveksni, vlaZni, sivi, sjajne povrsine i potpuno oStri a lako dispergiraju u
otopini soli. R tipovi su suhi i teSko dispergiraju u otopini soli. S oblici su
razvili polisaharidne lance po strani kao dio njihovih vanjskih lipopoli-
saharidnih membrana dok su R oblici mutacijom izgubili polisaharidnu stranu
lanaca, pa se na agaru pojavljuju kao suhe, naborane kolonije.

2.2. Biokemija

E. coli je fakultativni anaerob koji moZe rasti u jednostavnim $ecerima
i minimalnim osnovnim supstratima. Njegova je optimalna temperatura 37°C.
Fermentira glukozu i ostale ugljikohidrate proizvodeci piruvat, koji kasnije
prelazi u mlije¢nu, octenu i mravlju kiselinu. Laktozu opcenito fermentira,
ali neki sojevi to ¢ine uz odgadanje ili je uopce ne fermentiraju. Sojevi E.
coli normalno proizvode indol, pozitivni su na metil-crvenu boju, negativni
u Voges Proskauer reakciji, a ne koriste citrat kao jedini izvor ugljika. O ovim
se pokusima normalno govori kao o ImVic pokusu. Oko 95% E. coli pokazuje
ImVic model ++-- i klasirani su kao biotip I, dok preostale E. coli pokazuju
ImVic model -+-- te su klasirane kao biotip 2 (1).

2.3. Serologija

Pocetnu shemu serotipiziranja razvio je Kaufman (2), a temelji na
somatskim (O), flagelarnim (H) i kapsularnim (K) antigenima E. coli. Antigen
O temelji na O-specifi¢cnom polisaharidu unutarnje membrane lipolisaharida
stanice. Ovaj se povrsinski antigen nalazi u svim glatkim (S oblici)
Enterobacteriaceama i termostabilan je (100°C x 2h). O antigeni, kojih je vile
od 170, ¢ine temelj za klasificiranje E. coli u podskupine (1). H antigeni prema
toplini labilni flagelarni antigeni sastavljeni od bjelan¢evina, od kojih je do
sada identificirano 56. K antigeni, identificirani na temelju njihovog kemijskog
sastava, su kiseli antigeni kapsularnog polisaharida, od kojih je poznato gotovo
80 razli¢itih tipova.

Kada su prvi opisani kao uzroc¢nici proljeva ljudi, izolirani su sojevi
ETEC pripadali Sirokom nizu serotipova, ali uz rijetke iznimke nisu pripadali
skupini enteropatogenih serotipova. Ipak su Orskov et al. (3) nasli odredenu
ucestalost nakupljanja serotipova kad su proucavali velik broj sojeva ETEC.
Sada se predlaZe da prisutnost nekih O i H (a nekada i K) antigena ukazuje
na veliku vjerojatnost da je soj enterotoksi¢an (4). Najobic¢nije seroskupine
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ukljucuju 06, 08, 015, 020, 025, 027, 063, 078, 080, 085, 0115, 0128ac, 0139,
0148, 0153, 0159 1 1067, iako su identificirane i druge sero skupine ETEC
(5, 6). Zbog toga su gotovo svi 078:H11 i 078:H12 sojevi enterotoksigeni,
dok su sojevi 078 bez tih specifi¢nih H antigena rijetko enterotoksigeni. Mnogi
tipovi ETEC, kao 06:K15:H16, 078:H11, 078:H112 su ra$ireni §irom svijeta,
dok su drugi, kao 0159:H (Japan) i 0139:H28 (Brazil) do sada opisani samo
u malobrojnim predjelima. Cini se da svako geografsko podruje ima vlastiti
jedinstven spektar serotipova i tipova enterotoksina (7).

2.4. Otpornost i antibioticka osjetljivost

Izvjestavalo se da su sojevi ETEC iz razli¢itih dijelova svijeta neobi¢no
osjetljivi prema antibioticima. U jednom radu o rezervatu indijanskih Apaca
utvrdeno je da su svi izolati iz djece s proljevom bili osjetljivi na sve testirane
antibiotike. Trideset posto drugih sojeva E. coli izoliranih iz djece na istom
rezervatu bilo je rezistentno na Cetiri ili viSe antibiotika (8). Ipak, u drugim
dijelovima svijeta, na primjer Tajlandu, Filipinima i Hondurasu &esto su
izolirani prema antibioticima rezistentni ETEC sojevi (7). I humani (9, 10) i
animalni (11) sojevi su nosili pojedine plasmide koji Sifriraju i proizvodnju
enterotoksina i otpornost prema antibiotiku.

3. Izoliranje i identificiranje

Ne postoji niti jedna metoda za otkrivanje E. coli iz hrane kao §to je to
slu¢aj s drugim patogenim bakterijama. Temperatura poviSena od 44-45°C
je obi¢no metoda za selekciju mikroorganizama fekalne koliformne skupine
¢iji je ¢lan E. coli, izmedu ostalih zastupljenih koliformnih bakterija. Analiti¢ki
priru¢nik Uprave SAD za hranu i lijekove (BAM) /12/ preporuca kao korak
oporavljanja oStecenih stanica 3 sata drZanja pri 35°C u tekucem hranjivom
supstratu moZdane mase iza ¢ega slijedi selektivno obogacivanje u tekucem
supstratu triptona tijekom 20 sati pri 44°C. Poslije obogacivanja tekuci se
supstrat prelije na Levinov eozin-metilen modar i MacConkey agar. Tipi¢ne
kolonije fermentiranja laktoze selekcioniraju se kao i netipi¢ne kolonije koje
ne fermentiraju laktozu za daljnje karakteriziranje i identificiranje patogenih
svojstava.

Jednom vjerojatne kolonije E. coli pronalaze se na selektivnom supstratu,
a BAM preporuca slijedece biokemijske pokuse za potvrdu: indol, MRVP,
plin iz glukoze, citrat, citohrom oksidaza, malonat, laktoza, celobioza, KCN,
lizin dekarboksilaza, arginin dihidrolaza, ornitin dekarboksilaza i Gram
bojenje (12).
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4. Otkrivanje enterotoksina

Ne postoje biokemijski oznacivaci koji lako utvrduju razliku izmedu
ETEC i ne-ETEC sojeva pa za te svrhe nema niti dostupnih selektivnih
supstrata. Postoje ipak trgovacki preparati polivalentnih antiseruma koji
reagiraju s op¢im seroskupinama patogenih E. coli. Njihova vrijednost u
identificiranju patogenih sojeva E. coli ograniena je zbog manje opcih
podskupina E. coli koje se nebi otkrile ovim antiserumima, a virulencija ne
moZe uvijek biti u korelaciji s postojanjem specifi¢nih O i K antiseruma.

U standardnim testovima za STa, testiraju se filtrati sterilnih kultura kako
bi se utvrdila njihova sposobnost da uvjetuju nakupljanje tekucine u utrobi
mladog miSa. Pokus nije prikladan za rutinske laboratorije, a sada su dostupne
dvije alternative komercijalnih testova. E. coli ST, EIA komplet TD 700
(Oxoid Ltd.) testovi za dokazivanje STa, STa2 u kulturi filtrata primjenom
konkretnog enzima imunopokusa koji uklju¢uje sinteti¢ki toksin i
monoklonalno antitijelo (13). SNAPR komplet hibridiziranja (du Pont UK
Ltd.) nabraja rast bakterija na filtrima u odnosu na postojanje gena koji
kontroliraju proizvodnju STa. Sustavi koriste neradioaktivne reagencije.
Povremeno se krivi rezultati postiZu sa sojevima hibridima nesposobnim da
proizvedu toksin koji se moZe otkriti (13).

Za standardni test ST, testovi se pripremaju samo u malobrojnim
laboratorijima. Kako istrazivacki pribor pripremljena DNA sonda, ali se ne
moZe nabaviti u trgovini.

Standardni test za toksin LT odnedavno ukljucuje sterilne filtrate za
uzgoj na stanicama izraslim na kulturi tkiva. Koriste se jaj¢ane stanice ovarija
kineskog hr¢ka ili opcenitije adrenalne stanice YI misa (14). Dostupni su i
imunoloski testovi s antiserumima pripremljenim protiv LTI ili toksina kolere.
To se moZe nabaviti u trgovackoj mreZi.

(1) VET-RPLA test TD 920 (Oxoid Ltd.). Otkriva zastupljenost LTI u
filtratima kulture pasivnhom reverznom aglutinacijom senzibiliziranih
lateks kuglica (15).

(2) Phadebact ETEC-LT komplet (Pharmacia LKB Diagnostics) test za LTI
koaguliranjem u preparatima proizvedenim privremeno iskljucivsi rast
bakterija na agar plo¢ama u pribavljenom tekucem ekstratu (16).

(3) Biken test (Institute Virion Ltd.) kojim valja analizirati skupine sojeva
§to rastu na specijalnom Biken agaru. U sredi$njoj su udubini smjestena
specifi¢na antitijela protiv LTI. Crte precipitacije nastaju blizu onih
kolonija koje su proizvele LTI (17).
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(4) Komplet hibridiziranja SNARP (du Pont UK Ltd.) analizira rast bakterija
na filtrima i zastupljenost gena 3to kontroliraju proizvodnju LTI. Sustav
koristi neradioaktivne reagencije.

5. Pojavljivanje: mlijeko i mlijeéni proizvodi

Kako je zastupljenost ETEC sojeva znacajnije vezana sa zemljama u
razvoju i ljudima iz tih krajeva oni su glavno sabirali§te ETEC sojeva (18), a
podataka o ETEC sojevima u mlijeku i mlije¢nim proizvodima nema mnogo.
Valja naglasiti da mnoge mlade Zivotinje (telad i prasad) takoder boluju od
teSkih proljeva izazvanih s ETEC, iako normalno razli¢itim sterotipovima pa
mozZda postoji veza izmedu humanih i animalnih sojeva E. coli ili plasmida
koje oni nose. Echeverria et. al. (19) su referirali o izoliranju serotipa
078:H12 iz svinje koja je prethodno okrivljena kao uzro¢nik proljeva ljudi i
tako postoji mogucénost da enterotoksigene infekcije E. coli mogu izazvati
Zivotinje.

Glatz i Brudvig (20) su u SAD analizirali 78 uzoraka sira iz
trgovacke mreZe, izolirali 136 sojeva E. coli, a niti jedan nije proizvodio
enteroksin.

Franke et al. (21) kontroliraju¢i mlijeko i mlije¢ne proizvode u
Njemackoj izmedu 77 izolata E. coli otkrili su ¢etiri soja ETEC iz sira
Camembert i jedan soja ETEC iz jogurta. Niti jedan od 76 sojeva E. coli
izoliranih iz mlijeka i drugih mlije¢nih proizvoda nije proizvodio enterotoksin.
A jedno trovanje hranom propisano ETEC bilo je povezano s konzumiranjem
francuskog sira Brie, a oboljelo je 169 ljudi, ali izvor kontaminiranja nije
odreden u tvornici (22).

6. Patogenost za covjeka

Mehanizmi patogenosti: kako bi do§lo do proljeva domacinu valja
ispuniti uvjete:

(1) soj mora biti toksigen, odnosno nositi plasmid koji kodira LT i/ili ST
toksin;

(2) domacin mora progutati dovoljan broj stanica izazivac¢a bolesti. Navodi
se da bi bilo potrebno 106 ili vi$e stanica (23). U jednom radu s ljudima,
dobrovoljcima, infektivne su doze sojeva ETEC potrebnih da izazovu
proljev bile izmedu 108 i 1010 stanica (24);

(3) mikroorganizam mora dodirivati mukozu tankog crijeva, pokazati
Cinitelje koji dozvoljavaju mikroorganizmu da se priljubi na tanko
crijevo ljudi dozvoljavajuci im da savladaju mehanizam peristalti¢ke
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obrane tankog crijeva i da se nasele na mukoznoj povr§ini epitelnih

stanica. Da bi se mogao nastaniti na sluzavoj povrsini mikroorganizam

mora imati vezivne ¢inioce koji su ne-flageralne, filamentozna

potencijalne nazubljene membrane. Gaastra i de Graaf (25)

izvjeScuju da su mnogi ETEC nitasti, adhezivni ¢inioci identificirani i

svaki se razlikuje kemijski, fizi¢ki i antigeno. Ovi ¢inioci dobro su vezani

uz specifiénog domacina, pa se ¢ini da sojevi ETEC koji nastanjuju

Zivotinje ne nastanjuju se u ljudima i obratno.

Simptomi: Klini¢ke pojave ETEC infekcija su vodenast proljev,
mucnina, gréevi u abdomenu i slaba groznica, koji su posljedica dehidriranja
i acidoze izazvane pretjeranim gubitkom tekucine i elektrolita (5). Trajanje
bolesti je od 3 do 19 dana, a simptomi se pojavljuju unutar 8 do 44 sata.

7. Epidemiologija

Nema sumnje o tome da je u zemljama u razvoju ETEC znatan uzro¢nik
proljeva svih skupina u zemljama (predjelima) losih higijenskih uvjeta,
narocito u tropima gdje je ucestalost izoliranja ETEC izmedu 10 i 70% radilo
se o djeci ili odraslima koji boluju od proljeva (26).

ETEC je glavni uzro¢nik djecjeg proljeva u manje razvijenim zemljama
u kojima izvjesca o djeci o¢ekuju &esti nadzor u kuci, u kojima se napominje,
da djeca mogu tijekom prve 2 do 3 godine Zivota pretrpjeti dvije do tri klini¢ke
infekcije po djetetu godisnje (27). ETEC je takoder najc¢esci uzro¢nik proljeva
putnika. Prou¢avanja prevedena u Hondurasu, Keniji, Meksiku i Maroku
ukazuju da je ETEC izazvao 60-70% proljeva putnika iz industrijskih zemalja
(WHO). Taylor i Echeverria (26) izvje§cuju o proljevima putnika
u Aziji medu dobrovoljcima Mirovnih snaga u Tajlandu, japanskim putnicima
i stranim stanovnicima u Banglade3u, gostima u hotelima te ¢lanovima
razli¢itih skupina. Obim napada proljeva od >50% tijekom 4-6 tjedana navodi
se za te skupine, a sojevi ETEC su bili naj¢esce izolirani patogeni (20-34%)
medu tim od proljeva oboljelim putnicima.

Op¢i su pregledi pokazali da ETS nisu op¢i uzrok sporadi¢kog
endemi¢nog proljeva u zemljama u razvoju gdje zadovoljava higijenski
standard. Prou¢avanje u SAD, Kanadi, Svedskoj, Britaniji i Svicarskoj
pokazala su da ETEC nisu bili op¢i uzrok domaceg sporadi¢nog proljeva (26).
Ipak, bilo je izvjesca o djeéjem epidemi¢nom proljevu izazovnom s ETEC u
razvijenim zemljama u Glasgovu (29), SAD (30) i Engleskoj (31). Ovi su se
nastupi pojavili u bolni¢kim dje¢jim sobama.
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Sojevi ETEC mogu povremeno izazvati infekcije hranom. Rosenberg
et al. (32) su referirali o jednom trovanju u SAD gdje je 2000 ljudi oboljelo
pijuci vodu kontaminiranu blatom iz kanala. Kudoh et al. (33) pisali su o
dva trovanja izazvana kontaminiranom vodom i dva koja je uzrokovala
infekcije hranom u Japanu. Riordan et al. (34) navode pojavu proljeva
izazvanu s ETEC iako je povod trovanja bilo konzumiranje majoneze pure u
jednoj 8koli Engleskoj.

8. Verotoksin koji proizvodi i ESCHERCIA COLI (VTEC)

Sojeve Escherichia coli koji proizvode jak citotoksin, aktivan prema
stanicama prvi su opisali Konowalchuk et al. (36), a E. Coli 0157:H7 kona¢no
je identificirana kao patogen 1982. $to je uslijedilo poslije dva trovanja hranom
uslijed neobi¢nog gastrointestinalnog oboljenja. Obe su pojave oboljenja
izazvane sendvi¢ima pripremljenim u restoranima iste firme od mljevene
govedine. E. coli 0157:H7 izolirana je iz zamrznutog sirovog govedeg mesa
u obliku male paStete iz iste mase mesa upletene u jedno od trovanja (37,
38). Ovaj se serotip sada smatra glavnim uzro¢nikom trovanja hranom, a
izvjeStavalo se 0 mnogim trovanjima povezanim vi$e s mesom, a manje sa
sirovim mlijekom u UK, Kanadi i SAD (38-41). E. coli 0157:H7 nije serotip
ranije prepoznat kao uzro¢nik krvavog proljeva (hemoradicki kolitis),
prestanka rada bubrega (hemoragi¢an sindrom trovanja mokracom) ljudi.
Drugi sojevi E. coli (VTEC) koji proizvode verotoksin, na primjer 026:H11,
povezivali su se s hemoragi¢nim kolitisom i hemoliti¢kim sindromom trovanja
s mokracom (5, 42), ali danas se s pojavom bolesti izazvanom hranom
povezuje samo serotip 0157:H7 te je identeficiran kao naj¢esci uzro¢nik
oboljenja vezanih s VTEC.

Bolest izazvana s E. coli 0157:H7 obi¢no je Zestoka i javlja se kao tri
razli¢ita tipa, odnosno, kao tromboti¢ka trombocitopena crvenila (TTP),
hemoliti¢ki sindrom uremije (HUS) i krvavi kolotis (44, 45).

Tipovi vrsta hrane iz koje su mikroorganizmi izolirani uklju¢uju svinjske
odreske, svinjsku butinu, svinjski pe¢eni odrezak, pe¢enu govedinu, batake
pilica, smetinu i nepasterizirano mlijeko (46). Osnovna hrana nosa¢ upleten
u izbijanju trovanja hranom s E. coli 0157:H7 bilo je mljeveno govede meso,
a dokazi upucuju da to meso vec¢inom nije bilo dovoljno kuhano (38, 44, 47,
48). I sirovo je mlijeko takoder bilo ukljuéeno kao prijenosnik infekcije u
pojavama HUS male djece koja piju mlijeko proizvedeno na farmama njihovih
obitelji (39). O vodi se takoder govori kao o prenosiocu infekcije s jedne osobe
na drugu (46, 49, 50).
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Kao spremiste E. coli 0157:H7 (39, 51-53) mnogi znanstveni radnici
navode stada muzara, naro¢ito mladih Zivotinja u stadu. Mikroorganizmi su
takoder izolirani iz fecesa teladi i junica s E. coli bacilozom (52). Da li su
stada goveda jedino spremiste E. coli 0157:H7, a ne zna se da li se druga
hrana, koja nije govedina i mlijeko, kontaminira za prerade i baratanja s njom
te da li su i druge Zivotinje proizvodac¢i hrane nosa¢i mikroorganizama.
Medutim, kako je mikroorganizam izoliran iz janjadi, prasadi i srna, a moguce
i iz svinje, ovce i jelena i oni mogu takoder biti nosaci (46).

Izolati vecine biokemijskih reakcija E. coli 0157:H7 su tipi¢ne E. coli
osim §to E. coli 0157:H7 ne fermentira sorbitol (37) i nedostaje joj aktivnost
glukuronidaze i zbog toga je negativni MUG pokus $to se koristi za brzo
fluorogeno analiziranje za E. coli (54). Mikroorganizam raste takoder, ali vrlo
slabo, pri 44-45°C i ne raste unutar 48 sati pri 10 ili 45,5°C. Mnogi postupci
za otkrivanje fakalnih koliforma i kasnije E. coli u hrani koriste kao
temperature inkubacije 44-45°C, zbog toga se i tradicionalnim metodama za
izoliranje E. coli iz hrane vjerojatno ne bi otkrilo E. coli 0157:H7 (45).

Kako je probavni trakt goveda, a moZda i drugih Zivotinja za hranu vaZan
izvor E. coli 0157:H7, valja uklju¢iti kontrolne mjere za prije¢enje infekcija
s E. coli 0157:H7, dobre postupke u praksi proizvodnje i prerade hrane
animalnog porijekla kako bi se izbjegao dodir s fekalijama tijekom klanja ili
muZnje te sprijecila fekalna kontaminacija tijekom ponovnog dobivanja i
prerade te hrane. Taj mikroorganizam nije neobi¢no otporan prema toplini i
potrebno adekvatno zagrijavanje te hrane, jer konzumiranje sirovog ili
djelomi¢no kuhanog mesa, peradi te sirovog mlijeka moZe predstavljati
ozbiljnu opasnost infekcije.

9. Terapija

Radna skupina WHO (18) izvjeStava da je dosciklin bio u¢inkovit 85-
90% u kratkotrajnoj (tri tjedna) profilaksi putni¢kog proljeva u Keniji i
Maroku. U tim je podru¢jima ETEC bio opcenito osjetljiv na lijek.
Prouc¢avanja nisu bila poduzimana u podru¢jima za koja se zna da je ETEC
¢esto rezistentan prema antibiotiku. Merson et al. (35) su koristili treta-
ciklin u lije¢enju infekcija s ETEC odraslih u Banglade3u, te izvjestili da je
procjenom 63 slucaja, lije¢enje uvjetovalo ne$to raniji zavrSetak bolesti
pacijenata s LT-ST sojevima, ali nije djelovalo na bolest pacijenata s ST
sojevima. U obadvije skupine bolesnika tretaciklin je skratio trajanje
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izlu¢ivanja mikroorganizama, ali zbog njegove ograni¢ene ucinkovitosti i
opcenito izvrsnog reagiranja proljeva izazvanog s ETEC na samu terapiju i
ponovnog davanja vode upotreba tetraciklina nije bila opravdana u lije¢enju
proljeva starije populacije izazvanih s ETEC.
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